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RESUMO

Diversas plantas estdo sendo utilizadas na medicina popular como antimalaricos, dentre essas
espéecies estdo a Endopleura uchi e a Himatanthus sucuuba utilizadas pela comunidade
remanescentes de quilombos de Oriximind no Pard. O presente trabalho teve como objetivo
estudar a composi¢do quimica e avaliar a atividade antiplasmddica in vitro de extratos,
fracOes e substancia isoladas das espécies E. uchi e H. sucuuba frente a cepa K1 (resistente a
cloroquina) de Plasmodium falciparum. Inicialmente foram avaliados seis extratos da espécie
E. uchi e 16 extratos da espécie H. sucuuba, onde os extratos etandlicos da casca de E. uchi
apresentaram o melhor rendimento, para a espéecie H. sucuuba os melhores rendimentos tanto
da casca como da folha foram aqueles extraidos com solventes de baixa polariedade. Como na
concentracdo inibitéria minima (Clsp) dos extratos de E. uchi ndo apresentaram atividade
sobre o Plasmodium falciparum, ndo foi dada a continuidade ao seu fracionamento. Os
extratos das folhas de H. sucuuba obtidos com acetato de etila e cloroformio exibiram Clsg de
20,9 e 24,7 respectivamente. O extrato de acetato de etila foi submetido a fracionamento,
utilizando coluna cromatografica (CC). Obtiveram-se 18 fracdes que foram reunidas
conforme seus perfis de cromatografia em camada delgada analitica (CCD) resultando em
cinco fracOes, quatro dessas fracfes apresentaram atividade antiplasmaodica parcial (Clsp 11,7;
15,4; 16,8 e 19,6 ug/mL). A fragdo FDB2 foi submetida a um novo fracionamento utilizando
CC. Deste novo fracionamento foi isolado o acido ursélico, essa substancia apresentou
atividade antiplasmddica promissora (Clsy 3,87 ug/mL). O relato da composicdo quimica e

atividade antimalarica das folhas H. sucuuba é inédito na literatura.

Palavras-chaves: acido ursolico, Plasmodium falciparum, malaria, uxi-amarelo.



ABSTRACT

Several plants are being used in folk medicine as antimalarials, among these species are
Endopleura uchi and Himatanthus sucuuba used by the remaining quilombo communities of
Oriximind in Para. This study aimed to study the chemical composition and evaluate the in
vitro antiplasmodic activity of extracts, fractions and substances isolated from the E. uchi and
H. sucuuba species against the K1 (chloroquine resistant) strain of Plasmodium falciparum.
Initially, six extracts of the species E. uchi and 16 extracts of the species H. sucuuba were
evaluated, where the ethanol extracts of the E. uchi bark showed the best yield, for the species
H. sucuuba the best yields of both the bark and the leaf were those extracted with low polarity
solvents. As with the minimum inhibitory concentration (ICsp), the extracts did not show
activity on Plasmodium falciparum, their fractionation was not continued. The extracts of the
leaves of H. sucuuba obtained with ethyl acetate and chloroform showed 1Cs, of 20.9 and
24.7, respectively. The ethyl acetate extract was subjected to fractionation, using a
chromatographic column (CC). 18 fractions were obtained, which were gathered according to
their analytical thin layer chromatography profiles (CCD) resulting in five fractions, four of
these fractions showed partial antiplasmodic activity (ICso 11.7; 15.4; 16.8 and 19.6 ug / mL).
The FDB2 fraction was subjected to a new fractionation using CC. Ursolic acid was isolated
from this new fractionation, this substance showed promising antiplasmodic activity (ICsg
3.87 ug / mL). The report of the chemical composition and antimalarial activity of H. sucuuba

leaves is unprecedented in the literature.

Key words: ursolic acid, Plasmodium falciparum, malaria, uxi-yellow.
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1 INTRODUCAO

A maléria, conhecida também como paludismo, é uma doenca debilitante que afeta
milhGes de pessoas nas regides tropicais e subtropicais. A malaria humana € provocada pelo
protozoario do género Plasmodium. Em alguns casos, a doenca pode evoluir de forma rapida,
levando o individuo a morte (BRASIL, 2019). Considera-se uma doenca de grande
importancia, devido as altas taxas de casos, principalmente na regido amazénica (BRASIL,
2009; 2010; 2019). Nos estados da regido da Amazonia legal foram registados mais de 99%
de casos da doenca da malaria brasileira nos estados.

Para o tratamento da infecgdo causada pela malaria sdo utilizados antimalaricos que
tiveram suas origens e desenvolvimentos a partir de plantas utilizadas na medicina tradicional.
A partir das substancias antimalaricas naturais, a quinina e a artemisinina, foram criados os
analogos sintéticos quinolinicos e derivados semissintéticos de artemisinina. Entretanto, ndo
hd vacina disponivel para a prevencdo da malaria e as cepas de Plasmodium estéo
desenvolvendo resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento da doenca (WHO, 2020;
COSTA, 2017). Com o surgimento de resisténcia do parasito aos antimalaricos, hoje ha uma
grande demanda por novos medicamentos.

As plantas apresentam uma grande quantidade de metabdlitos secundarios que podem
auxiliar no tratamento da maléria. E através delas que muitas comunidades buscam tratamento
para diversas doencas, incluindo a maléria. A regido Amazbnica possui uma grande
diversidade de plantas. Geralmente as plantas séo utilizadas em forma de chas para o auxilio e
cura de doencas. O uso de substancias quimicas (principios ativos) oriundas de produtos
naturais vem contribuindo para a formulacdo de principios ativos capazes de curar doengas ou
diminuir seus sintomas (PEREIRA e CARDOSO, 2012; OLIVEIRA et al., 2015).

Himatanthus sucuuba (Spruce) Wood. e Endopleura uchi (Huber) Cuatrec sédo
utilizadas por comunidades da Amazonia para o tratamento da malaria. A H. sucuuba, € uma
arvore de médio a grande porte, utilizada para o tratamento de doencas. Tanto a casca quanto
0 latex possuem efeito anti-inflamatério para o tratamento de gastrite, Ulcera, malaria,
antitumoral, antifingicos e antianémicos. A espécie esta presente na regido norte do Brasil
tendo uma grande importancia para 0 mercado madeireiro, onde sua madeira é utilizada para
construcdo (SILVA et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2015).

A E. uchi € uma planta medicinal muito utilizada pela populacéo, principalmente para
combater infec¢des do trato feminino por possuir efeito anti-inflamatorio como também para

tratamento da malaria. A espécie estd presente na regido amazoénica, tendo sua madeira
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utilizada para construcdo em geral. Seu fruto bem apreciado é utilizado para a fabricagdo de
sorvetes e licores (MAGALHAES et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2015).

Diante do exposto, atualmente existe uma grande necessidade por medicamentos
oriundos de plantas que possuam um efeito antimalarico. A partir de estudos como este,
espera-se isolar substancias que poderdo servir de modelo para novos antimalricos.

Visando essa necessidade eminente, varios grupos de pesquisas buscam moléculas
com essa finalidade. O grupo de pesquisa do Laboratorio de Principio ativo da Amazo6nia
(LAPAAM) do INPA ha muito tempo vém contribuindo para tal feito. Com essa mesma
finalidade, o presente trabalho avaliou a atividade antiplasmodica in vitro de E. uchi e H.
sucuuba, utilizadas no combate a malaria, pelos remanescentes de quilombos em Oriximina,

no estado do Para.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Malaria

A malaria € uma doenca tropical infecciosa febril aguda, que afeta grande parte da
Amazonia legal (COUTO et al., 2019). O parasita causador da malaria é transmitido através
da picada do mosquito (fémea) do género Anopheles, que tem como agente etiologico o
protozoario do género Plasmodium (principalmente P. vivax, P. falciparum, P. malariae, P.
ovale e P. knowlesi) (BRASIL, 2010). Geralmente os vetores infectados por Plasmodium séo
mais ativos ao entardecer e ao amanhecer. No horario noturno, 0os mosquitos também séo
encontrados, porém em quantidades menores (BRASIL, 2009).

Segundo Lima e Guimardes (2007) a maléria € uma doenca que acomete cerca de 40%
da populacdo mundial, onde o maior registro da enfermidade se encontra em paises de climas
tropicais e subtropicais (ALMEIDA et al., 2017). E uma doenca debilitante, de evolugio
muito répida, podendo levar o individuo a morte.

A pessoa infectada por maléria pode apresentar sintomas como febre alta, sudorese,
tremores, calafrios e dores de cabeca crénicas que podem ocorrer de forma ciclica, ou seja,
em intervalos regulares (LEITE et al., 2013). A malaria pode ser dividida em trés fases, na
primeira ocorre a fase fria que pode durar cerca de 15 min a uma hora. A segunda é chamada
de fase quente e pode ter uma duracdo de aproximadamente duas a seis horas. Na terceira
fase, chamada de Umida, ocorre uma reducdo da febre (BRASIL, 2010; LOPES, 2015). A
maléria ndo é transmitida de uma pessoa para outra, pois ndo se trata de uma doenca
contagiosa.

A maléria foi identificada na década de 1880 pelo médico francés Charles Louis
Alphonse Laveran, que identificou a doenga parasitéaria infecciosa. J& em 1897 o médico
militar Sir Ronal Ross descobriu que o mosquito do género Anopheles era o transmissor do
Plasmodium que causava a doenca (OLOWE et al., 2015) entretanto o termo Plasmodium foi
sugerido por Ettore Marchiava e Augusto Celli que até entdo, acreditavam que a maléria era
transmitida pela bactéria Bacillus malariae, mas depois de varios estudos chegaram a
conclusdo de que a doenca tinha como origem um protozoario do género Plasmodium
(CAPANNA, 2006).

Geralmente, todos estdo suscetiveis a contrair malaria, entretanto as pessoas que
vivem em regides ribeirinhas e comunidades isoladas, proximas de matas sdo mais
vulneraveis a contrair a doenca (BRASIL, 2019; WHO, 2012). O tratamento é feito por vias

medicamentosas. O sistema Unico de satde (SUS) oferece a medicagdo de forma gratuita.
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2.2  Ciclo biologico do parasita

O ciclo de vida do parasita é bem complexo, apresentando uma fase assexuada,
enddgena (esquizogonia) tendo como hospedeiro vertebrado o homem, roedores entre outros,
e a outra fase do ciclo sexuado exdgena (esporogonia) no mosquito, tendo como vetor o inseto
do género Anopheles. (NEVES et al., 2016; SIQUEIRA et al., 2018). O ciclo da doenca esté

representado na Figura 1.

Figura 1- Ciclo de vida do Plasmodium

Gametécitos

Zigotos

Jocisto

Vetor injeta esperozoitos
ou adquire gametécitos

Fonte: Adaptado de Su et al. (2007)

2.2.1 Ciclo de vida do Plasmodium no homem

Uma vez na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado, os esporozoitos circulam
durante alguns minutos e rapidamente penetram nas células do figado nas células hepaticas,
assim ddo inicio ao ciclo pré-eritrocitico ou esquizogonia tecidual, que dura seis dias para a
espécie P. falciparum, oito para P. vivax e 12 a 15 dias para P. malariae. Durante esta fase no
figado, o P. vivax e o P. ovale apresentam desenvolvimento lento de alguns esporozoitos,
formando os hipnozoitos, forma latentes (dormentes) do parasito responsaveis pelas recaidas

da doenga meses ou anos depois (BRAGA, 2005).
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Logo apds a fase do ciclo no tecido, e com o rompimento dos hepatécitos, libera
milhares de merozoitos (cerca de 2.000 P. malariae, 10.000 P. vivax e 40.000 P. falciparum)
de elementos-filhos na corrente sanguinea. Uma vez na corrente sanguinea 0s merozoitos irdo
invadir as hemadcias, dando inicio ao um segundo ciclo de reproducdo assexuada dos
plasmodios. Durante esse periodo cada espécie age de uma forma distinta, o P. malariae s6
ird invadir hemacias velhas, o P. vivax invade preferencialmente as hemécias jovens ja o P.
falciparum invade hemacias em qualquer fase reprodutiva. Posteriormente, poucos merozoitos
permanecem no figado e a outra parte invade as hemécias, dando assim a continuidade na
reproducdo nas células do sangue.

Durante esse processo de reproducdo assexuada alguns merozoitos sofrem uma serie
de transformacdes morfoldgicas até chegar a fase de esquizontes, quando se divide e origina
novos merozoitos que serdo langados na corrente sanguinea. Apos um periodo de replicacdo
assexuada, alguns merozoitos se diferenciam em microgametécitos (masculinos) e
microgametdcitos (femininos), que amadurecem sem divisdo celular e tornam-se infectantes
aos mosquitos (BRASIL, 2005; NEVES et al., 2016).

2.2.2 O ciclo de vida do Plasmodium no mosquito

O ciclo tem inicio no estbmago do mosquito. Os gametdcitos sofrem uma
transformacdo em gametas femininos e masculinos. Depois de ocorrer a fecundacdo desses
gametas, origina o zigoto. Em seguida, esse zigoto migra para a parte externa do intestino
onde amadurece e se modifica em odcitos. Esses se multiplicam e se transformam em
esporozoitos que é a forma infectante para o hospedeiro vertebrado (SIQUEIRA et al., 2018).
A doenca é incubada por cerca de oito a 12 dias para P. falciparum (BRASIL, 2009). Ja para
P. vivax o periodo de incubagdo ocorre entre 13 a 17 dias e para o P. malariae essa incubacéo
se da entre 18 a 30 dias.

Os principais protozoarios que causam a doenga no homem sdo P. falciparum, P.
vivax, P. malariae, P. ovale. No Brasil ha registros de apenas trés espécies: P. falciparum, P.
vivax e P. malariae, causadores da malaria humana (BRASIL, 2019).

