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ISOQUINOLINE ALKALOIDS AND INVESTIGATION OF THE ANTIBACTERIAL AND ANTIPLASMODIAL ACTIVITIES
OF Guatteria citriodora (Annonaceae). Phytochemical investigations of the stem bark, leaves and twigs of Guatteria citriodora
resulted in the isolation of eight alkaloids: liriodenine, lysicamine, O-methylmoschatoline, 3-methoxyoxoputerine, palmatine,

3-methoxyguadiscidine, guattescidine and oxoputerine. The structures of the isolated substances were established by extensive

spectroscopic techniques (1D and 2D NMR) and mass spectrometry (MS), as well as by comparison with data reported in the
literature. The in vitro antimalarial activity of the alkaloidal fractions of the leaves and twigs against Plasmodium falciparum FCR3
showed significant results, with IC,; = 1.07 and 0.33 pg mL"', respectively. The alkaloidal fraction of the leaves showed moderate
activity against Enterococcus faecalis, with ICy, = 125.0 ug mL"'. Antiplasmodial and antibacterial activities are attributed to alkaloidal

constituents.
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INTRODUCAO

O género Guatteria, o maior da familia Annonaceae, € constituido
por aproximadamente 290 espécies, encontrando-se distribuido exclu-
sivamente nos neotropicos.' Suas espécies sao utilizadas popularmente
como antiparasitdrias, vermifugas, inseticidas e odoriferas.>? Estudos
quimicos e farmacoldgicos tém revelado importantes atividades,
tais como antimicrobianas,* antioxidante,” antiprotozodrias contra
Leishmania sp.,*® Plasmodium falciparum,” e Trypanosoma cruzi,?
associadas aos seus constituintes quimicos, especialmente, alcaloides
isoquinolinicos e seus derivados.

Guatteria citriodora Ducke € uma espécie amazdnica conhecida
popularmente como envira-amarela ou laranjinha. Ocorre em floresta
pluvial de terra firme com distribui¢do nos estados do Amazonas e
Par4, bem como nas Guianas, Suriname, Bolivia, Equador, Coldmbia,
Peru e Venezuela.? Nio hé registro de uso medicinal mas € difundida
ainformacdo do bem-estar produzido pelo cha de suas folhas, consu-
mido no dia a dia das populagdes do interior do municipio de Maués
(AM), sendo este o primeiro estudo quimico e bioldgico da espécie.
Em continuacio as investigagdes sobre atividades antiparasitria e
antimicrobiana de espécies da familia Annonaceae, sdo apresentados
neste trabalho os resultados dos estudos fitoquimicos e avaliagdo de
atividades antiplasmédica e antibacteriana de extratos brutos e fracdes
alcaloidicas de G. citriodora.

PARTE EXPERIMENTAL
Equipamentos

Os espectros de IV foram realizados em Espectrometro de

*e-mail: Ibelem @ufam.edu.br

Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF), modelo Spectrum
2000 (Perkin Elmer), utilizando pastilhas de KBr. Os espectros de
massas foram adquiridos em espectrometro do tipo ion trap LCQ
Fleet™ (Thermo Scientific) equipado com uma fonte de eletrospray
(ESI) e operando no modo positivo de aquisi¢do. Para as andlises em
ESI-IT-MS as solucdes estoque foram diluidas a 5 ppm em metanol grau
HPLC e analisadas por infusdo direta através da bomba de seringa do
equipamento. Os espectros Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D
foram registrados em aparelhos Brucker Avance I11 600 operando a 14,4
Tesla (T), a 600 MHz para RMN 'H. As amostras foram solubilizadas
em metanol deuterado (CD,0D) utilizando o tetrametilsilano (TMS)
como padrao de referéncia interna. Os deslocamentos quimicos foram
expressos em ppm (8) e as constantes de acoplamento (J) foram regis-
tradas em Hertz (Hz). O [al],, foi obtido em polarfmetro Jasco P-2000,
operando com lampada de Na (589 nm) com uma celade 1 mL (10 cm).

Material vegetal

O material botanico (cascas, folhas e galhos finos) foi coletado
nos arredores do lago Canaranas, municipio de Maués, estado do
Amazonas, Brasil, em setembro de 2009. A identificacio das plantas
foi confirmada pelo Dr. Antonio Carlos Weber, do Departamento de
Biologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
do Amazonas como sendo a espécie G. citriodora, com depdsito no
herbério do ICB da UFAM com o niimero 7346.

