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RESUMO

Espécies do género Abuta (Menispermaceae) sdo conhecidas por suas propriedades
etnoboténicas, apresentando uma ampla gama de propriedades farmacoldgicas. Neste
trabalho foi realizado o estudo fitoquimico e investigacdo da atividade bioldgica da
espécie Abuta panurensis (Menispermaceae). O perfil quimico das folhas, galhos e
sementes da espécie A. panurensis foi elaborado por meio de técnicas espectrométricas.
A fracdo alcaloidica das folhas e galhos foi analisada por meio de CLAE-DAD-MS/MS.
As estruturas dos alcaloides foram elucidadas por uma combinacdo de técnicas
espectrométricas e espectroscopicas de RMN 1D e 2D juntamente com o estudo in silico.
A inibicdo da enzima acetilcolinesterase, atividade citotoxica e imunomoduladora dos
alcaloides isolados foram avaliadas por meio de ensaios in vitro. Treze alcaloides
(isoquinolinicos e amidas) foram propostos conforme a literatura, dos quais cinco
alcaloides (isémero da lindoldamina, estefarina, palmatina, 5-N-metilmaitenina e N-
trans-feruloitiramina) foram isolados dos galhos e reportados pela primeira vez para a
espécie. A presenca da poliamina 5-N-metilmaitenina foi reportada pela primeira vez na
familia Menispermaceae. Quanto a inibicdo da enzima acetilcolinesterase, quatro
alcaloides mostraram potencial de inibi¢gdo com Clso de 19,55 uM a 61,24 uM. O estudo
in silico das interacdes dos alcaloides estefarina e 5-N-metilmaitenina com a enzima
acetilcolinesterase e interleucinas IL-6 e IL-8, mostrou que as substancias foram capazes
de se ligar efetivamente ao sitio ativo da enzima AChE e demonstraram afinidade com as
proteinas de IL-6 e IL-8. Estefarina e 5-N-metilmaitenina mostraram atividade citotoxica
contra duas linhagens de células tumorais (K562 e U937) com Clso de 11,77 uM a 28,48
MM e ndo foram citotoxicos para células normais. Quanto a atividade imunomoduladora,
ambos alcaloides inibiram a producdo de IL-6 em niveis semelhantes. A estefarina inibiu
consideravelmente a producdo de IL-8 em comparacdo com a 5-N-metilmaitenina, que

mostrou uma acdo dependente da dose.

Palavras-chave:  alcaloides  isoquinolinicos,  poliaminas, = Menispermaceae,

acetilcolinesterase, in silico, imunomodulador, citotoxico.



ABSTRACT

Species of the genus Abuta (Menispermaceae) are known for their ethnobotanical and a
wide range of pharmacological properties. This work is reported the phytochemical study
and biological activity investigation of the specie Abuta panurensis (Menispermaceae).
A chemical profile of leaves, branches and seeds of the A. panurensis was elaborated by
spectrometric techniques. The alkaloid fraction from leaves and branches was analyzed
by HPLC-DAD-MS/MS. Structures of the alkaloids were elucidated by a combination of
1D and 2D NMR spectroscopic and spectrometric techniques together with an in silico
study. Acetylcholinesterase enzyme inhibition, cytotoxic, and immunomodulatory
activity of alkaloids were evaluated by in vitro assays. Thirteen alkaloids (isoquinolines
and amides) were tentatively identified, of which five (lindoldhamine isomer, stepharine,
palmatine, 5-N-methylmaitenine and N-trans-feruloyltiramine) were isolated and
reported for the first time for the specie. The presence of 5-N-methylmaytenine polyamine
was reported for the first time in Menispermaceae family. As for the acetylcholinesterase
enzyme inhibition, four alkaloids showed the inhibition potential with ICsg values ranging
from 19.55 pM to 61.24 pM. In silico study of interactions of stepharine and 5-N-
methylmaitenine alkaloids with the acetylcholinesterase enzyme, interleukins IL-6 and
IL-8 showed that the compounds were able to bind effectively to the AChE enzyme active
sites and to demonstrate affinity towards IL-6 and IL -8 proteins. The stepharine and 5-
N-methylmaytenine revealed a cytotoxic activity against two tumor cell lines (K562 and
U937) with the ICso values in the range of 11.77 uM to 28.48 UM, the alkaloids were not
cytotoxic to normal cells. Regarding the immunomodulatory activity, both alkaloids
inhibited the I1L-6 production at similar levels. Stepharine inhibited considerably the IL-
8 production, when compared to 5-N-methylmaytenine that showed, however, a dose-
dependent action.

Keywords: isoquinolines alkaloids, polyamines, Menispermaceae, acetylcholinesterase,

in silico, immunomodulator, cytotoxic.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento tradicional sobre 0 meio em que se vive é fundamental para a
construcdo da cultura de um povo. O uso de plantas tdxicas é uma pratica muito comum
entre populagdes indigenas, como o preparo do “curare”, um veneno de acdo paralisante
usado para cacga na regido amazonica, que pode ser preparado a partir de algumas espécies
da familia Menispermaceae (BARBOSA-FILHO et al., 2000; DI STASI e HIRUMA-
LIMA, 2002).

Esse conhecimento tem despertado interesse no estudo de plantas medicinais com
propriedades farmacologicas, estimulando a busca por substancias bioativas e
possivelmente levando a descoberta de novos farmacos, tudo isso associado as
informagdes boténicas e quimiotaxonémicas. A familia Menispermaceae é conhecida na
regido por abrigar espécies com propriedades toxicas, que muitas vezes estdo relacionadas
a presenca de alcaloides, como, por exemplo, no género Abuta (BARBOSA-FILHO et
al., 2000; DI STASI e HIRUMA-LIMA, 2002).

O alcaloide d-tubocurarina, que faz parte do principio ativo do curare, foi isolado
a partir da espécie Chondodendron tormentosum da familia Menispermaceae, atuando
como relaxante muscular, esta atividade estd relacionada ao sistema nervoso central
(BARBOSA-FILHO et al., 2000). Estudos realizados com alcaloides derivados do
esqueleto isoquinolinico tém mostrado potencial farmacolégico de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE) (MUREBWAYIRE et al., 2009; COMETA et al., 2012),
atividade citotoxica (ROJAS et al., 2004; STEVIGNY et al., 2005; SWAFFAR et al.,
2012) e imunomodulatéria (VIEIRA et al., 2018).

Os produtos naturais, especialmente os alcaloides, tém sido uma das principais
fontes de substancias bioativas capazes de inibir a enzima AChE, que por sua vez esta
relacionada ao processo de desencadeamento de doencas neurodegenerativas ou ainda,
doencas inflamatdrias mediada pelo sistema colinérgico de células do sistema imune
(BOROVIKOVA et al.,, 2000; COMETA et al.,, 2012; HOUGHTON et al., 2006;
KONRATH et al., 2013; LIMA e HAMERSKI, 2018; SUN et al., 2013).

Abuta é o género que apresenta maior diversidade estrutural de alcaloides na
familia Menispermaceae, sendo caracterizado pela presenca de derivados do esqueleto
benzilisoquinolinico com diversas propriedades farmacologicas reportadas na literatura
(BENTLEY, 1989; HOCQUEMILLER e CAVE, 1984; STEELE et al., 1999; COMETA
etal., 2012; SWAFFAR et al., 2012).
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Apesar dos diversos estudos relacionados aos alcaloides da familia
Menispermaceae, a espécie A. panurensis ainda foi pouco explorada do ponto de vista
fitoquimico, sendo possivel até 0 momento encontrar um Unico registro na literatura
referente a dois alcaloides do tipo bisbenzilisoquinolinicos isolados a partir dos galhos
desta espécie (CAVA et al., 1975b). Também vale ressaltar que muitas vezes na regido,
a espécie pode ser confundida com a A. grandifolia, embora tratem-se de espécies
vegetativamente diferentes (SOUSA et al., 2014).

Diante do exposto acima, o trabalho consiste no estudo fitoquimico da espécie A.
panurensis da familia Menispermaceae pouco explorada do ponto de vista quimico, a
fim de que possamos elaborar um perfil mais abrangente quanto aos metabdlitos
secundarios encontrados, juntamente com o isolamento de substdncias e atividade

inibitéria da enzima AChE, citotdxica e imunomodulatoria.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Contribuir para o conhecimento fitoquimico da espécie Abuta panurensis
(Menispermaceae) e avaliar a atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase,

citotoxica e imunomoduladora.

2.2. Especificos

» Auvaliar o perfil quimico das folhas, galhos e sementes de A. panurensis por meio
da técnica de LS-MS;

» Auvaliar as fragdes alcaloidicas das folhas e dos galhos de A. panurensis utilizando
técnicas de CLAE-DAD-MS e MS/MS";

» lIsolar e caracterizar os principais constituintes da fracao alcaloidica dos galhos de
A. panurensis por meio de CLAE-DAD-MS, MS/MS", EMAR e RMN 1D/2D;

» Avaliar o potencial bioldgico das substancias identificadas nos galhos de A.
panurensis por meio de ensaios de inibicdo da enzima acetilcolinesterase, de

citotoxicidade e de imunomodulacao;

» Realizar o estudo tedrico de docking molecular das substancias promissoras.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Familia Menispermaceae Juss.

Pertencente & ordem Ranunculales, a familia Menispermaceae foi descrita por A.
L. de Jussieu em 1789, e 0 nome Menispermaceae esta relacionado ao formato de meia
lua das sementes. Todas as espécies sdo perenes e a familia é constituida de diversas
formas de vida sendo predominantemente trepadeiras, mas também abrange arbustos,
subarbustos, raramente ervas e arvores (WATSON e DALLWITZ, 1992; BARBOSA-
FILHO et al., 2000; CARLQUIST, 1995).

As espeécies da familia Menispermaceae apresentam ampla distribuicéo
geogréfica, principalmente em paises tropicais e subtropicais (Figura 1). A familia esta
representada por 70 géneros e 517 espécies registradas, das quais apenas 3 espécies do
género Abuta ocorrem na América do Norte. Em todo Brasil foram relatados 15 géneros
e 105 espécies, das quais 16 espécies distribuidas em 8 géneros ocorrem na Reserva
Florestal Adolpho Ducke, localizada préximo da cidade de Manaus—AM (RIBEIRO, et
al, 1999; FLORA, 2020).

= — —~— -
&K PR e O -

Fonte: http://www.mobot.org/.../orders/ranunculalesweb.htm
Figura 1: Distribui¢do geografica da familia Menispermaceae no mundo.

3.1.1. Aspectos Etnobotanicos da familia Menispermaceae

Conforme podemos observar na Tabela 1, espécies de diferentes géneros da
familia Menispermaceae sdo utilizadas na medicina tradicional para o tratamento de
doencas, apresentando um vasto valor medicinal para populacfes locais (BARBOSA-
FILHO et al., 2000; WET e WYK, 2008). Na América do Sul o uso do curare, descrito
como veneno de flechas que paralisa peixes e passaros, € amplamente difundido entre
populagdes indigenas principalmente para caca na regido. O curare pode ser preparado a
partir de espécies dos géneros Abuta, Chondodendron, Curarea e Cissampelos, como
também pode ser produzido por espécies do género Strychnos (Loganiaceae)
(BARBOSA-FILHO et al., 2000; RIBEIRO et al., 1999; MANU et al., 2012).
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Tabela 1: Espécies da familia Menispermaceae utilizadas na medicina tradicional.

Espécies Uso tradicional

Febre, enfermidades gastricas, hepaticas, maléria, curare (PEREZ,
Abuta grandifolia 2002; GARAVITO et al., 2006), lesdes na pele e anti-inflamatério
(ROJAS et al., 2004).

Cicatrizante e anti-inflamatdrio (DI STASI e HIRUMA-LIMA,

Abuta sabdwithiana 2002).

Colicas menstruais, anti-inflamatorio e verminoses (TRIBESS et

Abuta selloana al., 2015).

Desordens no sistema digestivo e urinario (WATT e BREYER-

Antizoma angustifolia BRANDWIJK, 1962; WET et al., 2004).

Colicas menstruais, hemorragia uterina e preparacdo curare

Cissampelos pareira (MANU et al., 2012; SEMWAL et al., 2014).

Dor de dente, dor nos rins e vomito (WATT e BREYER-

Cissampelos torulosa BRANDWIJK, 1962).

Tosse, dor de garganta, reumatismo e outras dores no corpo (WET

Tinospora fragosa e WYK, 2008)

Chondodendron spp. Curare (RIBEIRO et al., 1999; ROCHA et al., 1984)

Embora tenha sido apresentado o conhecimento popular de algumas espécies da
familia Menispermaceae, a sua utilizacdo como medicamento tradicional ou fitoterapico,
especialmente considerando os dados populares de toxicidade, ainda é restrito em virtude
do baixo nimero de informac6es que garantam a seguran¢a quanto ao uso ( DI STASI e
HIRUMA-LIMA, 2002). Essa restricao torna-se maior pelo fato de que os medicamentos
tradicionais preparados com essas espécies da regido amazonica, ndo se caracterizam por
uso disseminado e poucas informacGes estdo disponiveis. Entretanto, esse aspecto torna
as espécies interessantes do ponto de vista cientifico para a realizacdo de estudos como
fonte de substéncias bioativas, além do conhecimento cientifico acerca de espécies
bastante exploradas do ponto de vista tradicional ( DI STASI e HIRUMA-LIMA, 2002).

3.2. Estudo fitoquimico da familia Menispermaceae

A literatura descreve que 0s constituintes quimicos mais abundantes nas espécies
da familia Menispermaceae sdo os alcaloides (THORNBER, 1970; MENACHERY,
1998; BARBOSA-FILHO et al., 2000), entretanto outras classes de metabdlitos ja foram
relatadas na familia (Tabela 2). Flavonoides e terpenoides ja foram isolados da espécie
Tinospora cordifolia (PRAKASH e ZAMAN, 1982; TUNTIWACHWUTTIKUL et al.,
1999), outros metabdlitos como flavonas, diterpenos, triterpenos e fendlicos foram

isolados da T. crispa (KOAY e AMIR, 2013); além de saponinas isoladas do extrato
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metanolico das folhas de Abuta grandifolia (SAYAGH et al., 2012), assim como 0s
esteroides abutasterona e 20-hidroxiecdisona isolados de A. velutina (PINHEIRO et al.,
1983) e Coscinium fenestratum (DEEVANHXAY et al., 2009), respectivamente.

Embora tenham sido relatados outras classes de metabolitos secundarios, os
alcaloides apresentam um grande interesse de estudo devido a elevada ocorréncia deles
nos diferentes géneros da familia. A maioria dos alcaloides em Menispermaceae séo
derivados de esqueleto isoquinolinico, apresentando como precursor o aminoacido L-
tirosina (ROCHA et al., 1984; BARBOSA-FILHO et al., 2000; SEMWAL e SEMWAL,
2015).

Tabela 2: Alguns exemplos de constituintes isolados da familia Menispermaceae.

Estrutura Quimica Cllasge Género Nome Referéncia
Quimica

3 O | l . . 5-aliloxi-6, 7, 4’- | PRAKASH e

HiCO Flavonoides |Tinospora

trimetoxiflavona ZAMAN, 1982

Flavonoides |Tinospora | tinosporinona PRAKASH e
ZAMAN, 1982
1: lucyosideo E
2: silfiosideo E
3: (policiosideo D),
4:3-O-(B-D-
glucopiranosil-(1—
Saponinas  |Abuta 4)-p-D- SAYAGH etal,
. . 2012
glucuronopiranosil)
-28-O-(B-D-
glucopiranosil)-
acido oleandlico
5: polisciosideo A
. PINHEIRO et
Esteroide Abuta abutasterona al., 1983

1: Baenzigerida A TUNTIWACH
Terpenos Tinospora | 2: baenzigerosideo | WUTTIKUL et

A al., 1999
) o . - DEEVANHXA
Esteroide Coscinium | 20-hidroxiecdisona Y et al., 2009
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3.2.1. Alcaloides de Menispermaceae
Os alcaloides sdo compostos nitrogenados de baixo peso molecular encontrados
principalmente em plantas. Podem conter um ou mais atomos de nitrogénio com
caracteristicas de aminas primarias, secundarias ou terciarias, geralmente conferindo o carater
de basicidade da molécula, e facilitando o isolamento e purificacdo em relacdo as demais
classes de metabdlitos secundarios. Contudo, esse carater basico esta relacionado com a
estrutura, presenca e localiza¢do de grupos funcionais nos alcaloides (DEWICK, 2009).
Mudancas fundamentais no esqueleto basico dos alcaloides sdo capazes de
promover um aumento na diversidade e tipos estruturais de alcaloides. Essa caracteristica
€ muito comum nos géneros encontrados na familia Menispermaceae, que € bastante
promissora quanto a variedade de tipos de alcaloides derivados do esqueleto
isoquinolinico, das quais citar:

podemos isoquinolinicos (1),

benziltetrahidroisoquinolinicos (2 e 8), bisbenzilisoquinolinicos (3), aporfinicos (4),

proaporfinicos (5), protoberberinicos (6), morfinanos (7) entre outros (Figura 2)
2014;

(THORNBER, 1970; YU et al, SEMWAL e SEMWAL, 2015;

KONGKIATPAIBOON et al., 2017).

Hy,C—O
N
0

talifolina (1)

coclaurina (2)

H,CO
O NH
)

HyC—0

HyC—O

’ 0—CH;

|
CH; O
* cH3

(o)

estefarina (5)

Hsco:@g
N
HO 7 CHy

HOO/
Hy,C—O0

reticulina (8)

0—CH,

dicentrina (4) palmatina (6)

cucolina (7)

Figura 2: Exemplos de alcaloides relatados na familia Menispermaceae.
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Alcaloides poliaminas (derivados de putrescina, espermidina, espermina e
cadaverina) sdo metabdlitos secundarios que ocorrem largamente em plantas
angiospermas (BIENZ et al., 2005; BOKERN et al., 1995; KUMAR et al., 2018;
PONCHET et al., 1980), mas sdo praticamente ausentes em plantas estereis (PONCHET
etal., 1980; NEGREL et al., 1991; HEDBERG et al., 1996; MARTIN- TANGUY, 2001,
NIWA et al., 2003; EFDI et al., 2007; KUMAR et al., 2018).

Estas substancias também podem ser isoladas de outras fontes naturais
(SCHAFER et al., 1994), particularmente de fungos (STEGLICH et al., 1984;
CLERICUZIO et al., 2004; 2007; RUSSO et al., 2007; TABASSO, 2007). Alcaloides
amidas ndo sdo comuns na familia Menispermaceae, sendo reportados apenas para
Cissampelos glaberrima, na qual foram descritos quatro alcaloides (9-12) deste tipo
(Figura 3) (ROSARIO et al., 1996; KUMAR et al., 2018) e Abuta grandifolia, na qual
foi isolada N-trans-feruloiltiramina (13) (Figura 3) (HENRIQUE, 2012).

deca-2E,4E écido diendico isobutilamida (9) octa-2E,4E4cido diendico isobutilamida (10)

. . I acido decandico isobutilamida (12)
acido 2-decenoico isobutilamida (11)

HO
\O\/\ 1
N 7
N

OH
N-trans-feruloiltiramina (13) OCH;,3

Figura 3: Exemplos de amidas reportadas nos géneros Cissampelos e Abuta.

3.2.2. Atividade farmacolégica de alcaloides de Menispermaceae

Diversas propriedades farmacologicas tém sido atribuidas aos alcaloides
derivados de isoquinolinicos, um dos membros mais importantes desse grupo é a d-
tubocurarina (bisbenzilisoquinolinico) isolada da espécie Chondodendron tormentosum
(ROCHA et al., 1984; BARBOSA-FILHO et al., 2000).

Dos diversos alcaloides isolados do curare, a d-tubocurarina € o0 que apresenta
maior importancia terapéutica e farmacoldgica. A atividade relaxante muscular

promovida pelo alcaloide ocorre devido a sua acdo nos receptores nicotinicos da
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acetilcolina, sendo bastante utilizado na década de 60 em procedimentos cirirgicos
(ROCHA et al., 1984; BARBOSA-FILHO et al., 2000; HOUGHTON et al., 2006).

Estudos realizados com alcaloides do tipo bisbenzilisoquinolinico mostraram
potencial de inibicdo das enzimas acetilcolinesterase e butirilacetilcolinesterase, alvo para
o0 tratamento de doencas neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer
(MUREBWAYIRE et al., 2009; COMETA et al., 2012). A atividade antimalarica dos
alcaloides bisbenzilisoquinolinicos, krukovina e limacina, isolados do extrato metanélico
das cascas de A. grandifolia foram reportados na literatura (STEELE et al., 1999).

Alcaloides de esqueleto do tipo aporfinico apresentaram atividade citotoxica em
testes in vivo e in vitro contra linhagens de células cancerigenas (ROJAS et al., 2004;
STEVIGNY et al., 2005). Além disso, alcaloides dos tipos tropoloisoquinolinico,
azafluoranteno e oxoaporfinico isolados a partir de espécies de Abuta e Cissampelos,
também mostraram atividade citotoxica contra varias linhagens de células cancerigenas
(MORITA et al., 1993; ITOKAWA et al., 1994; SWAFFAR et al., 2012).

Alcaloides proaporfinicos sdo conhecidos principalmente pelo seu potencial de
inibir reversivelmente a enzima acetilcolinesterase (DONG et al., 2015; NABAVI et al.,
2019). A estefarina é o alcaloide proaporfinico mais representativo do género Stephania
(CAVA et al., 1968). A efetividade e o potencial anti-acetilcolina do sal sulfato de
estefarina (estefaglabina) foi reportado na literatura para o tratamento de traumas e
injarias pds-operatorias do sistema nervoso periférico e confirmado por estudos clinicos
(KUZNETSOQV et al., 1995).

De acordo com a literatura, o potencial farmacéutico da estefarina € muito maior
(LAGO et al., 2007; MARKS, 2013), o alcaloide apresenta atividade citotdxica contra
duas linhagens de células de pulméo humano (CHANG et al., 2006), bem como potencial
antifangico e atividade contra danos celulares (LAGO et al., 2007).

Outra propriedade farmacoldgica dos alcaloides encontrados na familia
Menispermaceae, esta relacionada ao efeito imunomodulador. Warifteina, do tipo
bisbenzilisoquinolinico, foi isolada da espécie Cissampelos sympodialis sendo reportado
a propriedade imunomodulatéria deste alcaloide contra desordens respiratérias e a
utilizacdo dele para tratamento de varias doencas inflamatdrias, incluindo asma e
bronquite (VIEIRA et al., 2018).

De fato, a acdo farmacoldgica dos alcaloides derivados de isoquinolinicos é
relevante e se encontra bem documentada na literatura. Outras classes de metabolitos ja

isolados da familia também apresentam importante potencial farmacol6gico como é o caso
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da chalconoflavona, dimero isolado do extrato aceténico de Cissampelos parreira, que
apresentou boa atividade contra Trypanossoma cruzi (forma intracelular) e Trypanossoma
brucei rhodesiense (forma extracelular) (RAMIREZ et al., 2003).

3.3. O Género Abuta Barrere ex Aubl.

O género foi descrito pela primeira vez por Jean Baptiste Christophore Fuseé
Aublet, sendo constituido essencialmente de lianas/trepadeiras e raramente de arvores e
arbustos. As espécies de Abuta ocorrem nos Estados Unidos, no Hawai, mas
principalmente nas florestas tropicais, desde o sul do México até a Bolivia, passando pelo
Brasil. A maior diversidade de espécies ocorre na Amazoénia, Guiana, Suriname e Guiana
Francesa. Sendo assim, Abuta é um dos géneros mais representativos em nimeros de
espécies da familia Menispermaceae ( DI STASI e HIRUMA-LIMA, 2002; SOUSA et
al., 2014; MOBOT, 2019).

No Brasil, 0 género esta presente em todas as regides do pais, conforme mostra o
mapa da Figura 4, com exce¢do do DF e alguns estados das regides sul e nordeste. Ao
todo sdo registradas 17 espécies de Abuta sendo duas endémicas (A. grisebuchii e A.

pahni), 14 espécies ocorrem no Estado do Amazonas (FLORA, 2020).

norte

nordeste

centro-oeste

/g

e

Fonte: Flora do Brasil, 2020.

Figura 4: Distribuicdo geografica do género Abuta no Brasil.
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Conhecidas popularmente por abuta-negra, abota e cipo-buta-preta, as espécies do
género Abuta apresentam diversas propriedades na medicina tradicional, na maioria das
vezes, em virtude da presenca de alcaloides. A. grandifolia, a espécie mais comum na
regido, apresenta uma gama de usos na medicina tradicional contra: inflamacéo, colicas,
malaria, tuberculose, febre, diarreia e vémito, contraceptivo; bem como no consumo de
frutos que sdo comestiveis para 0s passaros, primatas, roedores e para 0 homem
(RIBEIRO et al., 1999; SAYAGH et al., 2012). A. rufescens e A. imene, por serem
consideradas muito toxicas, sdo utilizadas pelos indigenas para preparar o curare (DI
STASI e HIRUMA-LIMA, 2002).

3.3.1. Fitoquimica do género Abuta

Abuta é o género que apresenta maior diversidade estrutural de alcaloides na
familia Menispermaceae, sendo caracterizado pela presenca de derivados isoquinolinicos,
benzilisoquinolinicos, bisbenzilisoquinolinicos, aporfinicos, proaporfinicos,
protoberberinicos e menos frequentemente: tropoloisoquinolinicos (14), azafluorantenos
(15) e benzazepinas (16) (Figura 5) (BENTLEY, 1989; CAVA et al., 1975a, 1975b;
COMETA et al., 2012; DUTE et al., 1987; HOCQUEMILLER e CAVE, 1984; STEELE
etal., 1999; SWAFFAR et al., 2012).

O—CHj;
imerubrina (14) imeluteina (15) saulatina (16)

Figura 5: Alcaloides menos frequentes no género Abuta.

Embora na literatura haja relatos de isolamento de outros metabélitos secundarios
a partir de espécies do género Abuta como saponinas e esteroides (PINHEIRO et al.,
1983; SAYAGH et al., 2012), os alcaloides se destacam por serem a classe de maior
importancia deste género, principalmente pela sua diversidade estrutural (THORNBER,
1970; BARBOSA-FILHO et al., 2000).

Os dois primeiros alcaloides do tipo tropoloisoquinolinico: imerubrina (14)
(Figura 5) e grandirubrina (17) (Figura 6), foram isolados de A. imene, A. velutina e A.
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grandifolia (CAVA et al., 1975a; MENACHERY e CAVA, 1980; PINHEIRO, 1984).
Entretanto, a partir dos galhos das espécies de A. imene, A. velutina e A. rufescens, ja
foram isolados os alcaloides imeluteina (15) (Figura 5), rufescina (18) (Figura 6) e
norrufescina (19) (Figura 6) do tipo de azafluorantenos (CAVA et al., 1975a; PINHEIRO,
1984).