2.2.3 Vetor e agente etioldgico

O mosquito transmissor da malaria faz parte da ordem Diptera, infraordem

Culicomorfa, familia Culicidae, género Anopheles Meigen, 1818. Atualmente existem cerca
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de 480 espécies de anofelinos descritas no mundo, sendo que no Brasil sdo registrada 55
espécies de Anopheles (BRASIL, 2009; MACIEL e MISSAWA, 2012).

O parasita causador da malaria pertence ao filo Apicomplexa, familia Plasmodiidae,
género Plasmodium, sdo descritas cerca de 150 espécies causadoras da malaria em diferentes
hospedeiros vertebrados (NEVES et al., 2016). Ainda de acordo com esses autores, 0
tamanho, a forma e a aparéncia dos plasmddios variam de acordo com o individuo, ou seja,
eles ndo tém um padrao a ser seguido. O ciclo biolégico do Plasmodium é bem complexo. Ele
possui dois hospedeiros, um vertebrado e outro invertebrado (MILLER et al., 2013).

Popularmente, o vetor transmissor da malaria é conhecido como carapand, murigoca,
sovela, mosquito-prego e bicuda. A fémea do mosquito Anopheles é responsavel pela
transmissdo da doenca uma vez que, as fémeas alimentam-se de sangue enquanto 0s machos
alimentam-se de néctar de plantas (BRASIL, 2005). As espécies do vetor da malaria de
grande importancia epidemioldgica no Brasil sdo Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi, A.
(Nys.) albitarsis, A. (Nys.) aquasalis, A. (Kertezsia) cruzii, A. (Ker.) bellator. Na maioria das
vezes esses insetos evoluem em aguas limpas e sombreadas de remansos de rios, cdrregos,
igarapes, lagos, represas, acudes, valetas de rigacdo, alagados, pantanos e aguas acumuladas
em bromélias (BRASIL, 2005). O transmissor da malaria na Amazonia € o Anopheles
darlingi (MACIEL e MISSAWA, 2012) (FIGURA 2).

Figura 2- Mosquito do género Anopheles

Fonte: Siqueira et al. (2018)
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2.2.4 Ocorréncia da malaria no mundo e no Brasil

A maléria é considerada um problema mundial de grande preocupacdo. No ano de
2017 foram notificados cerca de 219 milhGes de novos casos, sendo que, destes casos foram
registrados 453.000 mortes causados pela doenca em todo mundo. Em 2019 ocorreram 228
milhGes de casos de malaria, com registros de 405.000 casos de morte, principalmente na
Africa Subsaariana (WHO, 2020). As pessoas mais vulneraveis so criangas com menos de
cinco anos, mulheres gravidas e pacientes com HIV/AIDS (BRASIL, 2019).

No ano de 2017, P. falciparum foi responsavel por 99,7% dos casos da doenca na
regido Africana (FIGURA 3), assim como a maioria dos casos registrados nas regifes do
Sudeste Asiatico (62,8%), Mediterraneo Oriental (69%) e Pacifico Ocidental (71,9%). Além
disso, seis paises (africanos): Nigéria, Republica Democrética do Congo, Uganda, Costa do
Marfim e Mocambique foram responsaveis por mais da metade de casos de malaria no mundo
(WHO, 2019).

Figura 3- Distribui¢do de casos de maléria no mundo

>90% P. vivax e P, falciparum

>90% P, vivax Bl >90% P. falciparum
Fonte: Adaptado de CDC-USA (2011)

Nas areas endémicas no Brasil, ha a ocorréncia de casos nos estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Ronddnia, Roraima e Tocantins (REINERS et al.,
2010; BRASIL, 2015).

No estado de Rondodnia, a doenca teve um aumento de 40% em 2019 onde foram
registrados 9.385 novos casos da doenga (BRASIL, 2019). Entretanto, segundo a OMS, no

Brasil ocorreu uma reducdo de 23,8% do nimero de casos da malaria, passando de 193.837
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casos em 2018 para 156.629 em 2019. No primeiro trimestre de 2020, o pais vem mantendo a
reducdo, com queda, de janeiro a fevereiro, de 21,3% em relacdo ao mesmo periodo de 2019
(OPAS, 2020). No ano de 2018, do total de casos autoctones na regido Extra-Amazonica,
aproximadamente 1/3 foram registradas na regido de mata Atlantica. Nessa area, os estados da
Bahia e do Espirito Santo apresentaram um numero elevado de surtos da doenca (BRASIL,
2019).

Na figura 4, estdo representados os estados que se encontravam no ano de 2019, em
situacdo de alto risco: Acre, Amapa, Amazonas, Rondonia e Roraima. As areas endémicas da
doencga estdo concentradas na regido Amazonica. Nas demais regides, cor branca no mapa, a
doencga néo apresenta risco.

De acordo com Barcelos et al. (2009) as mudancas climaticas estdo diretamente
ligadas as doencas transmitidas por vetores, principalmente em regides que possuem clima
tropical. Ja a malaria, por exemplo, tem tanto condi¢des climaticas como a atividade antropica

humana, como condic¢des sanitarias precarias.

Figura 4- Mapa de risco da malaria por municipio de infec¢do no Brasil em 2019
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Fonte: Sivep-Malaria e Sinan/SVS/MS. Data de atualzacao: 7 de margo de 2020. Exduidos resuitados negatives, nulos e as LVWC

*Dadas sujeitos a alteragao

Fonte: Ministério da Saude (2019)
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2.3 Uso de plantas medicinais no tratamento da malaria

Desde os primordios as plantas medicinais vém sendo utilizadas para combater
enfermidades, e se disseminaram ao longo dos anos. A maioria dos tratamentos com plantas
sdo para combater os parasitas (MELO et al., 2017). Algumas plantas como o boldo (Coleus
barbatus Benth.), o figadil (Vernonia condensata Backer), a quina (Cinchona calisaya
Wedell) e o picdo (Bidens pilosa L.) sdo as mais citadas na literatura como remeédios
utilizados para o tratamento de malaria, em estudos realizados por Reiners et al. (2010).
Devido aos elevados numeros de casos da doenca na regido da Amazbdnia sdo
importantissimos os estudos de plantas medicinais para o tratamento da doenca. Em alguns
casos, as plantas sdo o Unico recurso para aquelas regiGes que possuem pouco ou quase
nenhum acesso ao sistema tnico de satde (VEIGA e SCUDELLER, 2015).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Salude, 80% da populacdo mundial faz uso
de plantas medicinais. No Brasil os fitoterapicos foram aprovados para serem utilizados pelo
SUS (Sistema Unico de Satde) mesmo assim ainda sdo pouco distribuidos nos municipios
(VEIGA e SCUDELLER, 2015; BRASIL, 2015).

O uso tradicional de plantas é bem disseminado entre comunidades como 0s
remanescentes de quilombos de Oriximind. As plantas medicinais mais utilizadas para o
tratamento de doencas sdo: Bertholletia excelsa Bonpl. (castanheira), Bidens bipinnata L.
(picdo), Carapa guianensis Aubl. (andiroba), Simba cedron Planch. (pau-paratudo),
Mangifera indica L. (mangueira), Senna occidentalis L. (paramagioba), Caripa papaya L.
(mamédo macho) Croton sacaquinha Croizat. (sacaquinha), Phyllanthus caroliniensis Walter
(quebra-pedra), Luffa operculata Cogn. (cabacinha), Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. (uxi-
liso), Himatanthus sucuuba (Spr. Mull/Arg.) W. (sucuba), entre outras (OLIVEIRA et al.,
2015).

2.4 Primeiros farmacos utilizados para tratamento da malaria

Os primeiros farmacos antimalaricos utilizados no tratamento da malaria foram a
quinina (1) de origem vegetal, substancia encontrada em Cinchona spp., e a artemisinina (2)
outra droga de origem natural, isolada da Artemisia annua (FIGURA 5) (ACHAN et al.,
2011).
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Figura 5- Estruturas quimicas de antimalaricos naturais

Atualmente, a cloroquina (3) e a primaquina (4) sdo os farmacos utilizados para o
tratamento das infeccdes causadas pelo Plasmodium vivax e/ou Plasmodium ovale. Ja para o
Plasmodium falciparum o tratamento é feito pela combinacdo de artemisinina (TCA)
artemeter (5), lumefantrica (6) e artesunato (7), mefloguina (8) (BRASIL, 2009).

Algumas pesquisas demonstraram que 0 parasita adquiriu resisténcia a essas drogas
utilizadas ha longa data, como a cloroquina (3). No caso do P. falciparum é ainda mais grave,
pois h& resisténcia a varias drogas como a pirimetamina (9) e a sulfadoxina (10) (FIGURA 6).
Em alguns paises o parasita P. vivax possui resisténcia a cloroquina (SUWANARUSK et al.,
2007; PRICE et al., 2009; CHEHUAN et al., 2013; LEITE et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2015).
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Figura 6- Estruturas quimicas dos antimalaricos sintéticas
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25 Resisténcia aos antimaléaricos

Como nédo ha uma vacina para a prevencao da malaria, o tratamento é feito com o uso
de drogas antimalaricas. No entanto como mencionado anteriormente, com passar dos anos 0s
parasitas adquiriram resisténcia a varios antipaludico, o que torna dificil o controle da malaria
em todo mundo. Onde ja existem relatados de casos de resisténcia do P. falciparum, P. vivax
e P. malariae (WHO, 2015).

Em 1910 foi registrado o primeiro caso de resisténcia a quinina no Brasil (NEIVA,
1910). Em 1950 na Asia, foram descritos os primeiros casos de resisténcias & cloroquina
(CQ), e décadas depois essas cepas resistentes ja estavam nos continentes Africano e

Americano (HARINASUTA et al., 1965). Devido aos casos de resisténcia & cloroquina, foi
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introduzida a sulfadoxina-pirimetamina (SP) para o tratamento da mal&ria, no entanto anos
depois da introducédo desse medicamento foi relatada a resisténcia do parasita (TRAVASSO e
LAUFER, 2009). Em 1980, para o tratamento da malaria era utilizada a mefloquina (MQ),
mas com as outras drogas a resisténcia apareceu logo em seguida (SEVERINI e MENEGON,
2015).

No Brasil, o P. falciparum possui resisténcia a cloroquina, sulfadoxina-pirimetamina,
mefloquina, quinina e amodiaquina (NORONHA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2015). O
primeiro relato de resisténcia de P. vivax em alguns paises a cloroquina ocorreu na Indonésia
e Papua Nova Guiné em 1990 (ALECRIM et al., 1999; SUWANARUSK et al., 2007; PRICE
et al., 2009; GOMES et al., 2011).

A partir da década de 1990 comecou a serem utilizados para o tratamento da maléria
os derivados de artemisinina (TCAs) em combinacdo de MQ com Artemeter (ART)
(LOOAREESUWAN et al., 1992). Com a disseminacdo de cepas resistentes, a busca por
novos tratamentos e controle da doenga é de suma importancia. (FIGURA 7).

Figura 7- Esquema indicando o periodo aproximado de introducéo das drogas antimalaricas (caixa azul) e de
notificagdo da resisténcia aos antimalaricos (caixa verde).

CO SP MO HF ACT

1910 | 1950 1955 1960 1965 | 1970 1975 1980 | 1985 | 1990 [1995 2000
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Fonte: Adaptado de Costa, 2017

Nota: QNR, resisténcia a quinina; CQ, cloroquina; CQR, resisténcia a cloroquina; SP, sulfadoxina-pirimetamina;
SPR, resisténcia a sulfadoxina-pirimetamina; MQ, mefloquina; HF, Halofantrina; MQR, resisténcia a
mefloquina; HFR, resisténcia a Halofantrina; ACT, terapia baseada em derivados de artemisinina.

2.6 Familia Humiriaceae

A familia Humiriaceae compreende principalmente espécies neotropicais. A familia
possui oito géneros, 49 espécies e varias subespécies. Sua ocorréncia se estende desde a Costa
Rica até o sul do Brasil (LORENZI, 2002). As espécies da familia Humiriaceae sdo arvores de

porte grande e copas carregadas. Seus troncos tém cor marrom escuro e/ou avermelhada,
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folhas glabras (lisas). As flores sdo hermafroditas e os frutos geralmente sé&o no formato de
drupas (MACHADO, 2015).

A familia Humiriaceae tem origem neotropical, encontradas nas regides tropicais das
Américas. Com distribuicio geografica na Africa tropical, América Central e América do sul
Tropical (HERRERA et al., 2010). (FIGURA 8).

Figura 8- Distribuicdo dos géneros da familia Humiriaceae

/’-z-‘ﬁ“ ? % Vantanea cipaconensis I
Bt - vv Humiria bahiensis : e
" O Humiriastrum sp. o YN o/
. OSacoglottis tertiaria I . f Y
@ -
R
IS v -
------- - Vantanea, Humiriastrum, Sacoglottis — — - Humiria
® 0 o o o Duckesia, Hylocarpa, Endopleura, - - - - Sacoglottis gabonensis
Schistostemon

Fonte: Herrera et al. (2010)

2.6.1 Endopleura uchi (Huber) Cuatrec

A Endopleura uchi (Huber) Cuatrec pertence a familia Humiriaceae (FIGURA 9)
(OLIVEIRA et al., 2015). A E. uchi pode atingir 20 a 30 de altura. Sua copa é subglobosa, o
seu tronco é ereto e cilindrico podendo atingir um metro de diametro. Seu fruto tem a forma
de drupas oblongo-elipsoides chegando a sete cm de comprimento, de coloracdo verde-
amarelado e ou/ parda-escuro. O fruto é comestivel, sendo utilizado tanto por pessoas como
também na alimentacdo de animais. Suas folhas s@o alternas simples. A floracdo ocorre nos
meses de setembro-novembro e a maturagdo dos frutos em janeiro (LORENZI, 2002;
MAGALHAES et al., 2007; MUNIZ, 2013).