Extraciao e isolamento dos alcaloides

Alcaloides das folhas e galhos finos

O material vegetal seco (600,0 g de folhas e galhos finos) pulve-
rizado foi submetido a maceracdo em 1500 mL de etanol/dgua 8:2,
com renovagao didria de solvente. Apds quatro extragdes, as solu¢des
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obtidas foram concentradas em evaporador rotatorio sob pressao redu-
zida a 45 °C. Os extratos hidroalcodlicos brutos resultantes das folhas
(EHBF-92.,80 g) e galhos finos (EHBG-70,63 g) foram submetidos,
separadamente, a particio liquido-liquido com hexano obtendo-se as
fracdes codificadas como FHF (4,73 g) e FHG (2,50 g), respectivamen-
te. Os correspondentes residuos hidroalcodlicos foram solubilizados em
CHCI,, tratados com HCl a 3%, e extraidos com CHCl,. Foram obtidas
fracdes orgénicas neutras FNF (14,56 g) e FNG (1,42 g) e fragdes
aquosas dcidas (FAAF e FAAG). FAAF e FAAG foram alcalinizadas
com NH,OH até pH 10 e extraidas com cloroférmio, fornecendo,
respectivamente, as fragdes aquosas bdsicas que foram descartadas, e
as fracdo alcaloidicas FAF (1,48 g) e FAG (1,01 g). A FAF (1,00 g) foi
fracionada em uma coluna de silica gel (0,063-0,200 mm, 5,6 g) previa-
mente tratada com bicarbonato de sédio NaHCO, 10%° e eluida com
HEX-CHCI, (1:1), obtendo-se 21 fragdes de 30 mL cada, agrupadas
segundo andlise em CCD nas subfragdes F4 (22,0 mg), F9 (26,0 mg),
F13 (69,0 mg). F4 submetida a cromatografia de camada delgada prepa-
rativa (CCDP), em gel de silica, eluente CHCL,-MeOH (9,5:0,5) levou
ao isolamento de 1 (2,4 mg). A partir de F9, eluente CHCl,—AcOEt
(7:3), com procedimento similar, foi isolado 2 (2,4 mg). F13, fracionada
em coluna cromatogréfica de silica 70-230 Mesh, utilizando como fase
movel solventes de polaridade crescente (Hex—DCM-AcOEt-MeOH),
forneceu, a partir da fragdo AcOEt, os sélidos 3 (4,1 mg) e 4 (6,3 mg).
FAG (0,950 g) foi cromatogratada como descrito para FAF, utilizando
como fase mével CHCL,—~AcOEt (2:7). Foram coletadas 20 fracoes de
30 mL, agrupadas segundo semelhangca em CCD, levando as fracdes
G-4 (30,0 mg), G-8 (10,0 mg), G-9 (16,0 mg), G-10-12 (170,0 mg) e
G-14-16 (125,0 mg). A purificac@o dessas fracdes em CCDP de gel de
silica resultou na obtengéo dos seguintes compostos: 1 (3,3 mg), isolado
a partir de G4 (eluente DCM-MeOH (9,5:0,5)); 5 (1,2 mg), obtido de
G-8 (eluente CHCl,—AcOEt (7:3)); 2 (2,4 mg), proveniente de G-9,
isolado através de duas sucessivas CCDP, eluentes CHCL,~AcOEt (7:3)
e DCM-Acetona (7:3). G10-12 submetida a coluna cromatografica de
Si 60, 70-230 Mesh, eluida sucessivamente com Hex—-DCM—-AcOEt—
MeOH forneceu a fragdo AcOEt, a partir da qual, através de CCDP,
eluente CHCl,—Acetona (9:1) foi obtido 6 (4,6 mg). Em procedimento
cromatografico semelhante, a fracdo AcOEt de G14-16, submetida a
CCDP, eluente CHCl,—Acetona (7:3), forneceu 7 (1,9 mg).

Alcaloides da casca do caule

O material vegetal (1046,0 g) foi submetido successivamente,
a maceracdo em 2,5 L de solvente de polaridade crescente, hexano,
diclorometano e metanol (cada solvente 4 vezes), gerando, apds eli-
minag¢ado do solvente em evaporador rotatério sob pressao reduzida,
os extratos HEX (1,51 g), DCM (2,44 g) e MeOH (46,48 g). Com
base em andlise em CCD, o extrato DCM foi submetido & marcha
quimica para obtencdo de alcaloides, como descrito para as folhas e
galhos, obtendo-se a fragdo alcaloidica dos caules (FAC). Essa fracao
(150,0 mg) foi fracionada utilizando como fase mével DCM-AcOEt
(2:7) acrescida de trés gotas de dietilamina (DEA), fornecendo 61
fracdes. As fragdes 1-5 foram reunidas e analisadas em CCDP, eluida
com DCM:AcOEt (2:3), fornecendo 2,0 mg de um sélido cristalino de
coloragdo amarela constituido de 1 e 2. As fragdes de 12-57 (6,3 mg)
foram submetidas a coluna cromatogréfica de Si 70 — 230 Mesh, uti-
lizando HEX:DCM:AcOEt (2:2:4), fornecendo 12 fragdes, das quais
foram obtidos os sélidos cristalinos puros 3 (1,5 mg) e 8 (2,0 mg).

