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RESUMO

Onychopetalum ¢ um género Neotropical botanicamente préximo ao género Unonopsis,
cujas espécies sao utilizadas na medicina tradicional no tratamento de doencas
neurodegenerativas, tais como a doenga de Alzheimer (DA). Estudos fitoquimicos
apontam Unonopsis como fonte promissora de alcaloides, substincias previamente
reportadas como potenciais inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChEIs), enquanto
que a composicao alcaloidica de Onychopetalum permanece praticamente inexplorada. A
enzima acetilcolinesterase (AChE) continua a ser um alvo altamente vidvel para a
melhora sintoméatica da DA, constituindo atualmente uma das principais estratégias para
o tratamento dessa doenga. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi prospectar
potenciais AChEIs nas folhas das espécies O. amazonicum e O. periquino através da
integracao de andlises baseadas em espectrometria de massas (MS), estudos de docking
molecular, modificagdes semissintéticas e ensaios farmacologicos por meio de
biorreatores enzimaticos capilares (ICER). As andlises baseadas em MS permitiram a
identificacdo provisoriamente de alcaloides aporfinicos, benzilisoquinolinicos,
oxoaporfinicos e tetrahidroprotoberberinicos nas folhas de ambas as espécies, sendo os
tetrahidroprotoberberinicos observados como constituintes majoritarios nas folhas de O.
amazonicum. A andlise de docking molecular na estrutura de Torpedo californica
(TcAChE), sugeriu atividade moderada para as substancias desreplicadas, enquanto os
derivados benzilados planejados foram descritos como altamente ativos indicando que
interagdes do tipo m e baseadas em carga podem ser determinantes para o aumento do
potencial de inibicdo frente a enzima AChE, além de destacar a potencialidade de
derivados N-benzilados. Os procedimentos de semissintese, a partir dos alcaloides
estefolidina e isocoripalmina possibilitaram a obtengdo dos derivados
benziltetrahidroprotoperberinicos, (-)-(7S5,13aS) -7- benzilestefolidina, (-)-(7R,13aS) -7-
benzilestefolidina, (-)-(S5)-2-O-benzilestefolidina, (-)-(S)-10-O-benzilestefolidina, (-)-(S)-
2-0-isocoripalmina e (-)-(5)-O-O-dibenzilestefolidina, sendo os alcaloides (-)-(7S,13aS)-
7-benzilestefolidina, (-)-(7R,13aS)-7-benzilestefolidina e (-)-(S)-10-O-benzilestefolidina
descritos pela primeira vez na literatura. Os ensaios com ICER demonstraram
porcentagens de inibi¢ao variando entre 35,22-90,49% para as substancias testadas, com
os derivados benzilados apresentando melhores resultados que seus precursores. Essas
observagoes, juntamente com as principais interagdes destacadas nas analises de docking

molecular, podem ser tteis no design de novos AChEIs. No geral, a abordagem proposta



demonstrou a utilidade do alcaloide estefolidina como um modelo adequado para o design
racional de AChEIs, podendo servir de base para o desenvolvimento de novos farmacos

para o tratamento da doenca de Alzheimer.

Palavras-chave: docking molecular, benziltetrahidroprotoperberinicos, ICER, Leaf

Spray



ABSTRACT

Onychopetalum is a Neotropical genus botanically close to the Unonopsis genus, whose
species are used in traditional medicine to treating neurodegenerative disease, such as
Alzheimer's disease (AD). Phytochemical studies point to Unonopsis as a promising
source of alkaloids, substances previously reported as potential inhibitors of the enzyme
acetylcholinesterase (AChEIs), while the alkaloid composition of Onychopetalum
remains almost unexplored. The acetylcholinesterase enzyme (AChE) remains a highly
viable target for the symptomatic improvement of AD, and is currently the main strategies
for the treatment of this disease. Therefore, the objective of the present work was to
prospect potential AChEIs in leaves of the species O. amazonicum and O. periquino
through the integration of mass spectrometry (MS) based analysis, molecular docking
studies, semisynthetic modifications and pharmacological assays by capillary enzyme
reactor (ICER). The MS based analysis allowed the tentative identification of aporphine,
benzyltetrahydroisoquinoline, oxoaporphine and tetrahydroprotoberberine alkaloids on
the leaves of both species, tetrahydroprotoberberine being observed as major constituents
in the leaves of O. amazonicum. Docking analysis based on the crystal structure of
Torpedo californica AChE (TcAChE) suggested moderate activity for the dereplicated
substances, while the planned benzylated derivatives were described as highly active,
indicating that n-type and charge-based interactions may be determinant for increasing
the inhibition potential against AChE enzyme, and highlighted the N-benzylated
derivatives as potential AChEISs. Semisynthesis procedures from stepholidine and
isocorypalmine alkaloids allowed the obtention of benzyltetrahydroprotoperberines
derivatives (-)-(7S, 13aS) -7-benzylstepholidine, (-)-(7R,13aS)-7-benzylstepholidine, (-)-
(8)-2-O-benzylstepholidine, (-)-(5)-10-O-benzylstepholidine, (-)-(8)-2-0-
benzylisocorypalmine, (-)-(S)-2-O-benzylstepholidine and (-)-(S)-0-0-
dibenzylstepholidine, being the alkaloids (-)-(7S, 13aS)-7-benzylstepholidine, (-)-
(7R,13a8)-7-benzylstepholidine and (-)-(S)-10-O-benzylstepholidine, described for the
first time in the literature. The ICER assays showed inhibition percentages varying
between 35.22-90.49% for the tested substances, with benzylated derivatives presenting
better results than their precursors. These observations, along with the key interactions
highlighted in molecular docking analysis, may be helpful in designing new AChEISs.

Overall, the proposed approach demonstrated the usefulness of stepholidine alkaloid as a
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suitable model for the rational design of AChElIs, therefore, these results can be useful in

the development of new drugs for the treatment of Alzheimer's disease.

Keywords: molecular docking, benzyltetrahydroprotoberberine, ICER, Leaf Spray
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1. INTRODUCAO

Onychopetalum ¢ um género Neotropical pertencente a familia Annonaceae,
sendo constituido apenas por duas espécies (O. amazonicum R. E. Fr e O. periquino
(Rusbby) D.M Johnson & N. A Murray). Suas espécies sdo caracterizadas como arvores
com distribuicdo restrita a Regido Amazodnica (MAAS et al., 2007). Onychopetalum,
juntamente com Unonopsis € Bocageopsis sao considerados géneros botanicamente
proximos, sendo esta estreita relacdo sustentada por pesquisas filogenéticas e
fitoquimicas (MAAS et al., 2007; SILVA et al., 2015). Do ponto de vista fitoquimico,
Unonopsis e Bocageopsis sdo fontes promissoras de substincias bioativas, enquanto a
composi¢do quimica do género Onychopetalum permanece praticamente inexplorada
(ALMEIDA et al., 1976; SOARES et al., 2015; LIMA et al., 2016; SILVA et al., 2016).
Algumas espécies pertencentes a esses géneros sao utilizadas na medicina tradicional,
como por exemplo, U. veneficiorum e U. stipitata, cujas folhas sdo empregadas no
tratamento de doengas neurodegenerativas, tais como a doenga de Alzheimer (DA)
(ADAMS et al., 2007).

A deméncia senil do tipo Alzheimer ou DA ¢ uma desordem neurodegenerativa
progressiva, considerada a forma mais comum de deméncia. Estima-se que na populacdo
mundial cerca 33 milhdes de pessoas sofram com DA, podendo este valor quadruplicar
at¢ 2050 (BROOKMEYER et al.,, 2007; PATTERSON, 2018). As caracteristicas
neurodegenerativas da DA incluem a deposicao de placas B-amildide (AP) e a morte de
neurdnios colinérgicos, acompanhados por reducdo drastica da concentracdo de
neurotransmissores, tais como acetilcolina (ACh) (ANAND & SINGH, 2013; WANG et
al., 2017). O término da transmissdo colinérgica ¢ a reducdo de acetilcolina ¢
pincipalmente ocasionado pela acdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) que hidrolisa
a ACh a colina e acetato (GAUTHIER, 2002; SILMAN et al., 2005; DANDAN et al.,
2015). Uma vez que o sistema colinérgico desempenha um importante papel no processo
de aprendizado e memoria, e a atividade enzimatica da ACh esta relacionada com a
redu¢do de Ch, substancias inibidoras da AChE (AChEIs) tém sido propostas no
desenvolvimento de drogas para o tratamento da DA (BRATUS et al., 2000; DONEV et
al., 2009; BOHNEN et al., 2018).

Nos ultimos anos, técnicas empregando a cromatografia de bioafinidade tém sido
utilizadas para a realiza¢ao de triagem e identificagdo e caracterizacdo de potenciais

AChEIs (VANZOLINI et al., 2013a). O uso de biorreatores enzimaticos capilares (ICER
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do inglés, Immobilized Capillary Enzyme Reactor) permite maior reprodutibilidade e uma
rapida avaliacdo enzimatica (SILVA et al., 2013a). Em adi¢do, métodos in silico (ex.
docking molecular) e cristalograficos tém permitido entender como AChE interage com
ligantes no sitio ativo, auxiliando assim no design de novos AChEIs (BERMUDEZ-
LUGO et al., 2011; DAS et al., 2017). Como exemplo, a determinagao cristalografica da
enzima de Torpedo californica, permitiu a visualizagdo do sitio ativo da AChE e sugeriu
que interacdes n-n podem ser de grande relevancia para acdo de AChEIs (DVIR et al.,
2010).

A partir da identificacdo do alcaloide galantamina como um poderoso AChEI (NG
etal., 2015), a prospec¢do de novos AChEIs tem sido impulsionada no campo da quimica
de produtos naturais. Notoriamente, muitos destes produtos naturais tém sido utilizados
como modelos (ex. galantamina e huperzina A) em procedimentos semissintéticos com o
objetivo de aumentar suas atividades bioldgicas ou reduzir efeitos colaterais
(HOGENAUER et al., 2001; ATANASOVA et al., 2015). Em relagio aos alcaloides,
diversas classes incluindo, derivados isoquinolinicos, inddlicos piperidinicos, entre
outros, tém sido reportados como promissores AChEIs (MURRAY et al., 2013).

Algumas das ferramentas analiticas atuais mais versateis para a caracterizagao
desta classe de substancia ¢ a espectrometria de massas ( MS do inglés Mass Spectrometry
), associada ou ndo a técnicas cromatograficas (ex. Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia— HPLC do inglés High Performance Liquid Chromatography) (KOKKOTOU
et al, 2014; MARSHALL et al, 2015; PEREZ-VICTORIA et al., 2016). Mais
recentemente, abordagens baseadas em MS por ioniza¢do ambiente, incluindo ionizag¢ao
por Desorption Electrospray lonization (DESI), Direct Analysis in Real Time (DART) e
Leaf Spray (LS) tém se caracterizado como métodos de amostragem rapidos e de baixo
custo, sendo tteis para a prospec¢ao de compostos organicos, em especial alcaloides (LIU
et al,, 2011; MONGE et al., 2013; MARTINEZ-JARQUIN & WINKLER, 2017). De
maneira integrativa, todas as técnicas citadas acima possibilitam inumeras abordagens
analiticas, seja na busca por novas substancias de valor farmacoldgico, ou mesmo na
caracterizacdo quimica satisfatoria de matrizes complexas, auxiliando nas etapas de
selecdo cromatografica e permitindo um isolamento seletivo de compostos ainda nao
identificados (MARSHALL et al., 2015; SILVA et al., 2014; SOARES et al., 2015).

Portanto, o foco do presente projeto foi a prospec¢do de AChEIs nas espécies O.
amazonicum e O. periquino através da combinagdo de andlises instrumentais (LS-MS,

HPLC-DAD-MS/MS), estudos in silico (docking molecular), modificagdes estruturais
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(semissintese) e ensaios farmacoldgicos (ICER), fornecendo subsidios para o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da DA, além de contribuir com o

conhecimento quimico do género Onychopetalum.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Familia Annonaceae

Annonaceae ¢ considerada umas das dez maiores familias botanicas do mundo.
Possui distribuicao Pantropical (Figura 1), podendo ocorrer como arvores, arvoretas e
lianas. E constituida por cerca de 109 géneros e 2440 espécies (RIBEIRO et al., 1999;
CHATROU etal., 2012; BEECH et al., 2017). No Brasil, sdo registrados 29 géneros (372
espécies) e cerca de 269 espécies distribuidas na Regidao Norte, como reportado na figura

2 (MAAS et al., 2015).

Figura 1. Distribuigdo geografica da familia Annonaceae.
Fonte: http://www.thecompositachut.com/www_tch/images/webcurso_spv/mapas/annonaceae.
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Figura 2. Distribuiggo regional das espécies de Annonaceae no Brasil.
Fonte: Adaptado de MAAS et al., 2015
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2.1.1 Etnobotanica da Familia Annonaceae

Destaca-se nessa familia o interesse econdmico pela produgdo de frutos
comestiveis, tais como a graviola (Annona muricata L.), a fruta-do-conde ou pinha (4.
squamosa L.), a cherimoia (4. cherimola Mill.) e a atemoia (hibrido de 4. cherimola x A.
squamosa) (FERREIRA et al., 2015). Segundo o Programa Brasileiro para Modernizagao
da Horticultura- PBMH, a comercializagdo desses frutos esta concentrada nas CEASAs
dos estados de Sao Paulo e do Rio de Janeiro, com destaque para as espécies atemoia,

graviola e pinha (Figura 3) (PBMH, 2013).

(B)

Figura 3. Principais espécies de Anonnaceae comercializadas no Brasil: (A) atemoia (hibrido de
A. cherimola x A. squamosa), (B) graviola (4. muricata L.) e (C) fruta-do-conde ou pinha (4.
squamosa L.).

Fontes:(A)  https://saude.abril.com.br;  (B) ttps:/br.fotolia.com/tag/graviola  (graviola); (C)
https://www.vivercomflores.com.br

Além da importancia econdOmica, muitas espécies da familia Annonaceae sao
utilizadas na medicina popular. Tais finalidades, vao de terapéuticas contra doencgas
cognitivas (Unonopsis stipitata), diabetes (4. squamosa) e no tratamento de tumores (4.
leptopetala) (ADAMS et al., 2007; AGRA et al., 2007; GAJALAKSHMI et al., 2011).
Na tabela 1 estdo reportadas algumas espécies de Annonaceae empregadas
tradicionalmente para fins medicinais. Destacam-se espécies pertencentes aos géneros
Annona e Xylopia, comumente utilizadas na Regido Amazonica (DI STASI & HIRUMA-
LIMA, 2002; VASQUEZ et al., 2014).

Tabela 1. Espécies de Annonaceae empregadas tradicionalmente na medicina

Espécie Parte da Preparo Uso Popular
Planta

Palpitacdes, malaria, problemas no
figado e diabetes (NOVY et
al.,1997; GRANDI et al.,1989;
VASQUEZ et al., 2014)

Infusao,

Annona muricata Folhas .
Decocgao
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Vermifugo (AGRA et al., 2007)

A.glabra Folhas Decoccgao
Folhas e Dores de ouvido (BUENO et al.,
A. coriacea Infusado 2005)
Cascas
Maléria e constipacdo (LEKANA-
Monodora myristica Folhas Infusado DOUKI et al., 2011)
Polyalthia longifdlia Cascas Decocgdo Febre (KATKAR et al., 2010)
Febre e malaria (TSABANG et al.,
P. suaveolens Cascas Decocgao 2012)
Dores estomacais e febre (BELE et
Uvariopsis korupensis Casca Decoccgao al., 2011)
Folhas e Anti-inflamatério e  digestivo
Xylopia aromatica Decocgao (GRANDI et al.,1989)
Cascas
Perda de peso (NOVY et al., 1997)
X. buxifolia Folhas Infusao
X frutescens Folhas Infusio Analgésico e anti-inflamatorio (DI

STASI & HIRUMA-LIMA, 2002)

2.1.2 A Fitoquimica da Familia Annonaceae

As espécies de Annonaceae sdo ricas em metabolitos secundarios, sendo os
alcaloides derivados do esqueleto isoquinolinico os constituintes mais recorrentes
(LEBOEUF et al., 1982). Dentre os compostos nao alcaloidicos, os mais reportados sdo

acetogeninas e terpenos (ALALI et al.,1999; FOURNIER et al.,1999).

2.1.2.1 Alcaloides derivados do esqueleto isoquinolinico

Os principais tipos de alcaloides derivados do esqueleto isoquinolinico
encontrados em espécies de Annonaceae sdo: isoquinolinicos simples (1) (YANG etal.,
2004), benziltetraidroisoquinolinicos (2) (CAMPOS et al., 2008),
bisbenzilisoquinolinicos (3) (MAHIOU et al., 2000) protoberberinicos (4) (MALEBO et
al., 2013), tetrahidroprotoberberinicos (5) (COSTA et al., 2015), aporfinicos (6) (SILVA
et al., 2018a), oxoaporfinicos (7) (SILVA et al., 2012a) e fenantrénicos (8) (LOPEZ-
MARTINZ et al., 2002) (Figura 4).
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Figura 4. Exemplos dos principais alcaloides derivados do esqueleto isoquinolinico encontrados
em Annonaceae.

Dentre esses alcaloides, destacam-se os benziltetraidroisoquinolinicos, ja que sao
precursores de diversos tipos de esqueletos, tais como: cularina, pavina, isopavina,
morfinano, aporfinico, bisbenzilisoquinolinico, protoberberinico e novo tipo de alcaloide
denominado oxahomoaporfinico (Figura 5) (HANGEL & FACCHINI, 2013; PAZ et al.,,
2019). Segundo Dewick (2009) a rota biossintética do  esqueleto
benziltetraidroisoquinolinico inicia-se a partir do aminoacido L-tirosina. Duas moléculas
de L-tirosina paralelamente sofrem reagdo, uma ¢ descarboxilada para formar a dopamina
e a outra sofre uma reacdo de transamina¢do dando origem ao 4acido 4-
hidroxifenilpirivico. Posteriormente, os produtos das duas reagdes sofrem condensagao

através da reacdo de Mannich, formando assim o benziltetraidroisoquinolinico (S)-
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norcoclaurina. Reacdes seguintes de metilagdo e oxidacao levam a formacdo de (S)-

reticulina, sendo precursora dos alcaloides aporfinicos e protoberberinicos (Figura 6).

O‘ "
O ® e
O Aporfinico O

AN T yd Protoberberinico

Cularina
O
CLED — .
@]
Pavina O

Benziltetraisoquinolinico

i RN O O
Isopavina O 0 NR
0]
O R O O
R
(@)

Morfinano Bisbenzilisoquinolinico

Oxahomoaporfinico

Figura 5. Exemplos de esqueletos derivados do esqueleto benziltetraidroisoquinolinico.
Fonte: Adaptado de HANGEL & FACCHINI, 2013.
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Figura 6. Rota biossintética dos alcaloides benziltetraidroisoquinolinicos.
Fonte: DEWICK, 2009.

Os aporfinicos constituem um dos maiores grupos de alcaloides isoquinolinicos
em Annonaceae. Esses metabolitos ja foram isolados de diversos géneros tais como:
Annona, Bocageopsis, Guatteria, Unonopsis, Duguetia, Xylopia e Onychopetalum
(SILVA et al., 2007; VENDRAMIN et al., 2013; ZAWAWI et al., 2012; LIMA, 2015;
SOARES et al., 2015; COSTA et al., 2018; SILVA et al., 2018a). Quimicamente, estes
alcaloides sdo caracterizados como bases tetraciclicas formadas pelo acoplamento
oxidativo direto entre os anéis aromatico A e C de nucleos tipicos benzilisoquinolinicos
(STEVIGNY et al., 2004) (Figura 7). Os aporfinéides apresentam uma crescente lista de
atividades bioldgicas, tendo sido confirmadas suas atividades antimicrobiana (COSTA
etal., 2013), leishmanicida (SILVA etal., 2012a), citotdéxica (SANTOS et al., 2017), anti-
inflamatéria (WEI et al., 2018), entre outras.
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Figura 7. Formacdo de alcaloide aporfinico.
Fonte: DEWICK, 2009.
Os tetrahidroprotoberberinicos sdo alcaloides com esqueleto do tipo

protoberberinico. Esse grupo de alcaloides tem atraido recentemente aten¢do devido sua
acdo no sistema nervoso central. Estudos classificam alcaloides do tipo
tetrahidroprotoberberinicos com grande potencial no desenvolvimento de farmacos para
o tratamento da esquizofrenia, dependéncia de drogas e como inibidor da enzima
acetilcolinesterase (AChE) (TSAI & LEE, 2010; LAPISH et al., 2014; QIAN et al., 2012;
MANUSZAK et al., 2018). Estes compostos sdo formados pela oxidag¢do (via
enzimatica), da amina tercidria do nucleo benzilisoquinolinico, seguida de reagdo do tipo
Mannich, resultando na ciclizagao da molécula (DEWICK, 2009) (Figura 8). Na familia
Annonaceae esses alcaloides t€m sido reportados em alguns géneros, tais como Annona
(COSTA etal., 2015; RODRIGUES et al., 2016), Onychopetalum (LIMA, 2015), Xylopia
(SILVA et al., 2009), Duguetia (FECHINE et al., 2002) e Guatteria (SANTOS et al.,
2018) (Figura 9).