31

Figura 9-Endopleura uchi (Huber) Cuatrec in natura (Reserva Florestal Adolpho Ducke, INPA)

> =4 71 ) A T
Nota: Arvore Endopleura uchi (A) Coleta da casca (B)

E. uchi ocorre na regido Amazonica nos estados do Acre, Amazonas, Mato Grosso,
Pard, Ronddnia e Roraima, principalmente em matas de terra firme. Geralmente E. uchi é
cultivada em pomares domeésticos na regido Amazonica. Ela é conhecida popularmente como
uxi-liso, uxi-amarelo e uxi (LORENZI et al., 2006). A espécie tem um grande valor
comercial, sendo utilizada na fabricacdo de sorvetes, 6leos e licores. E bem apreciada pelas
comunidades rurais. Ja a casca é bem utilizada para fins medicinais pela populacdo na forma
de maceracdo ou cha para combater doengas inflamatdrias uterinas, como miomas e ovario
policisticos, artrite, colesterol e malaria (MAGALHAES et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2015).

2.6.2 Composicdo quimica e atividade biol6gica Endopleura uchi

Na E. uchi foram encontradas trés classes de metabdlitos secundarios nas cascas:
taninos, cumarinas e saponinas (POLITI, 2009). Nos frutos séo encontrados carotenoides com
atividade de provitamina A: B-caroteno (11) e a-caroteno (12), sendo também uma grande
fonte energética e de fibras, por apresentar na sua composi¢cdo mineral o potassio, silicio,
enxofre, célcio e magnésio (MAGALHAES et al., 2007; ROLIM et al., 2020).

Estudos fitoquimicos realizados com o caule de E. uchi demonstraram a presenca de
substancias quimicas como as isocumarinas bergenina e triterpenoides pentaciclicos, acido

masilinico (13) e seu éster masilinato de metila (14) (LUNA, 2000). O fracionamento
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cromatogréafico das cascas de E. uchi levou ao isolamento de uma mistura dos esteroides -
sitosterol (15) e estigmasterol (16) (FIGURA 10)(LAGQOS, 2006).

Figura 10- Estruturas quimicas de esteroides isolados da casca da espécie Endopleura uchi

as) (16)

Em trabalho realizado por Silva et al. (2009), com o extrato aquoso, a fragdo soltvel
em acetato de etila e fragdo ndo sollvel em acetato de etila das cascas de Endopleura uchi,
foram testados para o crescimento de leveduras (Candida albicans, C. guilliermondii e C.
tropicalis), de trés fungos filamentosos (Aspergillus flavus, A. nidulans e A. niger), seis
bactérias Gram negativa (Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcenses e Shigella sonnei,). Os autores observaram que
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devido a presenca da bergenina (17) (FIGURA 11), ocorreu uma inibi¢do do crescimento das
espécies de Candida. Analises cromatogréficas realizada por Takahashi et al. (2003) levou ao
isolamento da bergenina (17) e o acido galico (18) nas cascas de E. uchi (FIGURA 11). Os
mesmos autores observaram que o0s extratos testados ndo apresentaram atividade citotoxica
indicando assim que a espécie ndo apresenta risco quanto ao consumo da mesma
(HERZENER et al., 2002).

Figura 11 - Estruturas quimicas de isolados da casca da espécie Endopleura uchi

HO OH

(17) (18)

A Dbergenina possui atividades antioxidantes, gastroprotetivas e anti-HIV, como
também para combater resfriados, bronquite e uso como anti-inflamatorio (PIACENTE et al.,
1996; GOEL et al., 1997; HERZENER et al., 2002; TAKAHASHI et al., 2003).

De acordo com Oliveira et al. (2017), os extratos obtidos da casca do caule da E. uchi
apresentam atividades antioxidantes e antilipase, evidenciando que os extratos poderiam ser

utilizados como fitoterapicos para o tratamento da obesidade.

2.7  Familia Apocynaceae

Espécies da familia Apocynaceae estdo presentes em regides tropicais e subtropicais,
em alguns casos podem ser encontradas em regifes de clima temperado. A familia é
representada por 200 géneros e 2000 espécies. Na flora brasileira, encontram-se 376 espécies
e 41 géneros (MOURA e AGRA, 1989). As espécies da familia Apocynaceae sdo arvores de
grande e/ou médio porte, podendo ser encontradas também em formas de arvoretas, lianas e
arbustos. Uma das caracteristicas mais marcantes da familia é a presenca de latex de cor
branca e/ou vermelho sangue em algumas espécies (MORALES, 2005). A familia apresenta

distribuicdo pantropical e subtropical (FIGURA 12).
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Figura 12- Distribuicdo geogréfica da familia Apocynaceae

Fonte: Trépicos mapas (2020)

2.7.1 Distribuicéo botanica de Himatanthus sucuuba (Spruce) Wood.

Na familia Apocynaceae encontra-se a espécie Himatanthus sucuuba (Spruce) Wood.,
gue é uma arvore de grande porte, conhecida popularmente como sucuuba e sucuuba-
verdadeira (OLIVEIRA et al., 2015). A espécie estd presente nos estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins (LORENZI,
2002).

Uma das caracteristicas mais marcante da espécie é a producdo de latex na cor branco
leitoso. A arvore pode chegar a 8 a 16 m de altura. Seu tronco é do tipo ereto cilindrico com
casca rugosa de 30-40 cm de diametro.

As folhas séo simples, alternadas espiraladas, glabras, e os frutos sdo curvados com
um chifre, glabro e angulados, com 20-26 cm de comprimento, e com Vvérias sementes aladas.
A sua floragdo ocorre nos meses de agosto a outubro e o amadurecimento do fruto ocorre
entre marco a maio (LORENZI, 1998) (FIGURA 13).
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Figura 13 - Aspecto morfoldgico de Himatanthus sucuuba (Spruce) Wood

Fonte: Lorenzi (2002); Nota: Ramo florido (A)

As folhas da Himatanthus sucuuba sdo utilizadas na medicina popular para aliviar
dores, constipacdo e irritacdo estomacal. O latex é utilizado para combater afeccdes de pele,
artrite, anemias, gastrite, cancer, malaria, hemorroidas e verminoses (MIRANDA et al., 2000;
DI STASI et al.,, 2002; OLIVEIRA et al., 2015). (FIGURA 14).

Figura 14- Himatanthus sucuuba (Spruce) Wood, Reserva Florestal Adolpho Ducke, INPA

£

Nota: Arvore a especi Himatanthus sucuuba (A) Coleta da casca (B) )
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2.7.2 Composicdo quimica e atividade bioldgica do género Himatanthus

Em estudos realizados com a casca de H. sucuuba, Silva et al. (1998), identificaram os
iridoides plumericina (19) e isoplumericina (20) utilizando métodos cromatogréaficos, ja no
latex ja foram isolados os iridoides fulvoplumierina (21) (FIGURA 15).

Os iridoides possuem varias atividades biologicas tais como antiviral, antimicrobiana,
antitumoral, antibidtica, anti-inflamatdria, antioxidante, atividade neuroprotetora, citotdxica e
leishmanicida (MIRANDA et al., 2000; OLIVEIRA, 2014). A espécie é muito utilizada para
dores nas costas, pancadas, dor de dente, tendo um potencial cicatrizante (VILLEGAS et al.,
1997; RODRIGUES et al., 2010).

Figura 15 - Estruturas quimicas de iridéides isolados da casca e do latex da espécie Himatanthus sucuuba

OCH;

(20)

Tanto no latex como nas cascas de H. sucuuba foram encontrados os triterpenos
cinamato de lupeol (22), cinamato de a-amirina (23), cinamato de f-amirina (24) e acetato de
lupeol (25), isoplumierideo (26) e desmetilisoplumierideos (27) (MIRANDA et al., 2000;
SILVA et al., 2003; SPINA, 2004; REBOUCAS et a., 2012) (FIGURA 16).
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Figura 16 - Estruturas quimicas de triterpenos e iridoides isolados da casca e do latex de Himatanthus sucuuba

(24) (25)

O género Himatanthus compreende 13 espécies, sendo elas: H. articulatus (H.
sucuuba), H. attenuatus, H. bracteatus (H. speciosus), H. drasticus (H. fallax), H. fallax, H.
lancifolius (H. fallax), H. obovatus, H. phagedaenicus, H. stenophyllus, H. speciosus, H.
semilunatus, H. sucuuba e H. tarapotensis, (OLIVEIRA, 2013).

O género € muito conhecido na medicina popular por apresentar varios compostos

ativos como alcaloides indolicos, iridoides e ésteres triterpénicos (DI STASI et al., 2002).
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Dentre as espécies mais utilizadas pela medicina popular temos a H. articulatus, H.
lancifolius, e H. sucuuba. No Quadro 1 estdo descritos os relatos do uso medicinal de espécie

de Himatanthus.

Quadro 1- Uso de espécies de Himatanthus para fins medicinais e atividades farmacoldgicas

ESPECIE PARTE - .
INDICACAO REFERENCIAS
VEGETAL UTILIZADA
Diminuig&o da presséo

H. attenuatus Folhas arterial sem alteracéo da ;

; Jiménez et al., 2002

frequéncia cardiaca.
Indicagdo indigena como

H. bracteatus Folhas antipirético. Castilho et al., 2003.

Tratamento de cancer,
H. drasticus Latex vermes, febre,
infertilidade feminina, Lorenzi e Matos, 2000.
Ulceras géstricas.
Leishmanicida contra

H. obavatus Raizes promastigotas Mesquita et al. 2005.

Gastrite, hemorroidas e
Endo et al., 1998.

anemia.
Casca do Tratamento de feridas
H. sucuuba caule externas, antibacteriana

Palermo-Neto e Almeida,

contra cepas de
2002.

Clostridium histolyticum

H. sucuuba Latex Anti-inflamatéria Miranda et al., 2000.

A espécie Himatanthus lancifolius € utilizada para problemas respiratdrios como asma
e para a doenca venérea sifilis. Nessa espécie séo encontrados alcaloides como a uleina (28) e
a desmetoxiaspidospermina (29) (FIGURA 17) (FRANCA et al., 2000). O latex de H.
articulatus possui atividade antifngica e antibacteriana. Na medicina popular ela é utilizada

para tratamento de malaria, Glceras estomacais, tumores, inflamacdes, sifilis e cancer. Da H.
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lancifolius ja foram isolados do latex o cinamatos de a- e de f amirina (23 e 24 FIGURA 16
pag. 37), cinamatos de lupeol (22 FIGURA 16 pag. 37), acetato de lupeol (25) (FIGURA 16
pag. 37) e cicloartenol (30) (FIGURA 17) (REBOUCAS et al., 2012).

Figura 17 - Estruturas quimicas de Alcal6ides isolados Himatanthus lancifolius
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar a atividade antiplasmaodica e realizar estudo quimico de Endopleura uchi e
Himatanthus sucuuba.

3.2  Especificos

o Avaliar extratos, fracGes e substancias das espécies frente ao Plasmodium falciparum

com atividade antimalarica in vitro.
o Isolar substancias antiplasmadicas de extratos a partir das espécies vegetais.
o Caracterizar e identificar/elucidar as estruturas das substancias por ressonancia

magnética nuclear, espectrometria de massas e outros metodos fisicos.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Material e método

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Principios Ativos da Amazonia
(LAPAAM/CQOTEI) e no laboratério de Malaria e Dengue (COSAS) nas dependéncias do
Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA). As espécies estudadas nesse trabalho séo
utilizadas pela comunidade remanescentes quilombolas do municipio de Oriximina-PA, a qual
fazem o uso tradicional dessas espécies principalmente para o tratamento da malaria assim
citada por Oliveira et al. (2015). O LAPAAM/INPA possui anuéncia assinada pelos principais
representantes da Associacdo de Comunidades Remanescentes de Quilombos do Municipio
de Oriximind (ARQMO) para utilizar essas espécies em seus estudos cientificos.

Todas as espécies utilizadas nesse trabalho foram cadastradas no Sistema Nacional de
Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen:
AT724705).

4.1.1 Equipamentos

Os seguintes aparelhos foram utilizados para a conducao desse trabalho:

¢ Moinho de facas: Marca Marconi, Modelo MA 340 (EX-CPPN/COTEI)

¢ Estufa de secagem: Marca Fanem, Modelo 320-SE circulacdo mecanica

e Balanca analitica: Marca Ohaus, modelo AY220

v" Marca WEIGHTECH, modelo WTI000, limite maximo de 200 kg e minimo de 0,001 g.
v" Marca MARTE, modelo AY220, limite 220 g.

¢ Lavadora Ultrassnica: Marca UNIQUE.

¢ Rotaevaporador: Marca Fisatom, modelo 802-1965418.

4.1.2 Coleta do material vegetal

Os materiais vegetais das espécies Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. e Himatanthus
sucuuba (Spruce) Woodson., foram coletados na Reserva Florestal Adolpho Ducke no dia
27/08/2019 nas seguintes coordenadas 3°05'28" latitude Sul e 59°57'57” longitude Oeste
(FIGURA 18). Foi realizado o tombamento das exsicatas no Herbario do Instituto Nacional
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de Pesquisa da Amazonia — INPA, nos seguintes nimeros: H. sucuuba (287887) e E. uchi
(287044).

Figura 18- Mapa de localizacdo da Reserva Florestal Adolpho Ducke
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Fonte: Google Earth Pro (2020)

4.1.3 Secagem/ moagem do material vegetal

No LAPAAM/INPA, foi realizada a triagem das cascas e folhas das duas espécies. Em
seguida as folhas foram picotadas com auxilio de uma tesoura e as cascas cortadas em
pedacos menores para facilitar a secagem. Apds a separacdo, todas as amostras foram levadas
a estufa de circulacdo a 40 °C para a secagem até atingirem peso constante. Apds a secagem,
as amostras foram trituradas em moinho de facas (CPPN/INPA). Posteriormente, as amostras

foram pesadas, embaladas e armazenadas na geladeira até a extragdo.