Avaliacao da atividade antibacteriana

Micro-organismos

A atividade antibacteriana dos extratos EHBF e EHBG e das
fragdes FAF e FAG foi avaliada frente a 29 bactérias Gram positivas e
17 Gram negativas. As cepas Gram negativas foram: Listeria ivanovii
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ATCC 19119, L. monocytogenes ATCC 19112, L. monocytogenes
ATCC 19117, L. monocytogenes ATCC 15313, L. monocytogenes
ATCC 7644, L. innocua ATCC 33090, Bacillus subtilis ATCC 6051,
Streptococcus agalactiae (CT) ATCC 13813, S. mutans ATCC 25175,
S. pneumoniae ATCC 11733, S. gallolyticus ATCC 9809, S. oralis
ATCC 10557, 8. parasanguinis ATCC 903, S. pyogenes ATCC 19615,
S. pyogenes grupo A tipo 1 ATCC 12344, Staphylococcus aureus
ATCC 14458, S. aureus ATCC 12598, S. aureus ATCC 8095, S.
aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 12600, S. epidermidis ATCC
12228, S. simulans ATCC27851, S. xylosus ATCC 29971, S. aureus
sensivel a meticilina (ATCC 25923), S. aureus resistente a meti-
cilina ATCC 33591, Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953,
Enterococcus hirae ATCC 8043, E. faecalis ATCC 4083, E. faecalis
ATCC 14506. As cepas Gram negativas foram: Campylobacter jejuni
(CT) ATCC 33560, Enterobacter cloacae ATCC 23355, Pseudomonas
aeruginosa (PAO1), Escherichia coli DAEC C1845, E. coli ATCC
10536, E. coli (EIEC) EDL-1284, E. coli (EPEC) O86:H35, E. coli
(EHEC) EDL-933, Neisseria gonorrhoeae ATCC 9826, Salmonella
enteritidis ATCC 13076, S. typhimurium ATCC 6539 e ATCC 13311,
S. braenderup ATCC H9812, S. Choleraesuis (ATCC6958), Shigella
dysenteriae ATCC 13313, S. flexneri ATCC 12022, Yersinia entero-
colitica (CT) ATCC 9610.

Antibiograma (técnica de po¢o)

A determinagdo da atividade antibacteriana pela técnica de poco
foi realizada segundo Grove e Randall'® com modificacdes. As cul-
turas bacterianas foram preparadas a partir de culturas novas (18-24
h) produzidas a partir de uma tnica colonia crescida em meio Agar
LB, e ajustadas a escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC mL"). Os
indculos foram semeados em placas de Petri de 90 mm preparadas
com 10 mL de dgar bacterioldgico (camada inferior) e 15 mL de Agar
Miieler Hinton (camada superior). Na camada superior foram feitos
seis orificios de forma equidistante e posterior pipetagem de 40 uL.
referente ao controle positivo (Imipinem), negativo (DMSO 80%)
e 4 extratos a 10 mg mL", incubados a 37 °C por 24 h. Os extratos
vegetais que apresentaram halos de inibicdo foram avaliados para
determinagdo da concentragdo inibitéria minima — CIM.

Determinacio da concentracfo inibitéria minima — CIM

A CIM foi realizada de acordo com CLSI' utilizando o meio
liquido LB na placa de microdiluigdo de 96 pocos. Nos orificios da
coluna 1 foram acrescidos 60 puL. de LB e nas linhas de A a F 40 pL dos
extratos e fragdes e nas linhas G e H 40 uL de Imipinem. O contetdo
da coluna 1 foi homogeneizado e realizada diluicdo seriada (1:2) até a
coluna 10. Em seguida, foram acrescidos 60 uL de LB estéril, 20 uL
de resazurina a 0,01% e 20 pL. de in6culo a 0,5 da escala McFarland.
A concentragdo final avaliada das amostras foi de 1000 ug mL" a 1,95
ug mL'. Em seguida, a placa foi incubada a 37 °C por 18 a 48 horas
e posteriormente feita a leitura considerando negativo a conversiao
do corante azul para rosa (ou incolor) e positivo a permanéncia da
coloragao azul. A CIM foi definida como a menor concentragao das
amostras capaz de inibir o crescimento de bactérias, como indicado
pela coloracdo da resazurina.

