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RESUMO

Annona crassiflora, conhecida popularmente como marolo ou araticum, é uma arvore nativa
do Cerrado, comumente utilizada na culindria e medicina tradicional para o tratamento de
infeccdes do couro cabeludo, diarreia e no combate a piolhos. Esta espécie pertence a familia
Annonaceae, que é reconhecida pela presenca de flavonoides, acetogeninas e alcaloides,
principalmente do tipo benzilisoquinolinicos. Annona é um dos géneros mais relevantes da
familia, por apresentar uma grande diversidade de alcaloides aporfinicos, de reconhecido
potencial farmacologico. Neste trabalho foi realizado o estudo quimico das cascas do fruto de
Annona crassiflora. Inicialmente foi preparado o extrato etandlico, que foi submetido a
extracdo liquido-liquido com solventes de polaridade crescente. As fracbes foram avaliadas
por CCD e reveladas com iodocloroplatinado que permitiu observar maior concentragéo de
alcaloides na fracdo CH.Cl,. Essa fracdo foi submetida a diferentes procedimentos
cromatograficos (CC e CLAE), que resultou no isolamento dos alcaloides aporfinicos
estefalagina (1), liriodenina (I1) e aterospermidina (I11), que tiveram suas estruturas
elucidadas através de técnicas espectrométricas (EM) e espectroscopicas (RMN). Além dos
compostos isolados, foram identificados a dehidroroemerina (IV), a dehidroestefalagina (V) e
a xilopina (V1), através das andlises por EM-IES e EM-IE. Desse modo o extrato etanolico, a
fracdo alcaloidica e | foram submetidos ao ensaio anticolinesterasico in vitro, em que | exibiu
bons resultados com as enzimas AChE (ICsg 39,8 + 6,3 uM) e BChE (ICsp 104,2 + 20,6 uM),
qguando comparado com o controle positivo galantamina (ICsy 5,0 £ 0,3 uM e 162,7 +
28,8 UM). Os compostos isolados foram avaliados no ensaio in silico (docking molecular),
gue mostrou que os alcaloides aporfinicos interagem com a AChE e BChE na mesma regido
que inibidores como a huprina W e galantamina. Estes resultados mostram a importancia
destes compostos como modelos para o desenvolvimento de novos farmacos para o

tratamento de doencas relacionadas ao sistema nervoso central como a doenca de Alzheimer.

Palavras chave: Annona crassiflora, alcal6ides aporfinicos, docking molecular, doenca de
Alzheimer



ABSTRACT

Annona crassiflora, popularly known as marolo or araticum, is a native Cerrado tree
commonly used in cookery and traditional medicine for the treatment of scalp infections,
diarrhea and combating lice. This species belongs to the Annonaceae family, which is
recognized by the presence of flavonoids, acetogenins and alkaloids, mostly of the
benzylisoquinolinic type. Annona is one of the most relevant genera of the family, because it
presents a great diversity of alkaloids, of recognized pharmacological potential. In this work
was made the chemical study of the Annona crassiflora fruit peels. Initially the ethanolic
extract was prepared, which was subjected to liquid-liquid extraction with solvents of
increasing polarity. The fractions were evaluated by CCD and revealed with
iodocloroplatinate, noting that higher concentration of alkaloids in the CH,CI, fraction. This
fraction was subjected to different chromatographic procedures (CC and CLAE), which
resulted in the isolation of the aporphines alkaloids stephalagine (1), liriodenine (1) and
atherospermidine (I11), that have their structures elucidated by spectrometric (MS) and
spectroscopic techniques (NMR). In addition to the isolated compounds, dehydroroemerine
(1V), dehydroestephalagine (V) and xylopine (V1) were identified through ESI-MS and MS-
IE analyzes. Thus the ethanolic extract, the alkaloid fraction and | were submitted to the in
vitro anticholinesterase assay, in which I showed good results with the enzymes AChE (I1Csg
39.8 £ 6.3 uM) and BChE (ICsg 104.2 + 20, 6 pM) when compared to the positive control
galantamine (ICsp 5.0 £ 0.3 uM and 162.7 + 28.8 uM). The isolated compounds were
evaluated in the in silico assay (molecular docking), which showed that aporphine alkaloids
interact with AChE and BChE in the same region as inhibitors such as huprin W and
galantamine. These results reveal the importance of these compounds as models for the
development of new drugs for the treatment of diseases related to the central nervous system

as Alzheimer’s disease.

Keywords: Annona crassiflora, aporphine alkaloids, molecular docking, Alzheimer's disease
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1 INTRODUCAO

Desde os primordios os produtos naturais (PN) vém sendo utilizados pelo homem na
busca pelo alivio e cura das doencas, sendo que uma das primeiras formas de utilizacéo foi
através da ingestdo de ervas e folhas. H& muitos exemplos da utilizacdo destes recursos
naturais na cultura popular ou na medicina ao longo da histéria do desenvolvimento das
civilizacBes, seja para o controle de pragas ou para o tratamento de doencas. Dentro deste
contexto a natureza sempre foi uma fonte de inspiracdo para o desenvolvimento cientifico,
levando o homem a uma busca incessante pela compreensdo das leis naturais e também do
conhecimento quimico que pudesse ser usado a seu favor para superar as barreiras da
sobrevivéncia (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

No contexto historico, existem relatos do uso das plantas medicinais mesmo antes da
era cristd. Nessa época, dentro da civilizagdo grega ja se destacavam os filésofos, detentores
do conhecimento, que escreviam livros sobre a histdria e utilizacdo das plantas. Mas foi
somente no século XVIII que foram isoladas as primeiras substancias de origem natural. Ja o
século XIX foi marcado pelo desenvolvimento de processos de extracdo, principalmente de
acidos organicos e de alcaloides. No século XX sdo introduzidos os métodos espectroscopicos
de identificacdo estrutural, promovendo progresso na determinacgdo de estruturas complexas
(PINTO et al., 2002).

Por muito tempo as plantas medicinais foram a Gnica opcdo para o tratamento de
varias doencas, favorecendo a disseminacdo dos conhecimentos tradicionais e ampliando
assim o conhecimento das plantas. A difusdo do conhecimento tradicional despertou o
interesse de muitos pesquisadores de varias areas para o desenvolvimento de estudos
cientificos, que comprovassem a eficacia dos extratos preparados de plantas utilizados na
medicina popular (MACIEL et al., 2002).

Assim, com o desenvolvimento atraves dos anos e a evolugdo dos métodos de
separacdo, purificacdo e elucidacéo, a quimica de PN foi se destacando como uma das areas
mais consolidadas da quimica organica, sendo notdria sua importancia na sociedade moderna
(BERLINCK et al., 2017). Nos ultimos anos, um numero crescente de artigos publicados
enfatiza que os PNs continuam desempenhando um papel significativo na descoberta de
compostos bioativos importantes para o desenvolvimento de novos farmacos. Ao longo dos
ultimos anos, hd uma grande porcentagem de farmacos aprovados pelos 6rgaos regulatorios
gue séo PNs ou tiveram sua origem em PNs (Figura 1) (NEWMAN; CRAGG, 2016).
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Figura 1. Classificacdo dos fA&rmacos aprovados entre 1981-2014.

3,92% 10,36%
11,0%

26,86%

20,46%

mS*/NM mV mB =N ENB mND mS mS/NM mS*

Nota: S*/NM - sintético com grupo farmacoférico de produto natural/ mimético de produto natural, V — vacinas
e B — biol6gico, N — produto natural (isolado de fonte natural), NB — produto natural (medicamento botanico),
ND - derivado semissintético de produto natural, S — sintético, S/INM — sintético/mimético de produto natural e

S* — sintético com grupo farmacoférico de produto natural.

Fonte: adaptado de Newman e Cragg (2016).

Dentro deste contexto, visando a busca por novos farmacos de origem vegetal, o Brasil
dispde de uma posicdo privilegiada devido a riqueza da sua biodiversidade (BERLINCK
et al., 2017), sendo detentor de uma variedade de biomas, incluindo o Cerrado, um dos seus

principais representantes.

1.1 CERRADO

O Cerrado € declarado o segundo maior bioma brasileiro, ocupando grande parte do
territério nacional (22%), com cerca de 2 milhdes de km2 (MMA, 2018; KLIN; MACHADO,
2005), estendendo-se por todo o Brasil central, abrangendo os estados de Minas Gerais, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Goias, Bahia, Maranhdo, Piaui, Parana, S&o Paulo,
Distrito Federal (SANO et al., 2008) (Figura 2). Este bioma é composto por diferentes tipos
de vegetacdo, cada uma com as suas particularidades, como: mata ciliar, mata de galeria, mata
seca, cerraddo, cerrado sentido restrito, parque do cerrado, vereda, campo Sujo, campo
rupestre e campo limpo (AQUINO; AGUIAR, 2007).
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Figura 2. Area demarcada do Cerrado no Brasil.

~ Cerrado

Fonte: adaptado de Novaes et al. (2013).

O clima da regido € estacional, com temporadas secas, de abril a setembro, e
temporadas Umidas, de outubro a margo. Com precipitacdo pluvial média anual de 1500 a
1800 mm, as temperaturas costumam ser agradaveis em todo o periodo (SILVA; BATES,
2002; KLIN; MACHADO, 2005; NOVAES et al., 2013). Tempestades elétricas decorrem
espontaneamente em curtos periodos nas temporadas Umidas, o que pode gerar focos de
incéndio. Essas variagfes fazem com que a fisionomia da flora se acomode para sofrer
menores danos. Ademais, o fogo durante a estagdo chuvosa pode auxiliar na germinacdo das
sementes e no desenvolvimento da flora (NOVAES et al., 2013).

Considerada a unica regido predominante por savanas tropicais, impressiona pela
biodiversidade de mais de 13.000 espécies de plantas, e numerosas espécies de mamiferos,
aves, répteis e anfibios (SILVA; BATES, 2002). O resultado da biodiversidade presente no
Cerrado pode ser visto pela crescente popularizacao da utilizacdo da fauna e da flora, para uso
alimentar, medicinal, artesanal, madeireiro, entre outros. Espécies como o pequi, a gueroba, o
baru, a manguaba, a arnica e muitas outras tem gerado renda para familias da regido,
significando frequentemente a base de sustento familiar (AQUINO; AGUIAR, 2007).

Inimeras plantas do Cerrado, através de estudos que comprovam cientificamente suas
potencialidades, sdo utilizadas como alternativa terapéutica em diversas patologias,

abrangendo desde doencas infecciosas, parasitarias até o cancer (COSTA et al., 2008;
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NOVAES et al., 2013; MESQUITA et al., 2007).

Mesmo ultrapassando as 12 mil espécies com potencial alimenticio e medicinal, o
conhecimento sobre a flora desse bioma ainda é limitado (GUARIM NETO; MORAIS, 2003),
uma vez que diversas espécies ndo foram exploradas do ponto de vista cientifico (JOLY et al.,
2011). Além disso, independente de todo potencial presente nesse bioma, a fauna e a flora
estdo constantemente sendo devastadas devido a crescente expansao antropoldgica, seja para
0 aumento da producdo agricola, de atividades industriais, ou relacionado ao crescimento das
zonas urbanas (OLIVEIRA et al., 2015).

Até o ano de 2008, uma area de 47,8% do Cerrado j& havia sido desmatada, com
estimativa de destruicdo completa até 2030 (MMA, 2011). Desse modo em 2009 foi criado o
Plano de Acdo para Prevencdo e Controle do Desmatamento e das Queimadas no Cerrado
(PPCerrado), no qual encontra-se na 3* fase (2016-2020) e apresenta reducdo no
desmatamento no Cerrado desde sua criagdo (MMA, 2018), o que favorece a ndo perder
espécies endémicas com potencial quimico farmacoldgico, como espécies da familia

Annonaceae.

1.2 FAMILIA ANNONACEAE

Catalogada em 1789 por Jussieu, a familia Annonaceae (LUCIO et al., 2015),
conhecida como familia das macéas doces, compreende cerca de 130 géneros e mais de 2.000
espécies, distribuidas em sua maioria em regiGes tropicais, e algumas em regides temperadas
(LOPES; SILVA, 2014; LEBOEUF et al., 1982; SOUZA et al., 2015). Estdo espalhadas nas
Américas, Africa, Asia e Oceania (ARAYA, 2004; LUCIO et al., 2015), e segundo dados
fitogeograficos existem evidéncias que relacionam sua origem & América do Sul ou Africa
(LEBOEUF et al., 1982).

Esta familia, uma das maiores dentre as Angiospermas, esta subdividida em quatro
subfamilias: Anaxagoreoideae (1 género e 30 espécies), Ambavioideae (9 géneros e 50
espécies) e Malmeoideae (7 tribos e 870 espécies) e Annonoideae (7 tribos e 1755 espécies)
(CHATROU et al., 2012). Séo espécies de arvores, arbustos ou trepadeiras que possuem
folhas dispostas alternadamente, ao longo de todo o ramo. As flores séo perfumadas, trimeras,
abundantes e brotam antes do desenvolvimento final das outras partes. O fruto habitualmente
é unido em bagas, que se aglutinam com uma grande porcéo comestivel e as sementes exibem
um endosperma ruminado (LEBOEUF et al., 1982; LUCIO et al., 2015).
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Quimicamente, diversos metabolitos secundarios foram identificados na familia, tais
como, flavonoides, polifenois e acetogeninas, embora seja descrito a predominéncia de
alcaloides aporfinicos e protoberberinas (LEBOEUF et al., 1982;
AMINIMOGHADAMFAROUJA; NEMATOLLAHIA; WIART, 2011). Existem cerca de
150 alcaloides de diferentes nucleos, dos quais os mais recorrentes na familia séo as
benziltetrahidroisoquinolinas, as tetrahidroisoquinolinas simples, as protoberberinas e 0s
aporfinicos (Figura 3). Dentre as tetrahidroisoquinolinas isoladas até o momento, duas sao
consideradas promissoras no tratamento da doenca de Parkinson, como o salsolinol (1),
isolado das folhas de Annona reticulata e coridaldina (2), isolada das cascas de Enantia
polycarpa. Grande parte das benziltetrahidroisoquinolinas foram isoladas dos géneros Annona
e Xilopia, um exemplo € a reticulina (3). J& as protoberberinas possuem um esqueleto
principal como a berberina (4), relatada nos géneros Xylopia e Rollinia. Dentre os alcaloides
aporfinicos, a anonaina (5), isolada das raizes de Annona cherimoya, é frequentemente citada
na familia, do mesmo modo como derivados contendo o grupo 1,2-metilenodioxi, sdo mais
potentes contra linhagens celulares de cancro (AMINIMOGHADAMFAROQUIJA;
NEMATOLLAHIA; WIART, 2011).