4.2  Cromatografia

4.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Utilizou-se cromatofolhas de aluminio com silica de fase normal e reversa RP-18 com
suporte de aluminio Merck 20 x 20 cm, recortando-se em placas menores de até cinco cm de
altura. As amostras foram dissolvidas no solvente apropriado, aplicada na cromatofolhas com
uso de capilar de vidro. Em seguida, foram eluidas no sistema cromatografico pré-
determinado de acordo com a amostra. As placas foram analisadas nos comprimentos de 254 e
365 nm, a fim de deteccdo de inflorescéncia nos compostos quimicos. Posteriormente, as

mesmas placas foram reveladas com anisaldeido e aquecidas, para detecgdo dos metabolitos



43

secundarios do tipo terpenos ou iridoides. Para a deteccdo de alcaloides foi utilizado o
revelador Dragendorf.

4.2.2 Cromatografia em coluna (CC)

Para a realizacdo de fracionamento dos extratos e isolamento por cromatografia em
coluna foram utilizadas colunas de vidros de tamanhos variados, de acordo com as
quantidades de amostras a serem fracionadas. Para isso foi utilizadas colunas com fase

estacionaria contendo silica gel 60 (0,063 — 0,2000 mm), Merck.

4.3  Métodos espectroscopicos

4.3.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear unidimensionais (1D) de RMN *H,
RMN *C, DEPT 135° e DEPT 90° foram registrados utilizando o espectrémetro Bruker,
operando a 300 e 75 MHz para as frequéncias de *H e *3C, respectivamente. Também foram
registrados espectros de RMN bidimensionais (2D) de COSY, HSQC e HMBC, no
equipamento pertencente a Central Analitica do Laboratdrio Temético de Quimica de
Produtos Naturais (CA-LTQPN/INPA). Os solventes deuterados para analises foram

cloroférmio, dimetilsulféxido e dgua. Os deslocamentos quimicos foram registrados em ppm

(3).

4.3.2 Calculo do rendimento das extracgdes

O rendimento dos extratos foi calculado utilizando o seguinte algarismo:

Rendimento (%) = (massa do extrato seco) x 100
(massa do material vegetal extraido)

4.4  Preparacdo dos extratos, fragdes e isolamento das substancias.

44.1 1°Extracdo em pequena escala dos extratos

Os extratos de H. sucuuba e E. uchi foram preparados com base nos métodos
utilizados por Rodrigues et al. (2010) e Oliveira et al. (2015), onde os mesmos realizaram
extracdo a frio e maceragédo entre outros métodos com solventes de baixa e alta polaridade

como, hexano, diclorometano, acetato de etila, etanol e n-butanol. Baseado nestes relatos,
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optou-se pela extracdo por maceracdo com 7 solventes diferentes utilizados no trabalho de
Oliveira et al. (2015) com algumas adapta¢des. Também foram realizadas extracdes a quente
(decoccéo e infusdo), visto que estes sdo 0s métodos comumente utilizados nas comunidades
tradicionais.

O extrato bruto obtido por maceragéo foi preparado utilizando 6 seis frascos ambar. A
extracdo por maceragéo foi realizada em pequena escala, em um periodo de 10 dias, com uma
hora de agitacdo em banho de ultrassom a cada 24 h. Foi utilizado 1 g de material vegetal
distribuidos em seis fracos, em cada frasco foram adicionados 5 mL de solvente, em um
gradiente de polaridade crescente: hexano, cloroférmio, acetato de etila, acetona e etanol.
Também foi utilizada uma mistura hidroalcodlica (etanol e 4gua) na proporc¢do 1:1. A cada 48
h foram realizadas as extracfes e em seguida adicionado mais solventes. Posteriormente,
foram feitas a filtracdo desses extratos e colocados em banho de areia para secar. Depois de
prontos, os extratos secos foram submetidos a testes biolégicos in vitro contra o P.
falciparum. Os extratos que apresentaram atividade bioldgica foram fracionados com métodos
cromatograficos para isolar e identificar o tipo de molécula quimica presente nas respectivas
espécies. Outro método de extracdo utilizado nesse trabalho foi o método tradicional

comumente usado pelas comunidades que sdo a decocc¢ao e infuséo descritas abaixo.

4.4.2 Extracdo a quente por decoccao

O método de decoccdo foi elaborado utilizando erlenmeyer de 125 mL. Para a
preparacdo da decoccdo foi utilizado 1 g do material vegetal para 25 mL de agua destilada.
Mantido em fervura a 100 °C por um periodo de 1 h, apds esse tempo a mistura foi filtrada e
colocada para secar em banho de areia. Os extratos secos preparados foram submetidos a

testes antimaldricos in vitro.

4.4.3 Extracdo a quente por infusdo

Para esta extracdo, foi utilizada 1 g do material vegetal para 25 mL de 4gua. A agua
foi levada ao fogo até atingir a temperatura de ebulicdo. O aquecimento foi cessado e o
material vegetal adicionado na agua quente. A mistura ficou em repouso em recipiente
fechado por um periodo de 1 h. Posteriormente, a mistura foi filtrada e colocada para secar em
banho de areia. Apds a evaporacdo e pesagem, 0s extratos secos foram submetidos a testes

antimalaricos in vitro.
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4.4.4 2°Extragdo em grande escala dos extratos

Para a segunda extracdo, foi utilizado apenas material vegetal de H. sucuuba.
Extracdes sucessivas do material vegetal foram efetuadas por maceragdo em frasco tipo
Mariotte. Para essas extracdes foram utilizados sequencialmente, hexano e acetato de etila até
exaurir todo o material, por repetidas extracdes. A extracdo foi realizada com 500 gramas de
folhas H. sucuuba, posteriormente foi adicionado 500 mL de solvente. Foram realizadas
extracOes a cada 24 horas totalizando oito extratos, sendo iniciado pelo solvente hexano no
qual foram realizadas quatro extracdes, e em seguida foi adicionado no mesmo material
vegetal o solvente acetato de etila, sendo feita quatro extragdes. Os rendimentos dessa
extracao estdo representados na tabela 1.

Apbs o periodo de maceracdo os extratos foram filtrados em papel filtro e
concentrados em evaporador rotativo, sob pressdo reduzida. Apos evaporacdo completa, as
amostras foram levadas para o banho de areia, depois de secos foram pesados para calcular o
rendimento de cada extrato. Apos prontos foram observados o seu perfil através da analise por
CCD. Posteriormente, foi realizado o fracionamento com métodos cromatograficos para isolar
e identificar o tipo de moléculas quimicas presentes. Em seguida, essas fracBes foram
submetidas a testes bioldgicos in vitro contra o P. falciparum. O método de extracdo esta
representado no esquema a baixo (FLUXOGRAMA 1).

Fluxograma 1- Obtencdo dos extratos brutos pelo método de maceragdo

Material vegetal 500 g

Maceracdo 24 h Filtracdo
+ solvente 500 mL

Evaporagao
Rotatdria
filtrada

Evaporacdo total no

8 extratos brutos banho de areia
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Tabela 1- Massa dos extratos das folhas da segunda extracdo de H. sucuuba e seus respectivos rendimentos a
partir do material vegetal utilizado

Extratos obtidos da folha de H. sucuuba a partir de 500 g.

Solventes de

Extracéo extracio Massa () Rendimento (%)
1° 7,87 1,57
2° Hexano 2,78 0,55
3° 0,781 0,15
4° 0,514 0,10
1° 5,62 1,12
2° AcOEt 3,58 0,71
3° 2,36 0,47
40 1,66 0,33

Nota: Solventes extratores: ACOEt (acetato de etila)

4.4.5 Fracionamento do extrato acetato de etila da folha (EDB-A)

O extrato de acetato de etila das folhas de H. sucuuba (5,10 g), codificado como EDB-
A, foi fracionado em coluna com silica gel 60 (0,063-0,2 mm Merck). A coluna foi
empacotada e eluida inicialmente com hexano 100%, seguida de uma mistura de hexano/
cloroférmio (8:2) e na sequéncia, acetato de etila 100%, acetona 100% e metanol 100%.
Obtiveram-se 18 fracdes que foram reunidas conforme seus perfis cromatograficos em cinco
fracdes, codificadas em FDB1, FDB2, FDB3, FDB4, FDB5, (FLUXOGRAMA 2), apés
serem analisadas em CCD. Em seguida foi feita a remocéo do solvente utilizando evaporador
rotatorio sob pressdo reduzida. Apds analisadas por CCD, foras rotaevaporadas sob pressdo

reduzida, para obtencdo das fracOes isentas de solventes organicos.

Fluxograma 2- Fracionamento cromatografico do extrato acetato de etila da folha (EDB-A)

EDB-A
5,10 g 1. Hexano 100%
2. Hexano/Cloroférmio (8:2)
3. Acetato de etila 100%
4. Acetona 100%
- 5. Metanol 100%
’ 18 fragdes

1. CDD analitica
2. Reunido das fracbes semelhantes

FDBL FDB2 FDB3 FDB4 FDBS5
2,99 ¢ lg 0,10g 0,329 0,56 g
58,0% 19,6% 201% | 621% 11,09%
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4.4.6 Purificacdo da fragdo FDB2

A purificagdo da fracdo codificada como FDB-2 foi realizada em uma coluna
cromatografica de 20 cm, em seguida foi empacotada com silica (0,063-0,200 mm, Merck) e
hexano 100%.

A eluigdo foi realizada com aumento de polaridade sendo incrementados 10% de
acetona na propor¢do de 9:1. O referido procedimento gerou 10 subfracfes, que ap6s serem
analisadas em CCD, foram reunidas conforme seus perfis cromatograficos em oito fragdes.
(FLUXOGRAMA 3).

Fluxograma 3- Fracionamento cromatogréfico da fracdo da folha de H. sucuuba.

FDB2
1g

1. Hexano: Acetona (9:1)

l 10 fracbes

3. CDD analitica
4. Reunido das fragdes semelhantes

SDBF1
5,1 mg

SDBE5
42 mg

SDBF4

SDBF6 |
8,8 mg

SDBF8
12 mg

98 mg

82 mg 82 mg

Mistura (2 substancias)
(RMN)

SDBF2 H SDBH2

A substancia 1DBG1 isolada da fragdo codificada como FDB2, caracterizou-se como
um soélido de coloracdo branca, aparecendo como uma Unica mancha quando analisada em
CCD. Sua solubilidade foi observada em DMSO. Em CCD, ap6s revela¢do com anisaldeido e

alguns segundos de aquecimento muda-se a coloracdo passando para o lilas intenso, com
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eluente AcOEt/hexano na proporc¢do de 7:3 com Rg de 0,35. Espectros de RMN 1D e 2D
foram obtidos.

A Subfracdo 1BDH2 isolada da fracdo FDB2 caracterizou-se como um solido de
coloracdo verde claro. Sua solubilidade foi observada em DMSO. Em CCD, ap06s revelacédo
com anisaldeido e alguns segundos de aquecimento muda-se a coloragéo para o lilas intenso,

com eluente em AcOEt/hexano na proporc¢éo de 7:3 (R 0,35).

4.5  Microteste para atividade antiplasmodica in vitro
45.1 Cultivo in vitro de Plasmodium falciparum

A cultura in vitro de P. falciparum e os bioensaios com este parasita foram realizados
no Laboratério de Cultivo de P. falciparum (COSAS/INPA). O método utilizado é uma
modificacdo da técnica de Trager e Jensen (1976), adaptada pela Geréncia de Malaria da
FMT-HVD, baseada no desenvolvimento in vitro dos estagios eritrocitarios desta espécie
parasitaria. Neste estudo foi utilizada a cepa K1 de P. falciparum (MRA-159, MR4, ATCC,
Manassas Virginia), resistente a cloroquina e pirimetamina, cultivada em eritrocitos humanos
do tipo A+ a 37 °C, em frascos de poliestireno de 50 mL hermeticamente fechados, sob uma
atmosfera de baixa tenséo de oxigénio (5% de CO,, 5% de O, e N, balanceado). Nos frascos
foram adicionados cerca de 500 pL de eritrocitos parasitados e 4,5 mL de meio RPMI 1640
(Gibco®) suplementado com NaHCOj3; (32 mM), HEPES (25 mM), hipoxantina (37 mM),
glutamina (2 mM), glicose (10 mM), 0,4 mL de gentamicina e 10% de plasma humano
inativado tipo A+. A troca do meio de cultura e a adicdo de mistura carbogénica foram
realizadas diariamente, bem como a adicdo de eritrocitos sempre que necessario. O
crescimento dos parasitas foi acompanhado durante a troca do meio de cultura, através de
esfregacos sanguineos corados em panoético® e observados em microscépio Optico. A
parasitemia foi calculada e expressa em percentagem a partir da contagem de 2000 eritrocitos.
Os ensaios foram realizados com culturas sincronicas no estagio anel, trofozoitos jovens,
obtidas apo0s tratamentos com uma solucdo de 5% de D-sorbitol, conforme descrito por
Lambros e Vanderberg (1979).

4.5.2 Microteste de suscetibilidade in vitro

O ensaio antimalarico foi realizado de acordo com o método descrito por Rieckmann

et al. (1978), com adaptacOes descritas por Andrade-Neto et al. (2007), em condic¢Oes
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semelhantes a cultura do parasita. Para avaliacdo da atividade antiplasmodica, as amostras
foram submetidas a uma peneiragem em duas concentragdes: 50 e 5,0 pg/mL. As amostras
que apresentaram um percentual de inibicdo da parasitemia > 80% foram consideradas ativas
e avaliadas em sete concentracdes em duplicatas, variando de 100 a 1,56 pg/mL, para
determinacéo da concentragdo capaz de reduzir o crescimento do parasita em 50% (Clso).