0, H0O»

U MeO
—, I

Enzima do tipo HO
ponte berberina

(S)-Escoulerina

Figura 8. Rota biossintética dos alcaloides tetrahidroprotoberberinicos.
Fonte: DEWICK, 2009.
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Coritenchina: R,=R,=R;=0CHj,; R;=OH; R;=R,=H
Xylopinina: R,=R,=R;=Rs=0CHjs; R;=R,=H
Tetraidropseudocolumbamina: R;=0OH; R,=R;=R;=0CH;;
R;=R,=H

Tetraidropalmatina: R,=R,=R,=R;=0OCHjs; R;=Rs=H
Coripalmina: R,=R,=R;=0CHj;; R,=OH; R;=R=H
Estefolidina: R,=R;=OH; R,=R,=0OCH,; R;=R4=H
Isocoripalmina: R,=OH; R,=R,=R;=0CHj;; R;=Rz=H
Discretamina:R,=R,=0OCHj; R,=R;=0OH; R;=R;=H

Figura 9. Alcaloides tetrahidroprotoberberinicos isolados de Annonaceae.

2.2 Espectrometria de massas (MS) para caracterizacio de alcaloides derivados do
esqueleto isoquinolinico

A técnica de espectrometria de massas (MS do inglés Mass Spectrometry) baseia-
se na determinagdo da massa de ions na fase gasosa com base na relagdo massa/carga
(m/z) (PITT, 2009). Destaca-se por ser uma técnica analitica que apresenta alta
sensibilidade, baixo limite de deteccdo, seletividade e aplicacdo nos principais campos
das ciéncias Omicas: protedmica, lipidomica e metabolomica, com destaque na quimica
de produtos naturais (AEBERSOLD & MANN, 2006; HOFFMANN & STROOBANT,
2007, DETTMER et al., 2007, HU & ZHANG, 2017). Para andlise de matrizes
complexas, como produtos naturais, a MS normalmente ¢ acoplada a técnicas de
separagdo, como exemplo a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC do inglés
High Performance Liquid Chromatography). O uso do sistema de HPLC-MS fornece
maior rapidez nas analises, na avaliagdao da pureza das bandas cromatograficas, bem como
na caracterizagdo de compostos por experimentos de fragmentacao (HPLC-MS/MS). Tais
identificagdes sdo comumente analisadas com fontes de ionizagdo a pressdo atmosférica
como eletrospray (ESI) e Atmospheric Pressure Chemical Ionization (APCI)
(HOFFMANN & STROOBANT, 2007; CASS, 2015).

O reconhecimento de fragmentacdes chave através de dissociagdo induzida por
colisdo (CID do inglés Collision-induced dissociation) tém sido cada vez mais reportado
em estudos com alcaloides isoquinolinicos, demonstrando ser uma maneira rapida e
segura de identificd-los em matrizes complexas (SILVA et al., 2012b; SOARES et al.,
2015; SILVA et al., 2016). A formagdo de ions caracteristicos (ions diagnosticos) por
fragmentacdes de alcaloides do tipo benziltetraidroisoquinolinicos permite determinar os
seus substituintes nas unidades isoquinolinica e benzilica (SCHMIDT et al., 2005)
(Figura 10A). Os alcaloides do tipo tetrahidroprotoberberinicos, por sua vez, tém ions

diagnosticos gerados a partir de reagdes retro-Diels-Alder (RDA), o que possibilita a
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caracterizacdo do padrao de substitui¢do dos anéis A e D (DEMARQUE et al., 2016)
(Figura 10B).

OO OO
B AR
MNop, HO H

HsCO HO
@ 5 ) H m/z 192 m/z 178
HO “CH,,  fon diagndstico

ion diagnostico
HO L~ > X OCH; CH,
:©/ ' H,C OCH;
H,CO HO CH, OH @
m/z 330 OH

+
HsCO m/z 152

(A) m/z 137 (B) ion diagnostico

ion diagnostico

Figura 10. Exemplos de ions  diagndsticos  observadas para  alcaloides
benziltetraidroisoquinolinico (A) e tetrahidroprotoberberinicos (B).

Fragmenta¢des chave em alcaloides aporfinicos evidenciam a presenca de
diferentes grupos substituintes. A primeira perda ¢ um indicio da saida do grupo amino e
seu respectivo substituinte (-17 Da NH3 ou -31 Da CH3NH>), enquanto as etapas seguintes
sao referentes a saida de grupos periféricos. A presenga de metoxilas adjacentes sdo
evidenciadas por perdas competitivas de 15 Da (CHz) e 31 Da (OCH3), enquanto metoxila
adjacente a hidroxila, levam a perdas consecutivas de 32 Da (CH30H) e 28 Da (CO).
Estruturas contendo ponte metilenodioxi sdo caracterizadas por perdas consecutivas de
30 Da (CH20) e 28 Da (CO) (STEVIGNY et al., 2004) (Figura 11A). Por outro lado, o
perfil de fragmentacdo para alcaloides oxoaporfinicos tem sido relatado com perdas
iniciais referentes a saida dos grupos periféricos, como pode ser exemplificado na figura

11B (SILVA et al., 2017).
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Figura 11. Exemplos de fragmentacdes chave observadas para alcaloides aporfinicos (A) e
oxoaporfinicos (B).

Além dos estudos com ionizagdo a pressdo atmosférica, t€ém se destacado na
espectrometria de massas a utilizagao de técnicas por ionizagao ambiente. Tais métodos
proporcionam a ioniza¢ao sob condi¢des com pouca ou nenhuma preparagao das amostras
(ALBERICI et al., 2010). Técnicas de ionizacdo ambiente sdo consideradas como
métodos de amostragem rapidos e de baixo custo para andlise direta de misturas
complexas (LIU et al., 2011; MONGE et al., 2013). Pode-se destacar a ionizagao
ambiente por Leaf Spray (LS), uma técnica que se baseia na formagao direta de ions a
partir material vegetal. O método consiste na aplica¢do de solvente e alta tensdo no tecido
foliar (em formato triangular), resultando em spray com gotas ionizadas (SNYDER et al.,

2015).
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Essa técnica tem sido utilizada na investigagao do perfil quimico das folhas, sendo
util para a triagem de alcaloides (LIU et al., 2011). Em um estudo realizado por Muller
& Cooks (2014) a classe de alcaloide pirrolidinico foi identificada nas folhas de Hibiscus
moscheutos. Alcaloides poli-hidroxilados foram reportados através da triagem por LS em
folhas de amoreira (ZHANG et al., 2013). Recentemente, alcaloides derivados do
esqueleto isoquinolinicos foram caracterizados na espécie Hippeastrum aulicum, onde
juntamente com dados de GC-MS e RMN foi possivel identificar 31 compostos (BESSA
etal., 2017).

2.3 O género Onychopetalum

Onychopetalum ¢ um género constituido pelas espécies O. amazonicum R. E. Fr
e O. periquino (Rusbby) D.M Johnson & N. A Murray com distribui¢do ¢ restrita a Regido
Amazobnica. No Brasil, (Figura 12) suas espécies sdo encontradas nas regides Norte e
Centro-Oeste com ocorréncia em florestas nao inundadas (MAAS et al., 2007; MAAS et
al., 2015). Onychopetalum ¢ o menor género do informal ‘“grupo Unonopsis”,
agrupamento realizado por similaridades botanicas na década de 50 com os géneros
Bocageopsis e Unonopsis. Tal apontamento recentemente estd sendo apoiado por

pesquisas fitoquimicas e filogenéticas (MAAS et al., 2007; SILVA et al., 2015).

Norte

Centro-Oeste

O. amazonicum 0. periquino

Figura 12. Ocorréncia das espécies de Onychopetalum no Brasil.
Fonte: MAAS et al., 2015; http://www.splink.org.br/form?lang=pt&collectioncode=INPA
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2.3.1 A espécie O. amazonicum

A espécie O. amazonicum € constituida por arvores de 10 a 30 metros de altura.
Sua distribuicdo ocorre na Regido Amazodnica Brasileira ¢ Venezuelana. E conhecida
popularmente como envira preta e envira caju, apresentando floragdo nos meses de
janeiro, junho e setembro, com frutificacdo de setembro a janeiro (MAAS et al., 2007).

E a unica espécie no género estudada fitoquimicamente, podendo destacar o
isolamento dos alcaloides onichina (9) (azafluorenona), estefolidina (10) e isocoripalmina
(11) (terahidroprotoberberinicos), nornuciferina, anonaina, asimilobina, e O-
metilisopilina (12) (aporfinicos) e norjuzifina (13) (benziltetraidroisoquinolinicos)
(ALMEIDA et al., 1976; LIMA, 2015) (Figura 13). Além dos relatos alcaloidicos,
investigacdes com oOleos essenciais reportam a predomindncia de sesquiterpenos nas

folhas, cascas e galhos (LIMA et al., 2016) e policarpol nas cascas (SILVA et al., 2015)

(13) Norjuzifina

(12) O-metilisopilina

Figura 13. Exemplos de alcaloides reportados na espécie O. amazonicum.
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2.3.2 A espécie O. periquino

Esta espécie caracteriza-se como uma arvore que pode atingir 30 metros de altura,
tendo sua distribuicdo na Amazodnia Peruana, Brasileira e Boliviana. Sua ocorréncia ¢ em
florestas ndo inundadas, com o periodo de frutificagdo de agosto a fevereiro (MAAS et
al., 2007). Seus frutos sdo caracterizados com um sabor agradavel sendo apreciados pela
populacdo tradicional e animais silvestres (FARIAS, 2009). Na literatura ndo existem

dados sobre a sua composi¢ao quimica.

2.4 A doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) ¢ uma doenca neurodegenerativa progressiva,
considerada a forma mais comum de deméncia em idosos. Atualmente 50 milhdes de
pessoas no mundo sofrem de alguma forma de deméncia e cerca de dois ter¢os apresentam
DA (PRINCE et al., 2016; PATTERSON et al., 2018). Esta ¢ considerada um distarbio
multifatorial, onde a regido no cérebro inicialmente afetada ¢ o hipocampo (lobo
temporal), responsavel por importantes fungdes cerebrais como a consolidacao da
memoria (SOININEN et al.,, 2012; DANDAN et al.,, 2015). As -caracteristicas
neurodegenerativas da DA incluem deposi¢do e agregagdo de f-amildide (Ap) e proteina
tau, estresse oxidativo e a morte de neurdnios colinérgicos, acompanhada pela dréstica
redugdo de neurotransmissores, tal como acetilcolina (ACh) (SINHA & LIEBERBURG,
1999; SMALL et al., 1997; TERRY & BUCCAFUSCO, 2003; GELLA & DURANY,
2009; MORRIS et al., 2015).

A ACh, formada a partir da acetilcoenzima A (Acetil-CoA) e colina, € responsavel
pela transmissdo de impulsos neurologicos através das sinapses colinérgicas. Na DA
baixos niveis de ACh estdo associados com a disfun¢do cognitiva e perda da memoria. O
término da transmissdo colinérgica ¢ ocasionado na maioria dos casos pela agdo da
enzima acetilcolinesterase (AChE) que hidrolisa a ACh gerando acido acético e colina
(Figura 14) (GAUTHIER, 2002; SILMAN et al., 2005; DANDAN et al., 2015). A
hidrolise enzimatica da ACh ocorre no sitio catalitico, no qual a triade catalitica composta
pelos residuos de aminoacidos de serina (Ser200), histidina (His440) e Acido glutamico
(Glu327) esta presente. O residuo histidina funciona como catalisador 4acido-base, ja a
serina age como nucle6filo. A reacdo com éster carboxilico, leva a formag¢ao de uma
enzima acil e liberacao de colina. Posteriormente a enzima acil sofre ataque nucleofilico
por uma molécula de 4gua, formando acido acético e regenerando a enzima livre, como

representado na Figura 15 (COLIVIC et al., 2013; ARAUJO et al 2016).
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Figura 14. Sinapse colinérgica
Fonte: ARAUJO, 2016
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Figura 15. Mecanismo de hidrélise da ACh no sitio ativo da AChE
Fonte: Adaptado de COLIVIC et al., 2013; ARAUJO, 2016.

Uma das principais terapias adotadas no tratamento da DA baseia-se no uso de
inibidores da AChE (AChEIls) (LANE et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2017). Em um
trabalho realizado por Dvir e colaboradores (2010), foi reportado na estrutura cristalina
da AChE de Toperdo californica, a visualizagdo em resolugdo atomica do sitio ativo da
proteina. Inesperadamente tal sitio ativo estd localizado no fundo da cavidade, sendo este
revestido em grande parte por residuos aromaticos, sugerindo que interagdes do tipo m-m
podem ser de grande relevancia para a acdo dos AChEIs. Na figura 16 esta representada

a cavidade da AChE com a localizagao do sitio catalitico.
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Figura 16. Representagio sitio ativo da AChE de Torpedo californica.
Fonte: Adaptado de DVIR, 2010

Ainda nao ha disponivel um tratamento capaz de alterar a evolucao da doenga,
porém AChEI ¢ considerado uma estratégia terapéutica para desordens neuroldgicas
como a DA, uma vez que atenua os sintomas da doenca (HOUGHTON et al., 2006;
MUKHERIJEE et al., 2007; ANAND & SINGH, 2013; DANDAN et al., 2015;
MOHAMMAD et al., 2017). Embora a tacrina (14) (Figura 17) tenha sido a primeira
droga aprovada para o tratamento da DA, esta foi descontinuada devido a efeitos
colaterais, desafios de administracdo e complacéncia e hepatotoxicidade. Atualmente, a
galantamina (Razadyne®) (15), o donepezil (Aricept®) (16) e a rivastigmina (Exelon®)
(17) sdao AChEIs utilizados como farmacos e liberados pela agéncia regulamentadora
americana FDA (do inglés, Food and Drug Administration) (HERRMANN et al., 2011;
PATTERSON, 2018).
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Figura 17. AChEIs aprovados pelo FDA para o tratamento da DA.

2.4.1 Alcaloides como candidatos a AChEIs para tratamento da doenca de
Alzheimer

A partir da identificagdo do alcaloide galantamina como um potente AChEI (NG
etal., 2015), a prospecgao de novos AChEIs tem sido impulsionada no campo da quimica
de produtos naturais. Como exemplo, os alcaloides S-carbolinicos harmalina (18) e
harmina (19) (Figura 18) apresentaram uma significativa acdo inibitoria frente a esta
enzima. Recentemente também foi investigada a agao in vivo desses alcaloides na fungao
colinérgica, onde os mesmos exibiram uma melhora no déficit de memoéria em
camundongos, destacando a significativa dosagem de harmalina utilizada (2mg/kg),
podendo este ser um promissor candidato anti-amnésico para tratar Alzheimer e doengas
relacionadas (ZHAO et al., 2013; LI et al., 2018).

A investigacao de alcaloides derivados do esqueleto isoquinolinico também tem
sido relatada na literatura. O estudo realizado por Hostalkova e colaboradores (2019) com
alcaloides isolados das cascas de Berberis vulgaris, evidenciou a relevante capacidade
inibitoria frente a AChE dos alcaloides berberina (20) e palmatina (21), sendo essas
atividades inibitorias mais potente que a inibicao da propria galantamina. A capacidade
inibitéria contra AChE também foi avaliada no hipocampo de ratos adultos com
alcaloides semelhantes a galantamina, o alcaloide montanina (22) exibiu uma
consideravel inibicao (50%) a InM sugerindo ser uma molécula promissora para novas
investigacoes na busca de AChEIs (PAGLIOSA et al., 2010).

A acdo inibitdria frente a essa enzima também foi investigada para os alcaloides

do tipo quinolinicos, pirrolizidinicos e indolicos (ZHAN et al., 2010; BENAMAR et al.,
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2016; MANTOANI et al., 2016). E importante destacar o alcaloide huperzina A (23),
isolado de Huperzia serrata (Figura 18) também descrito como AChEI, demonstrando
ser um inibidor reversivel com melhor capacidade de ultrapassar a barreira
hematoencefalica que os inibidores de referéncia. Em ensaios clinicos a huperzina A
promoveu significativas melhoras no déficit de memoria e fungdo cognitiva além de nao
apresentar efeitos colaterais consideraveis (WANG et al., 2006; XING et al., 2014).
Notoriamente, muitos destes produtos naturais tém sido utilizados como modelos (ex.
galantamina e huperzina A) em procedimentos semissintéticos com o objetivo de
aumentar suas atividades biologicas ou reduzir efeitos colaterais (HOGENAUER et al.,

2001; ATANASOVA et al., 2015).

(19) Harmina (18) Harmalina

pMe AN
<O OH H,N NH
0 “NH NS0
(22) Montanina (23) Hiperzina A

Figura 18. Exemplo de alcaloides com acao frente a AChE.

2.4.2 Ensaios biologicos in vitro para determinacido de AChEIs

O ensaio bioquimico para determinar a inibigdo da enzima AChE mais utilizado ¢
o método espectrofotométrico de Ellman (ELLMAN et al., 1961). Este ensaio consiste na
reacdo do reagente de Ellman, DTNB (4cido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzdico), com a
tiocolina, formada pela reagcdo enzimatica da AChE com acetiltiocolina, produzindo o
acido-5-tio-2-nitrobenzodico. Esse ensaio, entretanto, possui algumas desvantagens dentre
elas, o uso de substrato ndo natural e o fato de ser um ensaio indireto com sonda
marcadora, o que pode ocasionar resultados falsos positivos. O método
espectrofotométrico de Ellman, no entanto, ¢ empregado intensivamente para a avaliagdo
da inibi¢do anticolinesterase, porém ¢ importante ressaltar a necessidade de ensaios
adicionais para eliminar os resultados falsos positivos (RHEE et al., 2003).

Outra abordagem direta e eficiente empregada na triagem de novos AChEIs ¢ o

uso da cromatografia de bioafinidade com biorreatores enzimaticos capilares ( ICER do
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inglés, Immobilized Capillary Enzyme Reactor ) (SILVA et al., 2013a; VANZOLINI et
al. 2013a; VANZOLINI et al. 2013b; VILELA etal., 2014;TORRES et al., 2016; WANG
et al., 2018). A cromatografia de bioafinidade consiste na utilizacdo de alvos biologicos
imobilizados (biorreator) em um suporte cromatografico, que pode entdo ser utilizado
como fase estaciondria nas analises de cromatografia (HPLC). Uma das vantagens dessa
técnica, além da deteccdo por absorbancia, o monitoramento pode ser feito por outros
detectores como, por exemplo, o espectrometro de massas, permitindo alta
reprodutibilidade e sensibilidade de detec¢ao (Figura 19) (MORAES et al., 2014;
VANZOLINI et al. 2013b; VILELA et al., 2018). Essa abordagem possibilita monitorar
as interagdes substrato-proteina e inibidor-proteina, fornecendo informagdes importantes

sobre mecanismo e comportamento de tais processos (CASS, 2015).

Bomba A Auto Injetor

ICER-AChE

= Bomba B

Figura 19. Sistema LC-MS utilizando biorreator enzimatico.
Fonte: VANZOLINI et al. 2013c

Embora existam diversos métodos para imobilizacao de enzimas a imobilizagao
enzimatica em suporte cromatografico ¢ comumente realizada por ligagdes covalentes,
consistindo na formacdo dessas ligacdes entre os grupos funcionais presentes na
superficie do capilar de silica com os residuos de aminoécidos da enzima (CARDOSO et
al., 2009). Na figura 20, esta exemplificado uma das formas mais comuns de imobilizagao

enzimatica baseada em ligagdes covalentes.
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Figura 20. Exemplo de imobilizagao enzimatica baseado em liga¢do covalente.
Fonte: LIMA, 2018.
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2.5 Docking Molecular

Com o desenvolvimento de melhores métodos tedricos computacionais,
atualmente os estudos de modelagem molecular tornaram-se uma poderosa ferramenta na
busca de novos farmacos. O método in silico, denominado como docking molecular, ¢
um dos métodos mais aplicados nesse contexto. Com este método € possivel realizar uma
triagem virtual que tem como objetivo prever as orientagdes e conformagdes mais
provaveis entre um ligante ancorado em determinado alvo, gerando uma estimativa da
atividade do ligante com a proteina (KITCHEN et al., 2004; TROTT & OLSON, 2009).
Essa afinidade, que tem dimensdes energéticas, pode ser relacionada a atividade do
ligante.

Segundo Verdonk e colaboradores (2003) os programas de docking molecular sao
formados por dois tipos de componentes: algoritmo de busca e funcdo de pontuacao. O
que define a potencialidade de programas de docking molecular ¢ a habilidade dos
componentes em reproduzir os modos de ligagao experimentais dos ligantes. O algoritmo
de busca ¢ um conjunto de comandos e procedimentos que ¢ empregado na pesquisa de
possiveis modos de ligacdao entre a proteina e o ligante. Ja a funcdo de pontuacao (ou
funcdo de energia) avalia através dos valores de energia de ligacao a aptidao da proteina
pelo ligante. Mediante esses dois componentes ¢ possivel selecionar conformacgdes
ancoradas, onde quanto maior afinidade, mais interagdes estabilizantes entre ligante e a
proteina, gerando valores mais baixos (PIERRI et al., 2010). Na figura 21 esta

exemplificado uma simulagdo de docking entre proteina AChE e ligante galantamina.
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Figura 21. Exemplo de simulagdo de docking molecular. (A) Estrutura tridimensional da proteina
com ligante; (B) Tipos de interagdes entre ligante e proteina.
Fonte: Arquivo pessoal

Diante disso, os estudos de docking sao vistos como ferramentas computacionais
uteis que auxiliam na triagem de novos ligantes. Na literatura tem sido crescente o uso
dos dados de docking molecular para selecao de possiveis AChEIs. Segundo Bermudez-
Lugo e colaboradores (2011) a ancoragem, tem permitido melhorar a compreensdo das
interagdes no sitio ativo da AChE, possibilitando a triagem e o design de novos AChEIs.
Em um trabalho realizado com alcaloides do esqueleto licopodano a triagem virtual
através da ancoragem molecular indicou aumento da potencialidade com a possibilidade
de modificacdes estruturais (HALLDORSDOTTIR et al.,, 2010). O acréscimo do
potencial de inibi¢do, monitorado por ancoragem molecular também foi observado nas
modificagdes estruturais em alcaloides derivados do esqueleto quinazolinocarbolina

(WANG et al., 2010).
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3.0BJETIVOS

3.1 Geral

Identificar potenciais inibidores de acetilcolinesterase (AChE) nas espécies
Onychopetalum amazonicum e O. periquino, fornecendo subsidios para o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da doenga de Alzheimer, além de

contribuir com o conhecimento fitoquimico do género Onychopetalum.