Figura 3. Alcaloides tetrahidroisoquinolina (1, 2), benziltetrahidroisoquinolina (3), protoberberina (4)
e aporfina (5).

HO HsCO o
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Fonte: autora.

Os géneros mais significantes da familia no Brasil pertencem a subfamilia Annonoideae,

sendo eles os géneros Anonna, Duguetia, Guatteria e Xylopia. O género Anonna, mais
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importante da familia devido aos frutos comestiveis e com potencial farmacologico (LOPES;
SILVA, 2014), detém aproximadamente 244 espécies, sendo que 44 destas eram do género
Rollinia, que foram reclassificados taxonomicamente. Algumas espécies desse género sao
utilizadas na medicina popular, no tratamento de uma variedade de doencas (Tabela 1)

(BARBALHO et al., 2012).
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Tabela 1. Espécies do género Annona utilizadas na medicina popular.

Espécie Atividade bioldgica

A. cherimolia Antiparasitaria, antiprotozodria, tratamento de céancer, emética,
imunossupressora, combate de nausea e vomito, erupcdo cutanea
doencas da pele, feridas, infestacbes de vermes (sementes);
antiespasmadica  (raizes); antidepressiva, digestiva  (folhas);

cemopreventiva (planta inteira).

A. reticulata Adstringente (fruto); anti-diarreica (cascas); contra percevejos/piolhos
(folhas, sementes, polpa); tratamento de cancer (folhas, sementes,
cascas); cemopreventiva (planta inteira); imunossupressora, contra

infestacOes de vermes (sementes).

A. muricata Antibacteriana, antidepressiva, antidiabética, digestiva, problemas
reumatologicos (folhas); cemopreventiva (planta inteira); doenca
hepética (polpa); antiparasitaria, antiprotozoaria, antiespasmoédica
(sementes, folhas); antimalérica, diurética, contra edemas, erupgdes
cutaneas, colicas (frutos); imunossupressora (raizes, folhas,

sementes); emética (sementes).

A. squamosa Abortiva, hemolitica, contra percevejos/piolhos, imunossupressora
(sementes); antibacteriana, cemopreventiva, anti-diarreica, anti-
pneumocécica, contra doencas venéreas (planta inteira); principio
anti-HIV (frutos); tratamento de céancer (cascas); antidepressiva,
purgativa (raizes); contra feridas, erupcdes cutaneas, doencas de pele,
inchaco (folhas).

A. senegalensis Abortiva (sementes); antiulcerativa, contra tripanossomiasse, inflama-
cdo ocular (folhas); tratamento de cancer, cemopreventiva, emética
(planta inteira); anticonvulsivo, contra filariose, doengas venéreas
(raizes, folhas); febrifuga, anti-pneumocdcica, contra picada de cobra

(cascas).

Fonte: adaptado de Pinto et al. (2005).

Dentre as diversas espécies do género Annona utilizadas na medicina popular,

Anonna crassiflora Mart. tem sido relatada em varios estudos pelo grande potencial quimico-
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farmacoldgico (PEREIRA et al., 2017).

1.3 Annona crassiflora

Annona crassiflora Mart. (Figura 4), € uma espécie nativa do Cerrado e popularmente
conhecida como marolo, araticum-cortica, araticum-de-boia, araticum-do-campo, cabeca de
negro e pinha-do-cerrado (LORENZI, 2002; EGYDIO et al., 2013; SOARES et al, 2009). E
uma arvore encontrada nos estados de S&o Paulo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Minas
Gerais, Goias, Bahia e Tocantins, e ocorre preferencialmente em terrenos arenosos. Os frutos
do marolo sdo consumidos “in natura” pela populagdo, em forma de suco, sorvete, geleia,
doces, licores e recheios para bolos, porém as cascas sdo descartadas por ndo apresentarem
importancia econdémica (LORENZI, 2002; SOARES et al., 2009; ROESLER et al, 2007).
Com altura de 4-8 m e tronco de 20-30 de diametro possui casca grossa e aspera, com folhas
alternas. As flores sdo isoladas com pétalas grossas e carnosas. O fruto é unido em bagas, com
cerca de 15 cm de didmetro, com polpa cheirosa e doce (SOARES et al, 2009). Produz
anualmente grande quantidade de sementes. Floresce no periodo de dezembro-abril e os frutos

amadurecem desde janeiro a fevereiro (LORENZI, 2002).

Figura 4. Annona crassiflora Mart. (A): folhas e flores (B), frutos (C) e sementes (D).

Fonte: Lorenzi (2002).

Na medicina tradicional, Annona crassiflora é utilizada para o tratamento de infec¢bes
do couro cabeludo, diarreia e como antitumoral (ROESLER et al, 2007; VILA VERDE;
PAULA; CARNEIRO, 2003; RODRIGUES; CARVALHO, 2001), além da planta ser
utilizada como inseticida, antimicrobiana, antirreumatica e ao combate a piolhos, bem como
no tratamento de feridas, doencas venéreas e picada de cobra (VILAR et al., 2008; SILVA,;
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RABELO; ENOQUE, 2015). As avaliacBes bioldgicas dos extratos das diferentes partes da
planta, comprovam as atividades: antioxidante (JUSTINO et al., 2016; LUZIA; JORGE,
2013; ROESLER et al., 2007), antifungica (SILVA et al., 2001), moluscicida (SANTOS;
SANT’ANA, 2001), leishmanicida (MESQUITA et al., 2005), antibacteriana (TAKAHASHI,
2006), larvicida (OMENA, 2007), nematicida (MACHADO et al., 2015), inibidora de
a-amilase (SOUZA et al., 2012), antimutagénica (VILAR et al., 2008) e antitumoral
(MESQUITA et al., 2009; FORMAGIO et al., 2015).

Em Annona crassiflora, os metabdlitos secundarios ja relatados sdo as acetogeninas
(SANTOS; BOAVENTURA; OLIVEIRA, 1994), flavondides (LAGE et al.,, 2014) e
alcaloides benzilisoquinolinicos, aporfinicos, fenantrénicos, noraporfinicos e oxoaporfinicos
(Tabela 2) (HOCQUIMILLER et al., 1982; EGYDIO et al., 2013; PEREIRA et al., 2017).
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Tabela 2. Atividades bioldgicas de alguns metabdlitos secundarios relatados em A. crassiflora.

Metabdlitos Atividade biolégica Referéncias
cassiflorina® Citotoxica (células A-549, MCF-7, HT-29, RPMI-7951, (SANTOS et al., 1994)°
U-251)
(-)-epicatequina®  Antimicrobiana (Staphylococcus aureus e Escherichia coli) (LAGE et al., 2014)°
anonaina® Inibidora da proteina tirosina fosfatase CD45 (MISKI et al., 1995)"
Anti-depressiva (HASRAT et al., 1997)°

Antimicrobiana  (Bacillus  cereus, Escherichia coli, (PAULO etal., 1992)"
Staphylococcus aureus e S. epidermidis)

anoretina® Citotoxica (células RB, P-388, A-549 e HT-29) (WU et al., 1993)°
asimilobina® Anti-depressiva (HASRAT et al., 1997)°
Antimicrobiana  (S.  epidermidis, C. dubliniensis e (COSTAetal., 2013)"
K. rhizophila)
estefalagina® Inibitoria da lipase pancreatica (PEREIRA et al., 2017)f
liriodenina® Inibidora da tirosinase e redutora do teor de melanina em (CHU etal., 2015)’
B16F10
Citotoxica (células KB, A-549, P-388 e L-1210) (WU et al., 1993)
Inibora de acetilcolinesterase e anti-a-glucosidase (MOLLATAGHI et al.,
Antimicrobiana (S. epidermidis e C. dubliniensis) 2012)
Antiprotozoaria (L. donovani e F. falciparum) (COSTA et al., 2013)f
(CAMACHO et al,
2000)°
reticulina® Antimicrobiana  (C.  albicans, C. dubliniensis e (COSTAetal., 2013)'
C. parapsilosis)
Blogueadora do receptor de dopamina (BANNING et al., 1980)
Antiagregante plaguetaria (CHEN et al., 2000)'
xilopina® Atividade leishmanicida (L. mexicana e L. panamensis) (MONTENEGRO et al.,
2003)°
aterospermidina®  Citotoxica (células Hep G2, Hep 2,2,15) (HSIEH et al., 2001)’
Anticancer (WIJERATNE et al,
Atividade relaxante nas contraces uterinas de ratos induzidas 1995)'
por KCI (CORTES et al., 1990)f

Atividade relaxante em contracGes ritmicas
induzidas pela ocitocina na presenca de Ca

3Acetogenina; °Flavonoide; “Alcaloide; “Folhas; ®Frutos; 'Casca; “Sementes; "Caule; 'Tronco; 'Raizes.

Fonte: autora.

1.4 BIOSSINTESE DOS ALCALOIDES ISOQUINOLINICOS

Os alcaloides s&o bases orgénicas nitrogenadas, encontradas principalmente em
plantas, bem como em microrganismos e animais em menores niveis (DEWICK, 2009). O
termo alcaloide é derivado da palavra arabe alquali, nome comum dado a planta na qual o
hidroxido de sodio foi obtido originalmente (HENRIQUES et al., 2007). Possuem atomos de

nitrogénio, particularmente como aminas primarias, secundarias ou terciarias, conferindo
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certo grau de basicidade ao metabdlito, que pode variar de acordo com a estrutura e posi¢do

de outros grupos funcionais (DEWICK, 2009).

Os alcaloides podem ser classificados de trés maneiras: pelas atividades bioldgicas e
ecologicas, pela estrutura quimica ou pela via biossintética (ANISZEWSKI, 2007). Pelo
enfoque estrutural eles podem ser classificados em verdadeiros, protoalcaloides e
pseudoalcaloides.

v Verdadeiros: sdo compostos heterociclicos em que o atomo de nitrogénio foi advindo de
um aminodacido, que sao classificados de acordo com seu sistema anelar. Sdo substancias
reativas, de sabor amargo, que geralmente formam sais insollveis em &gua, como a
morfina (6) (Figura 5).

v Protoalcaloides: sdo compostos em que o atomo de nitrogénio é derivado de um
aminoéacido, ndo pertencente a um sistema heterociclico. Formam um namero restrito de
metabolitos, como a mescalina (7) (Figura 5) (ANISZEWSKI, 2007).

v" Pseudoalcaloides: sdo compostos nitrogenados com ou sem anéis heterociclicos, que néo

sdo derivados de aminoacidos, como por exemplo a solanidina (8) (Figura 5).

Figura 5. Alcaloide verdadeiro (6), protoalcaloide (7) e pseudoalcaloide (8).

Fonte: autora.

Os alcaloides também podem ser classificados de acordo como o aminoacido
precursor na biossintese (Tabela 3), tal como ornitina, lisina, &cido nicotinico, tirosina,

triptofano, acido antranilico, histidina entre outros (DEWICK, 2009).
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Tabela 3. Alcaloides e 0s precursores biossintéticos.

Classe Aminoacido precursor Exemplos?
Tropanicos Ornitina atropina (9)
Pirrolidinicos Ornitina retronescina (10)
Piperidinicos Lisina lobelanina (11)
Inddlicos Triptofano psilocina (12)
Feniletilaminas Fenilalamina efedrina (13)
Aporfinicos Tirosina boldina (14)
Protoberberinas Histidina berberina (4)

®Estruturas na Figura 6.

Fonte: adaptado de Henriques et al. (2007).

Figura 6. Alcaloides cujos precursores biossintéticos sdo aminoécidos (Tabela 3).

N~ CHs,
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Fonte: autora.

Dentro desse contexto, Annona crassiflora merece atencdo por apresentar alcaloides
aporfinicos, cujo precursor biossintético & o nucleo benziltetrahidroisoquinolina (azul)
(Figura 7-1) (DEWICK, 2009). Estes compostos integram um grupo com mais de 500
compostos isolados e identificados em um vasto nimero de espécies de diferentes familias de
plantas. Sdo bases tetraciclicas constituidas por quatro anéis (A, B, C e D), sendo dois

aromaticos (A e D), conectados pelo anel C e um hetereociclo nitrogenado B (Figura 7-11). O
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atomo de nitrogénio pode ser secundario e o alcaloide é chamado de noraporfinico, tercirio
ou quaternario (sal de amonio quaternario), sendo os substituintes metil, acetil ou formil.
Dentro deste grupo também foi relatada a presenca de N-Oxidos, além de metabdlitos com
substituintes como hidroxila, metoxila e o grupo metilenodioxi, que geralmente ocupa as
posicdes 1 e 2, do anel aporfinico. Esse nucleo também apresenta atividade Optica, uma vez
que o C-6a é um centro estereogénico, tornando a polarimetria uma ferramenta importante
para a identificacdo destes compostos (STEVIGNY; BAILLY; LECLERCQ, 2005).

Figura 7. Precursor (1) e nacleo central dos alcaloides aporfinicos (I1).

Fonte: Adaptado de Dewick (2009).

A biossintese dos alcaloides aporfinicos  (benziltetraidroisoquinolinicos,
benzilisoquinolinicos e isoquinolinicos) tem inicio a partir de duas moléculas de L-tirosina
(Figura 8). Uma delas sofre oxidacao seguida de descarboxilagdo (E1), para se transformar em
dopamina, e a outra perde o grupo —NH, por uma reacdo de transaminacdo para formar o
acido 4-hidroxifenilpiruvato, que posteriormente sofre descarboxilacdo para formar o
4-hidroxifenilacetaldeido. A condensacdo entre a dopamina e o 4-hidroxifenilacetaldeido é
mediada pela enzima norcoclaurina sintase (E2), através de uma reacdo semelhante a de
Mannich, para formacdo do enantibmero (S)-norcoclaurina. Em seguida, reacOes de
O-metilacdo na (S)-norcoclaurina, mediadas por enzimas (E3 e E4) e o cofator
(S)-adenosilmetionina (SAM), dao origem a (S)-coclaurina e a (S)-N-metilcoclaurina. Na
sequéncia, uma oxidacdo (E5) seguida de uma metilacdo (E6) leva ao intermediario
(S)-reticulina, precursor das aporfinas, protoberberinas e benzofenantridinas (DEWICK, 2009;
STEVIGNY; BAILLY; LECLERCQ, 2005).
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Figura 8. Biossintese da (S)-reticulina, precursora do nucleo aporfinico.
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E1: aminoacido descarboxilase aromatica (DOPA descarboxilase)

E2: norcoclaurina sintase

E3: norcoclaurina 6-O-metiltransferase
E4: (R,S)-coclaurina N-metiltransferase
E5: (S)-N-metilcoclaurina 3'-hidroxilase

E6: (R,S)-3'-hidroxi-N-metilcoclaurina 4'-O-metiltransferase

PLP: piridoxal 5'-fosfatase coenzima

Fonte: adaptado de Dewick (2009).
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Os alcaloides aporfinicos sdo biossintetizados em plantas por meio de um acoplamento
oxidativo intramolecular na (S)-reticulina, através de um mecanismo radicalar entre as
bisdienonas (Figura 9) (STEVIGNY; BAILLY, LECLERCQ, 2005).