Avaliacio da atividade antiplasmédica

A atividade antiplasmddica dos extratos e fragdes foi avaliada
contra Plasmodium falciparum FCR3 por citometria de fluxo pela
técnica tradicional da queima de vela em dessecador fornecendo
atmosfera rica em gds carbOnico e pobre em oxigénio.'? As cepas
foram mantidas em cultivo no meio RPMI incompleto com 10% de
soro humano e alimentadas com eritrécitos humanos normais A+ e
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incubadas a 37 °C. O teste antiparasitario dos extratos e fragdes foi
realizado em triplicata com 2% de hematdcrito e 3 a 5% de parasi-
temia utilizando a quinina como droga de referéncia antimaldrica.
As solugdes estoque foram preparadas em dimetilsulféxido (DMSO
0,02 — 0,05% de concentrag@o final) e diluidas seriadamente em
meio completo (100 a 0,01 ug mL"! em cinco dilui¢des). A leitura
foi realizada em 72 h com contagem da porcentagem da parasitemia
por citometro de fluxo FAC-SCAN com identificacdo do parasita
através do brometo de etidio. A concentracdo inibitéria 50% (Cl,)
foi determinada a partir da curva dose-resposta de extratos de planta
vs hemdcias parasitadas.

Analise estatistica

A concentracdo inibitéria 50% (Cl,,) foi determinada a partir da
curva dose-resposta de extratos de planta vs hemdcias parasitadas, por
andlise de regressao nao linear. Foram utilizadas curvas estatisticas
que tiveram o melhor desempenho como medidas de ajuste (maior
p-valor e menor valor para o AIC)." Todas as andlises foram feitas
utilizando o pacote drm do software R.'*