3.2 Especificos

v Desreplicar os principais alcaloides presentes nas folhas de O. amazonicum ¢ O.
periquino por meio das técnicas de LS-MS e HPLC-DAD-MS;

v’ Avaliar in silico (docking molecular) o potencial de inibi¢do das substancias
desreplicadas, bem como dos derivados planejados, frente a enzima AChE;

v Realizar semissintese a partir dos alcaloides majoritarios de O. amazonicum a fim
de obter os derivados planejados com significativo potencial de inibicao frente a
enzima AChE;

v Realizar o isolamento dos derivados planejados;

(\

Caracterizar através de técnicas de RMN 1D/2D e MS as substancias isoladas;
v" Avaliar através do ensaio de ICER o potencial de inibi¢do das substancias isoladas

e mecanismo de agao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Solventes

Na obtengdo das fracdes alcaloidicas foram utilizados solventes grau P.A. Todos
os solventes utilizados para cromatografia e experimentos de MS foram comprados com
grau de pureza HPLC da J.T. Baker (Phillipsburg. NJ, EUA), e a dgua deionizada foi
obtida por um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA). As anélises por RMN

foram realizadas com solventes deuterados.
4.2 Analises cromatograficas

4.2.1 Cromatografia em coluna (CC)
Os fracionamentos cromatograficos em coluna de vidro foram realizados
utilizando como fases estacionarias silica gel 60 (230-400 mesh) e C18. O comprimento

e didmetro das colunas variaram de acordo com a natureza das amostras.

4.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
As andlises em HPLC analitico foram realizadas em cromatégrafo Acella®

(Thermo Scientific) equipado com bomba Acella® Pump Plus, autoamostrador Acella ®
Autosampler Plus, valvula de injecdo Rheodyne (25 pL), operando simultaneamente com
detector de arranjo de diodos (DAD) Acella® PDA Plus Detector e MS (TSQ Quantum
Acess).

As andlises em HPLC semi-preparativo foram realizadas em cromatografo
modelo UFLC® (Shimadzu) equipado com bomba LC-6AD (sistema binario),
degaseificador DGU-20AS5, detector de ultravioleta (UV) SPD-20AV, moédulo de
comunicacdo CBM-20A e vélvula de inje¢ao Rheodyne (200 ou 500 uL).

4.3 Métodos espectroscopicos/espectrométricos

As andlises por MS foram realizadas no LABCEM-UFAM e no Nucleo de
Pesquisa em Cromatografia (Separare) da Universidade Federal de Sao Carlos. Os
espectros foram obtidos através de espectrometros do tipo fon-trap (IT) (LCQ Fleet,
Thermo scientific; esquire6000, Bruker Daltonics), triplo-quadrupolo (QqQ) (TSQ
Quantum Acess, Thermo scientific) ou Q-TOF (Impact HD, Bruker Daltonics). Os
espectrometros de massas foram equipados com fonte ESI, APCI ou leaf spray operando

no modo positivo de aquisi¢ao.
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As andlises de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) foram realizadas no
Laboratorio de Ressonancia Magnética (NMRLAB) da Central Analitica-UFAM. Os
espectros de uma e duas dimensdes (1D e 2D) foram obtidos em equipamento Bruker
(Avance 111 HD), operando a 11,7 Tesla (T), observando 'H a 500,13 e '*C a 125,76 MHz,
respectivamente. As amostras foram solubilizadas em metanol (CD3;0D) e cloroférmio
(CDClI3) deuterados. Tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como padrdo de referéncia
interna. Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (J) € as constantes de
acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz).

4.5 Desreplicacao de alcaloides derivados do esqueleto isoquinolinico das folhas de
O. amazonicum e O. periquino

4.5.1 Coleta e identificacdo do material botanico

O material foliar da espécie O. periquino foi coletado em maio de 2017 na Fazenda
Experimental da Universidade Federal do Acre (UFAC) em Rio Branco-Acre. A coleta
foi realizada em parceria com Prof. Dr. Carromberth Fernandes - UFAC. A identificagao
foi realizada pelo o Prof. Dr. Marcos Silveira do Centro de Ciéncias Biologicas e da
Natureza UFAC, e sua exsicata foi depositada sob n® 7552 no Laboratorio de Botanica e
Ecologia Vegetal (LABEV-UFAC). As folhas de O. amazonicum foram coletadas na
Reserva Florestal Adolpho Ducke, em margo de 2014 de individuo previamente marcado
(n° 163) e identificado durante a execucao do projeto flora da Reserva Ducke (RIBEIRO
et al., 1999). Sua exsicata encontra-se depositada no herbario do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazdnia (INPA) sob o N °218341. O acesso ao patrimonio genético foi
registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen) sob o codigo AEOF182. O material vegetal foi
imediatamente seco a temperatura (20° C) ambiente durante 20 dias.

4.5.2 Analises de MS com fonte ambiente Leaf spray (LS-MS) das folhas de O.
amazonicum e O. periquino

A fim de verificar o perfil alcaloidico das folhas de O. amazonicum e O. periquino
foram realizadas andlises utilizando a técnica de ionizagdo ambiente por LS-MS. O
sistema LS-MS foi desenvolvido no LABCEM-UFAM de acordo com metodologia
descrita por SNEHA e colaboradores (2017). A fonte por ionizagdo ambiente foi
construida através da substitui¢ao da caixa da fonte por um conector padrao Dbl15. O
reconhecimento da nova fonte foi realizado através do bloqueio das entradas 9 e 10 ¢ a

conexao de um resistor diretamente nas entradas 7 e 8 (Figura 22A).
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Figura 22. Fonte de ionizagdo ambiente Leaf Spray (A) substituicdo da caixa por um conector
Db15 (B) folha cortada em formato triangular (base e altura de 10 mm) mantida por um conector
de alta voltagem.

As folhas secas foram cortadas (base e altura de 10 mm) em formatos triangulares
e mantidas em um clipe metélico a 10 mm de distancia do capilar de transferéncia (Figura
22B). As analises de MS e MS/MS foram realizadas em um espectrometro de massas do
tipo triplo-quadrupolo (QqQ) (TSQ Quantum Acess, Thermo scientific) e os espectros
foram adquiridos no modo positivo de aquisi¢do. Uma voltagem (4,5 kV) foi aplicada
diretamente no tecido vegetal, logo apos adicdo de 10 uL. de MeOH grau HPLC. A
temperatura e voltagem do capilar utilizada foi de 150 °C e 85 V, respectivamente, com
o monitoramento da faixa de massas: m/z 100-600. Para os experimentos de MS/MS, o

argonio foi utilizado como gas de colisdo com energias que variaram 20 a 30 eV.

4.5.3 Marcha quimica para obtencio de alcaloides

As fragdes alcaloidicas das duas espécies de Onychopetalum foram obtidas de
acordo com metodologia descrita previamente na literatura (SOARES et al., 2015). A
fracdo alcaloidica de O. amazonicum foi obtida conforme descrito a seguir: 500 mg de
material vegetal (folhas) foram transferidos para um recipiente de vidro, adicionando-se
5 mL de hidréxido de amodnio a 10% (NH4OH) e 5 mL de diclorometano (CH2Cl),
agitando-se em seguida. Apos extragdo, a fase CH2Cl: foi transferida para um funil de
separagdo, acrescentando-se 5 mL de acido acético a 10%. A fracdo aquosa acida, foi
tratada com hidroxido de amdnio concentrado, até alcancar o pH 10, acrescentando-se em
seguida 5 mL de CHxCl,. Apds a extragdo, a fase organica foi separada e seca sob uma
corrente gasosa de nitrogénio.

Para obtencdo da fragdo alcaloidica das folhas de O. periquino foi necessario
maior quantidade do material vegetal (esquema 1), sendo assim realizado algumas

modificagdes como descrito a seguir: 3g de material vegetal (folhas) foram transferidos
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para um funil de separacdo, adicionando-se 30 mL de hidréxido de amoénio a 10%
(NH4+OH) e 30 mL de diclorometano (CH2Cl,), agitando-se em seguida. A fase CH2Cl»
(mais densa) foi transferida para um funil de separagdo, acrescentando-se 30 mL de acido
acético a 10%. A fragao aquosa acida, foi tratada com hidréxido de amonio concentrado,
até alcancar o pH 10, acrescentando-se em seguida 30 mL de CH>Cl. Apoés a extracao, a

fase organica foi separada e seca sob uma corrente de nitrogénio.

30 mLNH,OH agitaco
(10%)e20mL
3 g Folhas — CH.CL, —
Adicao de 30 mL agitagao Fase aqu. Acida: agitaciio Fase DCM :
de CH,Cl, — adigio NH,OH a— adiciio de 30 mL

conc. (até pH 10) acido acético 10%

Secaem N;

Esquema 1: Extragdo alcaloidica das folhas de O. periguino.

4.5.4 Analises de HPLC-DAD-MS/MS das fracoes alcaloidicas das folhas de O.
amazonicum e O. periquino

As fragdes alcaloidicas foram diluidas a 1 mg/mL em MeOH e analisadas (volume
de inje¢do de 10uL) em sistema de LC, modelo Acella® (Thermo Scientific), equipado
com uma coluna Luna C18 (S5um, 150 x 4,60 mm id) Phenomenex (Torrance, CA, EUA).
Para a fracdo alcaloidica da espécie O. amazonicum foi utilizado uma fase mével que
consistia de uma solugdo aquosa acidificada (0,01% de acido trifluoracético - TFA ou 1%
de acido formico) (A) e MeOH (B), enquanto para a fracdo alcaloidica da espécie O.
periquino a fase movel utilizada foi uma solucdo aquosa acidificada (0,1% de acido

formico) (A) e MeOH (B). Para ambas as amostras a elui¢ao foi realizada através de um
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gradiente de 20-80% de B ao longo de 14 min., seguido de 80% de B por 10 min, a um
fluxo de 1 mL/min. Os espectros UV foram registrados na faixa de 200-400 nm.

A saida do detector de arranjo de diodos (DAD) foi conectada através de uma
valvula de desvio (fluxo de 300 pL/mL) a um espectrometro de massas tipo triplo-
quadrupolo (QqQ) (TSQ Quantum Acess, Thermo scientific). A ionizagao foi realizada
com a fonte APCI operando em modo positivo. As condi¢des de ionizacdo foram as
seguintes: discharge current, 5 pA; vaporizer temperature, 350 °C; capilary temperature,

270 °C; sheath gas, 35 psi; aux gas, 15 arb; mass range, m/z 100-800.

4.6 Prospeccao de alcaloides derivados do esqueleto isoquinolinico das folhas de O.

4.6.1 Estudo de docking molecular dos alcaloides desreplicados nas folhas O.
amazonicum e O. periquino e derivados benzilados

Os estudos de docking molecular foram realizados de acordo com metodologia
previamente descrita (SANTOS et al., 2016). As estruturas 3D dos alcaloides
desreplicados nas folhas de O. amazonicum, O. periquino e dos benzilados planejados a
partir dos alcaloides estefolidina e isocoripalmina (Figura 23) foram geradas e checados
em relacdo ao estado protonado (pH 7.4) via Marvin Sketch (CHEMAXON, 2017). Em
seguida, para verificar as estruturas otimizadas com menor energia, as estruturas foram
tratadas pelo método semi-empirico PM7 (STEWART, 2013) utilizando o software
MOPAC2016 (STEWART, 2016). As estruturas refinadas foram convertidas em arquivos
PDBQT por meio da ferramenta Autodock tools (MORRIS et al., 2009). A estrutura
cristalina tridimensional de Torpedo californica (TcAChE) complexada com galantamina
foi recuperada no banco de dados de proteinas Protein Data Bank (PDB) (c6digo: 1QTI)
com resolucdo de 2,5 A (BARTOLUCCI et al., 2001). O grid box foi definido em relagio
ao sitio ativo ocupado pelo ligante, utilizando os parametros size X = 28, size Y =28 ¢
size Z = 26. Finalmente, o procedimento de docking molecular foi realizado através do
software AutodockVina (TROTT & OLSON, 2009). Os resultados foram processados
através do software Discovery Studio (DISCOVERY STUDIOVISUALIZER, 2016).
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(10) Estefolidina - (11) Isocoripalmina

Figura 23. Estrutura dos alcaloides estefolidina e isocoripalmina ¢ seus provaveis sitios de
benzilagdo.

4.6.2 Obtencdo da mistura estefolidina e isocoripalmina a partir da fracao
alcaloidica das folhas de O. amazonicum

A fracdo alcaloidica das folhas de O. amazonicum foi obtida de acordo com a
metodologia previamente descrita (LIMA, 2015). Cerca 300 g de folhas trituradas foram
maceradas com 2L de NH4OH 10% e 2L de CH>Cl> por 72h. Em seguida a fase organica
foi transferida para um funil de separagdo e extraida com solucdo de 4cido acético 10%
(2x 500mL). Posteriormente, a camada aquosa acida obtida foi ajustada com NH4sOH
(concentrado) até pH 10 e extraida com 600 mL de DCM. A fase DCM final, contendo a
fragdo alcaloidica, foi concentrada em um evaporador rotativo, seca em um dessecador e
pesada (1,36 g).

Cerca de 1g da fragdo alcaloidica foi cromatografada em coluna aberta conforme
ilustrado no esquema 2. ApoOs analises por espectrometria de massas, as fracdes 3-8,
contendo a mistura dos compostos majoritarios estefolidina e isocoripalmina foram
reunidas, resultando na nova fragdo rica em alcaloides tetrahidroprotoberberinico (FRAT)
(440 mg), sendo esta encaminhada para andlise de RMN e posteriormente para

procedimento de semissintese.
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Esquema 2: Representacdo do estudo quimico da fracdo alcaloidica das folhas de O. amazonicum.

4.6.3 Benzilacao da mistura dos alcaloides estefolidina e isocoripalmina

O procedimento de benzilagdo foi realizado na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - UFAM sob a supervisao do Prof. Dr. Emerson Silva Lima.

Os compostos benzilados foram preparados seguindo um método sintético
adaptado em uma etapa (KARIMOVA et al., 2014). A FRAT (0,44 g) foi adicionado a
um baldo de fundo redondo contendo KOH (0,56 g) e DMF (10 mL). A mistura resultante
foi agitada e aquecida (40 °C) durante 30 min e depois foi adicionado brometo de benzila
(1,2 mL). Apdés 24h, a mistura foi particionada com &agua destilada (20 mL) e
diclorometano (20mL). A fra¢do benzilada diclorometanica (BFD) (0,7 g) foi seca sob
uma corrente gasosa de nitrogénio, enquanto a fragao benzilada aquosa (BFA) (1,4g) foi

liofilizada.
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4.6.4 Analises por ESI-MS/MS e HPLC-MS das fracoes BFA e BFD

As duas fases obtidas a partir da benzilagdo alcaloidica (BFA e BFD) foram
diluidas a concentragao de 10 ppm em metanol grau HPLC, sendo os espectros de ful/
scan obtidos por inser¢ao direta em espectrometro de massas lon trap modelo LCQ Fleet
(Thermo scientific) equipado com fonte de ESI e operando em modo positivo de
aquisicao. A faixa de massa analisada foi de m/z 100-800. Os espectros de MS/MS foram
obtidos com energias de colisdo entre 20 e 30 % utilizando o gés hélio para colisado.

Para a anélise de HPLC-DAD-APCI-MS das fases aquosa e CH>Cl utilizou-se
um sistema HPLC, modelo Acella® (Thermo Scientific), acoplado a um espectrémetro
de massas do tipo triplo-quadrupolo, modelo TSQ Quantum Acess (Thermo scientific),
dotado de uma fonte de APCI (modo positivo) e monitorando a faixa de m/z 100-1000.
As amostras foram solubilizadas, individualmente, com 1 mg/mL em H>O (Milli-Q) na
fracdo de BFA e 1 mg/mL em MeOH na fragdo de BFD. Ambas foram analisadas (com
10uL volume de inje¢do) com uma coluna Luna C18 (Spm, 150 x 4,60 mm id)
Phenomenex (Torrance, CA, EUA). A fase movel utilizada consistia de uma solugdo
aquosa de acido formico a 0, 2% (A) e MeOH (B). O gradiente de elui¢do foi de 20 — 50
% (B) 7 min, 50-80 % (B) 10 min, seguido de 10 min a 80 % de (B). O detector DAD foi

ajustado para o monitoramento entre 200-400 nm.

4.6.5 Fracionamento cromatografico dos derivados benzilados

Com intuito de remover interferentes e substancias indesejadas, as amostras foram
submetidas a um fracionamento em coluna aberta. Cerca de 0, 500 g de BFA (esquema
3) e BFD (esquema 4) separadamente foram tratados em uma coluna com cerca de 20 g
de C18, sendo utilizado como fase movel dgua (Milli-Q) e metanol (grau HPLC). Logo
apos as fragdes obtidas foram submetidas a fracionamento cromatografico semi-

preparativo.
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BFA
(0,500g)

C1820g

¢ =de 3,0cm; h=13 cm
Ativagdo:100% MeOH
Condicionamento:100% H,O
Eluentes: H,O /MeOH

Vol. Fragdes:30mL

H,0
(100%)

I:MS
;i s

L Descanada |

H,0
/MeOH
3:7)

[ =2 Fracoes
*MS

BFA1
66,4mg

MeOH
(100%)

:_ Armazenada |

=4 Fragoes
*MS

-_-—

Esquema 3: Fracionamento em coluna C18 da fracdo aquosa (BFA) do produto da benzilagdo dos
alcaloides de O. amazonicum.

BFD
(0,500g)

C18:20g

¢ =de 3,0cm; h=13 cm
Ativacdo:100% MeOH
Condicionamento:100% H,O
Eluentes: H,O /MeOH

Vol Fr.agdes 30mL (cada)

H,0 H,0
/MeOH /MeOH
1:1 57
(; )'3Fra,6es (: )
r— - - .—ME L w3 Fragoes
Wl _*Ms

l——l———1

Armazenada |

MeOH
(100%)
=5 Fragodes
*MS
Fr. 1-2 Fr. 3-5
BFD3 |j——===1
133,1 mg L A_mlazina_da_l

Esquema 4: Fracionamento em coluna C18 da fragdo em diclorometano (BFD) produto da
benzilagdo dos alcaloides de O.amazonicum.
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Ap06s escalonamento adequado do método utilizado em escala analitica, as fracdes
benziladas BFA1 (66,4 mg) e BFD3 (133,1 mg) foram submetidas ao fracionamento
semi-preparativo em um cromatégrafo Shimadzu®. As amostras foram solubilizadas,
individualmente, com 100 pL. H>O (Milli-Q) na fracdo BFA ¢ 100 uL. DMSO na BFD.
Em cada inje¢ao foi utilizada uma carga maxima na coluna de 20 mg em um looping de
100pL. Nesta etapa utilizou-se uma coluna Luna C18 (5 pm, 250 x 10.00 mm)
Phenomenex com fluxo de 3,5 mL/min, sendo monitorados os comprimentos de onda 235
e 280nm. As fases moveis, assim como gradiente de eluigdo, foram as mesmas utilizadas
no item 4.6.4. As amostras foram analisadas por espectrometria de massas, sendo
posteriormente encaminhadas as mais promissoras para analises de RMN 1D e 2D, Alfa-

D e massas de alta resolugao.

4.6.6 Ensaio enzimatico in vitro

Para avaliacao inibitoria foram selecionados os alcaloides benzilados isolados, os
precursores (estefolidina e isocoripalmina) e aporfinico nornuciferina, sendo codificados
AMO1 a AMO09. A atividade inibitéria dos alcaloides selecionados foi avaliada contra a
enzima AChE utilizando-se o ensaio enzimatico in vitro on-line, o qual se baseia no uso
da AChE imobilizada na parede interna de capilares de silica fundida, AChE-ICER. Os
ensaios foram realizados no Nucleo de Pesquisa em Cromatografia (Separare) da
Universidade Federal de Sao Carlos, sob supervisao da Profa. Dra. Quezia Cass, seguindo
a metodologia ja estabelecida pelo grupo de pesquisa (SILVA et al., 2013; VANZOLINI
et al., 2013a; VILELA et al., 2018).

4.6.6.1 Imobilizacio da enzima AChE no capilar
4.6.6.1.1 Tratamento do capilar

O capilar de silica fundida (0,10 mm d.i x 0,375 mm) foi tratado com 2,5 mL de
HCI 2 M, seguido de 1 mL de agua. O capilar foi colocado na estufa por 1h a 95°C e
posteriormente tratado com 1 mL da solug@o 3-aminopropiltrietoxisilano -APTS (10%),
preparado com agua. Em seguida, o capilar permaneceu na estufa a 95°C por 30 min, e
foi levado a temperatura ambiente por 12 h. Todas as solugdes foram eluidas com auxilio

de uma bomba seringa € a uma vazio de 130 pL.min"".
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4.6.6.1.2 Imobilizacdo da AChE

Apo6s o tratamento do capilar foi realizado a imobilizagdo da enzima, para isso
utilizou-se a enzima de peixe elétrico-ee/AChE (Sigma, Merck -cédigo C3389).
Inicialmente, a 130 uL.min"! foi eluido 1,5 mL de glutaraldeido (1% KH>PO4 50 mM pH
7,4), seguido de 2 mL da solugdo de fosfato (KH2PO4 50 mM pH 7.4). A solugdo
enzimatica (2U/mL preparada em KH>PO450 mM pH 7,4) foi eluida no capilar em 50
pL.min"! (3x 0,5 mL). Posteriormente o ICER-ee/AChE foi lavado com 1mL de tamp3o
TRIS-HCI (100 mM pH 8,0) e estocado com as extremidades imersas em tampao TRIS-
HCI (100 mM pH 8,0) a 4°C.