Figura 9. Biossintese dos alcaloides aporfinicos.
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Fonte: adaptado de Dewick (2009).

1.5 DOENCA DE ALZHEIMER E OS ALCALOIDES INIBIDORES DA ACHE

A doenca de Alzheimer (DA) é uma patologia neurodegenerativa progressiva,
caracterizada pela perda de memoria e comprometimento das fungdes cognitivas e
emocionais, prejudicando sobre tudo idosos (60 a 70% dos casos), sendo considerada a forma
mais comum de deméncia (ADAMS; GMUNDER; HAMBURGER, 2007; DANUELLO et
al., 2012). Estima-se que a DA afeta cerca de 50 milhGes de individuos, das quais 60% vivem
em paises de renda baixa ou média, e que a cada ano surgem cerca de 10 milhdes de novos
casos. Devido ao aumento da expectativa de vida, é esperado que até 2030 esta deméncia
acometa cerca de 82 milhdes de pessoas, (WHO, 2017).

As caracteristicas fisiopatologicas comuns da DA séo a deposicao de placas amiloides,
formacdo de emaranhados neurofibrilares, processos inflamatorios e deficiéncia de
neutrotransmissores, no sistema nervoso central (DALL’ACQUA, 2013), que se revelam
sobretudo na desorientacdo, deméncia e variacdo na personalidade e nas interagdes sociais dos

individuos. Ainda ndo ha cura para a DA, somente alternativas terapéuticas baseadas no
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conhecimento de sua fisiopatologia que levam a melhora sintomética e podem evitar a sua
progressdo (ADAMS; GMUNDER; HAMBURGER, 2007).

A DA ¢é multifatorial e de origem complexa, sendo que existem diferentes
possibilidades de intervencdo terapéutica. De acordo com a hipétese colinérgica, a diminuicéo
dos niveis do neutrotransmissor acetilcolina (ACh) no cortex cerebral, é responsavel pela
deficiéncia de memoéria (ADSERSEN et al., 2007; PAGLIOSA et al., 2010). A ACh é
biossintetizada nos neurdnios pela acdo da enzima colina-acetiltransferase, a partir da acetil-
coenzima A (acetil-CoA) e colina (Figura 10) (VIEGAS JUNIOR et al., 2004; ARAUJO;
SANTOS; GONSALVES, 2016).

Figura 10. Sintese da ACh.

Q 3 i o CHj
| CH 'Col|na | CH
+ N/ 3 acetiltransferase N/ 3
—_— =
CoA CHy  HOT @ > cH, HaC o "o cH,
acetilcoenzima A colina ACh

Fonte: Araljo; Santos; Gonsalves (2016).

A acetilcolinesterase (AChE) é a enzima responsavel pela hidrolise da acetilcolina
(Figura 11), regulando seus niveis, ao passo que a butirilcolinesterase (BChE), hidrolisa tanto
a ACh como a butirilcolina (BuCh) (ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016; SILVA et
al., 2010). Assim, a inibicdo destas enzimas tem sido a alternativa terapéutica mais utilizada
no tratamento da DA (ADSERSEN et al., 2007; IRANSHAHY; QUINN; IRANSHAHI,
2014).

Figura 11. Hidr6lise da ACh.
o) CHj cle3 o)

)k ’L/CH?’ AChE N/CH3 + )J\
_ >
O/\/@\CH3 HO/\/(-D\CHS H3C OH

ACh colina acido acético

HsC
Fonte: Adaptado de Araujo, Santos e Gonsalves (2016).
Farmacos que inibem a AChE sdo designados como anticolinesterasicos, e tem como

funcdo retardar a degradacdo da ACh, aumentando seus niveis nas fendas sinapticas e assim

prolongar sua agao (Figura 12).
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Figura 12. Hipdtese colinérgica e a atuacao dos inibidores da AChE.
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Fonte: Araljo, Santos e Gonsalves (2016).

O primeiro medicamento sintético anticolinesterasico aprovado pelo FDA (Food and
Drug Administration) no tratamento da DA, foi a tacrina (15) em 1993, seguido do donepezil
(16), rivastigmina (17) e galantamina (18), aprovados nos anos seguintes (PARK, 2010;
ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016), ademais a (-)-huperzina A (19) (Figura 13), tem
sido considerada promissora e utilizada clinicamente para melhorar a cognicdo e memodria,

sendo comercializada como um suplemento alimentar nos EUA (DAMAR et al., 2017).



36

Figura 13. Farmacos inibidores da AChE aprovados pelo FDA para o tratamento da DA.
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Fonte: autora.

Grande parte dos inibidores da AChE apresentam baixa biodisponibilidade, diversos
efeitos colaterais além de atuar somente no tratamento sintomatico, ndo impedindo ou
retardando a progressdo da doenca (Tabela 4) (PARK, 2010; ARAUJO; SANTOS;
GONSALVES, 2016).
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Tabela 4. Inibidores da AChE aprovados pelo FDA e seus efeitos colaterais.

Nome Marca Efeitos colaterais

Tacrina (15) Cognex® Hepatotoxicidade, ndusea, indigestdo, vomito, diarréia,
dor abdominal e erupcdo cuténea.

Donepezil (16) Aricept® Dor de cabeca, dor generalizada, fadiga, tontura,
nduseas, vomitos, diarréia, anorexia, perda de peso,
caibras musculares e insénia.

Rivastigmina (17)  Exelon® Perda de peso, anorexia e tontura.

Galantamina (18)  Razadine® Nausea, vOmitos, diarréia, anorexia, perda de peso e
doencas vasculares (ataque cardiaco e derrame
cerebral).

Fonte: adaptado de Park (2010).

Dentre os farmacos aprovados pelo FDA, para o alivio dos sintomas da DA, alguns
sdo de origem natural, como a galantamina (18), isolada de algumas espécies da familia
Amaryllidaceae como a Narcissus L. (LOPEZ et al., 2002); a rivastigmina, resultado da
modificacdo estrutural da fisostigmina, que € um PN isolado das raizes de Luffa operculata
(FEITOSA et al., 2011) e a huperzina A, isolada de Huperzia serrata (VIEGAS JUNIOR
etal., 2004; DAMAR et al., 2017).

Existem varios relatos de inibidores de AChE e BChE isolados de fontes naturais, no
entanto estes compostos foram pouco eficientes nas fases pré-clinicas, principalmente na
avaliacdo farmacocinética, que avalia a capacidade do farmaco em atravessar a barreira
hemato-encefalica para alcancar os alvos bioldgicos presentes no cérebro. Das diferentes
classes de compostos, os alcaloides sdo candidatos promissores para o desenvolvimento de
novos farmacos inibidores de AChE, por apresentarem nas suas estruturas o elemento
nitrogénio, que pode ser um ponto importante de interacdo dos antagonistas de AChE, visto
que o substrato natural (ACh) também apresenta o mesmo elemento, porém carregado
positivamente (KONRATH et al., 2013).

Alcaloides de diferentes classes foram relatados como inibidores da AChE como os
isoquinolinicos, esteroidais, quinolizidinicos, indolicos e os aporfinicos (KONRATH et al.,
2013; DALL’ACQUA, 2013; KAPADIA; HARDING, 2016). Estudo com alcaloides
protoberberinicos (Figura 14) isolados de tubérculos de Stephania venosa, como a berberina
(4) (ICsp 0,58 uM) e palmatina (20) (ICso 0,26 uM), que contém nitrogénio quaternario,
apresentaram atividade bastante promissora, quando comparados com 0 controle positivo

galantamina (18) (ICsp 0,59 uM), enquanto que a coridalmina (21) (ICso 100,09 uM), que
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apresenta nitrogénio terciario foi considerada inativa (INGKANINAN et al., 2006). A
berberina (4) se destacou por apresentar atividade sobre as enzimas humanas (AChE e BChE),
de camundongo e de ratos, exibindo aproximadamente a mesma poténcia, além de ter efeito
sobre a monoaminoxidase, que também €& uma enzima envolvida na patologia da DA
(KONRATH et al., 2013).

Figura 14. Alcaloides palmatina (20) e coridalmina (21).

Fonte: autora.

Alcaloides aporfinicos, isolados das raizes de Stephania epigaea, como a epiganina B
(22) (ICs0 4,36 uM) e dehidrodicentrina (23) (ICsp 2,98 uM), apresentaram resultados bastante
promissores, enquanto a romerina (24) (ICsp 8,32 uM), a romelina (25) (ICsp 13,90 uM), a
N-metilcalinina (26) (ICsp 20,40 uM), a fanostenina (27) (ICsp 15,50 uM) e a dicentrina (28)
(ICsp 6,60 uM), apresentaram resultados menos expressivos, quando comparados com a

tacrina (15) (ICsp 0,25 uM), utilizada como padréo positivo (Figura 15) (DONG et al., 2015).

Figura 15. Alcaloides aporfinicos isolados de Stephania epigaea.
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Fonte: autora.
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Um estudo realizado com as cascas de Beilschmiedia alloiophylla, relatou o isolamento e
a avaliacdo da atividade inibidora da AChE para os alcaloides aporfinicos: 2-hidroxi-9-metoxi-
oxiporfina (29) (ICso 2,0 uM), laurotetanina (30) (ICso 3,2 uM) e a liriodenina (31)
(ICs0 3,5 uM) (Figura 16) . Estes resultados sdo da mesma ordem que o padrdo positivo
huperzina A (19) (ICs 1,8 uM), utilizado nos ensaios biologicos, e mostram a importancia dessa
classe de compostos como inibidores de AChE (MOLLATAGHI et al., 2012).

Figura 16. Alcaloides isolados de Beilschmiedia alloiophylla.
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Fonte: autora.

Outro estudo bioldgico para a avaliacdo da atividade inibidora da AChE, realizado
com o alcaloide nantetina (32) (Figura 17), isolado das folhas de U. stipitata e posteriormente
sintetizado, mostrou que o sistema rigido bifenilico (azul) é importante para a atividade
anticolinesterasica (PRADO-PRADO et al., 2011). Este dado é importante ja que varios
alcaloides aporfinicos possuem essa subunidade internalizada nas suas estruturas, o que pode
vir a ser um ponto de partida para estudos de modelagem molecular para entender como estes
compostos se ligam no sitio catalitico da enzima (PECIC, MCANUFF, HARDING, 2011).
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Figura 17. Estrutura quimica da nantenina, isolada das folhas de U. stipitata.
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Fonte: autora.

Desse modo, fica evidente que os inibidores da AChE e BChE ainda sdo a melhor
alternativa de tratamento para pacientes portadores da DA. Assim, alcaloides aporfinicos sdo
uma importante classe de compostos que podem ser utilizados como modelos para o
planejamento e desenvolvimento de novos farmacos inibidores de AChE. Dentro deste
contexto as cascas dos frutos de Annona crassiflora chamou nossa atengéo devido a presenca
de uma série de alcaloides aporfinicos. Assim, foi proposto o estudo quimico direcionado para
o0 isolamento dessa classe de metabdlitos para posterior avaliacdo da atividade inibidora de
AChE.
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2 OBJETIVO GERAL

Isolar os alcaloides presentes na casca dos frutos de Annona crassiflora, avaliar a

atividade inibidora da acetilcolinesterase e realizar o ensaio in silico (docking molecular).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coleta, secagem e preparo do extrato etandlico a partir das cascas dos frutos de
Annona crassiflora;

e Extracdo liquido-liquido do extrato etandlico com solventes de polaridade crescente
(hexano, CH,Cl,, AcOEt e n-butanol, respectivamente);

e Estudo quimico da fracdo alcaloidica (CH,Cl,) visando o isolamento de novos
metabolitos;

¢ Avaliacdo da atividade anticolinesterasica dos compostos isolados.

e Ensaio in silico (docking molecular).
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3 MATERIAIS

3.1 SOLVENTES

e Metanol (MeOH): Synth P.A. ACS

e Metanol (MeOH): Sigma-Aldrich HPLC

e Hexano: Vetec P.A.

e Acetato de etila: Vetec P.A.

e Cloreto de metileno (CH,Cl,): Vetec P.A.ACS

e Hidroxido de amonio (NH4OH): Synth P.A. ACS

e Solventes de grau analitico (P.A.), purificados por destilacdo fracionada: etanol, hexano,
acetato de etila.

e Acido acético glacial (CH;COOH): Synth P.A. ACS

e Acido hexacloroplatinico IV: Vetec P.A.

¢ lodeto de potéassio: Vetec P.A.

e n-butanol: Vetec P.A.

3.2 CROMATOGRAFIA
3.2.1 Cromatografia em camada delgada

Os experimentos de cromatografia em camada delgada comparativa (CCD) foram
realizados utilizando placas comercias de silica gel 60 com indicador de fluorescéncia (UV2s4)
0,20 mm de espessura Macherey-Nagel.
3.2.2 Preparo do revelador de iodocloroplatinato

Solugdo A: Solugdo aquosa a 5% (m/m), de 4acido hexacloroplatinico
(IV)(H,(PtClg).6H,0).

Solugdo B: Solucao aquosa a 10% (m/m), de iodeto de potassio (KI).
Solugdo spray: Mistura da solug@o A, solu¢dao B e H,O (1:9:10).
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3.2.3 Preparo do revelador Dragendorff

Solucdo A: 0,85 g de nitrato de bismuto (Bi(NOs)3) em solucdo de 10,0 mL de acido
acetico glacial (CH3CO2H) e 40,0 mL de agua, sob aquecimento.