Estudos realizados com A. bullata relataram o isolamento de alcaloides
benzazepinicos: saulatina (16) (Figura 5) e dihidrosaulatina (20) (Figura 6), que podem
ser considerados também como derivados da palmatina (6) (Figura 5) do tipo
protoberberinicos; levando em consideracdo que estes alcaloides podem ter sido gerados
em decorréncia da formacdo de um artefato durante o processo de isolamento
(HOCQUEMILLER e CAVE, 1984).
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nornuciferina (28) H

Figura 6: Alcaloides isolados do género Abuta.
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A espécie A. pahni € bastante promissora, dos galhos foram isolados alcaloides
isoquinolinicos: talifolina (1), proaporfinicos: estefarina (5), benzilisoquinolinicos:
coclaurina (2) e bisbenzilisoquinolinicos: daurisolina (21) e lindoldamina (22) (Figuras 2
e 6) (DUTE et al., 1987).

A. grandifolia constitui uma das espécies mais estudadas do género, na qual ja
foram isolados a partir das cascas os alcaloides krukovina (23) e limacina (3) ambos do
tipo benzilisoquinolinico (STEELE et al., 1999), grandirubrina (17) do tipo
tropoloisoquinolinico (MENACHERY e CAVA, 1980), quatro bisbenzilisoquinolinicos
nomeados: N-norberbamunina (24), isocondodendrina (25), 12-metoxi-6"-norcurina (26)
e 12-metoxi-2"-6"-dinorcurina (27), o aporfinico nornuciferina (28) (COMETA et al.,
2012), bem como palmatina (6) do tipo protoberberinico (Figuras 2 e 6) e N-trans-
feruloiltiramina (13, Figura 3) (ROCHA e CAVA, 1969; HENRIQUE, 2012).

3.3.2. Espécie Abuta panurensis Eichler

A espécie A. panurensis, descrita pela primeira vez por August Wilhelm Eichler
em 1864, é constituida por lianas e trepadeiras, possui caule achatado até 35 cm de
diametro, sulcado a liso. As folhas apresentam nervuras que frequentemente saem um
pouco acima da base (plinervada) (RIBEIRO et al., 1999; SOUSA et al., 2014; FLORA,
2020).

A espécie apresenta dominio fitogeografico apenas na Amazobnia brasileira,
ocorrendo nos estados do Amazonas, Ronddnia, Tocantins e Mato Grosso (Figura 7) e no
Peru. Apesar da espécie ocorrer em campinarana e floresta de terra firme, ela é mais
comum em areas alagadas, solos argilosos, areno-argilosos e vertentes (RIBEIRO et al.,
1999; SOUSA et al., 2014).
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Fonte: Flora do Brasil, 2020.

Figura 7: Distribuicdo geogréafica da espécie A. panurensis no Brasil.

Em campo A. panurensis é bastante confundida com A. grandifolia, porém, trata-
se de espécies bem distintas, pois vegetativamente A. panurensis encontra-se na forma de
liana ao passo que A. grandifolia € um pequeno arbusto (Figura 8) (ALBUQUERQUE
1972; SOUSA et al., 2014).

Fonte: adaptado de Souza et al., 2014

1) (2)

Figura 8: (1) A. grandifolia: A. ramo frutifero; B. flor estaminada; C. detalhe do
estame; D. flor pistilada; E. gineceu. (2) A. panurensis: A. ramo florifero; B. flor; C.
detalhe do estame. D. flor pistilada; E. detalhe do gineceu.
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A partir da fracao alcaloidica dos galhos de A. panurensis, Cava e colaboradores
(1975b) descreveram o isolamento e a determinacdo estrutural de dois alcaloides
bisbenzilisoquinolinicos, panurensina (29) e norpanurensina (30) (Figura 9), ambos
descritos como os dois principais componentes da fracéo alcaloidica da espécie. Contudo,
esse foi 0 Unico estudo reportado na literatura relativo a composicdo quimica da espeécie.

H,CO

OCH;

panurensina (29), R!=H,R*= CH;
norpanurensina (30), R'=R?>=H

Figura 9: Estrutura quimica dos alcaloides panurensina (29) e norpanurensina (30).

3.7. Inibidores da enzima acetilcolinesterase

O neurotransmissor acetilcolina (ACh) é encontrado em vertebrados e artropodes
e é uma das principais substancias do organismo pelo qual os impulsos elétricos séo
transmitidos no sistema nervoso. A ACh fica armazenada na cavidade dos nervos
terminais (situado no sistema nervoso periférico) e o conteudo dessa cavidade s6 é
liberado quando ocorre uma despolarizacdo nos nervos terminais. Ao ser liberada, a ACh
entra nas sinapses nervosas ligando-se aos receptores pés-sinapticos propagando a
informacdo. Apds transmitir a mensagem, ACh se desliga dos receptores pos-sinapticos
e retorna para a fenda sinaptica. No entanto, a acetilcolina tem um tempo de vida muito
curto devido a presenca de uma grande quantidade da enzima acetilcolinesterase (AChE),
que tem a capacidade de hidrolisar a ligagdo éster na molécula, levando assim a perda de
atividade estimulatoria (HOUGHTON et al., 2006; COLOVIC et al., 2013).

A inibicdo da enzima AChE resulta, no que se refere a transmissao nervosa, no
prolongamento da acetilcolina no sistema, e consequentemente na regulacdo das
transmissdes sinapticas evitando a perda de atividade estimulatoria. Este conceito tem

sido empregado na medicina para o tratamento de doencas associadas aos niveis
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inadequados de acetilcolina, como € o caso das doengas neurodegenerativas
(HOUGHTON et al., 2006; COLOVIC et al., 2013).

As doencas neurodegenerativas caracterizam-se pela perda progressiva e
irreversivel dos neurénios de regides especificas do cérebro, resultando em um conjunto
de sintomas associado a um declinio da memdria e outros processos cognitivos; o
suficiente para reduzir a capacidade de realizar atividades diérias. O conjunto de sintomas
que afeta as tarefas mentais cognitivas é chamado de deméncia e abrange uma variedade
de doencas cerebrais, incluindo esclerose lateral amiotrofica, doenca de Alzheimer, mal
de Parkinson e doenca de Huntington (WILLIAMS et al., 2011; KONRATH et al., 2013;
LIMA e HAMERSKI, 2018).

O mecanismo de hidrdlise da acetilcolina é bastante complexo e o processo ocorre
em um local chamado sitio periférico, e envolve quatro principais subsitios: sitio
esteratico, subsitio anidnico, subsitio anidnico periférico e grupos anidnicos (bolso acil e
orificio oxianion) (Figura 10). O substrato entra no bolso da enzima e o produto € liberado
em conjungdo com definidas mudancas conformacionais da estrututa da enzima AChE.
Este conhecimento é baseado em estudos tedricos realizados com a enzima obtida a partir
do peixe elétrico (Torpedo californica), devido a maior semelhanca com a enzima AChE
de mamiferos (HOUGHTON et al., 2006; DVIR et al., 2010).

O sitio esteratico contém o maquinario catalitico da enzima, que depende quase
que exclusivamente da triade catalitica: Ser200-His440-Glu327. O subsitio ani6nico
contém Trp84, Phe330 e Glul99 que se ligam ao ligante amdnio quaternario pelas
interagBes catibnicas do sistema de anel aromético. O subsitio anibnico periférico contém
Trp279, Tyrl21, Tyr70, Phe290 e Asp72 que influenciam na conformacéo do sitio ativo.
O orificio oxianion consiste em Gly118, Gly119 e Ala201 que contém ligacbes de
hidrogénio que tém a capacidade de estabilizar o intermediario da ACh, formado durante
0 processo catalitico. O bolso acil consiste em Phe288 e Phe290 que sdo capazes de
limitar as dimensGes do substrato que irdo se ligar ao sitio ativo (Figura 10)
(HOUGHTON et al., 2006; DVIR et al., 2010).

30



D

\
[
\_\_\
\ Phe 290 \/ ~
J
Subsitio Tm 279 Tyr70 ™~
anionico [ras )
periférico (PAS) \ Tvrl2l AspT2
-
\?_
)
_,JI subsitio anidnico
s ————
\ Phe330
| eI /\ Glu199 [—.
. ( +) K
N,
| A | . - .
T\ g o i | [bokoma ]
- - “\\ Phe28
1 O\ CH3 1
L 4C\\f v
l Glyl 18
Giy19 ]m
His440 H Ala201
N '1 rm

——

| sitio estera'tico:

Fonte: adaptado de HOUGHTON et al., 2006.
Figura 10: Regides de ligacdo da enzima acetilcolinesterase no bolso do sitio ativo.

Estudos tém sido conduzidos para investigar a interacdo entre os inibidores e a
AChE buscando novas substancias potencialmente ativas (CAMPS et al., 2009; HUANG
et al., 2010; TAKAO et al., 2017; LIMA et al., 2019). Esses inibidores podem ser
divididos entre aqueles que se ligam ao sitio ativo no final do bolso onde esta localizado
aenzima e aqueles que se ligam ao sitio aniénico periférico, ou ainda aqueles que se ligam
nos dois sitios (HOUGHTON et al., 2006; CAMPS et al., 2009; SANTOS et al., 2018).

A natureza quimica dos constituintes ativos tem impacto relevante em questdes
contemporaneas como o tratamento de doencas neurodegenerativas. Nesse contexto, a
utilizacdo de produtos de origem natural com atividade de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, que atua no sistema nervoso periférico, mostra-se como uma
ferramenta benéfica na busca por substancias ativas (HOUGHTON et al., 2006;
WILLIAMS et al., 2011; KONRATH et al., 2013; SANTOS et al., 2018).

Os produtos naturais, especialmente os alcaloides, tém sido uma das principais
fontes de substancias utilizadas como medicamento para doencas neurodegenerativas.
Muitos tipos de alcaloides, como por exemplo: derivados do esqueleto isoquinolinico, -
carbolina, indolico e poliaminas sdo capazes de inibir a AChE. O potencial inibitério da
AChE dos alcaloides isoquinolinicos pode ser relacionado a presenca de substituintes no
anel D, ao N quaternério e a planaridade da molécula que podem influenciar a inibig&o da
colinesterase (KOSSOROTOW et al., 1974; MUREBWAY IRE et al., 2008; WILLIAMS
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etal., 2011; KONRATH et al., 2013; LIMA e HAMERSKI, 2018; SANTOS et al., 2018;
YADAV et al., 2018).

Fisostigmina, também conhecida como eserina, isolada em 1864 a partir de
Physostigma venenosum (Fabaceae), foi o primeiro inibidor da AChE. Por varias
décadas, analogos de fisostigmina foram desenvolvidos e utilizados para o tratamento de
deficiéncias colinérgicas do sistema nervoso periférico, como podemos destacar a
neostigmina e piridostigmina, ambas contendo o N quaternario (HOUGHTON et al.,
2006; SANTOS et al., 2018; ELDUFANI e BLAISE, 2019).

Galantamina, isolada pela primeira vez de Galanthus spp. (Amaryllidaceae),
também despertou interesse farmacéutico por apresentar elevada atividade inibitdria da
enzima (Clsp 1.07 uM). Esses alcaloides foram introduzidos no tratamento de doencas
neurodegenerativas, estimulando a pesquisa em novos inibidores da enzima AChE como
agentes terapéuticos a partir de fontes naturais, como também os derivados usualmente
disponiveis no mercado, Tacrina e Rivastigmina, em paralelo ao uso de programas de
modelagem molecular para o desenvolvimento de novas drogas (HOUGHTON et al.,
2006; SANTOS et al., 2018; ELDUFANI e BLAISE, 2019).

3.8 Imunomoduladores

O sistema imunoldgico tem a capacidade de oferecer uma prote¢do contra agentes
infecciosos e substancias nocivas por meio do reconhecimento e destrui¢do de antigenos,
mas também pode atacar células de 6rgdos transplantados e, em casos de doencas
autoimunes, sdo capazes de destruir células e tecidos normalmente presentes no corpo
(ANASTASIOU e BUCHBAUER, 2017).

Um individuo saudavel tem dois niveis de defesa no corpo: imunidade natural ou
ndo-especifica adquirida desde o nascimento, e a imunidade adaptativa ou adquirida que
é desenvolvida com a exposicao e especificamente apds a defesa contra varios antigenos.
O sistema imunoldgico estd organizado em drgdos, tecidos linfoides centrais (medula
0ssea, timo) e periféricos (linfonodos, baco e sangue) (ANASTASIOU e BUCHBAUER,
2017).

A imunomodulacdo tem o objetivo de modificar a resposta do sistema
imunologico via aumento de celulas imunes para prevenir infeccdes em estado de
imunodeficiéncia, ou pela supressdo do sistema imunologico em alergias, doencas
autoimunes ou transplante de 6rgaos, onde o objetivo é de atenuar a resposta do sistema
imunolégico (ANASTASIOU e BUCHBAUER, 2017).
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Durante a resposta da imunidade natural a um processo inflamatorio, varias
células do sistema imunoldgico (neutréfilos, macrofagos, linfocitos) liberam mediadores
(citocinas, ROS etc.) que melhoram o processo inflamatério e ativam a imunidade
adaptativa. As células auxiliares (linfdcitos T), por sua vez ativam varios outros tipos de
células (mondcitos, células B entre outros) liberando vérias citocinas, que afetam a
progressdo da inflamagdo (STOW et al., 2009; ANASTASIOU e BUCHBAUER, 2017;
PARK et al., 2018).

Citocinas sdo polipeptideos hidrossoltveis produzidos por diversos tipos celulares
capazes de modular a resposta celular, incluindo dela prépria. Muitos organismos
possuem substancias que exibem um efeito imunomodulador em macréfagos, célula
natural killer (NK) e linfocitos. As citocinas séo classificadas em grupos: interleucinas
(IL), fatores estimuladores (CSF), fatores de necrose tumoral (TNF), interferons (IFN) e
fatores de crescimento. Sua classificacdo pode estar relacionada com sua forma estrutural
ou sua funcdo bioldgica. Citocinas pro-inflamatdrias, como TNF-a (Fator oo de Necrose
Tumoral) e interleucinas (IL1, IL-6 e IL-8), atuam como mensageiros na comunicagédo
entre as células e na regulacdo dentro do sistema imunoldgico. Citocinas determinam a
resposta imune em modelos baseados em células de macrofagos, uma vez que esses
macréfagos se apresentam como a primeira barreira do sistema imunolégico, estimulando
por sua vez, a producdo de citocinas (STOW et al., 2009; SUN et al., 2013;
ANASTASIOU e BUCHBAUER, 2017; PARK et al., 2018).

Citocinas pré-inflamatorias sdo proteinas chave para o sistema imunoldgico e
possuem mdaltiplas fungdes. A inibicdo mostrou-se promissora em manifestacfes clinicas
e serologicas de atividade lGpus em pacientes acometidos por doencas autoimunes
(BASCONES-MARTINEZ et al., 2014), bem como desempenhou um papel importante
em patdgenos de artrite reumatoide caracterizada por uma inflamacao crénica (KIM e
MOUDGIL, 2017), em infecgdes causadas por flavivirus (MEHTA et al., 2017) e
desordens inflamatdrias gastroinstestinais (SUN et al., 2013).

No entanto, a liberacdo de citocinas em um processo inflamatério constitui de um
mecanismo amplo e complexo, que envolve multiplas rotas e células mediadoras. As
diversas interleucinas produzidas pelas citocinas durante o processo inflamatério, exibem
diferentes habilidades de acordo com a resposta do sistema imunologico. O efeito delas
depende da célula que as capta, e muitas vezes ocorre em cadeia, inibindo o sistema
imune. Por exemplo, IL-4 e IL-10 foram investigadas devido as habilidades
neuroprotetora e neuroregenerativa (STOW et al., 2009; PARK et al., 2018).
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Porém, os macrofagos presentes no sistema imune natural sdo ativados quando é
detectada a presenca de algum organismo invasor que degrada células normais, assim
esses macrofagos secretam uma matriz de citocinas, para recrutar e ativar outras células
e para iniciar uma resposta do sistema imunoldgico adaptativo. Apds a ativacdo, essas
citocinas sdo liberadas em uma sequéncia temporal de citocinas pro-inflamatorias
incluindo TNF-a como uma resposta inicial, em seguida a interleucina 6 (IL-6) que é uma
proteina complexa, secretada em um periodo de tempo sobreposto @ TNF-a (Figura 11)
(STOW et al., 2009).

A IL-6 é uma citocina pro-inflamatoria que regula uma série de funcdes
fisioldgicas, incluindo a diferenciagéo de linfocitos, proliferagdo e sobrevivéncia celular,
além de potencializacdo de sinais apoptoticos. Adicionalmente, IL-6 exerce efeitos na
formacéo 6ssea, no metabolismo geral e fun¢des enddcrinas, tendo a habilidade de afetar
diversos tecidos e 6rgdos. A sintese continua e desregulada de IL-6 tem sido relacionada
com diversas doengas, entre elas o cancer (WOLVEKAMP e MARQUET, 1990;
ERSHLER, 1993; KAMIMURA et al., 2003; TANAKA e KISHIMOTO, 2014).
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Fonte: adaptado de STOW et al., 2009.

Figura 11: Secrecdo de citocina (TNF e IL-6) e vias de trafego em macrofagos.

De acordo com estudos tedricos, a IL-6 se liga a dois receptores polipeptideos: IL-
6r e gpl30 por meio de trés sitios de ligagcdo (sitios I, Il e Ill) e possui uma forma
hexameérica. O receptor glicoprotéico gp130 é o principal componente de transducéo de

sinal na IL-6. A IL-6 é um membro de uma superfamilia de citocinas agrupadas em 4
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hélices que compartilham similaridades estruturais, assim como modos de interacdo com
os receptores. Contudo, o mecanismo de ligacdo da interleucina aos receptores € um
sistema complexo que vai além dos sitios de ativagdo com 0s receptores e numerosas
interacdes com os residuos aminoacidos (BOULANGER et al., 2003).

Interleucina 8 (IL-8) é identificada como um fator quimiotatico (substancias
quimicas que atraem ou repelem células) secretado por mondcitos ativos e macrofagos
que promovem a migracdo coordenada e direcionada de células do sistema imunoldgico
como neutrofilos, basoéfilos e linfocitos T. I1L-8 foi atribuida como um importante fator
para doencas inflamatorias e autoimunes devido as suas propriedades pro-inflamatorias.
Em um ambiente tumoral, a IL-8 pode ser secretada por diversos tipos celulares presentes
de forma intrinseca no tumor, tais como células de defesa (macréfagos, linfécitos e
neutrofilos), células da microglia, endoteliais, neurdénios e neoplasicas. Além disso, IL-8
pode ativar células endoteliais e promover angiogénese (crescimento de novos vasos
sanguineos) induzindo uma infiltracdo quimiotatica de neutréfilos no ambiente tumoral,
a sinalizacédo de IL-8 pode ter implicacGes importantes para interromper 0 progresso de
uma doenca cancerigena (BAGGIOLINI et al., 1989; SMYTH et al., 1991; KOCH et al.,
1992; HARADA et al., 1994).

Estudos recentes tém mostrado que inibidores de AChE eventualmente podem ser
considerados candidatos a drogas imunomoduladores, tendo em vista que o0
neurotransmissor ACh liga-se aos receptores colinérgicos muscarinicos e nicotinicos de
células imunoldgicas. Em macroéfagos, a inibicao colinérgica da inflamacdo é conduzida
especificamente pelo receptor acetilcolina nicotinico (NAChR) e subunidade a (a3, a5 ou
a7). Além do mais, os receptores colinérgicos tém sido identificados em linfocitos
humanos e sua atividade correlacionada com células T e macrofagos, sugerindo a
participacdo desses receptores na liberacdo de vérias citocinas e na producdo de
anticorpos sob condi¢des inflamatoérias (DAYAN et al., 2004; NIZRI et al., 2008; SUN
etal., 2013; Yl et al., 2019).

Produtos naturais tém mostrado uma variedade de propriedades farmacoldgicas e
atividade imunomodulatéria com resultados promissores, que podem ser implementados
como tratamento alternativo para doencas infecciosas, imunes e carcinogénicas
(ANASTASIOU e BUCHBAUER, 2017; VIEIRA et al., 2018).
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4. MATERIAIS E METODOS

O projeto estd cadastrado na plataforma do Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o N°
A9CCI56.

4.1. Solventes e Equipamentos
Foram utilizados solventes grau P.A. (Nuclear®) e grau HPLC (Tedia®). Os
espectros de RMN foram obtidos em solventes deuterados (Tedia®). Agua ultrapura foi

obtida de um sistema Milli-Q (marca Merck Millipore, modelo Synergy).

Agitador mecanico do tipo Vortex®;
Balanca analitica (Adventurer® marca Ohaus max. 220 g — min. 0,01g);

Balanca semi-analitica (Adventurer® marca Ohaus max. 4100 g — min. 0,5g):

YV V VYV VY

Espectrofotdmetro leitor de microplacas de 96 pocos (modelo ELX800; marca
Biotek);

Evaporador rotatdrio (Fisatom®);

Estufa de circulagdo de ar (DeLeo®);

Moinho de facas;

Pipeta automatica (Thermo scientific® P 1000 e P 200);

Placas de silica gel 60 (Merck®);

vV V V V V

4.2. Coleta e identificagdo do material botanico

O material vegetal de A. panurensis (folhas — 612,3 g, galhos — 1.429,7 g e
sementes 128,0 g) foi coletado na Reserva Florestal Adolpho Ducke, situado no Km 26
da rodovia AM010, Manaus-AM, -2°96°27.33”’S -59°92°29.51”W (Figura 12). A espécie
foi coletada em dezembro de 2017.

As exsicatas foram identificadas e depositadas no herbario do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia (INPA) sob o nimero N ©279373. Apo0s a coleta, as diferentes
partes da planta foram separadas, limpas e secas a temperatura ambiente (20°C) por cerca
de 10 dias. Posteriormente, o material foi triturado separadamente em moinho de facas,

pesado em balanca semi-analitica e armazenado em geladeira até o uso.
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Figura 12: Local de coleta do material botanico situado proximo do perimetro urbano
de Manaus-AM.

4.3. Obtencdo da marcha alcaloidica em escala analitica e preparativa da A.
panurensis

A extracdo foi realizada no Laboratério de Abertura de Amostras — LAEQ/UFAM.
O material vegetal (folhas e galhos) seco e moido foi submetido a extracdo acido-base em
escala analitica e preparativa, conforme descrito por Soares et al., (2015).

Para obtencdo das fracOes alcaloidicas em escala analitica foram macerados 1 g
de material vegetal, com 5 mL de uma solucdo a 10% de hidroxido de aménio (NH4OH)
e 5 mL de diclorometano (CH2Cl2), o material foi agitado com um misturador do tipo
vortex® a temperatura ambiente (20°C) por 1 min. Ap0s a extracdo, a fase organica
(CH2ClIy) foi transferida para um recipiente, acrescentando-se 5 mL de uma solucdo a
10% de &cido acético (CH3COzH) e agitado manualmente. Em seguida, a fracdo aquosa
acida foi transferida, o pH foi ajustado para 10 utilizando NH4OH e extraida com 5 mL
de CHCI, sob agitagéo vigorosa por 1 min. A fase CH2ClI> foi separada, concentrada a
temperatura ambiente e seca sob sulfato de sodio anidro (Na2SOs), resultando nas fragdes
alcaloidicas a partir das folhas (6,6 mg) e galhos (10,7 mg).
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Em escala preparativa, os galhos triturados (300 g) foram macerados com uma
solucgéo a 10% de NH4OH (2 L) e CH2Cl> (2 L) a temperatura ambiente (20°C) por 72 h,
0 material foi agitado manualmente a cada 24 horas. Em seguida, a fase organica foi
transferida para um funil de separacdo com uma solucdo a 10% de acido acetico
(CH3CO2H) (2 L) e agitado manualmente. A fase aquosa &cida foi transferida, o pH foi
ajustado para 10 utilizando NH4OH e em seguida extraida com CH.Cl, (2 x 300 mL). A
fase CH.Cl. foi separada, concentrada em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida e
seca sob NaxSOs, resultando na fracdo alcaloidica dos galhos (280 mg). As fragdes
alcaloidicas (escala analitica e preparativa) foram encaminhadas para anélises

cromatograficas.

4.4. Analises cromatograficas
4.4.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para as analises de cromatografia em camada delgada foram utilizadas placas de
silica gel 60 (Merck®), com espessura de 0,25 mm aderidas em aluminio e com indicador
de fluorescéncia Fass. As manchas foram observadas com influéncia da luz UV (254 e

365 nm) e reveladores quimicos.

4.4.2. Leaf Spray por espectrometria de massas (LS-MS)

O método de ionizacdo ambiente direta (leaf spray) foi realizado no Laboratério
de Espectrometria de Massas — LABCEM/UFAM de acordo com a metodologia descrita
por Lima et al. (2020). Os espectros de massas foram obtidos em equipamentodo tipo ion
trap modelo LCQ Fleet (Thermo scientific®).

O material vegetal foi selecionado, cortado em camada fina no formato de
triangulo medindo 1 cm de cada lado, preso por um suporte contendo uma garra metéalica
e posicionado a uma distancia de cerca de 10 mm do orificio de entrada do espectrdmetro
de massas.

A técnica ndo requer nenhum preparo da amostra, apenas a adicdo de algumas
gotas (10-30 pL) de metanol grau HPLC diretamente na amostra. Em seguida, foi
aplicado uma alta tensdo (+/- 4,5 kV) gerando a eletropulverizagdo da amostra
diretamente na fonte eletrospray (ESI). Os espectros de massas foram adquiridos em
modo de monitoramento continuo full scan (positivo e negativo). Condicdes analiticas:

tenséo do capilar, 20 V; temperatura do capilar, 200 °C; lente dos tubos, 115 V; faixa de
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varredura, m/z 100-1000; gas de colisdo, hélio e energia de colisdo, 20-30 eV. Os dados

espectrométricos foram processados no software Xcalibur (verséo 2.2).

4.4.3. CLAE-DAD-MS e MS/MS" em escala analitica

As fraces alcaloidicas foram preparadas na concentragdo de 1 mg/mL em
metanol grau HPLC e as analises foram realizadas em um cromatdgrafo modelo Acella®
(Thermo Scientific), acoplado a um espectrometro de massas do tipo triplo-quadrupolo
modelo TSQ Quantum Acess® (Thermo scientific), equipado com fonte de lonizagdo
Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI), modo positivo e MS/MS automatico. O
espectrometro de massas foi equipado com bomba Surveyor LC Plus, autoamostrador
Surveyor Plus, valvula de injecdo Rheodyne (25 pL), coluna Luna C18 (5um, 150 x 4,60
mm) (Phenomenex—Torrance, CA, USA) e operado simultaneamente com detector de
arranjo de diodos Surveyor PDA Plus (DAD).

A fase movel foi composta de B (metanol) e A (acido formico 1% em H20 v/v)
com gradiente de eluig&o linear: 0-20 min 20-80% B, 20-35 min 80% B, 35-45 min 20-
80% B. A taxa de fluxo da fase mdvel foi 1 mL/min com volume de injecdo 10uL. O
detector DAD foi ajustado para 0 monitoramento entre 200-400 nm. Condicdes analiticas:
corrente de discarga, 5 pA; temperatura do vaporizador, 350 °C; pressdo do gas de
revestimento, 35 arb; pressao do gas auxiliar, 15 arb, temperatura do capilar, 250°C; lente
dos tubos, 112 V; faixa de massa, m/z 100-800; energia de colisdo, 30 eV. Os espectros

foram processados no software Xcalibur (versdo 2.2).

