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RESUMO

O uso de espécies vegetais para o tratamento de malaria é pratica antiga, sendo o
isolamento do composto quinina um marco para o0 estudo de Produtos Naturais
antimalaricos. Visto a elevada incidéncia de malaria em paises endémicos, como o Brasil,
além da crescente resisténcia do Plasmodium aos farmacos atualmente usados, a
descoberta de novas moléculas antiplasmédicas € de alta relevancia. O uso do critério
etolégico para a selecdo de novas espécies vegetais foi empregado com o objetivo de
identificar diferentes espécies que ndo fazem parte do arsenal etnofarmacoldgico
conhecido contra maléaria. A associacao de diferentes técnicas cromatograficas a distintos
métodos de analises quimicas constituiu importante ferramenta para o isolamento e/ou
identificacdo de Produtos Naturais. Desta forma, a triagem de diversos extratos vegetais
oriundos de espécies selecionadas via critério etolégico, seguido do fracionamento
daqueles extratos ativos in vitro contra a cepa resistente W2 do Plasmodium falciparum
permitiu a descoberta de 8 diferentes extratos, dentre os 36 analisados, que apresentaram
atividade antiplasmaédica. Identificagdo via UPLC-DAD-ESI-MS/MS no extrato etandlico de
Alchornea glandulosa e Miconia latecrenata mostrou a presenca de flavonoides e taninos
hidrolisaveis enquanto que no extrato etandlico de Psychotria suterella identificou-se
alcaloides B-carbolinicos e indolicos. Dos extratos diclorometano e etanol de folhas de
Xylopia sericea foram identificados e isolados uma flavanona (diidroguecetina-3-O-
ramnosideo) Coleta 1, um diterpeno cauranico (acido 7-oxo-ent-caur-16-en-19-oico) e trés
alcaloides aporfinicos (liriodenina, O-metilmoschatolina e anonaina), tendo a liriodenina
apresentado alta atividade antiplasmodica (ICso 6,1 + 0,1 pg/mL, CCso > 1000,0 pg/mL, IS
> 164,47), sendo possivelmente a promotora da atividade observada para os extratos e
demais fragbes de X. sericea Coleta 2. Os resultados obtidos comprovam a validade do
critério etologico para a selecdo de espécies vegetais na investigacdo de atividade
antiplasmaddica, possibilitando a identificacdo de espécies vegetais nativas da Mata

Atlantica, assim como extratos, fracoes e substancias ativas frente ao P. falciparum.

Palavras-chave: Maléria, Produtos Naturais, Etologia, Técnicas Cromatograficas,

IdentificacBes Espectroscopicas.
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ABSTRACT

The use of plant species for treatment of malaria is old practice, and the isolation of
compound quinine a framework for the study of natural products antimalarials. Since the
high incidence of malaria in endemic countries such as Brazil, and the increasing
resistance of Plasmodium to the drugs currently in use, the discovery of new molecules
antiplasmadicas is highly relevant. The use of ethological criteria for the selection of new
plant species was used in order to identify different species that are not part of
ethnopharmacological known arsenal against malaria. The combination of different
chromatography techniques to separate chemical analysis methods was an important tool
for the isolation and / or identification of natural products. In this way, screening of various
plant extracts derived from species selected via ethological criteria, followed by
fractionation of those active in vitro extracts against the resistant strain W2 Plasmodium
falciparum has allowed the discovery of 8 different extracts, among the 36 analyzed, which
showed antiplasmodial activity. Identification via UPLC-DAD-ESI-MS/MS in the ethanol
extract of Alchornea glandulosa and Miconia latecrenata showed the presence of
flavonoids and hydrolysable tannin while the ethanol extract of Psychotria suterella was
identified alkaloid B-carboline and indole. From the extracts dichloromethane and ethanol
from leaves of Xylopia sericea were identified and isolated a flavanone (dihydroguecetin-3-
O-rhamnoside) Collection 1 is a diterpene kaurenic (7-oxo-ent-Kaur-16-en-19-oic acid) and
three aporphine alkaloids (liriodenine, O-metilmoschatoline and anonaine) and the
liriodenine presented high antiplasmodial activity (ICso 6.1 £ 0.1 pg/mL, CCso > 1000.0
ug/mL, Sl > 164.47), possibly being the promoter activity observed of extracts and other
fractions of X. sericea Collection 2. The results prove the validity the ethological criteria for
the selection of plant species in research antiplasmodial activity, since it allowed the
identification of native plant species of the Atlantic Forest, as well as extracts, fractions and

substances active against the P. falciparum.

Keywords: Malaria, Natural Products, Ethological Approach, Chromatographic,

Spectroscopic Identifications.
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1. INTRODUCAO

A pesquisa multidisciplinar de Produtos Naturais (PN) de origem vegetal na busca
de potenciais agentes terapéuticos e/ou de matérias-primas para a sintese de novas
substancias biologicamente ativas € uma importante estratégia, que concilia conservagao
da biodiversidade, fomento a atividade econdémica e aumento da qualidade de vida
(Patwardhan et al., 2004). Estima-se que dois tercos da populacdo mundial dependam de
recursos vegetais como fontes terapéuticas primarias (McChesney et al., 2007). Além
disso, estudos apontam que nos ultimos 34 anos (1981 a 2014) quase dois tercos de
todos os medicamentos aprovados pela organizacdo mundial de saude sdo derivados ou
inspirados em PN (Newman & Cragg, 2016).

Historicamente, plantas sdo usadas como fontes de medicamentos e continuam a
servir como a base para muitos produtos farmacéuticos utilizados ainda hoje.
Propriedades medicinais de espécies vegetais ja foram descritas por assirios, egipicios,
indianos e chineses, desde 2000 a.c. (Ginsburg & Deharo, 2011). Assim, PN oriundos de
recursos vegetais sédo fonte de compostos com elevada importancia terapéutica. Contudo,
€ notavel o fato de que ainda hoje os recursos naturais sdo pouco estudados quando se
considera o elevado numero de espécies existentes. Estima-se que apesar da intensiva
investigacdo da flora terrestre, apenas 15% das cerca de 300 mil espécies (algumas
estimativas sdo de 500 mil espécies) de plantas superiores tem estudo fitoquimico e
apenas 6% tém sido sistematicamente investigadas farmacologicamente (Balandrin et al.,
1993, Fabricant & Farnsworth, 2001, Raskin et al., 2002).

Nesse sentido, o uso de PN para o tratamento de doencas parasitarias € bem
conhecido e documentado. Um exemplo é o uso da espécie vegetal Cinchona succiruba
(Rubiaceae), no tratamento da malaria humana e febres ha mais de trés séculos (Kaur et
al., 2009). Ja o primeiro farmaco antimalarico, a quinina, foi isolado em 1820, também de
espécies de Cinchonas, do Peru. Dessa forma, observa-se que 11 dos 15 medicamentos
antimalaricos incluidos no quadro terapéutico da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
sdo PN ou derivados, tendo a quinina como modelo para a sintese da cloroquina,

primaquina e mefloquina (Bourdy et al., 2008) (Figura 1).



Figura 1. Estruturas de farmacos antimalaricos e analogos. Adaptado Oliveira et al. (2009).
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Entretanto, considerando principalmente o aumento da resisténcia do Plasmodium
falciparum a cloroquina, intensificou-se a pesquisa de novos agentes antimalaricos o que
resultou na introducdo da artemisinina e derivados na terapia da maléria (Ridley, 2002)
(Figura 1). Atualmente, sdo empregadas formulagcdes combinatérias contendo derivados
da artemisinina, chamadas de ACTs (Artemisinin-based Combinationy Therapy) como, por
exemplo, a combinag&o de artemeter e lumefantrina (Coartem®), em uso no Brasil desde
2006, atovaquona e cloridrato de proguanilo (Malarone®), e quinina, quinidina e
cinchonina (Quinimax®), dentre outras (Taylor & White, 2004, Winter et al., 2006). Porém,
0s primeiros indicios sobre resisténcia do P. falciparum a medicamentos derivados de
artemisinina e terapias de combinacédo de drogas ja sédo evidentes (Batista et al., 2009).
Dessa forma, h&d consenso de que os PN desempenham papel predominante na
descoberta e desenvolvimento de novas drogas para a quimioterapia antimalarica
(Newman et al., 2003).

Estudos bibliograficos mostram um grande numero de PN com atividade

antiplasmaédica\antimalarica pertencentes a diferentes classes estruturais (Schwikkard &
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Van Heerden, 2002, Kamatou et al., 2008, Batista et al., 2009, Choomuenwai et al., 2013,
Hadi et al., 2013). Nas duas ultimas décadas, os avanc¢os de técnicas de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Espectroscopia de Massas (EM) e Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN), aceleraram o isolamento e elucidacdo de biomoléculas,
promovendo a intensificagcdo em PD&l (Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagao) de plantas
como fontes de farmacos. O isolamento e identificacdo destas biomoléculas
antiplasmaddicas\antimalaricas foi fundamental para posteriores estudos de sintese total
e\ou semi-sintese organcia, que frequentemente sao realizados com o objetivo de
melhorar ndo s6 a atividade das substéncias naturais como também caracteristicas
toxicologicas e farmacocinéticas.

Nesse contexto, € importante ressaltar que o Brasil possui a maior diversidade
biol6gica do mundo, estimada em cerca de 20% de todas as espécies vegetais do planeta,
com mais de 55.000 espécies de plantas superiores conhecidas (Lewinsohn & Prado,
2002). Esta flora bastante diversificada representa uma fonte importante de PN
biologicamente ativos e de valiosos modelos para a sintese de novos farmacos (Varanda,
2006).

Toda esta biodiversidade encontra-se distribuida em seis principais biomas, a
Floresta Amazbnica, o Pampa, a Caatinga, o Pantanal, o Cerrado e a Mata Atlantica
sendo os dois ultimos classificados como hotspots, pois sdo biomas de grande diversidade
biol6gica e que estdo entre os mais ameacados de extingdo, devido a grande pressao
antropica (Drummond et al., 2005). Dentre estes diferentes biomas, a Mata Atlantica
apresenta-se com grande potencial para o desenvolvimento de pesquisas que objetivam a
descoberta de novas drogas, pois agrega enorme diversidade e quantidade de recursos
naturais. Estima-se que a Mata Atlantica possua cerca de 20 mil espécies vegetais, sendo
8 mil delas endémicas (Myers et al., 2000, Tabarelli et al., 2005). S&o extensas areas com
flora ainda pouco conhecida do ponto de vista bioldgico, que abrigam de 1 a 8% da
biodiversidade mundial (Fundacdo SOS Mata Atlantica, 2005).



2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, a malaria € a mais mortal e perigosa infeccao parasitaria em muitos
paises tropicais, principalmente no continente Africano. Este cenario se torna mais grave
guando se considera a resisténcia do P. falciparum a artemisinina, o mais eficaz
antimalarico disponivel. Assim, novos esforcos sdo necessarios para a descoberta e
desenvolvimento de novas drogas antimalaricas mais acessiveis e ativas, sendo a
investigacdo de novas fontes de antimalaricos, como PN, de alta relevancia (Batista et al.,
2009, Ginsburg & Deharo, 2011).

Nesse sentido, a proposta de uso de critério etolégico para a selecdo de diferentes
espécies vegetais do bioma Mata Atlantica frente a cepa resistente W2 de Plasmodium
falciparum constitui trabalho inovador no Brasil. Diferentes estudos ja mostraram atividade
antimalarica para espécies vegetais consumidas por primatas em outros continentes.
Ponto relevante nessa proposta consiste no fato do critério etologico possibilitar a
identificacdo de espécies nativas cientificamente pouco investigadas, muitas vezes
diferentes daquelas indicadas por outros critérios, como o etnofarmacolégico e que muitas
vezes leva ao estudo de espécies exdticas. Em bioma de grande diversidade biol6gica,
como a Mata Atlantica, que apresenta uma série de espécies endémicas, a abordagem
etolégica pode levar a descoberta de biomoléculas ativas contra os parasitos causadores
de malaria, dentre outras acles terapéuticas. Importante ressaltar também que este
trabalho esté inserido entre os objetivos do grupo de pesquisa BioPESB (Bioprospecc¢ao e
Uso Sustentavel dos Recursos Naturais da Serra do Brigadeiro), que ja realiza estudos
com espécies identificadas por meio do monitoramento dos primatas endémicos
Brachyteles hypoxanthus Kuhl (muriqui-do-norte), em bioma Mata Atlantica. Este grupo ja
realizou estudos de atividade antioxidante, antibacteriana, antimutagénica, além de
trabalhos bibliograficos e comparativos das espécies identificadas por meio etoldgico e
etnofarmacologico no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (Gontijo et al., 2007,
Favaro, 2008, Leite et al., 2008, Gontijo et al., 2012, Leite et al., 2016).

Dessa forma, os resultados deste trabalho podem resultar além do préposito inicial,
identificacdo e isolamento de novas moléculas ativas frente ao P. falciparum, na

descoberta de novas espécies vegetais nativas com acdo antiplasmodica. Acredita-se



ainda gque este estudo contribua para a conservacao de espécies vegetais, visto que, com
a avaliacdo do potencial ndo-madeireiro de espécies nativas do bioma Mata Atlantica, a
exploracdo de recursos vegetais poder4d ser realizada de forma sustentavel.
Adicionalmente, a conservacédo das espécies vegetais que compdem a dieta da espécie B.
hipoxanthus também implica em a¢do conservacionista para este primata cuja populacao

encontra-se, atualmente, bastante reduzida (Machado et al., 2005).



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

v

Prospectar plantas da dieta dos primatas muriquis (Brachyteles hipoxanthus) com

potencial acdo antiplasmadica.

3.2. Objetivos Especificos

v

Obter extratos em etanol, etanol-agua (7/3) e agua das folhas das 12 espécies
vegetais selecionadas entre aquelas 25 consumidas na dieta do primata B.

hipoxanthus;

Avaliar a atividade antiplasmédica dos extratos/fracdes/substancias obtidos pela

guantificacdo da enzima lactato desidrogenase do Plasmodium falciparum (pLDH);

Avaliar a citotoxicidade dos extratos/fragfes/substancias obtidos em culturas de
células HepG2;

Realizar o fracionamento biomonitorado de extratos mais ativos;

Realizar a prospecc¢do fitoquimica, por cromatografia em camada delgada (CCD)
para identificacdo dos principais grupos de metabdlitos secundarios presentes nos

extratos obtidos;

Avaliar o perfil cromatogréfico dos extratos/fra¢gdes/substancias obtidos por UPLC-
DAD;

Identificar compostos majoritarios de extratos e fracdes ativas via UPLC-DAD-ESI-
MS/MS;

Obter os espectros no Ultravioleta, Infravermelho, de Massas e de RMN de

substancias isoladas, a fim de elucidar a estrutura quimica destes compostos.



4. REVISAO DA LITERATURA

4.1. Abordagem Etolégica

Muito importante na bioprospeccdo da biodiversidade vegetal é a definicdo dos
critérios para a selecdo das espécies a serem investigadas, tendo em vista a relevancia
das especificidades das informacdes que podem ser levantadas. Dentre as estratégias
para a selecdo de espécies para bioprospeccdo citam-se o0 acesso randomizado e o
acesso guiado por diferentes critérios, tais como guimiotaxondmicos, etnofarmacoldgicos
e, mais recentemente, etolégicos (Krief, 2004). Este ultimo tem sido apontado como um
caminho muito promissor para a descoberta de novos PN de potencial valor terapéutico
(Carrai et al., 2003, Albuquerque & Hanazaki, 2006).

A abordagem etoldgica é relatada em diferentes areas da ciéncia, como na biologia
e na psicologia. Nesse sentido, o estudo zoofarmacognostico tem como premissa basica
gue animais selvagens podem selecionar e utilizar plantas espécificas com propriedades
medicinais para o tratamento de doencas e para protecdo contra parasitas (Raman &
Kandula, 2008). Em uma perspectiva mais ampla, esta abordagem coloca o metabolismo
secundario vegetal como potencial fonte medicamentosa, uma vez que grande parte
do material vegetal que € consumido pelos animais contém matriz de metabdlitos
secundarios extremamente diversificada e ativa biologicamente (Huffman & Seifu, 1989,
Ohigashi et al., 1994, Plotkin, 2000). No entanto, o uso do critério etoldgico ainda é uma
estratégia pouco explorada para acesso a biodiversidade visando a bioprospeccao
farmacéutica e, relativamente nova, na pesquisa sobre o comportamento animal (Huffman,
2001, Engel, 2002).

Diferentes trabalhos descrevem evidéncias claras de que primatas fazem uso de
plantas para fins medicamentosos, promovendo desde de trituragcdo da parte vegetal
usada até remocdo de cascas e fibras das plantas (Hoffman, 2001). Ha ainda, relatos de
gue bandos de primatas fazem uso da quantidade de ingestdo, agindo de acordo com
grupo (macho, fémea, filhotes e gravidas) e possuem também, sazonalidade no uso de
algumas plantas (Hoffman, 2003). Na literatura, sdo diversos os relatos em que foi

empregada a abordagem etoldgica como critério para a selecdo de espécies na busca de



novas drogas vegetais. Propriedades terapéuticas como antibiéticos, antiinflamatorios,
antipiréticos e imunoestimulantes ja foram descritas para espécies consumidas por
primatas (Huffman et al., 1998, Cousins & Huffman, 2002, Krief, 2003). Em estudos com
babuinos, Lozano (1998) e Engel (2002) verificaram o consumo esporadico e em baixas
guantidades diarias de folhas de determinadas plantas, que sdo bem relatadas na
literatura por suas propriedades estimulantes, apesar da alta disponibilidade para
consumo das espécies vegetais analisadas. Carrai et al. (2003), observaram que fémeas
de Iémures (Propithecus verreauxi) que apresentaram ingestdo de plantas ricas em
taninos durante o periodo de lactacdo, tiveram aumento no peso corporeo e estimulagéo
da secrecdo do leite, fato que estd de acordo com algumas propriedades biolégicas
desses polifenais.

Estudos mostram também acdo antimalarica de espécies consumidas por primatas.
Em trabalho realizado por Krief et al. (2004), foi observado o uso de folhas da espécie
Trichilia rubescens (Meliaceae) por chimpanzés em uma regido endémica de maléria e
constastou-se, em bioensaios in vitro, que o extrato metandlico das folhas desta espécie
possui expressiva acao antimalérica. Além disso, foram isolados dois novos limonoides, as
Trichirubina Al e Trichirubina B2 (Figura 2) que apresentaram alta atividade antimalarica
frente a cepa cloroquina resistente FcB1 (ICso 0,3 e 0,2 pg/mL, respectivamente). Krief et
al. (2006) investigaram a atividade biologica de 24 espécies vegetais consumidas por
chimpanzés, sendo observadas atividades antibacteriana, anti-leishimania e também
antimaléarica. Klein et al. (2008) observaram que chimpanzés ingeriam solo com folhas da
espécie vegetal Trichilia rubescens. Testes in vitro novamente demonstraram a acao
antimalarica desta espécie. Lacroix et al. (2009) verificaram ainda que o esteroide
Musambiosideo C isolado do extrato acetato de etila das folhas da espécie Markhamia
lutea (Bignoneaceae) consumida por chimpanzeés, apresenta atividade antiplasmodica
frente a cepa cloroquina resistente FcB1 (ICso 10,2 pg/mL), assim como o extrato (ICso
10,2 pg/mL).



Figura 2. Limonoides com atividade antimalarica isolados de folhas da espécie Trichilia

rubescens (Meliaceae). Adaptado de Krief et al. (2004) e Lacroix et al (2009).
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Sabe-se que primatas e humanos apresentam o protozoario P. knowlesi que causa
guadros clinicos tao severos quanto os observados para P. falciparum (Cox-Singh, 2010).
Além disso, primatas apresentam também infeccdo por espécies de Plasmodium
causadoras da malaria em humanos como P. falciparum (Liu et al., 2010). Dessa forma, é
possivel que primatas também facam uso de determinadas espécies vegetais que podem
ser usadas com finalidades terapéuticas antimalaricas. Outro aspecto a ser ressaltado &
gue, embora altamente concentrada na regido Amazonica (99% dos casos), a malaria foi
difundida para fora desta regido no Brasil. Estudo da epidemiologia espacial e temporal da
malaria em regides extra-amazoénica do Brasil aponta total de 6,092 casos registrados

entre 2007-2014 (Lorenz et al., 2015). Portanto, apesar de ndo ser inserido em area
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endémica de malaria, os muriquis que vivem no bioma Mata Atlantica podem,
eventualmente, estar infectados por plasmaodios e/ou outros parasitos.

Assim, em biomas com grande variedade de espécies vegetais endémicas, como a
Mata Atlantica, muitas plantas ainda sao desconhecidas quanto ao seu UusoO
farmacoldgico/terapéutico, sendo necessarios critérios alternativos para a selecdo de
representantes deste patriménio genético de grande interesse e valor para a pesquisa
farmacéutica. Estas espécies, em sua maioria nativas, uma vez que sdo consumidas por
primatas, bem proximos do Homo sapiens, possuem baixa toxicidade, apresentando
assim, grande probabilidade de ndo apresentar toxicidade também em testes pré-clinicos.
Nesse sentido, o critério etolégico surge entdo como uma interessante ferramenta para
identificacdo de drogas vegetais, visando isolamento e identificacdo de potenciais

fitofarmacos.

4.2. Abordagem Etolégica no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro - MG

A espécie Brachyteles hypoxanthus Kuhl, conhecida popularmente por muriqui-do-
norte (Figura 3), € uma espécie endémica da Mata Atlantica, exclusivamente herbivora,
sendo o0 maior primata das Américas (Strier, 1992). Devido, principalmente, a
fragmentacdo de seu habitat e a caca ilegal (Mendes et al., 2005), a espécie se encontra
criticamente em perigo de acordo com a Lista Oficial de Espécies da Fauna Brasileira
Ameacada de Extincdo (Machado et al., 2005). Estima-se que menos de 1000 individuos
da espécie B. hypoxanthus sobrevivam em alguns fragmentos isolados de Mata Atlantica
nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo e sul da Bahia (Mourthé, 2006). No Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB) esta localizado um corredor florestal que abriga
uma das maiores populacdes de muriquis-do-norte do Brasil (Mendes et al., 2005, Moreira
et al., 2006).
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Figura 3. Primata Brachyteles hypoxanthus (muriqui-do-norte) do PESB. Adaptado de
Favaro (2008).

Nesse contexto, no periodo de maio a outubro de 2006, pesquisadores do grupo
BioPESB monitoraram 43 individuos da espécie B. hypoxanthus, a fim de obter dados
sobre os itens alimentares vegetais consumidos por eles, observando-se aspectos como a
parte vegetal ingerida (folhas, frutos, flores, entre outros) e frequéncia de consumo
(Favaro, 2008). Nesta ocasido foram identificadas 25 espécies vegetais consumidas pelo
primata muriqui-do-norte, a saber: Aegiphilla sellowiana Cham. (Verbenaceae), Alchornea
glandulosa Poepp. & Endl. (Euphorbiaceae), Amaioua guianensis Aubl. (Rubiaceae),
Cecropia sp. (Urticaceae), Croton floribundus Spreng. (Euphorbiaceae), Ficus cf. mexiae
Standl. (Moraceae), Laplacea fruticosa (Schrad.) (Theaceae), Macropeplus dentatus
(Perkins) l.Santos & Peixoto (Monimiaceae), Marlierea racemosa (Vell.) Kiaersk.
(Myrtaceae), Meriania  claussenii  Triana  (Melastomataceae), = Miconia  sp.
(Melastomataceae), Miconia latecrenata (DC.) Naudin (Melastomataceae), Myrsine
ferruginea (Ruiz & Pavon) Sprengel (Myrsinaceae), Nectandra oppositifolia Nees
(Lauraceae), Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer (Lauraceae), Psychotria suterella Mull. Arg.
(Rubiaceae), Psychotria vellosiana Benth. (Rubiaceae), Rudgea jasminoides (Cham.) Mull.
Arg. (Rubiaceae), Schefflera calva (Cham.) Frodin & Fiaschi (Araliaceae), Senna
macranthera (Collad.) S.Irwin & Barneby (Fabaceae), Solanum leucodendron Sendtn.
(Solanaceae), Solanum swartzianum Roem. & Schult (Solanaceae), Tovomitopsis
saldanhae Engl. (Clusiaceae), Vochysia cf. magnifica Warm. (Vochysiaceae) e Xylopia
sericea A.St.-Hil. (Annonaceae).

11



Levantamento bibliografico sobre as 25 espécies vegetais identificadas mostrou que
apenas 7 (27%) apresentavam estudos relacionados a constituicdo quimica ou acao
farmacologica, ou seja, 73% (18) das espécies consumidas pelo B. hipoxanthus n&o foram
ainda objeto de qualquer prospeccédo farmacéutica (Gontijo et al., 2007, Favaro, 2008). Em
outro trabalho de pesquisadores do grupo BioPESB, foi analisada também, a diferenca de
informacbes sobre espécies vegetais obtidas através de critério etoldégico e
etnofarmacoldgico. Assim, observou-se que 100% das espécies consumidas pelos
primatas eram nativas da Mata Atlantica, enquanto somente 40% das espécies levantadas
etnofarmacologicamente eram nativas deste bioma. Além disso, das espécies
diagnosticadas através de critério etolégico, 60% ndo apresentaram estudos terapéuticos,
sendo que apenas cerca de 25% delas possuem estudos fitoquimicos e farmacolégicos.
J& das espécies observadas por abordagem etnofarmacoldgica, somente 20% n&o
apresentaram estudos terapéuticos, enquanto que 70% delas possuem estudos
fitoquimicos e farmacoldgicos (Leite et al., 2008, Leite et al.,, 2016). Dessa forma, a
escassez de trabalhos cientificos referentes as espécies vegetais consumidas pelo
primata B. hypoxanthus incentivou o estudo fitoquimico e a avaliagdo do potencial
terapéutico de algumas daquelas espécies relatadas no trabalho realizado por Favaro
(2008).

4.3. Maléaria

A maléaria é uma doenca infecciosa parasitaria grave, recorrente em muitas regioes
tropicais e subtropicais, responsavel por grande parte dos investimentos em saude publica
de paises em desenvolvimento (Arrow et al., 2004). De acordo com o ultimo Relatério
Mundial da Malaria, milhdes de pessoas ainda ndo possuem acesso as condi¢cdes de que
necessitam para prevenir e tratar a malaria, principalmente em paises endémicos do
continente africano (WHO, 2015). Estima-se que 3,2 bilhGes de pessoas continuam em
risco de serem infectadas pelos Plasmodium falciparum e/ou P. vivax, os dois principais
agentes causadores da doenca (WHO, 2015). Nesse contexto, o Brasil se encontra entre
os trinta paises com maior incidéncia de malaria no mundo, tendo apresentado cerca de
140.000 casos no ano de 2015 (MS, 2016).
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Sabe-se que as principais espécies de parasitos da malaria humana sao
Plasmodium ovale, P. malariae, P. knowlesi, P. vivax e P. falciparum, sendo as duas
ultimas as mais comuns (WHO, 2011). No Brasil ha predominio do P. vivax, com registro
de 85% dos casos de malaria em 2008 (MS, 2012). Entre os principais eventos clinicos
relacionados a maléaria estdo febre, sensacdo de mal-estar, acidose metabdlica, calafrios,
dores musculares, fadiga, anemia e comprometimento de baco, rins e figado (Neves et al.,
2005).

Os sintomas da malaria comecam a se manifestar entre 9 e 40 dias apos a
infecgdo, por consequéncia do ciclo eritrocitico do parasito, dependendo da espécie de
Plasmodium, sendo algumas particularidades inerentes a cada espécie, responsaveis pela
acao mais branda ou grava da doenca (De Paula, 2014). Assim, ap0s a transmissao do
parasito para o hospedeiro vertebrado feita por fémeas do mosquito do género Anopheles,
formas infectantes do parasito (esporozoitos) se alojam nos hepatécitos, multiplicando-se
por esquizogonia, dando origem a milhares de merozoitos no chamado ciclo-hepatico ou
exoeritrocitico (Figura 4). Espécies de P. vivax e/ou P. ovale podem formar hipnozoitos,
permanecendo em estados latente por meses ou anos (Wells et al., 2010). Com a
liberagdo dos merozoitos na corrente sanguinea ha a invasao das hemacias, dando inicio
ao ciclo eritrocitico, fase na qual ocorre a maioria dos sintomas clinicos citados (Coura et
al., 2006). Neste ciclo, ha a diferenciacéo do parasito em estagios infectivos de trofozoitos
jovens (estagio de anel) e trofozoitos adultos, formando esquizontes, que apés
rompimento dardo origem a novos merozoitos que reiniciardo o ciclo (Figura 4). A
liberacdo de metabdlitos do parasito durante o ciclo eritrocitico e a destruicdo de hemacias
ndo parasitadas formam os quadros mais graves da malaria (De Paula, 2014). Ainda
durante o ciclo eritrocitico, alguns merozoitos sanguineos podem diferenciar-se em
gametdcitos, infectantes do hospedeiro invertebrado, promovendo a continuidade da
transmissao através da contaminagdo dos mosquitos fémeas Anopheles (Aly et al., 2009)
(Figura 4).
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Figura 4. Esquema simplificado do ciclo de vida de parasitos causadores de maléria.
Adaptado de MMV (2016).
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4 .4. Produtos Naturais Antimalaricos

A maléria continua sendo um dos maiores desafios de salde publica enfrentados
pela humanidade, sendo a busca de farmacos, tanto em termos de eficacia e custo, um
imperativo de saude global (Cragg & Newman, 2013). Historicamente, plantas sdo uma
fonte importante de drogas antimalaricas. A excepcional complexidade e diversidade
molecular de PN de origem vegetal, coloca o estudo da flora como fundamental no
processo da descoberta de novas drogas ativas contra malaria. O isolamento da molécula
guinina a partir das cascas de espécies de Cinchona (C. officinalis), relatado em 1820,
pode ser considerado o melhor exemplo da descoberta e desenvolvimento de drogas a

partir do estudo de espécies vegetais, uma vez que a quinina constituiu um modelo para a
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sintese de quinolinas antimaléaricas, como cloroquina e mefloquina (Figura 1) (Cragg &
Newman, 2013).

Farmacos antimaldricos como o0s pertencentes as classes das quinolinas e
artemisininas atuam no ciclo eritrocitico do parasito. A acdo antimalarica destes farmacos
esta relacionada a inibicdo da formacdo da hemozoina no vacuolo digestivo do parasito,
fruto da degradacéao de hemoglobina, com liberacédo de sua porc¢ao ferro (ferriprotoporfirina
IX), pelos grupos farmacoféricos quinolinicos e endoperdxidos (Fitch, 2004, Goldberg,
2005). Aos antimalaricos artemisininicos atribui-se ainda formacdo de Espécies Reativas
de Oxigénio (EROSs), originarias da quebra do anel endoperéxido (Wang et al., 2010). A
formacdo de EROs é também um dos mecanismos de acdo de uma importante classe de
farmacos derivados de quinonas, como a atovaquona (Figura 1), que operam na inibicéo
da cadeia transportadora de elétrons (Painter et al., 2007).