Solucéo B: 8,0 g de iodeto de potassio (KI) em 30,0 mL de agua de destilada.

Solucdo estoque: Mistura da solucéo A e solucdo B (1:1).

Reagente: Solucédo estoque, acido acético e agua (1:2:10).

3.2.4 Cromatografia em coluna

Para as separacdes por cromatografia em coluna (CC) aberta foram utilizadas as
seguintes fases estacionarias (FE):

e Silica gel (SiO,) para cromatografia (63-200 um, didmetro de poro 60 A) Sigma
Aldrich;

e Silica gel (SiO,) para cromatografia flash (40-63 pum, didmetro de poro 60 A) Sigma
Aldrich;

e C18 silica gel, premium grade (40-63 pm, 230-400 mesh, didmetro de poro 60 A)
Sorbent Technologies.

3.2.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para as andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), foi utilizado um
cromatdgrafo do laboratério do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia
(IQ-UFU), campus de Santa Mdnica:

e Cromatégrafo & liquido de alta eficiéncia Shimadzu®, modelo LC-6AD, composto
pelos seguintes modulos: bombas LC-6AD, degaseificador DGU-20Asg, forno CTO-
20A, coletor de fragdes FRC-10A, autoinjetor SIL-10AF e detectores de arranjo de
diodo (DAD) SPD-M20A e evaporativo por espalhamento de luz (ELSD -

evaporative light scattering detector) LT I, controlados pelo software LC Solutions.

Para o desenvolvimento dos métodos de separacéo foram utilizadas as colunas:


http://www.merckmillipore.com/BR/pt/search/-?search=&SingleResultDisplay=SFProductSearch&TrackingSearchType=pdp_related_product&SearchTerm=*&SearchParameter=%26%40QueryTerm%3D*%26feature_formula_chemical_value%3DCH%25E2%2582%2583COOH
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e Coluna analitica Phenomenex® Lunna C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 um) protegida pela
respectiva pré-coluna. Como fase movel (FM), foi utilizado um gradiente constituido
de 4gua com &cido acético (0,1%) (A) e metanol (B). O gradiente consistiu de 5-100%
de B (30 min), e em seguida foi mantido 100% de B (10 min). O fluxo utilizado foi de
1,0 mL/min ¢ o volume injetado foi de 50 uL (C = 1,0 mg/mL, utilizando MeOH
como solvente). As amostras foram previamente filtradas em membrana de
politetrafluoretileno (PTFE) 0,45 pm.

e Coluna semipreparativa Phenomenex® Luna C18 (250,0 x 10,0 mm, 10 pm). Como
fase mdvel (FM), foram utilizados dois gradientes constituidos de agua com 4cido
acético (0,1%) (A) e metanol (B). O primeiro gradiente consistiu de 5-100% de B
(30 min), e em seguida foi mantido 100% de B (10 min). O segundo gradiente
consistiu de 65-100% de B (40 min), e em seguida foi mantido 100% de B (10 min).
O fluxo utilizado foi de 2,0 mL/min e o volume injetado foi de 50 pL
(C =10,0 mg/mL (primeiro gradiente) e 20,0 mg/mL (segundo gradiente), utilizando
MeOH como solvente). As amostras foram previamente filtradas em membrana de
politetrafluoretileno (PTFE) 0,45 pm.

3.2.6 Cromatografia a gas

Cromatdgrafo a gas acoplado a espectrébmetro de massas Shimadzu QP2010, com
potencial ionizante de 70 eV, com as seguintes condi¢des: gas transportador hélio a fluxo
constante de 1,0 mL/min; coluna SPB-5 (30,0 m x 0,25 mm d.i.) capilar de silica fundida
com 5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano como a fase estacionaria; temperatura do injetor
ajustada a 220 °C, com uma proporcao de divisao de 1:20; temperatura do forno inicialmente
mantida a 60 °C e depois aumentada a uma velocidade de 6 °C/min a 280 °C, mantida durante
24 min; tempo de execucdo 60 min. O intervalo de massa escaneada foi de 40-650 amu.

3.3 ANALISES ESPECTROMETRICAS E ESPECTROSCOPICAS

As andlises espectroscopicas e espectrométricas foram realizadas utilizando os

seguintes equipamentos:
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e Espectrometro de massas de alta resolucdo QTOF, marca Agilent®, modelo 6520 B,
com fonte de ionizacdo por electrospray no Laboratorio de Nanobiotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia (IGB-UFU). As amostras foram solubilizadas em
metanol/dgua (4:1) e introduzidas utilizando seringa (100,0 pL), adaptada a uma
bomba de infuséo direta com fluxo de 200,0 uL/h. A ionizacdo foi realizada com gas
nebulizante a 58 psi, 0 gas secante aquecido a 200 °C com fluxo de 8,0 L/min e no

capilar foi aplicado 4,5 KV. Os dados foram adquiridos no modo positivo.

As massas obtidas do espectrébmetro de massas em alta resolucdo foram acuradas e
comparadas com aquelas obtidas do programa ChemDraw Ultra 12.0 (massas exatas),

utilizadas para calcular o erros em ppm. Para isso foi utilizada a equacéo abaixo:

massa experimental — massa exata

_ 6
ErrO(ppm) = X 10

massa exata

e Espectrometro de ressonancia magnética nuclear (RMN) Bruker Ascend™ 400
Avance Ill HD (9,2 Tesla) do laboratorio multiusuario do Instituto de Quimica da
UFU, operando em frequéncias de 400 MHz para os nucleos de hidrogénio e 100 MHz
para o carbono. Os experimentos foram realizados a 25 °C, utilizando TMS como
padréo.

e Espectrdmetro de ressonancia magnética nuclear (RMN) Bruker Ascend™ 600
Avance Il HD (14,1 Tesla) do laboratério Il do Instituto de Quimica da Unesp,
Araraquara, operando em frequéncias de 600 MHz para os nucleos de hidrogénio e
150 MHz para o carbono. Os experimentos foram realizados a 25 °C, utilizando TMS

como padréo.
3.4 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

O Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais (NuPPeN) — 1Q/UFU, também conta com

alguns equipamentos basicos (Tabela 5).



Tabela 5. Equipamentos disponiveis para realiza¢do desse trabalho.
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Equipamento Marca Modelo
Balanca analitica Shimadzu AUW?220D
Rotaevaporador Ika RV 10
Liofilizador Terroni LS3000
Linha de secagem de amostras a presséo reduzida Bomba Edwards RV5

Fonte: autora.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 COLETA, PREPARO DO MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DO EXTRATO

O extrato etandlico das cascas dos frutos de Annona crassiflora foi obtido a partir do
material vegetal coletado na regido do norte de Minas Gerais em marco de 2015, sendo que
uma exsicata (SP 384 109) foi depositada no Herbario Uberlandense (HUFU). As cascas
foram secas (7,0 Kg) em estufa com circulacédo de ar (35 °C) por 3 dias, trituradas em moinho
de facas e submetidas a extracdo com etanol (6 x 18,0 L). O extrato etandlico foi monitorado
por CCD para verificar a extragao total dos alcaloides.

4.2 FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO DA CASCA DO FRUTO DE

A. crassiflora

Parte do extrato etandlico (100,0 g) dos frutos de A. crassiflora foi solubilizado em
500,0 mL de solucdo metanol/agua (9:1), filtrado e em seguida submetido a extracdo liquido-
liquido com hexano (5 x 200 mL), diclorometano (5 x 200 mL), acetato de etila (5 x 200 mL)
e n-butanol (5 x 200 mL), respectivamente (Figura 18) (PEREIRA et al., 2017). Os solventes
foram removidos por destilagio em evaporador rotativo sob pressdo reduzida, utilizando
banho de aquecimento a 40 °C. A fracdo hidrometandlica foi submetida a destilacdo e em
seguida liofilizada para remoc¢do da dgua remanescente. As fracdes obtidas foram analisadas
por CCD para verificar a presenca dos alcaloides e avaliar a eficiéncia do procedimento. As

placas foram reveladas com o iodocloroplatinato (ICIPt) e Dragendorff.
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Figura 18. Extracéo liquido-liquido do extrato etandlico.

Extrato Etandlico

100,0 g
1. Solubilizar MeOH:H,O (9:1) 500 mL
2. Filtrar
Rless’lél 1;0 Sol. hidrometanolica
n-hexano (5 x 200 mL)
Sol. hidrometanolica F. n-hexano
4,7 ¢
CH,Cl, (5 x 200 mL)
F. CH,Cl, Sol. hidrometanodlica
83¢g
AcOEt (5 x 200 mL)
Sol. hidrometanolica F. :ﬁ ; OgEt
n-butanol (5 x 200 mL)
F. n- butanol Sol. hidrometanolica
370 g 152 ¢

Fonte: autora.

4.3 ATIVIDADE BIOLOGICA

Os ensaios para determinar a atividade anticolinesterasica foram realizados no
Laboratorio de Bioguimica e Biologia Molecular do Instituto de Genética e Bioquimica da
UFU em Uberlandia aos cuidados do Prof. Dr. Foued Salmen Espindola. A metodologia
utilizada foi adaptada a partir dos ensaios realizados por Marston et al. (2002), Ellman et al.
(1961) e Rhee et al. (2001).
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4.3.1 Atividade anticolinesteréasica

As atividades inibitorias de AChE e BChE do extrato etandlico, da fracdo CH,Cl, e
alcaldide | foram avaliadas usando o método de microplaca de 96 pocos (MARSTON et al.,
2002; ELLMAN et al., 1961; RHEE et al., 2001). Neste método, as enzimas hidrolisam os
substratos acetiltiocolina ou butiriltiocolina, para produzir tiocolina que reage com
5,5-ditiobis  (acido  2-nitrobenzdico) (DTNB), para produzir 2-nitrobenzoato-5-
mercaptotiocinoina e 5-tio-2-nitrobenzoato, que podem ser detectados a 405 nm. Para o0s
experimentos, 25 pL de solucdo aquosa de iodeto de acetiltiocolina ou iodeto de
butiriltiocolina (3 mM), 125 uL. de DTNB (3 mM) em tampao C, 50 uL de tampao B e 25 pL
da amostra diluida em tampdo A foram adicionados a microplaca de 96 pocos, para dar
concentracdes de iodeto de acetiltiocolina ou iodeto de butirritoiilina variando de 3,0 a
300 pg/mL para 0 composto puro e 30 a 2000 pg/mL para 0 extrato etandlico e a fracdo
CH,Cl,. A seguir, foram adicionados 25 pL de solu¢do de enzima (AChE ou BChE) de
0,2 U/mL e a absorbancia foi imediatamente medida a 405 nm a cada 30 s, por 20 min (a
temperatura foi mantida a 30 °C). Qualquer aumento na absorbancia devido a hidrélise
espontanea do substrato (ou aos cromdforos presentes nas amostras) que pode ter ocorrido
antes da leitura das absorbancias, foi corrigido subtraindo-se a taxa de reagdo medida antes do
inicio do experimento (isto é, antes da leitura a cada 30s por 20 min) a partir dos valores
obtidos apds o inicio do experimento. A percentagem de inibicdo foi calculada em
comparacdo com um branco (MeOH a 10% em tampéo A) e o controlo positivo utilizado foi a
galantamina, no mesmo intervalo de concentracdo para compostos puros. Foram utilizados os
seguintes tampdes: tampéo A: Tris-HCI 50 mM (pH 8); tampé&o B: Tris-HCI 50 mM (pH 8)
contendo fracdo de albumina de soro bovino a 0,1%; tampdo C: Tris-HCI 50 mM (pH 8)
contendo NaCl 0,10 M e MgCl,.6H,O 20 mM. Todos os reagentes foram adquiridos da
Sigma-Aldrich.

4.4 ESTUDO IN SILICO

Os estudos in silico para predizer as interacbes entre 0s compostos e 0s alvos
biologicos, foram realizados no Laboratorio de Biofisica Teodrica do Instituto de Ciéncias
Exatas, Naturais e Educacdo da UFTM em Uberaba, aos cuidados do Prof. Dr. Ronaldo Junio

de Oliveira.
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4.4.1 Estudo in silico (docking molecular)

Os dados cristalograficos da acetilcolinesterase humana (AChE) e butirilcolinesterase
humana (BChE) foram obtidos do Protein Data Bank (PDB, cddigo ID 4BDT) e (PDB,
cadigo ID 4BDS), respectivamente.

A estrutura cristalina da AChE estava complexada com os inibidores huprina W e
fasciculina 2 (FAS-2). Todas as moléculas de agua, heterodtomos e FAS-2 foram removidas
do arquivo de entrada do PDB. As moléculas de &gua presentes no sitio ativo ndo interferem
com o complexo huprina-AChE. O FAS-2 foi necessario para fins de cristalizacdo e néo
interfere com o sitio ativo que se sobrepde ao local de ligacdo da huprina W (NACHON et al.,
2013). Além disso, o desvio quadratico médio da raiz (RMSD) da AChE (4BDT) sem FAS-2
em relagdo a sua forma apo (PDB cddigo ID 4PQE) e a AChE complexada com galantamina
(PDB cddigo 4EY6) (CHEUNG et al., 2012) foram insignificantes (ambos inferiores a 0,4 A).