4.4.4. Fracionamento por CLAE-DAD em escala semi-preparativa

Apds escalonamento adequado do método utilizado em escala analitica, cerca de
150 mg da fracdo alcaloidica dos galhos foram solubilizados em 500 pL de
dimetilsulféxido (DMSQO) grau HPLC e submetido ao fracionamento em escala semi-
preparativa no cromatografo modelo Shimadzu® equipado com modulo de comunicagio
CBM-20A, detector de UV SPD-20AV, desgaseificador DGU-20A5, bomba com sistema
binério de solventes LC-6AD, valvula de injecdo Rheodyne (200 pL), coluna Luna C18
(5um, 250 x 15.00 mm) (Phenomenex—Torrance, CA, USA) e taxa de fluxo de 3 mL/min.

A fase movel foi composta de B (metanol) e A (acido formico 1% em H2O v/v),
com gradiente de eluicéo (1): 0-14 min 20-80% B, 20-30 min 80% B. O detector de UV
foi ajustado para 260 nm e 280 nm. Outro fracionamento foi preparado nas mesmas
condigdes com diferente gradiente de eluicdo (2): 0-20 min 20-80% B, 20-35 min 80%
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B, 35-45 min 20-80% B. O detector de UV foi ajustado para 260 nm e 280 nm. As fracbes
coletadas foram encaminhadas para anélises de espectrometria de massas de alta
resolugdo e RMN 1D/2D.

4.4.5. Espectrometria de massas de alta resolucdo (EMAR)

As andlises de EMAR foram realizadas no Instituto de Quimica da Universidade
de Sdo Paulo-USP. As fracGes foram preparadas na concentragéo de 1 mg/mL em metanol
grau HPLC e as analises foram realizadas em um cromatografo Shimadzu acoplado a um
espectrometro de massas Bruker microTOF-QII, equipado com fonte de lonizagédo
Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI), modo positivo e MS/MS automatico. O
espectrometro de massas foi equipado com modulo de comunicacdo CBM-20A, detector
de UV SPD-20AV, bomba com sistema binario de solventes LC-20AD, amostrador
automatico SIL-20A HT (200uL), forno CTO-20A, coluna Luna PFP (150 x 2mm, 100A)
e operado simultaneamente com detector SPD-20A (DAD).

A fase mével foi composta de B (&cido formico 0,1% em metanol v/v) e A (&cido
férmico 0,1% em H20 v/v) com gradiente de elui¢do linear: 0-2 min 20-80% B; 2-42 min
100% B. A taxa de fluxo da fase mdvel foi 0,2 mL/min com volume de inje¢do 10uL. O
detector de UV foi ajustado para monitoramento de 254 nm a 330 nm. Condigdes
analiticas: tensdo do capilar, 4500 V; pressdo do nebulizador (N2), 4.0 bar; fluxo gas seco
(N2), 8 L/min; temperatura do vaporizador, 200°C; faixa de massa, m/z 100-800; energia
de colisdo, 12 eV; calibrante, formiato de sédio. Os espectros foram processados no

software Bruker Compass Data Analysis (versdo 4.2).

4.5. Andlise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As analises de RMN de *H e *3C foram realizadas no Laborat6rio de Ressonancia
Magnética Nuclear - NMR-Lab/UFAM, em espectrometro Bruker Avance |1l 500
operado a uma intensidade de campo de 11,7 Teslas (*H a 500 MHz, COSY, HMBC e
HSQC; 125 MHz para *C e DEPT-135°), equipado com detecgéo direta de 5 mm PA
BBO BBF HD-05-Z SP, sonda inteligente incorporando bobina de gradiente do eixo Z
capaz de fornecer amplitudes de gradiente até 50 G/cm.

As amostras foram solubilizadas em metanol deuterado (CDs3OD) e
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds) com deslocamentos quimicos (8) expressos em

ppm relativos ao sinal do tetrametilsilano (TMS). As constantes de acoplamento (J) foram
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registradas em Hertz (Hz) e as multiplicidades dos sinais foram indicadas segundo a
convencéo: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto) e m (multipleto). Os
dados foram processados no software TopSpin (verséo 4.0.6).

4.6. Inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE)

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Abertura e Ensaios Quimicos-
LAEQ/UFAM. Nos experimentos foram utilizados a enzima acetilcolinesterase a partir
de arraia elétrica Tetronarce californica (Sigma-Aldrich, USA), e os testes foram
realizados em microplacas de 96 pocos de acordo com a metodologia proposta por Ellman
etal., (1961) e Senol et al., (2015) com adaptacdes.

As substancias foram testadas nas concentracdes de 2,8; 5,6; 11,2; 22,5; 45,0 e
90,0 pg/mL. Neostigmina (Sigma-Aldrich, USA) nas concentracfes de 0,28; 0,56; 1,12;
2,25; 4,5 e 9,0 ug/mL foi utilizada como controle positivo. A partir de uma solugéo
estoque (1mg/mL), 20uL de cada amostra foram adicionados nos pocos e realizado uma
diluicdo em série. Em seguida, 150puL de tampé&o fosfato de sédio pH=8 (0,1 mM), 20uL
de DTNB (2,5 mM) e 20uL da enzima acetilcolinesterase (1U/mL) foram adicionados
subsequentemente em cada pogo a temperatura de 25 °C, posteriormente, a placa foi
incubada por 15 min. Apos esse periodo a reacdo foi iniciada pela adicdo de 10uL de
iodeto de acetilcolina (0.1 M). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

A absorbancia de cada poco foi medida em um espectrofotdmetro leitor de
microplacas de 96 pocos a 405 nm. O anion 5-tio-2-nitrobenzoato, de cor amarela, é
formado pela hidrélise do iodeto de acetilcolina como resultado da reacdo de DTNB com
tiocolina, catalizado pela enzima AChE. A reagdo foi monitorada por 30 min com
intervalos de 5 min. O percentual de inibi¢&o da enzima foi calculado de acordo com a
equacao abaixo:

(CN —B) — (A — B) x 100
(CN — B)

% de inibigdo =

Onde:
A: Absorbéncia da amostra.
B: Absorbancia do branco de cada amostra (todos os reagentes exceto a enzima).

CN: Absorbancia do controle negativo (todos os reagentes exceto a amostra).

A curva de inibicéo foi plotada com o percentual de inibig&o vs concentagéo, para
as amostras que apresentaram percentual de inibigdo > 50% foram determinados os
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valores da Concentragdo inibitoria mediana (Clso) por meio de regressédo ndo linear
utilizando o software GraphPad Prism 7.0, com p < 0,05 e intervalo de confianca de 95%.
Os resultados foram expressos em micromolar (LM).

4.7. Ensaio de citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados no Laboratério de Virologia do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia-INPA. A citotoxicidade das substancias foi
avaliada através do ensaio MTT (brometo de 3- (4, 5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil
tetrazdlio). O ensaio colorimétrico foi utilizado para medir a atividade de proliferacéo
celular e as linhagens celulares utilizadas no ensaio foram: K562 (leucemia mielogénica
cronica humana), U937 (linfoma histiocitico humano), HL60 (leucemia promielocitica
aguda humana) e Vero (células epiteliais de rins extraidas do macaco verde africano
Chlorocebus sp.) juntamente com células mononucleares do sangue periférico humano
(PBMC). As linhagens celulares foram cultivadas em microplacas de 96 pogos.

Uma quantidade de 2 x 10* células foram semeadas em cada pogo contendo 0,2
mL de meio RPMI suplementado com 10% de FBS, penicilina-estreptomicina e
fungizona, em atmosfera de 5 % CO. a 37 °C por 24 horas. Ap6s a formacdo da
monocamada sub-confluente, as células foram tratadas com diferentes concentracdes das
substancias (12-100 ug/mL) e incubadas novamente nas mesmas condigdes acima
mencionadas por 24, 48 e 72 horas. PBS estéril foi utilizado como controle negativo e
DMSO 100% como controle positivo. Subsequentemente, o meio foi removido de todos
0s pocos e 10 L. de MTT (5 mg/mL em PBS estéril) diluido em 100 pL de meio DMEM
(sem vermelho de fenol para evitar erros de interpretacdo) foram adicionados aos pogos
e incubados durante 4 horas nas mesmas condicdes estabelecidas anteriormente.

Em seguida, o MTT foi removido e 50 puL de tampdo de lise de MTT foram
adicionados a cada poco, seguindo-se a homogeneizagédo para dissolver os cristais de
formazan e incubados por 10 minutos a 37 °C. As densidades Opticas das amostras foram
medidas utilizando um espectrofotdmetro leitor de microplacas de 96 pocos no
comprimento de onda de 570 nm. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A

viabilidade relativa das células foi estimada utlizando a seguinte equacéo:

(A570 da amostra tratada)/(A570 da amostra nao tratada) X 100
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Todos os dados foram representados como média aritmética e desvio padréo (DP).
As anélises estatisticas foram realizadas através do teste t de Student e ANOVA. O valor
de p < 0,05 foi escolhido como critério de significancia estatistica. Ao longo do texto, os
asteriscos (*) correspondem aos seguintes valores de p: *p < 0,01; **p < 0,001; ***p <
0,0001 quando comparado ao controle negativo (células ndo tratadas). A concentracdo
inibitoria mediana (Clsp) foi calculada por meio de regressdo ndo linear utilizando o

software GraphPad Prism 7.0. Os resultados foram expressos em micromolar (LM).

4.8. Ensaio imunomodulador

Os ensaios imunomoduladores foram realizados no Laboratério de Virologia do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia-INPA. Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica de Pesquisa em Seres Humanos do HEMOAM (nimero de aprovacao:
3.138.343).

Para as anlises do potencial imunomodulatério, células mononucleares do sangue
periférico humano (PBMCs) obtidas de candidatos a doadores de sangue saudaveis foram
cultivadas no meio RPMI-1640 em microplacas de 96 pocos e incubadas por 24 h
contendo as substancias nas seguintes concentracdes: 5-N-metilmaitenina (12,5 uM e
25,0 uM) ou estefarina (28,48 uM e 57,0 uM).

Ap0s a incubacdo os sobrenadantes foram coletados para os ensaios com citocina,
utilizando o sobrenadante de células PBMC néo-tratadas como controle. A concentracdo
das citocinas IL-6 e IL-8 foi avaliada por meio de Kits de ensaio imunossorvente de
enzima ligada - ELISA (Boster, Pleasanton, CA, USA), disponiveis comercialmente.
Todos os testes foram realizados em triplicata de acordo com as instrugdes do fabricante.
Os resultados foram normalizados para niveis de proteina contido em cada amostra e
expressos em pg/mg de proteina total. Os ensaios foram realizados em triplicata para cada
amostra individual utilizando células ndo-tratadas como controle negativo.

Todos os dados foram representados como média aritmética e desvio padrdo (DP).
As analises estatisticas foram realizadas através do teste t de Student e ANOVA. O valor
de p < 0,05 foi escolhido como critério de significancia estatistica. Ao longo do texto, os
asteriscos (*) correspondem aos seguintes valores de p: *p < 0,01; **p < 0,001; ***p <
0,0001 quando comparado ao controle negativo (células nédo tratadas). A concentragédo
inibitoria mediana (Clsp) foi calculada por meio de regressdo néo linear utilizando o

software GraphPad Prism 7.0. Os resultados foram expressos em micromolar (UM).
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4.9. Calculos de docking molecular

Os calculos de docking molecular foram realizados no Instituto de Quimica
Organica da Academia Nacional de Ciéncias da Ucrania (Kiev). As estruturas de raios-X
das proteinas em estudo (AChE, IL-6 e IL-8) foram obtidas a partir do banco de dados de
proteinas RCSB. O estudo teorico foi realizado no software AutoDock Vina (TROTT e
OLSON, 2010).

Para utilizar as estruturas dos ligantes em equilibrio, a otimizacdo geométrica foi
conduzida por meio de célculos semi-empiricos nivel PM7 (STEWART, 2013) no
software MOPAC (STEWART, 2016). As estruturas e parametros para o docking foram
preparados utilizando o software AutoDock Tools (MORRIS et al., 2009; SANNER,
1999). As imagens das estruturas das proteinas foram obtidas utilizando os softwares
Discovery Studio Visualizer (DASSAULT, 2018), PyMOL (PYMOL, 2010) e UCSF
Chimera (PETTERSEN et al., 2004).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Analise dos espectros de LS-MS de Abuta panurensis

Os espectros de LS-MS no modo positivo para folhas, galhos e sementes de A.
panurensis apresentaram os ions protonados em m/z 300; 314; 324; 338; 352; 368 e 370
todos indicativos da presenca de alcaloides (Figura 13). Os espectros de MS/MS dos ions
detectados foram identificados e comparados com a literatura (Tabela 3) (STEVIGNY et
al., 2004; SCHMIDT et al., 2005; SHIM et al., 2013).
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Figura 13: Espectros de massas LS-MS em fonte ESI no modo positivo para folhas (A),
galhos (B) e sementes (C) de A. panurensis.
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O espectro de MS? do ion m/z 300 apresentou perdas de massa comumente
observadas em alcaloides benziltetrahidroisoquinolinicos (m/z 178 e m/z 107)
(SCHMIDT et al., 2005). Estes fragmentos tém sido associados ao esqueleto
benziltetrahidroisoquinolinico com e sem substituinte no grupo N, que neste caso a perda
inicial de 15 u (fragmento m/z 285) caracteriza a possivel presenca do grupo N-CHs,
influenciando diretamente na rota de fragmentagdo. Além disso, outros ions observados,
como por exemplo, m/z 269, 255, 237 e 143, foram consistentes com o alcaloide N-
metilcoclaurina (SCHMIDT et al., 2005; XIAO et al., 2018).

Os espectros de MS? dos ions m/z 324, 338, 352 e 368 apresentaram perdas
equivalentes aos alcaloides do tipo protoberberinicos (ZHANG et al., 2006). Os ions
apresentaram perdas iniciais de 15 u correspondentes ao grupo metil [M-CHzs]". No
entanto, a posicdo exata ndo pode ser determinada, mas os dados estdo de acordo com 0s
alcaloides estefaranina, jatrorrhizina, palmatina e hidroxipalmatina, respectivamente
(ZHANG et al., 2006; DEEVANHXAY et al., 2009; SHIM et al., 2013; XIAO et al.,
2018)

O espectro de MS? do fon m/z 370 apresentou perdas semelhantes aos alcaloides
do tipo protopina (JEONG et al., 2012; SHIM et al., 2013). O fragmento m/z 206 é
coerente com o produto formado via reagéo retro-Diels-Alder (RDA), seguido da perda
neutra de 18 u [M-H0]", sugerindo o alcaloide alocriptopina (JEONG et al., 2012;
SHIM et al., 2013; MANOSALVA et al., 2014).

O espectro de MS? do ion m/z 314 mostrou um pico base em m/z 177 (perda de
137 u) consistente com a estrutura de amidas derivadas do acido cindmico. Os ions m/z
145, 121 e 117 corroboram com prévios relatos da literatura para o alcaloide
feruloiltiramina (GALARCE-BUSTOS et al., 2019; JIAO et al., 2018).

Portanto, o perfil quimico das principais partes de A. panurensis permitiu a
deteccdo de 7 alcaloides de diferentes tipos, como benziltetrahidroisoquinolinico,
protopina, poliamina e protoberberinico, este Gltimo engloba a maioria dos alcaloides
detectados pela técnica. A identificacdo direta dos ions detectados nos espectros de
massas oferece uma alternativa rapida em relacdo a composi¢cdo quimica da espécie,
porém a analise pode ser comprometida pelo efeito matriz como consequéncia da técnica
de LS-MS, sendo requerida uma investigacdo mais aprofundada por meio de outras

técnicas mais robustas.
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Tabela 3: Caracterizacdo MS/MS dos constituintes quimicos dectectados nas folhas,
galhos e sementes da A. panurensis pela técnica de LS-MS.

[M+H]* o Parte da
MS/MS” Identificacdo
(mfz) planta
MS? [300]: 285; 269; 255; 237; 178; 175; . .
300 N-metilcoclaurina Galhos
161; 145; 107.
314 MS? [314]: 177; 145; 121; 117. feruloiltiramina Sementes
324 MS? [324]: 309; 294; 280. estefaranina Folhas
338 MS? [338]: 323; 307; 295; 279. jatrorrhizina Galhos
Sementes
352 MS? [352]: 337; 322; 308; 294. palmatina Galhos
Sementes
368 MS? [368]: 353; 350; 340; 325; 307. hidroxipalmatina Galhos
370 MS? [370]: 323; 206; 188. alocriptopina Folhas
Sementes

H,CO HO
3 O \©\/\ i
NCH =
HO 3 N
H
OH
OCH,4

HO

N-metilcoclaurina feruloiltiramina

jatrorrhizina palmatina hidroxipalmatina

alocriptopina

Figura 14: Proposta dos alcaloides identificados em A. panurensis pela técnica de LS-
MS.
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5.2. Perfil quimico da fracéo alcaloidica de A. panurensis em escala analitica

As fragdes alcaloidicas em escala analitica foram obtidas com rendimentos de 0,66
% para as folhas e 1,07 % para os galhos. No entanto, ndo foi possivel obter uma fragéo
alcaloidica a partir das sementes da espécie com rendimentos satisfatorios para realizar
as andlises, fato que pode ser relacionado a baixa concentracdo de alcaloides.

O Cromatograma de fons Totais (TIC) CLAE-MS da frac&o alcaloidica das folhas
e galhos de A. panurensis esté representado na Figura 15. De acordo com 0s espectros
de MS/MS (Figuras A1-A13, pag.: 138 - 142) para os ions detectados, foi possivel propor
9 alcaloides nas folhas e 11 nos galhos (Tabela 4) dos quais 5 alcaloides foram
mencionados anteriormente, reforgando os dados obtidos por LS-MS.
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Figura 15: Cromatograma de fons Totais (TIC) CLAE-MS da fracio alcaloidica das
folhas com 9 alcaloides identificados (A) e galhos com 11 alcaloides identificados (B)

em escala analitica de A. panurensis.
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Os alcaloides protoberberinicos em m/z 324 e 352 identificados nos experimentos
de LS-MS, foram detectados nos picos 8 (T.R. 11,85 min) e 6 (T.R. 9,40 min),
respectivamente, para os galhos da espécie. O ion em m/z 324 apresentou uma perda
principal de 15 u [M—CHa]" representado pelo pico base em m/z 309. Enquanto o ion em
m/z 352 apresentou perda inicial de 16 u (pico base m/z 336) relativo ao fragmento [M—
CHs—H]*, levando a formacg&o de um grupo metilenodioxi na estrutura, devido a presenca
de metoxilas nas posicbes C9 e C10, caracterizado como um ion diagndstico para
alcaloides do tipo protoberberinicos. Os dados estdo de acordo com os alcaloides
estefaranina e palmatina, respectivamente (Figura 16) (ZHANG et al., 2006;
DEEVANHXAY et al., 2009; SHIM et al., 2013).

Fonte: Adaptado de Shim et al., (2013).

Figura 16: Proposta de fragmentacdo para alcaloides protoberberinicos com dois

grupos metoxilas no C-9 e C-10 (palmatina) (1) e um grupo hidroxila no C-9 ou C-10

(estefaranina) (2).

As analises de CLAE-MS/MS mostraram a presenca de um alcaloide
benzilisoquinolinico na espécie. O ion em m/z 340 (pico 7 nas folhas; t.r. 13,29 min)
apresentou duas perdas consecutivas de 15 u, os picos em m/z 325 [M-CHs]*" e em m/z
310 [M-CHg]". Este ultimo foi denominado o pico base, levando a formacdo do grupo
metilenodioxi no anel B; quando comparado com a literatura o alcaloide foi sugerido

como sedo a papaverina (Figura 17) (PENG et al., 2007).
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O ion em m/z 300 (pico 5; t.r. 8,65 min) detectado nos galhos, apresentou uma
perda inicial de 15 u (m/z 285) sequido da perda de 30 u (m/z 255), para a formagéo de
um anel estavel de 5 membros, confirmando a presenca do grupo N-CHa, refor¢ando a
proposta citada anteriormente para o alcaloide N-metilcoclaurina (Figura 17, a) do tipo
benziltetrahidroisoquinolinico (SCHMIDT et al., 2005; XIAO et al., 2018).

No pico 1 das folhas (t.r. 5,28 min) e galhos (t.r. 5,36 min) foi detectado o ion em
m/z 286 com perda inicial de 17 u (m/z 286—269), referente a saida do grupo hidroxila
[M-OH]*. Além disso, observou-se a presenca do pico em m/z 175 representando um dos
principais fragmentos de alcaloides com esqueleto benziltetrahidroisoquinolinico, sendo
sugerido a presenca do alcaloide coclaurina (Figura 17) (DAMAS et al., 1985; SCHMIDT
et al., 2005; SHANGGUAN et al., 2018). Outro alcaloide benziltetrahidroisoquinolinico
foi identificado para o ion em m/z 330 (pico 4 nas folhas, t.r. 6,36 min; pico 3 nos galhos,
tr. 6,35 min) com pico base m/z 192, representando 0 esqueleto
benziltetrahidroisoquinolinico atribuido ao alcaloide reticulina (Figura 17, b) (BALA et
al., 2015; SHANGGUAN et al., 2018; ZHANG et al., 2006).

Nos galhos, o pico 4 (t.r. 6,57 min) denominado para o0 ion m/z 569 apresentou
uma perda inicial de 17 u [M-OH]* (m/z 552). Além do mais, a presenca do pico em m/z
178 indicou a presenca de uma estrutura bisbenziltetrahidroisoquinolinica, sugerindo-se
o alcaloide lindoldamina (Figura 17) (DUTE et al., 1987; MUREBWAY IRE et al., 2008;
SHIM et al., 2013).

As suposicdes apresentadas se baseiam no fato de que podem ser identificadas 5
rotas de fragmentacéo para alcaloides benziltetrahidroisoquinolinicos (a-e) (Figura 17),
em fragmentos do tipo b, a parte tetrahidroisoquinolinica sugere a auséncia/presenca de
grupos metila ligados no N, enquanto na parte benzilica sugere a auséncia/presenca de
grupo metoxila ou hidroxila. Os fragmentos observados sdo coerentes com os alcaloides
do tipo benziltetrahidroisoquinolinico (SCHMIDT et al., 2005).

50



H;CO HO
/ .-
N-R -

HO Zy Ab
b R,0
H5CO

H3CO

- o

R,0

3

R, R, R;
coclaurina H H
N-metilcoclaurina CH; H

. H,CO H,CO

. . N H O NH
reticulina CH; CH; OH
papaverina - CH; OCH;

lindoldamina

Fonte: Adaptado de Schmidt et al., (2005).

Figura 17: Proposta de fragmentacédo para alcaloides benzilisoquinolinicos.

T =

No espectro de CLAE-MS/MS o pico 2 representa o pico majoritario das folhas
(t.r. 5,40 min) e galhos (t.r. 5,49 min). Sendo assim o ion em m/z 298 detectado apresentou
perdas sequenciais de 17 u [M-NHs]* (m/z 298—281) e 15 u [M-CHs]* (m/z 281—266),
além de uma perda de 31 u [M-OCHas]* (m/z 281 — 250), caracterizando ion diagndstico
(Figura 18) consistente com alcaloides proaporfinicos com a presenca de grupos
metoxilas vicinais no anel A, sendo o alcaloide identificado como estefarina (STEVIGNY
et al., 2004).

Nas folhas, o pico 6 (t.r. 9,29 min) apresentou o ion m/z 310 com perda inicial de
15 u (m/z 310—295). O pico base em m/z 280 esta relacionado a perda de 30 u (m/z
310—280), evidenciando a formacdo do fragmento [M-CH:]* a partir do anel A,
caracteristica importante para alcaloides de esqueleto aporfinico. Sendo assim, o alcaloide
foi sugerido como sendo a estefanina (Figura 19) (STEVIGNY et al., 2004;
SHANGGUAN et al., 2018; XIAO et al., 2018).
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Fonte: Adaptado de Stévigny et al., (2004).
Figura 18: Proposta de fragmentacéo para o alcaloide proaporfinico estefarina.

OCH; OCHs /2 249 OCH,

Fonte: Adaptado de Stévigny et al., (2005).
Figura 19: Proposta de fragmentacéo para o alcaloide aporfinico estefanina.

Outros tipos de alcaloides menos comuns em espécies de Menispermaceae

também foram identificados na A. panurensis. O ion m/z 370, identificado anteriormente
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por LS-MS, também foi detectado por CLAE-MS/MS nos picos 9 (folhas t.r. 18,95 min)
e 11 (galhos t.r. 15,73 min), com perda inicial de 164 u (m/z 370—206) seguido da perda
neutra de 18 u [M-H20]". Estes fragmentos evidenciam a formacdo do alcaloide
alocriptopina via reacdo Retro-Diels-Alder (RDA) (Figura 20), reacdo muito comum em
alcaloides do tipo protopina (JEONG et al., 2012; SHIM et al., 2013; MANOSALVA et
al., 2014).

+ <b ”N,CHS

m/z206 OH

c

l-Hzo
IO
.CH;
0 2\

m/z 188

Fonte: Adaptado de Shim et al., (2013).
Figura 20: Proposta de fragmentacdo para o alcaloide protopina alocriptopina.

Os picos minoritérios 5 (folhas, t.r. 8,66 min) e 7 (galhos, t.r. 11,38 min) foram
atribuidos ao ion m/z 312 que apresentou uma perda principal de 31 u (m/z 312—281)
referente ao fragmento [M-NH2CHs]*. As perdas de 15 u (m/z 281—266) e 31 u (m/z
281—250) foram atribuidas aos substituintes do anel C [M-CHs]" e [M-OCHa]",
respectivamente. Os fragmentos comparados com a literatura corroboram com o alcaloide
tebaina do tipo morfinano (Figura 21) (SHIM et al., 2013; RAITH et al., 2003) .
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Fonte: Adaptado de Shim et al., (2013).
Figura 21: Proposta de fragmentacdo para o alcaloide morfinano tebaina.

O ion em m/z 314, atribuido aos picos 3 (folhas, t.r. 5,91 min) e 10 (galhos, t.r.
14,64 min), apresentou o pico base em m/z 177 referente a perda de 137 u do fragmento
etilaminobenzeno, ja identificado anteriormente como o alcaloide amida derivado do
acido cindmico feruloiltiramina (Figura 22) (GALARCE-BUSTOS et al., 2019; JIAO et
al., 2018). O ion em m/z 420, pico 8 (folhas, t.r. 14,34 min) e 9 (galhos, t.r. 13,30 min),
apresentou perdas sequenciais de 218 u (m/z 420—202), 14 u (m/z 202—188) e 57 u (m/z
188—131), fragmentos tipicos de poliaminas derivadas de &cido cindmico. Assim, o ion
foi identificado como metilmaitenina evidenciando a presenca de poliaminas na espécie
(Figura 22) (CLERICUZIO et al., 2007; SCHLITTLER et al., 1973).
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2

OH
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NN AN~ N H H H H
o CHj o CHs
m/z 420 m/z 274 m/z 233
= H i =
—— N\/\/"' — ©\/\KN\/\+ — ©\/\I+
(o} 0 o
m/z 202 m/z 188 m/z 131

Figura 22: Proposta de fragmentagéo para alcaloides amidas (m/z 314) e poliaminas
(m/z 420).
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Na Tabela 4 também estdo descritas as principais absorbancias dos ions detectados
nos espectros de CLAE-DAD-MS, alguns apresentaram co-elui¢do e ndo foi possivel
determinar as principais bandas. Espectros de UV de alcaloides aporfinoides séo de
valores consideraveis na elucidacéo estrutural devido aos diferentes grupos distribuidos
neste tipo, que depende quase que exclusivamente da localizacdo ao invés da natureza do
substituinte. Os alcaloides proaporfinicos sdo caracterizados pela presenca de uma banda
forte na regido de 230-240 nm e uma banda fraca na regido de 280-290 nm, devido a
auséncia de ligacdes conjugadas no anel D e aos substituintes no anel A (SANGSTER e
STUART, 1965; ZHANG et al., 2006), que corrobora com as bandas identificadas para
o alcaloide estefarina.