RESULTADOS E DISCUSSAO
Estudos fitoquimicos

O estudo fitoquimico de G. citriodora levou ao isolamento de
8 alcaloides pertencentes a quatro importantes tipos de derivados
isoquinolinicos, liriodenina 1, lisicamina 2, O-metilmoschatolina 3,
oxoputerina 8, 3-metoxioxoputerina 4 (oxoaporfinicos), palmatina 5
(protoberberinico), 3-metoxiguadiscidina 6 (7,7—dimetilaporfinico),
guattescidina 7 (7-hidroxy-7-metilaporfinico), evidenciando a diversi-
dade estrutural caracteristica do género Guatteria. Todos os compostos
estdo sendo relatados pela primeira vez na espécie. As estruturas de
1, 2, 3, 5 e 8 foram identificadas ou elucidadas inequivocamente, por
técnicas de espectrometria avancadas, principalmente RMN (1D e 2D)
e (ESI-IT-MS) e comparagido com dados da literatura. Os espectros de
RMN de 4 apresentaram similaridade com os de 1. O grupo metile-
nodioxi (OCH,0) foi reconhecido através do sinal em & 6,31 (s, 2H)
correlacionado ao sinal do carbono em & 103,82, através do mapa de
contorno HSQC. Foi observada a auséncia do sinal em 6 7,44/H-3 de
1, e a presenga de um simpleto em & 4,29 (3H), atribuido a um grupo
metoxilico, correlacionado no mapa de contorno HMBC com o carbono
em O 137,02, e atribuido ao C-3, do anel A. Foram observados dois
sinais, em 6 8,24 (d, 1H, J=4,8) € 8,72 (d, 1H, J = 4,8), caracteristicos
de hidrogénios do nucleo isoquinolinico em H-4 e H-5, respectiva-
mente, e registros de sinais referentes a trés hidrogénios aromadticos
em 8,01 (dd, J=79¢ 0,7 Hz, 1H), § 7,55 (t, /=79 Hz, 1H) e §
7,46 (dd, J=7,9 € 0,7 Hz, 1H), caracteristicos do anel D dos sistemas
oxoaporfinicos substituidos em C-11, compativeis com os sinais de
H-8, H-9 e H-10. A presenga de sinal em 8 4,04 (3H), correlacionado
no HSQC ao sinal do carbono em 56,71, indicou a presenga de uma
metoxila como o grupo substituinte, enquanto a correlac¢éo (J°) do sinal
em & 8,01 (H-8) no HMBC com o sinal da carbonila (C-7) em 6 183,85
confirmou a sua localiza¢do no C-11 (8 158,48), levando a identificagdo
de 4 como o alcaloide 3-metoxioxoputerina, isolado anteriormente de
G. foliosa."> Na Tabela 1 encontram-se dados completos do composto,
sendo registrados pela primeira vez, através de técnicas de HSQC e
HMBC, seus dados de RMN *C. O composto 6 apresentou um sinal
am/z 338 ([M+H]") consistente com a férmula molecular C, H,,)NO,.
A fragmentagdo no espectro de massas (ESI-IT-MS) até MS? revelou
duas perdas iniciais de 15 Da, evidenciadas pelos fragmentos a m/z
323 e m/z 308. Foram ainda observadas sucessivas perdas de 30 Da e
28 Da, correspondentes a CH,O (m/z 278) e CO (m/z 250), que estdo
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relacionadas a presenca de uma ponte metilenodioxi na estrutura, con-
forme observado em alcaloides aporfinicos sensu stricto.' O espectro
de RMN 'H confirmou a presenca do grupo metilenodioxi no anel
A, verificado através do sinal em 6,11 (s, 2H). Como no composto
4, o sinal correspondente ao H-3 foi substituido por uma metoxila (&
4,00, 3H). Observou-se ainda caracteristicas de um alcaloide do tipo
7,7-dimetilaporfinico devido a um sinal em & 1,42 com integracdo
para seis hidrogénios no espectro de RMN 'H, indicando os grupos
metilicos ligados ao C-7. Foram observados sinais em 4 2,58 e 3,51
ambos tripletos (J = 7,4, 2H), caracteristicas de hidrogénios no anel
tetraidroisoquinolinico em H-4 e H-5, respectivamente. O registro de
sinais referentes a trés hidrogénios aromaticos em & 6,98 (d, J = 2,5
Hz, 1H), § 6,70 (dd, J=8,6 ¢ 2,5 Hz, 1H) e 6 8,04 (d, J = 8,6 Hz, 1H)
atribuidos ao H-8, H-10 e H-11, indicaram uma substitui¢ao em C-9
do anel D, deduzida pelo espectro de massas, como uma hidroxila. A
comparagio com dados da literatura levou a identificacdo de 6 como o
alcaloide 3-metoxiguadiscidina, isolada pela primeira vez de Guatteria
friesiana."’ O composto 7, identificado como a guattescidina, foi isolado
anteriormente de Guatteria scandens, por Hocquemiller et al. (1982).'8
Sua estrutura foi corrigida em 1983," com base em andlise de difra-
¢do de raios X do derivado 9-metoxilado andlogo, guattescina, sendo
incompletos os dados da literatura sobre este alcaloide. O espectro
de massas do composto apresentou uma molécula protonada ([M +
HJ*) em m/z 310, consistente com a férmula molecular C,;H,;NO,.
Pela andlise do espectro de RMN 'H observaram-se caracteristicas de
um alcaloide do tipo 7-hidroxi-7-metilaporfinico devido ao sinal em
4 1,41 com integrac@o para trés hidrogénios no espectro de RMN 'H,
correlacionado com o sinal em & 34,28 no mapa de contorno HSQC.
Foram observados sinais em & 2,66 € 3,98, ambos multipletos com
integrac@o para 2 hidrogénios, acoplados no HSQC aos sinais em
827,26 ¢ 46,23, caracteristicos de hidrogénios/carbono do anel tetrai-
droisoquinolinico H-4/C-4 e H-5/C-5, respectivamente. No espectro de
RMN 'H observou-se um simpleto referente a um hidrogénio em 6 6,69
no anel A e a auséncia do sinal de H-6a entre 8 3,50-3,71 do anel B,
indicando a presenca de uma ligacdo dupla entre C-6a e N-6, confirmada
pelo sinal do carbono iminico em & 172,29. A despeito da presenca do
grupo imino entre C-6a e N-6 que, de acordo com a literatura,” restaura
a planaridade da molécula (evidenciada em 6 pelo simpleto do sinal
do metilenodioxi), observa-se no composto 7 a presenca de dois sinais
[6 6,05 (d, 1H) e 8 6,17 (d, 1H)] com constantes de acoplamento (J)
iguais a 1,2Hz, caracteristica de hidrogénios o e 3 do grupo metileno-
dioxi,?! de estruturas de 7-hidroxy-7-metilaporfinico, confirmando a
auséncia de planaridade, revelada na anélise por difratometria de raios
X." Os sinais dos hidrogénios em & 7,24 (1H, d, 2,5Hz), 8 6,74 (1H,
dd, 8,6 € 2,6Hz) e 6 8,07 (1H, d, 8,6Hz) correlacionados aos carbonos
5 113,3,8 115,58 130,5 no mapa de contorno HSQC indicaram uma
substituicdo no anel D e foram atribuidos respectivamente a H-8/C-8,
H-10/C-10 e H-11/C11, tendo em vista a correlagio no HMBC (J°)
do sinal em & 7,24 (H-8) com um carbono carbinélico em & 74,34.
A substituigdo em C-9 foi ratificada pela correlagio J° no HMBC do
sinal em 6 8,07 (H-11) com o sinal do carbono em 6 159,45 (C-9), o
qual ndo mostrou correlagdo com hidrogénios no HSQC, indicando a
localizag¢@o de um grupo hidroxila nesta posi¢ao. Dados completos de
RMN do alcaloide sdo encontrados na Tabela 1.