Simulacdes de docking foram realizadas no GOLD (Genetic Optimization for Ligand
Docking) versdo 5.6. As estruturas dos ligantes estefalagina, liriodenina e aterospermidina
foram preparadas utilizando o programa Marvin Sketch da ChemAxon, versdo 17.1.27
(http://www.chemaxon.com). A estrutura e as ligaces de atomos foram verificadas e os
hidrogénios foram adicionados com o software Mercury da versao GOLD. A visualizacao pré
e pos-docagem e a configuracdo interativa foram executadas com o software Hermes da
GOLD. Residuos de aminoacidos dentro de 6,0 A em torno do sitio ativo da huprina W da
AChE foram usados como cavidade de ligante para o local de ligagdo de ancoragem.
Algoritmo genético (GA) executou os céalculos (VERDONK et al., 2003), a flexibilidade total
foi permitida ao ligante através da realizacdo de um maximo de 100.000 operacGes GA com
um tamanho de populacdo de 100 individuos. Foram geradas diversas solucdes com cantos
arredondados e varias conformacbes que podem ser exploradas. Nenhuma restricdo foi
aplicada nas simulagfes. A funcdo de aptiddo ChemPLPScore combinada com ChemScore
como recurso foram escolhidas para prever o modo de ligagcdo dos compostos com a enzima.
O ChemPLPScore com o ChemScore retornou 0 menor RMSD nos estudos de redocking da
huprina W (0,3 A). A estrutura de maior classificacdo para o complexo AChE-Composto foi
escolhida para a analise de interacdo. As figuras foram preparadas com PyMOL (Molecular
Graphics System, verséo 1.8 Schrddinger, LLC) e os diagramas de interagdo bidimensional

foram analisados pelo servidor PoseView 2D (STIERAND et al., 2010). A estrutura cristalina
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da BChE esta complexada com o inibidor tacrina, removido para que as simulacfes de
docking fossem feitas nesse sitio com protocolo andlogo ao da AChE. Um protocolo tedrico
semelhante foi empregado em trabalhos anteriores (GONCALVES et al., 2017; LOPES et al.,
2018; RETTONDIN et al., 2016).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 FRACIONAMENTO DO EXTRATO DE A. crassiflora

O extrato etan6lico (345,0 g) obtido a partir das cascas dos frutos de A. crassiflora, foi
submetido (100,0 g) a extracdo liquido-liquido com n-hexano, CH,Cl,, AcOEt e n-BuOH,

respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6. Massas obtidas da extragdo liquido-liquido do extrato etandlico.

Fracdo Massa (9)
Residuo 15,7
n-Hexano 4,7
CHCl, 8,3
AcOEt 4,7
n-BuOH 37,0
Hidrometandlica 15,2
Massa total 85,6

Fonte: autora.

5.2 ANALISE QUALITATIVA DE ALCALOIDES NOS EXTRATOS E FRACOES DE

A. crassiflora

O extrato etandlico e as fracGes obtidas da extracdo liquido-liquido foram analisadas
por CCD utilizando como FE silica gel e como FM uma mistura de CH,Cl,:MeOH:NH,OH
(9:1:0,25). Foi necessario adicionar hidroxido de amdnio a fase mdvel, para reduzir a retencéo
dos alcaloides pelos grupos silandis (carater acido), ja que o hidréxido de aménio atua como
uma amina competidora (PIVATTO et al., 2014). As cromatoplacas foram inspecionadas em
camara de UV (254 e 365 nm) e reveladas com IC(Pt e Dragendorff, que sdo reagentes
especificos para alcaloides (Figura 19). A partir da avaliacédo das placas, foi possivel constatar
que o maior nimero de alcaloides foi observado na fracdo CH,ClI,, assim ela foi submetida a

cromatografia em coluna para purificagcdo destes metabdlitos.
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Figura 19. CCD da prospeccéo fitoquimica; reveladores ICLPt (A) e Dragendorff (B).
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Nota: extrato EtOH (1); fragbes: n-hexano (2), CH,Cl, (3), AcOEt (4) e n-butanol (5).

Fonte: autora.

5.3 ISOLAMENTO DOS ALCALOIDES DA FRACAO CH,Cl,

A fracdo CH,CI, (8,3 g) foi submetida a CC (428,8 g, 20,0 x 8,0 cm d.i.), utilizando
como FE silica gel (63—200 um) (Figura 20), e eluicdo em modo gradiente, utilizando como
FM um sistema de solventes iniciando com CH,Cl,:MeOH:NH,OH (9:1:0,25) até 100% de
MeOH. As fragdes coletadas (231) foram avaliadas por CCD e reagrupadas de acordo com a
similaridade dos valores de Ry (Figura?2l). Depois de reunidas, as fracBes foram
denominadas: MMeO01-F; 14 (430,0 mg), MMe01-Fi5 121 (1,6 g), MMe01-Fi 145 (1,9 Q),
MMe01-Fi46 152 (100,0 mg), MMeO0l-Fis3 199 (50,0 mg), MMe01-F0 204 (30,0 mg),
MMeO01-Fp5 220 (500,0 mg) e MMeO01-F21 231 (2,5 ).



Fonte: autora.

F. CH,Cl, (8,3 g)

Coluna MMe01

Figura 20. Procedimentos cromatograficos da fragdo CH,CI, para isolamento dos alcaloides.

FE: silica gel (63—-200 um) (20,0 x 8,0 cm d.i.)
FM: gradiente CH,Cl,:CH;OH (10:0-0:10)

(+ NH,OH 0,25)

MMe0O1

~Fl22-145
(192

Coluna MMe02
FE: silica gel (cromatografia f/ash) (40—63 pm) (20,0 x 3,5 cm d.i.)
FM: gradiente n-hexano:CH,Cl, (7:3-0:10),

seguido de CH,Cl,: CH;0H (10:0-0:10) (+ NH4OH 0,25)

MMeOZ—Fz 5-40

(30.0 mg)

MMe02-F,; s,

MMe01-F;0s 229

(500,0 mg)

Alcaloide VI
(identificado)

(358,6 mg)
QLAE semipreparativa C18 (250,0 x 10,0 mm, 10 pm) Coluna MMe03
(item 3.2.5) FE: C18 (40-63 pm) (25,0 x 2,5 cm d.i.)
Figura 25 FM: gradiente CH;OH:HOAc 0,1% (1:1-10:0)
Alcaloide I
(7,0 mg) MMe03-F 57219

(20,1 mg)
CLAE semipreparativa C18 (250,0 x 10,0 mm, 10 pm)
(item 3.2.5)
Figura 33
Alcaloide ITI| | Alcaloide III| | Alcaloide IV Alcaloide V
(1,0 mg) (identificado)| |(identificado)| |(identificado)
(1,7 mg)
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Figura 21. CCD da fragdo MMeO1 (FE: silica, FM: CH,Cl,:MeOH:NH,OH (9:1:0,25) e revelador:
ICLPt).

F122-145 F153-199 F205—220

Fonte: autora.

A fragdo MMe01-F12, 145 (1,9 g) foi submetida a CC flash (75,7 g, 20,0 cm x 3,5 cm
d.i.), utilizando como FE silica gel (40-63 um), e FM um gradiente, iniciando com
n-hexano:CH,Cl,:NH4OH (7:3:0,25) até 100% de CHClIy, sequido de CH,Cl,:MeOH:NH,OH
(9:1:0,25) até 100% de MeOH. As fracBes (74) coletadas foram avaliadas por CCD e
reagrupadas de acordo com a similaridade dos valores de Ry MMe02-F; 3 (4,5 mg),
MMe02-F4 10 (30,0 mg), MMe02-F1; 24 (130,8 mg), MMe02-F 25 40 (584,0 mg), MMe02-F; s,
(358,6 mg), MMe02-Fs3 56 (406,6 mg) e MMe02-Fs7 74 (168,8 mg) (Figura 22).

Figura 22. CCD da fracdo MMe02 (FM: CH,Cl,:MeOH:NH,OH (9:1:0,25) e revelador: ICIPt).
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Fonte: autora.

A fracdo MMe02-F,s5 4o foi analisada por EM-IES-(+), em alta resolugdo, que permitiu
verificar a presenca dos sinais de m/z 279,1016, 310,1439, 340,1541 e 372,1355, que foram
correlacionados as moléculas protonadas [M + H]" (Figura 23). Nesse ponto foi possivel
constatar a presenca de alcaloides nessa fracdo, sendo que o sinal de m/z 279 é o Unico de
massa impar, sugerindo que ndo seja referente a um alcaloide ou que tenha nimero par de

nitrogénios.
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Figura 23. EM-IES-(+) em alta resolucéo da fragdo MMe02-F 5 4 .
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Fonte: autora.

A fragdo MMe02-Fy5 49 foi analisada por CLAE-DAD (Figura 24) e ELSD
(Figura 25), que permitiu observar uma mistura de compostos, sendo o majoritario com
tr 19,2 min (I). Nesta fracdo, foi observado no espectro de UV do composto com tg 19,2 min.
(absor¢des maximas em A 219, 241 e 278 nm), que as principais bandas apresentam um
deslocamento batocrémico em relacéo aos sinais observados no espectro de UV do composto
com tg 17,7 min. (absor¢des méximas em A 208, 235 e 270 nm). Vale ressaltar que esse
padrdo espectral € compativel com aqueles apresentados por alcaloides aporfinicos ja
descritos na familia Annonaceae (PEREIRA et al., 2017; BHAKUNI; TEWARI; DHAR,
1971).



57

Figura 24. Cromatograma da fragdo MMe02-F,5 40 em coluna analitica (UV 254 nm).
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Condigdes: Coluna Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 pm), gradiente (30 min), 5-100% de

MeOH-HOAc 0,1%, e em seguida foi mantido 100% de MeOH (10 min); C = 1,0 mg/mL,
Vinj. = 50,0 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector DAD.

Fonte: autora.
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Figura 25. Cromatograma da fracdo MMe02-F,5 4o em coluna analitica (ELSD).
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Condigdes: Coluna Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 pm), gradiente (30 min), 5-100% de
MeOH-HOAc 0,1%, e em seguida foi mantido 100% de MeOH (10 min); C = 1,0 mg/mL,
Vi, = 50,0 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector ELSD.

Fonte: autora.

Em seguida a fragdo MMe02-Fy5 49 foi submetida a CLAE semipreparativa
(Figura 26), de onde foi possivel separar o composto | (7,0 mg, tr 24,4 min). Depois de
isolado este composto foi analisado em CLAE analitico para avaliar a separagédo (tr 19,2 min)
(Figura 27 e 28).
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Figura 26. Cromatograma da fragdo MMe02-F,s 40 em coluna semipreparativa (UV 254 nm).
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Condicdes: Coluna Phenomenex® C18 (250,0 x 10,0 mm, 5 pm), gradiente (40 min), 15-100% de
MeOH-HOAc 0,1%, e em seguida foi mantido 100% de MeOH (10 min); C = 10,0 mg/mL,
Vini. = 50,0 pL, fluxo: 2,0 mL/min e detector DAD.

Fonte: autora.
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Figura 27. Cromatograma do alcaloide | em coluna analitica (UV 254 nm). CCD do mesmo composto
(FM: CH,CI:MeOH:NH4OH (9:1:0,25) e revelador: IC{Pt).
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Condigdes: Coluna Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 pm), gradiente (30 min), 5-100% de
MeOH-HOAc 0,1%, e em seguida foi mantido 100% de MeOH (10 min); C = 1,0 mg/mL,
Vi, = 50,0 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector DAD.

Fonte: autora.
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Figura 28. Cromatograma do alcaloide | em coluna analitica (ELSD).
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Condigdes: Coluna Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 pm), gradiente (30 min), 5-100% de
MeOH-HOAc 0,1%, e em seguida foi mantido 100% de MeOH (10 min); C = 1,0 mg/mL,
Vi, = 50,0 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector ELSD.

Fonte: autora.

A fracdo MMe02-F, 5, (358,6 g) foi submetida a CC em fase reversa (58,9 g,
25,0 cm x 2,5 cm d.i.), utilizando como FE C18 (40-63 um), que foi eluida utilizando um
gradiente iniciando com CH3OH:HOACc 0,1% (1:1) até 100% de MeOH. As fracdes coletadas
foram avaliadas por CCD e reagrupadas de acordo com a similaridade dos valores de R
MMe03-F1_ 5 (9,4 mg), MMe03-Fg 51 (49,3 mg), MMe03-F2, 40 (92,5 mg), MMe03-F4; 67
(111,0 mg), MMe03-Fgs g3 (9,6 mg), MMe03-Fgg 1565 (43,3 mg), MMe03-F1g7 210 (20,1 mg) e
MMe03-F211 351 (15,5 mg) (Figura 29).
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Figura 29. CCD da fracdo MMe03 (FE: silica, FM: CH,Cl,:MeOH:NH,OH (9:1:0,25) e revelador:
ICtPt (A) e Dragendorff (B).
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Fonte: autora.

A fracdo MMe03-Fig7 210 foi analisada por EM-IES-(+), em alta resolucdo, que
permitiu verificar a presenca dos sinais de m/z 276,0653, 277,1104, 278,1175, 306,0763,
307,1215 e 308,1286 que foram correlacionados as moléculas protonadas [M + HJ]*
(Figura 30).

Figura 30. EM-IES-(+) em alta resolugdo da fracdo MMe03-F1g7 21o.
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Fonte: autora.

A andlise da fragio MMe03-Fig7 210 por CLAE com detector DAD (Figura 31) e
ELSD (Figura 32) permitiu observar quatro bandas principais, sendo duas majoritarias com
tr 34,6 e 35,0 min.
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Figura 31. Cromatograma da fragdo MMe03-Fyg; 210 em coluna analitica (UV 254 nm).
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Condicdes: Coluna Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 pum), gradiente (30 min), 5-100% de
MeOH-HOAc 0,1%, e em seguida foi mantido 100% de MeOH (10 min) C = 1,0 mg/mL,
Vini. = 50,0 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector DAD.

Fonte: autora.

Nesta fracdo foi observado que os picos relativos aos constituintes minoritarios com
tr 27,8 e 30,1 min. apresentam espectro de UV similares. Mesma caracteristica foi observada
para 0s constituintes majoritarios com tg 34,6 e 35,0 min. Estes dados sugerem similaridade
estrutural entre os constituintes minoritarios, assim como entre 0s majoritarios, no entanto

sugere que exista maior diferenca estrutural entre os compostos minoritarios e 0s majoritarios.
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Figura 32. Cromatograma da fracdo MMeO03-F g7 210 em coluna analitica (ELSD).
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Condicdes: Coluna Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 pum), gradiente (30 min), 5-100% de
MeOH-HOAc 0,1%, e em seguida foi mantido 100% de MeOH (10 min); C = 1,0 mg/mL,
Vini. = 50,0 pL, fluxo: 1,0 mL/min e detector ELSD.
Fonte: autora.

Em seguida a fracdo MMe03-Fig7 210 foi submetida a CLAE semipreparativa
(Figura 33), de onde foi possivel separar os compostos Il (1,0 mg, tg 21,3 min) e 111 (1,7 mg,
tr 26,8 min). Depois de isolados estes compostos foram analisados por CLAE analitico para

confirmar a separacdo (1, tg 27,8 min) (Figura 34 e 35) (111, tg 30,1 min) (Figura 36 e 37).
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Figura 33. Cromatograma da fracdo MMeO03-Fg; 210 em coluna semipreparativa (UV 254 nm).
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Condicdes: Coluna Phenomenex® C18 (250,0 x 10,0 mm, 5 pm), gradiente (40 min), 65-100% de
MeOH-HOAc 0,1%, e em seguida foi mantido 100% de MeOH (10 min); C = 20,0 mg/mL,
Vini. = 50,0 pL, fluxo: 2,0 mL/min e detector DAD.