Para alcaloides benzilisoquinolinicos as absorbancias estdo relacionadas ao anel
A devido as conjugacfes m do sistema aromatico, que sdo bastante semelhanteS aos
alcaloides aporfinicos, com forte absorcdo em torno de 210-230 nm e fraca absor¢do em
torno de 260-280 nm (SANGSTER e STUART, 1965; ZHANG et al., 2006). Neste
estudo, os alcaloides identificados como coclaurina e reticulina apresentaram forte
absorbancia em 244 e 245 nm e fraca absorbancia em 265 e 282 nm, respectivamente.

Absorcdes de UV de poliaminas derivadas do &cido cindmico sdo caracterizadas
pela presenca de fortes bandas na regido de 220-230 nm e fracas bandas em 270-290 nm,
devido as ligacbes conjugadas do anel aromatico e na porcao cinamoil (BOKERN et al.,
1995; ENGLERT et al., 1973). As poliaminas identificadas neste estudo apresentaram
bandas respectivas as regifes citadas na literatura.

Portanto, as anélises de CLAE-DAD-MS/MS contribuiram adicionalmente a
técnica de LS-MS/MS com a identificacdo de mais 8 alcaloides distribuidos entre
derivados de isoquinolinicos e poliaminas, promovendo uma investigacdo mais ampla
dos alcaloides detectados nas folhas e galhos de A. panurensis. No entanto, para a maioria
dos alcaloides identificados, algumas diferencas foram observadas nos espectros de UV,
possivelmente devido a co-eluicdo de muitos picos, bem como as exatas substitui¢coes
padrdes que permanecem desconhecidas, sendo necessario o fracionamento da fracao
alcaloidica e posterior anélise de RMN 1D e 2D para ajuste de atribui¢es inequivocas

das principais substancias.
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Tabela 4: Identificacdo da fracdo alcaloidica a partir das folhas e galhos de A.
panurensis por CLAE-DAD-MS/MS em escala analitica.

Folhas
. T.R* [M+H]" Amax
Pico Identificacdo ) MS/MS"
(min)  (m/2) (nm)
) MS? [286]: 277; 269; 254; 237; 175;
1 coclaurina 5,28 286
107.
. MS? [298]: 281; 266; 250; 235; 207;
2 estefarina 5,49 298 249, 284
161.
3 feruloiltiramina 591 314 MS? [314]: 177; 145; 121; 117. 243, 284
4 reticulina 6,36 330 MS? [330]: 267; 207; 192; 175; 137.
5 tebaina 8,66 312 MS? [312]: 281, 266; 251; 235; 223. 254
) MS? [310]: 295; 280; 266; 252; 249;
6 estefanina 9,29 310
234; 224,
7 papaverina 13,29 340 MS? [340]: 325; 310; 295; 279; 264. 253
8 metil-maitenina 14,34 420 MS? [420]: 274; 233; 202; 188; 131.
9 alocriptopina 18,95 370 MS? [370]: 323; 206; 188.
Galhos
. T.R* [M+H]" Amax
Pico Identificacao ) MS/MS
(min) (m/2) (nm)
) MS? [286]: 277; 269; 254; 237; 175;
1 coclaurina 5,36 286 244, 265
107.
) MS? [298]: 281; 266; 250; 235; 207;
2 estefarina 5,40 298 248, 285
161.
3 reticulina 6,35 330 MS? [330]: 267, 207; 192; 175; 137. 245, 282
4 lindoldamina 6,57 569 MS? [569]: 552; 178.
) ) MS? [300]: 285; 269; 255; 237; 178;
5 N-metilcoclaurina 8,65 300 235, 277
161; 145; 107.
6 palmatina 9,40 352 MS? [352]: 336; 322; 308; 294.
7 tebaina 11,38 312 MS? [312]: 281; 266; 251; 235; 223. 244
8 estefaranina 11,85 324 MS? [324]: 309; 294; 280.
9 metil-maitenina 13,30 420 MS? [420]: 274; 233; 202; 188; 131 243, 270
e 244, 285,
10 feruloiltiramina 14,64 314 MS? [314]: 177; 145; 121; 117. 316
11 alocriptopina 15,73 370 MS? [370]: 323; 206; 188. 242,254

T.R.*: Tempo de Retencéo
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5.3. Fracionamento por CLAE-DAD em escala semi-preparativa

A fracdo alcaloidica dos galhos de A. panurensis foi submetida ao fracionamento
em escala semi-preparativa, e na Tabela 5 estdo descritas as cinco fragdes coletadas de
acordo com os tempos de retencdo obtidos a partir dos cromatogramas de CLAE-DAD
(Figuras Al4 e Al5, pag.: 142). Para obter maiores rendimentos e melhor resolucao dos
picos, o fracionamento foi realizado com dois métodos diferentes de gradiente de elui¢éo
(1 e 2). Sendo assim, no gradiente 1 foi possivel coletar as amostras APG569 e APG298
separadamente, enquanto no gradiente 2 essas duas amostras co-eluiram. Por outro lado,

no gradiente 2 foi possivel coletar a amostra APG314.

Tabela 5: Fracionamento por CLAE-DAD em escala semi-preparativa da fracédo
alcaloidica dos galhos de A. panurensis.

_ Codigo das [M+H]* TR.” Amax TR.™ Amax
Pico amostras (m/2) (min) (nm) (min) (nm)

1 APG569 569 3,43 238, 279 1,75 2792

2 APG298 298 4,05 239, 276 2,28 2792

3 APG352 352 8,00 236, 271, 345 6,12 265, 340

4 APG420 420 11,15 237,276 10,16 271

5 APG314 314 - - 13,51 286, 315

*: Tempos de retencdo conforme gradiente de eluigéo 1.
**: Tempos de retencdo conforme gradiente de eluicéo 2.
a: Co-eluicéo.

5.3.1. Determinacdo estrutural da amostra APG569

A amostra APG569 (3,6 mg) apresentou-se como um sélido amorfo de coloracdo
amarelo claro. No espectro de massas modo full scan (Figura 23a) foi observado o pico
principal em m/z 569. No espectro de MS/MS (Figura 23b) o ion m/z 569 apresentou uma
perda inicial de 17 u (m/z 552), atribuido a perda de hidroxila [M-OH]* no anel C do
esqueleto benziltetrahidroisoquinolinico. O pico em m/z 178 pode ser considerado um ion
diagnostico no esqueleto de alcaloides benzilisoquinolinicos (DUTE et al., 1987;
MUREBWAY IRE et al., 2008; SHIM et al., 2013). Dados de espectrometria de massas
de alta resolucdo [M+H]*: m/z 569,2674; formula molecular: C34H37N20¢; calculado: m/z
569,2646; Anz teorico= - 4,8 ppm.
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Figura 23: Espectro de massas de alta resolucdo modo full scan (A) e MS/MS (B) da
amostra APG569.

O espectro de RMN de H (500 MHz, CDsOD) (Figura 24 e Tabela 6) da amostra
APG569 apresentou 11 sinais de hidrogénio na regido de aromaéticos (7,3 - 6,5 ppm),
sendo que dois deles foram observados com a mesma constante de acoplamento e
integracdo para dois hidrogénios cada: 61 7,25 (d; 2H; J: 8,5 Hz; H-10; H-14) e oH 6,93
(d; 2H; J: 8,5 Hz; H-11; H-13), além de sete simpletos com um hidrogénio cada.

Os sinais de hidrogénio em 6+ 6,59 (s; 1H; H-8°), 61 6,48 (s; 1H; H-8), 61 6,72 (;
1H; H-5%) ¢ 6n 6,77 (S; 1H; H-5) estdo localizados em posicéo para no anel aromatico B
tetrassubstituido, além de trés sinais de hidrogénio em 61 6,99 (dd; 1H; J: 8,5 ¢ 2,0 Hz;
H-14"), on 6,98 (d; 1H; J: 8,5 Hz; H-13") e on 6,76 (s; 1H; H-10") que apresentaram

constante de acoplamento orto no anel C.
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Na regido de alifaticos, sdo observados dois sinais de metoxilas em 61 3,84 (s; 3H;
H-6"-OCH3) e dn 3,82 (S; 3H; H-6-OCHpg), dois sinais de hidrogénio em dn 4,59 (t; 1H;
J: 7,1 Hz; H-1) e 61 4,55 (t; 1H; J: 7,1 Hz; H-1) e 12 hidrogénios metilénicos dos anéis
B, H-15 e H15” sobrepostos na regido de 3,5 — 2,0 ppm, totalizando 31 hidrogénios no
espectro de RMN de *H.
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Figura 24: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CD3s0D) da amostra APG569 (A) e
ampliacOes da regido de aromaticos (B) e alifaticos (C).
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No mapa de contorno de HSQC (500 MHz, CD30D) foi possivel localizar 10
sinais de carbono na regido de aromaticos (111 — 160 ppm) e 11 na regido de alifaticos
(24 — 57 ppm) (Figuras 25 e 26; Tabela 6). Observou-se a correlacdo de dois dupletos na
regido de aromaticos em 6 7,25 (H-10; H-14) e o1 6,93 (H-11; H-13) com dois sinais de
carbono em &¢ 130,6 (C-10 e C-14) e oc 117,5 (C-11 e C-13), que consequentemente
formam um anel aromatico simétrico. A presenca do outro anel aromatico foi evidenciada
pela correlagéo de trés sinais de hidrogénio: on 6,99 (H-14"); on 6,98 (H-13") e 61 6,76
(H-10") com trés sinais de carbono dc 126,0 (C-14), 6c 117,6 (C13’) e 6c 121,9 (C10°),
respectivamente; confirmando a posicao orto no anel. As correlactes de H-C em posigéo
para no anel A tetrassubstituido foram confirmadas com 6n 6,48 (H-8), 61 6,59 (H-8),
dH 6,77 (H-5) e 61 6,72 (H-5") com os sinais de carbono sobrepostos em ¢ 113,1 (C-8),
dc 112,9 (C-8’), 8¢ 111,4 (C-5) e 6¢ 111,3 (C-57).

Os sinais de hidrogénio em 6n 3,84 (s; H-6’-OCHs3) e 61 3,82 (s; H-6-OCHy)
correlacionam com dc 55,8 (C-6’-OCHj3), dc 55,2 (C-6-OCHg). Ainda proximo dessa
regido, os tripletos 614,55 (t; H-1) e 4,59 (t; H-1) correlacionam com os sinais de carbono
em dc 56,4 (C-1) e 6¢ 56,1 (C-1). Os sinais de hidrogénio metilénico em dn 3,49 (m; H-
3%); 0n 3,40 (m; H-3); 6n1 3,25 € 6n 3,05 (M; H-157) e 6n 3,36 ¢ on 3,05 (m; H-15) foram
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localizados em deslocamentos muito proximos e correlacionando com os sinais de
carbono das posigdes C-3” (dc 39,4); C-3 (6c 39,3); C-15" (8¢ 39,3) e C-15 (6¢ 39,3). Dois
hidrogénios metilénicos em 6n 2,99 e 612,98 (m; 2H; H-4"); 613,07 ¢ 61 3,03 (m; 2H; H-
4) foram atribuidos aos sinais de carbono em oc 24,8 (C-4) e dc 24,9 (C-4) totalizando 6

sinais de carbono de grupos metilénicos.
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Figura 25: Mapa de contorno de HSQC (500 MHz, CD3OD) da amostra APG569.
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Figura 26: Ampliacdes das regides de aromaticos (A) e alifaticos (B) do mapa de
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O mapa de contorno de HMBC (500 MHz, CD30D) (Figuras 27 e 28; Tabela 6)
mostrou as principais correlagdes a longa distancia dos H-C (32, J® e J*) destacando a
identificagdo de 12 sinais de carbono quaternarios. As principais correlacdes em J° dos
anéis aromaticos foram atribuidas para os hidrogénios simétricos o1 7,25 (H-10 e H-14)
com dc 39,3 (C-15). Além disso, 6 6,93 (H-11) ¢ dn 7,25 (H-14) apresentaram correlagédo
com 0 8¢ 157,8 (C-12) em J2 e J3, respectivamente. A correlagio de &y 7,25 (H-14) com
0 8¢ 131,1 (C-9) (J2) indica a presenca do sinal de carbono quaternario no anel C. As
correlagdes 6w 6,98 (H-13) e d¢ 127,7 (C-9°); on 3,05 (H-15) e ¢ 127,7 (C-9°); o1 6,98
(H-13") e 61 148,8 (C-12’) comprovam a presenga do outro sinal de carbono quaternario
no anel C com hidrogénios em posigéo orto.

Na porcdo da estrutura que caracteriza o grupo benziltetraisoquinolinico as
correlagbes para os sinais de carbono quaternario foram atribuidas conforme os
deslocamentos em 6+ 4,55 (H-1") e 61 6,72 (H-5") com 6¢ 124,3 (C-4a’); 614,59 (H-1) e
OH 6,77 (H-5) com oc 124,5 (C-4a). Os metilénicos em 6n 3,49 (H-3%) ¢ 61 3,40 (H-3) com
dc 123,0 (C-8a’) e 6c 123,1 (C-8a), respectivamente.

Por fim, temos as metoxilas on 3,84 (6’-OCH3) e o6n 3,82 (6-OCHs)
correlacionadas em J2 com os sinais de carbono em 5¢c 148,2 (C-6°) e 8¢ 148,2 (C-6), bem
como os sinais de hidrogénio én 6,59 (H-8’) e 61 6,72 (H-5) correlacionando a longa
distancia com o sinais de carbono em dc 145,7 (C-7’), deslocamento caracteristico de
carbono ligado a hidroxila. Além disso, os sinais de hidrogénio 61 6,48 (H-8) e 61 6,77

(H-5) correlacionando a longa distancia com o sinal de carbono em &c 145,6 (C-7).
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8 6 4 2 F2 [ppm]

100 50  F1[ppm]

150

Figura 27: Mapa de contorno de HMBC (500 MHz, CD30OD) da amostra APG569.
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As andlises dos espectros de RMN de *H, HSQC, HMBC juntamente com o0s
dados de espectrometria de massas sugeriram que a molécula consiste em dois fragmentos
similares com uma ligag&o de conex&o aos dois fragmentos. As estruturas sdo coerentes
com duas coclaurinas conectadas via ligacéo de éter. A ligacdo C-7 e C-11’ foi suportada
pelo espectro de HMBC de acordo com as caracteristicas observadas no ambiente
quimico destes carbonos mencionados.

Portanto os experimentos levaram a determinagdo da estrutura do alcaloide
isbmero da lindoldamina (Figura 29) do tipo bisbenzilisoguinolinico, previamente
identificado no curare (GARCIA et al., 2015). Lindoldamina ja foi reportado nos géneros
Triclisia, Albertisia e Abuta (DUTE et al., 1987; LAVAULT et al., 1987;
MUREBWAY IRE et al., 2008).

Figura 29: Estrutura do alcaloide isomero da lindoldamina.
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Tabela 6: Dados de RMN de H e 13C da amostra APG569.

Amostra APG569 (isdmero da lindoldamina)

- OH OH dc B
POSICA0 1 ttiplicidade, J HzZ):  (multiplicidade, J Hz)P  HSQC®® e
1 4,59 (1H: t; 7,1 H2) 4,65 (1H: t; 7,1 Hz) 56,1 39,3; 124,5
3 3,40 (2H; m) 3,32 € 3,55 (2H: m) 39,3 24,9;56,1;123,1
4 3,03 € 3,07 (2H; m) 3,05 € 3,00 (2H: m) 24,9 39,3; 56,1
4a - - 124,5 -
24,9;113,1; 123,1;
5 6,77 (LH; s) 6,79 (LH: s) 111,4 124,5; 1456;
1482
6 - - 1482 -
6-OCHs 3,82 (3H; 5) 3,85 (3H: s) 55,2 145,6; 148,2
7 - - 1456 -
. . 55,2; 123,1;
8 6,48 (LH; s) 6,61 (LH: s) 113,1 a6 1480
8a - - 123,1 -
9 - - 131,1 -
39,3; 117,5;
10 7,25 (1H; d; 8,5 Hz) 7,28 (1H; d; 8,3 Hz) 130,6 130,6; 131,1;
157,8
11 6,93 (LH; d: 8,5 Hz) 6,94 (1H: d: 8,3 H2) 117,5 117'155;7121’1;
12 - - 157,8 -
13 6,93 (1H; d: 8,5 Hz) 6,94 (1H; d: 8,3 Hz) 117,5 117'155?7131*1;
39,3; 117,5;
14 7,25 (1H; d; 8,5 Hz) 7,28 (1H; d; 8,3 Hz) 126,0 130,6; 131,1;
157,8
15 3,05 (1H; m) 3,44 (1H; m) 39,3 1526615-11233618-
3,36 (1H; m) 3,08 (1H; m) ' % 199,9;
131,1
1’ 4,55 (1H: t; 7,1 H2) 4,60 (1H: t; 7,2 H2) 56,4 39,3; 124,3
3 3,49 (2H; m) 3,32 € 3,48 (2H: m) 39,4  24,8;564; 123,0
4 2,98 € 2,99 (2H; m) 3,03 e 3,08 (2H; m) g 394 51(;,;1;3123,0;
4’ - - 124,3 -
24,8; 112,9;
5 6,72 (LH; s) 6,74 (1H: s) 111,3 124,3; 145.7;
148,2
6 - - 148,2 -
6’-OCHjs 3,84 (3H; s) 3,82 (3H;s) 55,1 145,7; 148,2
7 . ; 145,7 -
, . . 123,0; 56,4;
8 6,50 (1H; s) 6,50 (LH: s) 112,9 1457 148
8’ - - 123,0 -
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10°
11
12
13

14°

15°

6,76 (1H; s)

6,98 (1H; d; 8,5 Hz)

6,99 (1H; dd; 8,5e 2,0
Hz)

3,05 (1H; m)
3,25 (1H; m)

6,80 (1H; s)

6,98 (1H; d; 8,2 Hz)
7,02 (1H; dd; 8,2 e 1,5 Hz)

3,10 (1H; m)
3,27 (1H; m)

127,7
121,9
1445
148,8

117,6

126,0

39,3

39,3; 126,0; 148,8

39,3; 127,7,
144,5; 148,8

39,3; 121,9; 148,8

56,4; 121,9;
123,0; 126,0;
1277

2 0 experimento foi realizado em CD30D a 500 MHz para *H.
b Dados da literatura de acordo com Garcia et al., (2015) (CD3OD, 400 MHz).

¢ Carbonos foram assinalados através dos dados de HSQC e HMBC, respectivamente.

5.3.2. Determinacdo estrutural da amostra APG298

A amostra APG298 (22,1 mg) apresentou-se como um solido amorfo de coloragédo

marrom claro. No espectro de massas modo full scan (Figura 30a) foi observado um pico

base [M+H]" em m/z 298, e seu espectro MS/MS (Figura 30b) mostrou perdas sequenciais
de 17 u (m/z 298—281) e 15 u (m/z 281—266) seguidas pela perda de 31 u (m/z
281—250), que sdo consistentes com o esqueleto proaporfinico (STEVIGNY et al.,

2004). Dados de espectrometria de massas de alta resolucdo [M+H]": m/z 298,1461;

formula molecular: C1gH20NOs; calculado: m/z 298,1438; Amz tesrico= - 7,9 ppm.

68



Intens.

x108 A

2.0

298.1461
*

192.1019
L 4

269.1175

0.5

1610841

284 (45 281.1174
L 4 2380087 2340952 »

& &
| 250.0980 266,1028 31316.1563
L

el el A | LeY

0.0 1l |

x1057
2.5
161.0840

20

238.0980
192.1011

250.0950
1.04

146.0596

0.51 178.0772 223.077 266.1171
298.1451

210.1009
‘ 2811177 T
0.0 L T PO [T |||||‘|I i ||\ || ||\|. | I ||‘|||I. .| ||I .||| ‘ L | || L

125 150 175 200 25 250 275 300 miz

Figura 30: Espectro de massas de alta resolucdo modo full scan (A) e MS/MS (B) da
amostra APG298.

O espectro de RMN de *H (500 MHz, CD30D) (Figura 31 e Tabela 7) da amostra
APG298 apresentou 5 sinais de hidrogénio na regido de aromaticos (7,3 — 6,0 ppm). O
simpleto em 6+ 6,89 (s, 1H; H-3) foi atribuido ao anel A, com caracteristicas de esqueleto
proaporfinico com substituicdes. Os demais sinais de hidrogénio em én 7,16 (dd; 1H; J:
10 e 3 Hz; H-8); 8H 6,29 (dd; 1H; J: 10 e 1,9 Hz; H-9); 61 6,41 (dd; 1H; J: 10 e 1,9 Hz;
H-11) e 6w 7,02 (dd; 1H; J: 10 e 3 Hz; H-12) foram atribuidos ao anel D néo substituido.

Na regido de alifaticos sdo observados seis sinais de hidrogénio na regido de 4,75
— 2,00 ppm: um préton metinico én 4,72 (m; 1H; H-6a) e 0s grupos metilénicos em dn
3,69 (ddd; 1H; J: 13; 5,9 € 2,3 Hz; H-5) e 6n 3,44 (m; 1H; H-5), 61 3,00 (m; 2H; H-4), dn
2,52 (dd; 1H; J: 12 e 6,5 Hz; H-7) e on 2,42 (dd; 1H; 12 e 10,5 Hz; H-7) corroborando
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, Sa0

com a natureza proaporfinica da substancia. Em adicdo aos dados mencionados

observados dois simpletos em ox 3,82 (S, 3H; 2-OCHz) e 6n 3,61 (s, 3H; 1-OCH3),
caracterizando as metoxilas substituidas no anel A; totalizando 18 sinais de hidrogénio

no espectro de H.
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Figura 31: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CD3s0D) da amostra APG298 (A) e
ampliacBes das regides de aromaticos (B) e alifaticos (C).
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No mapa de contorno de HSQC (500 MHz, CDs0D) foi possivel localizar 5 sinais

de carbono na regido de aromaticos (111 — 154 ppm) e 6 na regido de alifaticos (22 — 60
ppm) (Figura 32 e 33; Tabela 7). Os duplo dupletos da regido de aromaticos on 7,16 (H-
8), on 6,29 (H-9), 61 6,41 (H-11) e dx 7,02 (H-12) correlacionaram com os sinais de
carbono ¢ 150,3 (C-8), ¢ 126,7 (C-9), 8¢ 127,8 (C-11) e &¢ 153,6 (C-12) evidenciando
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o0 anel D da estrutura. O simpleto oH 6,89 (H-3) correlacionou com o sinal de carbono em
dc 112,1 (C-3) atribuido ao anel A.

Na regido de alifaticos, as metoxilas 61 3,82 (S, 3H; 2-OCH3) ¢ 6n 3,61 (s, 3H; 1-
OCHzs) foram atribuidas aos deslocamentos d¢ 59,9 (C-1-OCHs) e éc 55,4 (C-2-OCHys),
substituintes do anel A. Além do mais, 0 multipleto em 6n 3,00 (H-4) foi atribuido ao
deslocamento d¢ 23,5 (C-4), enquanto o1 3,69 (H-5) e dn 3,44 (H-5) foram atribuidos para
dc 43,7 (C-5), ambos no anel B. O multipleto em dn 4,72 (H-6a) foi atribuido ao sinal de
carbono em oc 56,5 (C-6a), e os duplo dupletos o1 2,42 (H-7) ¢ 6w 2,52 (H-7) foram
atribuidos ao deslocamento 6¢c 44,9 (C-7), o que estaria de acordo com a presenca do anel
C do esqueleto proaporfinico.

O mapa de contorno de HMBC (500 MHz, CD30D) (Figuras 34 e 35; Tabela 7)
mostrou as principais correlacdes a longa distancia dos H-C (J% e J®) destacando a
identificacdo de 5 sinais de carbono quaternario na estrutura. As principais correlacfes
em J3 dos anéis aromaticos foram atribuidas para os sinais de hidrogénio em &y 7,16 (H-
8) e o1 7,02 (H-12) com o sinal de carbono em 6¢ 186,5 (C-10) no anel D. Além disso,
OH 6,29 (H-9) e o1 6,41 (H-11) correlacionam com &c 50,7 (C-7a), confirmando a
presenca de outro carbono quarternario no anel D. Ainda em J3, o proton 51 6,89 (H-3)
correlaciona com os sinais de carbono em dc 144,6 (C-1), 6c 129,3 (C-3b) e oc 23,5 (C-
4).

Confirmando a estrutura do anel C, foram localizadas as correlagdes 6n 2,42 (H-
7) e 61 2,52 (H-7) com 6¢c 133,8 (C-1a) e dc 129,3 (C-3b), ambos carbonos quaternarios
presentes na estrutura. Em adicdo, estes sinais de hidrogénio citados também
correlacionaram com ¢ 150,3 (C-8) e dc 153,6 (C-12) do anel D.

As metoxilas 8y 3,61 (1-OCHz3) e 81 3,82 (2-OCHs) correlacionam em J? com 0s
sinais de carbono em &c 144,6 (C-1) e dc 154,7 (C-2), respectivamente, confirmando a

substituicdo no anel A.
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Figura 33: Ampliacdo das regies de aromaticos (A) e alifaticos (B) do mapa de
contorno de HSQC (500 MHz, CDs0D) da amostra APG298.
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Figura 34: Mapa de contorno de HMBC (500 MHz, CD30OD) da amostra APG298.
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APG298: azul (J?) e vermelho (J%).
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De acordo com os espectros de 1D e 2D, juntamente com as analises de
espectrometria de massas foi possivel confirmar a estrutura da estefarina (Figura 36). O
alcaloide identificado é um dos mais representativos do tipo proaporfinico dentro da
familia Menispermaceae, previamente reportado nos géneros: Stephania, Sciadotenia e
Abuta (CAVA et al., 1968; DAMAS et al., 1985; DUTE et al., 1987; GORPENCHENKO
etal., 2017; XIAO et al., 2018).

Figura 36: Estrutura do alcaloide estefarina.
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Tabela 7: Dados de RMN de H e 13C da amostra APG298.