Liriodenina (1): IV. v, (KBr, cm'): 2922, 2852, 1654, 1596,
1577, 1485, 1470, 1443, 1422, 1384, 1311, 1262, 1228, 1207, 1051,
1017, 964, 911, 872, 779, 752, 725, 690, 609 e 570 cm™. RMN 'H
(600 MHz, CD,0OD) 8&: 6,49 (H-1/2, s, OCH,0 em C-1/C-2), 7,44
(H-3, s), 8,04 (H-4, d, 5,2), 8,75 (H-5, d, 5,2), 8,48 (H-8, dd, 7,8
e 1,5), 7,64 (H-9, ddd, 7.8, 7,4 e 1,1), 7,88 (H-10, ddd, 8,3, 7,4
e 1,5) e 8,78 (H-11, dd, 8,3 e 1,1); EI-MS m/z 276 (IM + HJ"),
consistente com a férmula molecular C;H,NO,. Dados de acordo
com a literatura.’
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Tabela 1. Dados de RMN de 'He de *C de 4, 6 ¢ 7*

Quim. Nova

4 6 7

Posiglo 5C (3) 8, (mult,JemHz) &, (mult., J em Hz) 5C (3) 3, (mult., J em Hz)
la 117,70

139,90 143,15

151,88 152,44

137,02 106,64 6.69 (s)
3a - 134.80
3b 124,37 116,62

120,44 824 (d, 4.8) 2,58 (t, 7.4) 27,26 2,66 (m)
5 144,38 872 (d, 4.8) 3.51 (1, 7.4) 4623 3,98 (m)
6a 132,65 172,29
7 183.85 74,34
7a 134,13 146,32

121,13 8,01 (dd, 7.9 ¢ 0,7) 6.98 (d, 2.5) 113,30 724(d, 2.5)

130,09 7.55 (t, 7.9) 159.45
10 11847 746(dd,7.9¢07) 670 (dd, 8,6¢2.5) 115.50 6.74 (dd, 8.6 ¢ 2.6)
1 158,48 8,04 (d, 8,6) 130,50 8,07 (d, 8,6)
1a 124,08 119,97
7-CH, eq 142 (s) 34,28 141 (s)
3-OCH, 60,98 429 (s) 4,00 (s)
11-OCH, 56,71 4,04 (s)
(1-2) OCH,0_H, 103.82 631 (s) 6,11 (s) 102,80 6.17(d, 1.2)
(1-2) OCH,O_H, 6,05 (d, 1.2)

Experimento realizado a 600 MHz para "H em CD,OD. (8) Deslocamento quimico em ppm. *Dados de '*C obtidos através dos espectros de correlagio HSQC

e HMBC.

Lisicamina (2): IV. v, (KBr, cm™): 2924, 2850, 1653, 1610,
1595, 1567, 1482, 1463, 1413, 1307, 1262, 1246, 1204, 1139, 1045,
1014 e 748 cm™. RMN 'H (600 MHz, CD,0D) &: 4,07 (H-1, s, OCH,),
4,14 (H-2, s, OCH,), 7,56 (H-3, s), 8,02 (H-4, d, 5,3), 8,74 (H-5, d,
5,3), 8,45 (H-8, dd, 8,1 e 1,3), 7,61 (H-9, ddd, 8,1, 7,1 e 1,1), 7,83
(H-10, ddd, 8,4, 7,1 ¢ 1,3) € 9,21 (H-11, dd, 8,4 ¢ 1,1); EI-MS m/z
292 (M + HJ") consistente com a férmula molecular C (H,;NO,.
Dados de acordo com a literatura.?

O-Metilmoschatolina (3): IV.v_, (KBr,cm™): 2944, 2856, 1713,
1665, 1595, 1579, 1547, 1478, 1394, 1332, 1312, 1257, 1205, 1159,
1118, 1095, 1045, 1008, 974,942, 854,760 ¢ 689 cm™'. RMN 'H (600
MHz, CD,0D) &:4,126 (H-1, s, OCH,), 4,127 (H-2, s, OCH,), 4,23
(H-3, s, OCH,), 8,38 (H-4, d, 4.5), 8,87 (H-5, d, 4.4), 8,48 (H-8, dd,
79¢1,4),7,59 (H-9,ddd, 7,9,7,2¢ 1,1), 7,84 (H-10, ddd, 8,5, 7,2 ¢
1,5)e9,20 (H-11,d, 8,5); EI-MS m/z 322 (M + H]*) consistente com
a férmula molecular C,(H,;NO,. Dados de acordo com a literatura.”