4.6.6.2 Sistema on line HPLC-MS

O sistema de HPLC-MS ¢ representado no esquema 5, para montagem desse
sistema foi utilizado um cromatdgrafo modelo SHIMADZU PROMINENCE composto
por duas bombas LC-20AD e um auto injetor SIL-20A, acoplado a um espectrometro de
massas do tipo lon Trap, modelo Esquire6000 (Bruker Daltonics), equipado com uma
fonte de ionizagdo ESI. Empregou-se uma solucdo tampao de acetato de amonio
(NH4OAc 15 mM, pHS8), com uma vazao de 0,05 mL/min (bombal). Uma segunda bomba
(bomba 2) forneceu acetonitrila apés o ICER-AChEeel e antes do espectrometro de
massas ao longo de uma conexdo em forma de “T”, com a mesma vazao utilizada na
bombal. O tempo total de analise foi de 6 min, utilizando um volume de injecao de 10
nL. Os parametros do MS foram: voltagem do capilar: -3172 V; pressdo do gas de
nebulizacdo (N2): 30 psi; vazio de secagem nebulizagdo (N2): 7.0 L.min!; temperatura
da fonte de ionizacao: 340 °C. As analises foram realizadas no modo positivo de ionizagao
(scan de m/z 40-550), com monitoramentos dos ions referente a acetilcolina (ACh)
[M+H]" m/z 146 ¢ [M+H]" m/z 104, este ultimo referente ao produto da clivagem

enzimatica, colina (Ch).
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Tampao NH,OAC
pH=8 (15mM)
0,05mL/min

BOMBA 2

I I

Acetonitrila
0,05mL/min

Esquema 5: Esquema de representacdo do sistema on-line HPLC-MS utilizado no ensaio
enzimatico in vitro para atividade anticolinesterase.

4.6.6.3 Estudo cinético para o ICER-ee/AChE

O parametro cinético, constante de Michaelis-Menten (Kw), foi determinado para
0 ICER-ee/AChE a partir de estudos do estado estaciondrio. Para isso, foram preparadas
solucdes estoques de ACh (25, 50, 100, 225, 350, 500, 750, 1250 e¢ 1750 uM). As
amostras foram preparadas pipetando-se 80 L NH4OAC (15 mM, pHS), 10 uL de MeOH
e 20uL da solugdo estoque de ACh. As amostras foram preparadas em duplicatas. O valor
da constante foi entdo obtida aplicando-se uma analise de regressao nao linear (GraphPad
Prisma5) com a plotagem do area da colina produzida versus cada concentragdo do

substrato acetilcolina correspondente.
4.6.6.4 Inibicao usando o0 ICER-ee/AChE

Para o ensaio de inibicdo a galantamina foi utilizada como referéncia, uma vez
que ¢ um alcaloide inibidor de AChE (DARVESH et al., 2003). Inicialmente, uma triagem
foi realizada sob concentracao fixa de 100 uM do candidato a inibidor e 70 uM de ACh.
As amostras para ensaio foram preparadas pipetando-se 10 pL da solugdo estoque do
candidato ao inibidor (1 mM em MeOH), 20 pL de ACh 350 uM (NH4OAc pH 5) e 70
uL de NH40Ac (15 mM pH 8). Para cada candidato analisado foi testada uma atividade
controle (na auséncia do mesmo). A solucdo de atividade controle foi preparada

pipetando-se 10 uL de MeOH, 20 pL. de ACh 350 uM (NH4OAc pH 5) e 70 uL de
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NH4OAc (15 mM pH 8). O ensaio foi realizado em duplicata para cada candidato a
inibidor testado. A % de inibi¢ao foi calculada para cada amostra de acordo com equagao

1 (VILELA et al., 2018).

% Inibigio = [1 - %] x100 equagiol

Onde, P é referente a area de Ch produzida: (i) na presenca do candidato a inibidor;
(0) na auséncia do candidato a inibidor. Os candidatos que apresentaram % de inibi¢ao

maior que 90% foram selecionados para determina¢do da concentracao inibitoria (ICso).
4.6.6.5 Determinacio da capacidade inibitoria

Para determinagao de ICso foram calculados de acordo com Ch produzida pela
hidrolise catalitica da ACh (100 uM 2 x Kn) nas diferentes concentragdes dos candidatos
selecionados (1uM a 500uM). Para os ensaios as amostras selecionadas (AMO1 e AMO02)
foram preparadas com 20 pL. de ACh 500 uM, 70 uL de NH4OAC (15 mM pHS) e as
concentragdes crescentes 10 uM a 5000 uM dos candidatos. A solucdo de atividade
controle utilizada foi preparada com 10 pL. de MeOH, 20 pL de ACh 500 uM (NH4OAC
pHS5) e 70 uL de NH4OAC (15 mM pHS). Foi calculado também ICso do alcaloide de
referéncia, galantamina. Todas as analises foram realizadas em duplicata e calculou-se a
% I de acordo com equagdo 1. Os valores de ICso foram entdo obtidos aplicando-se uma
analise de regressdao ndo linear (GraphPad Prisma5) com a plotagem do % de inibi¢ao
individual versus cada concentragdo do candidato a inibidor correspondente em escala
logaritmica.

4.6.6.6 Determinacido da constante de inibicdo (Ki) e mecanismo de acio no ICER-
AChE

O mecanismo de agdo e a constante de inibicdo no estado estaciondrio (Ki)
também foram determinados para os derivados AMO1 e AMO02. Para esse fim, a atividade
AChE-ICER foi avaliada sob diferentes concentracdes de ACh variando de 10 a 150 uM,
sob concentracdes fixa de cada um dos derivados AM01 e AMO02 (0, 10, 50 e 75 uM).
Graficos Lineweaver-Burk foram usados para determinar o mecanismo de agdo dos
inibidores. Os valores de Ki foram determinados a partir do replot da inclinagcdo das

parcelas de Lineweaver-Burk versus a concentracdo de derivada respectiva.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desreplicacao de alcaloides derivados de esqueleto isoquinolinico das folhas de
O. amazonicum e O. periquino

A fim de investigar o perfil alcaloidico da espécie O. periquino e ampliar o
conhecimento do perfil da espécie O. amazonicum, o material foliar de ambas foi
submetido as andlises por LS-MS e suas respectivas fracdes alcaloidicas foram

submetidas a analises de HPLC-DAD-MS/MS.

5.1.1 Estudo do perfil quimico por LS-MS da O. amazonicum

O estudo do perfil quimico de O. amazonicum realizado por LS-MS (Figura 24)
permitiu observar a presenca de ions de m/z 328 (100% de abundancia relativa), 342
(64%), 282 (47%), 266 (24%), 326 (19%), 312 (20%), 296 (12%), 330 (12%), 286 (8%)

e 280 (5%), todos os valores de m/z par, um indicativo de possiveis alcaloides protonados.
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Figura 24. Perfil LS-MS das folhas de O. amazonicum

Os espectros de LS-MS/MS dos ions de m/z 328 e 342 (Figura 25) apresentaram
altas perdas de massas gerando o fragmento de m/z 178, comumente observadas em
alcaloides tetrahidroprotoberberinicos (SOARES et al., 2015a; LIMA, 2015). Na figura
26 estdo reportadas as propostas de fragmentacdes para esses ions. O fragmento de m/z
178 consiste em um produto formado através de uma abertura do anel C via retro-Diels-
Alder (RDA) dos alcaloides tetrahidroprotoberberinicos, contendo grupos metoxilas e
hidroxilas no anel A (JEONG et al., 2012; DEMARQUE et al., 2016). Além disso, a perda

de 150 Da (precursor de m/z 328) sugere a presenca de grupos metoxila e hidroxila no
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anel D, enquanto a perda de 164 Da (precursor de m/z 342) estd de acordo com duas
metoxilas no anel D. Os mesmos perfis de fragmentacdes foram observados
anteriormente para os alcaloides estefolidina (10) e isocoripalmina (11), identificados
como compostos majoritarios na fragao alcaloidica de O. amazonicum (LIMA, 2015)

(Figura 13).
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Figura 25. Espectro LS-MS/MS dos ions de m/z 328 e 342 ([M+H] *) presentes nas folhas de O.
amazonicum.

Similarmente, nos espectros de LS-MS/MS de m/z 330 e 286 (Figura 27), os picos
base de m/z 192 (precursor de m/z 330) e 107 (precursor de m/z 286) foram previamente
associados com esqueleto benziltetraidroisoquinolinico com e sem o grupo N-metil,
respectivamente. A presenca ou auséncia desse grupo neste tipo de esqueleto influencia
diretamente o padrao de fragmentacdo. O ion de m/z 192 estd de acordo com a presenca
de grupos metoxila e hidroxila no anel A, enquanto o ion de m/z 107 esta de acordo com
a presenga de um grupo hidroxila no anel C (SCHMIDT et al., 2005; SHANGGUAN et
al., 2018) (Figura 26). Por outro lado, a perda de 138 Da (precursor de m/z 330) ¢ 179 Da
(precursor de m/z 286) sugere a presenca dos grupos metoxila e hidroxila nos anéis C e A
respectivamente. Essas perdas sdo consistentes com o perfil de fragmentagdo dos

alcaloides reticulina (24) (SOARES et al., 2015) e norjuzifina (25) (LIMA, 2015).
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Figura 26. Propostas de fragmentagdes para os ions de m/z 342, 328, 330 e 286 observados em
LS-MS/MS das folhas O. amazonicum.
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Figura 27. Espectro LS-MS/MS dos ions de m/z 330 e 286 ([M+H]") presentes nas folhas de O.
amazonicum.

Os espectros de LS-MS/MS dos ions de m/z 282, 296, 312 e 326 (Figura 28)
apresentaram padrdes de fragmentagcdo consistentes com alcaloides aporfinicos com
presenca (perda de 31 Da) ou auséncia (perda 17 Da) do grupo N-metila. Suas perdas
foram atribuidas a 17 Da (-NH3) (m/z 282 — 265 e m/z 312 — 295) ou 31 Da (-NH>CH3)
(m/z 296 — 265 e m/z 326 —295) seguido por perdas competitivas de 15 Da (-CH3) (m/z
265 — 250 e m/z 295 — 280) e 31 Da (-OCH3) (m/z 265 — 234 e m/z 295 — 264),
confirmando a presen¢a de metoxilas adjacentes no anel A (STEVIGNY et al., 2004;
SILVA et al., 2012b; SOARES et al., 2015a) (Figura 29). Portanto, os padrdes de
fragmentacgdo observados para os ions m/z 282, 312, 296 e 326 sdo consistentes com 0s
alcaloides nornuciferina (26), O-metilisopilina (27), nuciferina (28) e N-metil-O-
metilisopilina (29), respectivamente. Podemos destacar os alcaloides nuciferina e N-

metil-O-metilisopilina relatado pela primeira vez na espécie.
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Figura 28. Espectro LS-MS/MS dos ions de m/z 282, 296, 312 e 326 ([M+H]") presentes nas

folhas de O. amazonicum.
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Figura 29. Propostas de fragmentagdes para os ions de m/z 282, 296, 312 e¢ 326 observados em

LS-MS/MS das folhas O. amazonicum.
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Os espectros de LS-MS/MS das moléculas protonadas de m/z 266 ¢ 280 (Figura

30) apresentaram fortes evidencias de esqueletos aporfinicos contendo uma ponte

metilenodioxi no anel A e auséncia (perda 17 Da) ou presenca (perda de 31 Da) do grupo
N-metila, respectivamente (STEVIGNY et al., 2004). A perda inicial de 17 Da (-NH3)
(m/z 266 — 249) ou 31 Da (- NHoCH3) (m/z 280 — 249), seguida por
subsequentes de 30 Da (CH20) (m/z 249 — 219) e 28 Da (-CO) (m/z 219 —191),

observadas em ambos os espectros, reforcam a proposta estrutural (Figura 31). Portanto,

perdas

os padroes de fragmentagdes observados sdo consistentes com alcaloides aporfinicos

anonaina (30) (SILVA et al., 2012b; SOARES, et al., 2015a; LIMA, 2015) e sua forma

N-metil, N-metilanonaina (31).
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Figura 30. Espectro LS-MS/MS dos ions de m/z 266 e 280 ([M+H]") presentes nas folhas de O.

amazonicum
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Figura 31. Proposta de fragmentacdo para alcaloides aporfinicos encontrados na espécie
O.amazonicum com (A) hidroxila e metoxila adjacentes e (B) ponte metilenodioxi no anel A.

Assim, o perfil alcaloidico por LS-MS, permitiu a identificagdo provisoriamente
de 10 alcaloides derivados do esqueleto isoquinolinico, com tetrahidroprotoberberinicos
e aporfinicos como os principais compostos. Podendo caracterizar os alcaloides
nuciferina, N-metilanonaina, N-metil-O-metilisopilina e reticulina, ainda nao reportados
na espécie. No entanto, deve-se notar que o reconhecimento de compostos isobaricos e
minoritarios na andlise direta de MS, pode ter sido comprometido pelo efeito de matriz
(LIN et al., 2010) sendo necessaria a analise de HPLC-DAD-MS/MS para uma
investigacdo mais abrangente.

5.1.2 HPLC-DAD-MS/MS da fracao alcaloidica de O. amazonicum

O cromatograma de ions totais (TIC do inglés Total lon Chromatogram ) (Figura
32) da fracdo alcaloidica das folhas de O. amazonicum foi coerente com os dados de LS-
MS (Tabela 2). Assim, os ions mais intensos reportados pelo LS-MS, alcaloides
tetrahidroprotoberberinicos de m/z 328 e 342, foram atribuidos aos principais picos I (Tr
4,61 min) e IV (Tr 6,14 min) na andlise de HPLC-DAD-MS. Os alcaloides aporfinicos
nao N-metilados de m/z 282, 266 e 312 foram observados com picos X, XI e XIII (Tr
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9,03, 9,38 ¢ 10,27 min, respectivamente), enquanto os seus homoélogos N-metilados de
m/z 296, 280 e 326 foram observados nos picos VIII, IX e XII (Tr 8,66, 8,90 ¢ 9,83 min,
respectivamente). Estruturas benziltetrahidroisoquinolinicas também foram observadas
no TIC, onde o ion de m/z 330 (pico II, Tr 5,26 min) e 286 (pico V Tr 6,91 min)
apresentaram Tr proximo as estruturas tetraidroprotoberberinicas. Nos anexos Al a A13,

estdo reportados os espectros de massas dos ions referentes a cada pico do LC-MS.

Time (min)

Figura 32. Cromatograma de ions totais (TIC) HPLC-MS da fragdo alcaloidica de O.
amazonicum.

Como esperado, a analise de HPLC-MS também exibiu a presenga de alcaloides
isobaricos minoritarios relacionados aos ions registrados por LS-MS de m/z 342 (pico II1
Tr 5,67 min), 282 (picos V, Tr 6,91 min e VII 7,80 min) e 312 (pico IX, Tr 8,90 min).
O espectro de MS/MS do ion m/z 342 (pico III) registrou ions fragmentos de m/z 192
(pico base) e 165, sugerindo ser um derivado benziltetraidroisoquinolinico (SCHMIDTet

al., 2005) (Figura 33).
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Figura 33. Espectro MS/MS do ion de m/z 342 presente no pico III na fragdo alcaloidica da
espécie O. amazonicum.

O espectro de MS/MS do ion de m/z 282 ( pico V) evidenciou uma perda inicial
de 31 Da (-NH2CH3) (m/z 282 — 251) e perdas subsequentes de 32 Da (-CH30H) (m/z
251 — 219) e 28 Da (-CO) (m/z 219 — 191) (Figura 34). De acordo com STEVIGNY e
colaboradores (2004) essas fragmentagdes chave sugerem a presenca de uma estrutura
aporfinica N-metilada com grupos hidroxilas e metoxilas vicinais, sendo coerente com o
padrao de fragmentagdo do alcaloide N-metilasimilobina (32) (SHANGGUAN et al.,
2018). A sua forma nao N-metilada, o alcaloide asimilobina (33) foi observada no pico
VI (Tr 7,16 min, m/z 268), também confirmado pelo seu padrao de fragmentagdo, o que
esta de acordo com dados anteriormente reportados (STEVIGNY et al., 2004; SOARES
et al., 2015; LIMA, 2015). Na figura 31 estdo ilustradas as propostas de fragmentacdes

para ions de m/z 282 (N-metilasimilobina) e 268 (asimilobina).
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Figura 34. Espectro MS/MS dos ions de m/z 282 e 268 presentes nos picos V ¢ VI respectivamente
na fracdo alcaloidica da espécie O. amazonicum.

Outro alcaloide isobarico de m/z 282 (pico VII) apresentou no seu espectro de
MS/MS uma perda inicial de 18 Da (-H2O) (m/z 282 — 264), seguido por perdas
sequéncias de 30 Da (-CH20) (m/z 264 — 234) e 28 Da (-CO) (m/z 234 — 206) (Figura
35). Essa fragmentagdo incomum esta de acordo com o alcaloide norushinsunina (34),
um derivado 7-hidroxi-aporfinico contendo um grupo metilenodioxi no anel A (Figura
36). Esta observagao sugere que uma substituicdo em C-7 em esqueletos aporfinicos tem
influéncia sobre a primeira perda, mas ndo nas perdas subsequentes. A confirmagao desta
proposta foi realizada em comparagdo com espectro MS/MS com padrao previamente

i1solado e identificado por SILVA e colaboradores (2018b).
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Figura 35. Espectro MS/MS do ion de m/z 282 presente no pico VII na fragdo alcaloidica da
espécie O.amazonicum.
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Figura 36. Propostas de fragmentagdo para o ion de m/z 282 observado no espectro LC-MS/MS
do pico VIL

O ion isobarico de m/z 312 (pico IX) (Figura 37) apresentou um perfil de MS/MS
coerente com um derivado N-metil-aporfinico contendo metoxilas adjacentes (m/z 312 —
281— 266 — 250), o que ¢ compativel com o alcaloide N-metilisopilina (35). Seu
homologo ndo N-metilado foi observado no pico XI (m/z 298), confirmado pelo padrao
de fragmentagdo (m/z 298 — 281 — 266 — 250), sendo este atribuido ao alcaloide
aporfinico isopilina (36). Adicionalmente, os ions de m/z 276 (pico VII) e 292 (pico XIII)

foram identificados provisoriamente como liriodenina (37) e lisicamina (38)
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respectivamente, através da comparacdo de seus espectros de MS/MS com dados
previamente reportados (SILVA et al., 2017). Na figura 38 estdo reportados os espectros
MS/MS para os ions de m/z 276 e 292.
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Figura 37. Espectro MS/MS dos ions de m/z 312 e 298 presentes nos picos IX e XI
respectivamente, na fracdo alcaloidica da espécie O. amazonicum
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Figura 38. Espectro MS/MS dos ions de m/z 276 ¢ 292 presentes nos picos VII e XIII
respectivamente, na fracdo alcaloidica da espécie O. amazonicum.

Para refor¢ar a identificacdo provisoriamente dos alcaldides derivados do
esqueleto isoquinolinico, o espectro de DAD para os principais picos cromatograficos
foram comparados entre si. Inicialmente, observou-se a forte similaridade espectral entre
os alcaldides tetrahidroprotoberberinicos presentes nos picos I e IV (Figuras A14 e A15
do material do anexo), confirmando que estas estruturas compartilham o mesmo padrao
de substituicdo. Um comportamento semelhante foi também observado para os
aporfinicos presentes nos picos VIII e X, IX e XI, e XII e XIII (Figuras A16 a A21 do
material do anexo).

A discreta diferenga entre os picos IX e XI pode ser devida ao efeito de co-eluigao
da N-metilanonaina (31) e N-metilisopilina (35) no pico IX, e anonaina (30) e isopilina
(36) no pico XI. A auséncia de desvios hipsocromicos ou batocromicos significativos
para os outros picos, condiz com a inclusdo de um grupo metil no nitrogénio. A proposta
de substituicdo em C-3, com base no espectro de MS/MS, para os alcaloides aporfinicos
N-metilisopilina (35), isopilina (36), N-metil-O-metilisopilina (29) e O-metilisopilina

(27) foi confirmada através das absorbancias em 270-280 nm e em 310-320 nm nos
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espectros de UV (SANGSTER & STUART, 1965), sendo este padrao observado para

alcaléides aporfinicos com auséncia de substitui¢do no anel D.

Assim, a analise HPLC-MS/MS adicionalmente & LS-MS permitiu a identificacao

provisoriamente de 17 alcaloides derivados do esqueleto isoquinolinicos (Tabela 2), com

10 ainda nao relatados no género Onychopetalum, proporcionando uma investigacdo mais

abrangente da espécie O. amazonicum. Na figura 39 estdo reportadas as estruturas

alcaloidicas caracterizadas por LS-MS/MS e HPLC- DAD-MS/MS.