Amostra APG298 (estefarina)
OH OH dc

-~ a
POSIGR0 nultiplicidade: J Hz)? (multiplicidade;  Hz)> ~ HsQcae ~ MBC
1 - - 144,6 -
1-OCHjs 3,61 (3H;s) 3,60 (3H; s) 59,9 1446
la - - 133,8 -
2 - - 154,7 -
2-OCH3 3,82 (3H; 5) 3,81 (3H; 5) 55,4 154,7
. ) 23,5; 129,3;
3 6,89 (1H; 9) 6,66 (1H; 9) 1121 a6 1547
3a - - 1315 -
3b - - 129,3 -
4 3,00 (2H; m) 2,79 (2H; m) 235 -
3.44 (1H: m) 3,14 (1H; dddl;_é)2,7; 10,3e6,6
5 3,69 (1H; ddd; 13;5,9e 2,3 3.44 (1H: ddd: 12.7: 6,6 € 2.3 43,7 -
Hz)
Hz)
6-NH 1,95 (s) - - -
6a 4,72 (1H; m) 4,30 (1H; dd; 10,8 e 6,3 Hz) 56,5 133,8
. dd- S 50,7; 56,5;
; 2,42 (1H; dd; 12 e 10,5 Hz) 2,21 (1H; dd; 12,1 e 10,8 Hz) 449 1263133 6:
2,52 (1H; dd; 12 e 6,5 Hz) 2,41 (1H; m; 12,1 e 6,3 Hz) 150.3 1536
7Ta - - 50,7 -
8 7,16 (1H; dd: 10 e 3 Hz) 7,06 (1H: dd: 10e2,9Hz) 1503 44%652'7;
9 6,29 (1H; dd; 10 e 1,9 Hz) 6,30 (1H; dd; 10 e 1,9 Hz) 126,7 50,7
10 - - 186,5 -
11 6,41 (1H; dd; 10 e 1,9 Hz) 6,42 (1H; dd; 10 e 1,9 Hz) 127,8 50,7
12 7,02 (1H; dd; 10 e 3 Hz) 6,93 (1H; dd; 10 e 2,9 Hz) 153,6 186,5

2 O experimento foi realizado em CD3;0D a 500 MHz para 'H.
b Dados da literatura de acordo com Costa et. al., (2015) (CDCI3 + gotas de CDs0D, 400 MHz).
¢ Carbonos foram assinalados através dos dados de HSQC e HMBC, respectivamente.

5.3.3. Determinacdo estrutural da amostra APG352

A amostra APG352 (8,7 mg) apresentou-se como um sélido amorfo de coloragédo
amarelo. No espectro de massas modo full scan (Figura 37a) foi observado um pico base
em m/z 352 [M+H]", e o espectro de fragmentacdo MS/MS (Figura 37b) apresentou uma
perda principal de 16 u (m/z 352—336) [M- CHs— H]* caracteristico do esqueleto de
alcaloides protoberberinicos (SHIM et al., 2013; DEEVANHXAY et al., 2009). Dados
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de espectrometria de massas de alta resolucdo [M+H]": m/z 352,1616; formula molecular:

C14H26NOg; calculado: m/z 352,1602; Amz tesrico= - 3,9 ppm.
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Figura 37: Espectro de massas de alta resolucdo modo full scan (A) e MS/MS (B) da
amostra APG352.

O espectro de RMN de *H (500 MHz, CD3OD) (Figura 38 e Tabela 8) da amostra
APG352 apresentou 6 sinais de hidrogénio na regido de aromaticos (10,00 — 7,00 ppm).
Os sinais de hidrogénio em &n 7,69 (s; 1H; H-4) e 84 7,08 (s; 1H; H-1) foram atribuidos
ao anel A em posicdo para, caracteristico do anel aromatico tetrassubstituido. Outros
sinais de hidrogénio em &n 9,79 (s; 1H; H-8) e 6w 8,82 (s; 1H; H-13) também em posicao
para foram atribuidos no anel C. Enquanto no anel D foram atribuidos sinais de
hidrogénio em &n 8,14 (d; 1H; J: 9,3 Hz; H-11) ¢ 6w 8,04 (d; 1H; J: 8,8 Hz; H-12) em

posicdo orto caracteristico do esqueleto protoberberinico.
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Na regido de alifaticos sdo observados 6 sinais de hidrogénio na regido de 5,00 —
3,00 ppm. Dois grupos metilénicos foram identificados no espectro em & 3,30 (m; 2H;
H-5) e 614,96 (m; 2H; H-6), sendo este Ultimo deslocamento caracteristico de metilénico
préximo de amina quaternaria. Os demais sinais de hidrogénio foram identificados como
metoxilas: on 4,24 (s; 3H; 9-OCHz3), 31 4,14 (s; 3H; 10-OCHz3), 8n 4,02 (s; 3H; 2-OCHz3)
e 8n 3,97 (s; 3H; 3-OCHj) totalizando 22 sinais de hidrogénio no espectro de H.
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Figura 38: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CD3s0D) da amostra APG352 (A) e
ampliacGes das regides de aromaticos (B) e alifaticos (C).

No mapa de contorno de HSQC (500 MHz, CD30D) foi possivel localizar 6 sinais
de carbono na regido de aromaticos (111 — 147 ppm) e 6 na regido de alifaticos (28 — 64
ppm) (Figura 39 e 40; Tabela 8). Os simpletos da regido de aromaticos on 7,08 (H-1), dn
7,69 (H-4), 619,79 (H-8) e 61 8,82 (H-13) correlacionaram com os sinais de carbono em
6¢ 110,6 (C-1), 6c 112,8 (C-4), 6c 146,9 (C-8) e 6c 121,8 (C-13), respectivamente, todos
em posicao para nos anéis A e C da estrutura. Os dois dupletos em o1 8,14 (H-11) e on
8,04 (H-12) correlacionaram com os sinais de carbono em 8¢ 128,7 (C-11) e 8¢ 125,1 (C-
12) em posicdo orto, atribuidos ao anel D.

Na regido de alifaticos o multipleto em 61 3,30 (H-5) correlacionou com o
deslocamento 6¢ 29,1 (C-5) e o multipleto em 6H 4,96 (H-6) com 6¢ 58,5 (C-6), ambos no
anel B, evidenciando o esqueleto berberinico. Os deslocamentos 6¢ 63,2 (C-9-OCHa), éc
58,5 (C-10-OCHs3), 6¢ 57,7 (C-2-OCHg) e ¢ 57,2 (C-3-OCHg) foram atribuidos as quatro
metoxilas identificadas anteriormente.

O mapa de contorno de HMBC (500 MHz, CD30D) (Figuras 41 e 42; Tabela 8)
mostrou as principais correlagdes a longa distancia dos H-C (J2, J® e J*) destacando a
identificacdo de 9 sinais de carbono quaternario na estrutura. As principais correlaces

em J3 dos anéis A e B foram atribuidas para os sinais de hidrogénio em &n 7,08 (H-1)
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correlacionado com 6c 121,9 (C-4a), bem como on 7,69 (H-4) e 6n 3,30 (H-5) com ¢
131,5 (C-13b), determinando a posicdo dos carbonos quaternarios dessa porcdo da
estrutura.

Uma evidéncia forte do anel C esta relacionada aos deslocamentos 61 9,79 (H-8)
e oH 8,82 (H-13) correlacionados a longa distancia com o d¢ 141,2 (C-13a), como também
foi observado a correlagdo de on 4,96 (H-6) com o oc 141,2 (C-13a). As principais
correlagOes a longa distancia no anel D ocorreram para 6n 8,14 (H-11) com &¢c 136,6 (C-
8a), como também foi observado para on 8,04 (H-12) com éc 122,7 (C-12a).

As principais correlacdes para os metilénicos foram identificadas no espectro em
oH 3,30 (H-5) com o &¢c 58,5 (C-6), assim como foram mostradas as correlagdes de on
9,79 (H-8) com o oc 58,5 (C-6) e dn 7,69 (H-4) com o dc 29,1 (C-5).

As posicdes exatas das metoxilas ficaram por conta das correlagdes em J? de &4
4,02 (2-OCHzs) com 6¢ 152,2 (C-2) e dn 3,97 (3-OCH3) com dc 155,1 (C-3), ambos no
anel A, assim como as metoxilas o1 4,24 (9-OCHz) com ¢ 147,1 (C-9) e on 4,14 (10-
OCHs3) com &c 153,3 (C-10) localizadas no anel D. As demais correlacdes a longa

distancia sdo destacadas na Figura 39.
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Figura 39: Mapa de contorno de HSQC (500 MHz, CD3s0OD) da amostra APG352.

82



4
N A
A
\/ 8
1 | \7
13
D
12
11
€
. 5
] RS
13 o
12 e
‘ 11 [ e
. -2
| T T T T [ T T T T I T T T T | T r T
10 9 8 7 F2 [ppm]
H,CO A
YA B
/.
H,CO 2
_OCHj
D 9
10°0CHs
£
- .

50

L 10 2 o

60

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ]
50 45 40 35 F2 [ppm]

Figura 40: Ampliacdo das regides de aromaticos (A) e alifaticos (B) do mapa de
contorno de HSQC (500 MHz, CD30D) da amostra APG352.

83



-E
o
=
" . - A
'lf-
. " o
o n
: i o
- -8
. ] Al ln‘ L} , B
L u L] B
:. " " . [ - B
wi - " o
w “n' ':' -‘e_r — 0
I o
. — O
B N
T T T T T T T T | T T T T T T T T T T
8 6 4 2 F2[ppm]

Figura 41: Mapa de contorno de HMBC (500 MHz, CD30D) da amostra APG352.
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Figura 42: Ampliagdes do mapa de contorno de HMBC (500 MHz, CD30OD) da amostra
APG352: azul (J?), vermelho (J%) e verde (J4).

De acordo com a andlise dos espectros de correlacdo juntamente com as analises
de espectrometria de massas foi possivel determinar a estrutura da palmatina (Figura 43),
pertencente aos protoberberinicos. O alcaloide identificado é bastante recorrente na
familia Menispermaceae principalmente nos géneros Stephania, Tinospora, Coscinium,
Arcangelisia e Abuta (CHANG et al., 1984; HOCQUEMILLER e CAVE, 1984; THUY
et al., 2005; DEEVANHXAY et al., 2009; HENRIQUE, 2012; YU et al., 2014;
SEMWAL e SEMWAL, 2015; BAJPAI et al., 2016; SHANGGUAN et al., 2018).

Figura 43: Estrutura do alcaloide palmatina.
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Tabela 8: Dados de RMN de *H e *C da amostra APG352.

Amostra APG352 (palmatina)

On

On

dc

.~ a
POSICA0  uitiplicidade; J Hz):  (multiplicidade; J HzZ)P  HSQC:< abilHe
. . 29,1;121,9;
1 7,08 (1H: ) 7,64 (1H; ) 110,6 et
2 i i 1522 :
2-OCH; 4,02 (3H: 5) 3,98 (3H: 5) 577 152,2
3 : : 155,1 :
3-OCH; 3.97 (3H: s) 3,93 (3H: s) 572 155,1
. . 131,5; 141,2;
4 7,69 (1H: 5) 7,03 (1H: 5) 1128 e
4a : : 121,9 :
58,5; 110,6;
5 3,30 (2H: m) 3.28 (2H: t; 6,3 Hz) 29,1 112,8; 121.9:
1315
. . 29,1; 131,5;
6 4,96 (2H; m) 4,93 (2H; t; 6,3 Hz) 58,5 ptpieires
7 - - - -
58,5; 141,2;
8 9,79 (1H; s) 9,75 (1H; s) 146,9 125,1: 136,6;
1471
8a : : 136,6 :
9 - - 1471 -
9-OCH; 4,24 (3H; ) 4,20 (3H: 5) 63,2 1471
10 : : 1533 :
10-OCHs 4,14 (3H; s) 4,09 (3H: 5) 58,5 1533
. L 125.1:136.6;
11 8,14 (1H: d: 9.3 Hz) 8,09 (1H: d: 9.1 Hz) 1287 el
. L 1227, 136.6:
12 8,04 (1H; d; 8,8 Hz) 8,01 (1H; d; 9,1 Hz) 1251 147.1: 1533
12a : : 1227 i
13 8,82 (1H: s) 8.79 (1H; s) 1218 125,1: 141,2
13a : : 141,2 i
130 : : 1315 :

2 O experimento foi realizado em CD3OD a 500 MHz para *H.
b Dados da literatura de acordo com Costa et. al., (2009) (CDCI; + gotas de CD30D, 400 MHz).

¢ Carbonos foram assinalados de acordo com os dados de HSQC e HMBC, respectivamente.

5.3.4. Determinacdo estrutural da amostra APG420

A amostra APG420 (11,2 mg) apresentou-se como um solido amorfo de coloragédo
amarelo claro. No espectro de massas modo full scan (Figura 44a) foi observado um pico
base em m/z 420 [M+H]* e o espectro de fragmentacdo MS/MS (Figura 44b) mostrou
perdas principais de 232 u (m/z 420—188) e 57 u (m/z 181—131), fragmentos tipicos de
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amidas derivadas de &cido cinamico (CLERICUZIO et al., 2007; SCHLITTLER et al.,
1973). Dados de espectrometria de massas de alta resolucdo [M+H]": m/z 420,2669;
férmula molecular: C2sH34N3O2; calculado: m/z 420,2646; Amz tesrico= - 5,6 ppm.

Intens,
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Figura 44: Espectro de massas de alta resolucdo modo full scan (A) e MS/MS (B) da
amostra APG420.

O espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO ds) (Figura 45 e Tabela 9) da
amostra APG420 apresentou dois multipletos sobrepostos na regido de aromaticos (7,6 —
7,0 ppm) caracterizados por sinais de anel aromatico nao substituido em 6n 7,42 — 7,38
(m; 8H; H-3""; H-3"; H-7"e H-7"") e dn 7,56-7,54 (m; 4H; H-5"; H-5""; H-6"; H-6""; H-
8; H-8"; H-9"; H9™"), bem como hidrogénios metinicos em &4 6,60 (d; 1H; J: 16 Hz; H-
2°0u H-2"") e 61 6,63 (d; 1H; J: 16 Hz; H-2"" ou H-2") em posi¢do trans devido aos
valores de J. A presenca do grupo amida foi confirmada pelo sinal 61 8,12 (-NH). Na
regido de alifaticos (3,20 — 1,45 ppm) foram detectados 5 sinais de hidrogénio.
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Figura 45: Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO ds) da amostra APG420 (A) e
ampliacOes das regides de aromaticos (B) e alifaticos (C).

O espectro de RMN de *C (125 MHz, DMSO ds) (Figura 46a e Tabela 9) da
amostra APG420 apresentou 12 sinais de carbono na regido de aromaticos (166 — 120
ppm) incluindo carbonos quaternarios, enquanto na regido de alifaticos foram
identificados 8 sinais de carbono. Ainda na regido de alifaticos, foram confirmados por
meio de DEPT-135° (Figura 46b) a presenca de uma metila (3¢ 42,09) e sete sinais de
carbono metilénico (3¢ 24 - 55) bem definidos. Além disso, observa-se apenas a presenca
de 9 sinais de carbono na regido acima de 120 ppm, isto implica dizer que os sinais de
carbono em dc 165,32; 5c 165,27 e dc 135,43 observados no espectro de *C sdo
quaternarios.

A correpondente correlacio de H-13C foi confirmada mapa de contorno de HSQC
(500 MHz, DMSO de) (Figura 47 e 48; Tabela 9). Na regido de aromaéticos é possivel
observar a presenca de dois aneis simétricos em oy 7,56-7,54 (m; 4H; H-5"; H-5""; H-6";
H-6""; H-8"; H-8""; H-9"; H 97") correlacionando com dc 127,94 (C-9’ e C-9”), ¢ 127,98
(C-5’ e C-57), 8¢ 129,39 (C-67; C-6""; C-8"; C-8""), como também o préton oH 7,40 (m;
2H; H-7"e H-7"") correlacionando com dc 129,83 (C-7" e C-77).

Conforme sugere o espectro, 0s hidrogénios metinicos em 64 6,60 (d; 1H; J: 16
Hz; H-2"ou H-2"") e &n 6,63 (d; 1H; J: 16 Hz; H-2"" ou H-2") correlacionaram com dc
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122,83 (C-2") e 6c 122,79 (C-2”). Entretanto, os outros dois hidrogénios metinicos ndo
foram facilmente identificados por meio da multiplicidade, sendo sugerido os
deslocamentos én 7,42 (m; 1H; H-3") correlacionando com &¢ 138,85 (C-3°) ¢ 61 7,38
(m; 1H; H-37") com 6¢ 138,88 (C-3”).

Na porcdo alifatica, o grupo metila foi confirmado pelo deslocamento on 2,16 (H-
5) correlacionando com 6¢ 42,09 (C-5) e os metilénicos 61 3,20 (H-2), o1 3,18 (H-9), oH
2,35 (H-4), 61 2,32 (H-6) e o1 1,61 (H-3) apresentaram correlagdo com os sinais de
carbono em &¢ 37,58 (C-2), dc 39,07 (C-9), dc 55,26 (C-4), d¢c 57,12 (C-6) e dc 42,09 (C-
3), respectivamente. O deslocamento em on 1,45 (H-7 e H-8) identificado como
metilénico, apresentou correlagdo com dois sinais de carbono em oc 27,48 (C-7 ou C-8)
e dc 24,53 (C-8 ou C-7).
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Figura 46: Espectro de RMN de *C (125 MHz, DMSO ds) (A) e DEPT-135° (B) da
amostra APG420.
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Figura 47: Mapa de contorno de HSQC (500 MHz, DMSO dg) da amostra APG420.
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O mapa de contorno de HMBC (500 MHz, DMSO ds) (Figura 49 e 50; Tabela 9)
apresenta as correlac@es a longa distancia da estrutura identificada na amostra APG420.
As principais correlacdes na porgdo aromatica da estrutura foram observadas em J* para
0s sinais de hidrogénio em 6n 7,56 (H-5") ¢ o1 7,55 (H-6) com o sinal de carbono em dc
127,94 (C-9°), além da correlagéo de on 7,56 (H-5") com &¢ 129,83 (C-7"), confirmando
que o anel aromético ndo é substituido. A confirmacdo dos carbonos quaternarios ficou
por conta da correlacdo de oH 6,60 (H-2") com 6¢ 135,43 (C-4°) e 6w 7,42 (H-3") com 8¢
165,27 (C-17). Os hidrogénios metinicos foram confirmados a partir das correlacdes de
OH 7,42 (H-3’) com os sinais de carbono em oc 127,98 (C-5") e oc 127,94 (C-9°).
Importante ressaltar, que todas as correlagbes até entdo observadas, ocorreram
simultaneamente para ambas as partes de amida derivada do acido cindmico, confirmando
que a estrutura possui dois fragmentos estruturais simétricos.

O grupo metila d¢c 42,09 diretamente ligado ao nitrogénio na cadeia alifatica pode
ser confirmado a partir da interacdo a longa distancia entre o 2,16 (s, NCH3) € 0s sinais
de carbono metilénico em &c 55,26 (C-4) e ¢ 57,12 (C-6). Também foram confirmadas
as correlagdes em J2 para 8n 3,20 (H-2) com 8¢ 57,26 (C-4); 81 2,35 (H-4) com 8¢ 57,12
(C-6) e don 2,32 (H-6) com dc 24,53 (C-8). Em adigéo, foi possivel confirmar as posi¢des
exatas dos metilénicos em oy 1,45 (H-7) e o 1,47 (H-8) a partir das correlagdes de 6n
2,32 (H-6) com 6c 27,48 (C-7) e on 3,18 (H-9) com &¢c 24,53 (C-8).

Isto implica dizer, que os dois sinais de hidrogénio que ocorreram em dn 1,45-
1,47 apresentaram efeito isocronia, ou seja, dois sinais de hidrogénio na mesma
frequéncia correlacionando com dois sinais de carbono em frequéncias diferentes. Além
do mais, esse efeito pode ser confirmado nas correlagdes homonucleares H-'H
observadas no experimento de COSY (Figura 51) em 84 2,32 (H-6) com 61 1,45 (H-7) e
dn 3,18 (H-9) com 6n 1,47 (H-8).
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Figura 49: Mapa de contorno de HMBC (500 MHz, DMSO ds) da amostra APG420.
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De acordo com as andlises dos espectros de RMN e espectrometria de massas foi
possivel identificar o alcaloide como 1,10-di-E-cinamamida de 5-N-metilespermidina ou
apenas 5-N-metilmaitenina (Figura 52). Na literatura foi reportada a sintese desta
poliamina (SCHLITTLER et al., 1973). Porém, este € o primeiro relato de isolamento
deste alcaloide a partir de produtos naturais, bem como a primeira ocorréncia do alcaloide
na familia Menispermaceae.

Na regido amazonica, o alcaloide poliamina N,N-di-E-cinamoilespermidina ou
maitenina foi isolado de arvores de Maytenus krukovii (Maytenus chuchuhuasha) da
familia Celastraceae (CLERICUZIO et al., 2007), e por ser um produto de origem natural

foi utilizado para comparagao dos dados espectrais.

6" 5 O
1 YA A AN
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> 2
; , 27 7 37 5
8 9 H CH3 O

Figura 52: Estrutura do alcaloide 5-N-metilmaitenina.
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Tabela 9: Dados de RMN de 'H e ¥C da amostra APG420.

Amostra APG420 (5-N-metilmaitenina)

a2 6H BH 8C a
POSICA0 1 ultiplicidade; J Hz)®  (multiplicidade; J Hz)?  13Ca abilHe s
ll\‘la-l%lo 8,12 (t; 2H; 5,5 Hz) 8,21 (2H) - 165,27; 165,32 3,18; 3,20
5 e5”
_ _ 138,85; 138,88,  7,40; 7,38;
JOu 76-T4(mi2H) 734-727(miaH) 12798 LRSS O E
ye9” 138.85: 138, 88;  7,40; 7,38;
o 7s6-758 (m; 2H) 734-727 (i) 12794 IO AT
66" _ _ 129.83; 138,85,  7,38; 7,40;
oo 756-754(m; 4H) 750-748(m6H) 12039 0N 1D D
7e7” 7,40 (m: 2H) 750-748 (m:6H) 129,83 127,04:127,98  6,60; 6,63
122,79; 122,83;
, . . AL 127,94; 127,98; .
3ou3 7,42 (M:1H) 746(m;2H; 16HZ) 13885 15l0i1el00 6,60;6,63
165,32
122,79: 122,83;
. _ . 127.94: 127.98; _
370u3 7,38 (m; 1H) 746(M2H; 16H2) 13888 13i'ae 1orye  6.60:663
165,32
You2” 663 (d; 1H: 16 Hz) 6,58 (d; 2H: 16 Hz) 122,79 135"1‘2?513625'27; i
2 o0u2 660 (d: 1H: 16 Hz) 6,58 (d; 2H: 16 HzZ) 122,83 135"1‘2?513625'27; i
. . 27,28; 55,26;
2 3.20 (m: 2H) 3,41 (m: 2H) 37,58 s 1,61
9 3,18 (m; 2H) 3,30 (m: 2H) 3007  24,53; 16532 1,47
. . 27,28; 37,58;
4 2.35 (m: 2H) 3,02 (m: 2H) 5526 G500 2y 10 1,61
6 2.32 (m; 2H) 3,02 (m; 2H) 5712 2453: 5526 145
5 2.16 (s: 3H) : 4209 5526 57,12 i
3 1,61 (m; 2H) 1,94 (m; 2H) 2728 3758:5526  3,20;2,35
8 1,47 (m; 2H) 1,48 (m; 2H) 24,53 27,48 3,18
7 1,45 (m; 2H) 1,71 (m; 2H) 2748 24,53 232
Kes - : 135,43 i i
1 ou1” - : 165,27 : i
1" oul’ - - 165,32 - -

20 experimento foi realizado em DMSO ds a 500 MHz para *H e 125 MHz para *3C.

b Dados da literatura para a estrutura da maitenina de acordo com Clericuzio et al., (2007) (CDsOD, 400 MHz).

5.3.5. Determinacdo estrutural da amostra APG314

A amostra APG314 (3,0 mg) apresentou-se como um sélido amorfo de coloragdo

amarelo claro. No espectro de massas modo full scan (Figura 53a) foi observado o pico

base [M+H]* em m/z 314, e o espectro de fragmentacdo MS/MS (Figura 53b) mostrou
perdas principais de 137 u (m/z 314—177), 32 u (m/z 177—145) e 56 u (m/z 145—121),
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fragmentos tipicos de amidas derivadas de acido cindmico (GALARCE-BUSTOS et al.,

2019; JIAO et al., 2018). Dados de espectrometria de massas de alta resolu¢do [M+H]™:
m/z 314,1404; formula molecular: C1sH20NO4; calculado: m/z 314,1387; Az teérico= - 6,3

ppm.
Inle‘§'
w1 .
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121
™
336,1223
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*
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Figura 53: Espectro de massas de alta resolucdo modo full scan (A) e MS/MS (B) da
amostra APG314.
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O espectro de RMN de *H (500 MHz, CDsOD) (Figura 54 e Tabela 10) da amostra
APG314 apresentou 8 sinais de hidrogénio na regido de aromaticos (7,5 — 6,0 ppm). Os
sinais de hidrogénio em oy 7,11 (d; 1H; J: 1,8 Hz; H-2), 8n 7,06 (m; 2H; H-2’ ¢ H-6"), oH
7,03 (dd; 1H; J: 1,8 e 8,5 Hz; H-6), 61 6,72 (m; 2H; H-3 ¢ H-5") e 1 6,70 (m; 1H; H-5)
foram atribuidos aos dois sistemas de anel aromatico. Os deslocamentos on 7,44 (d; 1H;
J: 16 Hz; H-7) e 6n 6,40 (d; 1H; J: 16 Hz; H-8) foram atribuidos aos hidrogénios de uma
ligacdo dupla em posicao trans.

Na regido de alifaticos foram observados 3 sinais de hidrogénio na regiao de 4,00
— 2,00 ppm, sendo dois grupos metilénicos em on 2,75 (m; 2H; H-7") e 61 3,46 (M; 2H;
H-8”). O outro sinal foi atribuido a metoxila 61 3,88 (s; 3H; 4-OCHy).
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Figura 54: Espectro de RMN de H (500 MHz, CD3s0D) da amostra APG314 (A) e
ampliacOes das regides de aromaticos (B) e alifaticos (C).
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No mapa de contorno de HSQC (500 MHz, CD30D) (Figura 55 e 56; Tabela 10)
da amostra APG314 foi possivel identificar as correlagdes dos dois anéis aromaticos: oH
7,11 (d; 1H; J: 1,8 Hz; H-2) correlacionando com 6c 111,1 (C-2); 6,70 (m; 1H; H-5) com
dc 115,7 (C-5) e 6n 7,03 (dd; 1H; J: 1,8 e 8,5 Hz; H-6) com dc 122,7 (C-6) em posi¢édo
orto. O outro anel aromatico mostrou um sistema simetrico de o 7,06 (m; 2H; H-2’ e H-
6”) correlacionando com o d¢ 130,2 (C-2’ ¢ C-6’), além de on 6,72 (m; 2H; H-3" ¢ H-5")
correlacionando com o 6c 115,7 (C-3” e C-5%).