3-Metoxioxoputerina (4): RMN 'H (600 MHz, CD,0D), Ver
Tabela 1. Dados de acordo com a literatura.”> EI-MS m/z 336 ([M +
HJ") consistente com a férmula molecular C,,H ,NO;.

Palmatina (5): IV. v, (KBr, cm™): 3426, 2944, 2851, 1635,
1606, 1512, 1458, 1362, 1273, 1240, 1217, 1138, 1112, 1067, 1018,
969 e 811 cm”. RMN 'H (600 MHz, CD,0D) 8:4,00 (H-2, s, OCH,),
3,95 (H-3,s, OCH,), 4,21 (H-9, s, OCH,), 4,11 (H-10, s, OCH,), 7,67
(H-1,5),7,06 (H-4,s), 3,23 (H-5,1,4,3), 4,94 (H-6,t,4,3), 9,76 (H-8,
s), 8,12 (H-11, d, 9,1), 8,02 (H-12, d, 9,1) e 8,80 (H-13, s); EI-MS
m/z 352 (IM + HJ*) consistente com a férmula molecular C, H,,NO,.
Dados de acordo com a literatura.*

3-Metoxiguadiscidina (6): IV. v, (KBr, cm™): 3432, 2996,
2946, 2854, 1637, 1603, 1508, 1457, 1423, 1387, 1332, 1300, 1253,
1209, 1062, 987, 954 ¢ 820 cm. RMN 'H (600 MHz, CD,OD). Ver
Tabela 1. Dados de acordo com a literatura.?? EI-MS m/z 338 ([M
+ HJ*), correspondendo & férmula molecular C,H,,NO,; m/z: 323
(291), 308, 278, 250 e 232.

Guattescidina (7): [a],* 13.7° (¢ 1.0, MeOH). RMN 'H (600
MHz, CD,0OD). Ver Tabela 1. Dados de acordo com a literatura.'® ([M
+ HJ*) em m/z 310, consistente com a férmula molecular C,;H,\NO,.

Oxoputerina (8): RMN 'H (600 MHz, CD,0D) &: 6,26 (H-1/2,
s, OCH,0 em C-1/C-2), 7,15 (H-3, s), 4,02 (H-11, s, OCH,), 7,73
(H-4,4d,5,1), 8,83 (H-5,d,5,1), 8,17 (H-8,dd, 7,8 e 1,1), 7,55 (H-9,
dd, 8,2e7,8)e 7,30 (H-10, dd, 8,2 e 1,1); EI-MS m/z 306 (M + HJ*)
correspondendo a férmula molecular C,;H,;NO,. Dados de acordo
com a literatura.'

As estruturas de 1-8 estdo representadas na Figura 1.

@ R=H
(3) R=0CHs

%) (6)

Figura 1. Alcaloides isolados das folhas e galhos de G. citriodora



Vol. 37, No. 9

Atividade antibacteriana

Os extratos e fracdes avaliados foram inativos frente as bactérias
Gram-negativas e ativos contra trés cepas de bactérias Gram-positivas
como mostra a Tabela 2. A moderada atividade frente a bactéria pa-
togénica Enterococcus faecalis (ATCC 4083) (CIM = 125 pgmL™") é
um resultado promissor, tendo em vista a resisténcia dessas bactérias
aos antibidticos do mercado.”2¢ Essa atividade € atribuida a presenca
de alcaloides isoquinolinicos, cuja eficiéncia € reconhecida frente a
cepas Gram+.” Resultado similar foi obtido para a fra¢do alcaloidica
de Guatteria hispida, destacando-se o alcaloide liriodenina por ser
mais ativo em relacdo ao controle positivo cloranfenicol contra a
Gram positiva Staphylococcus epidermidis.> A resisténcia de bacté-
rias Gram-negativas, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, a
fracdes alcaloidicas e a alguns alcaloides como O-metilmoschatolina,
lisicamina, isomoschatolina, nornuciferina, isocoreximina e lirio-
denina isolados de espécies G. hispida e G. blepharophylla ja foi
relatada na literatura.>8%

Tabela 2. Atividade antibacteriana dos extratos e fragdes ativos

CIM* (ug mL™")

Fxtrato ijg éi%g; B. subtilis S. aureus Sensivel
EHBF ND ND 250
FAF 125 62,5 ND
FAG ND 62,5 ND
Imipinem” 62,5 31,2 15,6

“CIM: Concentracao inibitéria minima; “Droga controle: Imipinem; EHBF:
Extrato hidroalcodlico bruto das folhas; FAF: Frag@o alcaloidica das folhas;
FAG: Fracao alcaloidica dos galhos; ND: Nao Detectado.