Tabela 2. Caracterizagdo de alcaloides isoquinolinicos das folhas O. amazonicum identificados por LS-
MS/MS e HPLC-MS/MS

Pico Compostos Tr? Classe® [M+H]*  MS/MS° Jomax? Técnica
| Esfolidina (10) 4.61 T 328 178%*, 151 227,283 LS-MS;
HPLC-MS
I Reticulina (24) 526 B 330 299, 192%, LS-MS;
175, 143, HPLC-MS
137
111 Desconhecido 5.67 B 342 192*, 165 HPLC-MS
v Isocoripalmina (11) 614 T 342 178*, 165, 232,282 LS-MS;
151 HPLC-MS
A" Norjuzifina (25) 691 B 286 269, 237, LS-MS;
143, 107* HPLC-MS
N-Metilasimilobina (32) A 282 251, 219, HPLC-MS
191%*
VI Asimilobina (33) 7.16 A 268 251, 219, HPLC-MS
191*
VII Norushinsunina (34) 7.80 A 282 264, 234, HPLC-MS
206%*
Liriodenina (37) 276 248%*, 220 HPLC-MS
VIII  Nuciferina (28) 8.66 A 296 265, 250, 218, 233, LS-MS;
234% 270 HPLC-MS
IX N-Metilanonaina (31) 890 A 280 249*, 219, 239, 271, LS-MS;
191 312 HPLC-MS
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N-Metilisopilina (35) A 312 281, 266, HPLC-MS

250%*
X Nornuciferina (26) 903 A 282 265, 250, 219, 233, LS-MS;
234% 270 HPLC-MS
XI Anonaina (30) 938 A 266 249%*, 219, 245, 271, LS-MS;
191 315 HPLC-MS
Isopilina (36) A 298 281, 266, HPLC-MS
250%*
XI1I N-Metil-O- 983 A 326 295, 280*, 222, 231, LS-MS;
metilisopilina (29) 264 275 HPLC-MS
XIIT  O-Metilisopilina (27) 10.27 A 312 295, 280%, 223, 232, LS-MS;
264 275 HPLC-MS
Lisicamina (38) O 292 277%, 248 HPLC-MS

*Tempo de retengdo; PAporfinico(A), Benziltetrahidroisoquinolinicos (B), Tetrahidroprotoberberinco (C); ¢ Ions
obtidos pela analise QqQ-MS/MS denotado com * pico base; ¢ Amax entre 200-400nm.
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Figura 39. Estruturas alcaloidicas caracterizadas por LS-MS/MS e HPLC- DAD-MS/MS.
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5.1.3. Estudo do perfil alcaloidico por Leaf spray (LS-MS) da espécie O. periquino
No espectro de LS-MS das folhas de O. periguino (Figura 40), foi observado um
perfil complexo com diversos sinais registrados na regido de m/z 200-400 e a auséncia de
sinais majoritarios de m/z par. A causa poderia ser uma menor abundancia de alcaloides
quando comparado com perfil das folhas de O. amazonicum. Também poderia ser o efeito

de matriz que pode ser gerado pela andlise direta do material vegetal.
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Figura 40. Perfil de LS-MS comparativo entre as folhas de O. periquino e O. amazonicum.

5.1.4. HPLC-DAD-MS/MS da fracao alcaloidica de O. periquino

A investigacdo por HPLC-MS da fracdo alcaloidica de O. periquino (Figura 41)
confirmou o perfil complexo, dos quais poucos sinais apresentaram m/z par. Os sinais
desses picos: LI IL, III, V, X e XI (Figuras A22 a A27 do material do anexo) apresentaram
os mesmos perfis de fragmentagdo de picos correspondentes de O. amazonicum. Assim
os alcaloides estefolidina (10), reticulina (24), norjuzifina (25), nornuciferina (26) e
anonaina (30) foram provisoriamente idenficados (Tabela 3), todos reportados pela

primeira vez em O. periquino.
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Figura 41. Cromatogramas de ions totais (TIC) por LC-MS das fra¢des alcaloidicas de O.

amazonicum ¢ O. periquino.

Tabela 3. Caracterizagdo de alcaloides isoquinolinicos das folhas O. periquino identificados por

HPLC-MS/MS

Pico Compostos Tr? Classe® [M+H]* MS/MS¢

I Esfolidina (10) 460 T 328 178%*, 151

II Reticulina (24) 5.34 B 330 299, 192%*,
175, 143,
137

111 Desconhecido 574 B 342 178%*, 165,
151

\% Norjuzifina (25) 7.00 B 286 269, 237,
143, 107*

X Nornuciferina (26) 920 A 282 265, 250,
234%*

XI Anonaina (30) 950 A 266 249%* 219,
191

“Tempo de retengdo; "Aporfinico (A), Benziltetrahidroisoquinolinicos (B), Tetrahidroprotoberberinco (C); ¢ fons
obtidos pela analise QqQ-MS/MS denotado com * pico base.

Assim a analise por HPLC-MS/MS da espécie O. periquino evidenciou um perfil

alcaloidico menos promissor que O. amazonicum, visto que a maioria dos picos

observados apresentaram sinais complexos com auséncia de ions de m/z par.
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5.2 Prospeccao de alcaloides derivados do esqueleto isoquinolinico das folhas de O.
A fim de identificar possiveis AChEIs nas espécies de Onychopetalum, uma

abordagem baseada em docking molecular, semissintese e cromatografia de bioafinidade

foi conduzida com alcaloides previamente desreplicados.

5.2.1 Estudo de docking molecular dos alcaloides desreplicados nas folhas O.

amazonicum e Q. periquino

Os estudos de docking molecular entre a estrutura tridimensional da AChE (1QTTI)
e os alcaloides isoquinolinicos desreplicados nas espécies O. amazonicum e O. periquino
foram conduzidos na regido do sitio ativo, anteriormente ocupado pela galantamina. A
analise do docking molecular foi baseada na variacdo de energia de ligacdo do complexo
ligante-AChE e principais interagdes observadas com os subsitios da 7cAChE (esteratico
- Ser200, Glu327 e His440; anidnico - Trp84 e Phen330; periférico - Trp279), em
comparacdo com a estrutura cristalografica do complexo galantamina-AChE, uma vez
que este modelo tem sido aplicado com sucesso na triagem de AChEIs (ROLLINGER et
al., 2004). As interacdes observadas para a galatamina (Figura 42A) foram semelhantes
as descritas por Bartolucci e colaboradores (2001). O atomo de oxigénio do grupo O-
metil estabeleceu ligacdo de hidrogénio com residuo Ser200 do subsitio esteratico,
enquanto oxigénio da hidroxila estabeleceu ligagdes de hidrogénio com os residuos
Gly118 e Glul99. Em adi¢ao, interagdes m-alquil foram observadas com os residuos do
subsitio anidnico (Trp84 e Phe330).

Na tabela 4 sdo apresentados os resultados do docking molecular entre os
alcaloides desreplicados e a enzima AChE (Anexos A28 a A30). Os alcaloides testados
tiveram valores de energia que variaram de -8,9 a -11,2 kcal/mol. Dentre estes, apenas os
alcaléides benzilisoquinolinicos reticulina (AG = - 9,1 kcal/mol) e norjuzifina (AG =- 9,4
kcal/mol), e os alcaloides aporfinicos trimetoxilados N-metil-O-metilisopilina (AG = -
8,9 kcal/mol) e O-metilisopilina (AG = - 9,2 kcal/mol) apresentaram valores de energia
inferiores a referéncia galantamina (AG = - 9,5 kcal/mol, RMSD < 2).

Em relacdo aos alcaloides mais ativos, os tetrahidroprotoberberinicos estefolidina
(AG = - 9,6 kcal/mol) e isocoripalmina (AG = - 9,7 kcal/mol), abundantes nas folhas de
O. amazonicum, apresentaram menor atividade em relagao aos demais, seguido pelo
alcaloide oxoaporfinico lisicamina (AG = - 9,7 kcal/mol). E importante destacar que

embora este representante oxoaporfinico contendo duas metoxilas adjacentes no anel A

80



tenha apresentado atividade moderada in silico, o alcaloide liriodenina (AG = - 10.9
kcal/mol, constituido por uma ponte metilenodioxi, apresentou atividade significativa.

Os demais alcaloides aporfinicos apresentaram elevada atividade in silico, o que
sugere o estabelecimento de interacdes favoraveis no complexo ligante-7cAChE, sendo
os alcaldides N-metilanonaina (-11,2 kcal/mol) e nornuciferina (-11,0 kcal/mol) os mais
ativos. Para o alcaloide N-metilanonaina, interagdes m-cation foram observadas entre o
nitrogénio do anel B e o residuo Trp84, além de interagdes n-n do anel D com o residuo
Phe330 (Figura 42B), ambos pertencentes ao sitio anionico. Em adicdo, interagdes de
carga atrativa foram observadas entre o nitrogénio e o residuo Glul99. Ja o alcaloide
nornuciferina apresentou ligagdes de hidrogénio com o residuo His440 (subsitio
esteratico), m-w entre o anel D e o residuo Phe330 (subsitio anionico) e interagdes atrativas
com o residuo Glul199 (Figura 42C). Interagdes de carga atrativa t€ém sido sugeridas para
alcaloides derivados isoquinolinicos como relevantes para o aumento da atividade
inibitéria da AChE, sendo comumente observadas em alcaloides quaternarios (LOIZZO
et al., 2008).

Baseado nos resultados de docking molecular pdde-se perceber o quao importante
sdo as interacdes m-baseadas entre os alcaloides derivados isoquinolinicos e os residuos
dos subsitios esteratico, anionicos e periféricos da AChE. Com base nos resultados in
silico obtidos para o alcaloide nornuciferina, um padrdo previamente isolado de O.
amazonicum (LIMA, 2015) foi submetido para os ensaios de ICER a fim avaliar sua

atividade in vitro.
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Figura 42. Principais interagdes observadas para os complexos galantamina-AChE (A), N-
metilanonaina-AChE (B), e nornuciferina-AChE (C).
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Tabela 4. Resultado do docking molecular para os alcaloides desreplicados de O. amazonicum e
O. periquino

Energias de

Compostos ligacdo Configuracio
?(kcal/mol)

N-Metil-O-metilisopilina (29) -8,9 (R)
Reticulina (24) 9,1 R)
O-Metilisopilina (27) -9,2 R)
Norjuzifina (25) -9,4 R)
Estefolidina (10) -9,6 S)
Isocoripalmina (11) -9,7 S)
Lisicamina (38) -9,7 (R)
N-Metilisopilina (35) -9,8 (R)
Nuciferina (28) -10,1 (R)
Isopilina (36) -10,2 (R)
Anonaina (30) -10,5 (R)
N-Metilasimilobina (32) -10,5 R)
Asimilobina (33) -10,7 R)
Norushinsunina (34) -10,8 R)
Liriodenina (37) -10,9 R)
Nornuciferina (26) -11,0 R)
N-Metilanonaina (31) -11,2 R)

2 Energias calculadas usando o sofiware AutoDockVina para acoplamento molecular entre ligantes e o
local ativo da AChE. Galantamina = - 9,5 kcal/mol.

5.2.2 Estudo de docking molecular dos derivados benzilados dos alcaloides
estefolidina e isocoripalmina

Embora encontrados valores significativos de energia de ligagdo para alcaloides
aporfinicos, esses se apresentaram como minoritarios nas fragdes alcaloidicas, com isso,
apenas a modificacdo estrutural dos alcaloides estefolidina (10) e isocoripalmina (11),
majoritarios na fracao alcaloidica de O. amazonicum, foi investigada. Uma vez que o sitio
ativo de 7cAChE ¢ largamente hidrofobica e constituida por residuos aromaticos, um
aumento no potencial bioldgico poderia ser, teoricamente, alcangando pela acomodagao
de compostos que favorecem interagdes m-m. Portanto, os produtos previstos através da

benzilacao desses alcaloides (Figura 43 e 44) foram avaliados por docking molecular.
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Figura 43. Derivados previstos a partir da benzilagdo do alcaloide tetrahidroprotoberberinico
estefolidina.
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g

Figura 44. Derivados previstos a partir da benzila¢do do alcaloide tetrahidroprotoberberinico
isocoripalmina.

Na tabela 5 estdo listados os resultado do docking molecular para os derivados
previstos através da benzilagdo dos alcaloides estefolidina e isocoripalmina e a enzima
AChE (Anexos A31 e A32). Os derivados apresentaram valores de energia que variaram
de -10,4 a -12,2 kcal/mol, todos, portanto, mais ativos que seus precursores € a
galantamina (AG = - 9,5 kcal/mol, RMSD < 2). Ainda na tabela 5 ¢ possivel observar que
os produtos N-benzilados, portanto alcaloides quaternarios, foram os mais promissores
quanto ao potencial de inibi¢dao. Os derivados N-benzilados contendo a configuragdao R
em seu novo estereocentro apresentam melhores atividades quando comparados a seus
respectivos enantiomeros S. Dentre os derivados previstos, os mais ativos foram os
dibenzilados 10h (AG = - 12,2 kcal/mol), 10f (AG = - 12,1 kcal/mol), 10g (AG =- 11,7
kcal/mol) e o derivado monobenzilado 10b (AG = - 11,6 kcal/mol), todos derivados do

alcaloide estefolidina (Figura 45).
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Tabela 5. Resultado do docking molecular para os derivados previstos através da benzilagdo dos
alcaloides estefolidina e isocoripalmina.

Energias de

Compostos ligacdo
2(kcal/mol)
Estefolidina (10) -9,6
Isocoripalmina (11) -9,7
11c -10,4
101 -10,6
10a -10,7
11a -10,7
11b -10,8
10d -10,9
10c -11,0
11d -11,1
11e -11,2
10e -11,4
10i -11,4
10j -11,5
10b -11,6
10g -11,7
10f -12,1
10h -12,2

*Energias calculadas usando o software AutoDockVina para acoplamento molecular entre

ligantes e o local ativo da AChE. Energia de galantamina calculada: -9,5.

Enquanto a estefolidina apresenta principalmente interagdes do tipo m entre os
anéis aromaticos A e B e residuos dos subsitios anidnico (Trp84 and Phe330) e periférico
(Trp279) (Figura 45A), os derivados benzilados mais ativos apresentam interagdes
variadas, incluindo de carga atrativa, com praticamente todos os subsitios da AChE
(Figura 45B-D).

O derivado dibenzilado 10h (AG = - 12,2 kcal/mol), o mais ativo, apresentou
como principais interagdes (Figura 45B) uma ligacao de hidrogénio entre o residuo
His440 (subsitio esteratico) e a hidroxila do anel A, interagdes m-m entre os anéis A e B e
os residuos Phe330 (subsitio anidnico), Trp279 (subsitio periférico), Phe331 e Tyr334,
além de interagdes de carga atrativa entre o nitrogénio carregado positivamente € o
residuo Asp72. Ja o derivado dibenzilado 10f (AG = - 12,1 kcal/mol), o segundo mais
ativo, apresentou como principais interagdoes ligagao de hidrogénio entre a hidroxila
localizada no anel D e o residuo Glul99, interagdes n-n entre o anel A e o residuo Tyr334,

e o grupo benzil da posicao 2 e o residuo Trp279 (subsitio periférico), além de interagdes
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m-cation e de carga atrativa com os residuos Trp84 (subsitio anidnico) e Asp72,

respectivamente.

Interacdes

|:I van der Waals - Pi-Pi Skacked

- Conventional Hydragen Bond - Pi-Pi T-shaped
- hktractive Charge - Pi-sigma
[ Pi-Cation

Figura 45.Principais interagdes observadas para os complexos estefolidina-AChE (A), 10h-AChE
(B), 10f-AChE (C), 10g-AChE (D) e 10b-AChE (E).

Por outro lado, o derivado 10g (AG = - 11,7 kcal/mol), terceiro mais ativo e
epimero do derivado 10h, liga¢do de hidrogénio entre a hidroxila do anel A e o residuo
His440 (subsitio esteratico), interagcdes do tipo m entre os anéis aromaticos A ¢ D e os
residuos Trp84, Phe330 (ambos pertencentes ao subsitio anidnico) e Trp279 (subsitio

periférico), além de interagdes m-cation e de carga atrativa com os residuos Trp334 e
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Asp72, respectivamente. Por fim, o derivado monobenzilado 10b (AG = - 11,6 kcal/mol)
apresentou ligacdes de hidrogénio entre a metoxila do anel D e o residuo Ser200 (subsitio
esteratico) e a hidroxia do anel A e o residuo Asn85, interagdes n- m entre o grupo N-
benzil e o residuo Tyr334 e o anel D e o residuo Trp84 (subsitio anionico), além de
interacao m-cation entre o nitrogénio e o residuo Phe330 (subsitio anidnico).

Baseado nos resultados de docking molecular pdde-se perceber que interagdes do
tipo m e baseadas em carga podem ser determinantes para o aumento do potencial de
inibicdo dos alcaloides benzilados frente a enzima AChE, além de destacar a
potencialidade dos derivados N-benzilados, em especial os que detém a configuracdo R
para o novo estereocentro. Portanto, com base nestes resultados uma fracdo enriquecida
com os alcaloides estefolidina e isocoripalmina foi obtida das folhas de O. amazonicum
e submetida ao procedimento de semissintese com vista a obtengao do maior namero de
derivados possiveis, sendo os derivados obtidos submetidos aos ensaios in vitro a fim de

confirmar as hipoteses levantadas através do ensaio de docking molecular.
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5.2.3 Confirmaciao estrutural de estefolidina e isocopiralmina na fracio FRAT e avaliaciao
da pureza da amostra

A amostra FRAT (440 mg) apresentou-se como um sé6lido amarelo. Os espectros
de full scan (Figura 46), MS/MS (Figura 48) e RMN de 'H (Figura 47) exibiram sinais
consistentes com as estruturas estefolidina e isocoripalmina, o que esta de acordo com
estudos anteriores em O. amazonicum (LIMA, 2015). Por outro lado, a concentracdo do
alcaloide estefolidina e isocoripalmina foi determinada como sendo 89% e 11%,
respectivamente, com base na integracao dos sinais aromaticos no espectro de RMN de
'H (Figura 48B). Para avaliar a estereoquimica na posi¢do 13a, foram realizadas analises
de rotacdo Optica nas substancias previamente isoladas de O. amazonicum (LIMA, 2015),
apresentando valores de [a]p? de = -231,69° (MeOH, ¢ 0,19) e -164,14° (CHCl;, ¢ 0,42),
para estefolidina e isocoripalmina, respectivamente, estando esses valores de acordo com
a configuracao 13aS (CUTTER et al., 2002; CHENG & YANG, 2009). Na tabela 6 sao

apresentados os dados de RMN de 'H para alcaloide majoritéario estefolidina.
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Figura 46. Espectro de full scan da amostra FRAT
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Tabela 6. Dados de RMN 'H do alcaloide estefolidina

Estefolidina

Posicio 'H 6 (mult.,, J em 'H 6 (mult., J em
Hz)? Hz)"

1 6,75 (s) 6,77 (s)

2 ; ;

3 - -

4 6,67 (s) 6,61(s)

4a - -

5 2,72 (m) 2,69 (m)

5 3,08 (m) 3,11 (m)

6 2,67 (m) 2,67 (m)

6 3,22 (m) 321 (m)

8 3,59 (m) 3,55 (d, 15,6)

8 424 (d, 15,7) 420 (d, 15,6)

8a - -

9 . .

10 - -

11 6,74 (d, 8,5) 6,76 (d, 8,3)

12 6,80 (d, 8,5) 6,80 (d, 8,3)

12a - -

13 2,74 (m) 2,78(dd,16,0;11,4)

13 3,30 (m) 3,28 (1H, dd, 16,0;

3,9)

13a 325(dd, 11,5;42)  3,57(dd, 11,4; 3,9)

13b - -

3-OCH3 3,82 (s) 3,86 (s)

9-OCH3 3,80 (s) 3,83(s)

O experimento foi realizado a S00MHz para 'H em CD;0D, utilizando o TMS como padrio interno.
® Dados da literatura de acordo com COSTA et al., 2015 ("H em CDCI; + gotas de CD;OD 400 MHz)
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5.2.4 Analises dos produtos da benzilacio da mistura dos alcaloides estefolidina e

isocoripalmina
5.2.4.1 Analises por ESI-MS/MS de BFA e BFD

O espectro de full scan da amostra BFA exibiu um intenso ion de m/z 226 ¢ a
presenca de um minoritario de m/z 418 (Figura 49). O valor de m/z 418 ¢ coerente com

um dos produtos previsto a partir do planejamento semissintético.
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Figura 49 Espectro full scan da fracdo BFA.

O espectro de full scan da amostra BFD (Figura 50) exibiu o ion de m/z 226, ions
referentes aos alcaloides precursores estefolidina (m/z 328) e isocoripalmina (m/z 342),
assim como os ions previstos para os produtos da semissintese com grupo benzil (m/z
418, 432, 508, 522 e 598), revelando assim que a maior parte dos produtos formados
foram solubilizados na fracdo orgédnica e que os alcaloides precursores ndo foram

totalmente consumidos na reagao.
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Figura 50. Espectro full scan da fragdo BFD.
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5.2.4.2 Analises por HPLC-DAD-APCI-MS das fracoes BFA e BFD

Uma investigagdo mais abrangente foi realizada por HPLC-MS nas fra¢des. No
cromatograma obtido da amostra BFA (Figura 51A) foi possivel observar a presenga de
um pico majoritario de m/z 226 (Tr 5,84 min) e dois picos minoritarios de m/z 418 (Tr

7,81 e 8,62, respectivamente), confirmando os ions reportados no full scan.
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Figura 51. Cromatogramas das amostras BFA (A) e BFA1 (B) obtidas por HPLC-MS.

Também na andlise cromatografica foi notada a presenca do ion de m/z 226, sendo
este um provavel produto do meio reacional o qual nao envolve os alcaloides de interesse.
Com intuito de remover este interferente e outros contaminantes, realizou-se um
fracionamento em coluna aberta, resultando na amostra codificada como BFA1 (66,4
mg). O cromatograma por HPLC-MS obtido da amostra BFA1 (Figura 51B) permitiu
observar uma melhor resposta para os isdmeros de m/z 418 e a diminui¢do da intensidade
do pico interferente (m/z 226). O método cromatografico utilizado em escala analitica foi
ajustado para escala semi-preparativa. O fracionamento resultou em 2 fragdes, sendo estas
codificadas como BFA1.1 (14,8 mg) e BFA1.2 (19,6 mg). Ambas as amostras foram
submetidas as analises de MS de baixa e alta resolucdo e RMN 1D e 2D para determinacao
estrutural.