Fonte: autora.
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Figura 34. Cromatograma do alcaloide Il em coluna analitica (UV 254 nm). CCD do mesmo
composto (FM: CH,Cl,:MeOH:NH,OH (9:1:0,25) e revelador: ICEPt).
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Condicdes: Coluna Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 pum), gradiente (30 min), 5-100% de
MeOH-HOAc 0,1%, e em seguida foi mantido 100% de MeOH (10 min); C = 1,0 mg/mL,
Vini. = 50,0 pL, fluxo: 1,0 mL/min. e detector DAD.

Fonte: autora.
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Figura 35. Cromatograma do alcaloide Il em coluna analitica (ELSD).
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Condicdes: Coluna Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 pum), gradiente (30 min), 5-100% de
MeOH-HOAc 0,1%, e em seguida foi mantido 100% de MeOH (10 min); C = 1,0 mg/mL,
Vini. = 50,0 pL, fluxo: 1,0 mL/min. e detector ELSD.

Fonte: autora.
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Figura 36. Cromatograma do alcaloide 111 em coluna analitica (UV 254 nm). CCD do mesmo
composto (FM: CH,Cl,:MeOH:NH,OH (9:1:0,25) e revelador: ICEPt).
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Condicdes: Coluna Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 pum), gradiente (30 min), 5-100% de
MeOH-HOAc 0,1%, e em seguida foi mantido 100% de MeOH (10 min); C = 1,0 mg/mL,
Vini. = 50,0 pL, fluxo: 1,0 mL/min. e detector DAD.

Fonte: autora.
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Figura 37. Cromatograma do alcaloide 111 em coluna analitica (ELSD).

mv
! —
] <
30- P
L~ R Gradiente de solvente
25-
20
15-
10-
A
B 3
51 &

k | |
0 10 20 30 40 min

Condicdes: Coluna Phenomenex® C18 (250,0 x 4,6 mm, 5 pum), gradiente (30 min), 5-100% de
MeOH-HOAc 0,1%, e em seguida foi mantido 100% de MeOH (10 min); C = 1,0 mg/mL,
Vini. = 50,0 pL, fluxo: 1,0 mL/min. e detector ELSD.

Fonte: autora.

A fracdo MMe01-F,05 220 (500,0 mg) foi analisada por EM-IES-(+), em alta resolucéo,
por infusdo direta, que permitiu verificar a presenca dos sinais de m/z 279,1020 [M + H],
m/z 296,1281 [M + H]*, m/z 310,1435 [M + H]" (), m/z 326,1390 [M + H]" e m/z 344,1840
[M + H]" (Figura 38).
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Figura 38. EM-IES-(+) em alta resolucdo da fragdo MMeO01-F,g5 2.
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Fonte: autora.

5.4 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS ALCALOIDES

O estudo quimico da fracdo alcaloidica (CH,Cl,) das cascas do fruto de A. crassiflora,
resultou no isolamento de dois alcaloides, um aporfinico e outro oxoaporfinico, e na
identificacdo de outros quatro alcaloides aporfinicos, ja descritos anteriormente na familia
Annonaceae. Os compostos isolados foram identificados por técnicas espectroscépicas
(RMN *H e *C, DEPTQ, NOESY, TOCSY, COSY, HSQC e HMBC) e espectrométricas
(EM-ESI em alta resolucéo), assim como a comparacdo dos dados com aqueles descritos na

literatura.
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5.4.1 Elucidagéo estrutural do alcaloide |

O alcaloide 1 (7,0 mg), foi isolado como um sélido marrom (pf 130,7-132,2 °C), que
apresentou teste positivo quando revelado com o reagente ICEPt (R¢ 0,78) (Figura 27). Foi
submetido a analise por EM-IES-(+) em alta resolucéo, que possibilitou estabelecer a formula
molecular C19H19NO3, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a onze. O sinal referente
a molécula protonada foi observado em m/z 310,1438 [M + H]", calculado para C19H2NO3",
310,1438 (A 0,0 ppm) (Figura 39).

Figura 39. EM-IES-(+) em alta resolugdo do alcaloide I.
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Fonte: autora.
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O sinal de m/z 310, ao ser submetido a anélise por EM/EM, produziu o ion fragmento
de m/z 279, que foi correlacionado com uma clivagem heterolitica do anel B, promovida pela
transferéncia do H-7 para o nitrogénio, formacdo de uma dupla ligacdo entre C-7-C-6a e
consequente quebra da ligacdo entre C-6a—N. Em seguida a transferéncia do H-4 para o
nitrogénio e a formacdo da dupla ligacdo entre C-4-C-5 resulta na eliminacdo do grupo
CH3NH; (31 u) (Figura 40).

Figura 40. EM/EM-IES-(+) do alcaloide I.
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Fonte: autora.

A andlise dos espectros de RMN *H de | (Tabela 7) (Figuras 41-43), permitiu observar
a presenca de quatro sinais na regido de hidrogénios aromaticos em & 7,92 (1H, dd, J=7,3 e
1,1 Hz), 8 7,20 (1H, ddd, J=7,3;7,3e 1,1 Hz), 8 7,16 (1H, dd, J =7,3e 1,1 Hz) e 6 7,11 (1H,
ddd, J = 7,3; 7,3 e 1,1 Hz), relativos aos hidrogénios H-11, H-10, H-8 e H-9,
respectivamente, do anel D. Foram observados oito sinais em 6 2,81 (1H, m), 2,75 (1H, m),
2,45 (1H, ddd, J = 12,0; 12,0 e 4,0 Hz), 3,09 (1H, ddd, J = 12,0 e 4,0 Hz), 2,65 (1H, dd,
J=14,0 e 14,0 Hz), 3,09 (1H, m), 599 (1H, d, J = 1,4 Hz), e 5,84 (1H, d, J = 1,4 Hz),
relativos aos hidrogénios geminais H-4/H-4’; H-5/H-5’, H-7/H-7°, e H-12/H-12’, cujas
correlagbes foram confirmadas no mapa de contorno COSY (Figuras 44-48). Também foi
observada a presenca de dois singletos em 6 3,94 (3H) e 6 2,51 (3H), caracteristicos dos
hidrogénios H-13 e H-14, da metoxila ligada ao anel A e da metila ligada ao nitrogénio do

anel B, respectivamente.
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Figura 41. Espectro de RMN de 'H do alcaloide I (400 MHz, CDCls).
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Figura 42. Ampliag&o do espectro 41 (5 2,4-3,25) do alcaloide I.
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Figura 43. Ampliacdo do espectro 41 (6 7,10-7,95) do alcaloide 1.
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Figura 44. Mapa de contorno COSY do alcaloide 1.
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Figura 45. Mapa de contorno COSY ($ 2,5-3,6) do alcaloide 1.
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Figura 46. Mapa de contorno COSY (4 5,8-6,6) do alcaloide 1.
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Figura 47. Mapa de contorno COSY (8 6,0-8,0) do alcaloide 1.
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Figura 48. Mapa de contorno COSY (6 7,0-8,0) do alcaloide 1.
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No espectro de RMN de **C (Figuras 49-51) foram observados dezenove sinais, que
foram correlacionados aos respectivos hidrogénios através do mapa de contorno HSQC
(Figuras 52-54).

Figura 49. Espectro de RMN de **C do alcaloide | (100 MHz, CDCI).
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Figura 50. Ampliacdo do espectro 49 (6 10-160) do alcaloide I.
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Figura 51. Ampliag&o do espectro 49 (6 125-146) do alcaloide I.
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Figura 52. Mapa de contorno HSQC (400 MHz, CDCls) do alcaloide 1.
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Figura 53. Mapa de contorno HSQC (6 2,6—4,2) do alcaloide 1.
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Figura 54. Mapa de contorno HSQC (8 6,0-8,0) do alcaloide I.
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A anélise do mapa de contorno HMBC (Figuras 55-61) permitiu observar a correlacao
entre os sinais & 3,94 (H-13) e 139,9 (C-3), indicando de forma inequivoca a posi¢do da
metoxila (Figura 58) (Tabela 7). As principais correlagdes foram representadas na Figura 62.



Figura 55. Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CDCl;) do alcaloide
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Figura 56. Mapa de contorno HMBC (6 2,5-4,5) do alcaloide 1.
b g By %
— a o e o @
w ! A 1 ! (Rl
] B
;: : A 4 ’ o &
I
-]
[]

F2 [ppm]

81

F1 [ppm]

150 100 50

200

F1 [ppm]

140 120 100 80

160



Figura 57. Mapa de contorno HMBC (6 2,6-3,3) do alcaloide 1.
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Figura 58. Mapa de contorno HMBC (4 3,95-4,15) do alcaloide I.
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Figura 59. Mapa de contorno HMBC (6 5,8-6,2) do alcaloide 1.
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Figura 60. Mapa de contorno HMBC (4 7,0-7,6) do alcaloide 1.
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Figura 61. Mapa de contorno HMBC (6 6,5-8,5) do alcaloide 1.
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Figura 62 — Principais correlacdes (H-C) observadas no mapa de contorno HMBC de 1.
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Os dados de RMN e EM foram comparados com aqueles encontrados na literatura
(PEREIRA et al., 2017) e sdo consistentes com a estrutura da 1,2-metilenedioxi-3-
metoxiaporfina (1), também conhecida como estefalagina. Esse alcaloide foi identificado pela
primeira vez em 1955 por Paris e Le Men, na espécie Stephania dinkladei Diels da familia
Menispermaceae (OLIVER-BEVER, 1986), e isolado posteriormente dos seus gralhos
(GOREN et al.,, 2003). Na familia Annonaceae, foi relatado nas cascas do fruto de
Xilopia aroméatica Sam (MARTINS et al., 1995) e em Annona crassiflora Mart (PEREIRA
etal., 2017).
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Tabela 7. Dados de RMN da estefalagina (1) em CDCls.

Posicdo Sumult.” (J em Hz) & DEPT CoSsYy HSQC HMBC

1 1447 C H-12; H-12'
la 110,9 C H-11
1b 118,0 C H-6a; H-4
2 133,6 C H-12; H-12'
3 139,9 C H-13; H4
3a 128,2 C

4 281m H-4'"; H-5' H-4

4 2,75m 22,3 CH; H-4; H-5; H-5' H-4'

5 2,45 ddd (12,0; 12,0; 4,0) 528 CH H-4" H-5' H-5

5 3,09 ddd (12,0; 4,0) ' 2 H-5; H-4; H-4' H-5' H-6a; H-4'
6a 3,19 dd (14,0) 61,7 CH H-7; H-T7' H-6a H-5; H-7
7 2,65 dd (14,0; 14,0) H-6a; H-7" H-7 H-8

7' 3,09 m 336 CHy H-7: H-6a H-7'

Ta 135,3 C H-11

8 7,16 dd (7,3; 1,1) 127,3 CH H-9 H-8 H-10

9 7,11ddd (7,3; 7,3; 1,1) 126,7 CH H-8; H-10 H-11 H-9

10 7,20ddd (7,3; 7,3; 1,1) 127,0 CH H-9; H-11 H-10 H-11; H-8
11 7,92dd (7,3; 1,1) 126,3 CH H-9; H-10 H-11 H-9
1la 130,8 C H-8; H-10
12 5,99 d (1,4) H-12’ H-12

12" 5,85d (1,4) 1009 CH; H-12 H-12"

13 3,94 s 59,5 CH; H-13

14 2,51s 42,3 CHs; H-14 H-6a; H-5

*Experimentos de RMN realizados a 400 e 100 MHz para "H e °C, respectivamente e deslocamentos quimicos (3) estabelecidos em relagio ao padrdo interno TMS (81ys
0,00). "Multiplicidade: s (singleto); d (dubleto); dd (duplo dubleto); ddd (duplo duplo dubleto); m (multipleto).

Fonte: autora.
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5.4.2 Elucidagéo estrutural do alcaloide 11

O alcaloide 11 (1,0 mg), foi isolado como um solido amarelo que também apresentou
teste positivo com o revelador ICfPt (Rf 0,75) (Figura 34). Foi submetido a andlise por
EM-IES-(+) em alta resolucdo, que possibilitou estabelecer a formula molecular C17HgNO3,
com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a quatorze. O sinal referente a molécula
protonada foi observado em m/z 276,0655 [M + H]", calculado para Ci;H1oNOs*, 276,0655
(A 0,0 ppm) (Figura 63).

Figura 63. EM-IES-(+) em alta resolucéo do alcaloide I1.
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Fonte: autora.
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Quando o sinal de m/z 276 foi submetido & analise por EM sequencial (EM/EM),
foram observados os fragmentos de m/z 248 e m/z 218, atribuidos as eliminacGes neutras de
CO (28 u) e H,C=0 (30 u), por meio de contracdes dos anéis como mostra a proposta de
mecanismo (Figura 64) (SILVA et al., 2017).

Figura 64. EM/EM-IES-(+) do alcaloide I1.
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Fonte: autora.

Pela analise do espectro de RMN *H de Il (Tabela 8) (Figuras 65-67), foi possivel
observar um padrdo de substituicdo do anel aromatico (D), similar ao do alcaloide I, cujos
sinais de hidrogénios foram observados em 6 8,58 (1H, dd, J = 8,0 e 1,0 Hz), 8,33 (1H, dd,
J=8,0e1,0Hz), 7,70 (1H, ddd, J =8,0; 8,0 e 1,0 Hz) e 7,51 (1H, ddd, J = 8,0; 8,0 e 1,0 Hz),
relativos aos hidrogénios H-11, H-8, H-10 e H-9, respectivamente do anel D. Quando
irradiado o sinal 6 8,33 (H-8) através do experimento de RMN de TOCSY 1D, foi observada
a transferéncia de polarizagdo através de 6 8,58 (H-11), 7,70 (H-10) e 7,51 (H-9) (Figura 68),
indicando que estes hidrogénios estdo ligados no mesmo anel aromatico e em sequéncia. Os
sinais observados em ¢ 7,86 (1H, d, J = 5,2 Hz) e 8,61 (1H, d, J = 5,2 Hz), foram
correlacionados a H-4 e H-5, respectivamente (anel B). A partir do experimento de TOCSY
1D, irradiando o sinal 6 7,86 (H-4) foi observada a transferéncia de polarizacdo para 6 8,61
(H-5), confirmando que sdo hidrogénios vicinais (Figura 69). Também foi observado um
singleto em 6 6,34 (1H, H-3), cuja analise do espectro de NOESY 1D, permitiu confirmar sua
posi¢ao, uma vez que apresentou correlagdo com o sinal & 7,86 (H-4), devido a proximidade

espacial (~4 A) (Figura 70). Foi observado ainda um singleto em & 6,34 (2H), referente ao
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grupo metileno (H-12). A analise do mapa de contorno COSY confirma as correlagdes entre

0s sinais supracitados (Figuras 71-73).