As amostras (extratos e fracGes cromatograficas cuja preparacdo foi descrita
anteriormente nesta parte experimental) foram preparadas em dimetilsulfoxido (DMSQO), em
solucdes estoques na concentracdo de 10,0 mg/mL, e posteriormente diluidas em meio de
cultura (RPMI 1640) para obtencdo das concentragOes para o teste in vitro. Os antimalaricos
padrdes cloroquina e quinina foram avaliados em sete concentragdes, 2,5 a 3,4x10°° pug/mL,
como controles. Cada amostra diluida foi testada em triplicata na peneiragem e foi realizado
em duplicata para o célculo de Clsg, em microplaca de 96 pogos.

As placas teste foram preparadas de modo que cada pogo recebeu a suspensédo de
hemacias com parasitemia inicial de 1% no estagio anel mais a amostra a ser testada em um
volume final de 200 pL, incubadas por 48 h a 37 °C, nas mesmas condi¢Ges da cultura. Para o
controle foi utilizado apenas a suspensdo de hemaécias parasitadas e DMSO na mesma
concentracdo das amostras utilizadas. Ap6s o periodo de incubacdo foram preparados
esfregacos sanguineos para cada poco, corados em panético® e observados em microscopio
para contagem dos parasitas. A parasitemia das amostras investigadas foi expressa em

percentagem a partir da contagem de 2000 eritrécitos, conforme a equacao:

Parasitemia % = N° total de parasitas x 100/ N° total de hemaécias.

45.3 Analise estatistica dos dados

A concentracgdo inibitoria de 50% de crescimento (Clsp) foi calculada com o auxilio do
software GraphPad Prism 5.0, onde o efeito antiparasitario das amostras foi medido em

relagdo ao controle livre de drogas, em um intervalo de confianga de 95% (IC 95).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados descritos abaixo estdo organizados de acordo com a espécie estudada.

5.1 Rendimentos das extrac6es de Endopleura uchi

A massa dos extratos secos e o rendimento das extracdes estdo apresentados na tabela
2. E possivel observar que os maiores rendimentos foram para as extracdes em que foi
utilizado os solventes acetona, EtOH/H,0 e EtOH todos apresentaram maior teor extrativo,
onde os extratos hidroalcodlico (etanol+agua) e EtOH, apresentaram maior rendimento
comparado com o0s demais extratos, assim como os métodos tradicionais, a infusdo e

decoccéo, apresentaram rendimento maior quando comparados aos demais extratos.

Tabela 2- Massa dos extratos secos das cascas de Endopleura uchi e seus respectivos rendimentos a partir do
material vegetal utilizado 1 g

Solventes de

Extracio Massa (mg) Rendimento (%)
Hexano 26,6 2,6
AcOEt 73,8 7,3
CHCl; 57,5 5,7
EtOH/H,0 179,0 17,9
Acetona 157,0 15,7
EtOH 162,0 16,2
Decoccdo (H20) 199,9 20,0
Infusdo (H,O) 210,9 21,0

Nota: Solventes extratores: AcOEt (acetato de Etila); EtOH (etanol); H,O (&gua)

5.1.1 Atividade antimalérica in vitro de Endopleura uchi

Os percentuais de inibicdo dos extratos estdo apresentados na tabela 3. Observa-se que
nenhum dos oito extratos testados apresentou inibigdo relevante para P. falciparum.

Os resultados encontrados nesse trabalho estdo de acordo com os resultados
encontrados por Oliveira et al. (2015) onde os extratos da casca de Endopleura uchi
mostraram-se nativos contra o P. falciparum (Clso>50 ug/mL).

Silva et al. (2009) observou que os extratos e fragcbes da casca de Endopleura uchi
inibiram o crescimento da Candida albicans e Enterococcus faecalis. A bergenina, encontrada
nessa espécie, se mostrou eficiente no tratamento contra esses microrganismos. Isso confirma

0 seu uso tradicional pela comunidade apesar de ndo ter nenhum efeito contra a malaria. A
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espécie € eficaz contra outros tipos de enfermidades causadas por infeccBes que afetam as

mulheres.

Tabela 3- Peneiragem in vitro de extratos de Endopleura uchi frente a estirpe K1 de P. falciparum

Classificacdo da Reducdo do crescimento do parasita (%0)

Extratos da

Casca atividade* 50 (ug/mL) 5,0 (ug/mL)
Hexano l 51 3,16
CHCl; I 50 -3,56
AcOEt | 41 25,21
EtOH/H,0 I 44 -10,96
Acetona | 53 15,30
EtOH | 38 11,30
Decocgéo | 37 3,25
Infusdo | 38 9,30

Nota: Solventes extratores: CHCI; (cloroférmio); AcOEt (acetato de etila); EtOH (etanol); H,O (&gua); |
(Inativo)

Devido a inatividade dos extratos de E. uchi na etapa de peneiragem, ndo foram

avaliados as Clso dos mesmos ou efetivado o isolamento de substancias.

5.2 Rendimentos dos extratos e fracfes de Himatanthus sucuuba

Foram preparados 16 extratos de sucuuba, obtidos a partir da casca e folha. A massa
dos extratos secos e o rendimento das extracGes estdo apresentados na tabela 4.

E possivel observar que os maiores rendimentos das extracdes foram aqueles com
solventes de baixa polaridade. Os maiores rendimentos para as folhas foram as extragdes com
os solventes EtOH/H,0, EtOH e H,0 (decocgéo e infusdo) todos apresentaram um maior teor
extrativo, quando comparado com 0s demais extratos.

O uso tradicional se da principalmente com o uso de cha por infusdo ou decoccao e

garrafadas com o leite de sucuuba (SOARES et al., 2016). Neste estudo esses métodos
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revelaram um maior rendimento e teor extrativo. J& os rendimentos referentes aos extratos
obtidos da casca foram possiveis observar que os maiores rendimentos das extracbes ndo
foram influenciados pela polaridade dos solventes. O maior rendimento para a folha foi a
extracdo com AcOEt, EtOH/H,0 e EtOH todos apresentaram um maior teor extrativo, quando
comparado com os demais extratos, assim como o método tradicional utilizado pela
comunidade a infusdo e decocgdo apresentaram um rendimento maior quando comparados aos

extratos de hexano e acetona.

Tabela 4- Massa dos extratos secos de Himatanthus sucuuba extracdo em pequena escala e seus respectivos
rendimentos a partir do material vegetal utilizado

Extratos obtidos da primeira extracdo a partir das cascas e folhas de H. sucuuba 1 g

IDF,E:(:[:tga SEIX\/terr;'E;eage Massa (mg) Rendimento (%)
Hexano 37,9 3,7
CHCl3 85,9 8,5
AcOEt 89,4 8,9

Folha EtOH/H,0 257 25,7
Acetona 144.9 14,4
EtOH 191,2 19,1
Decoccédo (H,0) 163,7 16,3
Infuséo (H,0) 182,5 18,2
Hexano 47,0 4,7
CHCl; 64,2 6,4
AcOEt 248,3 24,8

Casca EtOH/H,0 256,2 25,6
Acetona 76,1 7,6
EtOH 238,8 23,8
Decocgéo (H,0) 199,9 20,0
Infuséo (H,0) 209,8 20,9

Nota: Solventes extratores: ACOEt (acetato de etila); EtOH (etanol); H,O (agua)



5.2.1 Atividade antimalarica in vitro de Himatanthus sucuuba

5.2.2 Peneiragem de extratos para atividade antiplasmodica in vitro

Na tabela 5 estdo representados os percentuais de inibicdo de cada extrato de H.

sucuuba. Conforme ja mencionados nos métodos, as amostras que apresentaram uma inibicédo
da parasitemia igual ou superior a 80% tiveram as suas Clsy determinada. Dos 16 extratos
avaliados, apenas os extratos obtidos das folhas em solventes (AcOEt, CHCI; Acetona)

apresentaram inibicao da parasitemia relevante.

No entanto, os extratos ativos das folhas apresentaram um percentual de inibicéo

maior apenas na concentracdo (50 pug/mL). Os extratos de infusdo e decocgédo que geralmente

sdo utilizados pela comunidade, se mostraram inativos em ensaios in vitro frente ao P.

falciparum.

Tabela 5- Inibigéo do crescimento in vitro de P. falciparum das amostras da espécie Himatanthus sucuuba

Cddigo

das Parte da Solvente de Classificacio Reducéo do qrescimento do
amostras Planta extracéo da atividade parasita (%)
50 (ug/mL) 5,0 (ug/mL)
DB11A Hexano I 0,00 0,00
DB11B AcOEt A 86,0 0,00
DB11C Acetona A 85,5 0,00
DB11D EtHO I 59,5 0,00
DB11E Folha EtHO/H,0 I 14,0 0,00
DB11F CHClI; A 85,6 0,00
DB11G Decoccédo | 9,87 0,00
DB11H Infuséo I 9,87 0,00
BD12A EtHO I 34,7 0,00
DB12B Decocgéo I 26,8 0,00
DB12C CHCl3 | 1,47 0,00
DB12D Casca AcOEt I 22,4 0,00
DB12E EtOH/H,0 I 23,4 0,00
DB12F Infusdo I 0,00 0,00
DB12G Acetona I 0,90 0,61
DB12H Hex I 0,00 0,00

Nota: EtOH (etanol); H,O (agua); CHCI; (cloroférmio); AcOEt (acetato de etila) A (ativo); I (inativo);
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5.2.3 Clsy dos extratos de H. sucuuba

As amostras que apresentaram uma inibigé&o superior ou igual a 80% foram submetidas
ao teste Clsp 0s resultados estdo representados na tabela 6. Os critérios utilizados para a
classificacdo da atividade dos extratos foram os de Krettli el al. (2009), onde concentracdes
inibitorias 50% (Clsp), maiores que 25 pg/mL correspondem a amostras inativas; amostras
parcialmente ativas entre 25 pg/mL e 10 pg/mL; ativo entre 10 pg/mL e 1,0 pg/mL e muito
ativo menor que 1,0 pg/mL.

A partir desses valores de Clso demostrados na tabela 6, o extrato de acetato de etila foi

selecionado para dar continuidade aos testes de fracionamento e isolamento de substancias.

Tabela 6- Cls, dos extratos das folhas da espécie Himatanthus sucuuba

Clso
gi?;%g do Clsg Intervalo de Classificagao da atividade
(ng/mL) confianca
AcOEt 20,9 17,1a 25,6 PA
CHCl3 ~24,7 17,1a25,0 PA
Acetona 31,1 15,7a61,4 I

Nota: AcOEt (acetato de etila); CHCI; (cloroférmio); | (inativo); PA (parcialmente ativo)

Em estudos realizados por Oliveira et al. (2015) relatam-se 0 uso H. sucuuba pela
comunidade quilombolas no tratamento da malaria sendo utilizado a casca e o latex. No
presente trabalho foram preparados extratos da casca e a folha e os resultados demonstraram
atividade apenas nos extratos das folhas (TABELA 5). Cabe ressaltar que na literatura nao foi
encontrado nenhum resultado referente ao uso das folhas de H. sucuuba para o tratamento da
maléria. Rodrigues et al. (2010) relatam que o uso das folhas € indicado para o tratamento
antitumoral, antifangico, anti-anémico, vermifugo, no tratamento de gastrite, artrite e contra
constipacéo, os mesmos autores ainda relatam que as folhas apresentam um efeito mais forte
do que a casca.

Resultados encontrados por Vale et al. (2015) para outra espécie do mesmo género se
assemelham com os resultados obtidos nesse trabalho uma vez que os autores relatam que os
extratos etanolico das cascas de H. articulatos apresentaram Cls de 16,8 ug/mL contra o P.

falciparum, também o mesmo extrato etanolico da casca se mostrou ativo contra o P. berghei
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em estudos in vivo. O que evidencia 0 uso tradicional dessa espécie, uma vez que, 0 Seu Uso
vai agir diretamente no figado onde ocorre uma das fases do ciclo do parasita, diminuindo
assim os sintomas da doenca.

Costa (2006) demonstrou que as folhas H. articulatus possuem acgdo antimicrobiana
impedindo o crescimento das cepas clinicas e ATCC de Staphylococus aureus na
concentracdo de 5 mg/mL o que explica seu uso para quadros infecciosos causados por
bactéria. Soares et al. (2010) observou que o latex da H. sucuuba apresentou um resultado
satisfatorio contra amastigotas de Leishmania amazonenses causador da leishmaniose

tegumentar, o latex inibiu o crescimento desses amastigotas com Clsp= 15,7 pg/mL.

5.2.4 Fracionamento dos extratos de AcOEt

Pode-se observar no fluxograma 2 (parte experimental), que a FDB1, FDB2
obtiveram maior rendimento do que as outras fracbes, sendo FDB5 a fracdo que obteve menor
rendimento.

Os resultados referentes ao Clso das fragOes estdo representados na tabela 7, onde as
fracdes FDB1, FDB2 e FDB3 de acetato de etila foram classificadas como parcialmente ativas
assim como as fracdes FDB4 de acetona, a fracdo de metanol FDB5 foram inativas com Clsg
de 26,4.

Para cada fracdo, foi analisado o seu perfil cromatografico através da CCD e
posteriormente foi realizado o isolamento das substancias. A fragdo (FDBZ2) apresentou um
melhor perfil cromatografico entre outras fracfes, possibilitando assim o isolamento da

substancia.