O cromatograma de ions totais (TIC) (Figura 52A) da amostra BFD foi coerente
com os dados obtidos por full scan. No cromatograma foi possivel observar os ions
correspondentes aos produtos da benzilagdo previstos no planejamento semissintético

(m/z 418, 418, 432, 508), assim como seus alcaloides precursores (m/z 328 e 342).
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Figura 52. Cromatogramas das amostras BFD (A) e BFD 3 (B) obtidas por HPLC-MS.

Com intuito de remover interferentes e produtos indesejados, realizou-se um

fracionamento em coluna aberta, sendo a amostra resultante codificada como BFD 3

(133,1 mg). O cromatograma obtido da amostra BFD 3 através de HPLC-MS (Figura

52B) permitiu observar uma melhor resposta para os produtos benzilados, além da

diminui¢do dos picos indesejados. O método cromatografico foi escalonado para sistema

semi-preparativo e o fracionamento resultou em 12 fra¢des, cujas codificacdes estdo

representadas na tabela 7. Apos analisadas por espectrometria de massas, as fragdes

codificadas como BFD 3.6 (15,3 mg) BFD 3.7 (13,5 mg), BFD 3.8 (10,3 mg) e BFD 3.11

(18,5 mg) foram submetidas as analises de MS de baixa e alta resolugdo e RMN 1D e 2D

para determinacao estrutural.

Tabela 7. Fragdes obtidas pela analise em CLAE em escala semi-preparativa da amostra BFD 3

Amostra  Massa (mg)
BFD 3.1 12,2
BFD32 104
BFD33 16
BFD34 28
BFD35 1,4
BFD3.6 153

BFD 3.7 13,5
BFD3.8 10,3
BFD39 4,1
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BFD 3.10
BFD 3.11

BFD 3.12

8,5
18,5

1,2

TOTAL

1142
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5.2.5 Determinacao estrutural das substancias benziladas isoladas das amostras
BFA e BFD

5.2.5.1 Determinacao estrutural da amostra BFA 1

A amostra codificada como BFA 1.1 (14,8 mg) foi obtida como um s6lido amorfo
de coloragdo amarela, com formula molecular CysH2sNOs, (m/z 418,2011), como
determinado por espectrometria de massas de alta resolucdo (HR-MS) (Figura 53). A
entrada do grupo benzil na estrutura tetrahidroprotoberberinica foi evidenciada através do
espectro de MS/MS (Figura 54), onde foram observadas perdas competitivas de 92 ¢ 150
Da. A perda de 92 Da tém sido comumente observada em compostos N-benzilados, sendo
atribuida a saida do grupo benzil na forma de tolueno (CsHsCH3) (KUCK et al., 2011).
Ja aperda de 150 Da, como descrito anteriormente, ¢ referente a saida do anel D contendo
metoxila e hidroxila através de uma reacdo retro-Diels-Alder (RDA), portanto,

corroborando com a proposta de benzilagdo no anel B (DEMARQUE et al., 2016).
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Figura 54. Espectro de MS/MS para o ion de m/z 418[M+H]" da amostra BFA 1.1
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No espectro de RMN de 'H, na regifio dos aromaticos (Figura 55A), observou-se
dupletos tipicos em o 7,12 (1H, d, 8,3 Hz) e 7,03 (1H, d, 8,3 Hz), indicativo da presenca
de um sistema orto-acoplado, bem como simpletos em é 6,97 (1H, s) e 6,95 (1H, s)
caracteristico de alcaloides tetrahidroprotoberberinicos com hidrogénios em posi¢ao
para, ¢ dois sinais metoxilicos em ¢ 3,93 (3H, s) e ¢ 3,84 (3H, s) (Figura 55B). A
confirmagdo do padrdo de substituicdo nos anéis aromadticos foi obtida através do
experimento HMBC (Figura 56). O hidrogénio em ¢ 6,95 (H-1) correlacionado a longa
distancia com carbono em ¢ 150,1 localizou a metoxila em C-3. Do mesmo modo, o
hidrogénio em ¢ 7,03 (H-11) correlacionado a longa distancia com carbono o 145,2
indicou a presenca da outra metoxila em C-9. As correlagdes dos sinais em J 6,97 (H-4)
e 7,12 (H-12) com os carbonos 6 148,0 e 150,4 definiram as posi¢des dos carbonos ligados
as hidroxilas em C-2 e C-10, respectivamente (Figura 56A). Confirmando assim, a

similaridade da estrutura com o alcaloide estefolidina.
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No espectro de RMN de 'H também foram observados 3 sinais na regido dos
hidrogénios aromaticos, um em ¢ 7,54 (1H, m) e dois pares de hidrogénios quimicamente
equivalentes em ¢ 7,27 (2H, m) e 7,49 (2H, m), caracterizando um anel benzénico na
estrutura (Figura 55A). No mapa HSQC (Figura 57) foram observadas as correlagdes dos
hidrogénios ¢ 7,27 (2H, m) e 7,49 (2H, m) com os carbonos em ¢ 133,8 e 130,7,
respectivamente, confirmando tratar-se de um sistema simétrico, correspondendo aos
carbonos C-2°, C-6°, C-5" e C-3’, respectivamente (Figura 57A). No mapa de HMBC foi
possivel observar correlagdes desses hidrogénios com carbono em ¢ 132,1, atribuido ao

C-4’. Estes dados confirmam o grupo benzil na molécula (Figura 56A).

A posi¢ao do grupo benzil foi confirmada através da correlacdo a longa distancia
dos hidrogénios metilénicos em ¢ 4,29 (2H, m) como os atomos de carbonos em ¢ 58,3
(C-8), 128,3 (C-1’) e 133,8 (C-2’) (Figura 56D e 58), corroborando com a proposta

sugerida por espectrometria de massas.

Figura 58. Correlagdes observadas dos hidrogénios metilénicos do grupo benzil para amostra
BFA 1.1

A determinacdo inequivoca da estereoquimica da estrutura foi alcangada através
de experimentos de rotacao optica e NOESY. A configuragao da posi¢ao 13a foi atribuida
como S de acordo com a configuragao do precursor, sendo observada também uma
rotagdo negativa ([a]p? = -33,88°, MeOH, ¢ 0,072). Através do espectro de NOESY
pode-se observar a correlagdo do hidrogénio metinico em ¢ 5,26 (C-13 a) com os
hidrogénios metilénicos do grupo benzil em ¢ 4,29, confirmando a configuracao R para o

novo estereocentro (Figura 59).
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Figura 59. Mapa de NOESY ('H 500 MHz, CD;0D) da amostra BFA 1.1

Com base nessas informagodes foi possivel determinar a amostra BFA 1.1 como
sendo o alcaloide (-)-(7R,13aS)-7-benzilestefolidina, ainda nao relatado na literatura
(Figura 60). Na tabela 8 s3o apresentados os dados completos de RMN de'H e '*C, além
dos mapas de contorno HSQC e HMBC. Os dados obtidos foram comparados com o do

alcaloide precursor estefolidina (COSTA et al., 2015).

Figura 60. Estrutura do alcaloide (-)-(7R,13aS)-7-benzilestefolidina.
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Tabela 8. Dados de RMN 'H, HSQC e HMBC da amostra BFA 1.1

BFDA 1.1
Posicio 'H § (mult., J em Hz)® 'HS(mult.,J em Hz)? 13C2¢ Ll HMBC (*H-'3C)
1 6,95 (s, 1H) 6,77 (s, 1H) 113,5 112,0 68,9; 122,3; 150,1
2 _ = 148.,0 144.6
3 _ - 150,1 146,3
4 6,97 (s, 1H) 6,61 (s, 1H) 112,8 1114 25,0; 123,2; 148,0
4? - - 122,3 125,5
5 3,27 (m, 1H) 2,69 (m, 1H) 25,0 28,7 122,3
5 3,77 (m, 1H) 3,11 (m, 1H) 25,0 28,7 583
6 3,72 (m, 1H) 2,67 (m, 1H) 58,3 52,0 25,0
6 3,80 (m, 1H) 321 (m, 1H) 58,3 52,0 25,0; 68,9; 122,3
8 4,33 (m, 1H,) 3,55 (d, 1H 15,6) 58,5 54,1 52,4; 1213
8 4,60 (d, 1H, 15.7) 4,20 (d, 1H 15,6) 58,5 54,1 68,9;121,3; 145,2
8* - - 121,3 127,9 -
9 - - 145,2 143.8 -
10 - 150,4 147.,5 -
11 7,03 (d, 1H, 8.3) 6,76 (d, 1H, 8,3) 119,4 1154 122,8; 1452
12 7,12 (d, 1H, 8.3) 6,80 (d, 1H, 8,3) 126,1 124,7 29.9; 121,3; 150,4
12° - - 122.8 126.4 -
13 3,42 (m, 1H) 2,78 (dd, 1H, 16,0 e 29,9 35,8 68,9; 1232
11,4)
13 4,01(dd, 1H,17,9¢5,6) 3,28 (dd, 1H, 16,0 ¢ 29,9 35,8 123,2
3,9)
13a 5,26 (dd, 1H, 12.2 ¢ 3,57 (dd, 1H, 11,4 ¢ 68,9 59,6 29.9;52,4;123,0
5.9) 3,9)
13b - - 1232 129,9
3-0CH3 3,93 (s, 3H) 3,86 (s, 3H) 56,6 56,0 150,1
9-OCH3 3,84 (s, 3H) 3,83 (s, 3H) 61,1 60,2 145,2
o’ 4,29 (m, 2H) - 52,4 - 58,5;128,3; 133,8
r - - 1283 - -
2’ 7,27 (m, 1H) - 133.8 - 52.,4;133,8; 132,1
3 7,49 (m, 1H) - 130,7 - 128,3; 130,7
& 7,54 (m, 1H) ; 132,1 ; 133,8
5’ 7,49 (m, 1H) - 130,7 - 128,3; 130,7
6’ 7,27 (m, 1H) - 133.8 - 52.,4;133,8; 132,1

2 O experimento foi realizado a 500 MHz para 'H e 125,76 MHz para'*C em CD;OD, utilizando o TMS
como padrao interno.
b Dados da literatura de acordo com Costa et al., 2015 ('"H em CDCI; + gotas de CD;0D 400 MHz).
¢ Q espectro de 13C est4 disponivel na Figura A33.
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5.2.5.2 Determinacio estrutural da amostra BFA 1.2

A amostra codificada como BFA 1.2 (19,6 mg) foi obtida como um s6lido amorfo
de coloragao amarela, com formula molecular CysH2sNOs, (m/z 418,2001), como
determinado por HR-MS (Figura 61), sendo, portanto, um isomero do alcaloide (-)-
(7S,13aS)-7-benzilestefolidina. Tal evidéncia foi ratificada com estudos de fragmentacao

(Figura 62), onde foi observado um perfil similar.
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Figura 62. Espectro de MS/MS para o ion de m/z 418 [M+H]" da amostra BFA 1.2

O espectro de RMN de 'H (Figura 63) apresentou-se semelhante ao da amostra
BFA 1.1, como sugerido pelas analises de massas. Foram observados sinais de
hidrogénios aromaticos em 0 6,85 (1H, d 8.3 Hz) e 6,80 (1H, d 8.3 Hz) caracteristicos de
hidrogénios orto-acoplados referente ao anel D da estrutura do alcaloide estefolidina,
além da presenca dos simpletos em 6 6,96 (1H, s) e 6,78 (1H, s) caracteristicos de
hidrogénios na posicao para em alcaloides tetrahidroprotoberbericos, atribuidos ao anel
A. A presenca do grupo benzil foi constatada pelos hidrogénios aromaticos em 6 7,57

(1H, m), 7,50 (2H, m) e 7,54 (2H, m) ligados com carbonos em ¢ 132,3, 134,4, ¢ 130,7,
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respectivamente (mapa HSQC) (Figura 64A), o que confirma a simetria do sistema

benzénico.
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Ainda nos espectros de RMN de 'H, mapas HSQC e HBMC (Figura 65C) foram
observados dois simpletos caracteristicos de metoxilas em ¢ 3,91 (3H, s) e 3,81(3H, s)
ligados aos carbonos § 56,7e 60,9, apresentando correlagdes J° com os carbonos em ¢
150,3 (C-3) e 145,7 (C-9), respectivamente. As posicdes das hidroxilas foram definidas
pelas correlagdes a J° dos sinais ¢ 6,96 (H-4) e 6,80 (H-12) com os carbonos 6 147,7 (C-
2) e 150,2 (C-10), respectivamente (Figura 65A). A disposicdo do grupo benzil na
estrutura foi confirmada através da observagao dos multipletos em 0 4,68 (1H, m) e 4,74
(1H, m) correlacionado a J' com carbono em ¢ 65,5 (Figura 64C) e J° com os carbonos
em o 56,9, 128.4 e 134,4 (Figuras 65D e 66), podendo assim ratificar a presenga do grupo

benzil no dtomo de nitrogénio.

Figura 66. Correlagdes observadas pelos hidrogénios metilénicos do grupo benzil para amostra
BFA 1.2.

A determinacdo da estereoquimica da estrutura BFA 1.2 foi alcancada através de
experimentos de rotacdo Optica, NOESY e comparagdo com a estrutura BFA 1.1 (Figura
67). A configuracao da posi¢ao 13a foi atribuida como S de acordo com a configuragao
do precursor, sendo observada também uma rota¢do negativa ([a]p>> = -35,10°, MeOH, ¢
0,082). Através do espectro de NOESY pode-se observar uma unica correlacao entre o
hidrogénio metilénico do grupo benzil em d 4,68 e o hidrogénio metilénico em o 3,50 (H-
5), sendo esta insuficiente para atribuir a configuracdo do nitrogénio. Entretanto, baseado
na configuragao da estrutura BFA 1.1, um epimero da amostra BFA 1.2, a configuracao

do novo estereocentro foi atribuida como S.
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Figura 67. Mapa de NOESY ('H 500 MHz, CD;0D) da amostra BFA 1.2

Com base nessas informagodes foi possivel determinar a amostra BFA 1.2 como
sendo o alcaloide (-)-(7S,13aS)-7-benzilestefolidina, ainda ndo relatado na literatura
(Figura 68). Na tabela 9 s3o apresentados os dados completos de RMN de'H e '*C, além
dos mapas de contorno HSQC e HMBC. Os dados obtidos foram comparados com o do

alcaloide precursor estefolidina (COSTA et al., 2015).

Figura 68. Estrutura do alcaloide (-)-(7S,13aS)-7-benzilestefolidina.
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Tabela 9. Dados de RMN 'H, HSQC ¢ HMBC da amostra BFA 1.2

BFDA 1.2
Posicio 'H & (mult., J em Hz)® 'Hé(mult.,J em Hz)? 13C? 13¢Pb HMBC ('H-'3C)
1 6,78 (s, 1H) 6,77 (s, 1H) 1144 112,0 65,0; 120,7; 150,3
2 - - 147,7 144.6 -
3 - - 150,3 146,3 -
4 6,96 (s, 1H) 6,61 (s, 1H) 113,5 111,4 24.2;125,8; 147,7
4a - - 120,7 125,5 -
5 3,33 (m, 1H) 2,69 (m, 1H) 242 28,7 ;
5 3,50 (m, 1H) 3,11 (m, 1H) 242 28,7 51,7;120,7
6 3,57 (m, 1H) 2,67 (m, 1H) 51,7 52,0 242
6 3,85 (m, 1H) 321 (m, 1H) 51,7 52,0 -
8 4,52 (d, 1H, 15,7) 3,55 (d, 1H 15,6) 56,9 54,1 51,7; 65,0; 120,7;145,7
8 4,71 (d, 1H, 15,7) 4,20 (d, 1H 15,6) 56,9 54,1 51,7; 65,0; 120,7; 121,8;
145,7
8a - - 120,8 127,9 -
9 - - 145,7 143,8 -
10 - - 150,2 147,5 -
11 6,85 (d, 1H, 8,3) 6,76 (d, 1H, 8,3) 118,9 1154 121,8; 145,7
12 6,80 (d, 1H, 8,3) 6,80 (d, 1H, 8,3) 125,0 124,7 35,3; 120,8; 150,2
12a - 121.8 126.4 -
13 3,15(dd, 1H, 18.1e10) 2,78 (dd, 1H, 16,0 e 35,3 35,8 65,0; 121,8
11,4)
13 3,42 (dd, 1H, 18.1e¢10) 3,28 (dd, 1H, 16,0 ¢ 35,3 35,8 -
3,9)
13a 4,66 (m, 1H) 3,57(dd, 1H, 114 e 650 59,6 35,3; 114,4; 120,7; 125,8
3,9)
13b - - 1258 129,9 -
3-0CH3 391 (s, 3H) 3,86 (s, 3H) 56,7 56,0 150,3
9-0CH3  381(s, 3H) 3,83 (s, 3H) 60,9 60,2 145,7
o 4,68 (m, IH) e 4,74 (m, - 65,5 - 56,9; 128,4; 134,4
1H)
1 - - 128,4 -
2’ 7,50 (m, 1H) - 134,4 - 65,5; 132,3; 134,4
3 7,54 (m, 1H) - 130,7 - 128.,4; 130,7
4’ 7,57 (m, 1H) - 132,3 - 134,4
5 7,54 (m, 1H) 130,7 -
6’ 7,50 (m, 1H) - 134,4 -

2 O experimento foi realizado a 500MHz para 'H e 125,76MHz para'*C em CD;0D, utilizando o TMS
como padrao interno.
®Dados da literatura de acordo com Costa et al., 2015 (‘"H em CDCI; + gotas de CD;0D 400 MHz).
©Q espectro de 13C esta disponivel na Figura A34
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5.2.5.3 Determinacao estrutural da amostra BFD 3.6

A amostra codificada como BFD 3.6 (15,3 mg) foi obtida como um sélido amorfo
de coloragdo amarela, com formula molecular CysH2sNOs, (m/z 418,2010), como
determinado por HR-MS (Figura 69), sendo portanto um isdomero dos alcaloides (-)-
(7S,13aS)-7-benzilestefolidina e (-)-(7R,13aS)-7-benzilestefolidina. Porém, quando
submetida a fragmentacao (Figura 70) apresentou um perfil distinto, visto que a perda
inicial observada foi de 91 Da. Tal perda tem sido reportada em compostos O-benzilados,
sendo a perda de 91 Da referente a saida do grupo benzil na forma radicalar (CsHsCH>')

(KUCK et al., 2018).
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Figura 69. Espectro de massas de alta resolugdo (HR-MS) da amostra BFD 3.6
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No espectro de RMN de 'H (Figura 71) foram observados deslocamentos em ¢
6,90 (1H, s), 6,75 (1H, s), 6,76 (1H, d, 8,3 Hz) e 6,80 (1H, d, 8,3 Hz) atribuidos,
respectivamente, as posicoes H-1, H-4, H-11 e H-12 da estrutura
tetrahidroprotoberberinica (Figura 71A). Ainda no espectro de RMN de 'H e o mapa
HSQC (Figura 72) foram observados os hidrogénios referentes ao grupo benzil em ¢ 7,44
(2H, m), 7,37 (1H, m) e 7,29 (2H, m) ligados com carbonos em 0 127,6 (C’2 e C’6), 128,9
(C’4) e 1294 (C’3 e C’5) (Figura 72A). As posi¢des das metoxilas foram verificadas
pelas correlagdes dos hidrogénios 6 3,83 (3H, s) e 3,82 (3H, s) a J° com carbonos em &
150,4 e 145,0, atribuidas assim as posi¢des C3 e C9, respectivamente (Figura 73C). J4 os
carbonos ligados as hidroxilas foram definidos pelas correlagdes JS°do simpleto em J 6,75
(H-4) e o dupleto em 6 6,80 (H-12) com os carbonos em ¢ 148,1 (C-2) e 149,0 (C-10),
respectivamente (Figura 73A)

Os dados RMN de 'H, HSQC e HMBC apresentaram-se muito similares aos das
fragdes BFA 1.1 e BFA 1.2, exceto pela presenca de um simpleto em J 5,09 (2H, s)que
se correlacionou a J' com o carbono em & 72,6 e J° com carbonos atribuidos ao anel
benzénico em 0 127,6 (C’2 e C’6) 138,7 (C’1) e carbono ligado ao oxigénio em 6 148,2
(C-2), podendo assim constatar a presenc¢a do grupo benzil na posig¢ao C-2 (Figura 74). A
configuracao da posicdo 13a foi atribuida como S de acordo com a configuracdo do
precursor, sendo observada também uma rotagdo negativa ([a]p>> = -387,60°, MeOH, ¢
0,26). Com base nessas informacdes foi possivel determinar a amostra BFD 3.6 como
sendo o alcaloide (-)-(S)-2-O-benzilestefolidina (Figuras 75), ja reportado na literatura
através de uma patente. Devido a auséncia dos dados de RMN na literatura, os dados
obtidos foram comparados com o do alcaloide precursor estefolidina (COSTA et al.,
2015). Na tabela 10 sdo apresentados os dados completos de RMN de 'H e '*C e dos
mapas de contorno HSQC ¢ HMBC.
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Figura 74. Correlagdes observadas pelos hidrogénios metilénicos do grupo benzil para amostra
BFD 3.6.

Figura 75. Estrutura do alcaloide (-)-(S)-2-O-benzilestefolidina.