Apesar da existéncia de um arsenal de medicamentos antimaldricos, com
diferencas importantes no local e mecanismo de acéo (Aguiar et al, 2012), o controle desta
infeccdo é cada vez mais dificil devido ao surgimento de novas linhagens de Plasmodium
resistentes aos medicamentos frequentemente utilizados (Craft, 2008), sendo 0 uso
indiscriminado de agentes antimalaricos a principal causa de resisténcia (Golenser et al.,
2006). O aumento da resisténcia de diferentes cepas de Plasmodium limita 0 sucesso no
tratamento da malaria, quer para o tratamento preventivo ou para propositos curativos
(Greenwood & Mutambigwa, 2002, Noedl et al., 2003).

Assim, o estudo visando a descoberta de novos agentes antimalaricos é de grande
importancia no cenario das pesquisas farmacéuticas, colocando PN e derivados como
primordiais em PD&Il. Espécies vegetais de diferentes taxa, em diferentes regides do
planeta tém sido investigadas quanto a sua atividade antiplasmdédica/antimalarica, sendo
descrita uma diversidade de extratos e substancias ativas in vitro e in vivo, com intuito de
se obter novos farmacos (He et al., 2006, Nguyen-Pouplin et al., 2007, Kaur et al., 2009,
Chinchilla-Carmona et al., 2011, Lacroix et al., 2011, Muthaura et al., 2011, Musila et al.,
2013).
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4.5. Espécies Vegetais Investigadas para Avaliacdo Antiplasmaddica

Dentre as 25 espécies vegetais identificadas na dieta do muriqui-do-norte, 12 foram
selecionadas para avaliacdo da atividade antiplasmddica e estudo fitoquimico das
espécies ativas. O critério de escolha destas 12 espécies foi a maior possibilidade de
coleta, uma vez que muitas das espécies sdo arvores de grande porte, para as quais nao
foi possivel coleta. Dados referentes a revisao bibliogréafica das 12 espécies selecionadas
sdo apresentados na Tabela 1. De forma geral, a maior parte dos testes relacionados as
espécies selecionadas refere-se a estudos antioxidantes e antibacterianos, com

predominancia de estudos com extratos etandlicos (Tabela 1).
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Tabela 1. Referéncias bibliograficas sobre fitoquimica e atividades biolégicas das 12 espécies vegetais selecionadas para

avaliacao de atividade antiplasmédica.

Espécie Familia Botanica  Parte Vegetal Extrato/Substancia Atividade Biologica Referéncia Bibliografica
Vegetal Estudada
EtOH/polifendis Atividade larvicida. Urrea-Bulla et al., 2004.
Compostos fendlicos Atividade antioxidante Morais et al., 2010.
isolados e antiulcerogénica. Sumbul et al., 2011.
MeOH/mistura de Efeito citostatico para Conegero et al., 2003.
esteroides, terpenoides, melanoma.
alcaloides e compostos
fendlicos. Atividade antioxidante Calvo et al., 2007.
MeOH in vitro.
_ _Atividade Lopes et al., 2005.
Alchornea Euphorbiaceae Folhas antiinflamatoria in vivo.
g|andu|osa AcOEt/MeOH
~ Atividade Lopes et al., 2011.
_ antiangiogénica in vivo.
AcOEt/alcaloides
Acao mutagénica.
MeOH Santos et al., 2010.
. Acéo antioxidante,
Hz0/polifendis antibacteriana e Gontijo et al., 2012.
antimutagénica.
Amaiuoa Rubiaceae Folhas EtOH/alcaloides Acao antioxidante Oliveira et al., 2009c.
guianenses
Laplacea Theaceae Folhas MeOH/DCM Atividade citotoxica em Calderon et al., 2003.
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fruticosa

células humanas.

Folhas EtOH e DCM Efeito citostatico em Pais, 2011.
células tumorais
humanas.
Miconia Melastomataceae
latecrenata Folhas H.O/polifendis Acéo antioxidante,
antibacteriana e Gontijo et al., 2012.
antimutagénica.
Oleo essencial. Marques & Massayoshi,
Presenca em alta 1999.
concentracgao do polifenol -
Folhas safrol, além de Lordello et al., 2000.
fenilpropandides, esteroides,
sesquiterpenos e cumarinas. Oltramari et al., 2004.
H.O/polifendis - -
Acéo antioxidante,
antibacteriana e Gontijo et al., 2012.
Folhas Oleo essencial/polifenois antimutagénica.
Ocotea Lauraceae
odorifera
Acdo antifiingica e Pinto et al., 2010. Castro &
Folhas H.O/polifendis larvicida. Lima, 2011.
Folhas,
cascas de Acdao alelopética Carmo et al., 2007.
troncos e -
cascas de
raizes.
Nectandra Lauraceae - - - -
oppositifolia
Folhas EtOH/alcaloides Efeito analgésico. Santos et al., 2001.
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Psychotria Rubiaceae
suterella Folhas H.Olpolifendis Acédo gntlox@ante e Gontijo et al., 2012.
antibacteriana.
Folhas H.O/polifendis Acao antioxidante e Gontijo et al., 2012.
antibacteriana.
Acéo antioxidante in
vitro para o extrato
Folhas EtOH/DCM etandlico, toxicidade in Vieira. 2010
Psychotria Rubiaceae Vivo e alto valor ' '
vellosiana nutricional.
Acéo
EtOH antlmlcobi’;\cte_rlana com Ramos et al., 2008.
Folhas auséncia de
citotoxicidade para
células de mamiferos.
Folhas EtOH Atividade fungicida Oliveira et al., 2009b.
Rudgea Rubiaceae Folhas AcOEt. - Oliveira et al., 2007. Lopes
jasminoides Isolamento de terpenos e etal, 1999.
antraquinonas.
H.O/polifendis i
Folhas Acédo gntlox@ante e Gontijo et al., 2012.
antibacteriana.
Schefflera Araliaceae - - - -
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calva

Solanum Solanaceae Folhas H.O/polifendis Acao antioxidante e Gontijo et al., 2012.
swartzianum antibacteriana.
Raiz HEX/é&cido Acgdo mutagénica Cavalcanti et al., 2010.
caurénico(diterpeno)/acido
xilépico
. . Atividade acaricida. Pontes et al., 2007.
Oleo essencial
Folhas e
Xylopia Annonaceae frutos HEX/Mono e diteroenc - Takahashi et al., 2001.
sericea P
Sementes . : - Craveiro et al., 1986.
Oleo essencial
Fruto
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4.6. Estudo Bibliografico Farmacobotanico das Espécies Identificadas

Levantamento bibliografico farmacobotanico realizado mostrou que muitas espécies
vegetais pertencentes ao mesmo género das 12 espécies selecionadas para este trabalho
ja foram avaliadas quanto a sua atividade antimalérica e/ou antiplasmédica, ou ainda
constam de levantamentos etnofarmacologicos (Tabela 2). Este fato € de grande
importancia neste trabalho, encorajando o estudo das espécies ainda ndo avaliadas para
atividade antiplasmaddica e/ou antimalérica, uma vez que estudos farmacobotanicos séo
também importantes ferramentas para sele¢do de alvos terapéuticos a serem avaliados,

aumentando a probabilidade de sucesso em trabalhos com espécies vegetais.
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Tabela 2. Levantamento bibliografico farmacobotanico para atividade antiplasmdédica e/ou antimalarica de espécies

dos géneros selecionados para o presente trabalho.

Género Espécie Vegetal Parte Extrato (Solvente) Acao Citotoxicidade Referéncia
Botanico Vegetal /Substéancia Antiplasmaddica Bibliografica
Estudada
Alchornea cordifolia Folhas EtOH, HCCl; e EtOEt  Acédo moderada do Células HelLa Banzouzi et
e acido elagico extrato EtOH (ICso  (CCso 2,2 pg/mL al., 2002.
7,1 yug/mL) e acido acido elagico)
elagico (ICs0 0,1
pg/mL).
Células HeLa
- EtOH e H.0 (ICs0 3,4 pg/mL Mustofa et al.,
Alchornea cordifolia Folhas aquoso) e (ICso 3.2 (CCs0 54,9 2000.
Alchornea ng/mL etanolico). pg/mL)
Alchornea cordifolia Fruto H20
ICs0 4,9 pg/mL CCso 340 pg/mL Avisi et. Al
2011.
Folhas e EtOH/ngg%tBUOH © (62% a 2,5 mg/mL -
Alchornea sidifolia Ramos BUOH e 35% AcOEt Gibim et. al.
a 2,5 mg/mL)
Amaiuoa - - - - - -
Laplacea - - - - - -
Miconia racemosa Folhas EtOH Uso - Antoun et al.,
Miconia etnofarmacoldgico 1993. Mariath
Miconia rubiginosa et al., 2009.
Ocotea comoriensis Cascas MeOH ICs0 10 pg/mL _ Mer;L(J)tozt al.,
Ocotea Ocotea pretiosa Cascas e -

Uso
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raizes etnofarmacolégico Botsatris,
) 2007.
Ocotea odorifera Cascas e Oleo essencial e Uso -
raizes triterpenos etnofarmacolégico Botsaris,
2007.
Ocotea usambarensis Cascas - Uso - Muthaura et
etnofarmacoldgico. al., 2007.
Nectandra salicifolia Folhas e [Extrato MeOH e ICso 294 - 9020 - Bohlke et al.,
cascas isolamento de 15 na/mL 1996.
Nectandra alcaloides 9
Nectandra
megapotamica Cascas Extrato EtOH/H.0O Nao toxico a Filho et al.,
(9/1) e lignanas ICs0 2900 ng/mL. Vero 2008.
isoladas
Cascas e EtOH e alcaloides Nao toxico a Muhammad et
. |C5o 940 ng/mL
Psychotria Psychotria klugii caule isolados Vero al., 2003.
Rudgea - - - - - -
Schefflera umbellifera Folhas EtOH e H>0 ICs0 > 50 pug/mL CCs0>50 ug/mL  De Villiers et
al., 2010.
Schefflera -
Schefflera umbellifera  Folhas MeOH/DCM (1/1), ICs0 3.2 pg/mL g’:thggql%” et
Fracbes e " '
Substancias isoladas
polifendis
Solanum nudum Folhas EtOEt/Esteroides/ - - Pabon et al.,
2002, 2003,
2011. Lodono
et al., 2006.
In vivo - Chen et al.,

Solanum tuberosum

Glicoalcaloides
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Solanum Solanum - EtOH ICs0 50 pg/mL CCsp 60 pg/mL 2010.
nigrum Ramazani et
Partes al., 2010.
Solanum surattense aéreas
EtOH ICso > 200 pg/mL Nao Rg{“aézoalnc') et
Solanum alatum Partes determinado N '
aeréas
Xilopia brasilienses Sementes - Uso - Botsaris,
e cascas etnofarmacoldgico 2007.
Xylopia brasilienses Folhas EtOH/Alcaloides Cs0 52 pg/mL - Fischer etal,
. 2004.
isolados
Xylopia
: Partes Eter/AcOEt (1/1) ICs0 21,9 pg/mL
Xylopia frutescens aéreas CCs > 30 pug/mL Jenett-Siems
et al., 1999.
EtOH/ Alcaloides i
Folhas isolados
Xylopia emarginata ICs0 43 pg/mL. Fischer et al.,
2004.

Nota: -: ndo encontrado.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Coleta e Identificagdo do Material Vegetal

As amostras vegetais foram coletadas no més de dezembro de 2010, na trilha “Vale
do Ouro”, localizada dentro da Unidade de Conservacéao (UC) PESB, regido da Zona da
Mata, Minas Gerais (Tabela 3). As arvores nas quais foram coletadas amostras vegetais
foram georeferenciadas. A “Licengca de autorizacdo de coleta” na UC foi expedida pelo
Instituto Estadual de Floresta de Minas Gerais, (N° UC 073/07, COL 050/07). Para a
espécie Xylopia sericea foi realizada uma segunda coleta durante 0 més de julho de 2012,
uma vez que o material vegetal obtido na primeira coleta (dezembro de 2010) foi
insuficiente para as posteriores etapas de fracionamento cromatogréfico. A identificacédo
das espécies foi realizada por botanicos da Universidade Federal de Vigcosa e
Universidade Federal de Lavras, seguindo metodologia de confronto de exsicatas, sendo

depositadas no Herbario VIC da Universidade Federal de Vigosa.

Tabela 3. Espécies vegetais usadas na dieta do primata Brachyteles hypoxanthus

selecionadas para avaliacdo de atividade antiplasmaddica.

Espécie Vegetal Familia Botanica N°. Exsicata Sigla
Alchornea glandulosa Poepp. & Endl. Euphorbiaceae VIC 40.484 EAGL
Amaioua guianensis Aubl. Rubiaceae VIC 36.692 EAGU
Laplacea fruticosa (Schrad.) Theaceae - ELF
Miconia latecrenata (DC.) Melastomataceae VIC 34.321 EML
Naudin
Nectandra oppositifolia Nees Lauraceae VIC 40.233 ENO
Ocotea odorifera (Vell.) Lauraceae VIC 42.326 EOO
Rohwer
Psychotria suterella Mull. Arg. Rubiaceae - EPS
Psychotria vellosiana Benth. Rubiaceae VIC 32.147 EPV
Rudgea jasminoides (Cham.) Rubiaceae VIC 34.322 ERJ
Mull. Arg.
Schefflera calva (Cham.) Frodin & Araliaceae - ESC
Fiaschi
Solanum swartzianum Roem. Solanaceae VIC 40.320 ESS
& Schult
Xylopia sericea A.St.-Hil. Annonaceae VIC 40.432 EXS

Nota: -: exsicata ndo depositada em Herbario.
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5.2. Secagem e Obtencéo dos Extratos Vegetais

As folhas das espécies coletadas foram separadas e secadas em estufa ventilada
sob abrigo da luz, a temperatura de 37 °C, por 48 horas, sendo posteriormente
pulverizadas em moinho de faca. As drogas vegetais obtidas foram devidamente
armazenadas em frascos ambar fechados.

As amostras vegetais foram submetidas a extracdo com etanol 96 °GL seguido de
extracdo com etanol-agua (7/3), por percolacdo exaustiva. Para a percolacéo foi utilizada
uma proporcao droga vegetal:solvente extrator de 1:5. O extrato foi filtrado e concentrado
até residuo em evaporador rotatorio, sendo este residuo mantido em dessecador a vacuo,
obtendo-se, assim, 0s extratos secos.

Os extratos agquosos foram preparados por infusdo da droga vegetal, na proporgéo
de 1:20 (relacdo droga vegetal:solvente extrator). Para esse procedimento, ao material
vegetal foi adicionado agua destilada a 90 °C. A droga vegetal foi entdo deixada em
contato com o solvente durante 15 minutos, sob agitacdo. Apds este procedimento, o
material foi filtrado em papel de filtro, & vacuo, e o extrato obtido foi levado ao liofilizador
por 12 horas, obtendo-se, assim, os extratos aquosos liofilizados. Por fim, foi calculado o
rendimento em percentagem do extrato seco em relacdo ao peso da droga vegetal usada
para obtencéo do extrato (Tabela 4).

O material vegetal da espécie X. sericea obtido na segunda coleta foi submetido a
extracdo também por percolacdo exaustiva, sendo usado primeiramente o solvente
diclorometano seguido de extragcdo sequencial com etanol 96 °GL. Os demais

procedimentos foram idénticos as primeiras extracoes.
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Tabela 4. Rendimento dos extratos obtidos.

Espécie

Vegetal Solventes Rendimento (%) Massa Extrato (g)
Alchornea EtOH 14,5 14,5
glandulosa EtOH/H20 (7/3) 26,6 26,6

H20 11,4 57
. EtOH 26,1 26,1

Amaioua EtOH/H,0 (7/3) 7.7 7.7

guianenses H,0 88 59
EtOH 33,5 67,1

Laplacea fruticosa  EtOH/H.0 (7/3) 13,8 29,6
H20 211 10,5

EtOH 11,3 22,6

Miconia latecrenata EtOH/H20 (7/3) 16,2 32,4
H20 24,6 12,3

Nectandra EtOH 14.4 7.2
oppositifolia EtOH/H20 (7/3) 7,8 3,9
H20 9,2 0,9

EtOH 9,7 9,7

Ocote odorifera EtOH/H20 (7/3) 13,9 13,9
H20 6,7 5,0

Psychotria EtOH 10,5 >3
cuterella EtOH/H,0 (7/3) 11,4 5,7
H>O 13,9 2,4

Psychotria EtOH 6.2 3.1
vellosiana EtOH/H20 (7/3) 5,8 2,9
H20 53 0,9

Rudgea EtOH 9,7 4,8
jasminoides EtOH/H,0 (7/3) 14,9 7.4
H20 15,0 3,0

EtOH 18,7 28,1

Schefflera calva EtOH/H20 (7/3) 19,9 29,9
H20 26,7 13,3

EtOH 16,3 16,3

vasac;';ir;“nﬂm EtOH/H,O (7/3) 12,1 12,1
H20 9,2 2,3

EtOH 23,8 23,8

EtOH/H20 (7/3) 11,3 11,3

Xylopia sericea H.O 16,9 8,45
*DCM 5,6 180

*EtOH 12,5 400

*Coleta 2.
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5.3. Prospeccéo Fitoquimica

Foram realizadas andlises de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para a
deteccdo de metabdlitos secundarios das seguintes classes: flavonoides, cumarinas,
taninos, antraquinonas, triterpenos/esteroides, heterosideos cardiotonicos, saponinas e
alcaloides, nos diferentes extratos estudados. As analises por CCD foram realizadas
seguindo as metodologias descritas por Wagner et al. (1984), utilizando cromatofolhas
com fase estacionaria de silica-gel e diferentes fases moveis. Para revelagéo
empregaram-se reagentes indicados para as diferentes classes de PN (Tabela 5). A
visualizacdo dos cromatogramas sob luz de comprimento de onda na regido do ultravioleta
(254 e 365 nm) foi realizada antes e, em alguns casos, apos a revelacdo. Os resultados

obtidos foram comparados, simultaneamente, com amostras de substancias auténticas.

Tabela 5. Prospeccéao fitoquimica dos extratos das espécies vegetais selecionadas, por
CCD (Wagner et al. 1984).

Metabolitos Eluentes Reveladores Substancia de
Secundarios Referéncia
Alcaloides AcOEt/MeOH/H,0 (80/12/8) Reagente de Quinina
Drangendorff
Antraguinonas AcOEY/MeOH/H,0 (81/11/8)  Solucdo de KOH 5% em 1,8-
EtOH diidroxiantraguinona
Cumarinas EtOEt/Tolueno (1/1) Solugéo de KOH a 5% Benzopirona
em EtOH
Heterosideos de  AcOEt/HCOOH/H3;CCOOH/ Solucao de AlCl;a 5% Rutina
Flavonoides H,0O (75/7,5/7,5/18) em EtOH
Heterosideos AcOEt/MeOH/H20 (81/11/8) Reagente de Kedde Digitoxina
cardiotbnicos Solucdes A e B (1/1)
Saponinas HCClI3/H;CCOOH/MeOH Anisaldeido 18 B-glicirretinico
(50/25/12)
Taninos AcOEt/HCOOH/H;CCOOH/ Solucdes de (1/1) Acido tanico
H>O (70/7/8/19) KsFe(CN)sa 1% e
FeCl; a 2%
Triterpenos e HEX/AcOEt (1/1) Reagente de Lieberman B-sitosterol
esteroides Burchard
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5.4. Avaliagdo do Perfil Cromatografico de Extratos/Fra¢cdes/Substancias por Ultra

Performance Liquid Chromatography with Detector Diode Array (UPLC-DAD)

5.4.1. Preparo das Amostras

Para o preparo dos extratos/fracées/substancias para analises por UPLC-DAD,
foram pesados 2 mg de cada amostra que foi posteriormente dissolvida em 1 mL de
metanol em frascos Eppendorf, seguindo-se dissolugcdo por sonicacdo em ultrassom por
20 minutos. Em seguida, foi realizada centrifugagcdo da amostra a 10.000 rpm, por 10
minutos, com posterior filtracdo em membranas de 22 uym. Para todas as amostras, 0
sobrenadante foi utilizado nas analises por UPLC-DAD. Em todas as etapas, foram

empregados solventes grau UPLC e 4gua destilada, filtrada em sistema Milli-Q.

5.4.2. Parametros Cromatograficos

Para obtencéo dos perfis cromatograficos em UPLC-DAD utilizou-se cromatografo
Waters Acquity Ultra Performance LC, detector PDA eA e TQ Detector, coluna de Fase
Reversa (Reverse Phase, RP-18 Acquity UPLC BEH, particulas 2,1 x 50 mm, 1,7 uym),
fluxo de 0,3 mL/min e manteve-se o forno da coluna a 40 °C. O volume injecdo de amostra
foi de 4 pL, sendo a eluicdo em gradiente com agua e acetonitrila (ACN), H20 (0,1%
HCOOH)/ACN (0,1% HCOOH). O parametro cromatografico usado compreendeu periodo
de eluicdo linear (5 — 95% ACN de 0 a 10 min), mantendo-se, a seguir, um curto periodo
de eluicdo isocratica (95% ACN de 10 a 11 min), retornando a condi¢do de eluicao inicial

11 a 13 min (5% ACN). Todos os cromatogramas foram registrados a 220 nm.

5.5. Obtencédo dos Mass Spectrometry (UPLC-MS/MS)

Os espectros de massas foram obtidos com ElectroSpray lonization (ESI), sendo
registrados em varredura completa (full scan) e sequencial ou tandem (MS/MS), nos
modos positivo e/ou negativo no equipamento Waters ACQUITY® TQD, equipado com

analisador quadrupolo. As condi¢cdes gerais de operagdao do equipamento durante as
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analises foram: voltagem do capilar: 3,5 kV; temperatura do capilar: 320 °C; temperatura
de dessolvatacédo: 320 °C; voltagem do cone: 5kV; voltagem de ionizacdo: -4kV; voltagem
do orificio: -60 kV. As amostras foram injetadas por bomba de injecdo automética com
fluxo continuo de 0,1 ul/min. Os espectros de ESI/MS/MS foram registrados com energia
de 30 eV na faixa de m/z 100 a 2000 u.m.a.

5.6. Determinacao do Ponto de Fusédo

A medida da temperatura de fusdo dos sélidos foi determinada utilizando aparelho

de ponto de fuséo digital MQAPF - 301 Microquimica.

5.7. Espectroscopia no Ultravioleta (UV)

Os espectros no UV foram obtidos em espectrofotdmetro Hewlett Parckard - 8453,
do Laboratério de Fitoquimica, Faculdade de Farmacia, UFMG. Os espectros foram
registrados na faixa de 200 a 450 nm; a amostra foi dissolvida em metanol grau UPLC. Os
aditivos quimicos metdxido de sodio (MeO Na*), acetato de sodio (AcO'Na*), acetato de
sodio/acido borico (AcO'Na*/HsBOgs), cloreto de aluminio (AICls) e cloreto de
aluminio/acido cloridrico (AICIs/HCI) foram utilizados. A concentragdo da amostra foi de 10

pg/mL.
5.8. Espectroscopia no Infravermelho (1V)

Os espectros no IV foram registrados em espectrofotbmetro Perkin-Elmer
(infravermelho com Transformada de Fourrier, FT-IR), do Laboratério de Quimica

Farmacéutica, Faculdade de Farmacia, UFMG, sendo utilizado aproximadamente 1 mg de

cada amostra.
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5.9. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN unidimensionais de 'H, 3C, DEPT 135, e os mapas de
contorno bidimensionais COSY, HMQC, HMBC e NOESY foram obtidos em equipamento
Bruker Avance DRX400 do Laboratério de Andlises em Ressonéancia Magnética Nuclear
de Alta Resolucdo (LAREMAR) do Departamento de Quimica-UFMG. Os solventes
utilizados foram cloroférmio deuterado (CDCI3) e dimetilsufoxido hexadeuterado (DMSO-
de) contendo TMS (TetraMetilSilano) como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos
(©) foram expressos em ppm, e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

5.10. Cultivo Celular e Teste de Atividade Antiplasmaddica

5.10.1. Cultivo Celular do Plasmodium falciparum

A metodologia utilizada para o cultivo do P. falciparum (W2) foi descrita por
Rieckmann et al. (1978) e foi aplicada com algumas modificacbes, como descrito a seguir.
Os parasitos da cepa cloroquina-resistente W2 foram cultivados em hemacias humanas,
em placas de cultivo, em meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) suplementado
com 25 mM do tampéao Hepes, 21 mM de bicarbonato de sodio, 300 mM de hipoxantina,
11 mM de glicose, 40 mg/mL de gentamicina, 10% (v/v) de plasma humano inativado
(meio completo) e hematdcrito a 5%. As placas foram mantidas a 37 °C, em
dessecadores, nos quais as concentracfes adequadas (5% de CO:2 e auséncia de O2)
foram obtidas por combustdo de vela. Foram realizadas trocas diarias do meio de cultura.
Além disso, foram confeccionados esfregacos sanguineos de cultivo, secos ao ar, fixados
com metanol e corados com solucdo recém diluida de Giemsa na proporcdo de trés gotas
para cada 1 mL de solucao salina tamponada (pH 6,8). Ap6s 10 minutos, as laminas foram
lavadas em &gua corrente, secas ao ar e examinadas ao microscopio 6ptico com objetiva
de imersédo (1000x). A parasitemia foi determinada através da contagem do numero de
hemacias infectadas. Para parasitemias maiores que 5%, cerca de 1000 hemécias foram
contadas. Em infecgbes muito baixas, menores que 5%, foram contadas 6000 hemacias.

Nesse caso, a avaliacdo foi feita pela estimativa do nimero total de hemacias por campo

31



microscopico em um total de 50 a 100 campos, estimando-se o0 numero de hemacias
infectadas. Antes de cada teste de atividade antiplasmddica os parasitos do cultivo foram

sincronizados pelo método do sorbitol (Lambros & Vanderberg, 1979).

5.10.2. Atividade Antiplasmaddica por Determinac¢do da Enzima Lactato Desidrogenase do

Plasmodium falciparum - pLDH

O teste de avaliacdo de atividade antiplasmodica por quantificacdo colorimétrica da
enzima lactato desidrogenase do P. falciparum (pLDH) foi realizado conforme Makler et al.
(1993), com algumas modificacdes. Culturas sincronizadas com 2% de parasitemia no
estagio de anel e 1% de hematdcrito foram distribuidas em microplacas de 96 pocos
colocando-se 180 pl por pogo. Assim, 20 uL de cada extrato/fracdo/substancia dissolvidos
em DMSO foram adicionados nas concentracdes 25 e 50 yg/mL na placa contendo os
parasitos. Nos casos de fragcdes/susbstancias previamente testadas que demostraram
atividade antiplasmddica, foram testadas diferentes concentracdes a fim de se obter o Clso
(Inibicdo Citotéxica 50%) das mesmas. Os pocos controles (sem a adicdo de drogas)
contiveram hemacias normais néo infectadas (controle negativo) ou hemacias infectadas
(controle positivo). Foi ainda utilizado antiplasmédico padrdo como controle positivo
(cloroquina). Cada amostra foi testada em triplicata. Visando confirmacdo dos resultados,
as amostras foram testadas no minimo 2 vezes em dias diferentes. Assim, as placas foram
incubadas durante 48 horas a 37 °C, em ambiente desprovido de oxigénio.
Posteriormente, elas foram incubadas a -20 °C, por 48 horas, e descongeladas
(temperatura ambiente), por duas vezes, para lise das hemécias. ApoOs esta etapa, as
placas foram deixadas em temperatura ambiente, e uma aliquota de 20 uL do
sobrenadante foi dispensada em uma microplaca de titulacdo contendo 100 pL do
reagente Malstat (preparado solubilizando-se em 200 mL de agua destilada: 400 pL Triton
X-100, 4 g de L-lactato de sodio, 1,32g de Tris e 22 mg de 3-acetilpiridina adenina piridina
dinucleotideo (APAD), 25 yL de uma solugdo de azul de nitro tetrazdlio (NBT) e uma
mistura de sulfato de fenazina (PES) (160 mg de NBT e 8 mg de PES em 100 mL de agua
destilada)). Apos 30 minutos, a absorvancia das amostras foi medida em leitor de ELISA a

540 nm. Controles com heméacias sem infeccdo e hemacias infectadas tratadas com o
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antimalarico cloroquina foram utilizados. A percentagem de inibicdo do crescimento do

parasito foi calculada como:

% Inibicado = [(Abs. controle — Abs. amostras) / Abs. controle] X 100

Controle = Hemécias Infectadas

5.11. Cultivo de Células Hepéaticas HepG2 e Ensaios de Citotoxicidade

5.11.1. Cultivo de Células Hepaticas HepG2

A linhagem celular HepG2 A16, derivada de um hepatoblastoma primario humano,
foi cultivada a partir de ampola crio preservada, disponivel no Laboratério de Fitoquimica
da UFMG. As células foram descongeladas a 37°C e transferidas para um tubo de 50 mL
com 20 mL de meio RPMI incompleto. Posteriormente, foram centrifugadas a 320 g por 5
min, sendo o sobrenadante descartado e o sedimento ressuspendido em meio RPMI
suplementado com 5% de Soro Bovino Fetal (SBF) e 40 mg/L de gentamicina (meio
completo). As células foram, entdo, transferidas para garrafas de cultura de 200 mL e
acondicionadas em estufa de CO2, a 37 °C. O meio foi substituido a cada dois dias. O
congelamento foi realizado em ampolas de criopreservacdo com uma solugdo contendo
80% de SBF e 20% de DMSO (dimetilsuféxido) e as células mantidas em nitrogénio
liquido. Apos confluéncia de 80% a cultura foi repicada ou utilizada nos ensaios de

citotoxicidade.

5.11.2. Ensaios de Citotoxicidade frente a cepa HepG2

A avaliacao da citotoxicidade foi realizada pelo ensaio colorimétrico do MTT (3-(4,5-
Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide), segundo Varotti et al. (2008),
com algumas modificacdes. As células foram retiradas da garrafa adicionando-se 1 mL de
tripsina, incubadas a 37°C por 5 min, ressuspendidas em 10 mL de meio RPMI completo e
centrifugadas a 1500 rpm durante 5 min. Apés descartar o sobrenadante e ressupender o

sedimento em RPMI completo, as células foram distribuidas em microplacas de 96 pogos
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(4x10° células/100 pL por poco) e incubadas em estufa em atmosfera contendo 5% de
CO2 a 37°C por 24 h, a fim que as mesmas ficassem aderidas a placa. Apos a formagéao
da monocamada, o meio de cultura foi removido, e em seguida, foram adicionados 100 pL
de meio RPMI completo contendo diferentes concentragbes das amostras testadas, em
triplicatas para cada concentragéo. Posteriormente, as placas foram novamente incubadas
em estufa a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO2. Ap6s 48 horas de incubacgéo, o
sobrenadante foi removido e, em seguida adicionou-se a solu¢cao de MTT (18 pL/poco, na
concentracdo de 5 mg/mL, em 4gua destilada). As placas foram incubadas por 90 minutos
a 37 °C, sendo adicionado DMSO (180 uL/pogo), ap0s este periodo de incubacao, para
dissolver os cristais de formazana. As placas foram mantidas em agitacao, por 15 minutos
(shaker), a absorvancia das amostras foi medida em leitor de ELISA a 510 nm. A
multiplicacdo celular foi comparada com controles sem tratamento (controles negativos)
sendo os ensaios conduzidos simultaneamente (Twentiman & Luscombe, 1987).