O sistema de ligacdo trans foi observado pelas correlagdes on 7,44 (d; 1H; J: 16
Hz; H-7) com dc 141,5 (C-7) e 6n 6,40 (d; 1H; J: 16 Hz; H-8) com &c 118,4 (C-8). A
metoxila o 3,88 (s; 3H; 4-OCHz) apresentou a correlagédo com 6¢ 56,0 (C-4). Os sinais
em on 2,75 (m; 2H; H-7’) e on 3,46 (m; 2H; H-8”) correlacionaram com dc 35,4 (C-7") e
dc 42,1 (C-8”), respectivamente.
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Figura 55: Mapa de contorno de HSQC (500 MHz, CDs0D) da amostra APG314.
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Figura 56: Ampliacdo das regides de aromaticos (A) e alifaticos (B) do mapa de
contorno de HSQC (500 MHz, CD30D) da amostra APG314.
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De acordo com o mapa de contorno de HMBC (500 MHz, CD30D) (Figura 57 e
58; Tabela 10), o deslocamento &n 7,44 (H-7) correlacionou com os sinais de carbono do
anel aromatico em ¢ 111,1 (C-2), 6c 123,4 (C-1) e dc 169,3 (C-9); estes dois ultimos
correspondem aos sinais de carbono quaternario, indicando a presenca do grupo trans-
feruloil. Por outro lado, o sinal dn 2,75 (H-7’) correlacionou em J? com dois sinais de
carbono em &c 130,9 (C-1’) e oc 42,1 (C-8°), indicando a presenga do fragmento
etilbenzeno. Adicionalmente, o sinal em &n 3,46 (H-8”) correlacionou em J2 com dois
sinais de carbono em 6¢ 130,9 (C-1") e ¢ 169,3 (C-9), sendo essa parte da estrutura ligada
ao grupo contendo o deslocamento caracteristico da carbonila e um atomo de nitrogénio,
conforme o ambiente quimico. Isto permite a determinacdo da presenca de um grupo
amino terminal, formando a estrutura de tiramina; sendo entdo formado o esqueleto N-
trans-feruloil conforme esses acoplamentos.

O anel aromatico situado préximo da ligacédo trans foi determinado por meio das
correlagoes de o 7,11 (H-2) com os sinais de carbono em 6c 123,4 (C-1), 6¢c 141,5 (C-7)
e dc 150,2 (C-4) e também do préton em dn 7,02 (H-6) com os sinais de carbono em dc
111,1 (C-2), 8¢ 141,5 (C-7) e dc 150,2 (C-4). A metoxila (61 3,88) aparece correlacionado
em J2 com o sinal de carbono em 8¢ 150,2 (C-4).

O outro anel aromatico foi atribuido proximo da ligagdo etil mostrando
correlacdes de 8n 7,06 (H-2° e H-6) em J? com os sinais de carbono em 8¢ 35,4 (C-7°),
dc 130,9 (C-17) e d¢c 157,1 (C-4’) e também dos sinais de hidrogénio em 61 6,72 (H-3" €
H-5"") com os sinais de carbono em éc 130,9 (C-17) e 8¢ 157,1 (C-4’). O deslocamento dc
157,1 (C-4’) foi atribuido a0 carbono do anel aromatico ligado a uma hidroxila.
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Figura 57: Mapa de contorno de HMBC (500 MHz, CD3s0D) da amostra APG314.
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Figura 58: Ampliacdo do mapa de contorno de HMBC (500 MHz, CD30D) da amostra
APG314: azul (J%), vermelho (J%) e verde (J*).

Em conformidade com as analises de RMN, espectrometria de massas e
comparacao com dados da literatura, a estrutura quimica foi estabelecida como N-trans-
feruloiltiramina (Figura 59). Sendo que esta amida ja foi previamente reportada nos
géneros Abuta, Tinospora e Cocculus (BAJPAI et al., 2016; CAVIN et al., 1998;
FUKUDA etal., 1983; HENRIQUE, 2012; JIAO et al., 2018; KIM e KINGSTON, 1995).

Figura 59: Estrutura do alcaloide N-trans-feruloiltiramina.
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Tabela 10: Dados de RMN de *H e 3C da amostra APG314.

Amostra APG314 (N-trans-feruloiltiramina)

- 6H SH 6C a
POSIGR0  itiplicidade; J Hz)*  (multiplicidade: J Hz)?  HSQC2® AbiES
1 ; ; 123.4 ;
2 7,11 (d: 1H; 1,8 H?) 7,10 (d: 1H; 2 Hz) 111,01 1234; 141,5: 150,2
3 : : 1488 i
4 ) i 150,2 :
4-0CHs 3,88 (s; 3H) 3,87 (s 3H) 56,0 150,2
5 6,70 (m: 1H) 679 (d: 1H; 82 Hz) 1157 1488
6  7.03(dd:1H:18e85Hz) 0 (dd;le'?; 282 1557 1111;1415; 150,2
7 7,44 (d: 1H; 16 Hz) 743(d: 1H; 156 Hz) 1415  111,1; 1234; 169,3
8 6,40 (d: 1H; 16 Hz) 6,40 (d: 1H; 15,6 Hz) 118, 169,3
9 : : 169,3 :
it : : 130,9 :
2 7,06 (m: 1H) 705(d: 2H; 6,8 Hz) 1302  35.4:130,9; 157,1
3 6,72 (m: 2H) 672 (d: 2H; 72 Hz) 1157 130,9; 157,7
" : : 1571 :
5 6,72 (m: 2H) 672 (d: 2H; 72 Hz) 1157 130,9; 157,7
6 7,06 (m: 1H) 705(d: 2H; 6,8 Hz) 1302  35.4:130,9; 157,1
7 2,75 (m: 2H) : 354 42.1;130,9
g 3,46 (m: 2H) : 42,1 35,4: 130,9; 169,3

2 O experimento foi realizado em CD3;0D a 500 MHz para 'H.
b Dados da literatura de acordo com Amaro et al., (2014) (CD;0OD, 400 MHz).
¢ Carbonos foram assinalados através dos dados de HSQC e HMBC, respectivamente.

5.4. Avaliacdo da atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase

Os testes de atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase, foram realizados
para 0s cinco alcaloides isolados a partir da espécie A. panurensis e controle positivo
neostigmina. A curva de dose-resposta para neostigmina foi construida nas concentracoes
entre 0,2 a2 9,0 pg/mL (Figura 60).
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Figura 60: Curva dose resposta do percentual de inibi¢do vs concentracdo do controle
positivo neostigmina.

A atividade inibitdria de 5-N-metilmaitenina, palmatina, isomero da lindoldamina,
estefarina e N-trans-feruloitiramina contra enzima AChE foi avaliada na concentragédo
maxima de 90 pg/mL. Os alcaloides apresentaram percentual de inibigdo de 78,01 + 0.09
%; 116,92 + 0.04 %; 74,48 + 0.08 %; 74,58 £ 0.03 % e 19,88 + 0.09 %, respectivamente.
A neostigmina, um eficiente inibidor reversivel a curto prazo da enzima AChE, foi
utilizado como controle positivo e mostrou o percentual de inibicdo de 93,04 + 0,03 % na
concentracdo méxima de 9,0 pg/mL.

Conforme os resultados observados, todos os alcaloides, exceto N-trans-
feruloitiramina, revelaram a atividade inibitdria contra a enzima AChE e na Tabela 11
estdo apresentadas as concentracdes inibitorias para os alcaloides e o controle positivo
neostigmina.

As substancias isoladas da A. panurensis foram promissoras com valores de Clsg
de 19,55 uM para 5-N-metilmaitenina, 32,25 uM para palmatina, 39,38 UM para isbmero
da lindoldamina e 61,24 uM para estefarina. A Clso de 3,72 uM foi observado para

neostigmina.

Tabela 11: Concentracdo inibitéria (UM) da enzima acetilcolinesterase para 0s
alcaloides e o controle neostigmina.

Substancias Clso (LM)
neostigmina 3,72
5-N-metilmaitenina 19,55
palmatina 35,25
isbmero da lindoldamina 39,38
estefarina 61,24
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Atualmente os produtos naturais constituem uma das principais fontes de
inibidores da enzima AChE, utilizados como substancias ativas para tratar danos no
sistema nervoso central e periférico, bem como aliviar sintomas de doencas
neurodegenarativas (NABAVI et al., 2019; WILLIAMS et al., 2011; ZHANG et al.,
2018).

Alcaloides bisbenzilisoquinolinicos exibiram um moderado potencial de inibi¢do
da enzima AChE com valores de Clso de 34,66 uM a 78,22 uM (COMETA et al., 2012).
O alcaloide lindoldamina apresentou 88% de inibicdo da enzima AChE e Clso de 3,52
UM (MUREBWAYIRE et al., 2008).

Estudos realizados com alcaloides do tipo protoberberinicos mostraram que a
palmatina apresenta atividade inibitoria da enzima AChE com Clso 36,6 pM (ZHAO et
al., 2016).

Alcaloides do tipo proaporfinico sdo principalmente conhecidos pelo seu
potencial para inibir reversivelmente a enzima acetilcolinesterase (DONG et al., 2015;
NABAVI et al., 2019). Alcaloides aporfinicos e proaporfinicos demonstraram melhor
atividade inibitoria da AChE com valores de Clsp variando de 2,98 uM para 20,4 pM e
este efeito esta frequentemente relacionado aos diferentes substituintes na estrutura
(DONG etal., 2015). A efetividade e o potencial anti-AChE do sal de sulfato de estefarina
(estefaglabina) foi reportado para estudos clinicos para o tratamento de les6es traumaticas
e p6s-operatdrias no sistema nervoso periférico (KUZNETSQV et al., 1995).

Estudos realizados por Paula e colaboradores (2013) mostraram que o alcaloide
N-trans-feruloiltiramina foi inativo quando avaliado para a inibi¢do da enzima AChE, o
mesmo foi mostrado nesse estudo em que o alcaloide ndo atingiu 20 % de inibicdo da
enzima.

Alcaloides poliaminas como putrecina, espermidina, espermina, cadaverina e seus
derivados estdo presentes em células vivas; eles tém uma variedade de fungdes dentro das
celulas incluindo o crescimento e regeneracéo celular (MILLER-FLEMING et al., 2015).
Para o sistema nervoso central em particular, estudos mostram que poliaminas agem
como receptores relacionados ao processo neurodegenerativo (GILAD e GILAD, 1988;
MORRISON e KISH, 1995), por exemplo, a espermidina diminui significativamente a
atividade de AChE, estresse oxidativo e neuroinflamacGes no hipocampo cerebral
(YADAV et al., 2018).

Dentre os alcaloides estudados (exceto N-trans-feruloiltiramina), todos se

mostraram promissores como inibidores da enzima AChE. Contudo, tanto para estefarina
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quanto 5-N-metilmaitenina este é o primeiro relato de estudo in vitro referente a enzima
AChE.

5.5. Avaliacdo da atividade citotoxica

Os alcaloides estefarina e 5-N-metilmaitenina foram avaliados quanto a atividade
citotoxica contra trés linhagens de células: U937 (linfoma histiocitico humano), HL60
(leucemia promielocitica aguda humana) e K562 (leucemia mielogénica cronica
humana). As substancias demonstraram boa atividade antiproliferativa contra duas das
linhagens testadas. Nenhum dos alcaloides apresentou atividade citotdxica contra células

normais da linhagem Vero e PBMC humano. Os resultados estdo relatados na Tabela 12.

Tabela 12: Atividade citotdxica da estefarina e 5-N-metilmaitenina contra 3 linhagens
de células humanas.

Clso (LM)
o leucemia mielogénica linfoma histiocitico leucemia
Substancias croénica humana humano promielocitica
(linhagem K562) (linhagem U937) aguda humana
(linhagem HL60)
estefarina 28,48 19,97 >100
5-N-metilmaitenina 12,50 11,77 >100

A 5-N-metilmaitenina foi mais ativa quando comparada com a estefarina,
exibindo valores de Clso 12,50 uM e 11,77 uM para as linhagens K562 e U937,
respectivamente. Embora 5-N-metilmaitenina tenha sido mais ativa apenas nas primeiras
24 h do teste, a estefarina também exibiu boa atividade antiproliferativa com valores Clso
de 28,48 uM e 19,97 uM para as linhagens K562 e U937, respectivamente. As duas
substancias ndo foram efetivas contra a linhagem HL60 (Clso >100 pM).

A efetividade da estefarina (Figura 61) e 5-N-metilmaitenina (Figura 62) em
diferentes concentracGes foram avaliadas contra as linhagens de células tumorais U937
and K562. As células U937 foram mais susceptiveis para a acdo citotoxica da estefarina.
Curiosamente, a estefarina demonstrou maior atividade citotoxica contra a cepa K562
apenas nas primeiras 24 horas de tratamento. Este resultado sugere que a linhagem celular
K562 é mais resistente ao tratamento com estefarina quando comparado com a cepa
U937. Ambos alcaloides apresentaram praticamente nenhuma toxicidade para as células

normais (Vero e PBMC humano, Figura 63).
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Figura 61: Atividade citotoxica da estefarina contra as linhagens celulares de K562 e
U937 e respectivas Clso.

Embora a estefarina tenha apresentado melhor estabilidade de a¢do no curso do
ensaio, a 5-N-metilmaitenina demonstrou maior eficiéncia contra as linhagens de células
tumorais, de acordo com os valores de Clso apresentados anteriormente.

Os resultados obtidos corroboram com relatos da literatura em que alcaloides
isoquinolinicos de diferentes esqueletos, como berberina e aporfinico contendo
substituintes oxo- em sua estrutura, particularmente oxoisoaporfinico, demonstraram um
potencial moderado a forte de atividade citotdxica contra vérias linhagens de células
tumorais, incluindo aquelas no presente estudo (LETASIOVA et al., 2006; LIN et al.,
2004; QING et al., 2018; UADKLA et al., 2013; ZHANG et al., 2018).
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5.6. Atividade imunomodulatoria

Os niveis de citocinas IL-6 e IL-8 foram avaliados por ELISA em sobrenadante
de células de PBMC humano tratadas com 5-N-metilmaitenina (15 ou 30 pg/mL) ou
estefarina (29 ou 58 pug/mL). Os resultados demonstraram que os dois alcaloides inibiram
a producdo de IL-6 em PBMC humano ap6s 24 horas de tratamento em niveis
estatisticamente significantivos (p = 0,0001) em compara¢do com o PBMC néo-tratado
(Figura 64).

Contudo, apenas a estefarina induziu significantivamente (p = 0,01) a reducéo nos
niveis de IL-8, quando comparado ao controle. E interessante a notar, que os niveis de
IL-8 aumentaram em comparacgéo ao controle (p = 0,01), quando a concentragao da 5-N-
metilmaitenina foi dobrada até 57 uM. Os resultados sugerem que ambos os alcaloides,
5-N-metilmaitenina e estefarina, induziram a modulacdo anti-inflamatéria, mas o efeito
na expressdo da IL-8 foi dose-dependente para 5-N-metilmaitenina (Figura 64).

IL-6 IL-8
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Figura 64: Efeito imunomodulador da 5-N-metilmaitenina (12,5 uM e 25 uM) e
estefarina (28,48 uM e 57,0 uM). *p = 0,01, ***p = 0,0001.

As propriedades anti-inflamatdrias dos inibidores acetilcolinesterase séo
mediadas pelo sistema colinérgico presente em células imunitarias (BOROVIKOVA et
al., 2000; WANG et al., 2013). Por exemplo, macrofagos e células T expressam um
receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR) a7 homopentamérico, que sendo estimulado,
pode promover uma diminui¢do tanto da produgao de citocinas inflamatorias (TNF o e
IL-1B) como da transcricdo dependente do fator NF-xB (SUN et al., 2013). O dltimo
mecanismo da regulacdo pode ser envolvido na patogénese de varias doencgas cronicas,
como asma, artrite reumatoide, aterosclerose e até mesmo a doenca de Alzheimer
(KALTSCHMIDT etal., 1999; PAPANICOLAOQOU et al., 1998; ROSS, 1993; TAK et al.,
2001).
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Neste estudo, ndo avaliamos o potencial da estefarina e da 5-N-metilmaitenina na
modulacdo da resposta imunitaria pelo NF-xB. No entanto, nossos estudos demonstraram
que a regulacdo anti-inflamatdria colinérgica através dos inibidores da AChE poderia
reduzir a producdo de IL-6 e IL-8, que abre caminho para protecdo contra os danos

provocados pelas inflamacdes em diferentes tipos de doencas inflamatorias.
5.7. Estudo de docking molecular da estefarina e 5-N-metilmaitenina

5.7.1. Interacdo com acetilcolinesterase da Tetronarce californica (TCAChE)

A estrutura de raios-X da AChE da raia elétrica T. californica foi obtida a partir
do Banco de Dados de Proteinas RCSB PDB (Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics Protein Data Bank) sob o codigo 6H12 (OUKOLOFF et al., 2019). A
estrutura cristalina recuperada do banco de dados é um aduto da AChE com um ligante
de ureia funcionalizada. Para verificar a confiabilidade da metodologia, estudos
preliminares de docking foram realizados com a estrutura do ligante obtida nos
experimentos da difracdo de raios-X. Os calculos foram de acordo com a estrutura
experimental do aduto. O docking molecular foi primeiramente realizado para a
neostigmina, conhecida como um eficiente inibidor da AChE utilizado como controle
positivo neste estudo. De acordo com os resultados in silico, o valor da afinidade de
ligagéo foi -7,2 kcal/mol.

A 5-N-metilmaitenina se liga ao sitio ativo da AChE com a afinidade de -9,9
kcal/mol. Estefarina se encaixa bem dentro do sitio ativo da AChE com uma afinidade de
ligacdo prevista de -10,2 kcal/mol.

O estudo de docking forneceu uma ferramenta muito Util na interpretacdo dos
resultados da atividade inibitéria da AChE, indicando que as moléculas investigadas
foram capazes de se ligar efetivamente ao sitio ativo da enzima TcAChE.

Os calculos mostraram, que a neostigmina forma um empilhamento ©-m com 0s
anéis aromaticos de aminoéacidos do entdo chamado subsitio anibnico da enzima,
correspondente ao bolso de ligacdo da colina (Trp84 e Phe330). Esta interagdo é reforcada
tambeém pelas duas interacOes eletrostaticas atrativas: a primeira estd entre o nitrogénio
do ambnio quaternario carregado positivamente e um grupo carboxilico do Glul99, a
segunda interacdo é formada entre 0 mesmo atomo de nitrogénio e um anel aromatico do

Trp84, embora a uma distancia bastante alta de aproximadamente 4,4 A (Figura 65).
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Figura 65: InteracGes da neostigmina com o bolso de ligacdo da enzima AChE.
InteracBes do tipo empilhamento n-n (lilas) e eletrostaticas (marrom).

Como o bolso do sitio ativo da AChE forma uma cavidade profunda e estreita,
formada por 40 % de residuos aromaticos (DVIR et al., 2010), as interac6es hidrofdbicas
desempenham um papel importante na ligacdo dos alcaloides estudados a enzima AChE
(Figura 66).

Os dados de docking indicam que 5-N-metilmaitenina é um ligante plausivel para
a enzima, que pode adotar uma ampla variedade de poses de ligacdo devido a sua
flexibilidade conformacional. Um dos anéis da parte do &cido cindmico posiciona-se entre
os dois residuos aromaticos da AChE, o Trp84 e o Phe330 & distancia de 3,6 A a 3,9 A,
respectivamente, um valor tipico para uma ligacdo n-m do empilhamento paralelo
deslocado. Também foram observadas interagdes com os subsitios periféricos Tyr121 e
Gly117 (Figura 66).

A estefarina se encaixou muito bem dentro do bolso da AChE com uma afinidade
de ligacdo prevista de -10,2 kcal/mol. Essa energia corresponde a interacdo significativa
entre o ligante e o receptor (Figura 66). De novo, a ligacdo n-n é a principal interagdo do

receptor-ligante.
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Figura 66: Poses de ligacdo (A, B) dos alcaloides dentro do bolso da AChE e seus

modos de ligacdo (C, D): 5-N-metilmaitenina (A, C) e estefarina (B, D).

Ambos os alcaloides tém suas poses de ligacdo no subsitio anidnico lipofilico
(Trp84 e Phe330) do receptor TCAChE (Figura 67), onde sdo capazes de interagir com o
bolso enzimético.

Todas as trés substancias estudadas (neostigmina, 5-N-metilmaitenina, e
estefarina) possuem anel aromatico como a caracteristica estrutural mais importante, que
leva a interagdes semelhantes, responsaveis pela afinidade delas com a AChE. A interacdo
preferencial do nitrogénio quaternario da neostigmina com os elétrons m doS aneis
aromaticos no sitio de ligagdo da enzima, indica a maior afinidade desse subsitio aos
ligantes de aménio facilmente polarizaveis (SUSSMAN et al., 1991). Como os alcaloides
em estudo ndo possuem esses fragmentos, os valores de Clso deles sdo mais altos em
comparagao a neostigmina.

O sitio de ligacdo anidnico periférico da enzima também estd associado a uma
agregacdo anormal de proteinas p-amiloides mediada por AChE em pacientes com
doenca de Alzheimer (MELCHIORRE et al., 1998; INESTROSA et al., 1996). E
interessante notar que, devido a uma flexibilidade conformacional da molécula, a 5-N-
metilmaitenina interage simultaneamente com os subsitios aniénico e periférico da

AChE. Portanto, 5-N-metilmaitenina pode ter um maior potencial farmacoldgico
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(MELCHIORRE et al., 1998) em comparacdo com a estefarina que interagiu apenas com
0 subsitio ativo anidnico.

O estudo teorico dos alcaloides 5-N-metilmaitenina e estefarina foi reportado pela
primeira vez e revelou que ambas as substancias séo inibidores da AChE. A capacidade
da 5-N-metilmaitenina de interagir simultaneamente com varios subsitios na estrutura da
enzima pode fornecer uma orientagdo importante na busca de novas substéncias ativas

para o tratamento de disturbios neurolégicos (COLOVIC et al., 2013).

5.7.2. Interacdo com interleucinas (IL-6 e IL-8) humanas

Para os estudos in silico foi utilizada a estrutura de raios-X da interleucina-6
humana (RCSB PDB, cédigo ID: 1ALU) (SOMERS et al., 1997). A estrutura contém
uma molécula de &cido L(+)-tartarico co-cristalizada com duas proteinas IL-6 (Figura 67).
Durante o evento de sinalizacdo celular a IL-6 se associa ao receptor de 1L-6 (IL-6r),
formando um complexo. Em seguida, a segunda proteina do receptor, a glicoproteina
gp130, liga-se ao complexo, formando um dimero e iniciando a sinalizagdo
(BOULANGER, 2003; CHOY e ROSE-JOHN, 2017; SOMERS et al., 1997). A estrutura
de raios-X do complexo receptor-interleucina foi encontrada no banco de dados de
proteinas RCSB PDB sob o codigo ID: 1P9M (BOULANGER, 2003).

De acordo com a literatura (SOMERS et al., 1997), a molécula IL-6 possui trés
sitios de ligacdo, onde ocorrem as interacdes com a proteina do receptor e com a segunda
molécula da IL-6 (Figura 67). A interacdo IL-6 - IL-6r ocorre no sitio 1, enquanto nos
sitios 2 e 3 a IL-6 interage com a gp130. Como a molécula de IL-6 ndo possui um bolso
de ligagdo aparente, foi realizado um estudo de docking preliminar cobrindo toda a
superficie da proteina.

Os resultados mostraram varias conformacdes de ligacdo do L-acido tartarico em
uma regido superior da proteina, préxima do sitio 3, onde o ligante interage
simultaneamente com trés hélices da IL 6 (Figura 67B). As afinidades de ligacdo estdo na
faixa de -4,2 a -4,4 kcal/mol. Porém na estrutura experimental determinada por raios-X,
o L-tartarato € ligado ao sitio 1, porque a molécula do ligante interage com duas moléculas
de IL-6 a0 mesmo tempo.

A 5-N-metilmaitenina se liga a alca posterior da estrutura da IL-6 em uma
conformacéo dobrada (Figura 68) com a afinidade maxima de ligacéo de -5,1 kcal/mol.
Dois atomos de oxigénio dos residuos de acido cinamico da 5-N-metilmaitenina estao

envolvidos como
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Sitio 3

Sitio 2

Figura 67: Sitios de interacdo da IL-6 de acordo com Somers et al., (1997) (A); Poses
de ligacéo do acido L-tartarico (AT) com a IL-6 (B). O complexo receptor - IL-6 (B).
As estruturas de 1L-6 sobrepostas sdo coloridas em fitas brancas (1P9M) e azuis
(1ALU).

aceptores na formacéo de duas ligacGes de hidrogénio com a hidroxila do residuo Thr137
e com o grupo amino de Asp140 como doadores. Outra ligacdo de hidrogénio é formada
entre 0 4&tomo de oxigénio da Thrl43 e o préton -NH da 5-N-metilmaitenina. A
conformacdo dobrada da 5-N-metilmaitenina € estabilizada pelas ligacdes
intramoleculares de hidrogénio e n-r (Figura 68B).

De maneira semelhante ao acido L-tartarico (Figura 67B), a estefarina liga-se a
regido superior da IL-6, interagindo com as trés hélices a com a afinidade de -6,5 kcal/mol
(Figura 68). A 5-N-metilmaitenina pode interagir também com o sitio 1, mas com uma
menor afinidade de -5,1 kcal/mol. As ligacGes de hidrogénio entre a carbonila do anel D
da estefarina e duas hidroxilas dos residuos Thrl63 e Thr43 da interleucina sdo as
interacdes mais importantes para o alcaloide (Figura 68C). Ha também uma interacao

repulsiva
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Figura 68: Poses de ligacdo (A) da 5-N-metilmaitenina (azul) e estefarina (verde) na
IL-6 e seus modos de ligacdo: 5-N-metilmaitenina (B) e estefarina (C).

presente entre o grupo -NH da estefarina e o préton do grupo amino do residuo Ser107,
ambos com a carga positiva.

Conforme mencionado na parte 5.6 (pag. 115), ambos os alcaloides regulam a
inducdo de IL-6 de uma maneira semelhante.

A estrutura molecular da interleucina-8 foi encontrada no banco de dados de
proteinas RCSB PDB sob o codigo ID: 3IL8 (BALDWIN et al., 1991).

5-N-metilmaitenina e estefarina interagem com IL-8 com afinidades de ligacédo de
-6,9 kcal/mol e -5,9 kcal/mol, respectivamente. Ambos os alcaloides se ligam ao bolso
raso entre os residuos Thr12-Prol19 e uma regiéo da folha-$ 11e40-Cys50 (Figura 69 A,B).

A 5-N-metilmaitenina forma uma interacdo aromatica com o grupo fenil da Phe21
e duas interagOes eletrostaticas do tipo carga-m com a parte guanidina da Arg47 e com a
carboxila de Asp45 (Figura 69C).
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Figura 69: Posicdes de ligacdo (A, B) dos alcaloides na IL-8 e seus modos de ligacao
(C, D): 5-N-metilmaitenina (A, C) e estefarina (B,D).

No caso da 5-N-metilmaitenina, a producdo da IL-8 parece ocorrer de uma
maneira regulada em fungéo da dose (Figura 64).

A estefarina liga-se ao bolso da interleucina-8 de maneira semelhante, pela
interacdo m-n com a Phe21, mas atua como um aceptor de ligagdo de hidrogénio com 0
proton -NH do residuo Arg47 (Figura 69D). Esse fato poderia sugerir uma inibicédo
ligeiramente mais forte da producéo de 1L-8 pela estefarina.