Tabela 10. Dados de RMN 'H, HSQC e HMBC da amostra BFD 3.6

BFD 3.6
Posicio 'H § (mult., J em Hz)®> 'HS(mult.,J em Hz)? 13C¢ 13¢Cb HMBC (*H-13C)
1 6,90 (s, 1H) 6,77 (s,1H) 113,5 112,0 60,4; 127,6; 150,4
2 - - 1482 144.6 -
3 - - 1504 146.3 -
4 6,75 (s, 1H) 6,61(s,1H) 113,3 11,4 28,6; 129,0; 148,2
4a - - 127,6 125,5 -
5 2,80 (m, 1H) 2,69 (m, 1H) 28,6 28,7 ;
5 3,12 (ddd,1H,16,1 ¢ 11.2 3,11 (m, 1H) 28,6 28,7 52,4f; 127,6f
e 5,4 Hz)
6 2,87 (m, 1H) 2,67 (m, 1H) 52,4 52,0 28,6; 60,4
6 3,37 (m, 1H) 3,21 (m, 1H) 524 52,0 -
8 3,74 (d, 1H, 15,6) 3,55 (d, 1H 15,6) 54,3 54,1 52,4;126,2; 145,0
8 44 (d, 1H, 15,6) 420 (d, 1H 15,6) 54,3 54,1 60.4: 126,2; 145,0
8a - - 127,1 127,9 -
9 - - 145,0 143,8 -
10 - - 149,0 147,5 -
11 6,76 (d, 1H, 8,3) 6,76 (d, 1H, 8,3) 116,9 115,4 126,2; 145,0
12 6,80 (d, 1H, 8,3) 6,80 (d, 1H, 8,3) 1254 124,7 35,7, 127,1; 149,0
12a - - 126.2 126.4 -
13 2,71 (dd, 1H16,1 e 11,4) 2,78 (dd, 1H, 16,0 e 35,7 35,8 60,4f; 126,1f
11,4)
13 3,37 (m, 1H) 3,28 (dd, 1H, 16,0 ¢ 35,7 35,8

3,9)
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13a 3,37 (m, 1H) 3,57 (dd, 1H, 11,4 ¢ 60,4 59,6 -

3,9)

13b - 129,1 129,9

3- 3,83 (s, 3H) 3,86 (s, 3H) 56,5 56,0 150,4

OCH3

9- 3,82 (s, 3H) 3,83 (s, 3H) 60,4 60,2 145.,0

OCH3

o 5,09 (s, 2H) - 72,6 - 127,6; 138,7; 1482
r - - 138,7 - -

2 7,44 (m, 1H) - 127,6 - 72,6, 128,9
3 7,37 (m, 1H) - 129,4 - 129,4; 138,7
4 7,29 (m, 1H) - 1289 - 127.6

5 7,37 (m, 1H) - 129,4 - 129.4; 138,7
% 7,44 (m, 1H) - 127.6 - 72,6; 1289

2 O experimento foi realizado a 500MHz para 'H e 125,76MHz para'*C em CD;0D, utilizando o TMS
como padrao interno.

b Dados da literatura de acordo com Costa et al., 2015 ("H em CDCl; + gotas de CD;0D 400 MHz).

©Q espectro de 13C estd disponivel na Figura A35.
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5.2.5.4 Determinacio estrutural da amostra BFD 3.7

A amostra codificada como BFD 3.7 (13,5 mg) foi obtida como um s6lido amorfo
de coloracdo amarela, com férmula molecular CosH2sNO4, (m/z 418, 2009), como
determinado por HR-MS (Figura 76), sendo portanto um isomero dos alcaloides
previamente determinados. Quando submetido a fragmentacao (Figura 77) foi possivel
observar uma perda de 91 Da, tal como observado para o alcaloide (-)-(S)-2-O-
benzilestefolidina, sendo portanto atribuida a saida radicalar do grupo benzil (CsHsCHy').
Também foi possivel observar a formagao do ion de m/z 178, sugerindo auséncia de
benzilagdo no anel A, como previsto pela fragmentacdo de tetrahidroprotoberberinicos

via reagdo retro-Diels-Alder (RDA) (DEMARQUE et al., 2016).
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Figura 76. Espectro de massas de alta resolugdo (HR-MS) da amostra BF D3.7.
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O espectro RMN de 'H (Figura 78) apresentou-se muito similar ao de BFD 3.6.
Na regido dos hidrogénios aromaticos foram observados os sinais em 8 6,75 (1H, s), 6,68
(1H, s), 6,97 (1H, d 8.5 Hz) e 6,90 (1H, d 8.5 Hz) caracteristicos respectivamente de
hidrogénios em posi¢do para e orto acoplados, além da presenga dos hidrogénios
referentes ao grupo benzil em ¢ 7,45 (2H, m), 7,30 (1H, m) e 7,37 (2H, m). Através dos
espectros de RMN de 'H, HSQC e HMBC (Figuras 79 e 80) foi constatado que as
metoxilas em & 3,82 (3H, s) e 3,86 (3H, s) se correlacionavam a J’com os carbonos em &
56,5 e 60,8, e J° com os carbonos em & 148,3 e 147,0, atribuidas assim nas posi¢des C-3
e C-9, respectivamente. Ja os carbonos ligados com oxigénio foram definidos pelas
correlacdes J° dos hidrogénios em § 6,68 e 6,90 com os carbonos em §146,5 (C-2) e 151,0
(C-10), respectivamente. A localizacdo do grupo benzil na estrutura foi constatada pela
observacio do simpleto em & 5,08 (2H, s) que se correlacionou a J' com o carbono em §
72,1 e J° com os carbonos em & 128,8, 138,8 e 150,9, podendo assim constatar a presenca
do grupo benzil na posi¢do C-10 (Figura 81).

A configuragdo da posi¢do 13a foi atribuida como S de acordo com a configuracao
do precursor, sendo observada também uma rotagio negativa ([o]p>> =-146,02°, MeOH,
¢ 0,42). Com base nessas informagdes foi possivel determinar a amostra BFD 3.7 como
sendo o alcaloide (-)-(S)-10-O-benzilestefolidina (Figuras 82), ainda ndo relatado na
literatura. Na tabela 11 sdo apresentados os dados completos de RMN de 'H e '*C e dos
mapas de contorno HSQC e HMBC. Os dados obtidos foram comparados com o do

alcaloide precursor estefolidina (COSTA et al., 2015).
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Figura 81. Correlagdes observadas pelos hidrogénios metilénicos do grupo benzil para amostra

BFD 3.7.

H,CO

Figura 82. Estrutura do alcaloide (-)-(S)-10-O-benzilestefolidina.

Tabela 11. Dados de RMN 'H, HSQC e HMBC da amostra BFD 3.7.

BFD 3.7
Posi¢io 'H & (mult., J em Hz)® 'Hé(mult.,J em Hz)? 13C?¢ 13¢CPb HMBC ('H-3C)
1 6,75(s, 1H) 6,77 (s, 1H) 1133 112,0 60,9; 125,9; 1483
2 - - 146,5 144,6 -
3 - - 148,3 146,3 -
4 6,68 (s, 1H) 6,61(s, 1H) 112,7 111,4 29,0; 129,7; 146,5
4a - - 125,9 125,5 -
5 2,74 (m, 1H) 2,69 (m, 1H) 29,0 28,7 112,7; 125,9
5 3,10 (m, 1H) 3,11 (m, 1H) 29,0 28,7 52,9;125,9
6 2,79 (m, 1H) 2,67 (m, 1H) 52,9 52,0 -
6 3,34 (m, 1H) 3,21 (m, 1H) 529 52,0 29,0
8 3,65 (m, 1H) 3,55 (d, 1H 15,6) 54,7 54,1
8 4,3 (d, 1H, 15,6) 4,20 (d, 1H 15,6) 54,7 54,1 60,9; 128,0; 147,0
8a - - 128,0 127,9 -
9 - - 147,0 143,8 -
10 - - 151,0 147,5 -
11 6,97 (d, 1H, 8,5) 6,76 (d, 1H, 8,3) 115,1 1154 128,6; 147,0
12 6,90 (d, 1H, 8,5) 6,80 (d, 1H, 8,3) 125,3 124,7 36,2; 128,0; 151,0
12a - - 128.6 126.4 -
13 2,79 (m, 1H) 2,78 (dd, 1H, 16,0 ¢ 36,2 35,8 60,9
11,4)
13 3,38 (dd, 1H, 16,3 ¢ 3,28 (dd, 1H, 16,0 ¢ 36,2 35,8 60,9; 125,3; 128,6
4.1) 3,9)
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13a 3,65(m, 1H)

13b -
3-OCH3 3,82 (s, 3H)
9-OCH3 3,86 (s, 3H)

o 5,08 (s, 2H)
1’ -

2’ 7,45 (m, 1H)
3 7,37 (m, 1H)
4 7,30 (m, 1H)
5 7,37 (m, 1H)
6 7,45 (m, 1H)

3,57(dd, 1H, 114 e
3,9)

3,86 (s, 3H)
3,83 (s, 3H)

60,9

129,7
56,5
60,8
72,1

1388
1288
129,8
129,1
129,8
1288

59,6
129.9

56,0
60,2

52,9

1483
147,0

128,8; 138,8; 150,9

72,1;129,1
129,8; 138.8
1288

129,8; 138,8
72,1;129,1

2 O experimento foi realizado a 500MHz para 'H e 125,76MHz para'*C em CD;0D, utilizando o TMS

como padrao interno.

b Dados da literatura de acordo com Costa et al., 2015 ("H em CDCl; + gotas de CD;0D 400 MHz).

¢ Q espectro de 13C esta disponivel na Figura A36
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5.2.5.5 Determinacio estrutural da amostra BFD 3.8

A amostra codificada como BFD 3.8 (10,3 mg) foi obtida como um s6lido amorfo
de coloragdao amarela, com formula molecular C7H30NOs, (m/z 432,2160), como
determinado por HR-MS (Figura 83). O ion base foi submetido a andlise de MS/MS
(Figura 84), sendo observada a perda de 91 Da. Essa mesma perda foi anteriormente
observada para as amostras BFD 3.6 e BFD 3.7, derivadas do alcaloide estefolidina. Foi
possivel propor, pela diferenca de massa observada entre estas substancias, que amostra

BFD 3.8 seja derivada do alcaloide isocoripalmina.

Intens. +MS, 0.39-0.65min #22-37
x108 ,
¥
8] 432.2160
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4
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N I N
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Figura 83.Espectro de massas de alta resolugdo (HR-MS) da amostra BFD 3.8.
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Figura 84. Espectro de MS/MS para o ion m/z 432 [M+H]" na amostra BFD 3.8.

No espectro RMN de 'H na regido dos aromaticos (Figura 85) observou-se trés
sinais em 0 6,92 (1H, s), 6,73 (1H, s) e 6,90 (2H, m). Através dos espectros de RMN de
'H, HSQC e HMBC foi constatado que as trés metoxilas, em 6 3,82 (3H, s), 3,81 (3H, s)
e 3,82 (3H, s) se correlacionavam a J' com os carbonos em J 56,6, 60,7 e 56,6, e J° com
os carbonos em ¢ 150,3(C-3), 145,4(C-9) e 151,9 (C-10), respectivamente (Figuras 86 e

87), reforgando a similaridade com o alcaloide isocoripalmina.
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Nos espectros de RMN de 'H e HSQC verificou-se também a presenga dos
hidrogénios em ¢ 7,45 (2H, m), 7,36 (2H, m) e 7,30 (1H, m) que se correlacionavam a J’
com os carbonos em J 129,1, 129,5 e 129,2, respectivamente, caracteristicos da presenca
do grupo benzil na estrutura. A localizagdo do grupo benzil foi atribuida pelas correlagdes
dos hidrogénios metilénicos em & 5,09 (2H, s) a J'com o carbono em J 72,7, e J°com o
carbono em o 148,1 (C-2), podendo assim atribuir a posi¢cao do benzil em C-2 (Figura
88). A configuragdo da posicao 13a foi atribuida como S de acordo com a configuracio
do precursor, sendo observada também uma rotagio negativa ([a]p> = - 165,55°, CHCI3),
¢ 0,36). Com base nessas informagdes foi possivel determinar a amostra BFD 3.8 como
sendo o alcaloide (-)-(S)-2-O-benzilisocoripalmina (Figuras 89), anteriormente reportado
na literatura (TANI el al., 1970). Como nao foi possivel acessar os dados dessa substancia,
os dados obtidos foram comparados com o do alcaloide precursor isocoripalmina
(CUTTER et al., 2002). Na tabela 12 sdao apresentados os dados completos de RMN de
'H e 13C e dos mapas de contorno HSQC ¢ HMBC.
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Figura 88. Correlagdes observadas pelos hidrogénios metilénicos do grupo benzil para amostra

BFD 3.8.

Figura 89. Estrutura do alcaloide (-)-(S)-2-O-benzilisocoripalmina

Tabela 12. Dados de RMN 'H, HSQC e HMBC da amostra BFD 3.8

BFD 3.8
Posi¢io 'H 6 (mult, J em 'H § (mult, J em 3C>* 13¢CPb HMBC ('H-3C)
Hz)? Hz)®
1 6,92 (s, 1H) 6,71 (s, 1H) 113,8 114,3 60,8; 150,4
2 - - 148,1 145,3 -
3 - - 150,4 145,9 -
4 6,73 (s, 1H) 6,68 (s, 1H) 113,4 111,3 29,3; 130,3; 148,1
4 - - 128,7 124,0 .
5 2,72 (m, 1H) 2,70 (m, 1H) 293 29,0 128,7
5 3,09 (m, 1H) 3,07 (m, 1H) 29.3 29,0
6 2,66 (m, 1H) 2,59 (m, 1H) 52,7 51,5 128,7
6 3,23 (m, 1H) 3,07 (m, 1H) 52,7 51,5 -
8 4,20 (d, 16.1, 1H) 4,24 (d, 15,9 1H) 54,8 54,0 60,8; 128,4; 146,4
8 3,53 (m, 1H) 3,53(d, 15,9 1H)  54.8 54,0 128.4; 146,4
8? - - 128,4 124,3 -
9 i i 146,4 1442 -
10 - - 151,9 150,4 -
11 6,90 (m, 1H) 6,87 (d, 8.4, 1H) 113,8 108,1 128,5; 1464
12 6,90 (m, 1H) 6,78 (d, 8,4, 1H) 1253 123,7 36,7, 151,9
12° - . 128,5 128,7
13 3,27 (m, 1H) 3,53 (m, 1H) 36,5 36,5 60,8; 128,5
13 2,66 (m, 1H) 2,81 (dd, 159 e 365 36,5
11.4, 1H)
13* 3,53 (m, 1H) 3,26 (m, 1H) 60,7 59,4 52,7

132



13b - - 130,0 129.4 -

3-OCH3 3,82 (s, 3H) 3,87 (s, 3H) 56,6 56,0 1503

9-OCH3 3,81 (s, 3H) 3,90(s, 3H) 60,7 60,1 146,4

10-OCH3 3,82 (s, 3H) 3,87 (s, 3H) 56,6 56,9 151,9

o 5,09 (s, 2H) - 72,7 - 129,1; 138,9; 148,1

r - - 138,9 - -

2 7,45 (m, 1H) - 129,1 - 72,2; 1292

3 7,36 (m, 1H) - 129,5 - 129,5; 138,9

4 7,30 (m, 1H) - 129,2 - 129,1

5 7,36 (m, 1H) - 129,5 - 129,5; 138,9
’ 7,45 (m, 1H) - 129,1 - 72,2 129,2

2 O experimento foi realizado a 500MHz para 'H e 125,76MHz para'*C em CD;0D, utilizando o TMS
como padrao interno.

b Dados da literatura de acordo com Cutter et al., 2002 (‘H em CDCls; 400 MHz).

© O espectro de 13C estd disponivel na Figura A32.
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5.2.5.6 Determinacio estrutural da amostra BFD 3.11

A amostra codificada como BFD 3.11 (18,5 mg) foi obtida como um so6lido
amorfo de coloragdo amarela, com férmula molecular C33H34NOs, (m/z 508,2473), como
determinado por HR-MS (Figura 90). Através da fragmentagao (Figura 91), o mesmo
apresentou perdas competitivas de 91 e 240 Da. A mesma perda de 91 Da foi observada
nas fragdes BFD 3.6, BFD 3.7 e BFD 3.8, podendo ser atribuida a saida na forma radicalar
do grupo benzil em compostos O-benzilados (KUCK et al., 2018). Pela diferenca de
massa, pode-se sugerir a presenca de um derivado do alcaloide estefolidina contendo 2

grupos benzil em sua estrutura.
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Figura 90. Espectro de massas de alta resolugdo (HR-MS) da amostra BFD3.11
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Figura 91. Espectro de MS/MS para o ion m/z 508 [M+H]* da amostra BFD 3.11.
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Assim como nos demais fragdes analisadas no espectro de RMN de 'H (Figura
92) foram observados na regido de hidrogénios aromaticos sinais caracteristicos dos
sistemas com hidrogénios na posi¢do para e orto acoplados em 6 6,86 (1H, s), 6,71 (1H,
s), 6,92 (1H, d 8.2 Hz) e 6,85(1H, d 8.2 Hz), respectivamente. Através dos espectros de
RMN de 'H, HSQC e HMBC foi constatada a existéncia de duas metoxilas em & H 3,82
(3H, s) e 3,86 (3H, s) que se correlacionaram a J! com os carbonos em & 56,5 e 60,6, e
Jcom os carbonos em & 150,1 e 146,8, atribuidas assim as posi¢des C-3 e C-9,
respectivamente (Figura 93 e 94), corroborando com os dados observados para
estefolidina.

Ainda no espectro de RMN de 'H foram observados 3 multipletos na regido dos
hidrogénios aromaticos em ¢ 7,30 (2H), ¢ 7,44 (4H) e 7,36 (4H). No mapa de HSQC
(Figura 93) foram observadas as correlagdes dos hidrogénios em ¢ 7,44 (4H, m) e 7,36
(4H, m) com os carbonos em 0 128,6 ¢ 129,0, respectivamente, sendo estes caracteristico
de um sistema simétrico, confirmando assim a existéncia de 2 grupos benzil na molécula.
As suas posi¢des foram determinadas pelas correlagdes dos simpletos em o 5,08 (2H, s)
e 5,02 (2H, s), correlacionados a J'com o carbono em 6 71,9 e J° com os carbonos em §
147,9 (C-2) e 150,6 (C-10), respectivamente, podendo assim atribuir a presencga do grupo
benzil nas posi¢des C-2 e C-10 da estrutura tetrahidroprotoberberinica (Figura 95).

A configuragdo da posicdo 13a foi atribuida como S de acordo com a configuracao
do precursor, sendo observada também uma rotagdo negativa ([a]p> =-96,15°, MeOH, ¢
0,32). Com base nessas informacgoes foi possivel determinar a amostra BFD 3.11 como
sendo o alcaloide (-)-(S)-O, O-dibenzilestefolidina (Figura 96), ja relatado na literatura
(CHENG & YANG, 2009). Como nao foi possivel acessar os dados dessa substancia, os
dados obtidos foram comparados com o do alcaloide precursor estefolidina (COSTA et
al., 2015). Na tabela 13 s3o apresentados os dados completos de RMN de 'H e '*C e dos
mapas de contorno HSQC ¢ HMBC.
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Figura 95. Correlagdes observadas pelos hidrogénios metilénicos do grupo benzil para amostra

BFD 3.11

Figura 96. Estrutura do alcaloide (-)-(S)-O,0-dibenzilestefolidina.

Tabela 13 Dados de RMN 'H, HSQC ¢ HMBC da amostra BFD 3.11

BFD 3.11

Posicio 'H § (mult., J em Hz)®> 'HS(mult., J em Hz)? 13C¢ 13¢b HMBC (*H-3C)
1 6,86 (s, 1H) 6,77 (s, 1H) 113,6 112,0 60,6; 128,3; 150,1
2 - - 148,0 144,6 -
3 - - 150,1 146.3 -
4 6,71 (s, 1H) 6,61 (s, 1H) 113,3 11,4 29,1; 130,2; 148,0
4a - - 128.3 125.5 -
5 2,71 (m, 1H) 2,69 (m, 1H) 29,1 28,7 128,3
5 3,08 (m, 1H) 3,11 (m, 1H) 2.1 28,7 128,3
6 2,65 (m, 1H) 2,67 (m, 1H) 52,5 52,0
6 321 (m, 1H) 321 (m, 1H) 52,5 52,0
8 3,52 (m, 1H) 3,55 (d, 1H 15,6) 54,7 54,1 60,7; 128,6; 146,8
8 421 (d, 1H, 16,1) 420 (d, 1H 15,6) 547 54,1 60,7; 128,6; 146,8
8a - - 128,6 127,9 -
9 - - 146.8 143.8 -
10 - - 150,7 147,5 -
11 6,92 (d, 1H, 8,2) 6,76 (d, 1H, 8,3) 114,8 115,4 128,9; 146,8
12 6,85 (d, 1H, 8,2) 6,80 (d, 1H, 8,3) 125,1 124,7 36,3; 128,6; 150,7
12a - 128,9 126,4 -
13 2,65 (m, 1H) 2,78 (dd, 1H, 16,0 ¢ 36,3 35,8 128,6

11,4)
13 3,25 (m, 1H) 3,28 (dd, 1H, 16,0 e 363 358 128,6

3,9)
13a 3,52 (m, 1H) 3,57 (dd, 1H, 11,4 ¢ 60,7 59,6 52,5

3,9)
13b - - 130,2 129,9 -
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3-OCH3
9-OCH3

3,82 (s, 3H)
3,86 (s, 3H)
5,08 (s, 2H)

5,02 (s, 2H)
7,44 (m, 1H)
7,44 (m, 1H)
7,36 (m, 1H)
7,36 (m, 1H)
7,30 (m, 1H)
7,30 (m, 1H)
7,36 (m, 1H)
7,36 (m, 1H)
7,44 (m, 1H)
7,44 (m, 1H)

3,86 (s, 3H)
3,83 (s, 3H)

56,5
60,6
71,9

71,9

1388
1388
128,6
128,6
129,0
129,0
1288
1288
129,0
129,0
128,6
128,6

56,0
60,2

150,1
146,8

147,9; 138,8; 128,6
150,6; 138,8; 128,6

71,9;128,8
71,9;128.8
1388
1388
128,6
128,6
138,8
138,8
71,9;128,8
71,9;128,8

2 O experimento foi realizado a 500MHz para 'H e 125,76MHz para'*C em CD;0D, utilizando o TMS
como padrao interno.

bDados da literatura de acordo com Costa et al., 2015 (\H em CDCl; + gotas de CD;0D 400 MHz)
¢ Q espectro de 13C est4 disponivel na Figura A38.
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5.2.6 Avaliacao in vitro do potencial de inibicio frente a AChE

5.2.6.1 Estudo cinético usando o ICER-ee/AChE

A imobiliza¢do pode alterar a conformagao tridimensional da proteina por conta
da formacao de ligagdes covalentes entre a enzima e o suporte (SILVA et al., 2013), por
1sso ¢ importante realizar estudos cinéticos para confirmar a manutengao tridimensional,
a especificidade e a manutencao da atividade catalitica. Os estudos cinéticos permitem
avaliar, portanto, a manuten¢ao dessas propriedades cataliticas da enzima imobilizada no
capilar (ICER-AChE), bem como a afinidade pelo substrato (ACh). A constante de
Michaelis-Menten (Km) € a concentragao necessaria de substrato para se obter a metade
da velocidade méaxima na catalise (COPELAND, 2013), e pode ser utilizada para
determinar a afinidade da enzima pelo substrato e estimar possiveis modificagdes
estruturais. Na figura 97 estd ilustrado a curva de Michaelis-Menten e o valor de K (48,1
+ 7.0 uM), o qual foi utilizado para determinar as condigdes 6timas em termos de

concentracdo de ACh para os estudos de inibigao.