A toxidade celular foi expressa em termos de Concentracdo Citotoxica a 50%
(CCs0). A porcentagem citotoxica foi calculada como [(A - B)/A] x 100, onde A e B séo a
DOs10 (densidade ética) dos pocos onde estdo presentes células ndo tratadas (A) e

tratadas (B), respectivamente.

5.12. Andlise Estatistica

Os dados de atividade antiplasmédica e citotoxicidade foram avaliados por analise
de variancia (ANOVA) e teste de médias (teste de Tukey) a = 0,05, analisados pelo

programa SigmaPlot 12.1.

5.13. Fracionamento dos Extratos Ativos

Os extratos etandlicos de Alchornea glandulosa, Miconia latecrenata e Xylopia
sericea foram escolhidos para fracionamento uma vez que obtiveram maior atividade in
vitro e maior massa, além de estudos bibliograficos demonstrarem atividade
antiplasmaddica/antimalarica para espécies desses géneros. O extrato etandlico de P.
suterella e o extrato aquoso de L. fruticosa ndo foram fracionados, pois poucos dados
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sobre atividade antiplasmodica/antimalarica para espécies dos géneros Psychotria e

Laplacea foram encontrados.

5.13.1. Fracionamento do Extrato Etandlico das folhas de Alchornea glandulosa (EAGL)

O fracionamento de EAGL EtOH foi realizado primeiramente por particdo liquido-
liquido. Assim, 10 g de EAGL EtOH foram ressuspendidas em 200 mL de MeOH/H20 (3/7)
e submetidas a particbes sequenciais com DCM (4 x 120 mL), AcOEt (4 x 120 mL) e
BUuOH (4 x 120 mL), em funil de separacdo. As fracdes sollveis em DCM e AcOEt foram
secas com Na:SO4 anidro, seguindo-se filtragdo em papel de filtro e concentracdo em
evaporador rotatério. As fracdes n-BuOH foram diretamente concentradas em evaporador
rotatorio e os residuos aquosos foram liofilizados. As fracdes solliveis em DCM, contendo
clorofilas, foram ressupendidas em EtOH absoluto a quente (~200 mL) juntamente com
carvao ativado (~20 g), seguindo-se filtracdo em funil de Blchner a vacuo e concentracao
até residuo em evaporador rotatorio. Posteriormente 1 g da fragdo n-BuOH de EAGL EtOH
foi cromatografada em coluna de silica gel 60 (50 g 0,063-0,2 mm /2 cm @ / 50 cm altura),
com eluigdo em gradiente com uso de solventes com polaridade crescente, sendo obtidas

7 diferentes fracdes (Figura 5).

Figura 5. Fluxograma do fracionamento do extrato etandlico das folhas de Alchornea
glandulosa (EAGL).

EAGL EtOH EAGL - Extrato Alchomea glandulosa
10 g FB - Fracdo Butandlica

. *Eluente
Particdo - MeOH/H;0 (7/3)

Fr. DCM
230 mg

Fr. AcOEt
J4g

Fr. n-But
1,63 g

Fr. H,0
244

Fracionamento em coluna de silica gel

EAGL FB/F1
167 mg
*AcOEt

EAGL FB/F2
149 mg
*AcOEt/MeOH (9/1)

EAGL FBIF3
256 mg
*AcOEt/MeOH (1/1)

EAGL FB/F4
52 mg
*MeOH

EAGL FBIF5
64 mg
*MeOHMH:0 (9/1)

EAGL FB/F6
100 mg
*MeOH/H0 (11)

EAGL FBIF7
186 mg
*MeOH/H0 (91)
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5.13.2. Fracionamento do Extrato Etandlico das folhas de Miconia latecrenata (EML)

O fracionamento de EML EtOH (10 g) foi realizado segundo o0 mesmo procedimento
usado na particdo de EAGL EtOH (Figura 6).

Figura 6. Fluxograma do fracionamento do extrato etandlico das folhas de Miconia
latecrenata (EML).

ENML EtOH
10 g

Particdo - MeOH/H:0 (7/3)

Fr. DCM Fr. AcOEt Fr. n-But Fr. HzO
160 mg 1649 1.74q 3.29

5.13.3. Fracionamento do Extrato Etandlico das folhas de Xylopia sericea Coleta 1 (EXS)

O fracionamento de EXS EtOH Coleta 1 (17 g) também foi realizado seguindo o
mesmo procedimento usado na particdo de EAGL EtOH (Figura 7). Apos particdo, uma
aliquota de 0,85 g da fracdo EXS EtOH Fr. DCM previamente tratada com carvao ativado
foi cromatografada em coluna de silica gel (50 g 0,063-0,2 mm /2 cm @& / 50 cm altura),
sendo recolhidas 6 fragGes. Posteriormente, a fragdo EXS FD/F3 foi entdo submetida a
nova cromatografia em coluna silica gel 60 (24 g 0,063-0,2 mm /2 cm @ / 25 cm altura),
com eluicdo em gradiente com uso de solventes de polaridade crescente, sendo aplicada
uma aliquota de 120 mg e recolhidas 18 fra¢des (Figura 7).

Além do fracionamento da amostra DCM de EXS EtOH, foi realizado também
cromatografia em coluna de silica gel (50 g 0,063-0,2 mm /2 cm @ /50 cm altura) de 1 g
da fracdo AcOEt, sendo recolhidas 6 fracbes (Figura 7). Observacdo de solido marron
constituinte da fragdo EXS FA/F2 levou ao tratamento posterior com MeOH a quente até
completa solubilizacdo da amostra, que em seguida foi deixada em repouso por 24 horas
a temperatura ambiente, obtendo-se por recristalizacdo um sélido branco identificado
como EXS FA/F2/RC (Figura 7).
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Figura 7. Fluxograma do fracionamento do extrato etandlico das folhas de Xylopia sericea (EXS) Coleta 1.

EXS EtOH - Coleta 1
1749

Particdo - MeOH/HZO (7/3)

EXS - Extrato Xylopia sericea
FA — Fracdo Acetato

FD - Fracdo Diclorometano
RC- Recristalizado

*Eluente
Fr. DCM Fr. AcOEt Fr. n-But Fr. H;O
1449 18g 23g 18g
Fracionamento em coluna de silica gel
EXS - FA/F1 EXS - FA/F2 EXS - FA/F3 EXS - FA/F4 EXS - FA/F5

13 mg 640 mg 190 mg 100 mg 14 mg

*DCM/AcOEt (1/1) *AcOEt *AcOEt/MeOH (9/1) *MeOH *H20

Fracionamento em coluna de silica gel '
Lavagem MeOH a quente
Isolado EXS FA/F2/RC
340 mg
EXS - FD/F1 EXS - FD/F2 EXS - FD/F3 EXS - FD/F4 EXS - FD/F5 EXS - FD/F6
240 mg 211 mg 200 mg 42 mg 42 mg
*HEX/DCM (1/1) *DCM *DCM/ACOEt (1/1) *AcOEt *AcOEt/MeOH (1/1)

Fracionamento em coluna de silica gel.
Total 18 fracdes recolhidas, posteriormente reunidas
via CCD em 11 diferentes fracdes.

EXS - FD/F3/F1
30 mg
*HEX/DCM (1/1)

EXS - FD/F3/F4

52 mg

*DCM/ACOE (9/1)
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5.13.4. Fracionamento de Extratos de Xylopia sericea Coleta 2 (EXS)

5.13.4.1. Fracionamento do Extrato Diclorometanico de folhas de Xylopia sericea Coleta 2

O fracionamento de EXS DCM Coleta 2 (125 g) foi realizado inicialmente via
cromatografia em coluna silica gel (250 g 0,2-0,5 mm / 10 cm @ / 25 cm altura), com
eluicdo em gradiente com uso de solventes de polaridade crescente, sendo recolhidas 8
diferentes fracdes (Figura 8). Apos fracionamento inicial, 65 g da fracdo EXS FD/F2 foram
recromatografados em coluna silica gel (360 g 0,063-0,2 mm / 10 cm @& / 30 cm altura),
sendo recolhidas 37 fracGes (Figura 8). Avaliacdo em CCD com uso de diferentes fases
moveis e revelacdo com anisaldeido sulfarico permitiu reunido das fracdes, resultando em
14 diferentes amostras. Em seguida, 500 mg da fracdo EXS FD/F2/F1 foram
recromatografados também em coluna de silica gel 60 (12 g 0,063-0,2 mm /1 cm @/ 20
cm altura), sendo recolhidas 17 frac6es (Figura 8). Depois de reunido das fracOes
semelhantes via CCD, foram obtidas amostras de maior massa EXS FD/F2/F1/F1 (200
mg) e EXS FD/F2/F1/F7 (100 mg). Massa de 170 mg da amostra EXS FD/F2/F1/F1
(coluna de silica gel - 10 g / 0,063-0,2 mm / 1 cm @ / 20 cm altura) foi por fim
recromatografada, obtendo-se 28 fracdes, também reunidas via CCD. Além disso, 7 g da
fracdo EXS FD/F2/F17 foram cromatografados também em coluna de silica gel 60 (150 g
0,063-0,2 mm /3 cm @ / 40 cm altura), sendo recolhidas 21 fracbes (Figura 8). Depois de
reunido das fragcbes semelhantes via CCD, 800 mg da fragdo EXS FD/F2/F17/F1 foram
cromatografados em coluna de silica gel 60 (10 g 0,063-0,2 mm /1 cm @& / 40 cm altura),
obtendo-se 4 diferentes amostras apo6s reunido via CCD, sendo a fracdo EXS
FD/F2/F17/F1/F1 a de maior massa (60 mg). Finalmente, 5 g da amostra EXS FD/F2/F26
foi também fracionada (coluna de silica gel - 100 g 0,063-0,2 mm / 55 cm @ / 30 cm
altura), 7 diferentes fracbes apds reunido via CCD. Destas, 2,5 g da fracdo EXS
FD/F2/F26/F2 foram fracionados (coluna de silica gel - 60 g / 0,063-0,2 mm /2 cm & / 40
cm altura), resultando em 5 diferentes amotras apos reunido. Foi observado precipitado
sélido branco na amostra EXS FD/F2/F26/F2/F1, que foi entdo solubilizada com volume
minimo de AcOEt a quente, deixada em repouso por 48 horas a -20 °C em freezer,
obtendo-se por fim, recristalizado EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC (Figura 8).
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Figura 8. Fluxograma do fracionamento do extrato diclorometéanico das folhas de Xylopia sericea (EXS) Coleta 2, Parte 1.

EXS DCM - Coleta 2

EXS - Extrato Xylopia sericea

via CCD em 14 diferentes fracdes.

125 g FD - Fracéo Diclorometano
*Eluente
Fracionamento em coluna de silica gel
EXS FD/F1 EXS FD/F2 EXS FD/F3 EXS FD/F4 EXS FD/F5 EXS FD/F6 EXS FD/F7 EXS FD/F8
1659 T4 g 15g 8g 49 10g 38g 5g
*HEX/DCM (1/1) *HEX/DCM (1/1) *DCM *DCM *DCM *DCM/ACOE (1/1) *AcOEt *AcOEt/MeOH (1/1)

Fracionamento em coluna de silica gel.

Total 37 fracGes recolhidas, posteriormente reunidas CONTINUA

EXS FD/F2/F1-3
600 mg
*HEX/DCM (9/1)

Fracionamento em coluna de silica gel.

EXS FD/F2/F17-22
9g
*HEX/DCM (3/7)

Total 17 fracGes recolhidas, posteriormente reunidas

via CCD em 6 diferentes fracdes.

200 mg 100 mg o
*DCM *DCM/AcOEt (7/3)

Fracionamento em coluna de silica gel.

Total 21 fracées recolhidas, posteriormente reunidas

via CCD em 6 diferentes fracdes.

Fracionamento em coluna de silica gel.

EXS FD/F2/F26-31
56¢g
*DCM

Fracionamento em coluna de silica gel.
Total 24 fracées recolhidas, posteriormente
reunidas via CCD em 7 diferentes fracdes.

EXS FD/F2/F26/F2-4
32g
*HEX/DCM (1/1)

Fracionamento em coluna de silica gel.
Total 28 fracées recolhidas, posteriormente reunidas
via CCD em 12 diferentes fracdes.

Total 13 fracées recolhidas, posteriormente reunidas

via CCD em 4 diferentes fracdes.

Fracionamento em coluna de silica gel.
Total 10 fracdes recolhidas, posteriormente
reunidas via CCD em 5 diferentes fracées.

EXS FD/F2/F1/F1/F6 e
20 mg .
*DCM/AcOEt (9/1) HEX/DCM (1/1)

EXS FD/F2/F1T/F1/F1

EXS FD/F2/F26/F2/F1-5
18¢g
*DCM

Solubilizacdo AcOEt a quente com posterior
recristalizacdo em freezer -20°C por 48 horas.

Isolado EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC
(330 mg)
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A amostra EXS FD/F7 (3 g) também foi cromatografada em coluna de silica gel
(130 g / 0,063-0,2 mm / 5,5 cm @ / 40 cm altura), com eluicdo em gradiente com uso de
solventes de polaridades crescentes, obtendo-se 17 diferentes fracdes apds reuniao via
CCD (Figura 9). Destas, 250 mg da fragao EXS FD/F7/F9 foram fracionados (coluna de
silica gel - 10 g / 0,063-0,2 mm / 1 cm @ / 40 cm altura), resultando em 3 diferentes
amostras com perfil cromatografico com poucos picos (EXS FD/F7/F9/F4 (25 mg), EXS
FD/F7/F9/F8 (40 mg) e EXS FD/F7/F9/F9 (65 mg) (Figura 9). Finalmente, a fragcdo EXS
FD/F7/F20 (350 mg), apoés fracionamento (coluna de silica gel - 10 g / 0,063-0,2 mm /1 cm
@ | 40 cm altura), deu origem a 10 diferentes fragbes apds reunido via CCD, EXS
FD/F7/F9/F20/F7 (80 mg), EXS FD/F7/F9/F20/F9 (25 mg) e EXS FD/F7/F9/F20/F15 (150
mgq) (Figura 9).
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Figura 9. Fluxograma do fracionamento do extrato diclorometano das folhas de Xylopia sericea (EXS) Coleta 2, Parte 2.

EXS FD/F7
35¢g
*AcOEt

Fracionamento em coluna de silica gel.
Total 40 fracGes recolhidas, posteriormente reunidas
via CCD em 17 diferentes fracdes.

EXS - Extrato Xylopia sericea
FD - Fracéo Diclorometano
*Eluente

EXS FD/F7/F3
50 mg
*DCM/ACOE (7/3)

EXS FD/FT/F5
125 mg
*DCM/AcOEt (1/1)

EXS FD/F7/F8
350 mg
*DCM/AcOEL (3/7)

EXS FD/F7/F9
275 mg
*DCM/ACOEt (3/7)

EXS FD/F7/F20
390 mg
*AcOEt

EXS FD/FT/F27
180 mg
*AcOEt/MeOH (7/3)

EXS FD/F7/F30
80 mg
*AcOEt/MeOH (7/3)

Fracionamento em coluna de silica gel.

Total 12 fracdes recolhidas, posteriormente
reunidas via CCD em 5 diferentes fracdes.

Fracionamento em coluna de silica gel.
Total 21 fracdes recolhidas,
posteriormente reunidas via CCD

em 10 diferentes fracdes.

EXS FD/FT/F9/F4
25 mg
*DCM/ACOEL (1/1)

EXS FD/FT/F9/F8
40 mg
*AcOEt

EXS FD/F7/F9/F9
65 mg
*AcOEt/MeOH (9/1)

EXS FD/FT/F20/F7

*DCM/ACOEL (1/1)

EXS FD/FT/F20/F9 EXS FD/FT/F20/F15
80mg 25 mg 150 mg
*DCM/ACOE (3/7) AcOEt/MeOH (9/1)
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5.13.4.2. Fracionamento do Extrato Etandlico das folhas de Xylopia sericea Coleta 2 (EXS)

Fracionamento de EXS EtOH foi feito inicialmente por particdo liquido-liquido em
funil de separacéo, sendo usados 200 g de EXS EtOH que foram ressuspendidos em 1 L
de CHCI3/H20 (1/1), com posterior separacgao de 3 fases (Fase CHCIs, Fase de Interface e
Fase H20). Assim, 25 g da fase CHCIsz foram dissolvidos em 500 mL solucdo
HEX/MeOH:H20 (9:1) (1/1), obtendo-se 2 novas fra¢cbes (17 g da Fragdo MeOH/H20 (9/1)
e 5 g da Fracao HEX) (Figura 10). Posteriormente, 8 g da fragdo EXS MeOH/H20 (9/1)
foram ressuspendos em 150 mL MeOH, com adicdo de 250 mL de HCI| 1N e sendo
realizada particdo para obtencao de fracées enriquecidas com alcaloides com EtOEt (3 x
250 mL). Assim, foram obtidas as fracdes EtOEt neutra (3,5 g) e fracdo aquosa acida com
alcaloides na forma de sal. A seguir foi adicionado a fase aquosa acida, NHsOH
concentrado até pH 9-10 (aproximadamente 50 mL de NHsOH concentrado). Apos
alcalinizacéo, foi realizada extracdo com EtOEt (3 x 250 mL). A fracdo organica EtOEt foi
dessecada com Na2SO4 anidro seguindo-se filtragdo em papel de filtro e concentracdo em
evaporador rotatorio até residuo, obtendo-se, assim, 1,8 g da fracdo enriquecida com
alcaloides 2°/3°. A fragdo aquosa basica foi acidificada com 350 mL de HCI 1N, seguido da
adicdo de 100 mL KI saturado e CHCIs (3 x 250 mL), sendo obtido 1,6 g da fracdo de
alcaloides 4° (CHCIs) (Figura 10).

A fracdo EXS MeOH/H20 (9/1) (2 g) foi cromatografada em coluna de silica gel (35
g/ 0,063-0,2 mm /3 cm @/ 25 cm altura), com eluicdo em gradiente com uso de solventes
de polaridade crescente, obtendo-se 6 diferentes fragcdes. Assim, 250 mg de EXS
MeOH/H20/F3 foram submetidos a fracionamento em resina sephadex LH-20 (3 cm @/ 30
cm altura), obtendo-se 49 fracdes, reunidas em 11 diferentes amostras. Apés reunido das
fragbes por CCD, a fracdo EXS MeOH/H20/F3/F31 apresentou um precipitado EXS
MeOH/H20/F3/F31ppt que foi obtido como composto isolado (Figura 10).

A amostra EXS alcaloides 2°/3° (1,5 g) foi cromatografada em coluna de silica gel
(30 g/0,063-0,2 mm /1,5 cm @ / 30 cm altura), com eluigdo em gradiente com uso de
solventes de polaridades crescentes, obtendo-se 48 fragOes, que foram reunidas via CCD
em 14 diferentes amostras (Figura 10). Destas, 100 mg da fracdo EXS Alc. 2°/3°/F28 foi

cromatografada (coluna de silica - 13 g/ 0,04 - 0,063 mm/ 1,5 cm @ / 34 cm altura), com

42



eluicdo em gradiente com uso de solventes de polaridade crescente, sendo obtidas 11
amostras apos analise por CCD. A amostra EXS Alc. 2°/3°/F28/F10 foi identificada como
composto Unico (4 mg). Posteriormente, 50 mg da fracdo EXS Alc. 2°/3°/F28/F17 foi
aplicada em CCD preparativa, sendo obtido apds raspagem da placa, o0 composto isolado
EXS Alc. 2°/3°/F28/F17/F4 (7 mg) (Figura 10).
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Figura 10. Fluxograma do fracionamento do extrato etandlico das folhas de Xylopia sericea (EXS) Coleta 2.

EXS EtOH - Coleta 2

EXS — Extrato Xylopia sericea

200 g FMA — Fracdo Metanol/Agua
Alc — Alcaloide
Particédo - HCCl2/H0 (1/1)
*Eluente
Fr. CHCl, Interface Fr. H:0
30g 659 75 g
Particdo — HEX/(MeOH/H20 (9/1)) (1/1)
Fracionamento em coluna de silica gel.
Total 6 fracdes recolhidas.
EXS HEX EXS MeOH/Hz0 (9/1)
4 g 17 g
Particdo — EtOEt/HCI EXS FMA/F3
550 mg
*AcOEt/MeOH (7/3)

| Fase Aquosa Acida

1° Adic&o NHOH
2° EtOEt

Fase EtOEt
Alcaloides Neutros (3,5 g)

Total 49  fracbes

l

Fase Aquosa Basica

1° Adicéo HCI
2°KI
3° CHCIz

Fase EtOEt
Alcaloides 2/3° (1.8 g)

11 diferentes fracdes.

EXS Alc. 2°/3°/F28

Fase Aquosa

Fr. CHClz
Alcaloides 4° (1,6 g)

Fracionamento em coluna de silica gel.
Total 48 fracdes recolhidas, posteriormente
reunidas via CCD em 14 diferentes fracdes.

100 mg

Fracionamento em coluna sephadex.
recolhidas,
posteriormente reunidas via CCD em

Isolado EXS FMA/F3/F31ppt
17 mg
*MeOH

*AcOEt/MeOH (6/4)

EXS Alc. 2°/3°/F28/F17

Isolado EXS Alc. 2°/3°/F28/F10
4 mg
*AcOEt/MeOH (6/4)

Fracionamento em coluna de silica gel.
Total 37 fracdes recolhidas, posteriormente
reunidas via CCD em 11 diferentes fracées.

556 mg
*AcOEt/MeOH (6/4)

Fracionamento em CCD Preparativa.
Total 8 fracdes recolhidas.

Isolado EXS Alc.
2°/3°/F28/F17/F4
7 mg
*HEX/DCM/HCCI/Me OH
(4/3/211)
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Atividade antiplasmaodica e citotoxicidade dos extratos analisados

Os extratos etandlicos de folhas das espécies A. glandulosa, M. latecrenata, P.
suterella e X. sericea, além de extratos etanol/agua (7/3) e aquosos de A. glandulosa, L.
fruticosa, M. latecrenata e extrato aquoso de X. sericea apresentaram maior reducao do
crescimento in vitro do Plasmodium falciparum (W2) dentre os 36 extratos avaliados, com
diferenca significativa pelo teste de Tukey (Tabela 6). Por se tratar de extratos brutos, este
efeito pode ser considerado como atividade antiplasmoédica moderada. Os resultados
apontam ainda que o uso de solventes com polaridade crescente (etanol, etanol/agua (7/3)
e agua) nao influenciou significativamente a atividade antiplasmodica das diferentes
espécies vegetais estudadas, sendo visto que para a maioria das amostras analisadas a
maior reducdo de parasitemia foi observada para os extratos etandlicos (Figura 11).
Importante ressaltar que, com excessao do género Laplacea, para os géneros Alchornea,
Miconia, Psychotria e Xylopia, que apresentaram a maior atividade antiplasmaodica, foram
encontradas referéncias bibliograficas sobre outras espécies de mesmo género com acao
antiplasmaédica/antimalarica (Tabela 2), fato que corrobora os resultados obtidos.

Nos testes de citotoxicidade in vitro frente a células HepG2 observou-se que a
maioria dos extratos apresentou CCso > 1000 pug/mL, sendo considerados néo citotdxicos
(Tabela 6). De acordo com critérios definidos por Wrigth et al. (1994), para a citotoxicidade
a células HepG2, pelo método colorimétrico do MTT, considera-se que
extratos/fragdes/substancias puras com CCsp < 100 pg/mL s&o muito toxicos; ja para CCso
entre 100 e 500 pg/mL (100 < CCsp < 500 pg/mL), moderadamente toxicos, e para CCso >
500 pg/mL, nao citotoxicos até esta concentracdo. Nota-se ainda, que 0s extratos
etandlicos foram mais citotoxicos do que os demais extratos das mesmas espécies o que
pode ser atribuido ao fato de apresentarem maior diversidade de substancias extraidas

em relacao aos extratos etanol/agua (7/3) e aquosos (Figura 11).
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Tabela 6. Médias (+ desvio padrdo) da porcentagem de reducdo do crescimento do
Plasmodium falciparum (W2) (pLDH) e citotoxicidade a HepG2 (MTT) dos extratos

avaliados. Espécies assinaladas em negrito foram mais ativas.

Espécies

Reducao de Parasitemia (%)

Citotoxicidade

Vegetais Solventes [25 pg/mL] [50 pg/mL] (ug/mL)
Alchornea EtOH 41,5 + 3,5* 51,5 +5,4* >1000,0 £ 0,0*
glandulosa EtOH/H20 (7/3) 34,5+ 6,3* 47,0 £ 1,4* >1000,0 £ 0,0*

H20 49,0 + 5,6* 50,0 + 4,2* >1000,0 £ 0,0*

Amaioua EtOH 30,0+2,8 19,0+5,6 >1000,0 £ 0,0*

guianenses EtOH/H20 (7/3) 175+2,1 13,5+2,12 >1000,0 + 0,0*
H.0 0,0+0,0 0,0+0,0 >1000,0 £ 0,0*

Laplacea EtOH 11,5+6,3 31,0+19,8 >1000,0+0,0*
fruticosa EtOH/H20 (7/3) 28,5+5,8 49,0+2,8* >1000,0+0,0*
H20 46,0 + 5,6* 52,5+4,9* >1000,0+0,0*

Miconia EtOH 42,5 +0,7* 52,0+4,2* >1000,0 £ 0,0*

latecrenata EtOH/H20 (7/3) 43,0 + 14,1* 47,5+3,5* >1000,0 +0,0*
H20 435+2,1* 50,5+3,5* >1000,0+0,0*
EtOH 30,5+9,2 30+14 4475+ 10,3
O'\;)Ef)tgzgl?a EtOH/H.O (7/3) 125+9.2 85+35  >1000,0 +0,0*
H20 10,5+ 14,8 75+10,6 >1000,0 £ 0,0*
EtOH 90+14 235+35 362,8+6,4
Ocotea odorifera EtOH/H,0 (7/3) 37,5+ 3,5* 33,0+4,2 308,6 +2,7
H20 70+99 170+7,1 >1000,0 + 0,0*
Psychotria EtOH 265+2,1 51,0 £ 1,4* 329,8+5,8
suterella EtOH/H20 (7/3) 26,0+2,8 335+2,6 221,7+9,0
H20 75+0,7 145+35 >1000,0 + 0,0*
Psychotria EtOH 47,0 + 4,2% 325+35 269,2+71,8
vellosiana EtOH/H20 (7/3) 305+2,11 150+1,4 334,4+£479
H20 95+134 255+35 >1000,0 £ 0,0*
Rudgea EtOH 7,5+10,6 25,0+2,8 440,6 £ 61,6
jasminoides EtOH/H20 (7/3) 0,0+0,0 205+2,1 >1000,0 £ 0,0*
H20 55+77 95+35 >1000,0 £ 0,0*
EtOH 30+2.2 55+3,9 >1000,0 £ 0,0*
Schefflera calva EtOH/H20 (7/3) 0,0+0,0 3525 >1000,0 £ 0,0*
H20 255+139 29,0+134 >1000,0 £ 0,0*

Solanum EtOH 1,0+£1,4 115+2,1 318,1+0,4
swartzianum EtOH/H20 (7/3) 20+28 9,0+84 >1000,0 £ 0,0*
H20 140+84 13,5+10,6 >1000,0+0,0*

EtOH 350+7,1* 61,0 + 8,4* 269,8 + 3,4
Xylopia sericea EtOH/H,0 (7/3) 11,0+£5,6 5577 >1000,0 £ 0,0*
H20 45,0 + 2,8* 53,0+2,8* >1000,0 £ 0,0*

Nota: *Médias + desvio padrdo na coluna que apresentam igualdade estatistica pelo teste de

Tukey (a = 0,05). > Maior ou igual.
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Redugao Parasitemia (%)

Figura 11. Graficos das analises estatisticas de atividade antiplasmaddica (%) e citotoxicidade (ug/mL) dos 36 extratos avaliados.
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Nota: Histograma (médias + desvio padrdo) seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (a = 0,05). EAGL — Extrato
Alchornea glandulosa; EAGU — Extrato Amaioua guianensis; ELF — Extrato Laplacea fruticosa; EML — Extrato Miconia latecrenata; ENO — Extrato
Nectandra oppositifolia; EOO — Extrato Ocoeta odorifera; EPS — Extrato Psychotria suterella; EPV — Extrato Psychotria vellosiana; ERJ — Extrato

Rudgea jasminoides; ESC — Extrato Schefflera calva; ESS — Extrato Solanum swartzianum; EXS — Extrato Xylopia sericea.
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6.2. Prospeccao Fitoquimica por CCD e Perfil Cromatogréfico por UPLC-DAD

Andlise dos extratos por CCD em silica gel mostrou a presenca de diversas classes
de metabdlitos secundarios, com prevaléncia de compostos fendlicos e terpenoides
(extratos etanodlicos e etanol/agua) e compostos fenodlicos para 0s extratos aquosos
(Tabela 7). A maioria dos grupos metabdlicos encontrados na prospeccao fitoquimica
deste trabalho ja foi observada para as espécies vegetais aqui estudadas (Tabela 1) e
espécies dos mesmos géneros (Tabela 2). Os resultados por CCD apontam também para
pouca diferenca entre os grupos metabodlicos que compdem os diferentes extratos
analisados de uma mesma espécie. De modo geral, este fato pode ser determinante para
a pouca diferenca na atividade antiplasmdédica observada para os trés diferentes extratos
de uma mesma espécie vegetal (Figura 11).

As andlises por UPLC acoplada a DAD dos 36 extratos obtidos revelaram a
presenca de alguns perfis cromatograficos complexos e outros mais simples (dados néao
mostrados), com a presenca de picos majoritarios que podem representar possiveis
marcadores fitoquimicos dos extratos de algumas das espécies vegetais com potencial
antiplasmédico. Os espectros no UV referentes aos principais picos observados nos
cromatogramas dos extratos estdo, de um modo geral, de acordo com os dados obtidos
por CCD, confirmando-se a presenca dos principais grupos metabdlicos constituintes dos
extratos. Para alguns extratos é possivel notar também a identificacdo de algumas classes
de metabolitos via UPLC-DAD, anteriormente nado identificados por CCD. Cromatogramas
dos extratos etanodlicos das espécies A. glandulosa (Figura 12), M. latecrenata (Figura 14),
P. suterella (Figura 15) e X. sericea (Figura 16) e extrato aquoso de L. fruticosa (Figura
13), que apresentaram maior atividade antiplasmaodica (Tabela 6), mostram a presenca de
picos majoritarios. Os espectros no UV registrados on-line das substancias responsaveis

pelos principais picos destes cromatogramas sao também apresentados nas figuras.
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Tabela 7. Resultados da prospeccéo fitoquimica por CCD dos extratos das espécies selecionadas.