Figura 65. Espectro de RMN de *H do alcaloide 11 (600 MHz, CD;0D).
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Figura 66. Ampliacéo do espectro 65 (6 7,51-7,71) do alcaloide I1.
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Figura 67. Ampliacéo do espectro 65 (6 7,85-8,65) do alcaloide I1.
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Figura 68. Espectro de RMN de TOCSY 1D (600 MHz, CD;OD), irradiando 8,33 (H-8) do
alcaloide I1.
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Figura 69. Espectro de RMN de TOCSY 1D (600 MHz, CD;0D), irradiando & 7,86 (H-4) do
alcaloide I1.
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Figura 70. Espectro de RMN de NOESY 1D (600 MHz, CD;OD), irradiando & 7,24 (H-3) do

alcaloide I1.
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Figura 71. Mapa de contorno COSY do alcaloide I1I.
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Figura 72. Mapa de contorno COSY (6 6,4-8,8) do alcaloide I1.
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Figura 73. Mapa de contorno COSY (6 6,8-8,9) do alcaloide I1.
]
N A A
= T
=
LT
- -
=| @ [ ) "o
B m
o
| o
| =
= & 06 [~
o |
|
| o
o P _
T T T | T T T | T T T I T T T I T T I T
8.4 8.2 8.0 78 F2 [ppm]




95

No espectro de DEPTQ (Figuras 74-75) e no mapa de contorno HSQC
(Figuras 76-79), foram observados dezessete sinais de carbonos, que foram correlacionados

aos respectivos hidrogénios (Tabela 8).

Figura 74. Espectro de RMN **C DEPTQ do alcaloide 11 (150 MHz, CD;0D).
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Figura 75. Ampliacdo do espectro 74 (6 105-180) do alcaloide I1.
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Figura 76. Mapa de contorno HSQC (600 MHz, CD5;0D) do alcaloide 11.
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Figura 77. Mapa de contorno HSQC (6 6,8-9,0) do alcaloide I1.
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Figura 79. Mapa de contorno HSQC (& 7,6-8,7) do alcaloide I1.
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A anélise do mapa de contorno HMBC (Figuras 80-85) permitiu observar a correlacédo
entre o sinal 6 6,34 (H-12) com os sinais 148,9 (C-1) e 152,5 (C-2) do anel aromético (anel
A), confirmando a posi¢do do grupo metilenodioxi, além de correlacionar o sinal 6 8,33 (H-8)
com o sinal 6 182,1 (C-7), caracteristico da carbonila presente na estrutura de alcaloides do

tipo oxoaporfinicos.



Figura 80. Mapa de contorno HMBC (600 MHz, CD;0D) do alcaloide I1.
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Figura 82. Mapa de contorno HMBC (6 6,4—7,4) do alcaloide I1.
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Figura 83. Mapa de contorno HMBC (4 7,5-8,75) do alcaloide I1.
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Figura 84. Mapa de contorno HMBC (& 8,3-8,8) do alcaloide I1.
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Figura 85. Principais correlacGes (H-C) observadas no mapa de contorno HMBC de 1.

Os dados obtidos foram comparados com aqueles encontrados na literatura (Tabela 8)
(ORTIZ; SUARES; PATINO, 2007; CHEN et al., 2013), o que permitiu confirmar a estrutura
deste composto como sendo do alcaloide liriodenina (I11). Este metabdlito ja foi isolado de

espécies da familia Annonaceae, inclusive descrito em estudo realizado com as folhas e
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cascas de A. crassiflora (EGYDIO et al., 2013; HOCQUEMILLER et al., 1982;
GONCALVES et al., 2010).



Tabela 8. Dados de RMN da liriodenina (I1) em CD3;OD.
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Posicio &2 mult.” (J em Hz) 5 DEPT CoSY HSQC HMBC
1 1489 C H-12; H-3
la 106,8 C H-11
1b 123,6 C H-3; H-4
2 152,5 C H-12; H-3
3 7.24's 102,9 CH H-3 H-4
3a 136,5 C H-5
4 7,86 d (5,2) 124,9 CH H-5 H-4 H-5
5 8,61d (5,2) 1436 CH H-4 H-5 H-4
6a 144,1 C
7 182,1 C H-8
7a 128,6 C H-11
8 8,33 dd (8,0; 1,0) 127,9 CH H-9 H-8 H-10
9 7,51 ddd (8,0; 8,0; 1,0) 128,2 CH H-8; H-10 H-9
10 7,70 ddd (8,0; 8,0; 1,0) 134,2 CH H-9; H-11 H-10
11 8,58 dd (8,0; 1,0) 127,3 CH H-10 H-11 H-9
11a 133,5 C H-10
12 6,34 s 103,4 CH,

*Experimentos de RMN realizados a 600 e 150 MHz para 'H e ©°C, respectivamente e deslocamentos quimicos (3) estabelecidos em relago ao padréo interno
TMS (81ms 0,00). "Multiplicidade: s (singleto); d (dubleto); dd (duplo dubleto), ddd (duplo duplo dubleto).

Fonte: autora.
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5.4.3 Elucidagéo estrutural do alcaloide 111

O alcaloide 111 (1,7 mg), foi isolado como um sélido alaranjado, que apresentou teste
positivo quando revelado com o reagente ICEPt (Rs 0,88) (Figura 36). Foi submetido a anélise
por EM-IES-(+) em alta resolucdo, que possibilitou estabelecer a formula molecular
C1sH11NO4, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a quatorze. O sinal referente a
molécula protonada foi observado em m/z 306,0759 [M + H]", calculado para CigH1oNO4",
306,0761 (A 0,6 ppm) (Figura 86).

Figura 86. EM-IES-(+) em alta resolucdo do alcaloide aterospermidina (111).

[M+H]
61 306.0759

0,5+ 141.9578 255 2670 3523391 436.3389
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Fonte: autora.
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Ao ser submetido a andlise por EM/EM, o sinal de m/z 306,0758 produziu o ion
fragmento de m/z 291, que foi correlacionado a elimina¢do de uma metila (15 u), através de

uma clivagem homolitica, como mostra a proposta de fragmentacéo sobre a Figura 87.

Figura 87. EM/EM-IES-(+) do alcaloide I11.
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Fonte: autora.

A anélise do espectro de RMN *H de 111 (Tabela 9) (Figuras 88-90), permitiu observar
uma grande similaridade dos sinais com aqueles do alcaloide I1. No entanto foi observada a
presenga adicional de um sinal em 6 4,30 (3H, H-13), atribuido a metoxila ligada ao C-3.
Adicionalmente, foi observada a auséncia do sinal referente ao H-3, o que sugere a posi¢do da
metoxila. A analise dos espectros de RMN de TOCSY 1D, permitiu confirmar o padrdo de
substituicdo dos anéis B e D, a partir da irradiacdo dos sinais 6 8,48 (H-11) e & 8,69 (1H, d,
J = 4,9 Hz, H-5), cujas transferéncias de magnetizacdo mostram correla¢fes com 0s sinais em
d 8,34 (H-8), 7,72 (H-10) e 7,52 (H-9) (anel B), e & 8,14 (1H, d, J = 4,9 Hz, H-4),
respectivamente (Figuras 91 e 92). A andlise do mapa de contorno COSY confirma as

correlagdes entre os sinais supracitados (Figuras 93 e 94).
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Figura 88. Espectro de RMN de 'H do alcaloide 111 (600 MHz, CD;0D).
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Figura 90. Ampliacdo do espectro 88 (5 8,1-8,75) do alcaloide I11.
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Figura 91. Espectro de RMN de TOCSY 1D (600 MHz, CD;0D), irradiando & 8,48 (H-11) do
alcaloide I11.
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Figura 92. Espectro de RMN de TOCSY 1D (600 MHz, CD3;OD), irradiando & 8,69 (H-5) do
alcaloide I11.
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Figura 93. Mapa de contorno COSY do alcaloide I11.
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No espectro de RMN de DEPTQ foram observados dezoito sinais de carbonos
(Figuras 95-97), que foram correlacionados com os respectivos hidrogénios através do mapa
de contorno HSQC (Figuras 98-102).

Figura 95. Espectro de RMN **C DEPTQ do alcaloide 111 (150 MHz, CD,0D).
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Figura 96. Ampliac&o do espectro 95 (6 59-185) do alcaloide I11.
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Figura 97. Ampliacdo do espectro 95 (8 101-152) do alcaloide I11.
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Figura 98. Mapa de contorno HSQC (600 MHz, CD;OD) do alcaloide I11.
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Figura 99. Mapa de contorno HSQC (6 4,2-8,7) do alcaloide I11.
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Figura 100. Mapa de contorno HSQC (8 4,0-4,6) do alcaloide I11.
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Figura 101. Mapa de contorno HSQC (3 6,2-6,8) do alcaloide I11.
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Figura 102. Mapa de contorno HSQC (6 7,5-8,7) do alcaloide I11.
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Na analise do mapa de contorno HMBC (Figuras 103-111), foi confirmada a posi¢éao

da metoxila, através da correlagdo entre os sinais 6 4,30 (H-13) e 135,6 (C-3).



Figura 103. Mapa de contorno HMBC (600 MHz, CD;0D) do alcaloide I11.
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Figura 104. Mapa de contorno HMBC (6 4,2-8,8) do alcaloide I11.
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Figura 105. Mapa de contorno HMBC (6 6,0-6,5) do alcaloide I11.
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Figura 107. Mapa de contorno HMBC (6 4,1-4,5) do alcaloide I11.
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Figura 108. Mapa de contorno HMBC (6 8,1-8,6) do alcaloide I11.
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Figura 109. Mapa de contorno HMBC (6 8,5-8,7) do alcaloide I11.
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Figura 110. Mapa de contorno HMBC (6 7,4-8,0) do alcaloide I11.
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Figura 111. Principais correlacGes (H—C) observadas no mapa de contorno HMBC de I11.

SHs

@)

Os dados obtidos (Tabela 9) foram comparados com os da literatura (WIJERATNE et
al.,, 1995; COSTA et al., 2011) e sdo consistentes com a estrutura do alcaloide
aterospermidina (I11), j& relatado nas folhas e cascas do tronco de A. crassiflora
(GONCALVES et al., 2010), sendo descrita pela primeira vez nas cascas do fruto desta

especie.



Tabela 9. Dados de RMN da aterospermidina (111) em CD;0D.
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Posico S mult.’ (J em Hz) 5 HMBC

1 150,7 H-12
la 101,4 H-11
1b 122,7 H-4

2 136,8 H-12

3 135,6 H-4; H-13
3a 131,2 H-5

4 8,14 d (4,7) 119,6

5 8,69 d (4,7) 143,1

6a 143,8 H-5

7 182,7 H-8

7a 129,8 H-9; H-11
8 8,34dd (7,9; 1,1) 127,5 H-10

9 7,52 ddd (7,9; 7,9; 1,1) 127,2 H-11
10 7,72 ddd (7,6; 7,9; 1,1) 134,2

11 8,48 dd (7,9; 1,1) 126,4 H-9
11a 133,3 H-8; H-10
12 6,37 s 103,0

13 430s 59,3

?0s experimentos de RMN foram realizados a 600 e 150 MHz para 'H e **C, respectivamente e deslocamentos quimicos (8) estabelecidos em relagdo ao

padrio interno TMS (8us 0,00). "Multiplicidade: s (singleto); d (dubleto); dd (duplo dubleto), ddd (duplo duplo dubleto).

Fonte: autora.
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5.4.4 Identificacéo dos alcaloides IV e V

U4

A andlise da fracgdo MMe03-Fig7 210 por CLAE-EM-IES-(+), em alta resolucéo,
permitiu observar a presenca dos sinais de m/z 278,1176 [M + H]" (tr 34,6 min) e 308,1278
[M + H]" (tr 35,0 min) (Figuras 30 e 31), que foram correlacionados com as formulas
moleculares CigHisNO, (IV) e CygH17NOs (V), calculadas para CigHigNO,", 278,1176
(A 0,0 ppm) e C1gH1sNO5", 308,1281 (A 0,9 ppm), respectivamente (Figuras 112 e 113).

Figura 112. EM-IES-(+) em alta resolucéo do alcaloide 1V.
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Fonte: autora.
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Figura 113. EM-IES-(+) em alta resolucdo do alcaloide V.
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Fonte: autora.

A andlise da fragdo MMe03-Fig7 210 por CG-EM (Figura 114), permitiu observar a
presenca de dois sinais majoritarios com tg 38,5 e tg 42,1 min, que a partir da analise dos

espectros de massas (IE) foram correlacionados aos alcaloides 1V e V, respectivamente.

Figura 114. Cromatograma obtido por CG-EM da fracdo MMe03-F1g7 210,

30.0c6

38.525
42,128

L 33.765

Fonte: autora.
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O EM-IE do pico com tg 38,5 min (Figura 115) apresentou o sinal do ion molecular
[M]™ (100%) impar em m/z 277, 0 que sugere a presenca de um nitrogénio na estrutura, sendo
compativel com a formula molecular C1gH1sNO,. A andlise dos ions fragmentos permitiu
observar um sinal de m/z 262, que pode ser relacionado a eliminacdo da metila (15 u), através
de uma clivagem homolitica, como mostra a proposta de mecanismo sobre a Figura 115. Os
demais ions fragmentos apresentaram similaridade com aqueles da literatura para o alcaloide
dehidroroemerina (1V) (GUINAUDEAU; LEBOEUF; CAVE, 1979).

Figura 115. EM-IE (70 eV) do pico com tg 38,5 min.
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Fonte: autora.

O EM-IE do pico com tg 42,1 min (Figura 116) apresentou o sinal do ion molecular
[M]™ (100%) impar em m/z 307, sendo compativel com a formula molecular C19H17NO3. A
analise dos ions fragmentos apresentou similaridade com aqueles da literatura para o alcaloide
dehidroestefalagina (V) (RASAMIZAFYR; HOCQUEMILLER; CAVE, 1986).