Tabela 7- Inibicéo in vitro de P. falciparum pelas fraces dos extratos ACOEt das folhas de Himatanthus
sucuuba

Clso
CédigoNdas Cle Intervalo de Classificacéo da
Fracoes (ng/mL) confianca atividade

FDB1 11,07 9,35a13,1 PA
FDB2 16,8 14,9 a18,9 PA
FDB3 19,6 16,7 a 23,0 PA
FDB4 15,4 13,1a17,9 PA
FDB5 26,4 155a59,4 I

Clso > 25 pug/mL - | (inativo); 25 pg/mL > Clg, > 10 pg/mL - PA (parcialmente ativo); 10 pg/mL > Cls, > 1,0
pg/mL - A (ativo); Clsp < 1,0 pg/mL = MA (muito ativo).
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53  ESTUDOS DAS FRAGOES E SUBSTANCIA IDENTIFICADA
5.4  ldentificacédo da substancia

A substancia obtida nesse trabalho foi submetida a analise de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massa com lonizacdo Quimica a Pressdo
Atmosférica (CLAE-APCI/EM) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e **C e os
espectros de correlagdo COSY 'H-'H, HSQC e HMBC, cujos espectros estdo incluidos nos

anexos.

5.4.1 Elucidagéo estrutural da substancia 1BDG1

A substancia IDBG1 apresentou-se como um sélido branco amorfo, sua solubilidade
deu-se em DMSO, o espectro de massa dessa substancia apresentou 0s picos majoritarios m/z
457,16; 439,19; 411,20 e 393,11 (FIGURA 19, ANEXOS 1,2,3 pag. 84-86). Segundo Huang
et al. (2007), os picos referem-se ao fon molecular [M+H]" m/z 457,16 e 0 pico base [M+H-
H,O]" m/z 439,19. Além desses, os demais picos referem-se aos fons fragmento [M+H-

COOH]+ m/z 411,20 e [M+H-H20-COOH]+ m/z 393,11.
Figura 19 - Espectro de massas (EM) APCI (modo positivo) da substancia 1BDG1
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Os dados do espectro de massas forneceram informag6es importantes, como a possivel
presenca dos grupos funcionais oxigenados: acido carboxilico e alcool. Os espectros de RMN
uni e bidimensionais foram analisados para obter dados espectroscopicos importantes para
determinacéo da substancia 1BDGL.

Ao analisar o espectro de hidrogénio (ANEXOS 4, 5 e 6, pag. 87-89) observou-se que
0 mesmo apresentava um perfil caracteristico como sendo de um terpeno pentaciclico, onde
foi possivel inferir a existéncia de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos, pois 0
espectro mostrou sinais de singletos ¢ dubletos na faixa de oy 0,67 a 1,03 ppm caracteristico
de metilicos (CH3) (FIGURA 20), apresentou também sinais na faixa de dy 1,23 a 2,12 ppm
sendo regido de metilénicos (CH,) (FIGURA 21), bem como dois sinais oy 2,99 ¢ oy 5,12
sendo ambos metinicos (CH) (FIGURA 22).

Além dos sinais comentados, os sinais de singleto dy 12,0 e dubleto oy 4,31 (J 4,63
Hz), caracteristico de acido carboxilico e alcool secundario (FIGURA 23) foram observados.
Esses sinais foram corroborados pelo deslocamento 8¢ 178,8 ¢ 8¢ 77,3 do RMN de *C
(ANEXOS 9 e 10, pag. 92 e 93) caracteristico de carboxila e carbono carbinélico (FIGURA
25). Esses sinais confirmaram a presenca dos grupos funcionais observados no espectro de

massas.

Figura 20 - Ampliacéo do espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg) na faixa de & 0,67 a 1,03
caracteristicas de metilicos (CH3)
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Figura 21- Ampliagdo do espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-d;) na faixa de &y 1,23 2 2,12
caracteristicas de metilénico (CH,)
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Figura 22- Ampliacdo do espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg) dos sinais 8, 5,12 e 2,99
caracteristicos de hidrogénios metinicos (CH)
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Figura 23 - Ampliacéo do espectro de RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg) dos sinais &y 12,0 e 4,31
caracteristicos de hidrogénio de carboxila e alcool secundario, respectivamente

> ——11.9666

T B :
12.2 12.0 ©pm

AN

10 9

T T
12 11
ﬁo’(/

No espectro de HSQC (ANEXOS 7 e 8, pag. 90 e 91; FIGURA 24), o sinal em 84 2,99

mostrou correlagdo *J com o carbono em 77,3 ppm, sendo nesse caso, carbono ligado a um

heteroatomo, 0 que soma com a ideia da presenca de uma hidroxila.

Outro dado importante a ser ressaltado ¢ o sinal do hidrogénio em dy 5,12 e sua

correlacdo no espectro de HSQC com o carbono 5¢125,0 ppm caracteristico de metinico sp®.
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Figura 24 - Expanso do mapa de contorno HSQC (*H: 300 MHz, **C: 75 MHz, DMSO-dg) da correlagdo *J dos
sinais oy 2,99 - 8. 77,3 e 61 5,12 — 5. 125,0 ppm
|\ I W \’ “

J| ‘|

\ ‘ |\I J . " .‘M \ ;“'hl \

VAN i _ A A p— [ ppm
:1 o - «s.—’
~ - = 20
L ]
% . = e o
o
ade- o an
= = =f . - 30
- o o °
g ~ B - __ ppm . LT = - 40
_
I3 124 -
H E 50
— i o
— 2 —= 3 @
3 F 60
i 126 —
{ 52%
3 o oo
‘ e E 70
5.20 5.15 5.10 5.05 ppm 7
— -
o "\lmﬁ__wwu_ ppm F 80
i
% 75 E 90
77.3— L (=) E 100
80 F110
; T T E 120
3.1 3.0 29 ppm -
— -
T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Com o intuito de obter mais informacGes espectrais da substancia, os espectros de
RMN 3C (ANEXOS 9 e 10 pag. 92 e 93), DEPT™°(ANEXOS 11 e 12, p4g. 94 e 95) e 0
mapa de contorno HSQC (ANEXOS 7 e 8, pag. 90 e 91) foram analisados.

O espectro de *C (ANEXOS 9 e 10 pag. 92 e 93; FIGURA 25) apresentou 30 linhas
espectrais. Utilizando-se dos dados espectrais de DEPT 135° (ANEXOS 11 e 12, pag. 94 e
95) e HSQC (ANEXOS 7 e 8, pag. 90 e 91), foi possivel afirmar que essa substancia
apresentava sete sinais de metila (CH3), nove carbonos metilenos (CH,), sete de metinos (CH)
e sete de carbonos quaternarios.

Partindo das informacfes levantadas foi possivel sugerir que a substancia apresenta
trinta carbonos, quarenta e seis hidrogénios mais dois hidrogénios referentes dos grupos
alcool e acido carboxilico, além dos trés atomos de oxigénios desses grupos funcionais. Dessa
forma, a formula molecular pode ser determinada como CzyH4sO3. O seu ion protonado

[M+H]" é equivalente ao ion molecular observado no espectro de massas (FIGURA 19).
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Figura 25 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, DMSO-dg) com ampliagdes 8¢ 55,2-42,1, C 39,5-36,8 ¢ 8¢ 33,2-
15,7 ppm
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No levantamento bibliografico foi observado que essa planta produz triterpenos, sendo
que Wood et al. (2001) afirmam a presenca de triterpenos pentaciclico (FIGURA 26), o que

corrobora com que ja foi comentado, logo para confirmacdo dessa hipotese verificou 0s

demais espectros bidimensionais.

Figura 26- Principal esqueleto triterpeno pentaciclico encontrado na H. sucuuba (WOOD et. al., 2001)

':‘) [T

24 23
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A estrutura base hipotética (FIGURA 26) apresenta cinco substituintes (R;-Rs) a
serem determinados. Como ja foi comentado anteriormente, a substancia 1BDG1 constitui-se
de dois grupos funcionais oxigenados, alcool secundario e acido carboxilico, restando trés
grupos R.

Como a substancia apresenta sete carbonos metilicos. E a estrutura hipotética esta
sendo representada por cinco carbonos metilicos. Tornou-se possivel concluir que dos trés
grupos R restante, dois foram considerados metilas.

Partindo da ideia de que a férmula molecular da substancia é CzyHss03 e que a
estrutura hipotética tem 33 hidrogénios evidentes mais 14 hidrogénios referente a somatdria
dos grupos R determinados (&lcool, &cido carboxilico e duas metilas) tornou-se possivel
afirmar que o ultimo grupo R é um hidrogénio.

Para resumir o raciocinio, 0s grupos R da estrutura hipotética sdo: um alcool, um &cido
carboxilico, duas metilas e um hidrogénio.

Utilizando o mapa de contorno HMQC (ANEXOS 7 e 8, pag. 90 e 91) foi possivel
identificar cada grupo R da estrutura hipotética.

No mapa de contorno HMBC (ANEXOS 13 e 14 pag. 98 e 99) foi possivel observar a
correlagdo do sinal do hidrogénio metinico sp* 8 2,10 d (J 11,07 Hz) com o deslocamento de
carbono quaternario sp” 8¢ 138,6 ppm (FIGURA 27).

Figura 27- Mapa de correlagcdo de HMBC (75 MHz, DMSO-dg) com ampliagdo do acoplamento 8y 2,10- ¢
138,6 ppm
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Como o sinal 6 178,8 do carbono carboxilico também apresenta correlagdo com o
hidrogénio metilico sp® (FIGURA 28) foi possivel determinar que R, da figura 26 é o 4cido

carboxilico.

Figura 28- Mapa de correlacdo de HMBC (75 MHz, DMSO-dg) com ampliacéo do acoplamento &y 2,10- ¢
178,8 ppm
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Utilizando 0 COSY *H-'H (ANEXOS 15 e 16 pag. 100 e 101) foi possivel determinar
0 grupo Rz No mapa de contorno COSY observou o acoplamento dos hidrogénios metinicos
dn 2,10 — 8y 1,30 (FIGURA 29). Segundo o DEPT 135° (ANEXOS 11 e 12, pag. 94 e 95) e
HSQC (ANEXQOS 7 e 8, pag. 90 e 91) o hidrogénio oy 1,30 € metinico e dessa forma foi
possivel identificar o grupo R3 da figura 26. O grupo Rj3 foi identificado como metila. Dessa
forma o grupo R4 ou Rs, dependendo da estereoquimica, é a outra metila e o hidrogénio.
Segundo Gnoatto et al. (2008) o grupo metila encontra-se na conformacéo alfa, ou seja, o
grupo R4 € a metila e 0 Rs 0 hidrogénio. E, consequentemente o grupo Ry é grupo funcional
alcool secundario.

Segundo o Townley et al. (2015) a tendéncia da saida de H,O no espectro de massas

depende da estereoquimica da posi¢do 3-OH. O autor estudou o espectro de massas APCI
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modo positivo de 14 triterpeno pentaciclico e chegou a conclusido que o 3a-epimero tem pico

base [M+H]", enquanto 3B-epimero tem pico base [M+H-H,0]". Usando o estudo de Townley

et al. (2015) e aplicando no espectro de massa (FIGURA 19) é possivel supor que a substancia

1BDG1 tenha o acido 3a-ursolico.

Figura 29 - Mapa de contorno COSY *H-'H (300 MHz, DMSO-ds) com ampliagdo do acoplamento &,2,10 - 84

1,30 ppm
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Dessa forma, através da combinacdo das informacBGes obtidas pelos métodos

espectroscopicos e tabela (TABELA 8 pag. 66) com os respectivos dados é possivel

identificar a substancia 1BDG1 como é&cido ursélico (FIGURA 30). As demais correlagdes

estdo representadas na tabela 9 pag. 68.

Como os dados espectroscopicos da substancia 1BDG1 foram feitos em DMSO-ds e

comparados com dados espectroscopicos em Piridina-ds (TABELA 8 pag. 66) se achou

necessario reconfirmacdo espectroscépica de RMN de *H e *3C da literatura com solvente

apropriado. A substancia 1BDG1 foi submetido a espectroscopia de RMN de *H e *C com

Piridina-ds e os dados foram comparados com a literatura e tabelados (TABELA 10 pag. 69),

confirmando a presenca de acido ursélico. Os espectros estdo nos anexos 17-19 pag. 102-104.