Extratos Alcaloides Antraquinonas Cumarinas Flavonoides Heterosideos Saponinas  Taninos Triterpenos Substancia

Cardiotonicos /Esteroides Referéncia
EAGL EtOH + + - + - + + + n
EAGL EtOH/H,0 (7/3) - - - + - + + + +
EAGL H.0 - - - + ; + + ] +
EAGU EtOH + + + + - - + + +
EAGU EtOH/H0 (7/3) - - - + + - + + +
EAGU H,0 - - - + - + + + +
ELF EtOH - + - + ; + + + n
ELF EtOH H,0 (7/3) - + - + ; . + ] +
ELF H2O - + - + - + + + +
EML EtOH - - + n ; ¥ n " T
EML EtOH/H.0 (7/3) - + - + - + - + +
EML H.0O - - - - - + + - +
ENO EtOH - + - + - + + ¥ "
ENO EtOH/H,0 (7/3) - - - + - - + + +
ENO H.0 - + + + - + + + +
EOO EtOH - + - + - + + + ¥
EOO EtOH/H20 (7/3) - + - + - - + + +
EOO H»0 - - - + - + + - +
EPS EtOH + + - + - + ¥ " ¥
EPS EtOH/H.0 (7/3) + + + + + + + + +
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EPS H.0 - - - + ; + + ;

EPV EtOH + - + + - + + "
EPV EtOH/H20 (7/3) + + + + + + + +
EPV H,O ; ] + ) ] N + ]

ERJ EtOH - + + + - + + +

ERJ EtOH/H20 (7/3) - + - + + + + +
ERJ H:0 - - - + i + + .

ESC EtOH - - - + - " ¥ "
ESC EtOH/H0 (7/3) + + + + - + + +
ESC H:0 - - + + i + + +

ESS EtOH + - - + - - + ¥
ESS EtOH/H:20 (7/3) + + + + - - + -
ESS H.0O - - - + - - + -

EXS EtOH + - - + _ ¥ ¥ n
EXS EtOH/H:0 (7/3) + + + + - + + +
EXS H20 - - + + - + + -
*EXS DCM + ; ; + ] ] ) +
*EXS EtOH + - - + - + + +

Nota: +: presenca; -: auséncia. *Coleta 2. EAGL — Extrato Alchornea glandulosa; EAGU — Extrato Amaioua guianensis; ELF — Extrato
Laplacea fruticosa; EML — Extrato Miconia latecrenata; ENO — Extrato Nectandra oppositifolia; EOO — Extrato Ocoeta odorifera; EPS
— Extrato Psychotria suterella; EPV — Extrato Psychotria vellosiana; ERJ — Extrato Rudgea jasminoides; ESC — Extrato Schefflera

calva; ESS — Extrato Solanum swartzianum; EXS — Extrato Xylopia sericea.
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Figura 12. Cromatograma (UPLC-DAD) EAGL EtOH, a 220 nm. Condigbes cromatograficas: eluente H20 + 0,1%
HCOOH/ACN + 0,1% HCOOH; 5 — 95% ACN de 0 a 10 min; 95% ACN de 10 a 11 min; 5% ACN de 11 a 13 min. EAGL -

Alchornea glandulosa.
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Figura 13. Cromatograma (UPLC-DAD) ELF H2:0, a 220 nm. Condicbes cromatograficas: eluente H20 + 0,1%
HCOOH/ACN + 0,1% HCOOH; 5 — 95% ACN de 0 a 10 min; 95% ACN de 10 a 11 min; 5% ACN de 11 a 13 min. ELF -

Laplacea fruticosa.
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Figura 14. Cromatograma (UPLC-DAD) EML EtOH, a 220 nm. Condicbes cromatogréficas: eluente H.0O + 0,1%
HCOOH/ACN + 0,1% HCOOH; 5 — 95% ACN de 0 a 10 min; 95% ACN de 10 a 11 min; 5% ACN de 11 a 13 min. EML —

Miconia latecrenata.
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Figura 15. Cromatograma (UPLC-DAD) EPS EtOH, a 220 nm. Condi¢cdes cromatogréficas: eluente H20 + 0,1%
HCOOH/ACN + 0,1% HCOOH; 5 — 95% ACN de 0 a 10 min; 95% ACN de 10 a 11 min; 5% ACN de 11 a 13 min. EPS —

Psychotria suterella.
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Figura 16. Cromatograma (UPLC-DAD) Coleta 1 (1) e EXS EtOH Coleta 2 (2), a 220 nm. Condi¢Bes cromatograficas:
eluente H20 + 0,1% HCOOH/ACN + 0,1% HCOOH; 5 — 95% ACN de 0 a 10 min; 95% ACN de 10 a 11 min; 5% ACN de

11 a 13 min. EXS — Xylopia sericea.
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6.3. Andlise por UPLC-DAD-ESI-MS/MS dos extratos ativos frente ao P. falciparum

Atualmente, andlises por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (UPLC-MS) séo frequentemente utilizadas em fitoquimica para
a identificacdo de substancias presentes em extratos e fragcbes. UPLC-MS é uma
ferramenta poderosa que apresenta alta seletividade e grande sensibilidade, sendo que o
uso simultaneo de UPLC-DAD hifenado a MS fornece importantes informacdes para a
elucidacéo da estrutura quimica de uma substancia (Gaudéncio & Pereira, 2015). Andlise
do perfil metaboldbmico secundario de diferentes espécies vegetais ajuda no
direcionamento de estudos bioldgicos, possibilitando trabalhos
farmacologicos/terapéuticos mais especificos de acordo com o perfil metabdlico
encontrado além da quantificacdo dos metabdlitos de interesse (Mohanta, 2013,
Tugizimana et al., 2013).

Assim, esta metodologia vem sendo bastante empregada para a identificacdo de
metabolitos secundarios em extratos/fracées vegetais. Um exemplo € uma publicacdo de
Wu et al. (2012) que relata a identificacdo de 22 compostos fendlicos no extrato
metandlico dos frutos de jabuticaba (Myrciaria cauliflora), utilizando HPLC-UV-ESI/MS/MS.
Cabral & Riveros (2010) estudaram a composicdo em metabolitos secundarios de 4
diferentes espécies vegetais, Maytenus ilicifolia, Arrabiadea chica, Pterodon pubscens e
Anacardium occidentale via UPLC-UV-MS/MS avaliando a influéncia de fatores como
variagdo sazonal e geogréfica pelo monitoramento e quantificagdo de produtos naturais
identificados.

No presente trabalho, a técnica de UPLC-DAD-ESI/MS foi empregada com o objetivo
de identificar metabdlitos secundarios presentes nos extratos e fra¢cées ativos contra o P.
falciparum, sem haver, necessariamente, o isolamento destes compostos, uma vez que
muitas das fragcOes dos extratos ativos foram obtidas em baixas quantidades, fato que
inviabiliza a realizacdo de novos processos de separacdo. Considerando a néao
disponibilidade de um banco de dados sobre MS de produtos naturais que pudesse ser
utilizado, foram consultados dados da literatura sobre estudos fitoquimicos de diferentes
extratos das espécies A. glandulosa, L. fruticosa, M. latecrenata, P. suterella e X. sericea,

assim como demais espécies pertencentes aos géneros estudados.
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Dados de absorgdo no UV (Amax) de diferentes tipos de flavonoides (flavonois Amax
254/360 nm; flavonas Amax 254/330 nm; flavanonas Amax 290 nm) (Mabry et al., 1970),
taninos (taninos hidrolisaveis e proantocianidinas Amax 220/270 nm) (Abad-Garcia et al.,
2009; Zhang et al., 2015), além de absor¢cdes no UV de diferentes tipos estruturais de
alcaloides, tais como inddlicos (Amax ~ 220/280/300 nm) e isoquinolinicos e derivados (Amax
- 250/270/310 nm) (Sangster & Stuart, 1964) foram importantes para a identificacdo das
classes dos produtos naturais possivelmente presentes nas espécies em estudo. Os
estudos de fragmentacdes de constituintes presentes em extratos/fracdes, importantes
para a identificacdo de produtos naturais, foram realizados por espectrometria de massas
sequencial (MS/MS ou MS?). Os espectros de massas foram realizados tanto no modo de
ionizacdo positivo quanto negativo, dependendo das classes dos compostos em analise.
Constatou-se que 0 modo negativo é mais adequado para compostos fendlicos uma vez
gue as caracteristicas acidas dos mesmos favorecem a perda de um préton levando aos
ions [M - H]-. Apesar de pouca fragmentacdo, alguns terpenoides também foram
analisados no modo negativo e positivo de ionizacdo. Ja compostos com caracteristicas
bésicas, como alcaloides, apresentaram maior fragmentacdo no modo positivo que
favorece a formacdo de ions [M + H]+, devido a presenca de grupos amino com
caracteristicas basicas, que captam protons.

Padrbes de fragmentacdo como perda de acgucares foram observados em O-
glicosideos, como perdas de residuos de hexoses levando a ions [M — H - 162]-; de acido
glicurénico [M — H - 176]-; de ramnose [M — H — 146]-; de pentoses [M — H - 132]-. Em C-
glicosideos perda de residuos de hexoses levam a ions [M — H - 120]- e [M — H - 90]-
enguanto que para pentoses picos foram observados em [M — H - 60]-, conforme estudos
realizados com glicosideos de flavonoides (Hertog et al., 1992: Colombo et al., 2008)
(Figura 17). Na fragmentacéo de geninas flavonicas uma caracteristica é a quebra do anel
heterociclico (AH) em diferentes posi¢cdes, assim como por fragmentacdo Retro-Diels-
Alder (RDA) (Cuyckens et al., 2004, Jaiswal et al., 2012) (Figura 18).
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Figura 17. Esquema de fragmentacao negativa por ESI, com quebra de O- e C-

heterosideo de um flavonoide hipotético. Adaptado de Colombo et al. (2008).
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Figura 18. Esquema de fragmentacdo negativa por ESI da quercetina. Adaptado de
Fabres et al. (2001).
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A fragmentacdo de diferentes taninos caracterizou-se principalmente pela
observacéo de picos de ions fragmentéarios referentes a perdas de acido galico [M - H -
170]-, e residuos de hexahidroxidifenoil (HHDF) [M - H - 302]-, de HHDF-glicose [M - H-
482]-, de galoilglicose [M - H- 332]- e tris-galoil-glicose (462 u.m.a.) [M - H - HHDF]-
(Kahkonen et al., 2012, Dutra et al., 2014). Para taninos condensados tem-se a perda uma
unidade de flavan-3-ol [M - H - 290]- que permitem a identificacdo e definicdo do niumero
de unidades monoméricas presentes na estrura de taninos condensados (Figura 19)
(Jaiswal et al., 2012, Dincheva et al., 2013).

Figura 19. Esquema de fragmentacéo negativa por ESI de uma proantocianidina do tipo B.

120 um.a. <
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6.3.1. Caracterizacdo Fitoquimica por UPLC-DAD-ESI-MS/MS do extrato etandlico de
Alchornea glandulosa (EAGL EtOH)

A Tabela 8 apresenta os fragmentos registrados em analises por UPLC-DAD-ESI-
MS/MS no modo de ioniza¢do negativo, assim como o tempo de retencéo (Tr) e UV (Amax) de
7 diferentes compostos detectados no extrato etandlico EAGL (Figura 12, Pag. 51). Analise
do cromatograma mostra que o Composto 6 (TR 2,81 min) é majoritario. A seguir é discutida

a identificagédo de cada um destes 7 compostos.

Composto 1: O espectro no UV registrado on-line é caracteristico de proantocianidinas e
taninos hidrolisaveis. No espectro de massas por ESI, com ionizacdo negativa, o pico base
(abundéancia relativa 100%) corresponde, também, ao pico do ion molecular [M — H]-
633,56. O pico m/z 462,79 [M — H - 170]- corresponde a perda de uma molécula de &cido
galico (170 u.m.a.). Nota-se ainda o pico m/z 300,46 [M — H - 333]- (50%), resultante da
perda de 2 residuos de acido galico unidas por ligacdo C-C (grupo hexahidroxidifenoil -
HHDF) que, apos liberacdo da outra parte da mélecula, sofre lactonizagdo formando a
molecula de &cido elagico (302 u.m.a.). A diferenca observada entre os dois principais
picos (m/z 333,00) mostra a perda de um residuo de hexose (frequentemente glicose)
unida a uma molécula de acido galico. Assim, o composto 1 foi identificado como o
elagitanino 1-galoil-4,6-HHDF-glicose de massa molecular 634 (C27H22018), conhecido
como corilagina (Figura 20).

Composto 2: O espectro no UV é caracteristico de taninos hidrolisaveis. No espectro de
massas sequencial, o pico base corresponde a m/z 933,28 [M — H — 18]-, referente a perda
de uma molécula de agua do pico do ion molecular m/z 950,92. O pico m/z 301,10 [M — H
— 650]- (66%) corresponde ao grupo HHDF. A diferenca de 650 u.m.a. observada em
relacdo ao ion molecular corresponde a perda de 3 residuos de acido galico ligados por
ligacdo C-C, nonahidrotrifenoail (tris-galoil). Para taninos do tipo tris-galoil, como observado
neste trabalho, ndo é possivel a definicdo da estrutura apenas via ESI-MS/MS, devido a
diversidade de isbmeros (Kahkonen et al., 2012, Dutra et al., 2014). Assim, o composto 2
€ um dos isémeros conhecidos como tris-galoil-HHDF-glicose (Ca1H28027) (Figura 20).
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Composto 3: O espectro no UV registrado on-line € caracteristico de taninos hidrolisaveis.
O pico base correspondente € também o pico do ion molecular em m/z 951,12. Assim, o
composto 3 é um dos isbmeros conhecidos como tris-galoil-HHDF-glicose (Ca1H28027)
(Figura 20).

Composto 4: O espectro no UV apresenta bandas em Amnax 275 e 360 nm. A primeira banda
poderia ser indicativa de tanino hidrolisavel. Contudo, a segunda banda poderia
corresponder a banda Il de flavondis que se origina de uma unidade cinamoila na
biossintese de flavonoides. No espectro de massas o pico base corresponde a m/z 169,03
referente ao ion negativo da molécula do acido galico. O pico m/z 453,00 corresponde ao
ion molecular, no caso [M - H]- (5%). O pico m/z 301,28 (51%) pode ser atribuido a [M — H
- 152]- que corresponde a quercetina, sendo que a diferenca de massa observada resulta
da perda de um residuo de acido galico. Assim, o composto 4 foi identificado como a 3-O-

galoil-quercetina, de massa molecular 454 (C21H10012) (Figura 20).

Composto 5: O espectro no UV é caracteristico de proantocianidinas. O pico base
corresponde a m/z 577,56 sendo também, o pico do ion molecular [M — H]-, tratando-se,
portanto, de uma proantocianidina dimérica. O pico m/z 292,85 [M — H — 284]) (60%)
resulta de uma fragmentacdo do dimero tipo B de (epi)catequina. Os picos correspondes a
m/z 457,62 [M - H - 120]- e m/z 412,60 [M - H - 165]- (40%) resultam da fragmentacéo do
anel heterociclico. Assim, o composto 5 foi identificado como uma proantocianidina do tipo

(epi)catequina-4,8-(epi)catequina de massa molecular 578,00 (C3oH26012) (Figura 20).

Composto 6: O espectro no UV é caracteristico de um 3-OH flavonol (3-hidroxiflavona). O
pico base em m/z 301,76 é também o pico do ion molecular [M - H]-. O pico m/z 284,19 [M
— H - 17]- corresponde a perda de uma molécula de agua. J& o pico m/z 163,72 [M — H -
138]- corresponde a fragmentacdo do anel heterociclico via RDA (Figura 18). Dessa

forma, o composto 6 foi identificado como a quercetina (CisH1007) (Figura 20).
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Composto 7: O espectro no UV é caracteristico de um flavonol (Amax banda | 350 nm). O
pico base correspondente a m/z 284,85 [M — H — 308]- indica a perda de uma molécula de
um dissacarideo, possivelmente glicose-ramnose e corresponde ao ion negativo do
canferol. Dessa forma, o composto 7 foi identificado como o canferol-3-O-rutinosideo
(C15H1007) (Figura 20).

Taninos hidrolisaveis como a corilagina (1) ja foram identificados e isolados em

folhas de A. glandulosa, assim como o flavonoide quercetina e derivados heterosidicos
desta (Conegro, et al., 2003, Calvo et al., 2007, Lopes et al., 2011).
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Tabela 8. Dados espectroscopicos e caracterizacao de constituintes do extrato etandlico de Alchornea glandulosa (EAGL) por UPLC-

DAD-ESI-MS/MS.

, Amax (o 0 Identificagdo
Composto  Tr (min) (nm) [M-H] - (%) MS/MS - (%) (Férmula Molecular)
220 o 462,79 [M - H - 170]- (25), 445,23 [M-H - _ 1-galoil-4,6-HHDF-glicose
1 L8 595 633,56 [M — H]- (100) 188]- (10), 300,46 [M - H - 333]- (50) (C2tHz2015)
933,28 [M - H - 18]- (100), 726,74 [M - H - T e
2 2,07 33‘5‘ 950,92 [M — H]- (85) 224]- (5), 575,39 [M - H - 376]- (5), 301,10 [M 'S ga'(cé' HHH%F ?"Cose
- H - 650]- (66) 41H28027
463,01 [M - H - 490]- (8), 346,95 [M - H - 606)- .. e
3 221 22 951,12 [M - H]- (100) (45), 301,03 [M - H - 652]- (21), 291,11 [M - 15-g@loi-HHDF-glicose
275 (C41H28027)
- 662]- (79)
337,32 M- H - 116]- (24), 301,28 [M - H - P .
4 2,52 ggg 453,00 [M — HI- (5) 152]- (51), 285,27 [M - H - 168]- (31), 169,03  °° %g'omqlgrget'”a
[M - H - 284]- (100) 2111012
291 457,62 [M - H - 120]- (42), 412,60 [M - H - (epi)catequina-4,8-
5 2,57 HoE 577,56 [M - H]- (100) 165]- (45), 340,99 [M - H - 236]- (79), 292,85 (epi)catequina
[M - H - 284]- (60) (C30H26012)
28419 [M-H - 17]- (34), 228,87 [M - H - 73]-
253 o (20), 215,57 [M - H - 86]- (18), 173,10 [M - H - quercetina
6 281 367 301,76 [M - HI- (100) 128]- (8), 163,72 [M - H - 138]- (25), 144,75 (C1sH1005)
[M - H - 157]- (11), 117,02 [M - H - 184]- (10)
7 3.02 252 canferol-3-O-rutinosideo
’ 350 592,71 [M — HJ- (50) 284,85 [M - H - 308] (100) (C15H1007)

(%): Abundancia relativa.
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Figura 20. Estruturas dos compostos identificados no extrato etandlico de Alchornea
glandulosa por UPLC-DAD-ESI-MS/MS.
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6.3.2. Caracterizacdo Fitoquimica por UPLC-DAD-ESI-MS/MS do extrato aquoso de
Laplacea fruticosa (ELF H20)

A Tabela 9 apresenta os dados de UPLC-DAD-ESI-MS/MS no modo de ionizagao
negativo, incluindo o tempo de retencdo e regiao de absor¢cdo no espectro UV de 7
diferentes compostos detectados no extrato etandlico ELF (Figura 13, Pag 51). O
cromatograma (Figura 13) indica que os compostos 2 (TR 2,21 min) e 3 (TR 2,33 min) sao
0S majoritarios. Abaixo é apresentada separadamente a identificacdo dos compostos

constituintes do extrato.

Composto 1. O espectro no UV é caracteristico para classe de taninos. O pico base
corresponde a m/z 764,74 [M — H — 188]-, sendo o pico m/z 953,01 [M — H]- referente ao
ion molecular. Observa-se o pico m/z 783,16 [M — H — 170]- (71%), referente a molécula
de acido galico. Diferenca de 18 u.m.a. (perda de uma molécula de agua) é observada
entre 0s picos mais intensos m/z 783,16 e 764,74. A auséncia do pico m/z 301,00,
referente ao grupo HHDF, indica que ndo ha este residuo molecular no composto. Assim,
0 composto 1 foi identificado como elagitanino 1,3,5-tris-galoil-4,6-galoilglicose de massa
954 (Ca1H30027) (Figura 21).

Composto 2: O espectro no UV é caracteristico para classe de taninos. Contudo, 0

composto néo identificado.

Composto 3: O espectro no UV é caracteristico para classe de taninos. Contudo, 0

composto néo identificado.

Composto 4: O espectro no UV é caracteristico para classe de flavonoides. O Amax 350 nm
referente a banda | remete a hidroxilagdo em 3-OH, sendo a genina flavénica, um flavonol.
O pico base corresponde a m/z 301,26 [M — H — 308]- aponta a perda de um residuo de
glicose (162 u.m.a.) juntamente com uma molécula de ramnose (146 u.m.a.) em relacao
ao pico do ion molecular m/z 609,09. Dessa forma, o composto 4 foi identificado como

guercetina-3-O-rutinosideo, conhecido como rutina (C27Hz0016) (Figura 21).
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Composto 5: O espectro no UV é caracteristico para classe de flavonoides, sendo que Amax
340 nm aponta para auséncia da hidroxila 3-OH, sendo o composto pertencente a classse
das flavonas. O pico base corresponde a m/z 151,14 [M — H — 296]- refere-se a
fragmentacdo RDA do anel heterociclico. O pico m/z 285,01 [M — H — 162]- aponta a perda
de um residuo de glicose em relagdo ao pico do ion molecular m/z 447,53. Assim, o
composto 5 foi identificado como luteolina-7-O-glicopiranosideo (C21H20011) (Figura 21). O
glicopiranosideo foi atribuido a posicdo 7 devido a maior probabilidade biossintética
(Dewick, 2009).

Composto 6: O espectro no UV é caracteristico para classe de flavonoides. O Amax 350 nm
refere-se a genina de um flavonol. O pico base correspondente a m/z 285,03 [M — H —
308]- aponta a perda de um residuo de glicose [M — H — 162]- juntamente com um residuo
de ramnose [M — H — 146]- em relagdo ao pico do ion molecular m/z 593,08 [M — H]-.
Dessa forma, o composto 6 foi identificado como o composto canferol-3-O-rutinosideo
(C27H30015) (Figura 21).

Composto 7: O espectro no UV é caracteristico para classe de flavonoides, do tipo
flavonol. O pico base corresponde a m/z 300,88 [M — H — 146]- aponta a perda de um
residuo de ramnose em relacdo ao pico do ion molecular m/z 446,91. Os picos relativos a
fragmentacao do anel heterociclico m/z 162,80 [M — H — 284]- e m/z 121,05 [M — H — 295]-,
além da fragmentacdo RDA m/z 151,76 [M — H — 295]- apontam para a genina flavénica
canferol. Assim, o composto 7 foi identificado como canferol-O-glicopiranosideo
(C21H20011) (Figura 21).

Nenhum estudo foi encontrado para a espécie L. fruticosa, sendo, portanto, este

trabalho o primeiro estudo fitoquimico e de atividade bioldgica para esta espécie.
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Tabela 9. Dados espectroscépicos e caracterizacdo de constituintes do extrato etandlico de Laplacea fruticosa (ELF) por UPLC-

DAD-ESI-MS/MS.

. Amax Identificacéo
Composto TR (min) (hm) [M-H] - (%) MS/MS — (%) (Férmula Molecular)
217 909,10 [M - H - 44]- (65), 783,16 [M - H - 170]- (71), 1,3,5-tris-galoil-4,6-
1 1,91 572 953,01 [M —H]- (2) 764,72 [M - H - 188]- (100), 425,08 [M - H - 528]- galoilglicose
(31) (C41H30027)
786,64 [M - H - 73]- (37), 754,43 [M - H - 105]- (100),
220 634,86 [M - H - 225]- (32), 615,55 [M - H - 244]- (66),
2 2,21 274 859,09 [M - HI- (50) 580,68 [M - H - 279]- (76), 451,79 [M - H - 407]- (40), NI
298,91 [M - H - 560]- (66), 122,97 [M - H - 736]- (21)
836,67 [M - H - 23]- (26), 783,49 [M - H - 76]- (26),
259 597,08 [M - H - 262]- (5), 451,85 [M - H - 408]- (40),
3 233 360 859,61 [M — H]- (26) 301,63 [M - H - 558]- (100), 168,98 [M - H - 690]- NI
(51), 122,90 [M - H - 736]- (18)
255 quercetina-3-O-
4 2,74 355 609,04 [M — H]- (3) 301,26 [M - H - 308]- (100) rutinosideo
(C27H300156)
luteolina-7-0O-
287 285,01 [M - H - 164]- (34), 179,91 [M - H - 269]- (26), o .
5 2,84 340 447,53 [M — HJ- (3) [ 151,14] [IE/I -)H 298] [(100) I- (26) glicopiranosideo
(C21H20011)
260 canferoI-S-O-
6 3,00 350 593,08 [M - HJ- (25) 285,03 [M - H - 308]- (100) rutinosideo
(C27H30015)
256 300,88 [M - H - 146]- (100), 179,09 [M - H - 268]- canferol-3-O-
7 3,14 354 446,91 [M — HJ- (42) (21), 162,80 [M - H - 284]- (24), 151,76 [M - H - 295]-  glicopiranosideo
(16), 121,05 [M - H - 295]- (13) (C21H20011)

(%): Abundancia relativa. NI: Nao Identificado.
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Figura 21. Estruturas dos compostos identificados no extrato aquoso de Laplacea fruticosa
por UPLC-DAD-ESI-MS/MS.
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6.3.3. Caracterizagdo Fitoquimica por UPLC-DAD-ESI-MS/MS do extrato etanodlico de

Miconia latecrenata (EML EtOH)

A Tabela 10 apresenta os dados de UPLC-DAD-ESI-MS/MS no modo de ionizagao
negativo, incluindo tempo de retencdo e UV de 7 diferentes compostos detectados no
extrato etandlico EML (Figura 14, Pag. 52). O cromatograma de EML EtOH mostra que o
composto 6 (TR 2,80 min) é o composto majoritario neste extrato. A identificacdo dos

constituintes deste extrato esta descrita abaixo.

Composto 1: O espectro no UV é caracteristico para classe de proantocianidinas e taninos
hidrolisaveis. O pico base m/z 300,98 [M — H — 632]- aponta para a presenca do grupo
HHDF. A diferenca de 632 u.m.a. corresponde a 3 residuos de acido galico ligados por
ligacdo C-C (tris-galoil), sendo os 3 residuos ligados a glicose por ligacdo O-glicosidica. O
pico do ion molecular € m/z 933,08 (79%). Assim, o composto 1 foi identificado como o
elagitanino 1,2,3,5-tris-galoil-4,6-HHDF-glicose de massa 934 u.m.a. (Ca1H26026),
conhecido como castalagina ou seus isdmeros (Figura 22). Estes compostos apresentam
isdmeros a/B da hidroxila 1 da glicose que ndo podem ser distinguidos por fragmentacgéao

de massas.

Composto 2: O espectro no UV é caracteristico para classe de proantocianidinas e taninos
hidrolisaveis. O pico m/z 934,90 corresponde ao pico base e pico do ion molecular.
Observa-se o pico m/z 783,69 [M — H — 152]- (55%), apontando a perda de um residuo de
acido gélico desidratado. Essa perda € importante, pois indica que um residuo de &cido
galico nao esta ligado C-C a outro residuo de acido galico. Dessa forma, o composto 2 foi
identificado como o elagitanino 1-galoil-2,3;4,6-bis-HHDF-glicose de massa 936 u.m.a.

(Ca1H28026), conhecido como potentillina ou seus isbmeros (Figura 22).

Composto 3: O espectro no UV é caracteristico para classe de taninos hidrolisaveis. O
pico base corresponde a m/z 933,05 [M — H — 18]-, referente a perda de uma molécula de
agua do pico do ion molecular m/z 951,17. Observa-se o pico m/z 783,44 [M — H — 168]-
(55%), apontando a perda de uma molécula de acido géalico (170 u.ma.). Os dados MS/MS
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corroboram com as fragmentacdes para os isdmeros tris-galoil-HHDF-glicose, massa 952
u.ma. (Ca1H2s8027) (Kahkonen et al., 2012, Dutra et al., 2014).

Composto 4: O espectro no UV é caracteristico para classe de proantocianidinas e taninos
hidrolisaveis. O pico base corresponde a m/z 783,18, sendo este também o pico do ion
molecular. O pico m/z 481,06 [M — H - 302]- é relativo a presenca do grupo
hexahidroxidifenoil (HHDF) somado a molécula de glicose. A diferenca entre os picos base
e m/z 481,06 aponta a perda de grupo HHDF, que é confirmado pela presenca do pico m/z
300,86 [M — H — 482]- (25%). Assim, o composto 4 foi identificado como o elagitanino
2,3;4,6-bis-HHDF-glicose de massa 784 u.m.a. (CssH24022), conhecido como
pedunculagina (Figura 22). A auséncia do pico referente a molécula de acido galico m/z
169,0 é de grande importancia para a distingdo entre a pedunculagina e seu isémero

terflavina B de mesma massa molecular (784 u.m.a).

Composto 5: O espectro no UV é caracteristico para classe de flavonoides. Amax 370 nm
referente a banda I, remete a alto padrédo de hidroxilagdo, sendo o composto um flavonol.
A presenca do pico m/z 301,28 [M — H- 196] aponta para genina flavonica quercetina.

Contudo, demais dados nado foram sufucientes para a identificagdo do composto.

Composto 6: O espectro no UV é caracteristico para classe de flavonoides (flavonol). O
pico base corresponde a m/z 301,10 é também o pico do ion molecular. O pico m/z 284,22
[M — H — 17]- aponta a perda de uma molécula de agua. Ja o pico m/z 122,91 [M — H —
178]- corresponde a fragmentacéo do anel heterociclico de flavonoides (Figura 18). Dessa

forma, o composto 6 foi identificado como quercetina (CisH1007) (Figura 22).

Composto 7: O espectro no UV é caracteristico para classe de flavonoides (flavonol). O
pico base corresponde a m/z 301,10 [M — H — 146]- referente a genina do flavonol
guercetina. A diferenga de 146 u.m.a. observada entre o pico base e o pico do ion
molecular corresponde a um residuo de ramnose. Dessa forma, o composto 7 foi

identificado como quercitrina, quercetina-3-O-ramnosideo (C21H20011) (Figura 22).
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Trabalhos referentes a espécie M. latecrenata relatam a presenca de alcaloides,
flavonoides, taninos e saponinas identificados por CCD (Scio et al., 2012). Contudo, 0
presente trabalho apresenta a primeira caracterizacdo fitoquimica de extrato de M.

latecrenata, com a identificacdo de constituintes fendlicos.
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Tabela 10. Dados espectroscopicos e caracterizacdo de constituintes do extrato etandlico de Miconia latecrenata (EML) por UPLC-

DAD-ESI-MS/MS.