Principalmente as interleucinas IL-6 e IL-8 desempenham um papel crucial na
guimiotaxia seletiva, degranulacdo e ativacdo de neutrofilos, e altos niveis delas estdo
associados a imunopatogénese de muitas doencas inflamatdrias crénicas como lesdo
celular na inflamacéo renal, maus resultados em diferentes manifestacdes neuroldgicas e
infiltracdo excessiva de neutrofilos nas vias aéreas de pacientes com fibrose cistica
(BONFIELD et al., 1995; MEHTA et al., 2017; PAPANICOLAOQU et al., 1998). Assim,
terapias direcionadas as citocinas pro-inflamatorias como IL-6 e IL-8 tém implicacGes

clinicas importantes.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Em contribuicdo ao estudo dos principais constituintes quimicos de A. panurensis,
as analises por LS-MS/MS e CLAE-DAD-MS/MS permitiram detectar treze alcaloides
(isoquinolinicos e amidas) na espécie. A. panurensis apresentou predominancia de
alcaloides isoquinolinicos, sendo possivel o isolamento e identificacdo de cinco
alcaloides inéditos: isdbmero da lindoldamina (bisbenzilisoquinolinico), palmatina
(protoberberinico), estefarina (proaporfinico), 5-N-metilmaitenina (poliamina) e N-trans-
feruloiltiramina (amida). O estudo abordou pela primeira vez o isolamento de 5-N-
metilmaitenina a partir da fonte natural e o primeiro relato na familia Menispermaceae.

Os alcaloides isolados mostraram potencial de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase nos ensaios in vitro, exceto N-trans-feruloiltiramina que foi inativa.
Estefarina e 5-N-metilmaitenina foram os alcaloides mais promissores e o estudo tedrico
in silico mostrou que as substancias em questao, se ligam efetivamente ao sitio ativo da
enzima AChE demonstrando potencial de inibicdo promissor. Devido a maior
flexibilidade conformacional da 5-N-metilmaitenina, a substancia mostrou-se capaz de
interagir com os subsitios aniénico e periférico, demonstrando maior potencial de inibicado
da AChE quando comparada a estefarina.

Os dois alcaloides foram eficazes contra as linhagens de células tumorais K562 e
U937, mostrando praticamente nenhuma citotoxicidade para as linhagens de células
normais Vero e PBMC humano.

Estefarina e 5-N-metilmaitenina demonstraram atividade imunomodulatoria em
relacdo as interleucinas IL-6 e IL-8. No primeiro caso, ambos alcaloides inibiram a
producdo de IL-6 em niveis muito semelhantes, o que provavelmente pode estar
relacionado a formacao de ligacdes de hidrogénio com os sitios de ligacdo das proteinas.
Neste ultimo caso, a estefarina inibiu consideravelmente a producdo de IL-8 em
comparacdo com a 5-N-metilmaitenina, que mostrou uma acdo dependente da dose
(inibidora na dose de Clso e estimulante na dose dupla de Clsg). Tal comportamento
possivelmente pode ser explicado por diferentes modos de ligacdo dos alcaloides aos
fragmentos estruturais da 1L-8.

Nossos resultados sugerem que a estefarina e 5-N-metilmaitenina apresentam
potencial como inibidores reversiveis da AChE no tratamento de manifestacdes de
disturbios neurologicos, bem como candidatos a agentes imunomoduladores no contexto
de doencas inflamatérias. No entanto, sdo necessarios mais estudos para uma completa

investigacao do potencial farmacoldgico e o perfil toxicolégico dessas substancias.

123



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALBUQUERQUE, B. W. P. Contribuig&o ao estudo da nervacéo foliar de plantas da flora
amazonica. 111 — Cinco espécies do género Abuta (Menispermaceae).Acta Amazonica,
v. 2 (1), p. 21-22, 1972.

AMARO, C. A. B.; GONZALEZ-CORTAZAR, M.; HERRERA-RUIZ, M.; ROMAN-
RAMOS, R.; AGUILAR-SANTAMARIA, L.; TORTORIELLO, J.; JIMENEZ-
FERRER, E. Hypoglycemic and hypotensive activity of a root extract of Smilax
aristolochiifolia, standardized on N-trans-feruloyl-tyramine. Molecules, v. 19 (8), p.
11366-11384, 2014.

ANASTASIOU, C.; BUCHBAUER, G. Essential Oils as Immunomodulators: Some
Examples. Open Chemistry, v. 15 (1), 2017.

BAGGIOLINI, M.; WALZ, A.; KUNKEL, S.L. Neutrophil-activating peptide-
1/interleukin 8, a novel cytokine that activates neutrophils. Journal of Clinical
Investigation, v. 84, p. 1045-1049, 1989.

BAJPAI V.; SINGH, A.; CHANDRA, P.; NEGI, M. P. S.; KUMAR, N.; KUMAR, B..
Analysis of phytochemical variations in dioecious Tinospora cordifolia stems using
HPLC/QTOF MS/MS and UPLC/QqQLIT-MS/MS. Phytochemical Analysis, v. 27 (2),
p. 92-99, 2016.

BALA, M.; VERMA, P. K.; AWASTHI, S.; KUMAR, N.; LAL, B.; SINGH, B. Chemical
prospection of important ayurvedic plant Tinospora cordifolia by UPLC-DAD-ESI-
QTOF-MS/MS and NMR. Natural Product Communications, v. 10 (1), p. 43-48, 2015.

BALDWIN, E. T. Crystal structure of interleukin 8: Symbiosis of NMR and
crystallography. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, v. 88 (2), p. 502-506, 1991.

BARBOSA-FILHO, J.M.; CUNHA, E. V.; LEITAO, G. A. I. Alkaloids of the
Menispermaceae. The Alkaloids: Chemistry and Biology, v. 54, p. 1-190, 2000.

BASCONES-MARTINEZ, A.; MATTILA, R.; GOMEZ-FONT, R.; MEURMAN, J. H.
Immunomodulatory drugs: Oral and systemic adverse effects. Medicina Oral, Patologia
Oral y Cirugia Bucal, v.19 (1), p. e24-e25, 2014.

BENTLEY, K. W. p-Phenylethylamines and the Isoquinoline Alkaloids. Natural
Product Reports, v. 5, p. 405-432, 19809.

BIENZ, S.; BISEGGER, P.; GUGGISBERG, A.; HESSE, M.; HESSE, M. Polyamine
alkaloids. Natural Product Reports, v. 22, p. 647-658, 2005.

BOKERN, M.; WITTE, L.; WRAY, V.; NIMTZ, M.; MEURER-GRIMES, B.
Trisubstituted hydroxycinnamic acid spermidines from Quercus dentata pollen.
Phytochemistry, v. 39 (6), p. 1371-1375, 1995.

BONFIELD, T. L.; PANUSKA, J. R.; KONSTAN, M. W.; HILLIARD, K. A;
HILLIARD, J. B.; GHNAIM, H.; BERGER, M. Inflammatory cytokines in cystic fibrosis

124



lungs. American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, v.152, p. 2111-
2118, 1995.

BOROVIKOVA, L. V. Vagus nerve stimulation attenuates the systemic inflammatory
response to endotoxin. Nature, 2000.

BOULANGER, M. J.; CHOW, D.; BREVNOVA, E. E.; GARCIA, K. C. Hexameric
structure and assembly of the interieukin-6/1L-6 a-receptor/gp130 complex. Science, v.
300 (5628), p. 2101-2104, 2003.

CAMPS, P. Pyrano[3,2-c]quinoline - 6-chlorotacrine hybrids as a novel family of
acetylcholinesterase-and S-amyloid directed anti-Alzheimer compounds. Journal of
Medicinal Chemistry, v. 52 (17), p. 5365-5379, 2009.

CARLQUIST, S. Wood and Stem Anatomy of Menispermaceae. Aliso: A Journal of
Systematic and Evolutionary Botany, v. 14 (3), p. 155-170, 1995.

CAVA, M.P.; BUCK, K.T.; NOGUCHI, I.; SRINIVASAN, M.; RAO, M.G.; ROCHA,
A.l. The alkaloids of Abuta imene and Abuta Rufescens. Tetrahedron, v. 31, p. 1667—
1669, 1975a.

CAVA, M. P. SAA, J. M. LAKSHMIKANTHAM, M.V. MITCHELL, M J. panurensine
and Norpanurensine, new bisbenzylisoquinoline alkaloids from Abuta panurensis.
Journal of Organic Chemistry, v. 40 (18), p. 26472649, 1975b.

CAVA, M. P. Alkaloids of Stephania glabra. Direct chemical correlation of the absolute
configuration of some benzyltetrahydroisoquinoline, proaporphine, and aporphine
alkaloids. A protoberberine alkaloid. Journal of Organic Chemistry, v. 33 (7), p. 2785—
2789, 1968.

CAVIN, A.; HOSTETTMANN, K.; DYATMYKO, W.; POTTERAT, O. Antioxidant
and lipophilic constituents of Tinospora crispa. Planta Medica, v. 64 (5), p. 393-396,
1998.

COMETA, M. F.; FORTUNA, S.; PALAZZINO, G.; VOLPE, M. T.; RENGIFO, S;;
ELSA, NICOLETTI, M.; TOMASSINI, L. New cholinesterase inhibiting
bisbenzylisoquinoline alkaloids from Abuta grandifolia. Fitoterapia, v. 83 (3), p. 476—
480, 2012.

COSTA, E.V. Estudo fitoquimico e atividades biologicas de Guatteriopsis
blepharophylla, Guatteriopsis friesiana e Guatteriopsis hispida (Annonaceae), 20009.
380f. Tese de doutorado (doutorado em Quimica) Universidade Federal do Parand,
Curitiba.

COSTA, E. V.; SAMPAIO, M. F. C.; SALVADOR, M. J.; NEPEL, A.; BARISON, A.
Chemical constituents from the stem bark of Annona pickelii (Annonaceae). Quimica
Nova, v. 38 (6), p. 769-776, 2015.

CHANG, F.; HWANG, T.; YANG, Y.; LI, C. Anti-Inflammatory and Cytotoxic
Diterpenes from Formosan Polyalthia longifolia var . pendula. Planta Medica, v. 72, p.

125



1344-1347, 2006.

CHANG, H.M.; EL-FISHAWY, A.M.; SLATIKIN, D.J.; SCHIFF, JR, P.L. Quaternary
alkaloids of Tinospora capillipes. Planta Medica, p. 88-90, 1984.

CHOY, E.; ROSE-JOHN, S. Interleukin-6 as a Multifunctional Regulator: Inflammation,
Immune Response, and Fibrosis. Journal of Scleroderma and Related Disorders, v.
2(2), p. S1-S5, 2017.

CLERICUZIO, M.; PIOVANO, M.; CHAMY, M. C.; GARBARINO, J. A,
MILANESIO, M.; VITERBO, D.; VIDARI, G.; VITA, P.. Structural Characterisation of
Metabolites from Pholiota spumosa ( Basidiomycetes ). Croatica Chemica Acta, V.
77(4), p. 605-611, 2004.

CLERICUZIO, M.; TABASSO, S.; GARBARINO, J. A,; PIOVANO, M.; CARDILE,
V.; RUSSO, A.; VIDARI, G. Non-phenolic dicinnamamides from Pholiota spumosa:
Isolation, synthesis and antitumour activity. European Journal of Organic Chemistry,
v. 33, p. 5551-5559, 2007.

COLOVIC, M. B.; KRSTIC, D. Z.; LAZAREVIC-PASTI, T. D.; BONDZIC, A. M,;
VASIC, V. M. Acetylcholinesterase Inhibitors: Pharmacology and Toxicology. Current
Neuropharmacology, v. 11 (3), p. 315-335, 2013.

DAMAS, P.; BRUNETON, J.; FOURNET, A.; GUINAUDEAU, H. 2-Norlimacusine,
nouvelle bisbenzylisoquinoleine isolee de Sciadotenia eichleriana. Journal of Natural
Products, v. 48(1), p. 69-71, 1985.

DASSAULT SYSTEMES BIOVIA. Discovery Studio Modeling Environment Release.
San Diego Dassault Systemes, 2018. Disponivel em: <https://www.3ds.com/>. Acesso
em: 10 de julho de 2020.

DAYAN, M.; STHOEGER, Z.; NEIMAN, Al.; ABARBANEL, J.; SELA, M.; MOZES,
E. Immunomodulation by a dual altered peptide ligand of autoreactive responses to the
acetylcholine receptor of peripheral blood lymphocytes of patients with myasthenia
gravis. Human Immunology, v.65 (6), p. 571-577, 2004.

DEEVANHXAY, P.; SUZUKI, M.; MAESHIBU, N.; LI, H.; TANAKA, K.; HIROSE,
S. Simultaneous characterization of quaternary alkaloids, 8-oxoprotoberberine alkaloids,
and a steroid compound in Coscinium fenestratum by liquid chromatography hybrid ion
trap time-of-flight mass spectrometry. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, v.50(3), p. 413-425, 2009.

DEWICK, P. M. Medicinal natural products: a biosynthetic approach. Chichester, United
Kington. 20009.

DI STASI, L.C.; HIRUMA-LIMA, C.A. Plantas medicinais na Amaz06nia € na mata
Atlantica. UNESP. Sao Paulo, 2002. 64p.

DONG, J. W.; CAI, L.; FANG, Y. S.; XIAO, H.; LI, Z. J.; DING, Z. T. Proaporphine and
aporphine alkaloids with acetylcholinesterase inhibitory activity from Stephania epigaea.

126


https://www.3ds.com/

Fitoterapia, v.104, p. 102-107, 2015.

DUTE, P.; WEBER, J. F.; FOURNET, A.; CAVE, A.; BRUNETON, J. Bis-
benzylisoquinoline alkaloids from Abuta pahni. Phytochemistry, v. 26(7), p. 21362137,
1987.

DVIR, H.; SILMAN, |.; HAREL, M.; ROSENBERRY, T. L.; SUSSMAN, J. L.
Acetylcholinesterase: from 3D structure to function. Chemico-Biological Interactions,
v. 187(1-3), p. 10-22, 2010.

EFDI, M.; ITOH, T.; AKAO, Y.; NOZAWA, Y. The isolation of secondary metabolites
and in vitro potent anti-cancer activity of clerodermic acid from Enicosanthum
membranifolium. Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 15, p. 3667-3671, 2007.

ELDUFANI, J.; BLAISE, G. The role of acetylcholinesterase inhibitors such as
neostigmine and rivastigmine on chronic pain and cognitive function in aging: A review
of recent clinical applications. Alzheimer’s and Dementia: Translational Research
and Clinical Interventions, v. 5, p. 175-183, 20109.

ENGLERT, V. G.; KLINGA, K.; RAYMOND H.; SCHLITTLER, E.; VETTERL, W.
Die Struktur von Maytenin. Helvetica Chimica Acta,v. 56(39), p. 474-478, 1973.

ELLMAN, G. L.; COURTNEY, K.D.; ANDRES, V.; FEATHERSTONE, R.M. A new
and rapid colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochemical
Pharmacology, v. 7, p. 88-95, 1961.

ERSHLER, WB. Interleukin-6: a cytokine for gerontologists. Journal of the American
Geriatrics Society, v. 41, p. 176-181, 1993.

FLORA 2020, Menispermaceae in Flora do Brasil 2020 em construcédo. Jardim Botanico
do Rio de Janeiro. Disponivel em:
<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB163>. Acesso em: 10 de julho
2020.

FUKUDA, Y.; YONEMITSU, M.; KIMURA, T. Studies on the constituents of the stems
of Tinospora tuberculata Beumee. I. N-trans- and N-cis-feruloyl tiramine, and a new
phenolic glucoside, Tinotuberide. Chemical Pharmaceutical Bulletin, v. 31(1), p. 156—
161, 1983.

GALARCE-BUSTOS, O.; PAVON-PEREZ, J.; HENRIQUEZ-AEDO, K.; ARANDA,
M. An improved method for a fast screening of a-glucosidase inhibitors in cherimoya
fruit (Annona cherimola Mill.) applying effect-directed analysis via high-performance
thin-layer chromatography-bioassay-mass spectrometry. Journal of Chromatography
A, p. 1-17, 2019.

GARAVITO, G.; RINCON, J.; ARTEAGA, L.; HATA, Y.; BOURDY, G.; GIMENEZ,

A.; PINZON, R.: DEHARO, E. Antimalarial activity of some Colombian medicinal
plants. Journal of Ethnopharmacology, v. 107(3), p. 460-462, 2006.

127



GARCIA, G.R.M.; HENNIG, L.; SHELUKHINA, LV.; KUDRYAVTSEV, D. S,
BUSSMANN, R.W.; TSETLIN, V. I.; GIANNIS, A. Curare Alkaloids: Constituents of a
Matis Dart Poison. Journal of Natural Products, v. 78(11), p. 2537-2544, 2015.

GILAD, G. M.; GILAD, V. H. Early polyamine treatment enhances survival of
sympathetic neurons after postnatal axonal injury or immunosympathectomy.
Developmental Brain Research, v. 38(2), p. 175-181, 1988.

GORPENCHENKO, T. Y.; GRIGORCHUK, V. P.; FEDOREYEV, S. A.; TARBEEVA,
D. V., TCHERNODED, G. K.; BULGAKOQV, V. P. Stepharine production in
morphogenic cell cultures of Stephania glabra (ROXB.) Miers. Plant Cell Tissue and
Organ Culture, v. 128(1), p. 67-76, 2017.

HARADA, A.; SEKIDO, N.; AKAHOSHI, T.;, WADA, T.; MUKAIDA, N,
MATSUSHIMA, K. Essential involvement of interleukin-8 (IL-8) in acute inflammation.
Journal of Leukocyte Biology, v.56, p. 559-564, 1994.

HENRIQUE, M. C. Estudo quimico e atividade biol6gica de Abuta grandifolia e
Parahancornia amapa, 2012. 164p. Tese de doutorado (Doutorado em Quimica)
Universidade Federal do Amazonas — UFAM, Manaus.

HEDBERG, C.; HESSE, M.; WERNER, C. Spermine and spermidine hydroxycinnamoyl
transferases in Aphelandra tetragona. Plant Science, v. 113(2), p. 149-156, 1996.

HOUGHTON, P. J.; REN, Y.; HOWES, M. J. Acetylcholinesterase inhibitors from plants
and fungi. Natural Product Reports, v. 23 (2), p. 181-199, 2006.

HOCQUEMILLER, R; CAVE, A. LA, S. Alcaloide Isoquinoleique Original Isole De
Abuta bullata. Journal of Natural Products, v. 27(2), p. 563-568, 1984.

HUANG, L.; SHI, A.; HE, F.; LI, X. Synthesis, biological evaluation, and molecular
modeling of berberine derivatives as potent acetylcholinesterase inhibitors. Bioorganic
& Medicinal Chemistry, v. 18(3), p. 1244-1251, 2010.

INESTROSA, N. C.; ALVAREZ, A.; PEREZ, C. A.; MORENO, R. D.; VICENTE, M,;
LINKER, C.; CASANUEVA, O. 1; SOTO, C.; GARRIDO, J. Acetylcholinesterase
Accelerates Assembly of Amyloid-f-Peptides into Alzheimer’s Fibrils: Possible Role of
the Peripheral Site of the Enzyme. Neuron, v.16(4), p. 881-891, 1996.

ITOKAWA, H.; MATSUMOTO, K.; MORITA, H.; TAKEYA, K. Preparation and
antileukemic activity of congeners of tropoloisoquinoline alkaloids from Abuta concolor.
Heterocycles, v. 37, p. 1025-1031, 1994.

JEONG, E. Identification of structurally diverse alkaloids in Corydalis species by liquid
chromatography / electrospray ionization tandem mass spectrometry. Rapid
Communications in Mass Spectrometry, v. 26, p. 1661-1674, 2012.

JIAO, Q.; XU, L.L.; ZHANG, J.Y.; WANG, Z.J.; JIANG, Y.Y. LIU, B.; JIAO, Q.S.; XU,
L.L.; ZHANG, J.Y.; WANG, Z.J.; JIANG, Y.Y.; LIU, B. Rapid Characterization and

128



Identification of Non-Diterpenoid Constituents in Tinospora sinensis by CLAE-LTQ-
Orbitrap MS". Molecules, v. 23(2), p. 274-293, 2018.

KAMIMURA, D.; ISHIHARA, K.; HIRANO, T. IL-6 signal transduction and its
physiological roles: the signal orchestration model. Reviews of Physiology,
Biochemistry and Pharmacology, v. 149, p. 1-38, 2003.

KALTSCHMIDT, B.; UHEREK, M.; WELLMANN, H.; VOLK, B.; KALTSCHMIDT,
C. Inhibition of NF-xB potentiates amyloid f-mediated neuronal apoptosis. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, v. 96(16), p.
9409-14, 1999.

KIM, E. Y.; MOUDGIL D. M. Immunomodulation of autoimmune arthritis by pro-
inflammatory cytokinest. Cytokine, v. 98, p. 139-148, 2017.

KIM, Y. C.; KINGSTON, D. G. I. Two phenolic amides from Cocculus diversifolius.
Korean Journal of Pharmacognosy, v. 26(3), p. 273-275, 1995.

KONGKIATPAIBOON, S.; DUANGDEE, N.; PRATEEPTONGKUM, S.; TAYANA,
N.; INTHAKUSOL, W. Simultaneous HPLC analysis of crebanine, dicentrine,
stephanine and tetrahydropalmatine in Stephania venosa. Brazilian Journal of
Pharmacognosy, v. 27(6), p. 691-697, 2017.

KONRATH, E. L.; PASSOS, C. D. S.; KLEIN-JUNIOR, L. C.; HENRIQUES, A. T.
Alkaloids as a source of potential anticholinesterase inhibitors for the treatment of
Alzheimer’s disease. Journal of Pharmacy and Pharmacology, v. 65(12), p. 1701-
1725, 2013.

KOSSOROTOW, A.; WOLF, H. U.; SEILER, N. Regulatory effects of polyamines on
membrane bound acetylcholinesterase. Biochemical Journal, v. 144(1), p. 21-27, 1974.

KUMAR, V.; BHATT, V.; KUMAR, N. Amides From Plants: Structures and Biological
Importance. Studies in Natural Products Chemistry, p. 287-333, 2018.

KUZNETSOV Y.B.; E.V., ARZAMASCEV; M.1., MIRONOVA; A.T., ELISEEV; L.N.,
BOGONATOVA. Treatment of traumatic and postoperative injuries of the peripheral
nervous system. Patent URSS 1713151. 1995.

KOAY, Y. C.; AMIR, F. A review of the secondary metabolites and biological activities
of Tinospora crispa (Menispermaceae). Tropical Journal of Pharmaceutical
Research, v. 12(4), p. 641-649, 2013.

KOCH, A.E.; POLVERINI, P.J.; KUNKEL, S.L.; HARLOW, L.A.; DIPIETRO, LA
ELNER, V.M.; ELNER, S.G.; STRIETER, R.M. Interleukin-8 as a macrophagederived
mediator of angiogenesis. Science, v. 258, p. 1798-1801, 1992.

LAVAULT, M.; BRUNETON, J.; CAVE, A.; CHAN, K. C.; DEVERRE, J. R

SEVENET, T.; GUINAUDEAU, H. Alcaloides bisbenzylisoquinoleiques de Albertisia
cf. A. papuana. Canadian Journal of Chemistry, v. 65, p. 343-347, 1987.

129



LAGO, J. H. G.; CHAVES, M. H.; AYRES, M. C. C.; AGRIPINO, D. G.; YOUNG, M.
C. M. Evaluation of Antifungal and DNA- Damaging Activities of Alkaloids from
Branches of Porcelia macrocarpa. Planta Medica, v. 73, p. 292-295, 2007.

LETASIOVA, S.; JANTOVA, S.; CIPAK, L.; MUCKOVA, M. Berberine-
antiproliferative activity in vitro and induction of apoptosis/necrosis of the U937 and B16
cells. Cancer Letters, v. 239(2), p. 254-262, 2006.

LIMA, J. A;; HAMERSKI, L. Alkaloids as Potential Multi-Target Drugs to Treat
Alzheimer’s Disease. Studies in Natural Products Chemistry, v. 61, p. 301-334, 2018.

LIMA, B. R. Synthesis and Inhibition Evaluation of New Benzyltetrahydroprotoberberine
Alkaloids Designed as Acetylcholinesterase Inhibitors. Frontiers in Chemistry, v.
7(629), p. 1-12, 2019.

LIMA, B. R. Integrative approach based on leaf spray mass spectrometry,
HPLC-DAD-MS/MS, and NMR for comprehensive characterization of
isoquinoline-derived alkaloids in leaves of Onychopetalum amazonicum R. E. Fr.
Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 31(1), p. 79-89, 2020.

LIN, C. C.,; NG, L. T.; HSU, F. F.; SHIEH, D. E.; CHIANG, L. C. Cytotoxic effects of
Coptis chinensis and Epimedium sagittatum extracts and their major constituents
(berberine, coptisine and icariin) on hepatoma and leukaemia cell growth. Clinical and
Experimental Pharmacology and Physiology, v. 31(1-2), p.65-69, 2004.

MANU, A.; TANVI, S.; ANU, D.; NEERAJ, B.; AHMAD, S.A. An Inside Review of
Cissampelos Pareira Linn: A Potential Medicinal Plant of India. International Research
Journal of Pharmacy, v. 3(12), p. 3841, 2012.

MARKS, K. D. The Total Synthesis of ( + ) Stepharine, 2013. 59p. Thesis of doctoral.
University of Texas, USA.

MANOSALVA, L.; MUTIS, A.; QUIROZ, A.; DIAZ, J.; URZUA, A.; FAJARDO, V.
Identification of isoquinoline alkaloids from berberis microphylla by HPLC ESI-MS/MS.
Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas, v. 13,
p. 324-335, 2014.

MARTIN-TANGUY, J. Metabolism and function of polyamines in plants: Recent
development (new approaches). Plant Growth Regulation, v. 34(1), p. 135-148, 2001.

MEHTA, V. K.; VERMA, R.; GARG, R. K.; MALHOTRA, H. S.; SHARMA, P. K,
JAIN, A. Study of interleukin-6 and interleukin-8 levels in patients with neurological
manifestations of dengue. Journal of Postgraduate Medicine, v.63(1), p. 11-15, 2017.

MELCHIORRE, C.; ANDRISANO, V.; BOLOGNESI, M.L.; BUDRIESI, R,;
CAVALLI, A.; CAVRINI, V.; ROSINI, M.; TUMIATTI, V.; RECANATINI, M.
Acetylcholinesterase noncovalent inhibitors based on a polyamine backbone for potential
use against Alzheimer’s disease. Journal of Medicinal Chemistry, v. 41(22), p. 4186—
4189, 1998.

130



MENACHERY, M. D. The Alkaloids of South American Menispermaceae - chapter 3.
Pensylvania-USA, 1998. p. 269-302.

MENACHERY, M. D.; CAVA, M. P. Grandirubrine, a new tropolisoquinoline alkaloid.
Heterocycles, v. 14(7), p. 943-945, 1980.

MILLER-FLEMING, L.; OLIN-SANDOVAL, V.; CAMPBELL, K.; RALSER, M.
Remaining Mysteries of Molecular Biology: The Role of Polyamines in the Cell. Journal
of Molecular Biology, v. 427(21), p. 3389-3406, 2015.