Figura 30 - Estrutura do acido ursélico
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Tabela 8- Dados de RMN de *H e *C da substancia 1DBG1 em DMSO

66

Literatura® 1DBG1
Pos
Bc 6y § (mult., J em Hz)® B¢ ) 'H § (mult., J em Hz)®
a 1,0 (m) a 1,0 (m)
1 39,2 38,7
B 1,58 (m) B 1,30 (m)
1,81 (m) 1,45 (m)
2 28,2 27,4
1,81 (m) 1,45 (m)
3 78,2 o 3,44 (dd) 77,3 B 2,99 (m)
4 39,6 - 38,8 -
5 55,9 0,88 (d) 55,2 @ 0,91
o 1,58 a 1,50
6 18,8 18,5
B 1,39 B 1,30
a 1,59 o 1,44
7 33,7 33,2
B 1,39 B 1,27
8 40,1 - 39,5 -
9 48,1 1,65 47,5 a 1,43
10 375 - 37,0 -
1,96 1,86
11 235 23,3
1,96 1,86
12 1257 5,49 (s) 125,0 5,12 (sl)
13 139,3 - 138,6 -
14 42,6 - 42,1 -



15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

28,8

25,0

48,1
53,6
39,5

39,4

31,1

37,4

28,8
16,5
15,7
17,5
24,0
179,7
17,5

21,4

ol,22

B 2,33 (tr)
o 2,14 (tr)

B 2,01

B 2,63 (d)
o 1,49
B 1,05
o 1,40
B 1,49
1,97
1,97

1,24 ()

P 1,02 (s)

P 0,92 (s)

B 1,06 (s)

1,24 (s)

B 1,02 (d)

00,97 (d)

28,0

24,3

47,3
52,8
39,0

38,9

30,6

36,8

28,7
16,5
15,7
17,5

23,7

178,8

17,4

21,5

67

B 1,83
1,91

B 1,53

2,10d (J 11,2 Hz)

a 0,94
g 1,30
a 1,30
B 1,44
1,60
1,60
1,25 (s)
0,68 ()
0,86 (s)
0,81 (s)

1,03 (s)

0,75 (d) (J 6,24)

0,92

Nota: * Seebacher et al 2013; “ RMN “°C (150 MHz) em Piridina-ds; * RMN de "H (600 MHz) Piridina-ds,

* RMN **C (75 MHz) em DMSO-dg; *RMN de 1H (300 MHz) DMSO-d;
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Tabela 9- Dados espectrais de RMN 1D e 2D da substancia 1DBG1 *H 300/ **C 75 MHz; ppm; DMSO-ds

Unidimensionais Bidimensionais

C B3C (8¢c)/DEPT 'H (84)/HSQC HMBC (8y) COSY (&)
C-1 38,7 (CH,) 0,91; 1,30 (m) 0,86

C-2 274 (CH,) 1,45 (m) -

C-3 77,3 (CH) 2,99 (m) 0,90; 0,67 1,45
C-4 38,8 (C) - 0,67; 0,90 -
C-5 55,2 (CH) 0,67(m) 0,86; 0,68; 0,90 1,30
C-6 18,5 (CH,) 1,46; 1,30(m) -

C-7 33,2 (CH,) 1,42; 1,27(m) 0,75

C-8 39,5 (C) - 1,03; 0,75 -
C-9 47,5 (CH) 1,46(m) 5,12: 0,86; 0,75 1,84
C-10 37,0 (C) - 0,86; 1,46 -
C-11 23,3 (CH,) 1,84 (m) 5,12

C-12 125,0 (CH) 5,12 (sl) 2,10 1,84
C-13 138,6 (C) - 2,10; 1,03 -
C-14 42,1 (C) - 5,12; 2,10; 1,03 -
C-15 28,0 (CH,) 1,0; 1,83(m) 1,03 1,53
C-16 24,3 (CH) 1,91; 1,53 (m) 2,10

C-17 47,3 (C) - 2,10 -
C-18 52,8 (CH) 2,10 (d, J = 11,2 Hz) 0,81; 5,12 1,30
C-19 39,0(CH) 1,30 (m)

C-20 38,9 (CH) 0,94 (m) 2,10; 0,81 0,75
C-21 30,6 (CH,) 1,42; 1,27 0,92 1,26
C-22 36,8 (CH,) 1,53 (m) 1,42

C-23 28,7 (CHs) 0,90 () 3,0; 0,68 -
C-24 16,5 (CHs) 0,68 () 3,0; 090 -
C-25 15,7(CHs) 0,86 (5) 0,67 -
C-26 17,5 (CHs) 0,75 (5) - -
C-27 23,7 (CHa) 1,03 (s) - -
C-28 178,8 (CHs) - 2,10 -
C-29 17,4 (CHs) 0,81 (d, J = 6,24 Hz) 0,94 -
C-30 21,4 (C) 0,94 (m) - -




Tabela 10-Dados de RMN de *C e 'H da 1DBG1 em Piridina-ds

69

Literatura® 1DBG1
POS 13 2 3 13 4 1 5
C (3) § (mult., J em Hz) C (3) H & (mult., J em Hz)
a 1,0 (m) o 1,4 (m)
1 39,2 39,1
B 1,58 (m) B 2,01 (m)
1,81 (m) 1,83 (m)
2 28,2 28,1
1,81 (m) 1,83 (m)
3 7872 o 3,44 (dd) 78,1 3,48 (m)
4 39,6 - 39,4 -
5 559 0,88 (d) 55,8 @ 0,90 (m)
o 1,58 a 1,62 (m)
6 18,8 18,8
B 1,39 B 1,45 (m)
1,59 2,01 (m)
7 33,7 33,6
B 1,39 B 1,74 (m)
8 40,1 - 40,0 -
9 481 1,65 48,0 o 1,67 (m)
10 37,5 - 37,3 -
1,96 1,96 (m)
11 23,5 23,6
1,96 1,96 (m)
12 1257 5,49 (s) 1257 5,51 t(J 3,41 Hz)
13 139,3 - 139,3 -
14 42.6 - 425 -



15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

28,8

25,0

48,1
53,6
39,5

39,4

31,1

37,4

28,8
16,5
15,7
17,5
24,0
179,7
17,5

21,4

al,22

B 2,33 (tr)
2,14 (tr)

B 2,01

B 2,63 (d)
o 1,49
B 1,05
a 1,40
B 1,49

1,97
1,97

a 1,24 (s)

B 1,02 (s)

B 0,92 (s)

B 1,06 (s)

a 1,24 (s)

B 1,02 (d)

00,97 (d)

28,7

24,9

53,5
39,5

39,4

31,1

37,4

28,8
16,6
15,7
17,5
23,9
179,9
17,5

21,4

70

a 1,20 (m)

P 2,30 (m)
2,13 ddd (J 13, 10 e 3 Hz)
P 2,01 (m)
2,655 (J 11,0 Hz)
a 1,50 (m)

p 0,97 (m)

o 1,43 (m)

p 1,50 (m)
1,96 (m)
1,96 (m)

a 1,25 (s)

P 1,02 (s)

B 0,93 (s)
1,06 (m)

1,27 (m)

B 1,03 (m)

@ 0,95 (m)

! Seebacher et al 2013.  RMN “°C (150 MHz) em Piridina-ds * RMN de *H (600 MHz) Piridina-ds, * RMN **C
(75 MHz) em Piridina-ds > RMN de 'H (300 MHz) Piridina-ds
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Cabe ressaltar que na literatura ndo foram encontrados dados referentes & composigéo
quimica das folhas da espécie de Himatanthus sucuuba, sendo assim nosso trabalho com os
resultados da composicao quimica das folhas dessa espécie sao inéditas. O &cido ursolico é
um triterpeno que esta presente em varias partes das plantas como folha, casca, raizes e frutos
(HUANG et al., 2009).

Na espécie H. sucuuba foi encontrado nas raizes sendo isolada apenas a mistura de
acido ursolico e acido oleanolico, sendo assim diversos autores relatam a dificuldade de
separacao dessas substancias (Suksamrarn et al., 2003; Oliveira, 2013), em nosso trabalho foi
possivel isolar a substancia pura contendo o &cido ursélico e também conseguimos isolar a

mistura simples de tripertepenos.

5.4.2 Resultado do teste antiplasmaddica in vitro da substancia Acido Ursdlico

Para o teste de Clso todas as amostras foram testadas em duplicatas com sete dilui¢Ges
cada (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56 pg/ml). Para uma maior confiabilidade dos testes
foram realizados dois testes com as amostras em dias diferentes.

Além do acido ursolico foi testada também a mistura de triterpenos, como também foi
testado padrdo de acido oleandlico adquirido comercialmente. Os resultados representados na
tabela 10 demonstram que a substancia de &cido ursélico (Clsp 3,87ug/mL) e o acido
oleandlico (Clsg 2,09 pg/mL) apresentou atividade promissora contra o P. falciparum assim

como a mistura (Clsp 2,14 pg/mL).

Tabela 11- Clsy das substancias da espécie Himatanthus sucuuba

Clso
- n Classificacdo da
Cadigo das Fragoes Cls Cls c atividade
(ng/mL) (uM/mL)
Acido ursolico 3,87 8,47 2,55 a 5,85 A
Ac. ursélico + Ac. Oleandlico 2,09 - 153a2,88 A
Padrio acido oleandlico 2,14 4,68 146a3,14 A

Nota: pg (microgramas); pM (micromolar); IC (Intervalo de confianga); A (ativa).

Os dados obtidos nesse trabalho divergem dos resultados encontrados para o &cido
ursolico e acido oleandlico por Suksamrarn et al. (2003), onde os autores observaram que 0S

acidos separados ndo apresentaram atividade contra o P. falciparum (cepas K1,
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multirresistente) Clso 20,0 ng/ mL. Os resultados encontrados por Simelane et al. (2013) estdo
de acordo com os resultados encontrados nesse trabalho, os autores observaram que o acido
ursolico apresentou atividade satisfatoria contra o P. falciparum (cepas D10 sensivel a
cloroquina) Clsp 6,8 png/ mL. Os mesmo autores tdo observaram que quando modificaram a
substancia acido ursélico em para acido 3p- acetilursélico aumentou a atividade, o0 que causou
a reducdo da parasitemia em 94,01 % contra P. berghei.

Ja para o &cido oleandlico os resultados obtidos por Baren et al. (2006) se assemelham
com os resultados encontrados nesse trabalho, os pesquisadores realizaram testes com cepas
K1 resistente a cloroquina e 3D7 e obtiveram o Clsg 9,3 pg/mL, demonstrando que a
substancia possui atividade contra o P. falciparum. Fadipe et al. (2020) obtiveram resultados
divergentes uma vez que o acido oleandlico ndo apresentou atividade contra o P. falciparum
(cepas D10 resistente a cloroquina) Clsp 27,4 pg/ mL.

Na literatura ha relatos de varias atividades do &cido ursolico como: atividade
larvicida contra Ae. aegypti, atividade anticancer, além de atividade antimicrobiana contra
Aeromonas caveae, Bacillus cereus, B. sphaericus, B. subtilis, Enterococcus feacalis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, Mycobacterium
tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa, P. syrinagae, Ralstonia solanacearum, Shigella
flexneri, Staphylococcus aureus, S. epidermis, Destacamos ainda a atividade frente a
protozoarios patogénicos como Trypanosoma cruzi, T. brucei, Leishmania infantum, L. major,
L. amazonensis e P. falciparum (WOZNIAK et al., 2015; SILVA et al., 2016; CARGNIN e
GNOATTO, 2016).

O acido ursolico e o acido oleandlico tem demonstrado cerca de 120 tipos de
atividades bioldgicas, a maioria com efeitos hepatoprotetores, antiinflamatério e
antimicobacterianos, mesmo com seu alto potencial terapéutico, na literatura ndo ha muitas
informacdes sobre sua toxicidade (GARRIDO et al., 2012).

Em estudos realizados por Garrido et al. (2012) avaliando a toxidade aguda e
subaguda em camundongos tratados com a mistura de acido ursoélico e acido oleanolico com
doses de 6,5 e 13 mg/kg, os autores observaram que durante a administragédo das doses nédo
houve morte ou alteracbes no crescimento dos animais, nos estudos quimicos sanguineos
também ndo demostraram alteragdes, sendo assim a mistura dos acidos podem ser

administradas de forma segura por via subcutanea.
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6 CONCLUSAO

Dos oitos extratos da casca avaliados da espécie E. uchi nenhum apresentou atividade
contra o P. falciparum.

Os extratos avaliados da espécie H. sucuuba apresentaram uma boa atividade, onde o
extrato acetato de etila, acetona e cloroférmio ambos das folhas apresentou atividade
antiplasmodica promissora.

Do extrato de acetato de etila das folhas foi isolada a substancia do acido ursolico, e
uma mistura de triterpenos.

O presente trabalho levou a identificacdo de uma substéncia ativa, extraida das folhas
da espécie H. sucuuba. Além de contribuicdo da composicdo quimica das folhas dessa espécie

sendo inédita para a literatura.
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ANEXO 1 - Espectro de massas modo negativo da substancia 1DBG1

Generic Display Report

Analysis Info Acquisition Date  11/9/2020 3:29:39 PM
Analysis Name  D:\Data\2020\Adrian\Alunos\Daiane\MS\09-11-2020\MD_APCI-_1DBG1.d
Method 1915.m
Sample Name ID_APCI-_1DBG1 Instrument amaZon speed
Comment Diluic&o: 10ul (1,9mg/mL) em 2-FroOH + 980 uL 2-PrOH
Intens. -MS, 6.2-6.3min #3558-365
x108
455.39
8
6
4
2
437.44
“ 492,25
[ Fa— - N - el i R n ‘.I._. LA I 1 - TN P N S—— .
360 380 400 420 440 460 480 500 520 m/z

Bruker Compass DataAnalysis 4 2 printed: 11/9/2020 4:32:30 PM by: BDAL@DE Page 1 of 1



ANEXO 2- Espectro de fragmentacdo do ion m/z 455,40 da substancia 1DBG1

Generic Display Report

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date  11/9/2020 3:29:39 PM
D:\Data\2020\Adrian\Alunos\Daiane\MS\09-11-20200D_APCI-_1DBG1.d

Method 1915.m
Sample Name  |D_APCI-_1DBG1 Instrument amaZon speed
Comment Diluigdo: 10ul (1,9mg/mL) em 2-ProOH + 980 ulL 2-PrOH
Intens. -MS52(455.40), 4.5min #292]
x106
455.34
*
1.0
0.8
06
0.4
0.2
xTob -M52(455.40), 4.9min #309)
456.31
3
2
1
407.28
*
0 T T T T T T T T T T
300 320 340 360 380 400 420 440 480 480 miz

Bruker Compass DataAnalysis 4.2 printed: 11/9/2020 4:34:31 PM by: BDAL@DE Page 1of 1
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ANEXO 3- Espectro de massa modo positivo da substancia 1DBG1

Generic Display Report

Analysis Info

Acquisition Date  11/9/2020 3:26:18 PM

Analysis Name  D-\Data\2020\Adrian\Alunos\Daiane\MS\09-11-2020MD_APCI+_1DBG1_B.d
Method 1915.m
Sample Name ID_APCI+ 1DBG1 B Instrument amaZon speed
Comment Diluig&o: 10uL (1,9mg/mL) em 2-ProOH + 980 uL 2-PrOH
Intens. +MS, 1.5-1.5min #122-127)
%108
439,19
54
4-
3_
2
411.20
1
39311
457.16
247.16 31326 34122 J 47116 55131 57928
0-Mbaprluipiuds LT.JLI. TR PN [ |n kit il || T |J‘|JA. ot ol Lol ;J.... Ko
250 300 350 400 450 500 550 m/z
Bruker Compass DataAnalysis 4.2 printed: 11/9/2020 4.30:33 PM by. BDAL@DE Page 10of 1
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ANEXO 4- Espectro de RMN de 'H (300 MHz) da substancia 1DBG1, em DMSO —ds