: Amax R 10 Identificacéo
Composto TR (min) (nm) [M - H] — (%) MS/MS - (%) (Férmula Molecular)
238 o 569,36 [M - H - 364]- (36), 467,03 [M - H - 1,2,3,5-tris-galoil-4,6-
1 L1359 933,08 [M - H]- (79) 466]- (31), 300,98 [M - H - 632]- (100)  HHDF-glicose (CaiHosOc)
230 L 783,69 [M - H - 152]- (55), 303,30 [M- H -  1-galoil-2,3;4,6-bis-HHDF-
2 1,27 270 934,90 [M - H]- (100) 632]- (42), 272,86 [M - H - 662]- (96) glicose (Ca1H25026)
240 L 933,05 [M - H - 18]- (60), 907,13[M-H -  isdmero tris-galoil-HHDF-
3 L4z 5o 951,17 [M - H]- (100) 44]- (97), 783,44 [M - H - 168]- (55) glicose (CaiHz:027)
218 r 481,06 [M - H - 302]- (9), 300,86 [M - H - 2,3;4,6-bis-HHDF-glicose
4 1,51 260 783,18 [M - H]- (100) 482]- (25), 274,84 [M - H - 508]- (34) (C34H24022)
254 451,11 [M - H - 46]- (100), 433,09 [M - H - 64]-
5 2,54 371 497,36 [M - H]- (29) (29), 301,28 [M - H - 196]- (19), 121,46 [M - H - NI
376]- (5)
284,22 [M - H - 17]- (17), 246,14 [M - H -
253 55]- (16), 229,32 [M - H - 72]- (10), 200,71 Jercetina
6 2,80 367 301,10 [M — HJ- (100) [M - H - 100]- (13), 145,25 [M - H - 156]- (5), C('C Hio0?)
128,87 [M - H - 172]- (5), 122,91 [M H) - 151107
178]- (3)
300,88 [M - H - 146]- (100), 284,98 [M - H - . .
254 guercetina-3-O-ramnosideo
7 3,14 360 447,26 [M — HJ- (27) 162]- (25), 177,92 [M - H - 269]- (18), 151,29 (C21H20011)

[M - H - 296]- (6)

(%): Abundancia relativa. NI = N&o Identificado.
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Figura 22. Estruturas dos compostos identificados no extrato etandlico de Miconia
latecrenata por UPLC-DAD-ESI-MS/MS.
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6.3.4. Caracterizagdo Fitoquimica por UPLC-DAD-ESI-MS/MS do extrato etanolico de

Psychotria suterella (EPS EtOH)

A Tabela 11 apresenta os dados de UPLC-DAD-ESI-MS/MS no modo de ionizagao
positivo, incluindo o tempo de retencdo e UV de 7 diferentes compostos detectados no
extrato etandlico EPS (Figura 15, Pag. 52). O cromatograma indica que 0s compostos 4
(TR 2,89 min) e 5 (TR 2,97 min) sdo os majoritarios. Abaixo € apresentada separadamente

a identificagdo dos compostos constituintes do extrato.

Composto 1: O pico do ion molecular é observado em m/z 512,69 [M + H]+ (16%). O pico
base corresponde a m/z 650,97 [M + H] — 162]+ e aponta para a perda de um residuo de
glicose em relacdo ao pico do ion molecular. O pico m/z 468,98 [M + H — 44]+ aponta a
perda de uma molécula de CO:2 (44 u.m.a.) referente a um grupo carboxilico. O espectro
no UV do composto 1 (Amax ~ 237, 304, 368 nm) aponta para alta conjugacao, tipico de
alcaloides indodlicos e B-carbolinicos (Sangster & Stuart, 1964). Pesquisa bibliogréfica
indica a presenca de diferentes alcaloides inddlicos e B-carbolinicos em espécies do
género Psychotria (Porto et al., 2009). Comparagdo com dados da literatura levaram a
identificacdo do composto 1 como o acido lialosidico (C2sH28N209) (Valverde et al., 1999).
O lialosideo, um éster metilico, foi também identificado em EPS EtOH (Composto 4). Os
picos dos ions moleculares do acido lialosidico e lialosideo diferem de 14 u.m.a. (Figura
23).

Composto 2: O espectro no UV é caracteristico de alcaloides inddlicos monoterpénicos
(Amax ~ 220, 280, 300 nm) (Sangster & Stuart, 1964). O pico base corresponde em m/z
499,72 [M + H — 17]+ aponta para a perda de uma hidroxila em relacdo ao pico do ion
molecular m/z 517,61 (21%). O pico m/z 355,05 [M + H — 162]+ (13%) resulta da perda de
um residuo de glicose (162 u.m.a.). Pesquisa bibliografica indica presenca de diferentes
alcaloides inddlicos monoterpénicos em espécies do género Psychotria (Porto et al.,
2009). Andlise comparativa com dados de alcaloides inddlicos monoterpénicos que
ocorrem em espécies de Psychotria levaram a identificacdo do composto 2 como o acido
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estrictosidinico (C2sH32N209) (Figura 23). Os picos em m/z 307,99 ([M + H] — 209) (21%) e
m/z 284,99 [M + H — 232]+ (29%) confirmam a fragmentacdo do anel monoterpénico

oriundo da biossintese do isopreno que ocorre nessa classe de alcaloides (Dewick, 2009).

Composto 3: O espectro no UV é caracteristico para classe de alcaloides inddlicos, similar
ao composto 2. O pico base corresponde a m/z 396,30 [M + H — 180]+ aponta a perda de
uma molécula de glicose em relacdo ao pico do ion molecular m/z 575,15. O pico m/z
413,35 [M + H — 162]+ (58%) confirma a perda de um residuo de glicose. Assim, 0s picos
m/z 321,88 [M + H — 253]+ (45%) aponta a fragmentagcdo do anel heterociclico, sendo a
carboxila esterificada. Essa comparacédo pode ser feita com o composto 2, na qual vé-se a
carboxila acida m/z 307,99 ligada ao anel terpenoide. Ainda em comparacao ao Composto
2, nota-se a diferenca de 58 u.m.a., sendo 14 u.m.a. relativa a esterificagdo do &cido.
Assim, por diferenca de massas, entre o Composto 3 e 2, concluiu-se que o composto 3
possui uma carboxila a mais (44 u.m.a.). Estudos bibliograficos mostram a presenca da
carboxila ligada ao nucleo inddlico (Karou et al., 2011). Dessa forma, o composto 3 foi

identificado como o 5-carboxistrictosidina (C2gHz34N2011) (Figura 23).

Composto 4: O espectro no UV é caracteristico para classe de alcaloides inddlicos -
carbolinicos, similar ao composto 1. O pico base corresponde a m/z 365,15 [M + H — 162]+
mostra a perda de um residuo de glicose em relacéo ao pico do ion molecular m/z 527,10.
Similaridade na fragmentagc&o entre os compostos 4 e 1, com diferenca de 14 u.m.a.
(CH2), aponta para a auséncia esterificacdo do composto 4 em relacdo ao 1. Assim, o

composto 4 foi identificado como o lialosideo (C27H30N200) (Figura 23).

Composto 5: O espectro no UV é caracteristico para classe de alcaloides indélicos (Amax ~
220/280/300 nm), similar aos compostos 2 e 3. O pico base corresponde a m/z 514,16 [M
+ H — 17]+ aponta a perda de uma hidroxila em relacdo ao pico do ion molecular m/z
531,08. O pico m/z 368,94 [M + H — 162]+ (42%) mostra a perda de um residuo de glicose.
Similaridade na fragmentagc&o entre os compostos 5 e 3, com diferenca de 44 u.m.a.
(CO2), aponta para a auséncia da carboxilagdo no composto 5. Dessa forma, 0 composto

5 foi identificado como o estrictosidina (C27H34N209) (Figura 23).
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Composto 6: O pico base corresponde a m/z 494,33 [M + H — 77]+ aponta a perda de uma
hidroxila (17 u.m.a.) e um grupo acetato (59 u.m.a). O pico m/z 409,24 [M + H — 162]+
(10%) mostra a perda de um residuo de glicose em relacdo ao pico do ion molecular m/z
571,35. Absorcdo no UV semelhante ao composto 1 e 4, levaram a identificacdo do
composto 6, como também derivado do composto lialosideo, confirmado pelo pico m/z
494,33 [M + H — 77]+. A diferenca de 44 u.m.a. aponta para a presenca de uma
carboxilagdo no composto 6 em relagcdo ao composto 4. Assim, o composto 6 foi

identificado como o 5-carboxilialosideo (C2sH30N2011) (Figura 23).

Composto 7: O espectro no UV é caracteristico para classe de alcaloides indélicos -
carbolinicos, similar aos compostos derivados de lialosideo. Pequena diferenca de
absorgcédo pode ser notada com Amax 340 nm. O pico m/z 527,02 [M + H — 176]+ indica a
presenca da molécula lialosideo, com diferenca de 176 u.m.a. em relacdo ao pico do ion
molecular m/z 703,42 (10%). O pico base corresponde a m/z 365,12 [M + H — 338]+
mostra a perda de um residuo de glicose (162 u.m.a.) assim como a diferenca de 176
u.m.a. também vista entre o pico do ion molecular e o pico m/z 527,02 [M + H — 176]+.
Estudos bibliograficos mostram a molécula 6-O-cinamaldeido-4"-hidroxi-3”-metoxi-
lialosideo (702 u.m.a.) (Valverde et al., 1999). Analise comparativa entre os dados do
composto 7 e a molécula citada, confirmam que sdo 0 mesmo composto, uma vez que a
diferenca de 176 u.m.a. refere-se a perda do fragmento cinamaldeido-4"hidroxi-3”-metoxi
com perda de 4gua, também conhecido como acido ferudlico. A presenca do anel aromatico
no resido de acido feralico explica ainda a diferenca de UV observada. Assim, o composto
7 foi identificado como o acido ferulico-6-O-lialosideo (C37H3sN2012) (Figura 23).

Os alcaloides identificados sdo moléculas quirais. Os dados de UV e massas sao
compativeis com as estruturas destes alcaloides que sdo conhecidos. No entanto, ndo
necessariamente tenham as mesmas configuragcdes dos centros quirais dos alcaloides
conhecidos.

Os compostos 4 e 5 ja foram isolados e identificados em extratos acido/base de
folhas de P. suterella (Santos et al., 2001) e os demais compostos foram identificados em
diferentes espécies de Psychotria (Valverde et al., 1999, Porto et al., 2009). Para os
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compostos identificados no extrato etandlico de P. suterella ndo foram encontrados
estudos de atividade antiplasmaodica. Contudo, diferentes trabalhos indicam alta atividade
antiplasmaédica para uma diversidade de alcaloides da classe inddlica (Fredrich et al.,
2008, Chierrito et al., 2014).
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Tabela 11. Dados espectroscopicos e caracterizacdo de constituintes do extrato etandlico de Psychotria suterella (EPS) por UPLC-

DAD-ESI-MS/MS.

- Amax 0 0 Identificag&o
Composto TR (min) (nm) [M+H]+ (%) MS/MS + (%) (Férmula Molecular)
237 , . . .
468,98 [M + H - 44]+ (13), 350,97 [M + H - 162]+ acido lialosideo
1 252 3 512,69 [M + H]+ (16) (100), 332,99 [M + H - 18]+ (31) (Ca6H25N205)
220 499,72 [M + H - 17]+ (100), 355,05 [M + H - 162]+
280 (13), 338,42 [M + H - 179]+ (45), 307,99 [M+ H -  &cido estrictosidina
2 259 290 517,61 [M+H]+(21) 209]+ (21), 284,99 [M + H - 232]+ (29), 151,16 [M (C26H32N;00)
300 + H - 366]+ (14)
220 557,03 [M + H - 17]+ (18), 413,35 [M + H - 162]+
280 (58), 396,30 [M + H - 180]+ (100), 380,95 [M + H - 5-carboxistrictosidina
3 277 590 575,15 [M + H]+ (26) 1041+ (34), 362,03 [M + H - 17]+ (21), 331,88 M+ (CssH3aN2011)
300 H - 253]+ (45)
ggz 365,15 [M + H - 162]+ (100), 347,10 [M + H - lialosideo
4 2,90 268 527,10 [M + H]+ (16) 180]+ (3), 333,02 [M + H - 194]+ (9), 295,10 [M + (Ca7H3oN20s)
H - 232]+ (10)
g;g 514,16 [M + H - 17]+ (100), 368,94 [M + H - 162]+ estrictosidina
5 2,97 590 531,08 [M + H]+ (10) (42), 352,14 [M + H - 179]+ (76), 281,88 [M + H - CotaNaO)
300 249]+ (8)
037 550,56 [M + H - 21]+ (7), 494,33 [M + H - 77]+
(100), 409,24 [M + H - 162]+ (10), 391,02 [M + H -  5-carboxilialosideo
6 312 ggg 571,35 [M + H]+ (10) 180]+ (8), 376,94 [M + H - 194]+ (10), 358,90 [M+  (CzsH30N2011)
H - 212]+ (5)
219 acido ferulico-6-O-
527,00 [M + H - 176]+ (40), 365,12 [M + H - 338]+ teru
7 3,27 306 703,42 [M + H]+ (75) i lialosideo
240 (100), 295,28 [M + H - 501]+ (75) (CataNz0m)

(%): Abundancia relativa.
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Figura 23. Estruturas dos compostos identificados no extrato etandlico de Psychotria

suterella por UPLC-DAD-ESI-MS/MS.
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6.3.5. Caracterizagdo Fitoquimica por UPLC-DAD-ESI-MS/MS do extrato etanodlico de

Xylopia sericea Coleta 1 (EXS EtOH)

A Tabela 12 os dados de UPLC-DAD-ESI-MS/MS no modo de ionizagdo negativo,
incluindo o tempo de retencdo e UV de 4 diferentes compostos observados no extrato
etandlico EXS Coleta 1 (Figura 16, Pag. 53). O cromatograma de EXS EtOH Coleta 1
mostra o composto 2 (TR 2,76 min) como majoritario. Abaixo €é apresentada

separadamente a identificacdo dos constituintes do extrato.

Composto 1: O espectro no UV é caracteristico para classe de flavonoides. O Amax 350 nm
aponta para um flavonol. O pico base corresponde a m/z 301,94 [M — H — 308]- aponta a
perda de um residuo de glicose (162 u.m.a.) juntamente com um residuo de ramnose (146
u.m.a.) em relacdo ao pico do ion molecular m/z 609,09. O pico m/z 150,64 [M — H — 458]-
(40%) corresponde a fragmentacdo do anel heterociclico (Figura 18). Dessa forma, o
composto 1 foi identificado como quercetina-3-O-rutinosideo, conhecido como rutina
(C27H30016) (Figura 24).

Composto 2: O espectro no UV é caracteristico para classe de flavonoides, sendo o UV
indicativo de auséncia de insaturacdo no anel heterociclico (Amax 290 nm), representativo
de flavanona. O pico base correspondente a m/z 302,94 [M — H — 146]- aponta a perda de
um residuo de ramnose (146 u.m.a.) em relacdo ao pico do ion molecular m/z 449,04 [M —
H]-. Auséncia da insaturacdo no anel heterociclico aumenta a massa da genina em 2
u.m.a. Sendo assim, o pico m/z 302,94 corresponde a diidroquercetina, € 0 composto 2

representa a diidroquercetina-3-O-ramnosideo (C21H22011) (Figura 24).

Composto 3: O espectro no UV € caracteristico para classe de flavonoides, do tipo
flavondis. O pico base correspondente a m/z 300,24 [M — H — 308]- aponta a perda de um
residuo de glicose (162 u.m.a.) juntamente com um residuo de ramnose (146 u.ma.) em
relacdo ao pico do ion molecular m/z 608,90. O pico m/z 463,04 [M — H — 146]- indica a
perda de um residuo de ramnose. Assim, 0 composto 3 apresenta como genina, a

guercetina ligada a um residuo de glicose, além de um residuo de ramnose. Contudo,
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estas duas moléculas estéo ligadas a genina separadamente, uma vez que se observa a
perda do residuo de ramnose (pico m/z 463,04). Devido a analises de biossintese, o
residuo ramnosideo foi atribuido a posicdo C7 do anel A, enquanto a glicose foi atribuida a
posicdo 3-OH do anel C. Dessa forma, composto 3 foi identificado como 7-O-ramnosil-3-
O-glicosilquercetina (C27H30016) (Figura 24).

Composto 4: O espectro no UV é caracteristico para classe de flavonoides, do tipo
flavonol. O pico base corresponde a m/z 284,83 [M — H — 308]- aponta a perda de um
residuo de glicose (162 u.m.a.) juntamente com um residuo de ramnose (146 u.m.a.) em
relacdo ao pico do ion molecular m/z 593,64. A genina de flavonol com massa m/z 286,00
possui uma hidroxila a menos que a genina de quercetina. Dessa forma, o0 composto 4 foi

identificado como canferol-3-O-rutinosideo (C27Hz0015) (Figura 24).

A maioria dos estudos com espécies de Xylopia apresentam a identificacdo de de
alcaloides e terpenoides, sendo menos frequentes trabalhos com identificacdo de
compostos fendlicos. Contudo, flavonoides como rutina e quercetina foram identificados
por HPLC-UV nos extratos etanolicos das folhas de X. sericea (Martins et al., 2012). Além
disso, diferentes substancias fenolicas também foram detectadas no extrato metandlico
dos frutos de X. sericea (Mendes, 2014).
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Tabela 12. Dados espectroscopicos e caracterizacdo de constituintes do extrato etandlico de Xylopia sericea (EXS) Coleta 1 por

UPLC-ESI-MS/MS.

, Amax Identificacéo
Composto TR (min) (nm) [M-H] - (%) MS/MS - (%) (Férmula Molecular)
254 300,94 [M - H - 308]- (100), 150,64 [M - H - duercetina=3-o-
1 2,70 360 609,09 [M — HJ- (97) 458]- (40), 125,51 [M - H - 484]- (5) rutinosideo
(C27H300156)
302,94 [M - H - 146]- (8), 285,26 [M - H - 164]- diidroquercetina-3-O-
2 2,76 289 449,04 [M — H]- (3) (32), 180,03 [M - H - 269]- (14), 150,82 [M - H - ramnosideo
298]- (100), 124,81 [M - H - 324]- (16) (C21H22011)
254 463,04 [M - H - 146]- (52), 300,24 [M - H - 308]-  7-O-ramnosil-3-O-
3 2,94 360 608,90 [M — H]- (81) (100), 178,95 [M - H - 430]- (17), 151,15 [M - H  glicosilquercetina
- 458]- (16) (C27H3001s)
266 can_feroI-S-O-
4 3,10 350 593,64 [M — HJ]- (2) 284,83 [M - H - 308]- (100) rutinosideo
(C27H30015)

(%): Abundancia relativa.

80



Figura 24. Estruturas dos compostos identificados no extrato etandlico de Xylopia sericea
Coleta 1 por UPLC-DAD-ESI-MS/MS.
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6.4. Atividade Antiplasmddica de fragBes obtidas dos extratos etanolicos de Alchornea

glandulosa, Miconia latecrenata e Xylopia sericea

6.4.1. Atividade antiplasmddica de fracOes obtidas do extrato etandlico de Alchornea

glandulosa

A Figura 25 mostra o esquema referente ao fracionamento, atividade
antiplasmodica de EAGL EtOH e de fragdes oriundas de particio e de coluna
cromatografica. Observa-se que nao houve diferenca estatistica entre os valores da acao
antiplasmaddica do extrato etandlico de EAGL e as fracdes EAGL Fr. AcOEt, EAGL Fr. But
e EAGL Fr. H20, sendo somente a Fr. DCM menos ativa do que o extrato. Analise por
CCD, mostra a presenca de triterpenos/esteroides na Fr. DCM, diferenciando-a das
demais frac6es, compostas por substancias fendlicas.

Uma vez que a EAGL Fr. But apresentou cromatograma menos complexo que as
demais fracOes ativas (Figura 26), esta foi fracionada em coluna de silica gel, da qual
obteve-se 7 fragdes. As fracdes EAGL FB/F3, EAGL FB/F4 e EAGL FB/F6 apresentaram
aumento significativo da atividade antiplasméddica, sendo observado 100,0% de reducéo
de crescimento do parasito na concentracdo 50 pug/mL (Figura 25). O cromatograma das
fracbes mais ativas (EAGL FB/F4 e EAGL FB/F6) (Figura 26) mostra aumento da
intensidade dos picos relativos a corilagina (1) e quercetina (6) identificados no extrato
etandlico EAGL (Figura 12), podendo ser estes os compostos diretamente responsaveis
pela atividade observada.

Extrato etandlico das folhas de A. cordifolia apresentou alta atividade
antiplasmaédica contra P. falciparum (cepas cloroquina-sensivel Nigeriana e FcM29
cloroquina-resistente), sendo isolado o &cido elagico, também muito ativo (0,1 pg/mL)
(Banzouzi et al., 2002).
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Figura 25. Atividade antiplasmodica de EAGL EtOH e fracdes obtidas de particdes liquido - liquido e cromatografia em

coluna.
Letras Mailsculas: comparacdo das fracdes obtidas por particdo; "Média % Reducdo Parasitemia + DP [50 pg/mL]
Letras Mintisculas: comparacdo das fracdes obtidas em coluna de silica gel: EAGL EtOH 2Média % Reducdo Parasitemia + DP [25 pg/mL]
Letras iguais apresentam médias + desvio padrdo estatisticamente iguais ~ '61.5 £+5.4A /41,0 + 3,5B
pelo teste de Tukey (a = 0,05). Analise estatistica de reducdo da parasitemia EAGL - Extrato AIch.omea glandulosa
a 50 e 25 pg/mL foi realizada separadamente. Particdo - MeOH/H;0 (7/3) FB - Fracdo Butandlica
| I 7 Ativo
Fr. AcOEt Fr. n-But Fr. Hzo - Inativo
48,5 +4.2A '69,0 £4,2Ac 485 +4.7A
241,0+2.0B 252,514 9Ab 2395+ 34B —
*Eluente

Fracionamento em coluna de silica gel

EAGL - FB/F3 EAGL - FB/F4 EAGL - FB/F6
*AcOEt/MeOH (1/1) *MeOH *MeOH/H,0 (1/1)
'71,0 £ 5,6b '100,0 £ 0,0a 1000 +4,7a
%66,0 + 8.4b 269.0 + 5.6a 289.0+2.8a
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Figura 26. Cromatogramas (UPLC-DAD) de EAGL Fr. But (1); EAGL FB/F3 (2); EAGL FB/F4 (3) e EAGL FB/F6 (4), a 220
nm. Condi¢gbes cromatograficas: eluente H20 + 0,1% HCOOH/ACN + 0,1% HCOOH; 5 — 95% ACN de 0 a 10 min; 95%

ACN de 10 a 11 min; 5% ACN de 11 a 13 min.
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6.4.2. Atividade antiplasmodica de fragfes obtidas do extrato etandlico de Miconia

latecrenata

Para o extrato EML o fracionamento por particdo liquido-liquido ndo apresentou
aumento significativo da atividade antiplasmédica (Figura 27). Analise por CCD néo
mostrou diferencas em termos de classes metabdlicas entre o extrato etandlico e as fracbes
obtidas. O cromatograma da fragcdo EML Fr. But mostra picos relativos a peduncolagina (4)
e da quercetina (6) identificados no extrato etandlico EML, com pouca variagdo de
intensidade dos picos analisados entre o extrato (Figura 14, Pag. 52) e a fracéo (Figura 28).

Figura 27. Atividade antiplasmodica de EML EtOH e fracBes obtidas de particdes liquido-

liquido.
EML EtOH Ativo
163,0 £4,3A /2435 £ 0,7A
"Média % Redugdo Parasitemia + DP [50 g/mL] = - Inativo
2Média % Reducéio Parasitemia + DP [25 pg/mL] Particdo - MeOH/Hz0 (7/3)

Fr. n-But
56,0 + 0.0A
2495 + 4 9A

Letras iguais apresentam medias + desvio padrdo estatisticamente iguais pelo teste de Tukey
(ax =0,05). Analise estatistica de reducdo da parasitemia a 50 e 25 pg/mL foi realizada
separadamente.
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Figura 28. Cromatograma (UPLC-DAD) de EML Fr. But, a 220 nm. Condicdes
cromatograficas: eluente H20 + 0,1% HCOOH/ACN + 0,1% HCOOH; 5 - 95% ACN de O a
10 min; 95% ACN de 10 a 11 min; 5% ACN de 11 a 13 min.
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Diferentes compostos das classes de taninos e flavonoides, como os identificados
nos extratos e fracbes de Alchornea glandulosa e Miconia latecrenata, tem sido
investigados para atividade antiplasmadica. Os elagitaninos acido galagico e punicalagina
mostraram acao antiplasmaodica contra P. falciparum in vitro nas cepas D6 e W2 (como a
estudada neste trabalho) com valor de ICso entre 10,6 e 8,8 uM, respectivamente (Reddy
et al., 2007). Além disso, diferentes flavonoides (flavonois e flavanonas) como luteolina,
guercetina, fisetina, morina e miricetina tiveram alta atividade inibitéria de importantes
enzimas envolvidas na biossintese de acidos graxos de P. falciparum, apresentando ainda
forte atividade antiplasmodica contra cepas cloroquina-sensivel (NF54) cloroquina-
resistente (K1) de P. falciparum (Tadesmir et al., 2006). Outro trabalho mostrou também
gue canferol, miricetina, quercetina e luteolina inibem o crescimento intraeritrocitico de
cepas cloroquina-sensivel (3D7) e cloroquina-resistente (7G8) de P. falciparum (Lehane et
al., 2008). Assim, a moderada atividade antiplasmddica encontrada para os extratos
etandlicos de A. glanuloda e M. latecrenata pode estar relacionada aos seus compostos

fendlicos constituintes.
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6.4.3. Atividade antiplasmaddica de fragBes obtidas do extrato etandlico de Xylopia sericea
Coleta 1

A fracdo diclorometano de Xylopia sericea (EXS Fr. DCM), obtida por particdo
liqguido-liquido, a partir do extrato etandlico teve aumento significativo de atividade
antiplasmaddica nas duas concentracdes testadas (87,5% e 100,0 nas concentragcdes 25 e
50 pg/mL, respectivamente), sendo que as demais fracOes tiveram menor atividade
guando comparada com o extrato etandlico (Figura 29). Apds fracionamento em coluna de
silica gel, a alta atividade observada para a fracdo diclorometano n&do foi acompanhada
pelas demais fracbes oriundas de EXS Fr. DCM, sendo determinada menor atividade
antiplasmodica quando comparado a fracéo inicial. E de se destacar a sensivel diminui¢&o
da atividade antiplasmaodica apos o fracionamento de EXS Fr. DCM, sendo este resultado
um forte indicio de agdo sinérgica das diferentes moléculas que compdem essa fracdo
inicial. Contudo, a reducdo do crescimento parasitario para as fracbes EXS FD/F1, EXS
FD/F2, EXS FD/F3 e EXS FD/F4 ainda é maior do que a atividade do extrato etandlico
(Figura 29). Fracionamento de EXS FD/F3 em coluna de silica gel levou a fracdo EXS
FD/F3/F4, que apresentou aumento da atividade antiplasmédica, sendo significativamente
igual a fracdo EXS Fr. DCM obtida por particdo liquio-liquido do extrato etandlico EXS.

Andlise por CCD e UPLC-DAD das fragbes EXS Fr. DCM, EXS FD/F3 e EXS
FD/F3/F4 apontam para um perfil cromatografico complexo, formado predominantemente
por terpenoides (Scott et al., 1964), sendo estes minoritdrios no extrato etandlico EXS
(Figura 30). Diferentes terpenos ja foram isolados de espécies do género Xylopia (Melo et
al.,, 2001), tendo os diterpenos do grupo dos cauranos demonstrado alta atividade
antiplasmodica (Batista et al.,, 2010). Devido ao método espectrométrico usado, ESI-
MS/MS, ndo foi possivel a caracterizacao de EXS Fr. DCM, uma vez que ndo ocorreu a

fragmentacgao dos constituintes da fragao.
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Figura 29. Atividade antiplasmédica de EXS EtOH Coleta 1 e fracdes obtidas por particdo liquido - liquido e coluna

cromatograficas.
Letras Maitsculas: comparacdo fracdes obtidas por particdo; - . ——
Letras Mindsculas: comparacédo fracées obtidas em coluna de silica gel; ‘61E())(i E%H/;3§oée;a711a ;m%g!a Z°gegu§§° ﬁaras!:em]a : 3:3 [gg pg/mIE]
Letras iguais apresentam médias + desvio padrdo estatisticamente iguais pelo teste - $ ’ - edia eheducaozh-aasiie/ma (25 pg/mL]
de Tukey (a = 0,05). Anédlise estatistica de reducéo da parasitemia a 50 e 25 pg/mL
Particdo - MeOH/H20 (7/3)

foi realizada separadamente.

Fr. DCM
100,0 £ 0,0Aa
Ativo 287.5 +2.1Aa
- risiive Fracionamento em coluna de silica gel *Eluente
l:l N&o testado
B substancia natia Isolada EXS FA/F1 EXS FAF2 EXS FA/F3 EXS FA/F4 EXS FA/F5
*DCM/AcOEt (1/1) *AcOEt *AcOEt/MeOH (9/1) *MeOH *H;0
Fracionamento em coluna de silica gel
Lavagem MeOH a quente

EXS - Extrato Xylopia sericea
FA — Fracdo Acetato

FD — Fracdo Diclorometano
RC- Recristalizado

EXS FD/F1 EXS FD/F2 EXS FD/F3 EXS FD/F4
*HEX/DCM (1/1) *DCM *DCM/ACOE (1/1) *AcOEt

1750 + 12,0 70,0 + 9,0b 170,0 £ 5.6b 170,0 £ 0,0b

7715 £6,3b %625 +0,7b %645 +0,7b %510 £7.0c

Fracionamento em coluna de silica gel

EXS — FD/F3/F4
*DCM/ACOE (9/1)
81,5+ 9,0a
2760 +4.0a
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Figura 30. Cromatogramas (UPLC-DAD) de EXS Fr. DCM (1); EXS FD/F3 (2) e EXS
FD/F3/F4 (3), a 220 nm. Condi¢cdes cromatograficas: eluente H20 + 0,1% HCOOH/ACN +
0,1% HCOOH; 5 — 95% ACN de 0 a 10 min; 95% ACN de 10 a 11 min; 5% ACN de 11 a
13 min.
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6.4.4. Isolamento e Identificacdo da Substancia EXS FA/F2/RC a partir da fracéo

acetato de etila de Xylopia sericea Coleta 1

A Figura 29 mostra o fluxograma do fracionamento de EXS FA/F2/RC. O
composto EXS FA/F2/RC foi isolado a partir da fragdo EXS EtOH Fr. AcOEt (FA) obtida
por particdo liquido-liquido do extrato etandlico das folhas de X. sericea, sendo esta
fracdo posteriormente cromatografada em coluna de silica gel (F2), obtendo-se a fracdo
EXS FA/F2 que foi solubilizada em MeOH a quente, com posterior recristalizacao (RC).
A substancia aqui denominada como EXS FA/F2/RC foi identificada por UPLC-DAD-ESI-
MS/MS no extrato etandlico de de EXS Coleta 1 como diidroquercetina-3-O-ramnosideo

(Composto 2) (Figura 24, Pag. 81), sendo majoritario no extrato etandlico (Figura 31).