Figura 116. EM-IE (70 eV) do pico com tg 42,1 min.
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O alcaloide dehidroroemerina, foi isolado das raizes de A. cherimolia (CHULIA et al.,

1995), enquanto o alcaloide dehidroestefalagina, foi isolado das folhas de Guatteria sagotiana
(RASAMIZAFYR; HOCQUEMILLER; CAVE, 1986). Entretanto, ambos nunca foram

reportados em A. crassiflora. As 6a-7-hidroaporfinas sdo um subtipo de dehidroaporfinas

relatadas em varias espécies da familia Annonaceae, sendo a maioria no género Guatteria
(LUCIO et al., 2015).

5.4.5 Identificacdo do alcaloide VI
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A anédlise da fragdo MMe01-Fy05 220 por EM-IES-(+), em alta resolugcdo, permitiu
observar a presenca do sinal de m/z 296,1281 [M + H]", que foi correlacionado com a formula
molecular CigH;17NO3, calculada para Ci1gHigNOs", 296,1281 (A 0,0 ppm) (Figura 38). A
partir da proposta de férmula molecular, aliada a analise dos compostos relatados na
literatura, foi possivel chegar na estrutura do alcaloide xilopina (V1), ja isolado das folhas de
A. crassiflora (EGYDIO et al., 2013).

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA

O extrato etanolico, a fracdo alcaloidal (CH,CI,) e o alcaloide | foram avaliados no
ensaio de inibigdo da AChE e BChE por meio do ensaio em microplacas (Tabela 10).

Tabela 10. Atividade anticolinesterasica do extrato etanodlico, fracdo alcaloidica (CH,CI,) e

estefalagina (1).

1Cso
Amostras AChE BChE
pg/mL pumol/L pug/mL pumol/L
EtOH > 1000 - > 1000 —
CHCl, 57.0+£9.7 - 57.0+9.7 -
I 126+1.9 39.8+6.3 32.7+6.6 104.2+20.6
Galantamina® 15+0.1 50+0.3 47.0+8.3 162.7 +28.8

“Controle positivo.

O extrato etandlico e a fracdo CH,Cl, apresentaram baixo potencial de inibicdo das
enzimas, enquanto a estefalagina (I) apresentou alta atividade inibitéria contra BChE
(ICs0 104,2 + 20,6 umol/L), quando comparada ao controle positivo galantamina
(ICs0 162,7 + 28,8 umol/L) (Figura 113). Foi possivel observar uma crescente atividade
inibitéria, quando comparados os resultados de inibicdo do extrato etanolico, da fracdo
CH,Cl, e do composto puro estefalagina, sugerindo que este metabodlito seja realmente o

responsavel pela atividade anticolinesterasica.
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Figura 117. Atividades inibitorias de AChE (A e B) e BChE (C e D) do extrato etandlico, fracdo
alcaloidal (CH,Cl,) e estefalagina (I) analisadas pelo ensaio de microplacas.

A ICs (ugmL ™) B ICsq (ug mL™")
_ -+ Ethanol extract = 1000 e Stephalagine 12.6+£1.9(39.8%6.3 nmol LY
-2 1004 ™ Dichloromethane fraction 57.0+9.7 E -+ Galantamine 1.5+ 0.1 (5.0+0.3 pmol L™
£ 01 . = ——— — — .
2 I e @
£ —_— ~ = ~
§ 604 '/'"k i L - 8 3 ) B -
T 409, o
s = 3
= 201 o =
2 ¥ g
Z o . . . . E ' ' .
R V] 500 1000 1500 2000 B 100 200 300
Concentration (pg mL™") Concentration (pug ml .")
C 1Cs (g mL™) D . O
IC50 (g mL™)
—s— Fthanol extract = 1000

¢ Stephalagine  32.7+6.6 (104.2+£20.6 pmol L™

£ i ane fracti 57.7+ B

k - Diiamelene iEeien 5705580 2 ‘& Galantamine  47.0+8.3 (162.7+28.8 ymol LY

Z 1001 E 100

£ R | .

5 6] ¥ - A

% : B i3

E‘ 404 ? - E 404 ."&

= | {,_7—-7% — & ) i

= L =

S o204, 2043

N -

=z o . . ' . s 0 : . .

£ 0 500 1000 1500 2000 ° 0 100 200 300
Concentration (ug mL'L} Concentration (pg mL™)

Nota: ICs, é a concentragdo da amostra que inibe 50% das enzimas (ug/mL ou umol/L); galantamina
foi usada como controle positivo.

Fonte: autora.

A selecdo do ensaio de inibicdo da AChE e BChE foi feita a partir de relatos na
literatura que descrevem os alcaloides aporfinicos como potenciais inibidores destas enzimas
(KONRATH et al., 2013; DONG et al., 2015; NAVABI et al., 2018), sendo que o metabdlitos
isolados e identificados em A. crassiflora exibem grande semelhanga estrutural com aqueles
descritos na literatura. Dentre os alcaloides identificados e isolados, a liriodenina, a
aterospermidina e a xilopina apresentam nitrogénio secundario no anel B, enquanto a
estefalagina, a dehidroroemerina e a dehidroestefalagina apresentam nitrogénio terciario. No
estudo realizado por Chiou et al. (1998), que preparou uma série de homologos N-alquilados
da litebamina (33) (Figura 118), foi observado que os homdlogos quaternarios N-metil ou

N-propil sdo mais potentes que os demais compostos no ensaio de avaliagdo da
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anticolinesterase. Estes resultados sugerem que os alcaloides I, 1V e V devem ser melhores
inibidores que os demais compostos.

Figura 118. Estrutura quimica da litebamina

T
N
HO
H,CO
H,CO
OH

33

Fonte: autora.

5.6 ENSAIOS IN SILICO (DOCKING MOLECULAR)

Estudos in silico sdo usuais nos estagios iniciais de desenvolvimento e avaliacdo de
compostos bioativos para estimar as possiveis interacGes entre 0s compostos e 0s alvos
bioldgicos (CHEUNG et al., 2012). Assim, ensaios de docking molecular foram realizados

para prever o modo de ligacdo dos alcaloides I-111 8 AChE e BChE humanas.

5.6.1 Ensaios “in silico” utilizando a AChE

De acordo com os estudos de docking molecular é possivel verificar que os alcaloides
I-111 se ancoram no sitio ativo da AChE de modo semelhante ao inibidor huprina W. O local
de ligacdo da AChE é predominantemente hidrofébico e os trés compostos mostraram esse
tipo de interacdo com os residuos de aminoacidos no sitio catalitico da AChE. A estefalagina
(Figuras 119a e 119b), liriodenina (Figura 120), aterospermidina (Figura 121) e a huprina W
(Figura 119c) fazem interagOes do tipo n-n/n-3 com o mesmo par de residuos aromaticos da
AChE (Trp86 e Tyr337). Sabe-se que a interacdo com Tyr337 é crucial para a inibicdo da

AChE humana (ASHANI et al., 1994) na estreita cavidade aromaética da enzima, que é
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fundamental na orientacdo do ligante para atingir o sitio ativo da enzima (CHEUNG et al.,
2012). Além disso, os inibidores I e I11 exibiram uma ligacéo de hidrogénio com Ser125, 0s
inibidores 11 e 111 exibiram uma ligacdo de hidrogénio com Thr83, enquanto a huprina W

realiza uma ligacdo de hidrogénio extra com a cadeia principal de Gly122 (Figura 119c¢).

Figura 119. Estefalagina no sitio ativo da AChE humana (A e B), sobreposi¢do dos modos de ligacao
da huprina W e estefalagina no sitio ativo da AChE (C) e sobreposicdo dos modos de ligacdo da
galantamina e estefalagina no sitio ativo da AChE (D).

Stephalagine Aoa Stephalagine
huprine W galanthamine

Nota: AChE é na figura tridimensional e inibidores em bastdes. Em destaque as ligagGes de hidrogénio
entre os inibidores e os residuos de aminodcidos da enzima (linha continua ciano). Linhas tracejadas
verdes representam interagdes n-mt/m-Cation.

Fonte: autora.
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Figura 120. Liriodenina complexada com AChE.
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Figura 121. Aterospermidina complexada com AChE.
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Fonte: autora.

Vale a pena mencionar que, em uma estrutura cristalografica da galantamina com
AChE humana recombinante (CHEUNG et al., 2012), este inibidor (padrdo no ensaio
bioldgico) tem numero menor de interacbes hidrofébicas do que I-111 e a galantamina nao
apresenta interacbes m-m/m-cation com Trp86 e Tyr337 (Figura 119d). No entanto, a
galantamina interage com os dois residuos através de uma interacdo hidrofobica (Trp86) e
uma ligacdo de hidrogénio (Tyr337). O residuo crucial Tyr337 na estrutura cristalogréfica da
galantamina com a AChE recombinante é levemente rotacionado para o plano formado pelo
anel Tyr337 na estrutura cristalografica da huprina W com AChE, ndo paralela ou proxima o
suficiente para formar uma interacao n-n/n-cation, e ainda perto o suficiente para formar uma
ligagdo de hidrogénio. As simulagBes computacionais permitiram rotagdes dos anéis, que
possibilitou observar a interagdo entre a Tyr337 com a estefalagina em uma orientagdo que
favoreceu a interacdo n-m/n-cation. Além disso, os inibidores I e 111 exibiram uma ligacéo de

hidrogénio com um residuo de serina e a galantamina apresentou uma ligacdo de hidrogénio
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extra formada com Glu202 (Figura 119d). Essa diferenca no nivel molecular das interacGes
sugere que a estefalagina e a aterospermidina exibem um perfil de inibicdo diferente da

galantamina e similar a huprina W.

5.6.2 Ensaios “in silico” utilizando a BChE

A estrutura da BChE é semelhante a AChE, diferindo apenas em dois residuos de
aminoéacidos presentes na cavidade aromatica da AChE (Phe288 e Phe290), substituidos por
residuos menos volumosos na BChE (Leu286 e Val288) (PAN et al., 2008). Os principais
residuos funcionais sdo Asp70 e Tyr332, estdo posicionados na entrada da cavidade
aromatica, e estdo envolvidos em ligacGes dos residuos do sitio aniénico periférico com
substratos carregados positivamente, além de controlar a arquitetura funcional do sitio ativo
da enzima (NAWAZ et al., 2011). Todos os inibidores (I-111) (Figuras 122—-124) formam
interacbes com o mesmo par de residuos da BChE (Asp70 e Tyr332), além dos compostos | e
11 apresentarem uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de treonina 120 (Figuras 122 e
124). A galantamina, inibidor utilizado como padrdo positivo no ensaio biolégico também
apresentou menor nimero de interagdes hidrofdbicas do que I1-111 (Figura 125), assim como a
huprina W (Figura 126). No entanto a galantamina interage atraveés de uma ligacdo de
hidrogénio com o residuo de Glyl16 e a huprina W interage com os residuos Tyrl28 e
Gly115.



Fonte: autora.

Figura 122. Estefalagina complexada com BChE.
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Figura 123. Liriodenina complexada com BChE.
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Fonte: autora.



Fonte: autora.
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Figura 124. Aterospermidina complexada com BChE.
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Fonte: autora.
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Figura 125. Galantamina complexada com BChE.
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Figura 126. Huprina W complexada com BChE.
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6 CONCLUSOES

O fruto conhecido como araticum é bastante utilizado pelas comunidades tradicionais
que vivem em regides do Cerrado. Com a expansao do conhecimento tradicional, o araticum
passou a ser comercializado em maior escala, assim sua polpa € utilizada no preparo de doces,
sucos e sorvetes. No entanto as cascas sdo descartadas por ndo apresentar utilidade. A arvore
que produz o araticum é cientificamente conhecida como Annona crassiflora e pertence a
familia Annonaceae, reconhecida pela presenca de alcaloides benzilisoquinolinicos com
comprovadas atividades bioldgicas.

O estudo quimico do extrato etanolico das cascas de A. crassiflora resultou no
isolamento dos alcaloides estefalagina (1), liriodenina (I1) e aterospermidina (I11) e
identificacdo da dehidroroemerina (IV), dehidroestefalagina (V), e xilopina (VI1), sendo que
destes somente | ja havia sido isolada das cascas do fruto da espécie. Os alcaloides
oxoaporfinicos Il e 111 foram relatados anteriormente nas folhas e cascas do tronco, enquanto
o alcaloide VI foi relatado nas folhas, porém estes compostos estdo sendo descritos pela
primeira vez na casca dos frutos de A. crassiflora. Além disso, € a primeira vez que se relata a
presenca dos alcaloides dehidroaporfinicos 1V e V em A. crassiflora. Estes metabolitos ja
haviam sido relatados em outras espécies do género Annona.

A EM-IES e a EM-IE provaram ser ferramentas importantes para a elucidacdo e
identificacdo das estruturas dos alcaloides.

Relatos na literatura sobre a atividade inibidora da AChE nos motivaram para a
avaliacdo da desta atividade para o alcaloide I, isolado em quantidade suficiente para
realizacdo dos ensaios. Adicionalmente o composto | também foi avaliado quanto a
capacidade de inibicdo da BChE, sendo observado resultado comparavel com o controle
positivo galantamina.

O estudo in silico (docking molecular) mostrou que os alcaloides aporfinicos e
oxoaporfinicos interagem com a AChE e BChE na mesma regido que inibidores como a
huprina W e galantamina. Todos os inibidores (I-111) apresentaram interacbes com 0s
principais residuos das duas enzimas. Na AChE, 1 e 111 exibiram ligacdo de hidrogénio com
Ser125, enquanto Il e Il exibiram ligacdo de hidrogénio com Thr83. Na BChE, | e 11l
apresentaram ligagdo de hidrogénio com o residuo Thr120. Além disso, dados descritos na
literatura a respeito de Il, evidenciam o potencial anticolinesterasico deste composto
(ICs0 3,5 uM), quando comparado com o padrdo positivo huperzina A (ICsp 1,8 uM). Estes

resultados mostram a importancia destes compostos como modelos para o desenvolvimento
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de novos farmacos para o tratamento de doencas relacionadas ao sistema nervoso central com
a DA.

O potencial biologico observado no ensaio de inibicdo da AChE e BChE, assim como
os resultados do estudo de docking molecular ressaltam o potencial quimico e farmacologico

de A. crassiflora.
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