Daiane20 1DBG1 (1H SUP; DMS0O; 15.3 mg)03/09/2020
Op. Magno
=} WS NG W OW WMo MW S WO S O =0
] SO 00 O MO O 00— 000D S 00 00 s [ [ [ 00 O O e 00 O [e=)yes]
[aN) OO A0ONMEMONODSTOTO-MNM O 0N = 0
— OO W S S O T OV 0D 0D 0D [ [ WD S S 0N O O O Oy 00O F\QBRUKER
Ly NN NN T A A A A A A A A AAA A A D DD O o
NAME Daiane20_l1DBGL
EXPNO 11
PROCNO 1
F2 - Rcquisition Parameters
Date 20200803
Time 15.24
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgcppr
65536
DMS0
3z
4
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
ERG 6.56761
D 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 1004.1 K
D1 2.00000000 sec
D1z 0.00002000 sec
P4l 2000000.00 usec
TDO 1
== CHANNEL fl ========
0l 300.201010e MHz
NUC1 1H
‘ Pl 7.88 usec
, PLWL 20.00000000 W
‘ PLWY 0.00001000 w
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 300.2000000 MHz
WDW EM
SSB 0
1 LB 0 Hz
| GB 0
| rC 1.00
’ !
\ / Il
f ¢ |
A ] V i i
A LA N
/ A W vy \
— — T T L e B e B L e T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
< *® b - | SN [R [0 |07 ]e |1
- o - - < ~ | (1) o) |00 | o) ||
-~
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ANEXO 5- Ampliacio do espectro de RMN de *H (300 MHz) da substancia 1DBG1, em DMSO —dg

o 00 \O

208 2223
N N N IS i}
— - — — e
— o — vy <t <t N

Current Data Parameters

NAME Dalane20_1DBG1
EXPNGC 1
PROCNO 1
F2 - Acquisitlon Parameters
OOMF‘-OOOOOWg[‘*I‘Lﬁ#O\N[\WO\IﬂTrOOO Date_ 20200903
NN =0y mgor—»mmowm-—'o\ﬂ-\o Time 15.21
o H O R g AN Q SRR QE D INSTROM FOURIER300
NNNNHHHHHﬁﬁHﬁHOOOOOOO PROBHD 5 mm DUL 13C-1
L\-\_\ - \/ / PULPROG z
V4 a
\x L\‘\\L-Bﬁ‘?\\ﬁw \k\\\\l\a\\‘?‘\&ﬁw / s co5ad
SOLVENT DMSO
N3 16
D3 2
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0,093132 Hz
RO 5.3687091 sec
RG 4,54506
DW 81,920 usec
DE 10.00 usec
M | TE 1004.1 K
D1 1.00000000 sec
_Jf\1—mu!"/- . I TDO 1
— ] - CHANNEL f1 =
SFO1 300,2019513 MHZ
2.5 2.0 1.5 1.0 ppm NUC1 1H
J ) k Pl‘ 7.88 usec
(‘f'? C\l Q q =N 0\—4&?00#0\ PLW1 20,00000000 W
— — v S Wil | en| oo =T en|ch) N | F2 - Processing parameters
| s1 65536
SF 300.2000000 MHz
WDW EM
35E 0
LE 0 Hz
| GB 0
| PC 1.00
i _J
12 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
< ™ ¢! Llfenlen[ oSy~ ] €] ] =
— — — | | | =[] ] o] 00| <F| onf en| on
— —
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ANEXO 6- Ampliacio do espectro de RMN de *H (300 MHz) da substancia 1DBG1, em DMSO —dg
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ANEXO 7- Espectro de RMN HSQC (*H- 300 MHz,*C-75 MHz) da substancia 1DBG1, em DMSO-d

1DBG1 (HSQC; DMSO-d6; 15,3 mg)09/09/2020
Op. Sabrina

.H

J 'AMI

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm



ANEXO 8- Ampliacdo do espectro de RMN HSQC (*H- 300 MHz,**C-75 MHz) da substancia 1DBG1, em DMSO-ds

@ W~

[ NANATTANTTPOODNDNONRTNTOLW
-y mMNMNMMOoOANTEm O QOO IWNNT®
—r T nwSTTooNNNNNNTr-r""TTF T
~ S e B e

ppm i} A s .
O T NSO~ AN A O S - y
20_ (TS Ue e« s ITO WO L= Lo N oV A e B2 s e e o Bl o B el a N ¢ P e g.. _20
Al A 4060060 - .
“L{\*_Hﬁ_)h‘i_;;i%é;;iﬁ%J /:’/ ’ s
40 . Te - ~ 40
607 15,7 . - 60
16,5\ f
‘_;.;‘f pom A ST
80 17.57} 204 oo ~ 80
21.5° il =
23.7)/ P
28.7 E =2
1004 25 7 == 100
:ss.a{/f 204 W EF =
38.9”
120 39.51,@ - ~ 120
42,17 507 - .
47,3’ L ——
140 - 2.5 2.0 1.5 ppm - 140
160 — 160
1807 T | T | | T | T T T 180
12 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm



ANEXO 9- Espectro de RMN de **C (75 MHz) da substancia 1DBG1 em DMSO-dg

1DBG1 (13C; DMSO-dé6; 15,3 mg)
09/09/2020
Op. Sabrina

[aw) (u] -
. . . (A I R = K B B I e S w ) e e T (TSR e B LA T e A T K IS I RS IS U N
oo u] 0 PR s s s s w s s a s s s .

= r—«
—l [ L L spospospt 07 00 00 07 00 00 07 00 ¢ L B B B I e B B |

| T\ e——

I
250 200 150 100 50 0 ppm

e rrre s caaegnnsecees EBRUKER
(I ]

LUCIEIL Leld reafaieLers

HEME Daiane20_1DBGL
EXPRO 2
PROCNO 1

quisition Parameters
20200508
12.47

w

e

Hz
Hz
g sec
oW usec
DE usec
TE 1004.1 K
Dl 0.10000000 &
D11 0.03000000
D31 a. 008
D40 0.03084430 sec

20

30.00 usec

a.
PLWL 50.002998

CHENNEL £2 ===
300.,2012008

90.00 us
20.00000000 W
0.16806000 W
0.13613001 W
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ANEXO 10- Ampliagao do espectro de RMN de **C (75 MHz) da substancia 1DBG1 em DMSO-d;
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ANEXO 11- Espectro de RMN DEPT *** (75 MHz) da substancia 1DBG1, DMSO-d;

1DBG1 (DEPT 135; DMSO-d6&6; 15,3 mg)09/09/2020
Op. Sabrina

. o [ == e N e w S RS =T L T e R R IS U B L
[¥) . P T Y
[ - W ¢ O a0 MO N O DD s 0 D LD LD
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T T
160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20

PLW2
PLW12

F2 - Processing
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ANEXO 12- Ampliagao do espectro de RMN DEPT ** (75 MHz) da substancia 1DBG1, DMSO-d;
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ANEXO 13- Espectro de RMN HMBC (*H-300 MHz, **C - 75 MHz) da substancia 1DBG1, em DMSO-dg

1DBG1l (HMBC; DMSO-dé6; 15,3 mg)09/09/2020
Op. Sabrina
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11.98
11.97

ANEXO 14- Ampliagdo do espectro de RMN HMBC (*H-300 MHz, 3C - 75 MHz) da substancia 1DBG1, em DMSO-d;

NANT~ANrrROONONDTANTOW™
mOMMONANT T OMNRNOWILT®
BTN NNNN™ ™"~

IS B N gy

ppm A LA L__,LJ\_,"'J\AJH M\
o — D r~
o Sy O GO W~ o)
<4 ocopocco o -— N
| N )}.\f '\I ./ / 1 - - 9‘- 20
I VI ‘ f - o Cay
o Vi ) 5
40 _f__j k/—/ \J _/ \U_, \ . Te o - 40
] e -
15.7 7 - = - .
60 16.57, = 60
21.57 -
23.77 .
37.0~ = - -
80 ?L,? 80
39.57,
42,17
100 47.3° 1 i — —— S _— — - 100
1. 0.9 0.8 0.7 ppm
120 120
140 ~ 140
160 ~ 160
- 1807 T | | T T T T | r 180
11 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
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ANEXO 15- Espectro de RMN COSY (300 MHz) da substancia 1DBG1, em DMSO-ds

1DBG1 (COSY; DMsSO-d6; 15,3 mg)11/09/2020
Op. Sabrina

N 1)
FROBHD
FULFROG
TD
SOLVENT

0
1
®
4 - 2
o - = 3

GRADIENT C

E WAM[1]
4 o

F 5§ sm
= ’ ° @ FIDRES
v a
FnMODE
F 6 4096
300.2000000 MHz
QSTNE
0
0 Hz
Eo7 0
1.40
cessing parameters
4096
oF
— 8 300,.2000000 MHZ
QS INE
a
I T I T I I T I T I I I I 0 Hz

0

\
60 565 50 45 40 35 30 25 20 1. 10 05 00 -05 ppm
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ANEXO 16- Ampliacéo do espectro de RMN COSY (300 MHz) da substancia 1DBG1, em DMSO-dg

&5 NN TR r0 0o NOINATNITOLCT LN @ ©
- FTONAONARTrONRAINBIANNCHOR
- mwerooNNNNNNN """ """ 000
- N et N
NN oW 3 ,:\ l 4[#‘
N 0N o O @ N " . ) wn N ppm
o™ C F
1.27 E ol
1.31
1.45 =0
1.50
A B g
1.82 < 0 . -
1.84 j o L
1.88 o o
1.92 o . i - »
2,08 0 +
2.12 ﬁ 0 3
2.49 1 R . 4
2.50 1 1
2,98 - 1 ° - =5
2.99 o
3.01 I e S — E o
3.37 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 pem
4.31 e
4.32
5.12 »
=9
=10
E 1l
11.97
11.93} =12
11.99 E
=13

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
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ANEXO 17- Espectro de RMN de *H e ampliacdo (300 MHz) da substancia 1DBG1, em Piridina-ds

Current Data Parameters

NAME Daiane20_ 1DBG1_Py_15mg
EXPNO 11
PROCHNC 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20210301

Time 15.31
INSTRUM FOURIER300
FROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgcppr

TD 65536
SOLVENT Pyridine

NS 32

Ds 4

SWH £6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
yite} 5.3687091 sec
RG 9.03529%

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 293,99 K
D1 2.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
P41 2000000.00 usec
TDO 1
mmmmm=== CHANNEL f] =sssss==
SFO1 300.2018803 MH=z
NUC1 1H

Pl 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W
PLWS 0.00001000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 300.2003281 MHz
WDW

S5B 4]

LB 0 Hz
GB 4]

PC 1.00

N N | b eS|

| I I B I B I B R A I I I I L I L B
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 1. 0.5 ppm

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 0
B
— | ===l =l elwl =t ool enlenl I =+




ANEXO 18- Espectro de RMN de **C e ampliagdo (75 MHz) da substancia 1DBG1, em Piridina-ds

1799

—1393

— 1257

53.5

48.0
42.5

Lo

(>

Current Data Parameters

NAME Daiane20_1DBGl_Py_15mg
EXPNC 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20210301

190

180

170

160

150

140

130

120

116 100 90 8 70 60 50 40 30

20

10

ppm

Time 11.59
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROSG zgpg30
TD 32768
SOLVENT Pyridine
N5 6144
D3 0
SWH 24414,062 Hz
T T T "~ T "] DRES 006343332 Hz
Al 671 sec
54 52 50 48 46  ppm "6 501157
e A A B 20,480 usec
DE 10.00 usec
28 26 24 22 20 18 16 14 ppm 294.4 K
D1 0.30000001 sec
D11 0.03000000 sec
Sy — o =) —_— 0 D31 0.00000875 sec
SN o M~ I~ o —_ e D40 0.02336821 sec
< theneon onoen o on o L4 20
L5 8
\\// \/ ‘ ‘ \ P32 90.00 usec
TDO 1
=: == CHANNEL f1 ===
SFO1 75.4928982
NUCL 13C
Pl 3.75 usec
PLWL1 50.00239835 W
======== CHANNEL {2 ========
SFO2 300.2012008 MHz
CPDPRG[2 waltzl6
40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 ppm pchZ[ 30.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SE 75.4854170 MHz
WDW EM
. " eyt s yatolf S5B 0
LB 1.00 Hz
GB Q
pC 1.40
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ANEXO 19- Espectro de DEPT *** e ampliaco (75 MHz) da substancia 1DBG1, em Piridina-ds

lroi « oo oo onn fn g n
ol [~ alisl Banlie N ol ol oR ogRlenlie ofic o Bl us ;§ oo o= O~ I~ \D
— O~ My sfenon oo nnaAaaa Al Ol = = =~
| e w cans | N 1
[SpIENGN) [ [ex IR eolNeeIaNe]
[IgTe] <t MMM m™m Current Data Parameters
HWAME Dailane2d_1DBG1
TN 4
PROCNO 1
F2 - Rcquisition Parameters
Date_ 20200908
Time 11.45
INSTRUM FOURIER300
PRCBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG deptl135
TD 65536
SOLVENT DMSO
NS 1336
DS 0
—— SWH 24414.062 Hz
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
55 50 45 40  ppm n EE
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 1004.1 K
CN&T2 145.0000000
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345340 sec
L4 40
P32 90.00 usec
DO 1
== CHANNEL fl ==

75.4928978 MHz
13C
8.75 usec
17.50 usec
50.00292835 W

== CHANNEL f2 ==
300.2012008 MHz
1H
waltz16

130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

g.25
16.50
90.00

usec
usec
usec

20.00000000 W
0.16806000 W

F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40