1.0%1008
= 8.0x10°7- g
2 X
€
S 6.0x10°7
5
i)
S 4.0x10°74
= Ky=48.1+ 7.0 uM
= 2.0x1097-
00 T T T T 1
0 100 200 300 400
[ACh](uM)

Figura 97. Hiperbolica de Michaelis-Menten para producdo de Ch com a variagdo ACh no sistema
ICER-eel/AChE

5.2.6.2 Ensaio de inibi¢ido pontual no ICER-AChE

A atividade do ICER-AChE foi monitorada através do cromatograma do ion
extraido de m/z 104 (referente a Ch), visto que Ch ¢ um produto da hidrélise enzimatica
do substrato ACh de m/z 146. O ensaio ICER-ee/AChE no sistema LC-MS mostrou-se

adequado para medir ambos os ions (Figura 98).
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Figura 98. Espectro obtido pelo sistema LC-MS com ICER-ee/AChE ap6s a inje¢do de 70uM de
ACh, gerando os ions de m/z 146 (ACh) e de m/z 104 (Ch).

A triagem para identificacao de inibidores de acetilcolinesterase foi baseada em
trés analises: 1) atividade controle na auséncia de inibidor, ii) atividade na presenca de
100puM de inibidor e iii) atividade controle na auséncia do inibidor (apds o inibidor),
como representado no cromatograma da Figura 99. O ensaio ICER-ee/AChE com a
galantamina (inibidor de referéncia) demonstra que a interacdo enzima-inibidor ¢
reversivel, visto que atividade enzimdtica ¢ retomada apds a inje¢do do inibidor. O
resultado obtido corrobora com dados da literatura, ja que a galantamina é reconhecida

como inibidor reversivel competitivo (COLOVIC et al., 2013).

———— Atividade controle _auséncia de inibidor
= Atividade controle _auséncia do inibidor (apds inibidor)

Atividade na presenga de 100uM de galantamina

T
9 Time [min]

T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 99. Sobreposi¢des dos cromatogramas correspondentes a Ch produzida pela injegdo de
70uM de ACh com auséncia e presenga do inibidor de referéncia galantamina (100uM).

Posteriormente o sistema ICER-ee/AChE foi utilizado para avaliar o potencial
inibitério dos alcaloides isolados benzilados, seus precursores (estefolidina e
isocoripalmina) e o alcaloide aporfinico nornuciferina, visto que este demonstrou uma
das melhores energias observadas no estudo de docking molecular. Na tabela 14 estao
dispostos os novos codigos, juntamente com suas energias (Kcal/mol) de interacdo com

enzima AChE obtidas por docking molecular.
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E bem aceito que estudos de docking sejam realizados com TcAChE devido &
disponibilidade de sua estrutura cristalina e ao conhecimento estabelecido das interagdes
de ligantes para esta enzima (HOUGHTON et al., 2006; MOHAMED & RAO, 2010;
GUPTA etal. , 2011). No caso de ensaios de inibi¢ao, o uso de ee/AChE também ¢ bem
aceito como um substituto para a AChE humana (MOHAMED & RAO, 2010; GUPTA
et al.,, 2011; VANZOLINI et al., 2013a). Além disso, ambas as enzimas conservam as

sequéncias primarias nos residuos ativos (GUPTA et al., 2011).

Tabela 14. Relagdo dos candidatos a inibidores testados

Substancias Cadigo Energia de ligacio

(kcal/mol)
Estefolidina AMO1 9.6
Isocoripalmina AMO02 9.9
(-)-(7R,13aS)-7-benzilestefolidina AMO3 -11,6
(-)-(7S,13aS)-7-benzilestefolidina AMO04 -10,7

-10,9
(-)-(S)-2-O-benzilestefolidina AMO5

-11,0
(-)-(S)-10-O-benzilestefolidina AMO6

-10,4
(-)-(S)-O-benzilisocoripalmina AMO7

-11,4
(-)-(S)-0,0-dibenzilestefolidina AMO8
Nornuciferina AMO09 -11,0

A atividade inibitoria foi avaliada sob as mesmas condi¢des que a galantamina,
sendo possivel observar em todas as amostras a retomada da atividade enzimatica
(Anexos A39-A47). Na figura 100 estdo representados os resultados de inibicdo. As
substancias testadas apresentaram percentual de inibi¢do entre 35,22 a 90,49%. Os
alcaloides estefolidina (AMO1) e isocoripalmina (AMO02) exibiram porcentagens
moderadas, 40,24 e 44,28% respectivamente. A modesta porcentagem de inibi¢do para

alcaloides tetrahidroprotoberberinicos tem sido reportada na literatura (WANG et al.,
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2018). Os alcaloides benzilados apresentaram melhores porcentagens de inibi¢ao
(excecdo AMOS) que seus precursores, com destaque para os compostos N-substituidos.
Resultados semelhantes foram observados para um derivado N-substituido da estefolidina
através do método colorimétrico de Ellman (INGKANINAN et al., 2006). O alcaloide
nornuciferina também evidenciou uma significativa inibigdo. Os resultados obtidos
corroboram com dados de docking molecular. Reforgando assim, a relevancia do uso de
ferramentas computacionais no planejamento de novos inibidores (IRWIN & SHOICHE,

2016).

100,00

90,00 -

80,00 -

70,00 -

60,00 -

50,00 - i
B Sériel

% inibi¢do

40,00

30,00 -

20,00 +

10,00 -

0,00 -

Galantamina  AMO1 AMO2 AMO3 AMO4 AMO5 AMO6 AMO7 AMO8 AMO9

Figura 100. Resultado da triagem de novos inibidores utilizando o sitema ICER-eelAChE. A
galantamina um reconhecido inibidor de AChE, foi utilizada como referéncia.

As amostras que apresentaram % de inibi¢do maior que 90% foram selecionados
para ensaios de determinag¢do de ICso. O valor de ICso determinado para o controle
positivo (galantamina) foi de 17.1 = 1.1uM, sendo préximo com dados relatados em
ensaios anteriores com ICER (VANZOLINI et al., 2013a). As curvas de dose-resposta
das amostras AM03 e AMO04 estao representadas na Figura 101. Os valores de ICso
obtidos para AM03 e AM04 foram de 40,6 = 1 uM ¢ 51,9 + 1 uM respectivamente, sendo
estes valores proximos do controle positivo, calculado sob as mesmas condi¢des. Em
relacdo ao aumento da atividade observado para os compostos AM03 e AMO04 isso esta
de acordo com um estudo publicado anteriormente (LOIZZO et al., 2008), realizado com

estefolidina (ICso > 100 uM), N-metil-estefolidina ( ICso = 31,30 uM) e estefarina (ICso
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= 14,10 uM), em que mostrou-se que a estefolidina tem significativamente menos
atividade que seus derivados quaterndrios. Isso sugere que uma carga positiva na por¢ao

de nitrogénio pode influenciar a atividade inibidora da AChE.

2 ‘\ 2 ‘\
' ' 100 !
1 100 ~ | _

1 |
: (A) ICSO = 40,6 + 1 MM 1 : (B) ICSO = 51,9 + 1 MM |
1 80 : | 80 :
! 1! |
' 860 S 60 A [
1 _g : 1 _LE" :
\ 40 1y E 404 [
1 ES 'y e I

1 © 1
' 20 A ! ' 20 !
: [ s !
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I 0 1 2 3 h 0 1 2 3 !
\ Log [AM03] A Log [AM04] )
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Figura 101. Determinacdo da capacidade inibitdria (ICso) das amostras (A) AMO3 e (B) AM04
frente & ee/AChE no ICER.

5.2.6.4 Determinacio da constante de inibiciao (Ki) e mecanismo de a¢do no ICER-
AChE
O mecanismo de inibi¢do e o K; foram determinados para os compostos AMO3 e

AMO04, ambos os inibidores AMO03 (K; = 11,6 uM) e AM04 (K; = 4,7 uM) reduziram
substancialmente a velocidade da reagdo enzimatica e ndo promoveram alteracao no valor
de Kwm, o que ilustra um comportamento caracteristico dos inibidores nao competitivos,

como observado nos graficos de duplos reciproco (Figura 102).
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Figura 102. Graficos de duplos reciproco das amostras (A) AMO3 e (B) AM04

A avaliacdo da modalidade de inibi¢ao ¢ uma avaliacdo relevante nos estagios
iniciais dos programas de descoberta de medicamentos, uma vez que o modo de interagao
pode ser afetado dependendo do contexto fisioldgico aos quais a enzima estad exposta.
Como um exemplo, inibidores competitivos se ligam exclusivamente a forma de enzima
livre, enquanto inibidores ndo competitivos ou do tipo misto se ligam com alguma

afinidade a ambas as formas, a enzima livre € 0 complexo enzima-substrato. Assim, a
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modalidade de inibi¢do ndo competitiva pode ser uma vantagem significativa in vivo
quando o contexto fisioldgico expde a enzima a altas concentracdes de substrato. Embora
a vantagem clinica da inibicdo nd3o competitiva seja reconhecida, atualmente dentre os
medicamentos que atuam como inibidores enzimaticos, a maior parte em uso clinico sdo
inibidores competitivos. Isso pode estar relacionado as abordagens historicas para
descoberta de medicamentos que foram focadas em inibidores direcionados ao sitio ativo
inibidores (COPELAND, 2016). Aqui, apresentamos dois andlogos do benzil da
estefolidina que atuam através do mecanismo nao competitivo. Os diferentes mecanismos
entre os compostos AM03, AM04 e a galantamina podem ser atribuidas as interagdes -
n com Trp84 e Phe330, as quais foram observadas apenas para os dois derivados de
estefolidina com maior poténcia inibidora. Esses resultados destacam a importancia da
interacdo -7 para os ligantes e, portanto, podem ser utilizados para projetar AChEIs ndo

competitivos, que exploram as vantagens clinicas dessa modalidade de inibigao.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A abordagem integrativa baseada na andlise do perfil alcaloidico por LS-MS,
seguido por uma desreplicagdo robusta por HPLC-DAD-MS/MS, mostrou-se uma
estratégia util para desreplicagao de alcaloides isoquinolinicos. Essa abordagem permitiu
a identificagdo provisoriamente de 17 alcaloides entre as espécies O. amazonicum ¢ O.
periquino, sendo reportados pela primeira vez no género os alcaloides nuciferina, N-
metil-O-metilisopilina, N-metilanonaina, N-metilasimilobina, N-metilisopilina, isopilina,
norushinsunina, liriodenina, lisicamina e reticulina. Ja os alcaloides estefolidina,
reticulina, nornuciferina e anonaina foram reportados pela primeira vez nas folhas de O.
periquino. Estes dados reforcam o significado quimiotaxondmico dos alcaloides
isoquinolinicos para a familia Annonaceae, em particularmente para os géneros
Onychopetalum, Bocageopsis € Unonopsis.

A andlise de docking molecular das substancias desreplicadas nas espécies de
Onychopetalum sugeriu atividade satisfatoria para alcaloides aporfinicos e moderada para
oS alcaloides tetrahidroprotoberberinicos, no entanto, oS derivados
tetrahidroprotoberberinicos benzilados foram descritos como altamente ativos. O
aumento no potencial de inibicdo foi observado para os derivados N-benzil quando
comparados com os precursores, o que foi corroborado pelos biologicos in vitro. Além
disso, os resultados bioldgicos mostraram que os derivados N-benzil sdo mais ativos que
os O-benzil, em especial os de configuragao R, o que sugere que o nitrogénio quaternario
desempenha um papel fundamental na inibicdo da AChE. Em adicao, as interagdes
ligante-proteina observadas para os alcaloides ativos podem servir de base para o
desenvolvimento de novos fairmacos para o tratamento da doenca de Alzheimer.

O planejamento semissintético a partir dos alcaloides estefolidina e
1socoripalmina possibilitou a obtencao dos derivados benziltetrahidroprotoperberinicos,
(-)-(7S,13aS) -7- benzilestefolidina, (-)-(7R,13aS) -7- benzilestefolidina, (-)-(S),-2-O-
benzilestefolidina, (-)-(S),-10-O- benzilestefolidina, (-)-(S)-2-O-isocoripalmina e (-)-
(S),-O-0O- benzilestefolidina, sendo os alcaloides (-)-(7S,13aS) -7- benzilestefolidina, (-)-
(7R,13aS)-7-benzilestefolidina,(-)-(S),-10-O-benzilestefolidina descritos pela primeira

vez na literatura.
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Figura A1l. Espectro de massa do pico I. O * denota o ion submetido a fragmentacgdo para O.
amazonicum

Relative Abundance
v

332
; 33

206
ol

223 2?7 2?1 267 283 299 314 [332‘7,341 359 379 395 405 412 424 445 467 489 509 523 544 555 570 589 602
L IRLAL L LA L e I e e e e e
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600

miz

Figura A2. Espectro de massa do pico II. O * denota o ion submetido a fragmentacdo para O.
amazonicum
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Figura A3. Espectro de massa do pico III. O * denota o ion submetido a fragmentagao para O.

amazonicum.
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Figura A4.. Espectro de massa do pico IV. O * denota o ion submetido a fragmentagio para O.
amazonicum.
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Figura AS. Espectro de massa do pico V. O * denota o ion submetido a fragmentagdo para O.

amazonicum.
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Figura A6 Espectro de massa do pico VI. O * denota o ion submetido a fragmentagédo para O.

amazonicum.
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Figura A7. Espectro de massa do pico VII. O * denota o ion submetido a fragmentacdo para O.

amazonicum.
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Figura A8. Espectro de massa do pico VIII. O * denota o ion submetido a fragmentagao para O.
amazonicum.
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Figura A9. Espectro de massa do pico IX. O * denota o ion submetido a fragmentagdo para O.
amazonicum.
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Figura A10. Espectro de massa do pico X. O * denota o ion submetido a fragmentacao para O.
amazonicum.
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Figura A11. Espectro de massa do pico XI. O * denota o ion submetido a fragmentagdo para O.

amazonicum.
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Figura A12. Espectro de massa do pico XII. O * denota o ion submetido a fragmentagao para O.

amazonicum.
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Figura A13. Espectro de massa do pico XIII. O * denota o ion submetido a fragmentagdo para

O. amazonicum.
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Figura A16. Espectro DAD do pico VIII para espécie O. amazonicum.
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Figura A17. Espectro DAD do pico IX para espécie O. amazonicum.
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Figura A18. Espectro DAD do pico X para espécie O. amazonicum.
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Figura A19. Espectro DAD do pico XI para espécie O. amazonicum.
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Figura A22. Espectro de massa do pico I para espécie O. periquino. O * denota o ion submetido

a llagmentagao.
330 *
8
2
©
3
2
]
3
<
13
2
k!
[}
o
226 32 a4
206 232 255 342
[ T 200 ‘ 332‘ 345 358 368 376 428
ol R T YR E N AR TRTPRRPRT TR || ot | 76 a2 401 422 428 442 447 @ A66 AT8 488 498 504
A THH AT i L e T LRt Es W Lt M W S Sl S U it B M L
220 240 260 280 300 320 340 360 380 440 480 500

miz

Figura A23. Espectro de massa do pico II para espécie O. periquino. O * denota o ion submetido

a fragmentagao.
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Figura A24. Espectro de massa do pico III para espécie O. periquino. O * denota o ion submetido

a fragmentagao.
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Figura A25. Espectro de massa do pico V para espécie O. periquino.O * denota o ion submetido
a fragmentagao.
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Figura A26. Espectro de massa do pico X para espécie O. periquino. O * denota o ion submetido
a fragmentagao.
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Figura A27. Espectro de massa do pico XI para espécie O. periquino. O * denota o ion submetido
a fragmentagao.

176



&

Interacoes

D wan der waals D Pi-Donor Hydrogen Bond
- Attractive Charge - Fi-Signia

- Caonventional Hydrogen Bond - Pi-Pi Stacked

D Zarbon Hydrogen EBond - Pi-Pi T-shaped
- Pi-Cation

Figura A28. Principais interagdes observadas para os complexos dos alcaloides desreplicados-
AChE.
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Interacoes

I:I van der Waals I:I Fi-Donor Hydrogen Bond
- Attractive Charge - Pi-Sigma

- Carventional Hydrogen Baond - Fi-Pi Stacked

I:I Carbon Hydrogen Bond - Fi-Fi T-shaped
- Pi-Cation

Figura A29. Principais interagdes observadas para os complexos dos alcaloides desreplicados-
AChE.
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Interagoes

I:I van der Waals I:I Fi-Donor Hydrogen Bond
- Attractive Charge - Pi-3igma

- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi Stacked

D Zarbon Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
- Pi-Caticn

Figura A30. Principais interagdes observadas para os complexos dos alcaloides desreplicados-
AChE.
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Interacoes

D wan der waals D Pi-Donor Hydrogen Bond
- Attractive Charge - Fi-Signia

- Caonventional Hydrogen Bond - Pi-Pi Stacked

D Zarbon Hydrogen EBond - Pi-Pi T-shaped
- Pi-Cation

Figura A31. Principais interagdes observadas para os complexos dos alcaloides benzilados-
AChE.
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AG=-11.0 kcal/mol (10¢)  UAG=-MAkcallmol(11d) ;

'
'
i
'

_____________________________________________________________________________________________________

Interacoes

I:I van der Waals I:I Pi-Donor Hydrogen Bond
- Attractive Charge - Pi-3igma

- Canventional Hydrogen Bond - Pi-Fi Stacked

I:I Carbon Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
- Pi-Cation

Figura A32. Principais interagdes observadas para os complexos dos alcaloides benzilados-
AChE.
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Figura A34.0 espectro de RMN de *C (125,76MHz, CDsOD) de BFA1.2
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Figura A35. O espectro de RMN de '3C (125,76MHz, CD;0D) de BFD 3.6
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Figura A37. O espectro de RMN de *C (125,76 MHz, CDs0D) de BFD 3.8
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Figura A38. O espectro de RMN de 3C (125,76MHz, CD;0D) de BFD 3.11
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x10%4

Atividade controle _auséncia de inibidor

Atividade controle _auséncia do inibidor (ap6s inibidor)

Atividade napresenga de 100uM de AMO1
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Figura A39. Sobreposi¢oes dos cromatogramas correspondentes a Ch produzida pela injecdo de

70uM de ACh com auséncia e presenca AMO1 (100uM).
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Figura A40. Sobreposigoes dos cromatogramas correspondentes a Ch produzida pela injegao de

70uM de ACh com auséncia e presenga AM02 (100uM).
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70uM de ACh com auséncia e presenga AMO03 (100uM).

Figura A41. Sobreposig¢des dos cromatogramas correspondentes a Ch produzida pela injecdo de
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Figura A42. Sobreposi¢des dos cromatogramas correspondentes a Ch produzida pela injegdo de
70uM de ACh com auséncia e presenca AM04 (100uM).
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Figura A43. Sobreposi¢des dos cromatogramas correspondentes a Ch produzida pela injegdo de
70uM de ACh com auséncia e presenga AMOS5 (100uM).
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Figura A44. Sobreposi¢oes dos cromatogramas correspondentes a Ch produzida pela injecdo de
70uM de ACh com auséncia e presenga AMO06 (100uM).
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Figura A45. Sobreposi¢oes dos cromatogramas correspondentes a Ch produzida pela injecdo de
70uM de ACh com auséncia e presenga AMO7 (100uM).
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Figura A46. Sobreposigdes dos cromatogramas correspondentes a Ch produzida pela injecdo de

70uM de ACh com auséncia e presenga AMOS (100uM).
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Figura A47. Sobreposigdes dos cromatogramas correspondentes a Ch produzida pela injecdo de

70uM de ACh com auséncia e presenga AMO09 (100uM).
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