MORRIS, G.M.; HUEY, R.; LINDSTROM, W.; SANNER, M. F.; BELEW, R. K;;
GOODSELL, D. S.; OLSON, A. J. AutoDock4 and AutoDockTools4: Automated
docking with selective receptor flexibility. Journal of Computational Chemistry, v.
30(16), p. 2785-2791, 20009.

MORRISON, L. D.; KISH, S. J. Brain polyamine levels are altered in Alzheimer’s
disease. Neuroscience Letters, v. 197(1), p. 5-8, 1995.

MOBOT - Missouri Botanical Garden. Tropicos.org. Missouri Botanical Garden.
<http://www.tropicos.org/Name/40024553> Acesso em: 10 de julho 2020.

MORITA, H.; MATSUMOTO, K.; TAKEYA, K.; ITOKAWA, H. Azafluoranthene
alkaloids from Cissampelos pareira. Chemical and Pharmaceutical Bulletin, v.41, p.
1307-1308, 1993.

MUREBWAYIRE S, INGKANINAN K, CHANGWWUIT K, FREDERICH M, DUEZ P.
Triclisia sacleuxii (Pierre) Diels (Menispermaceae), a potential source of
acetylcholinesterase inhibitors. Journal of Pharmacy and Pharmacology, v. 61(1), p.
103-107, 2009.

NABAVI, S. M.E. U.; RASTRELLI, L.; SOBARZO-SANCHEZ, E. Aporphines and
Alzheimer’s Disease: Towards a Medical Approach Facing the Future. Current
Medicinal Chemistry, v. 26, p. 3253-3259, 2019.

NEGREL, J.; JAVELLE, F.; PAYNOT, M. Separation of putrescine and spermidine
hydroxycinnamoyl transferases extracted from tobacco callus. Phytochemistry, v. 30(4),
p. 1089-1092, 1991.

NIWA, T.; DOI, U.; OSAWA, T. Inhibitory activity of corn-derived bisamide compounds
against a-glucosidase. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 51(1), p. 90—
94, 2003.

NIZRI, E.; IRONY-TUR-SINAI, M.; FARANESH, N.; LAVON, I.; LAVI, E,;
WEINSTOCK, M.; BRENNER, T. Suppression of neuroinflammation and
immunomodulation by the acetylcholinesterase inhibitor rivastigmine. Journal of
Neuroimmunology, v. 203(1), p. 12-22, 2008.

OUKOLOFF, K. Design, biological evaluation and X-ray crystallography of nanomolar

multifunctional ligands targeting simultaneously acetylcholinesterase and glycogen
synthase kinase-3. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 168, p. 58-77, 2019.

131



PAPANICOLAQOU, D. A.; WILDER, R.L.; MANOLAGAS, S. C.; CHROUSQS, G. P.
The pathophysiologic roles of interleukin-6 in human disease. Annals of Internal
Medicine, p. 127-37. 1998.

PARK, J.; DECKER, J. T.; MARGUL, D. J.; SMITH, D.R.; CUMMINGS, B. J;
ANDERSON, A. J.; SHEA, L. D. Local Immunomodulation with Anti-inflammatory
Cytokine-Encoding Lentivirus Enhances Functional Recovery after Spinal Cord Injury.
Molecular Therapy, v. 26(7), p. 1756-1770, 2018.

PAULA, A.; BELEN, M.; JULIA, M.; PAOLA, N.; CAVALLARO, V. Natural AChE
Inhibitors from Plants and their Contribution to Alzheimer ’s Disease Therapy. Current
Neuropharmacological, v. 11(4), p. 388-413, 2013.

PETTERSEN, E. F.; GODDARD, T. D.; HUANG, C. C.; COUCH, G. S;
GREENBLATT, D. M.; MENG, E. C.; FERRIN, T. E. UCSF Chimera A visualization
system for exploratory research and analysis. Journal of Computational Chemistry, v.
25(13), p. 1605-1612, 2004.

PONCHET, M.; MARTIN-TANGUY, J; MARAIS, A., MARTIN, C.
Hydroxycinnamoyl acid amides and aromatic amines in the inflorescences of some
Araceae species. Phytochemistry, v. 21(12), p. 2865-2869, 1980.

PENG, Z.; SONG, W.; HAN, F.; CHEN, H.; ZHU, M.; CHEN, Y. Chromatographic
tandem mass spectrometric detection of papaverine and its major metabolites in rat urine.
International Journal of Mass Spectrometry, v. 266(1-3), p. 114-121, 2007.

PEREZ D. Etnobotanica Medicinal y Biocidas para Malaria en la Region Ucayali. Folia
Amazonica, v. 13, p. 1-2, 2002.

PINHEIRO, M. L. B.; FILHO, W. W.; ROCHA, I. D. A.; PORTER, B.; WENKER, E.
Abutasterone, an ecdysone from Abuta velutina. Phytochemistry, v. 22(10), p. 2320—
2321, 1983.

PINHEIRO, M. L. B.; ROCHA, I. D. A.; FILHO, W. W. Estudo fitoquimico de Abuta
velutina Gleason. 362 Reunido Anual da Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia,
Sdo Paulo-SP. 4 a 11 de julho de1984.

PyMOL Molecular Graphics System. LLC AugustSchrédinger, 2010.

PRAKASH, S.; ZAMAN, A. Flavonoids of Tinospora malabarica. Phytochemistry, v.
21(12), p. 2992-2993, 1982.

QING, Z.; HUANG, J.; YANG, X.; LIU, J.; CAO, H.; XIANG, F.; CHENG, P.; ZENG,
J. Anticancer and Reversing Multidrug Resistance Activities of Natural Isoquinoline
Alkaloids and their Structure-activity Relationship. Current Medicinal Chemistry, v.
25(38), p. 5088-5114, 2018.

RAMIREZ, |.; CARABOT, A.; MELENDEZ, P.; CARMONA, J.; JIMENEZ, M,
PATEL, A. V.; CRABB, T. A,; BLUNDEN, G.; CARY, P. D.; CROFT, S. L.; COSTA,

132



M. Cissampeloflavone, a chalcone-flavone dimer from Cissampelos pareira.
Phytochemistry, v. 64, p. 645-647, 2003.

RAITH, K.; NEUBERT, R.; POEAKNAPO, C.; BOETTCHER, C.; ZENK, M. H.;
SCHMIDT, J. Electrospray tandem mass spectrometric investigations of morphinans.
Journal of the American Society for Mass Spectrometry, v. 14, p. 1262-1269, 2003.

ROCHA, A.I.D.; LUZ, A. I.R,; SILVA, M. F. D. A presenca de alcaloides em espécies
botanicas da Amazoénia - Menispermaceae. Acta Amazonica, v. 14(1-2), p. 244-254,
1984.

ROCHA, |.; CAVA, M. A presenca de palmatina da Abuta grandifolia, Publicacio
INPA, n. 11, 1969.

ROSARIO, S. L.; SIIVA, A. J. R. D.; PARENTE, J. P. Alkamides from Cissampelos
glaberrima. Planta Medica, v. 62, p. 376-377, 1996.

ROSS, R. The pathogenesis of atherosclerosis: A perspective for the 1990s. Nature,
1993.

RUSSO, A. Putrescine-1,4-dicinnamide from Pholiota spumosa (Basidiomycetes)
inhibits cell growth of human prostate cancer cells. Phytomedicine, v. 14(2-3), p. 185—
191, 2007.

RIBEIRO, J. E. L.DA S.; HOPKINS, M. J. G.; VICENTINI, A.; SOTHERS, C. A;;
COSTA, M. A.S.; BRITO, J. M.; SOUZA, M. A. D.; MARTINS, L. H. P.; LOHMANN,
L. G.; ASSUNCAOQ, P. A. C. L.; PEREIRA, E. C.; SILVA, C. F.; MESQUITA, M. R.;
PROCOPIO, E. L. C. Flora da Reserva Ducke: Guia de identificacdo das plantas
vasculares de uma floresta de terra-firme na Amazobnia Central. Manaus-AM: INPA,
1999.

ROJAS, Y.; SOTO, R.; AMAYA, E.; RETUERTO, F.; FUERTES, C. M. Efecto
antitumoral de los alcaloides hidrosolubles de Abuta grandifolia (MART) Satidwith, en
Linea Celular HEP-2. Ciencia e Investigacion, v. 7(1), p. 22-26, 2004.

SANTOS, T. C.; GOMES, T. M.; PINTO, B. A. S.; CAMARA, A. L. ANDRADE, A.
M.P. Naturally occurring acetylcholinesterase inhibitors and their potential use for
Alzheimer’s disease therapy. Frontiers in Pharmacology Frontiers Media S.A., v. 18,
p. 1-14, 2018.

SAYAGH, C.; LONG, C.; MORETTI, C.; LAVAUD, C. Saponins and alkaloids from
Abuta grandifolia. Phytochemistry Letters, v. 5(1), p. 188-193, 2012.

SANGSTER, A. W.; STUART, K. L. Ultraviolet Spectra of Alkaloids. Chemical
Reviews, v. 65(1), p. 69-130, 1965.

SANNER, M. F. Pyton: A Programming Language for Software Integration and

Development. J. Mol. Journal of Molecular Graphics and Modelling, v. 17(1), p. 57—
61, 1999.

133



SCHAFER, A.; BENZ, H.; FIEDLER, W.; GUGGISBERG, A.; BIENZ, S.; HESSE, M.
Polyamine Toxins from Spiders and Wasps. Alkaloids: Chemistry and Pharmacology,
v. 45, p. 1-125, 1994.

SCHLITTLER, V.E.; SPITALER, U.; WEBER N. Uber die Synthesen von Maytenin, N-
Methylspermidin und N-Methylmaytenin. Helvetica Chimica Acta, v. 56(3), p. 1097—
1099, 1973.

SEMWAL, D. K.; SEMWAL, R. B. Efficacy and safety of Stephania glabra: An alkaloid-
rich traditional medicinal plant. Natural Product Research, v. 29(5), p. 396-410, 2015.

SEMWAL, D. K.; SEMWAL, R. B.; VERMAAK, I.; VILJOEN A. From arrow poison
to herbal medicine — The ethnobotanical, phytochemical and pharmacological
significance of Cissampelos (Menispermaceae). Journal of Ethnopharmacology, v.
155, p. 10111028, 2014.

SHANGGUAN, Y.; HE, J.; KANG, Y.; WANG, Y.; YANG, P.; GUO, J.; HUANG, J.
Structural Characterisation of Alkaloids in Leaves and Roots of Stephania kwangsiensis
by LC-QTOF-MS. Phytochemical Analysis, v. 29(1), p. 101-111, 2018.

SOMERS, W.; STAHL, M.; SEEHRA, J. S. 1.9 A crystal structure of interleukin 6:
Implications for a novel mode of receptor dimerization and signaling. EMBO Journal,
v. 16(5), p. 989-997, 1997.

STEGLICH, W.; STEFFAN, B.; STROECH, K.; WOLF, M. Pistillarin , ein
charakteristischer Inhaltsstoff und einiger Ramaria -Arten (Basidiomycetes). Z.
Naturforsch, v. 39, p. 10-12, 1984,

STEWART, J. J. P. Stewart Computational Chemistry Colorado Springs. CO. USA.
2016.

STEWART, J. J. P. Optimization of parameters for semiempirical methods VI: More
modifications to the NDDO approximations and re-optimization of parameters. Journal
of Molecular Modeling, v. 19(1), p. 1-32, 2013.

STOW, J. L.; CHING LOW, P.; OFFENHAUSER, C.; SANGERMANI, D. Cytokine
secretion in macrophages and other cells: Pathways and mediators. Immunobiology, v.
214(7), p. 601-612, 2009.

SUSSMAN, J.; HAREL, M.; FROLOW, F.; OEFNER, C.; GOLDMAN, A.; TOKER, L.;
SILMAN, 1. Atomic structure of acetylcholinesterase from Torpedo californica: a
prototypic acetylcholine-binding protein. Science, v. 253(5022), p. 872-879, 1991.

SWAFFAR, D. S.; HOLLEY, C. J,; FITCH, R. W.; ELKIN, K. R.; ZHANG, C;;
STURGILL, J. P.,; MENACHERY, M. D. Phytochemical investigation and in vitro
cytotoxic evaluation of alkaloids from Abuta rufescens. Planta Medica, v. 78(3), p. 230—
232, 2012.

SCHMIDT, J.; RAITH, K., BOETTCHER, C.; ZENK, M. Analysis of
benzylisoquinoline-type alkaloids by electrospray tandem mass spectrometry and

134



atmospheric pressure photoionization. European Journal of Mass Spectrometry, v.
11(1), p. 325-327, 2005.

SENOL, F.S.; ORHAN, I. E.; USTUN, O. In vitro cholinesterase inhibitory and
antioxidant effect of selected coniferous tree species. Asian Pacific Journal of Tropical
Medicine, v. 8(4), p. 269-275, 2015.

SHIM, HJ.; LEE, J. Y.; KIM, B.; HONG, J. General fragmentations of alkaloids in
electrospray ionization tandem mass spectrometry. Mass Spectrometry Letters, v. 4(4),
p. 79-82, 2013.

SMYTH, M.J.; ZACHARIAE, C.0.; NORIHISA, Y.; ORTALDO, J.R.; HISHINUMA,
A.; MATSUSHIMA, K. IL-8 gene expression and production in human peripheral blood
lymphocyte subsets. Journal of Immunology, v. 146, p. 3815-3823, 1991.

SOARES, E.R.; SILVA, FM.A.; ALMEIDA, R. A.,; LIMA, B.R.; SILVA, F.A;
BARISON, A.; KOOLEN, H.H.F.; PINHEIRO, M.L. B. SOUZA, A. D.L. Direct infusion
ESI-IT-MSn alkaloid profile and isolation of tetrahydroharman and other alkaloids from
Bocageopsis pleiosperma maas (Annonaceae). Phytochemical Analysis, v. 26(5), p.
339-345, 2015.

SOUSA, J. S.; BASTOS, M. N. C. GURGEL, E. S. C.; CRUZ, A.P. O. Taxonomia do
género Abuta Aubl. (Menispermaceae) no Estado de Ronddnia, Brasil. Biota Amazonia,
v. 4(3), p. 62-72, 2014.

STEELE, J.C.P.; SIMMONDS, M. S.J.; VEITCH, N. C.; WARHURST, D. C. Evaluation
of the Anti-Plasmodial Activity of Bisbenzylisoquinoline Alkaloids from Abuta
grandifolia. Planta Medica, v. 65, p. 413-416, 1999.

STEVIGNY, C.; BAILLY, C.; QUETIN-LECLERCQ, J. Cytotoxic and Antitumor
Potentialities of Aporphinoid Alkaloids. Current Medicinal Chemistry-Anti-Cancer
Agents, v. 5(2), p. 173-182, 2005.

STEVIGNY, C.; JIWAN, J. L. H.; ROZENBERG, R.; HOFFMANN, E.; QUETIN-
LECLERCQ, J. Key fragmentation patterns of aporphine alkaloids by electrospray
ionization with multistage mass spectrometry. Rapid Communications in Mass
Spectrometry, v. 18(5), p. 523-528, 2004.

SUN, J.; LIANG, F.; BIN, Y.; LI, P.; DUAN, C. Screening non-colored phenolics in red
wines using liquid chromatography/ultraviolet and mass spectrometry/mass spectrometry
libraries. Molecules, v. 12, p. 679-693, 2007.

TANAKA, T.; KISHIMOTO, T. The Biology and Medical Implications of Interleukin-6.
Cancer Immunol Res, v. 2, p. 288-294, 2014.

TABASSO, S. Fungal metabolites: Isolation, structural characterization, bioactivity and
synthesis, 2007. Thesis of doctoral. Universita”Degli Studi di Torino. Torino- Italy.

TAK, P. P.; FIRESTEIN, G. S. NF-«xB: A key role in inflammatory diseases. Journal of
Clinical Investigation, p. 1-2, 2001.

135



TAKAO, K.; TODA, K.; SAITO, T.; SUGITA, Y. Synthesis of amide and ester
derivatives of cinnamic acid and its analogs: Evaluation of their free radical scavenging
and monoamine oxidase and cholinesterase inhibitory activities. Chemical and
Pharmaceutical Bulletin, v. 65(11), p. 1020-1027, 2017.

TROTT, O.; OLSON, A. J. AutoDock Vina: Improving the speed and accuracy of
docking with a new scoring function, efficient optimization, and multithreading. Journal
of Computational Chemistry, v. 31(2), p. 455-461, 2010.

THORNBER, C. W. Alkaloids of the Menispermaceae. Phytochemistry, v. 9(1), p. 157—
187, 1970.

TRIBESS, B.; PINTARELLI, G. M.; LARISSA A. B.; CAMARGO, A.; FUNEZ, L. A;;
GASPER, A. L. de; ZENI, A. L. B. Ethnobotanical study of plants used for therapeutic
purposes in the Atlantic Forest region, Southern Brazil. Journal of Ethnopharmacology,
v. 164, p. 136-146, 2015.

TUNTIWACHWUTTIKUL, P.; BOONRASRI, N.; BREMNER, J.; TAYLOR, W.
Rearranged clerodane diterpenes from Tinospora baenzigeri. Phytochemistry, v. 52, p.
1335-1340, 1999.

THUY, T. T.; PORZEL, A.; FRANKE, K.; WESSJOHANN, L.; SUNG, T. V,
Isoquinolone and protoberberine alkaloids from Stephania rotunda. Pharmazie, v. 60
(9), p. 701-704, 2005.

UADKLA, O.; YODKEEREE, S.; BUAYAIRAKSA, M.; MEEPOWPAN, P.;
NUNTASAEN, N.; LIMTRAKUL, P.; POMPIMON, W. Antiproliferative effect of
alkaloids via cell cycle arrest from Pseuduvaria rugosa. Pharmaceutical Biology, v.
51(3), p. 400404, 2013.

VIEIRA, G. C.; GADELHA, F.AAF.; PEREIRA, R. F.; FERREIRA, LK.D.P;
BARBOSA-FILHO, J. M.; BOZZA, P. T.; PIUVEZAM, M. R. Warifteine, an alkaloid
of Cissampelos sympodialis, modulates allergic profile in a chronic allergic rhinitis
model. Brazilian Journal of Pharmacognosy, v. 28, p. 50-56, 2018.

XIAO, J.; SONG, N.; LU, T.; PAN, Y.; SONG, J.; CHEN, G.; SUN, L.; LI, N. Rapid
characterization of TCM Qianjinteng by UPLC-QTOF-MS and its application in the
evaluation of three species of Stephania. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, v. 156, p. 284-296, 2018.

WANG, X.; FANG, H.; HUANG, Z.; SHANG, W.; HOU, T.; CHENG, A.; CHENG, H.
Imaging ROS signaling in cells and animals. Journal of Molecular Medicine, p. 2-4,
2013.

WILLIAMS, P.; SORRIBAS, A.; HOWES, M. J. R. Natural products as a source of
Alzheimer’s drug leads. Natural Product Reports, v. 28, p. 48—-77, 2011.

WATSON, L.; DALLWITZ, M.J. The Families of Flowering Plants: Descriptions,
Illustrations, Identification and Information Retrieval. Version: 14",1992. Disponivel em:

136



<http://www1.biologie.uni-hamburg.de/b-online/ delta/ angio/ www/ menisper.htm>.
Acesso em: 10 de julho 2020.

WATT, J.M., BREYER-BRANDWIJK, M.G. The Medicinal and Poisonous Plants of
Southern and Eastern Africa, 2" ed. Livingstone. London. 1962, p. 756—758.

WET, H.; WYK, B.E.V. An ethnobotanical survey of southern African Menispermaceae.
South African Journal of Botany, v. 74(1), p. 2-9, 2008.

WET, H.; VAN HEERDEN, F. R.; VAN WYK, B. E. Alkaloids of Antizoma angustifolia
(Menispermaceae). Biochemical Systematics and Ecology, v. 32(12), p. 1145-1152,
2004.

WOLVEKAMP, M.C.; MARQUET, R.L. Interleukin-6: historical background, genetics
and biological significance. Immunology Letters, v. 24, p. 1-9, 1990.

YADAYV, M.; PARLE, M.; JINDAL, D. K.; SHARMA, N. Potential effect of spermidine
on GABA, dopamine, acetylcholinesterase, oxidative stress and proinflammatory
cytokines to diminish ketamine-induced psychotic symptoms in rats. Biomedicine and
Pharmacotherapy, v. 98, p. 207-213, 2018.

YI, T. G.; CHO, Y. K,; LEE, H. J,; KIM, J.; JEON, M. S.; HAM, D.S.; KIM, W. C,;
SONG, S.U. A novel immunomodulatory mechanism dependent on acetylcholine
secreted by human bone marrow-derived mesenchymal stem cells. International
Journal of Stem Cells, v. 12(2), p. 315-330, 20109.

YU, L. L; LI, R. T.; Al, Y. B,; LIU, W.; DENG, Z.S.; ZOU, Z. M. Protoberberine
isoquinoline alkaloids from Arcangelisia gusanlung. Molecules, v. 19(9), p. 13332—
13341, 2014.

ZHANG, J.; CHEN, L.; SUN, J. Oxoisoaporphine Alkaloids: Prospective Anti-
Alzheimer’s Disease, Anticancer, and Antidepressant Agents. Chemistry Medical, v.
13(13), p. 1262-1274, 2018.

ZHANG, Y.; SHI, Q.; SHI, P.; ZHANG, W.; CHENG, Y. Characterization of
isoquinoline alkaloids, diterpenoids and steroids in the Chinese herb Jin-Guo-Lan
(Tinospora sagittata and Tinospora capillipes) by high-performance liquid
chromatography/electrospray ionization with multistage mass spectrometry. Rapid
communications in mass spectrometry, v. 20, p. 2328-2342, 2006.

ZHAO, H.; ZHOU, S.; ZHANG, M.; FENG, J.; WANG, S.; WANG, D.; GENG, Y;
WANG, X. An invitro AChE inhibition assay combined with UF-HPLC-ESI-Q-TOF/MS
approach for screening and characterizing of AChE inhibitors from roots of Coptis
chinensis Franch. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 120, p. 235—
240, 2016.

137



ANEXO

100

50
40
30
20

10

o

175

107 137 261

145 254 ‘

269

277

100

108

237
‘ 117 125 136‘ 14?\ 151 160 166 | 178 183 195 2?1 209 218 226 220 | 241 253
‘ 6, ‘ : A ) ‘ o o . ,
Pt et e e e ‘ i RV MSNSTINSVIN = wetets ot inratooond s

T T
180 200 220 240 260

m/z

Figura Al: Espectro de MS? da coclaurina (m/z 286).

120 140 160

250

251
266

235

233

237
161 192 249|252
121 124 131 138 150 153 | 165 177 182 190 ? 195 206‘ M%38 T[] 285 265|269

281

278|283 290 298

O R e B R e s B T IR S Sh

100 110

100

222
219 [|224
IR R

210 220

i
T T T T

240 250

180 190 200 260 270

miz

Figura A2: Espectro de MS? da estefarina (m/z 298).

255

120 140 150 160 170 230

161

107

257

147
123

280

121

137 143

157

163

180
178

211
193

219 239 252

269

267
| |

290 300

285

us| || %
Tk

100 120

140

A

160

i
180

‘ 188
T

200
miz

237
l‘\ ‘M‘\‘ “\‘

220 240

260

Figura A3: Espectro de MS? da N-metilcoclaurina (m/z 300).

138



=
N w N o o ~ ® © =)
o S S =] [=] =] S S S
e T T T T T T T T Tow T

=
o

o

105 109 113 124 127 137 146 156 161 173 185 191 197 297 219 ‘ 231
L L e RS Lt st LAMaasiaass wanas 1aans | AAa0 Maas Mass aaad aans ) My A M)

280

266

249
252
M 267

261 | 268 278
e

234

224 ’ 238
L.
! T

245
T

295

294
282

310

zgiw 301 306
et

100

100

N] w N o o ~ © ©
o S S =} =} =] =} o
o T T T Tev s T T T T Tew 1

[
5]

106
T

o

120

T T ! T
140 160 180 200 220 240 260 280

miz

Figura A4: Espectro de MS? da estefanina (m/z 310).

250

251 266

254
0 235 ‘

265 | 269 280‘
;
: .

281

300

305 312
T

=
o
s}

n
o

=
(=)

103

120

121

117

22
118 122 130 140 145 153 158 165 172 180 190 194 206 210 213|
e R ey

| 227 23?‘\240 248
P ‘ Pkt ‘

T
140 160 180 200 220 240 260
m/z

Figura A5: Espectro de MS? da tebaina (m/z 312).

177

T
280

145

283 292 299
Aas Kt iad)
300

L 105
o

o

100

T
120

149
127 135 139 | | 151 162 165 180 187 104 204 211 220 223 236 239 246 249 262 274 278 285 291 297
: e s mea e S e It

A i e e saanan T
140 160 180 200 220 240 260 280
miz

Figura A6: Espectro de MS? de feruloiltiramina (m/z 314).

T
300

307 314
T

139



=
= N w N o o ~ @ © o
o o S S =] (=1 o [=1 o S
T I I A A I A A I A A |

o

101 108
T

280

121 130 203 208 214 227
T T T

294

309

324

318

100

100

n w N I3 @ ~ © ©
o =] S =] =] =] S o
o T T T Ten e T T T e T T a

=
15}

139 145 149 158 165 173 177 186 193
R e e e

| MMM aas
140 160 180

238 243 253 258
LMt MAN Msaiasts M|
240 260

272 280 285
e
280

Llaas T T
120 200 220
miz

Figura A7: Espectro de MS? da estefaranina (m/z 324).

192

175
177

137 207 267

160 22

300

320

330

321

105
T
100

o

100+

w N I3 o ~ © ©
S S S S o S t=3
e T T T T T v T Tev e v 1

N
(=)

[N
=)

136‘ 143 150
el

116 126
f T T
140

172| | 178 189
i =t e
120

201 ‘ 214 222 234 238 250
lore gl s g

200 220 240

miz

Figura A8: Espectro de MS? da reticulina (m/z 330).

262 ‘272 279
f T

T T
260 280

160

T
180

279
295
264

292
80

117 133 137 149 159 169 182 214 221 233 236 238

291 294
e

296 307

300

312
Lassasieens

320

310

325

340

o

100

107 113
-

196 201
;

255 266 278 "2'
T (MMM Rias LAARY LASA! MMM AAAAY AR RAGA) BAAAS MAM LM AALAS LAY T el ety
200

140 160 180

preprerr P ey
220 240 260
m/iz

Figura A9: Espectro de MS? da papaverina (m/z 340).

f
120 280

30@‘
!
e

300

318 324
et
320

327 339
o

340

140



336

=
o
iy

©
=]

®
S

-~
=]

@
=]

308
352

337
322

I
S

a
S
e T T Te v T T T T s T Ty

w
S

n
o

320

=
=)

294
307

233 241 247 258 263 275 279 291‘ 30({] 316 ||3%4
s M L s A

109 121 135 148 161 167 177 186 201 205 209 221 344 348
R e e e N I e e Adas et s T e T e
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

miz

Figura A 10: Espectro de MS? da palmatina (m/z 352).
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30 min 80 % B. Coluna C18 e detector de UV 260 nm e 280 nm.
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142