Figura 31. Cromatograma, a 220 nm. Cromatograma (UPLC-DAD) de EXS FA/F2/RC, a
220 nm. Condi¢des cromatograficas: eluente H20 + 0,1% HCOOH/ACN + 0,1% HCOOH,;
5—-95% ACN de 0 a 10 min; 95% ACN de 10 a 11 min; 5% ACN de 11 a 13 min.
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Avaliacdo da atividade antiplasmoédica de EXS FA/F2/RC mostrou baixa
porcentagem de reducdo de crescimento do parasito com valores de 17,5 = 7,1% [25
ug/mL] e 28,5 + 3,3% [50 pg/mL] e com citotoxiocidade > 1000,0 pg/mL.
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6.4.4.1. Espectroscopia no Ultravioleta

Os espectros no UV de EXS FA/F2/RC em metanol e em presenca de adtivos
guimicos na regido 200-450 nm (Mabry et al., 1970) confirmou o padrédo de oxigenacao
desta substancia, cujos espectros sdo mostrados na Figura 32: obtidos em metanol grau
UPLC (A), com a adicdo de AIClz (B), adicao de AcO-NaﬁL/H3BO3 (C) e MeO'Na* (D). A
banda intensa em Amax ~290 nm, presente no espectro em MeOH (Figura 32A), é
caracteristica de flavanonas e/ou diidroflavonais, e corresponde a banda Il (240-300 nm)
devida a absorcao do cromoforo benzoila do anel A (Mabry et al., 1970). Observa-se
ainda uma banda | pouco intensa em 330 nm (como um “ombro”) proveniente da
absorcdo do anel B. Devido a auséncia de insaturagdo entre C-2 e C-3 em
flavanonas/diidroflavondis ndo se observa a alta absorcao da banda I.

Na presenca de AICls, grupos orto-diiidroxi e o grupo ceto em C-4 com hidroxilas
livres em C-3 ou C-5 de flavonoides, em geral, complexam com o AIClIs resultando nos
deslocamentos batocromicos em relacdo ao espectro em metanol, de 290 para cerca de
310 nm para a banda Il e também na banda I, de 330 para 390 nm (Figura 32B).
Sistemas orto-diidroxi também formam complexos com AICls. No entanto, em meio
acido, os complexos formados entre hidroxilas em posicdo orto séo instaveis e se
decompdem em presenca de HCI, ndo havendo, entretanto, decomposicdo dos
complexos formados entre o grupo 4-ceto e 3-OH ou 5-OH. Assim, a proximidade
observada entre as bandas na Figura 32B aponta para a presenca do grupo 5-OH, o
gual forma um complexo estavel com o grupo ceto e o AlCl3, ndo ocorrendo, alteracdes
significativas entre as bandas Il em auséncia e presenca de acido (Figura 32B).

Outro experimento (til para a identificacdo de grupos hidroxilas livres em
flavonoides, em geral, é a comparacdo dos espectros no UV em metanol e espectros
com a adicao de acetato do sédio (AcO'Na*) e acido bérico (HsBO3) (Figura 32C). AcOr
Na* € uma base fraca e por isso ioniza apenas 0s grupos hidroxilas livres de carater
acido acentuado (7 e 4-OH em flavonas e flavondis) produzindo deslocamento
batocrdmicos na banda | (ionizacdo dos grupos 3, 4-OH) e na banda Il (ionizacdo do
grupo 7-OH). A presenca do grupo 7-OH livre em EXS FA/F2/RC pode ser confirmada
guando o deslocamento batocromico das bandas Il com e sem adicdo de AcO'Na* se
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encontra na faixa de 35 nm. Como o deslocamento batocrémico observado foi de 30-35
nm, seguido de efeito hipercrémico, a presenca de grupo 7-OH livre na estrutura de EXS
FA/F2/RC é confirmada. Alguns padrdes de oxigenacao de flavonoides em geral (5, 6 e
7-OH; 5, 7 e 8-OH; 3, 3’ e 4-OH) sé&o sensiveis ao AcO'Na* e por isso 0 espectro sofre
modificagdes apos alguns minutos. A auséncia de modificacbes € um indicativo de que
esses padroes de oxigenacdo nao estdo presentes na estrutura de EXS FA/F2/RC.
Grupos orto-dihidroxi podem ser detectados através de comparacao entre 0s espectros
no UV em metanol e com a adicao de AcO'Na*" e H3BOs. Na presenca de AcO'Na* e
HsBOs ocorre a formacdo de borato com os grupos orto-dihidroxi em todas as
localizacdes. Grupos orto-dihidroxi no anel B podem ser identificados quando se observa
deslocamento batocrémico de 12-30 nm na banda I, na presenca de AcO'Na* e H3BOs
em relacdo ao espectro em metanol. Contudo, como a absor¢cdo da banda | para
flavanonas/diidroflavondis €é muito pequena, ndo se observa com precisdo o
deslocamento batocrémico esperado para o anel B. Entretanto, observa-se no espectro
o efeito hipercrémico da curva registrada em presenca de AcO'Na* e HsBOs em relacéao
ao espectro em metanol, podendo este ser um indicio da orto-diidroxilagdo do anel B
(Figura 32C).

Por fim, a adicdo de metoxido de sédio (MeO'Na*) a solucdo metandlica de EXS
FA/F2/RC produziu deslocamento batocrémico e efeito hipercrébmico na banda Il em
relacdo ao espectro em metanol (Figura 32D). Esse experimento é util para a deteccdo
de grupos -OH livres nos anéis A e B, devido ao fato do MeO"Na* ser uma base forte e
consequentemente ionizar esses grupos, produzindo assim, o0 deslocamento
batocrdmico observado. Em geral, deslocamentos batocrémicos de absor¢cdes na faixa
de 280-325 nm para flavanonas/diidroflavondis, na presenca de MeO'Na*, aliado a efeito
hipercréomico, indicam presenca de 5,7-OH. Como o deslocamento observado para EXS
FA/F2/RC foi da ordem de 290-320 nm, pode-se deduzir que EXS FA/F2/RC possui o

padréo de hidroxilagdo 5,7-OH, confirmados com o uso de outros aditivos.
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Figura 32. Espectros no UV de EXS FA/F2/RC em MeOH (A); na presenca de AICI, e HCI (B); presenca de AcONa' e
H;BO, (C) e na presenca de MeO Na* (D).
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6.4.4.2. Espectroscopia no Infravermelho

Sinais caracteristicos das fungdes quimicas presentes na estrutura de
flavanonas/diidroflavonol foram observados no espectro no IV (Figura 33), dentre os quais
se destacam a banda de intensidade média e alargada em 3382 cm™, que corresponde a
absorcdes de estiramento (v) O-H de grupos hidroxila envolvidos em ligacdo de hidrogénio
(faixa de absorcdo 3590-3200 cm™) (Barbosa, 2007), coerente com a presenca de
diversas hidroxilas na molécula de EXS FA/F2/RC. Observa-se também a banda em 2930
cm! (faixa de absorcdo 3000-2850 cm™), devido ao estiramento vC-H (faixa de absorcéo
3000-2850 cm), definindo a presenca de diferentes estiramentos CH, CH2 ou CHs na
molécula EXS FA/F2/RC (Barbosa, 2007). A presenca de uma banda forte em 1634 cm
corresponde ao estiramento de ligagbes C=0 e se mostra abaixo da faixa de 1725-1705
cm! indicada para carbonilas ceténicas e que se explica pela conjugacdo da carbonila
como o anel A, bem como pela formacéo de ligacdo de hidrogénio com a hidroxila em 5
(Barbosa, 2007). Bandas agudas de média intensidade em 1602, 1523 e 1470 cm™
correspondem a estiramento vC=C em sistema aromatico em EXS FA/F2/RC (Barbosa,
2007) (Figura 33). Além disso, a presenca de banda forte e aguda em 1064 cm?, indica a
presenca de ligacbes C-O, tipicas de éteres e fenois (Barbosa, 2007), consistente com

compostos flavandnicos.
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Figura 33. Espectro no IV de EXS FA/F2/RC.
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6.4.4.3. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Associacdo dos resultados de RMN de 'H de EXS FA/F2/RC com dados de
absorcdo no UV, no IV e MS descritos neste trabalho, Amax 289 nm e m/z 449,0 [M — H]-,
estdo de acordo com dados da literatura para o composto astilbina: Amax 289 nm (Li et
al., 2011, Xie et al., 2011) e m/z 449,10 [M — H]- (Li et al., 2011) (Figura 34). Essa
substancia ja foi isolada de folhas de Neolitsea sericea (Lam et al., 2008), de raizes de
Smilax glaba (Zhou et al., 2009), folhas de Erythroxylum gonocladum (Lucas-Filho et al.,
2010) e cascas de Peltophorum dasyrachis (Fujiwara et al., 2011). No entanto, é pela
primeira vez relatada para a espécie X. sericea.

A temperatura de fusé@o encontrada para EXS FA/F2/RC (192,3 - 195,2 °C) mostra
gue a substancia possui bom grau de pureza. Han et al. (1998) relatam para a mesma
substancia o ponto de fuséo entre 190,0 - 191,0 °C.

Figura 34. Estrutura quimica de EXS FA/F2/RC, (diidroguercetina-3-O-a-L-ramnosideo)
(C21H22011).

A Tabela 13 mostra a atribuicdo dos sinais para 'H e correlacdes de COSY para
EXS FA/F2/RC, assim como a comparacdo com dados de diferentes referéncias
bibliograficas (Zhou et al., 2009; Fujiwara et al., 2011). Os sinais de H-6 e H-8 sao

simpletos largos o que indica baixos valores de J e deve-se a acoplamento em meta
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desses hidrogénios (J 1-3 Hz) (Silverstein et al., 2005). A comparacao de 6 de H-5" e H-
6’ no espectro de EXS FA/F2/RC com aqueles descritos por Fujiwara et al. (2011) foi
determinante para a atribuicdo dos sinais correspondentes a estes hidrogénios que
possuem uma relagdo orto e que, no entanto, sdo observados como um Unico simpleto
largo em ambos os casos. Ja Zhou et al. (2009) registram dois dupletos em 6,69 e 6,73

ppm com J tipico de acoplamento orto (J 8.2Hz) (Silverstein et al., 2005).
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Tabela 13. Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de 'H e correlagGes observadas nos mapas de contorno COSY para EXS FA/F2/RC e

comparagcado com dados da literatura para astilbina (400 MHz, DMSO-de).

EXS FA/F2/RC Astilbina** Astilbina***
1
) Ne.H & (ppm) M* J(H2) COSY (ppm) N°. H 0 (ppm) M* J (Hz) N°. H 0 (ppm) M*  J(Hz)
H-2 1 5,24 d 8 H-3 (4,64) 1 5,19/5,96 d 10,2 - 5,12 d 9,8
H-3 1 4,64 d 8 H-2 (5,24) 1 4,73/5,10 d 10,2 - 4,52 d 9,5
H-6 1 5,88 S - - 1 5,97/5,99 d 2,0 - 5,84 d 15
H-8 1 5,90 S - - 1 6,00/5,99 d 2,0 - 5,86 d 1,2
5-OH 1 11,80 S - - 1 11,9 S - - - - -
7-OH 1 10,87 S - - - - - - - - - -
H-2’ 1 6,88 S - - 1 7,09 S - - 6,83 S -
H-5’; H-6’ 2 6,74 S - - 2 6,93/6,86 S - - 6,69/6,73 d 8,2
3’-OH 1 9,08 S - - - - - - - - - -
4’-OH 1 9,04 S - - - - - - - - - -
H-1” 1 4,04 S - - 1 4,12/4,25 dq 2,0 - 4,02 S -
H-2” 1 3,46 s - 2”-0OH (4,50) 1 3,41/3,60 dd  3,6/2,0 - 3,38 S -
H-3” 1 3,46 S - 3”-0OH (4,50) 1 3,70/4,02 dd  9,6/3,6 - 3,42 dd  9,4/29
H-4” 1 3,15 m - - 1 3,30/3,25 m - - 3,13 t 9,4
H-5" 1 3,88 t 8 H-6" (1,05) 1 4,25/4,69  dd - - 3,81 m -
H-6" 3 1,05 d 8 H-5" (3,88) 1 1,16/0,85 d 6,4 - 1,13 d 6,2
2”-OH 1 4,50 sl - H-2” (3,46) - - - - - - - -
3”-OH 1 4,50 sl - H-3” (3,46) - - - - - - - -
4”-OH 1 4,70 sl - - - - - - - -

M* = multiplicidade; s = simpleto; sl =

simpleto largo; d = dupleto; dgq = duplo quarteto; dd = duplo dupleto; m = multipleto.

Referéncia** = Fujiwara et al., 2011 (*H - RMN 400 MHz, Acetona-ds).
Referéncia*** = Zhou et al., 2009 (*H - RMN 300 MHz, MeOD). -: ndo observado.
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A constante de acoplamento J entre H-2 e H-3 (8 Hz) para EXS FA/F2/RC
mostra que estes hidrogénios apresentam configuracdo trans, uma vez que
acoplamentos de hidrogénios vicinais em trans, em sistemas ciclicos de seis
membros apresentam J tipico entre 8-10 Hz (Gaffield et al., 1974; Silverstein et
al., 2005). Neste sentido, o trabalho de Gaffield et al. (1974), relata 4 isbmeros
para a diidroquercetina-3-O-a-L-ramnosideo (Figura 35). Os estereoisbmeros
possiveis para esta molécula sdo conhecidos: astilbina e neoastilbina apresentam
configuragdo trans, enquanto isoastilbina e neoisoastilbina possuem configuragéo
cis. As configuracdes correspondentes a estas estruturas séo: 2(R),3(R) para
astilbina, 2(S),3(S) para neoastilbina, 2(R),3(S) para isoastilbina e 2(S),3(R) para
neoisoastilbina (Gaffield et al., 1974). Assim, como foi demonstrado pelo RMN de
'H que a configuracdo de EXS FA/F2/RC é trans, conclui-se que EXS FA/F2/RC

corresponde a astilbina ou neoastilbina.

Figura 35. Estruturas configuracionais de astilbina (1), neoastilbina (2), isoastilbina
(3) e neoisoastilbina (4). Adaptado de Gaffield et al. (1974).

1 2 OH

HO 0 O OH

O—Ramnose

Estudos de RMN de 'H com os isdmeros representados na Figura 35,
apontam que os valores de 6 para H-1" e H-6" s&o diferentes para os 4 isbmeros,
sendo 3,89 e 1,09 ppm (astilbina), 5,08 e 0,80 ppm (neoastilbina), 5,37 e 1,04

99



ppm (isoastilbina) e 5,37 e 1,04 ppm (neoisoastilbina). Dessa forma, comparacao
com os valores de & para H-1" (6 4,04 ppm) e H-6" (6 1,05 ppm) de EXS
FA/F2/RC (Tabela 13) com os valores apresentados acima, indica que EXS
FA/F2/RC deve apresentar configuracdo 2(R),3(R), devendo, portanto,
corresponder a astilbina. Diferencas nos valores de deslocamentos quimicos
podem ser atribuidas ao emprego de diferentes solventes: DMSO-ds, no presente
caso, acetona-ds e MeOD nas referéncias citadas (Tabela 13). O néo
desdobramento do sinal para H-1" e H-2” significa que estes guardam uma
relacdo cis para a qual h& duas possibilidades: equatorial-axial e axial-equatorial.
Consequentemente, ha, também, duas possibilidades para a ligacao heterosidica
entre a genina flavénica e a unidade ramnosidica: a ou 3. Valores de J tipicos
para hidrogénios em relacédo axial-axial s&o da ordem de 8-10 Hz, enquanto que
para as relacdes axial-equatorial e equatorial-equatorial sdo de 2-3 Hz (Silverstein
et al., 2005). Contudo, em solucéo, é mais provavel que EXS FA/F2/RC esteja na
forma de um glicosideo a, que devido ao efeito anomérico é a conformagéo mais
estavel no equilibrio conformacional a/f (Clayden et al., 2012).

Neste contexto, analise dos dados da Tabela 13 também permite a
atribuicdo de sinais de 'H para as hidroxilas de EXS FA/F2/RC, fato ndo
observado nos trabalhos citados como referéncia. Isto se da em fung¢do do uso do
solvente DMSO-ds, com o qual estes hidrogénios formam ligagéo de hidrogénio e
assim ndo ha troca de hidrogénio entre as hidroxilas de EXS FA/F2/RC,
permitindo a observacdo dos sinais dos hidrogénios das hidroxilas. Para os
trabalhos aqui citados como referéncias (Zhou et al., 2009; Fujiwara et al., 2011) o
uso de MeOD e acetona-ds, respectivamente, ndo foram citados os sinais dos
hidrogénios das hidroxilas, devido a maior troca entre os hidrogénios do composto
analisado e os hidrogénios do solvente, dificultando a observacdo dos sinais dos
hidrogénios das hidroxilas. A Figura 36 mostra o espectro RMN de 'H de EXS
FA/F2/RC e as expansdes de algumas regides do mesmo (Figuras 37-41). O
mapa de contornos COSY € mostrado na Figura 42 (Pag. 107) (expansao na
Figura 43, Pag. 108). Nestas figuras notam-se os acoplamentos H-2/H-3, H-2"/2”-
OH, H-3"/3”-OH e H-5"/H-6", como esperado para EXS FA/F2/RC em DMSO-ds
(Tabela 13).
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Figura 36. Espectro de RMN de H de EXS FA/F2/RC (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 37. Espectro de RMN de *H de EXS FA/F2/RC. Expansdo compreendida entre 1,0 e 3,6 ppm (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 38. Espectro de RMN de 'H de EXS FA/F2/RC. Expansdo compreendida entre 3,7 e 4,9 ppm (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 39. Espectro de RMN de *H de EXS FA/F2/RC. Expansdo compreendida entre 4,4 e 7,0 ppm (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 40. Espectro de RMN de *H de EXS FA/F2/RC. Expansdo compreendida entre 5,0 e 7,1 ppm (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 41. Espectro de RMN de H de EXS FA/F2/RC. Expansdo compreendida entre 9,0 e 12,0 ppm (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 42. Mapa de contornos COSY de EXS FA/F2/RC (DMSO-ds).

) I o [ I o ppm

° ° - 4
o ' H-5"/H-6"

—10

| - I dllﬂhJ\l l

—14

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

107



Figura 43. Mapa de contornos COSY de EXS FA/F2/RC. Expansao compreendida entre 2,5 e 6,5 ppm (DMSO-ds).
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A Tabela 14 mostra as atribuicGes dos sinais dos espectros de RMN de 13C
e DEPT 135 de EXS FA/F2/RC, assim como a comparacdo com dados de
referéncia bibliografica para astilbina (Lam et al., 2008). Compara¢do dos sinais
entre 0 espectro desacolpado e o DEPT 135 evidenciou a multiplicidade dos

carbonos (Figuras 44 e 45).

Tabela 14. Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de *C e DEPT 135 para EXS
FA/F2/RC, obtido no presente trabalho, e comparacdo com dados da literatura para
astibina (100 MHz, DMSO-ds).

EXS FA/F2/RC Astilbina***

13

¢ 0 (ppm) DEPT 135 & (ppm) M* 0 (ppm)
C-2 81,54 81,55 CH 83,3
C-3 75,65 75,66 CH 77,4
C-4 194,55 - C 196,0
C-5 163,43 - C 165,3
C-6 96,03 96,04 CH 97,1
C-7 166,95 - C 167,7
C-8 95,06 95,06 CH 96,0
C-9 162,20 - C 163,7
C-10 101,05 - C 102,5
c-1 126,96 - C 129,0
Cc-2 115,36 115,36 CH 115,4
C-3 145,18 - C 146,8
c-4 145,91 - C 146,0
C-5 114,77 114,77 CH 116,1
C-6’ 118,92 118,92 CH 120,4
c-1” 100,07 100,08 CH 101,4
c-2” 70,14 70,14 CH 71,4
C-3” 70,44 70,45 CH 72,2
C-4” 71,66 71,66 CH 73,5
C-5” 69,00 69,00 CH 69,8
C-6” 17,75 17,76 **CHs 18,0

* Atribuida pelo experimento DEPT 135 neste trabalho.
**CHs = Atribuido pelo experimento *H -RMN (400 MHz, DMSO-dg) neste trabalho.
Referéncia*** = Lam et al., 2008 (*3C -RMN 100 MHz, Acetona-ds).

-2 ndo observado.
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Figura 44. Espectro RMN de '3C desacoplado de EXS FA/F2/RC (100 MHz, DMSO-ds).
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Figura 45. Espectro RMN de DEPT 135 de EXS FA/F2/RC (100 MHz, DMSO-ds).

o © I~ ©
o™~ S < © DO oWt o ©
o0 5 < o <2Q N © o3 0 ™~
~— — o O w0 O O OO N~
I R - o o ORN~NRKR KO —
I T L . i "

A A et e A AR S e B R mana A L A A Ramanana E
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm

111



A Tabela 15 mostra as correlacées heteronucleares observadas nos mapas
de contornos HMBC e HSQC para EXS FA/F2/RC. Os dados obtidos foram
necessarios para a determinacdo da correta ligacdo entre a genina e o
heterosideo. Nesse sentido, a presenca do sinal observado em 3J *3C HMBC entre
H-1"/C-3 foi fundamental para confirmacéo da localizacdo da ramnose na posi¢ao
C-3 da genina diidroquercetina (Figuras 46 e 47). Os mapas de contornos HSQC
para EXS FA/F2/RC sao apresentados nas Figuras 48 e 49.
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Tabela 15. Correlagdes heteronucleares observadas nos mapas de contornos HMBC e HSQC para EXS FA/F2/RC (*H e 3C 400 MHz, DMSO-

de).
HMBC HSQC
*H (5 ppm) *J °C (5 ppm) *J °C (3 ppm) 2J 1°C (3 ppm) *J *C (5 ppm)
H-2 (5,24) - C-4 (194,55); C-9 (162,20); C-2’ (115,36); C-6’ (118,92) C-1' (126,96); C-3 (75,65); C-2 (81,54)
H-3 (4,64) - C-10 (101,05); C-1’ (126,96); C-1" (100,07) C-2 (81,54); C-4 (194,55) C-3 (75,65)
H-6 (5,88) - C-8 (95,06); C-10 (101,05) C-5 (163,43); C-7 (166,95) C-6 (96,03)
H-8 (5,90) - C-6 (96,03); C-10 (101,05) C-7 (166,95); C-9 (162,20) C-8 (95,06)
5-OH (11,80)  C-7 (166,95) C-6 (96,03); C-10 (101,05) C-5 (163,43) -
7-OH (10,87) - - - -
H-2’ (6,88) - C-2 (81,54); C-4' (145,91); C-6’ (118,92) C-3' (145,18) C-2' (115,36)
H-5' (6,74) - C-1' (126,96); C-3' (145,18) C-4' (145,91) C-5 (114,77)
H-6' (6,74) - C-2 (81,54); C-2’ (115,36); C-4’ (145,91) C-1' (126,96); C-5' (114,77) C-6' (118,92)
3'-OH (9,08) - C-2' (115,36); C-4' (145,91) C-3' (145,18) -
4' OH (9,04) - C-3' (145,18); C-5' (114,77) C-4 (145,91) -
" (4,04) - C-3 (75,65); C-3” (70,44); C-5” (69,00) C-2” (70,14) C-1"(100,07)
2" (3,46) - - - C-2” (70,14)
3" (3,46) - - - C-3” (70,44)
H 4" (3,15) - C-2” (70,14); C-6" (17,75) C-3" (70,44); C-5” (69,00) C-4" (71,66)
5" (3,88) - - - C-5" (69,00)
6” (1,05) - C-4" (71,66) C-5" (69,00) C-6" (17,75)
2"-OH (4,50) - C-1"(100,07); C-3” (70,44) C-2"(70,14) -
3”-OH (4,50) - C-2” (70,14) C-3” (70,44) -
4"-OH (4,70) - C-5" (69,00) C-4" (71,66) -

-2 nao observado.
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Figura 46. Mapa de contornos HMBC de EXS FA/F2/RC (DMSO-ds).
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Figura 47. Mapa de contornos HMBC de EXS FA/F2/RC. Expansao compreendida entre 1,5 e 6,5 ppm (DMSO-ds).
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Figura 48. Mapa de contornos HSQC de EXS FA/F2/RC (DMSO-ds).
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Figura 49. Mapa de contornos HSQC de EXS FA/F2/RC. Expansédo compreendida entre 3,0 e 6,0 ppm (DMSO-de).
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EXS FA/F2/RC apresentou baixa atividade antiplasmaodica (17,5 £ 7,1% [25 ug/mL]
e 28,5 + 3,3 % [50 pg/mL] de reducdo de parasitemia). No entanto diferentes atividades
biologicas tém sido relatadas para a astilbina e seus isémeros. Han et al. (1998) relatam
gue a astilbina, isolada dos rizomas de Astilbe thunbergii (Saxifragaceae), estimulou a
lipdlise induzida por norepinefrina, de modo dose dependente, podendo ser efetiva em
formulacdes para tratamento de obsesidade. Astilbina apresentou também atividade
imunossupressiva, sendo observada inibicdo significativa da proliferacdo de linfcitos
simples e estimulo de apoptose em células de baco (Yang et al., 2006). Além disso,
astilbina foi isolada de folhas de Erythroxylum gonocladum (Erythoxylaceae) e promoveu
significante inibicdo in vitro de ACE (Angiotensin Converting Enzyme), sendo promissora
como potencial agente anti-hipertensivo (Lucas-Filho et al., 2010). Em outro estudo, a
astilbina isolada de folhas de Engelhardia roxburghiana (Juglandaceae), mostrou
consideravel efeito sobre inibicdo de interleucina (IL)-1B e IL-6 e expressdo do mRNA LPS
(lipopolissacarideo), através da ligacdo entre LPS e o receptor TLR-4, da citocina pro-
inflamatéria fator de necrose tumoral (TNF)-a, IL-10, proteina quimiotatica (MCP)-1 e
genes de ciclo-oxigenase (COX-2). A expressao reduzida dessas citocinas pode diminuir a
resposta imune e reduzir a atividade inflamatéria, indicando que a astilbina pode agir
também como potencial agente anti-inflamatério (Huang et al., 2011). Importante ressaltar
gue este trabalho relata pela primeira vez a presenca da astilbina ou seus isbmeros em

Xylopia sericea.

6.5. Fracionamento e atividade antiplasmaddica dos extratos de Xylopia sericea Coleta 2

Devido ao pouco material vegetal disponivel para novos fracionamentos visando o
isolamento de compostos ativos de EXS Fr. DCM, foi realizada nova coleta de material
vegetal. A Tabela 7 mostra que as classes de metabdlitos encontrados nas duas coletas
ndo variaram, sendo encontrados principalmente alcaloides, flavonoides e terpenos.
Contudo, a Figura 16 (Pag. 53) ilustra bem a variacdo do perfil cromatogréafico entre os
extratos etanolicos de X. sericea da Coleta 1 e Coleta 2, na qual é visivel a diferenca entre
0s extratos. Considerando que estes cromatogramas sao registrados em condicdes

padronizadas, constata-se que no extrato da segunda coleta predominam os constituintes
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mais polares. Variacdes sazonais, assim como mudanca do local da coleta poderiam estar

diretamente relacionadas as mudancas no perfil fitoquimico do extrato da Coleta 2.

6.5.1. Fracionamento e atividade antiplasmddica do extrato diclorometanico de Xylopia

sericea Coleta 2

Uma vez que a fracdo mais ativa do extrato etandlico de X. sericea Coleta 1 foi EXS
Fr. DCM, para a segunda coleta foi obtido primeiramente o extrato diclorometéanico por
percolacdo. A Figura 50 mostra o perfil cromatogréfico de EXS DCM Coleta 2, no qual ndo
se observam picos majoritarios, sendo visto espectros de UV referentes a terpenoides. A
presenca de terpenos foi confirmada por CCD, assim como a presenca de alcaloides neste
extrato. Como relatado anteriormente, para espécies do género Xylopia sdo encontrados
estudos sobre alcaloides e terpenos, principalmente diterpenos (Moreira et al., 2003,
Nishiyama et al., 2004, Vieira, 2010).

A reducédo de crescimento do P. falciparum de EXS DCM Coleta 2 e dados do seu
fracionamento sdo apresentados na Figura 51. Observa-se que EXS DCM Coleta 2
apresentou menor atividade antiplasmédica do que EXS EtOH Coleta 1 (35,0 + 7,1% / 25
pg/mL] e 61,5 £ 8,4 / 50 pg/mL). O CCso em HepG2 do extrato EXS DCM Coleta 2 (CCso
284,3 = 1,4 pg/mL) indica moderada citotoxicidade. Apds fracionamento de EXS DCM
Coleta 2 em coluna de silica gel observou-se que das 8 fracdes obtidas, somente a fracdo
EXS FD/F7 apresentou aumento significativo de atividade antiplasmddica em relagcdo ao
extrato DCM (Figura 51).
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Figura 50. Cromatogramas (UPLC-DAD) de EXS DCM (1) e EXS EtOH (2), a 220 nm. Condi¢bes cromatograficas:
eluente H20 + 0,1% HCOOH/ACN + 0,1% HCOOH; 5 — 95% ACN de 0 a 10 min; 95% ACN de 10 a 11 min; 5% ACN de
11 a 13 min. EXS - Xylopia sericea.
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Figura 51. Atividade antiplasmdédica de EXS DCM Coleta 2 e das fracdes obtidas de colunas cromatogréficas.

Letras Mailsculas: comparacéo das fracionamento 1; EXS DCM — Coleta 2 'Média % Redugdo Parasitemia + DP [50 pg/ml]
Letras Mindsculas: comparacdo demais fracionamentos;

1555 + 8,98 /238,5 + 10,6A 2Média % Reducéo Parasitemia + DP [25 pg/mL]
Letras iguais apresentam médias + desvio padrdo estatisticamente iguais pelo

teste de Tukey (a = 0,05). Andlise estatistica de reducdo da parasitemia a 50 e 25

EXS — Extrato Xylopia sericea
pg/mL foi realizada separadamente.

Fracionamento 1 (coluna de silica gel). ,Fg';;r:gé" Diclorometano

EXS FD/F7
*AcOEt
74,0 £ 1.0A
2340 £ 7,0A

) Fracionamento em coluna de silica gel.
Ativo

CONTINUA
- Inativo
I:I Ndo Testado

Fracionamento em coluna de silica gel. Fracionamento em coluna de silica gel.

Fracionamento em coluna de silica gel.

Fracionamento em coluna de silica gel.