Atividade antiplasmédica in vitro

Os resultados dos testes in vitro com extratos e fragdes contra
Plasmodium falciparum FCR3 sdo apresentados na Tabela 3. Os ex-
tratos EHBF e EHBG apresentaram elevada atividade antiplasmddica
exibindo CIy, de 1,183 pg mL"! e 0,3277 pg mL"!, respectivamente.
Observou-se que as fragdes alcaloidicas FAF (CI,, = 1,183 pg mL")
e FAG (CL,= 0,3277 ug mL") e FHG (CI, de 1,035 pg mL"') foram
muito ativas, sendo que a constituicdo quimica da dltima nio foi inves-
tigada neste trabalho. A significativa atividade de FAF e FAG pode ser
atribuida aos constituintes alcaloidicos liriodenina e lisicamina, com
atividades j4 relatadas na literatura.’*3! Observou-se, adicionalmente,
em FAG, a presenga do alcaloide comprovadamente ativo palmatina,’
e dos alcaloides fendlicos 3-metoxiguadiscidina e guattescidina, para
os quais ndo hd estudos de atividade antiplasmddica. Sener et al.
sugerem que o grupo metilenodioxi e o nitrogénio tercidrio ndo me-
tilado contribuem para a alta atividade dos alcaloides. Wright et al.,*
avaliando a atividade antiplasmddica de alguns grupos de alcaloides,
relataram que a presenga do nitrogénio quaterndrio aumenta a atividade
dos protoberberinicos. No grupo dos aporfinicos, os autores sugerem
que a fungdo amina secunddria ou um substituinte fendlico aumenta
a atividade antiplasmddica in vitro em relagdo as aminas tercidrias e
substituintes metoxilados, os quais foram cerca de sete vezes menos
ativos. As observagdes acima podem explicar a maior atividade de
FAG, portadora do alcaloide protoberberininico 5 e dos alcaloides 6 e
7, ambos contendo uma hidroxila fendlica no C-9. Os resultados das in-
vestigagdes antiplasmadicas in vitro sdo promissoras, como ja descritos
na literatura.”**3” Pesquisas intensivas in vivo devem ser realizadas, uma
vez que hd relatos de que protoberberinicos como a palmatina e outros
alcaloides ndo foram ativos in vivo contra o Plasmodium berghei.’®
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Tabela 3. Atividade antiplasmédica dos extratos e fracdes de acordo com
AIC e o p-valor

Extratos/Fracoes CIL,,c pg mL"!

EHBF 1,183
FHF 42,725

FNF 75,650

FAF 1,066
EHBG 0,328
FHG 1,035
FNG > 100

FAG 0,332
Quinina? 0,018

“Cl,,,: Concentragdo inibitéria 50%; “Droga controle: Quinina; EH: Extrato
hidroalcoélico, FH: Fragdo hexanica, FN: Fracdo Neutra, FA: Fragdo alcalo-
idica, F: Folhas e G: Galhos.

CONCLUSAO

O trabalho reporta o isolamento e a identificagdo de 8 alcaloides
descritos pela primeira vez na espécie G. citriodora, revelando-a
como uma fonte promissora de alcaloides isoquinolinicos. Os estudos
fitoquimicos evidenciaram a diversidade estrutural, caracteristica do
género, contribuindo para o seu conhecimento quimico-taxondmico.
Os resultados dos testes antibacterianos revelando moderada atividade
das fracdes alcaloidicas frente a bactéria patogénica Enterococcus
faecalis sdo promissores tendo em vista a resisténcia dessas bactérias
aos antibiéticos do mercado. Os testes bioldgicos confirmaram o po-
tencial antiplasmddico da espécie, observando-se maior atividade para
os galhos finos, o que pode ser associado a presenca dos alcaloides
do tipo protoberberinico e derivados fendlicos de alcaloides 7,7-di-
metilaporfinico e 7-hidroxi-7-metilaporfinico. Estes dados estimulam
a intensificacdo das investigacdes das atividades dos constituintes
alcaloidicos, ensaios in vivo e estudos da relagao estrutura/atividade,
com vistas a descobertas de novos agentes terapéuticos antimaldricos
e antimicrobianos.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Espectros de IV de 1,2, 3, 5 e 6, espectros de RMN de 'H, mapas
de contorno HSQC e HMBC e espectros de massas (ESI-MS e MS™)
de 4, 6 e 7, utilizados neste trabalho, estdo disponiveis em http://
quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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