EXS FD/F2/F26/F2/F1-5
*DCM

Solubilizacdo AcOEt a quente.
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A fracdo EXS FD/F2 teve diminuicdo da atividade, contudo, andlise da fracdo por
CCD e UPLC-DAD indicou a presenca de alcaloides e picos majoritario de terpenos
(Figura 52). Esse fato estimulou o fracionamento de EXS FD/F2 mesmo ap0s diminuigdo
da atividade avaliada. Das fracdes obtidas apos fracionamento de EXS FD/F2, EXS
FD/F2/F1, EXS FD/F2/F17 e EXS FD/F2/26 foram novamente avaliadas para atividade
antiplasmadica, ndo se observando diferenca significativa de atividade antiplasmodica em
relacdo a EXS FD/F2 (Figura 51). A presenca de picos majoritarios referentes a alcaloides
em EXS FD/F2/F1 levou ao fracionamento do mesmo, obtendo-se duas fracbes que
revelaram para alcaloides em CCD, EXS FD/F2/F1/F1 e EXS FD/F2/F1/F7, e que
apresentaram aumento significativo da atividade antiplasmaddica (Figura 51 e 52). EXS
FD/F2/F1/F1 foi entdo recromatografada observando-se leve aumento de atividade
antiplasmodica o que se pode atribuir ao aumento no teor das substancias presentes,
como se pode deduzir a partir da maior intensidade dos picos correspondentes aqueles
presentes em EXS FD/F2/F1/F1. Dados obtidos por UPLC-DAD-ESI-MS/MS sao
apresentados na Tabela 16. Espectro no UV dos picos majoritarios de EXS FD/F2/F1/F6
(TR 5,59 min e TR 6,43 min) indicam a presenca de alcaloides derivados da classe dos
compostos isoquinolinicos (Sangster & Stuart, 1964), assim como visto para EXS
FD/F2/F1/F7 (TR 3,51 min). Contudo, apesar dos dados de fragmentacdo MS/MS+, os

compostos constituintes dos picos observados néo foram identificados.
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Figura 52. Cromatogramas (UPLC-DAD) de EXS FD/F2 (1); EXS FD/F2/F1 (2); EXS FD/F2/F1/F7 (3) e EXS FD/F2/F1/F6

(4), a 220 nm. Condi¢des cromatograficas: eluente H20 + 0,1% HCOOH/ACN + 0,1% HCOOH; 5 — 95% ACN de 0 a 10
min; 95% ACN de 10 a 11 min; 5% ACN de 11 a 13 min. EXS — Xylopia sericea.
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Ja o fracionamento de EXS FD/F2/F17 forneceu a fracdo EXS FD/F2/F17/F1 com
aumento significativo da atividade antiplasmaodica em relacéo a fragcéo original EXS FD/F2
(Figura 51). EXS FD/F2/F17/F1 apresentou pico majoritario (TR 7,43 min) com espectro de
absorcado UV compativel com terpenos (Amax 220 nm), sendo assim recromatografada em
coluna, resultando na fracdo com pico majoritario identificado como EXS FD/F2/F17/F1/F1
(Figura 53 e 54). EXS FD/F2/F17/F1/F1 apresentou reducdo significativa de atividade
antiplasmaodica em relagéo a fragéo da qual se originou (Figura 51).

Figura 53. Cromatogramas (UPLC-DAD) de EXS FD/F2/F17 (1), EXS FD/F2/F17/F1 (2) e
EXS FD/F2/F17/F1/F1 (3), a 220 nm. Condicbes cromatograficas: eluente H20 + 0,1%
HCOOH/ACN + 0,1% HCOOH; 5 — 95% ACN de 0 a 10 min; 95% ACN de 10 a 11 min; 5%
ACN de 11 a 13 min. EXS — Xylopia sericea.
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Os dados referentes a analise por UPLC-DAD-ESI/MS/MS de EXS
FD/F2/F17/F1/F1 sdo mostrados na Tabela 16 e na Figura 54. O espectro no UV mostra

uma absorcédo a 224 nm. O pico do ion molecular m/z 335,47 [M + H]+ apresenta massa
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compativel com diterpenos cauranicos encontrados em diferentes espécies de Xylopia
(Martins et al., 1999, Castelo Branco, et al., 2009). Assim, o pico base correspondente m/z
279,17 [M + H — 56]+ sugere uma fragmentacao do anel C de diterpenos cauranicos entre
C9/C11 e C13/C14, assim como o0 pico m/z 297,57 [M + H — 38]+ (Figura 54). O pico m/z
319,46 [M + H — 16]+ refere-se a perda de uma hidroxila. A perda de carboxila é deduzida
a partir do pico m/z 251,04 [M + H — 84]+ por fragmentacdo do pico m/z 297,57. Os picos
m/z 261,11 [M + H — 74]+ e m/z 233,16 [M + H — 102]+ sao referentes a quebra do anel A,
entre C1/C2 e C3/C4 (261) e C1/C2 e C4/C5 (233). O pico m/z 183 (M + H — 152]+
representa a fragmentacao do anel B, entre C6/C7 e C9/C10 formado. Assim, 0 composto
EXS FD/F2/F17/F1/F1 foi identificado como o acido ent-1a,16a-diidroxicaur-11-en-18-oico
(C20H3004). Este composto ja foi isolado do extrato em acetato de etila das cascas de

Xylopia caudata (Leverrier et al., 2010).

Figura 54. Proposta de fragmentacdo (1) e estrutura (2) do composto EXS
FD/F2/F17/F1/F1.
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Tabela 16. Dados espectroscopicos e caracterizacdo de constituintes de EXS FD/F2/F1/F1/F6, EXS FD/F2/F1/F7 e EXS

FD/F2/F17/F1/F1 por UPLC-DAD-ESI-MS/MS, ionizagéo positiva.

Fracao/ . Amax Identificagdo
Substancia TR (min) (nm) M+ HI+ (%) MSIMS + (%) (Férmula Molecular)
220 23]5,522 [;\/I TH- 2:[3,7]+ (28), 21]8,526 [;\/I +H-
2541+ (30), 200,97 [M + H - 272]+ (45). 190,94
5,59 ggg 4r3.05 M+ H* (10) v+ W~ 282]+ (65), 59,10 [M + H - 314]+ (45), NI
35,29 [M + H - 337]+ (100)
25510 [M + H - 46]+ (12), 243,41 [M + H — 58]+
EXS 220 (10), 227,09 [M + H - 74]+ (12), 201,03 [M + H -
FD/F2/F1/F1 5.43 245 301,3[M+HJ+(12)  100]+ (15), 177,08 [M + H - 124]+ (30), 148,82 NI
IF6 ’ 303 [M + H - 152]+ (28), 120,94 [M + H - 180]+ (30),
109,13 [M + H - 192]+ (100)
423,16 [M + H - 18]+ (8), 349,14 [M + H - 92]+
(8), 335,29 [M + H - 106]+ (15), 297,18 [M + H -
7.06 236 440,90 M+ HI+ (10) 411 (10, 203,10 [M + H - 238]+ (40), 133,09 NI
[M + H - 308]+ (50), 109,15 [M + H - 332]+ (100)
] 290 (238542 [Ig/l + I—[| - 16]+ (33%, 2(7(8)5432’ BEM +OI—[| - 34]+
EX 100), 253,41 [M + H - 59]+ (10), 235,50 [M + H -
FDIF2/F1/F7 3,51 ggf 31237 M+H* (5)  7714(8), 219,30 [M + H - 93]+ (10), 201,33 [M + NI
H - 111]+ (10), 191,34 [M + H - 121]+ (10)
319,46 [M + H - 16]+ (80), 297,57 [M + H - 38+ _
EXS (20), 279,17 [M + H - 56]+ (100), 261,11 [M + H - dﬁﬁg‘;)ﬁggf;ﬁgn
FDIF2/F17/ 7,43 224 33547 [M+HJ+ (10)  74]+ (8), 251,04 [M + H - 84]+ (8), 243,04 [M + H gl
F1/F1 - 92]+ (8), 233,16 [M + H - 102]+ (5), 182,96 [M + Cotinon

H - 152]+ (30)

(%): Abundancia relativa. NI: Nao Identificado.
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A fracdo EXS FD/F2/F26 também foi fracionada em coluna de silica gel, sendo
que as fracdes recolhidas ndo apresentaram aumento significativo de atividade
antiplasmaodica (Figura 51). EXS FD/F26/F2 apresentou um pico majoritario e foi entdo
recromatografa fornecendo EXS FD/F2/F26/F2/F1 como um sélido branco que foi
recristalizado em AcOEt obtendo-se EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC. Este composto nédo
apresentou diferenca significativa de atividade antiplasmdédica em relacdo as fracdes
anteriores (Figuras 51 e 55). O CCspo em HepG2 do composto EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC
(CCs0 272,6 + 2,1 pg/mL) indica moderada citotoxicidade. O espectro no UV (Amax 220,
280 nm) associado aos dados de ESI/MS/MS, como o ion molecular em m/z 315,24 [M -

H]- sugerem tratar-se de um diterpeno.

Figura 55. Cromatogramas (UPLC-DAD) de EXS FD/F2/[F26 (1) e EXS
FD/F2/F26/F2/F1/RC (2), a 220 nm. Condicbes cromatogréficas: eluente H20 + 0,1%
HCOOH/ACN + 0,1% HCOOH; 5 — 95% ACN de 0 a 10 min; 95% ACN de 10 a 11 min;
5% ACN de 11 a 13 min. EXS — Xylopia sericea.
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6.5.1.1. Elucidacao Estrutural de EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC

Analise por UPLC-DAD-ESI-MS/MS no modo de ionizagdo negativo mostra 0s picos
m/z 271,35 [M - H - 44]- (64), m/z 269,16 [M - H - 46]- (68), m/z 253,23 [M - H - 62]- (21),
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m/z 237,37 [M - H - 78]- (7), m/z 162,76 [M - H - 152]- (11), m/z 148,90 [M - H - 166]- (11)
e m/z 119,88 [M - H - 195]- (6). A presenca de alguns fragmentos, como o pico do ion
molecular e o pico base em m/z 315,24 [M - H]-, assim como 0s picos em m/z 271,35 [M
- H - 44]- (64), referente a perda de carboxila, em m/z 253,23 [M - H - 62]- (21), m/z
237,37 [M - H - 78]- (7) e m/z 162,76 [M - H - 152]- (11) referentes a fragmentacdes dos
anéis diterpénicos foram importantes para a proposta da estrutura molecular. Além
disso, pesquisa bibliografica de diterpenos oriundos de espécies de Xylopia levou a
diferentes estruturas (Figura 56) possivelmente correspondentes ao composto EXS
FD/F2/F26/F2/F1/RC (Hasan et al., 1982, Soh et al., 2013). Dados de absor¢cdo UV Amax
220/280 nm (Figura 55) corroboram com as propostas iniciais para EXS
FD/F2/F26/F2/F1/RC (Figura 56).

Figura 56. Diterpenos cauranicos de massa molecular 316 u.m.a. encontrados em

espécies de Xylopia.

[\
=

17

HO HO
acido 7-oxo-caur-16-en-19-oico acido 15-oxo-caur-16-en-19-oico
(Hazan et al., 1982) (Soh et al., 2013)
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6.5.1.1.1. Espectroscopia no Infravermelho

Sinais caracteristicos das fun¢cdes quimicas presentes na estrutura de diterpenos
cauranicos foram observados no espectro no IV (Figura 57), dentre 0s quais se
destacam a banda de intensidade baixa e alargada em 3208 cm™ correspondente as
absorcbes de estiramento vO-H referentes a hidroxila de acidos (faixa de absorcéo
3400-2500 cm?) (Barbosa, 2007). Observa-se também a banda em 2930 cm?, a
estiramentos vC-H (faixa de absorcdo 3000-2850 cm), definindo a presenca de
diferentes estiramentos CH, CH2 ou CHs na molécula EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC
(Barbosa, 2007). A presenca de duas bandas fortes em 1720 e 1685 cm™ correspondem

ao estiramento de ligagdes C=0, de carbonila e de carboxila, respectivamente.
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Figura 57.
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6.5.1.1.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

A Tabela 17 mostra a atribuicdo dos sinais para 'H e correlacdo de COSY para
EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC, assim como a comparacdo com dados de diferentes
referéncias bibliograficas para o composto 7-oxo-ent-caur-16-en-19-oico (Hasan et al.,
1982) e 15-oxo-ent-caur-16-en-19-oico (Santos et al.,, 2009). Foi observada uma
diferenca marcante no deslocamento quimico de hidrogénios vinilicos que se mostraram
mais protegidos 0 4,87 e 4,85 ppm em relacdo aos mesmos sinais para a substancia 15-
0xo-ent-caur-16-en-19-oico, 8 5,95 e 5,25 ppm (Santos et al., 2009). Para o composto 7-
0Xxo-ent-caur-16-en-19-oico néo foi observada separacao dos sinais (6 4,87 ppm), sendo,
contudo, o valor muito proximo ao visto em EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC (Figura 58 e 59).
Essa observacédo indicou que nao haveria conjugacdo da carbonila com o grupo vinila,
como ocorre para 0 composto 15-oxo-ent-caur-16-e-19-oico. Outra informacéo
importante foi a resultante da observacédo de um sistema de spins isolado composto por
um tripleto H-6ax (& 3,10 ppm; J 14,4 Hz) e dois dupletos-duplos H-6eq (0 2,67 ppm e
1,47 ppm; J 14,4 e 2,48 Hz), o que define um grupo metilénico (CH2) vizinho a um grupo
metinico (CH) com constantes de acoplamento intensas (geminada e transdiaxial -
tripleto) e constante sinclinal (2,48 Hz). Os deslocamentos quimicos de 3,10 e 2,67 ppm
sdo compativeis com a vizinhanca de grupo carbonila, o que foi confirmado pelo
experimento de correlagdo a longa distancia - HMBC. O mapa de contorno COSY
(Tabela 17) aponta acoplamento de H-17ax/H-17eq com H-15ax € H-15¢q (Figura 60). Além
disso, observa-se ainda acoplamentos H-6ax /H-6eq com H-5, H-1ax /H-14eq com H-13, H-

12axcom H-13, dentre outros (Figura 61)
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Tabela 17. Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de 'H e correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY para EXS

FD/F2/F26/F2/F1/RC e comparacdo com dados da literatura (400 MHz, CDCls).

EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC

7-oxo-ent-caur-16-en-19-oico**

15-oxo0-ent-caur-16-en-19-oico***

1
) NeeH & (ppm) M* J(Hz) COSsYy N°. H 0 (ppm) M* J (Hz2) N°. H 0 (ppm) M*  J(Hz)
H-14 1 1,87 t 13,2 H-2¢q - - - - 1 1,80 m -
H-1eq 1 0,88 t 13,2 H-2¢4/H-20 - - - - 1 0,89 m -
H-2ax 1 1,87 t 13,2 H-2¢q - - - - 1 1,65 M -
H-2¢q 1 1,54 d 14,0 H-2ax - - - - 1 1,48 m -
H-3ax 1 2,23 d 13,2 H-2a/H-2¢q - - - - 1 1,78 - -
H-3eq 1 1,05 t 13,2 H-2eq/H-3ax - - - - 1 1,47 - -
H-5 1 1,48 d 2,5 H-6ax - - - - 1 1,80 - -
H-6ax 1 3,10 t 14,4 H-6¢q 1 3,13 - 16,0-14,0 1 1,50 - -
H-6¢q 1 2,67 d 144 H-6a/H-5 1 2,67 - 16,0-4,0 1 1,26 - -
H-7ax - - - - - - - - - 1 2,05 d 134
H-7eq - - - - - - - - - 1 1,26 m -
H-9 1 1,37 S - H-114 - - - - 1 1,45 m -
H-11a 1 1,69 S - - - - - - 1 1,63 m -
H-11¢q 1 1,69 s - - - - - - 1 1,58 m -
H-124 1 1,69 S - H-13 - - - - 1 1,89 m -
H-12¢q 1 1,54 d 14,0 - - - - - 1 1,68 m -
H-13 1 2,74 S H-124/H-144 1 2,75 m - 1 3,05 ) -
H-14. 1 2,09 d 10,8 H-15¢ - - - - 1 2,39 d 11,8
H-14q 1 1,41 t 14,0 - 1 3,20 d 14,0 1 1,68 m -
H-15ax 1 3,21 d 17,6 H-15¢ - - - - 1 - - -
H-15¢ 1 1,97 m 18,8 H-15,« 1 - - - 1 - - -
H-17, 1 4,87 S - H-154/ H-15¢4 2 4,87 sl 6,0 1 5,95 - -
H-17p 1 4,85 s - H-15,/H-15¢4 1 5,25 - -
H-18 3 1,26 S - - 3 1,25 S - - - S -
H-19 - - - - - 3 1,13 s -
H-20 3 1,16 S - - 3 1,16 s - 3 1,17 s -

*M = multiplicidade; s = simpleto; sl = simpleto largo; d = dupleto; dq

**Referéncia = Hasan et al. (1982) (*H - RMN 90 MHz, CDCls).
**Referéncia = Santos et al. (2009) (*H - RMN 500 MHz, CDCls). -: ndo observado.

= duplo quarteto; dd = duplo dupleto; m = multipleto.
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Figura 58. Espectro de RMN de *H de EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC (400 MHz, CDClz3).
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Figura 59. Espectro de RMN de H de EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC (400 MHz, CDCl3). Expansédo compreendida entre 0,8 e 3,4 ppm.
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Figura 60. Mapa de contornos COSY de EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC (400 MHz, CDClz).
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Figura 61. Mapa de contornos COSY de EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC (400 MHz, CDClIs). Expansdo compreendida entre 0,6 e 3,4

ppm.
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Os espectros de RMN de 3C (Figuras 62 e 63) de EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC
confirmam sua natureza diterpénica, uma vez que foram registrados 20 sinais, referentes
a duas carbonilas (cetona e carboxila); dois carbonos olefinicos vinilicos (C=CH3); trés
carbonos quaterndrios; trés carbonos metinicos; nove carbonos metilénicos e dois
carbonos metilicos (Tabela 18). Também foi percebido maior deslocamento quimico
para o carbono carbonilico de EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC (& 213,05 ppm), quando
comparado ao mesmo carbono do acido 15-oxo-ent-caur-16-en-19-oico, & 210,40 ppm
(Santos et al., 2009). A distingdo dos carbonos metilénicos via DEPT 135 pode ser vista
nas Figuras 64 e 65.
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Tabela 18. Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de *C e DEPT 135 para EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC e comparagdo com dados da
literatura (100 MHz, CDCls).

EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC

7-0xo-ent-caur-16-en-19-oico **

15-oxo0-ent-caur-16-en-19-oico ***

13
© O(ppm) DEPT1355 (ppm) M~ O (ppm) 0 (ppm)
C-1 40,5 40,7 CH; 40,5 38,9
C-2 18,9 18,1 CH; 18,8 18,0
C-3 37,5 39,0 CH; 38,8 36,8
C-4 43,9 - C 43,8 47,6
C-5 54,3 54,5 CH 54,3 49,5
C-6 38,8 39,1 CH; 37,5 21,7
C-7 213,0 - C 212,7 33,2
C-8 57,8 55,1 CH 57,8 52,7
C-9 54,9 54,5 CH 54,9 52,6
C-10 39,7 - C 39,6 39,5
C-11 17,9 18,1 CH; 17,9 17,8
C-12 36,6 37,7 CH; 32,5 32,5
C-13 42,8 42,9 CH 42,8 38,2
C-14 38,9 40,6 CH; 38,8 36,7
C-15 40,5 40,7 CH; 40,5 2104
C-16 153,4 - C 153,6 149,5
C-17 104,5 104,7 CH; 104,4 1148
C-18 28,4 28,6 CHs 28,3 184,9
C-19 183,4 - C 182,6 18,1
C-20 15,1 15,2 CHs 15,0 16,3

M = Multiciplicidade. *Atribuida pelo experimento DEPT 135 neste trabalho.

**Referéncia = Hasan et al. (1982) (*3*C - RMN 12,5 MHz, CDCls).

***Referéncia = Santos et al. (2009) (**C - RMN 125 MHz, CDCls). -: ndo observado.
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Figura 62. Espectro RMN de '*C de EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC (100 MHz, CDCls).
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Figura 63. Espectro RMN de '*C de EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC (100 MHz, CDCls). Expansdo compreendida entre 0,0 e 110 ppm.
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Figura 64. Espectro RMN de 3C DEPT 135 de EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC (100 MHz, CDCls).
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Figura 65. Espectro RMN de 3C e DEPT 135 de EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC (100 MHz, CDCls).
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Dessa forma, andlise do 'H e 13C permitiu a identificacido de EXS
FD/F2/F26/F2/F1/RC como sendo similar ao acido 7-oxo-ent-caur-16-en-19-oico (Hasan
et al., 1982). Confirmando a proposta estrutural do acido 7-oxo-ent-caur-16-en-19-oico,
foram observadas as correlagées de acoplamento a longa distancia, via HMQC, 3J H-
5/C-7 e H-15/C-7, assim como as correlacdes 3J entre H-3 e H-5 com 0 C-18 e C-19 e
com o carbono carbonilico da carboxila, além de H1, H5 e H9 com o C-20 (Tabela 19)
(Figuras 66 e 67).
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Tabela 19. Correlagdes heteronucleares observadas nos mapas de contornos HMBC e NOESY para EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC (*H e *3C 400
MHz, CDCls).

HMBC NOESY

*H (8 ppm) *J °C (5 ppm) ?J °C (5 ppm) *J *H (5 ppm)

H-1 (1,87) - - H-124 (1,54)

H-1eq (0,88) - C-9 (54,9) H-11eq(1,69)

H-24x (1,87) - - H-20 (1,16)

H-2¢q (1,54) - - H-144,(2,09)

H-3x (2,23) C-18 (28,4); C-19 (183,4) - -

H-3¢q(1,05) C-18 (28,4); C-19 (183,4) - -

H-5 (1,48) C-7 (213,0) C-7 (213,0); C-9 C-18 (28,4); C-20 (15,1) H-144, (2,09)

H-64x (3,10) - C-8 (57,8); C-18 (28,4) H-144(2,09); H-20 (1,16)
H-6¢q(2,67) - C-8 (57,8) H-18 (1,26)

H-9 (1,37) - C-1 (40,5); C-8 (57,8); C-10 (39,7); C-11 H-1ax (1,87); H-14ax (2,09)

(17,9); C-14 (38,9); C-15 (40,5); C-20 (15,1)

H-114(1,69) - C-8 (57,8); C-9 (54,9) H-144(2,09)
H-11¢q(1,69) - C-9 (54,9) H-144(2,09)
H-124¢(1,69) - C-8 (57,8); C-9 (54,9); C-16 (153,4) H-144(2,09); H-20 (1,16)
H-12¢ (1,54) - C-9 (54,9); C-16 (153,4) H-14,,(2,09)

H-13 (2,74) - C-8 (57,8); C-16 (153,4) H-12ax (1,69); H-12¢q (1,54); H-144x

(2,09); H-14¢4(1,41); H-18 (1,26)
H-144,(2,09) - C-16 (54,9) H-20 (1,16)
H-14¢q (1,41) - C-7 (213,0); C-8 (57,8); C-9 (54,9); C-16 H-154(3,21)
(153,4)

H-154(3,21) C-7 (213,0) C-8 (57,8); C-9 (54,9) -
H-15¢4 (1,97) C-7 (213,0) C-8 (57,8) -

H-17.(4,87) - - -

H-17) (4,85) - - -

H-18 (1,26) - - -

H-20 (1,16) - C-9 (54,9) -

-: ndo observado.
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Figura 66. Mapa de contornos HMBC de EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC (400 MHz, CDClz).
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Figura 67. Mapa de contornos HMBC de EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC (400 MHz, CDCI3). Expansdo compreendida entre 0,0 e 3,5

ppm para 'H e 0,0 e 60 ppm para 3C.
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A configuracdo absoluta de EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC (C-4) (Figura 68) foi
estabelecida via NOESY, que evidenciou que os grupos C-18 e C-19 se encontram nas
posicdes equatorial e axial, respectivamente (Tabela 19) (Figura 68). Notadamente as
posicdes de H-6ax € H-6e¢q foram decisivas para esse assinalamento. O mapa de contornos
ampliado NOESY exibe as correlagdes entre H-6eq/C-18 e H-6ax/C-19 (Figura 69).

Figura 68. Estrutura tridimensiopnal de EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC (acido 7-oxo-ent-caur-
16-en-19-0ico).

Assim, o composto EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC foi identificado como sendo o acido
7-oxo-ent-caur-16-en-19-oico, sendo pela primeira vez descrito de forma inequivoca para
a espécie de Xylopia sericea. Os experimentos de RMN 2D e NOESY que permitiram

definir a configuracdo em C-4 sédo aqui relatados pela primeira vez para a substancia.
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Figura 69. Mapa de contornos NOESY de EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC (400 MHz, CDCl3).
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6.5.1.2. Fracionamento de EXS DCM FD/F7

Além do fracionamento de EXS FD/F2 foi realizado ainda o fracionamento
cromatografico de EXS FD/F7, uma vez que esta fragcdo se mostrou muito ativa contra o P.
falciparum (W2) (Figura 70). Observa-se que 6 fracdes obtidas de EXS FD/F7 apresentaram
atividade antiplasmédica com reducdo de crescimento do parasito maior que 50% na
concentragdo 50 pg/mL, sendo que em 3 fragBes houve aumento da atividade antiplasmddica
(EXS FD/F7/F3, EXS FD/F7/F9 e EXS FD/F7/F20), ndo sendo, contudo, significativamente
maior do que EXSFD/F7 (Figura 70). Cromatogramas das fracbes EXS FD/F7/F3, EXS
FD/F7/F9 e EXS FD/F7/F20 ndo mostram picos intensos, ao contrario da fracdo EXS FD/F7,
gue apresenta os picos com TR 8,92 e 9,57 min (Figura 71). O pico mais intenso no
cromatograma de EXS FD/F7 (TR 9,44 min) é referente a contaminacdo com ftalato ou
derivados.
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Figura 70. Atividade antiplasmddica de EXS FD/F7 e fragdes obtidas de colunas cromatogréficas.

Letras Mailsculas: comparacédo das fracionamento 1;

Letras Mintsculas: comparacdo demais fracionamentos;

Letras iguais apresentam médias + desvio padrdo estatisticamente iguais pelo
teste de Tukey (a = 0,05). Andlise estatistica de reducdo da parasitemia a 50 e

EXS FD/F7 'Média % Reducdo Parasitemia + DP [50 pg/mL]
*AcOEt 2Média % Reducdo Parasitemia + DP [25 pg/mL]

1740+1,0A/2340+7,0C ) !
EXS - Extrato Xylopia sericea

FD - Frag&o Diclorometano

25 pg/mL foi realizada separadamente. Fracionamento 1 {coluna de silica gel). *Eluente
EXS FD/F7/F3 EXS FDIFT/F5 EXS FD/F7/F8 EXS FD/F7/F9 EXS FDIFT/F20 EXS FDIFT/F27
*DCM/ACOE (7/3) *DCM/AcOE (1/1) *DCMIACOE (3/7) *DCM/ACOE (3/7) *AcOEt *AcOEt/MeOH (7/3)
1765+ 0,7A 61,0+ 14B 66,0 +7,1B 87,0 + 1,5Aa 86,5 + 6,1Aa 63,0 +3,8B
2530 +3,8B8 2415+7,38C 2485 +4,9B 268.0 + 1,0Aa 2745 +4,9Aa 2455 +358
1
AN Fracionamento em coluna de silica gel.
- Inativo | Fracionamento em coluna de silica gel.
EXS FDIFT/FI/F4 EXS FDIFT/FI/F8 EXS FD/FT/FI/F9
*DCM/ACOEt (1/1) *AcOEt *AcOEt/MeOH (9/1)
1735 +10.6a 1770 £3,0a 1755 £4,8a
2565+3.1b 2545+ 15b %655+3,1b |
EXS FDIFT/IF20/F7 EXS FDIFT/F20/F9 EXS FDIF7IF20/F15
*DCM/ACOEt (111) *DCM/ACOER (3/7) AC?EUMeOH (91)
745 +55a '80,5+9,1a 2 61,0 £1,0b
2355+ 11,1b 2%505+83b 27,5 +£10,5¢
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Figura 71. Cromatogramas (UPLC-DAD) de EXS FD/F7 (1), EXS FD/F7/F3 (2), EXS FD/F7/F9 (3) e EXS FD/F7/F20 (4), a
220 nm. Condigbes cromatograficas: eluente H.0 + 0,1% HCOOH/ACN + 0,1% HCOOH; 5 — 95% ACN de 0 a 10 min;
95% ACN de 10 a 11 min; 5% ACN de 11 a 13 min. EXS — Xylopia sericea.
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Uma vez verificado o aumento de atividade antiplasmodica para as fracbes EXS
FD/F7/F9 e EXS FD/F7/F20 foi realizado fracionamento em coluna para tais fracoes, nao
sendo observado aumento significativo para nenhuma das novas fracdes originarias de
EXS FD/F7/F9 (EXS FD/F7/F9/F4, EXS FD/F7/F9/F8 e EXS FD/F7/F9/F9), assim como
para as fracOes obtidas de EXS FD/F7/F20 (EXS FD/F7/F20/F7, EXS FD/F7/F20/F9 e
EXS FD/F7/F20/F15) (Figura 70).

O cromatograma de EXS FD/F7/F9/F4 mostra picos intensos com TR 3,46 e 4,39
mim e espectro no UV referente a alcaloides da subclasse aporfinicos/oxoaporfinicos
(Sangster & Stuart, 1964). Alcaloides oxoaporfinicos, como oxofoebina e liriodenina,
dentre outros, ja foram isolados de X. aethiopica (Harrigan et al., 1994). Para EXS
FD/F7/F9/F8 observa-se pico bastante intenso com TR 4,39 min, 0 mesmo visto em EXS
FD/F7/F9/F4 (Figura 72). A presenca dos picos TR 3,46 e 4,39 min nas fracdes ativas EXS
FD/F7/FO/F4 e EXS FD/F7/F9/F8 indicam que alcaloides devem estar diretamente
relacionados com a atividade antiplasmaodica observada (Figura 70). Diferentes alcaloides
do tipo aporfinicos ja foram avaliados para atividade antiplasmodica (Graziose et al.,
2011). O alcaloide oxoaporfinico liriodenina apresentou atividade in vitro pelo teste pLDH
frente as cepas cloroquina sensivel D10 e cloroquina resitente Dd2 de P. falciparum (ICso
4,1 £ 1,0 pg/mL e I1Cs0 7,9 + 1,1 pg/mL, respectivamente), além de CCsp 8,1 + 0,1 pg/mL
frente a células CHO (Chinese Hamster Ovarian) pelo teste do MTT (Graziose et al.,
2011).
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Dados de fragmentacdo MS/MS do composto com TR 4,37 min (Tabela 20),
corroboram com a identificacdo do composto liriodenina (Silva et al., 2014). O pico m/z
248,00 [M + H - 28]+ (10) aponta a perda de um grupo CO (28 u.m.a.) em relagdo ao bico
do ion molecular e pico base m/z 276,01. Outra perda de CO é vista no pico m/z 220,09 [M
+ H - 56]+ (10), em relacao ao pico m/z 248,00. Ainda em relag&o ao pico m/z 248,00 pode
ser vista a perda de CH20 (30 u.m.a.) através do pico m/z 217,95 [M + H - 58]+ (20).

Uma vez observada a também presenca de liriodenina em espécies de Xylopia, foi
realizada analise com as fracbes EXS FD/F7/F9/F4 e EXS FD/F7/F9/F8 via CCD e UPLC-
DAD-ESI-MS/MS em comparagdo com uma amostra auténtica de liriodenina. Dados
comparativos de UV, TR e fragmentacéo por ESI-MS/MS sugerem que o pico em TR 4,39
min observado nas duas fracdes corresponde ao composto liriodenia (C17HoNO3) (Figura
73) (Tabela 20). Ja a analise por UPLC-DAD-ESI-MS/MS do pico TR 4,37 min de EXS
FD/F7/F9/F4 indica também a presenca da liriodenina (Figura 73).

Figura 73. Estrutura do alcaloide liriodenina.

Dados de UPLC-DAD-ESI-MS/MS do composto com TR 3,46 min, verificado tanto
na fragdo EXS FD/F7/F9/F4 quanto na fragdo EXS FD/F7/F9/F7 s&o apresentados na

Tabela 20. Contudo, este composto néo foi identificado.
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Tabela 20. Dados espectroscopicos e caracterizagdo de constituintes de EXS FD/F7/F9/F4, EXS FD/F7/F9/F8, amostra auténtica de

liriodenina, EXS FD/F7/F20/F7, EXS FD/F7/F20/F9 e EXS FD/F7/F20/F15 por UPLC-DAD-ESI-MS/MS, ionizacdo positiva.

Fracao/ TR Amax 0 0 Identificagéo
Substancia (min) (nm) M+ H] + (%) MS/MS + (%) (Férmula Molecular)
03 315,61 [M + H - 18]+ (10), 287,38 [M + H - 46]+ (30),
EXSFDIF7/FOIF4 3,46 5o,  33344[M+HJ+(15) 265,36 [M+ H - 68]+ (25), 247,33 [M + H - 86+ (100), NI
229,36 [M + H - 104]+ (33), 221,20 [M + H - 112]+ (25)
221
248,09 [M + H - 28]+ (10), 220,04 [M + H - 56]+ (10), o
Eg EB;E;;ES;E;‘ 4,37 ggg 276,01 [M + H]+ (100) 218,15 [M + H - 58]+ (21), 192,00 [M + H - 84]+ (8), ('g'l‘:ﬂj{\‘l'g‘z‘)
328 189,98 [M + H - 86]+ (13)
221
- 248,00 [M + H - 28]+ (10), 220,09 [M + H - 56]+ (10), o
Amosira auintca de 441 ggg 275,98 [M + H]+ (100) 217,95 [M + H - 58]+ (20), 192,11 [M + H - 84]+ (8), "C”an,r\‘l'ga
iriodenina 27 189,91 [M + H - 86]+ (18) (C17H9NO3)
223
347 S¢S 333.27[M+ HI+ (25) - NI
EXS FD/F7/F20/F7 %513 iriodening
439 532 27593 M+ H]+ (100) - (CoHNOY
326
221
255 liriodenina
EXS FDIF7/F20/F9 439 532 27598 M + H]+ (100) - (CoHNO)
326
607,19 [M + H - 18]+ (14), 581,20 [M + H - 44]+ (15),
565,00 [M + H - 60]+ (44), 538,07 [M + H - 87]+ (90), )
896 220  62542[M+HI+(100) 55939 1M + H - 104]+ (23). 503,03 [M + H - 122]+ (22),
465,49 [M + H - 160]+ (25), 111,08 [M + H - 514]+ (5)
EXS FDIF7/F20/F15 591,29 [M + H - 18]+ (18), 577,49 [M + H - 32]+ (5),
011 220 60938 [M+ HJ+ (100) 559,47 [M + H - 40]+ (17), 550,08 [M + H - 59]+ (5), ]

531,12 [M + H - 78]+ (25), 515,55 [M + H - 94]+ (6),
485,06 [M + H - 124]+ (5)

(%): Abundancia relativa. NI: Nao Identificado.
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Como mostrado anteriormente, as fracbes obtidas de EXS FD/F7/F20 (EXS
FD/F7/F20/F7 e EXS FD/F7/F20/F9) também né&o tiveram aumento significativo de
reducdo de parasitemia em relacdo a fracdo original EXS FD/F7/F20, sendo, contudo,
também ativas (Figura 70). Andlise dos cromatogramas das fragdes oriundas de EXS
FD/F7/F20 também mostram picos majoritarios (Figura 74). Dados de UPLC-DAD-ESI-
MS/MS de FD/F7/F20/F7 e EXS FD/F7/F20/F9 apontam que 0S picos majoritarios
correspondem a alcaloides aporfinicos, como a liriodenina, ja identificada nas fracbes
FD/F7/F9/F4 e EXS FD/F7/F9/F8, corroborando com a atividade antiplasmoédica similar
entre as fragOes citadas (Figura 70, Figura 73 e Tabela 20).

A parasitemia vista para EXS FD/F7/F20/F15 apresentou diminuicdo significativa
guando comparada as fragcbes EXS FD/F7/F20, EXS FD/F7/F20/F7 e EXS FD/F7/F20/F9.
Analise de UV, TR e pico do ion molecular de EXS FD/F7/F20/F15 obtido por UPLC-DAD-
ESI-MS/MS fornece indicios que o0s picos majoritarios encontrados na fracdo podem ser
referentes a acetogeninas (Tabela 20). Sabe-se que essa classe de produtos naturais
ocorre frequentemente em espécies de Xylopia (Colman-Saizabitoria et al., 1994, Alfonso
et al., 1996), apresentando diferentes atividades biologicas, incluindo potente acao
antiplasmoédica (Rakotomanga et al., 2004). Diferentes tipos de acetogeninas sao
relatados, sendo esta uma classe com grande diversidade estrutural (Paes et al., 2016).
Andlise de fragmentos de massas por impacto eletrénico do isbmero 624 u.m.a. da
acetogenina annomontacina (Figura 75) apresentou padrdes de fragmentacdo como
frequente perda de 16 e 18 u.m.a., relativos a hidroxilas, perda do anel lactonico (111
u.m.a.) além de quebras nas posi¢cdes adjacentes ao anel furano (Jossang et al., 1991).
Esses dados corroboram com os valores de m/z observados para o pico com TR 8,96 min
de EXS FD/F7/F20/F15, podendo ser esta a substancia responsavel pelo pico com TR
8,96. A fragmentacdo do anel lactdnico, caracteristico de acetogeninas, pode ser
observada pela presenca do pico m/z 581,20 [M + H — 44]+ (15), resultante da perda de
um grupo acetoxila. Dados obtidos dos picos majoritarios de EXS FD/F7/F20/F15 mostram
picos do ion molecular diferindo em 16 u.m.a., para m/z 625,42 (TR 8,96 min) e m/z
609,38 (TR 9,11 min), apontando a presenca de uma hidroxila a mais para o constituinte
de menor tempo de retencao (Tabela 20). Assim, a substancia de TR 9,11 min poderia ser

a 4-desoxi-annomontacina (Paes et al., 2016).
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Figura 74. Cromatogramas (UPLC-DAD) de EXS FD/F7/F20 (1), EXS FD/F7/F20/F7 (2), EXS FD/F7/F20/F9 (3) e EXS
FD/F7/F20/F15 (4), a 220 nm. Condi¢gbes cromatograficas: eluente H.0 + 0,1% HCOOH/ACN + 0,1% HCOOH; 5 — 95%
ACN de 0 a 10 min; 95% ACN de 10 a 11 min; 5% ACN de 11 a 13 min. EXS — Xylopia sericea.
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Figura 75. Estrutura das acetogeninas annomontacina e 4-desoxi-annomontacina.

g

H OH o

o

Annomontacina R = OH
4- Desoxi-Annomontacina R = H

Uma vez que o0s compostos constituintes da fracdo EXS FD/F7/F20/F15 foram
identificados, foi calculado o ICso e CCso da fragdo, obtendo-se 22,7 £ 1,9 pg/mL e 336,1 +
15,5 pg/mL, respectivamente. Assim, o IS da fragdo EXS FD/F7/F20/F15 foi calculado,

apresentando IS 14,8 com moderada seletividade de agéo.

6.5.2. Fracionamento e Atividade antiplasmddica do extrato etandlico de Xylopia sericea
Coleta 2

6.5.2.1. Caracterizagao fitoquimica por UPLC-DAD-ESI-MS/MS do extrato etanolico de

Xylopia sericea Coleta 2 (EXS EtOH)

O extrato etanolico de X. sericea Coleta 2 apresentou alta reducédo da paresitemia
(65,5 + 15,0 % a 25 pg/mL e 86,5 + 13,0 % a 50 pg/mL) e alta citotoxicidade (CCso 72,1 +
5,1 ug/mL). A Figura 50 mostra o perfil cromatogréfico de EXS EtOH Coleta 2 e a partir
dos espectros no UV on-line pode-se verificar que nesta fracdo predominam compostos
flavonicos. A Tabela 21 apresenta os fragmentos ESI-MS/MS no modo de ionizagao
negativo, assim como o tempo de retencédo e UV de 9 diferentes compostos observados
no extrato etandlico EXS Coleta 2 (Figura 16, Pag. 53 e Figura 50, Pag. 120). O
cromatograma de EXS EtOH Coleta 2 (Figura 50) mostra os picos mais intensos para 4
(TR 2,89 min) e 5 (TR 2,99 min) e, portanto, sendo estes flavonoides majoritarios no

extrato. Abaixo é apresentada a discussao da identificacdo dos constituintes do extrato.
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Composto 1: O espectro no UV é caracteristico de flavondis. O pico base corresponde a
m/z 301,28 [M — H — 162]- aponta a perda de um residuo de glicose (162 u.m.a.) em
relagdo ao pico do ion molecular m/z 463,58, assim como aponta para a genina
guercetina. Os picos m/z 190,77 [M — H — 272]- (30%) e m/z 151,32 [M — H — 312]- (16%)
correspondem a fragmentacéo do anel heterociclico e RDA também do anel heterociclico
da quercetina, respectivamente (Figura 18). Dessa forma, o composto 1 foi identificado

como quercetina-3-O-glicosideo, conhecida como isoquercetrina (C21H20012) (Figura 76).

Composto 2: O espectro no UV é caracteristico de flavondis. O pico base corresponde a
m/z 301,13 [M — H — 294]- aponta a perda de um residuo de glicose (162 u.m.a.) e um
residuo de pentose (132 u.m.a.) em relacdo ao pico do ion molecular m/z 595,25, assim
como para a genina de quercetina. Assim, o composto 2 foi identificado como quercetina-
3-O-glicosilpentosideo (C2sH28016) (Figura 76).

Composto 3: O espectro no UV é caracteristico de flavondis. O pico base corresponde a
m/z 579,30 € também o pico do ion molecular. O pico m/z 285,00 [M — H — 294]- (71%)
aponta a perda de um residuo de glicose (162 u.ma.) e um residuo de pentose (132
u.ma.), assim como para a genina canferol. O pico m/z 417,44 [M — H — 162]- (18%)
mostra a perda do residuo de glicose. Assim, o composto 3 foi identificado como canferol-

3-O-glicosilpentosideo (C2sH28015) (Figura 76).

Composto 4: O espectro no UV é caracteristico de flavondis. O pico base corresponde a
m/z 301,35 [M — H — 264]- aponta a perda de dois residuos de pentose (132 u.m.a.) em
relacdo ao pico do ion molecular m/z 565,04, assim como para a genina quercetina. O pico
m/z 151,07 [M — H — 414]- (13%) mostra fragmentacdo RDA do anel heterociclico (Figura
18). Assim, o composto 4 foi identificado como quercetina-3-O-dipentosideo (C2sH26015)
(Figura 76).

Composto 5: O espectro no UV é caracteristico de flavondis. O pico base corresponde a
m/z 301,26 [M — H — 278]- aponta a perda de um residuo de ramnose (146 u.m.a.) e um

residuo de pentose (132 u.m.a) em relagdo ao pico do ion molecular m/z 578,98, assim
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como para a genina quercetina. O pico m/z 433,23 [M — H — 146]- (18%) confirma a perda
de ramnose. Assim, o composto 5 foi identificado como quercetina-3-O-

pentosilramnosideo (C26H2s8015) (Figura 76).

Composto 6: O espectro no UV é caracteristico de flavondis. O pico base corresponde a
m/z 447,19 [M — H — 132]- aponta a perda de residuo de pentose em relacdo ao pico do
ion molecular m/z 579,22. O pico m/z 181,47 [M — H — 398]- (31%) aponta a fragmentacao
do anel heterociclico de flavonoides. A diferenca entre o pico m/z 447,19 e uma genina de
guercetina (146 u.m.a) indica a presenca de residuo de ramnose. Como foi visto o sinal
referente a perda de pentose, o composto 6 foi identificado como quercetina-3-O-

ramnosilpentosideo (Cz26H2s8015) (Figura 76).

Composto 7: O espectro no UV é caracteristico de flavondis. O pico base corresponde a
m/z 301,14 [M — H — 146]- aponta a perda de um residuo de ramnose em relagdo ao pico
do ion molecular m/z 447,07, assim como para a genina guercetina. O pico m/z 150,88 [M
— H — 297]- (8%) mostra fragmentacdo RDA do anel heterociclico. Dessa forma, o
composto 7 foi identificado como quercetina-3-O-ramnosideo (C21H20011), conhecido como

quercitrina (Figura 76).

Composto 8: O espectro no UV é caracteristico de flavondis. O pico base corresponde a
m/z 285,06 [M — H — 264]- aponta a perda de dois residuos de pentose em relagédo ao pico
do ion molecular m/z 549,26, assim como para a genina canferol. Dessa forma, o

composto 8 foi identificado como canferol-3-O-dipentosideo (C2sH26014) (Figura 76).

Composto 9: O espectro no UV é caracteristico de flavondis. O pico base corresponde a
m/z 285,10 [M — H — 132]- aponta a perda de um residuo de pentose em relagdo ao pico
do ion molecular m/z 416,95, assim como para a genina canferol. Dessa forma, o

composto 9 foi identificado como canferol-3-O-pentosideo (C20H18010) (Figura 76).
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Tabela 21. Dados espectroscopicos e caracterizacdo das substancias presentes no extrato etandlico de Xylopia sericea Coleta 2 por

UPLC-DAD-ESI-MS/MS.

Composto TR (min) (nmm

ax

)

[M - H] - (%)

MSIMS — (%)

Identificacéo
(Férmula Molecular)

quercetina-3-O-

256 Iy 301,28 [M - H - 162]- (100), 190,77 [M - H - 272]- (30), .
1 255 353 46358 [M-HI-(5) 178,92 [M - H - 284]- (18), 151,32 [M - H - 312]- (16) glicosideo
(C21H20012)
256 quercetina-3-O-
2 2,77 595,25 [M — HJ- (73) 301,13 [M - H - 294]- (100) glicosilpentosideo
353
(C26H250156)
256 canferol-3-O-
3 2,85 346 579,30 [M — H]- (100) 417,44 [M - H - 162]- (18), 285,00 [M - H - 294]- (71) glicosilpentosideo
(C26H25015)
uercetina-3-O-
256 s 301,35 [M - H - 264]- (100), 177,24 [M - H - 388]- (5), que .
4 2,89 346 565,04 [M — H]- (92) 151,07 [M - H - 414]- (13) dipentosideo
(C25H26015)
256 quercetina-3-O-
5 2,99 353 578,98 [M — H]- (40) 433,23 [M - H— 146]- (18), 301,26 [M - H - 278]- (100) pentosilramnosideo
(C26H25015)
256 guercetina-3-O-
6 3,06 346 579,22 [M — HJ- (34) 447,19 [M - H - 132]- (100), 181,47 [M - H - 398]- (31) ramnosilpentosideo
(C26H28015)
256 UL 301,14 [M - H - 146]- (100), 179,05 [M - H - 268]- (20), guercetina-3-O-
/ 317 545 447.07[M-H]-(8) 150,88 [M - H - 297]- (8) ramnosideo (CouHaoO11)
266 canferol-3-O-
8 3,20 549,26 [M — HJ- (21) 285,06 [M - H — 264]- (100) dipentosideo
345
(C25H26014)
266 canferol-3-O-
9 3,33 345 416,95 [M — HJ- (18) 285,10 [M - H - 132]- (100) pentosideo (CaoHisO10)

(%): Abundancia relativa.
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Figura 76. Estruturas das substancias identificadas no extrato etandlico de Xylopia sericea
Coleta 2 por UPLC-DAD-ESI-MS/MS.
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OH

6 Quercetina-3-O-ramnosilpentosideo

5 Quercetina-3-O-pentosilramnosideo

8 Canferol-3-O-dipentosideo

7 Quercetina-3-O-ramnosideo 9 Canferol-3-O-pentosideo
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A maioria dos trabalhos referentes a espécies de Xylopia apresenta estudos
relacionados a diterpenos e alcaloides. Contudo, alguns flavonoides ja foram identificados
e isolados de folhas de X. aromatica, sendo descritos heterosideos de quercetina e
canferol, estando as geninas frequentemente ligadas a residuos de arabinose e ramnose
(Martins, 1996).

6.5.2.2. Fracionamento de EXS EtOH Coleta 2

Uma vez conhecida a presenca de acetogeninas em extratos etanolicos de Xylopia,
e ja identificadas na fracdo EXS FD/F7/F20/F15 (ICso 22,7 £ 1,9 pg/mL, CCsp 336,1 + 15,5
pug/mL e IS 14,8), EXS EtOH Coleta 2 foi entdo submetido a fracionamento monitorado
para esses metabolitos, segundo Garcia (2000). A Figura 77 mostra o fracionamento de
EXS EtOH Coleta 2, assim como a atividade antiplasmoédica do extrato e fragles.
Observa-se que apés o fracionamento via particdo CHCIs/H20 (1/1) houve diminuicao
significativa da atividade antiplasmodica, tendo a fracdo EXS EtOH Fr. HCClz a melhor
atividade dentre as fragdes obtidas. ApGs nova particdo ainda segundo Garcia (2000),
obteve-se a fracdo EXS EtOH MeOH/H20 (9/1) que apresentou atividade antiplasmddica
estatisticamente igual aquela da fracdo de origem (EXS EtOH Fr. CHCIs). A Figura 78
apresenta o cromatograma da fracdo EXS EtOH MeOH/H20 (9/1) na qual era esperada a
presenca de acetogeninas. Andlise do cromatograma por UPLC-DAD ndo mostra a
presenca destas. Assim, EXS EtOH MeOH/H20 (9/1) foi entdo fracionada via marcha
guimica acido/base com intuito da obtencdo de alcaloides identificados por CCD nesta
fracdo e ja detectados em EXS DCM Coleta 2, além de fracionamento em coluna de silica
gel (Figura 77). Observa-se que o fracionamento via marcha quimica ndo resultou em
aumento significativo da atividade antiplasmddica, sendo os valores de reducao de
parasitemia para as fracdes Alcaloides Neutros, Alcaloides 2°3° e Alcaloides 4°
estatisticamente iguais a fracdo originaria (Figura 77). Apesar de ndo se observar aumento
significativo quando comparado a EXS EtOH MeOH/H20 (9/1), a frag&o Alcaloides 2°/3° foi
cromatografada em coluna de silica gel, sendo obtida a fracdo Alcaloides 2°/3°/F28 que
apresentou aumento significativo da atividade antiplasmédica (Figura 77). J4 o
fracionamento de EXS EtOH MeOH/H20 (9/1) via coluna sepahdex LH-20 resultou em
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fracbes com aumento significativo da atividade antiplasmddica, sendo observado para
EXS FMA/F3 a maior atividade dentre as fracdes obtidas da coluna (Figura 77). Analise
dos cromatogramas das frac6es com aumento de atividade antiplasmddica EXS FMA/F3 e
Alcaloides 2°/3°/F28 mostra a presenca de picos majoritarios referentes a compostos
alcaloidicos (Sangster & Stuart, 1964) (Figura 78).
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Figura 77. Atividade antiplasmodica de EXS EtOH Coleta 2 e fracdes obtidas por particdes liquido-liquido e colunas

cromatograficas.

EXS EtOH — Coleta 2 EXS - Extrato Xylopia sericea
Letras Mailisculas: comparacio fracGes obtidas por particio; 86,5 + 13,0A / 265,5 + 15,0A FMA — Fracdo Metanol/Agua
Alc - Alcaloide

Letras Mindsculas: comparacao fracdes obtidas porfracionamento em coluna de silica gel.
Letras iguais apresentammeédias + desvio padrao estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (a = 0,05). Particdo - HCClyH;0 (1/1) *Eluente

Andlise estatistica de reducdo da parasitemia a 50 e 25 pg/mL foi realizada separadamente.
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Figura 78. Cromatogramas (UPLC-DAD) de EXS EtOH (1), EXS EtOH MeOH/H20 (9/1) (2), Alcaloides 2°/3°/F28 (3) e
EXS FMA/F3 (4), a 220 nm. Condi¢des cromatogréficas: eluente H.0O + 0,1% HCOOH/ACN + 0,1% HCOOH; 5 — 95%
ACN de 0 a 10 min; 95% ACN de 10 a 11 min; 5% ACN de 11 a 13 min. EXS — Xylopia sericea.
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Apos fracionamento em coluna de silica gel da fracdo Alcaloides 2°/3°/F28 obteve-
se a fracdo Alcaloides 2°/3°/F28/F17 com um pico majoritario TR 4,4 min que, apds novo
fracionamento por CCD preparativa permitiu o isolamento do Alcaloide 2°/3°F28/F17/F4
(Figura 79), cuja andlise por UPLC-DAD-ESI-MS/MS (Tabela 22) apresentou valores
iguais para UV, TR e fragmentacdo MS/MS aqueles das fragbes EXS FD/F7/F9/F8 e EXS
FD/F7/F20/F9, tendo, contudo, maior grau de pureza. Assim, comparacdo do Alcaloide
2°/3°/F28/F17/F4 e amostra auténtica de liriodenina, revelou a identificacdo de Alcaloide
2°/3°/F28/F17/F4 como o composto liriodenina (Figura 73). Dados de fragmentacdo
MS/MS corroboram também com a identificacdo do composto liriodenina (Silva et al.,
2014). O alto grau de pureza obtido para o Alcaloide 2°/3°F28/F17/F4 justifica a sua alta
atividade antiplasmddica frente a cepa de P. falciparum cloroquina-resistente W2 (ICso 6,1
+ 0,1 pg/mL). Além disso, auséncia de citotoxicidade foi verificada em células HepG2,
CCs0> 1000,0 pg/mL, indicando alto indice de seletividade para a liriodenina (IS > 164,47).
Os dados estédo de acordo com outros resultados em diferentes cepas de P. falciparum
(Graziose et al., 2011), apontando o a liriodenina como potencial fitofarmaco antimalarico.
Apesar de ja isolado de algumas espécies de Xylopia, ndo foram encontrados trabalhos
gue relatam a presenca da liriodenina em X. sericea.

Da fracdo Alcaloides 2°/3°/F28, foi obtido também o composto isolado (Alcaloides
2°/3°/F28/F10) com presenca de pico majoritario TR 6,16 min (Figura 79). Andlises por
UPLC-DAD-ESI-MS/MS mostram pico do ion molecular de m/z 321,00 (Tabela 22).
MS/MS do pico do ion molecular m/z 322,09 mostra a perda de CHs (15 u.m.a.) referente
ao pico m/z 307,20 [M + H - 15]+ (8), que perde outra metila (15 u.m.a.), obtendo-se o pico
base m/z 292,09 [M + H - 30]+ (100). Perda de outra metila pode ser vista em comparagao
com o pico base, m/z 277,03 [M + H - 44]+ (10). O pico m/z 289.05 [M + H - 33]+ (10),
aponta a perda de uma metila (m/z 307,20) seguida de perda de uma molécula de H20 (18
u.m.a.). O pico m/z 306,05 [M + H - 16]+ (10) aponta a perda de CH4 (16 u.m.a.) em
relacdo o pico do ion molecular. O pico m/z 288,12 [M + H - 34]+ (40) aponta perda de
uma molécula de H20 (18 u.m.a.) em relacdo ao pico m/z 306,05 [M + H - 16]+ (10).

Dados da literatura sobre espécies de Xylopia apontam para o alcaloide O-
metilmoschatolina (Figura 80), com mesma massa molecular e estrutura correspondente

aos dados de UV e fragmentacdo ESI/MS/MS obtidos (Harragan et al., 1994, Moreira et
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al., 2005). A reducao de parasitemia promovida pelo composto O-metilmoschatolina foi
baixa, sendo menor do que fracdo originaria Alcaloides 2°/3°/F28 (Figura 77) e CCso em
HepG2 (CCso 274,4 £ 0,5 pg/mL) indica moderada citotoxicidade.

Figura 79. Cromatogramas (UPLC-DAD) de Alcaloides 2°/3°/F28/F17/F4 (1) e Alcaloides
2°/3°/F28/F10 (2), a 220 nm. Condicdes cromatograficas: eluente H20 + 0,1%
HCOOH/ACN + 0,1% HCOOH; 5 — 95% ACN de 0 a 10 min; 95% ACN de 10 a 11 min; 5%
ACN de 11 a 13 min. EXS — Xylopia sericea.
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Tabela 22. Dados espectroscopicos de Alc. 2°/3°/F28/F17/F4, Alc. 2°/3°/F28/F10 e EXS FMA/F3/F31ppt por UPLC-DAD-ESI-MS/MS,

ionizacdo positiva.

TR Amax 0 0 Identificagéo
Composto (min) (nm) M+ H]+ (%) MS/MS+ (%) (Férmula Molecular)
221
Alc. 2°/3°/ 255 liriodenina
Fos/F17iFa 437 275 276,05 [M + H]+ (100) - (C17HsNO3)
326
307,20 [M + H - 15]+ (8), 306,05 [M + H - 16]+
220 (10), 292,09 [M + H - 30]+ (100), 289.05 [M + H - . :
Alc. O-metil hatol
0720 ¢ 6,16 275 322,09 [M + HJ+ (10)  35]+ (10), 288,12 [M + H - 34]+ (40), 277,03 [M + meimoscnatolina
2°/3%/F28/F10 (C1oH15NOy)
370 H - 44]+ (10), 264,09 [M + H - 58]+ (8), 260,88 [M
+ H - 61]+ (5), 232,88 [M + H - 89]+ (5)
212 249,03 [M + H — 17]+ (60), 235,07 [M + H - 31]+
EXS FMA/F3/ 230 (100), 219,30 [M + H - 47]+ (10), 207,03 [M + H - anonaina
F3lppt oot 270 266,02[M+HI+ (35 go14'(25), 191,18 [M + H - 73]+ (20), 179,00 [M + (C17H1sNOy)
315 H - 87]+ (30)

(%): Abundancia relativa.
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Apoés o fracionamento de EXS FMA/F3 em coluna de sephadex-LH20 obteve-se o
alcaloide isolado EXS FMA/F3/F31ppt (Figura 81). A atividade antiplasmodica deste frente
a cepa de P. falciparum cloroquina-resistente W2 apresentou aumento significativo em
relacdo a fracao EXS FMA/F3 (Figura 77). O ICso 23,2 + 2,7 pg/mL de EXS
FMA/F3/F31ppt foi estatisticamente menor do que o valor obtido para a liriodenina. O CCso
em HepG2 de EXS FMA/F3/F31ppt (CCso 38,3 + 2,3 pg/mL) indica alta citotoxicidade
deste composto, apresentando, assim, baixo indice de seletividade (IS = 1,6).

Figura 81. Cromatograma (UPLC-DAD) de EXS FMA/F3/F31ppt, a 220 nm. Condicdes
cromatograficas: eluente H20 + 0,1% HCOOH/ACN + 0,1% HCOOH; 5 - 95% ACN de O a
10 min; 95% ACN de 10 a 11 min; 5% ACN de 11 a 13 min. EXS — Xylopia sericea.
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Dados obtidos por UPLC-DAD-ESI-MS/MS de EXS FMA/F3/F31 s&o apresentados
na Tabela 22. Analise por MS/MS do pico m/z 249,03 [M + H — 17]+ (60) aponta a perda
do grupo NHs (17 u.m.a.) como ocorre frequentemente em alcaloides do tipo aporfinicos
(Stévigny et al., 2004). O pico m/z 219,30 [M + H - 47]+ (10), aponta para a perda de
CH20 (30 u.m.a.) referente ao pico m/z 249,03. Ja o pico m/z 191,18 [M + H - 73]+ (20),
mostra a perda de CO (28 u.m.a.) referente ao pico m/z 219,30 (Silva et al., 2012). O pico
m/z 235,07 [M + H - 31]+ (100), aponta a perda tipica de grupo metoxi em relacdo ao pico
do ion molecular, CH3O (31 u.m.a.). O pico m/z 207,03 [M + H - 60]+ (25), aponta a perda
de CO (28 u.m.a.) referente ao pico base m/z 235,07.
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Dados de ESI-MS/MS da literatura para o composto anonaina (C17H1sNO2) (Figura
82) corroboram com os obtidos neste trabalho (Silva et al., 2012). Este composto ja foi
isolado e identificado dos frutos de Xylopia emarginata (Moreira et al., 2003), ndo sendo
encontrado até o momento estudos que indicam sua presenca em folhas de Xylopia

sericea.

Figura 82. Estrutura do alcaloide anonaina.
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Dados na literatura sobre a atividade antiplasmddica do composto anonaina
apontam para alta reducdo de parasitemia in vitro pelo teste pLDH frente as cepas
cloroquina sensivel D10 e cloroquina resitente Dd2 de P. falciparum, sendo observado
ICs0 1,2 £ 0,1 pg/mL e ICso 5,2 + 0,3 pg/mL, respectivamente (Graziose et al., 2011).
Menor grau de pureza pode estar relacionado a menor atividade observada para EXS
FMA/F3/F31ppt (ICs0 23,2 + 2,7 pg/mL) quando comparada a dados da literatura. Contudo,
o valor de ICso visto para EXS FMA/F3/F31ppt frente a cepa cloroquina resistente W2
utilizada neste trabalho corrobora com a alta atividade antiplasmaddica apontada em outros
trabalhos para a substancia anonaina, assim como observado para o composto liriodenina.
Assim, tanto liriodenina quanto anonaina, dois alcaloides do tipo aporfinicos, estédo
diretamente relacionados com a atividade atiplasmddica encontrada nos extratos DCM e
EtOH de Xylopia sericea Coleta 2, apresentando-se como potenciais fitofarmacos no

controle da malaria.
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7. CONCLUSAO

Os objetivos propostos para este trabalho foram atingidos. A triagem para atividade
antiplasmddica e citotoxicidade dos 36 extratos das 12 espécies vegetais selecionadas de
acordo com critério etolégico mostrou 8 extratos com atividade antiplasmodica moderada
frente ao Plasmodium falciparum (W2) e ndo citotéxicos para células HepG2. O
fracionamento biomonitorado dos extratos etanolicos de Alchornea glandulosa, Miconia
latecrenata e Xylopia sericea levou a fracdes mais ativas e ao isolamento de substancias
antiplasmédicas que foram, em geral, ndo citotoxicas. Das folhas da espécie Xylopia
sericea foram isoladas e identificadas as substancias astilbina (EXS FA/F2/RC) (Coleta 1),
acido 7-oxo-ent-caur-16-en-19-oico (EXS FD/F2/F26/F2/F1/RC), liriodenina (Alc.
2°/3°/F28/F17/F4), O-metilmoschatolina (Alc. 2°3°/F28/F10) e anonaina (EXS
FMA/F3/F31ppt), sendo a substancia liriodenina muito ativa e possivelmente a promotora
da atividade antiplasmodica observada para as diferentes fracbes de EXS DCM e EXS
EtOH Coleta 2. Os resultados obtidos comprovam a validade do critério etolégico para a
selecdo de espécies vegetais para a investigacao de atividade antiplasmaodica. Analises
por UPLC-DAD-ESI-MS/MS permitiram a identificagdo de substancias presentes em

extratos e fracbes mostrando-se de de alta aplicabilidade em trabalhos de triagem.
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