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Resumo

Foi conduzido o estudo quimico da espécie vegetal Swinglea glutinosa (Rutaceae),
uma planta tropical originaria do sudeste asiatico, caracterizada pela biossintese de
diferentes classes de compostos que possuem diversas atividades biologicas
associadas. Para a exploracao racional do perfil quimico da espécie, utilizou-se a
abordagem de desreplicagdo via cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
acoplada ao espectrometro de massas de alta resolugdo (EMAR), bem como dados
registrados na literatura, bancos de dados in house e bancos de dados comerciais de
Produtos Naturais, além do uso da plataforma GNPS como um facilitador nesse
processo. Assim, minimizou-se a chance de isolamento de compostos ja descritos na
literatura para a espécie. Os extratos e as fragdes que originaram os metabdlitos
isolados foram avaliados contra células de leucemia humana (linfoides e mieloides):
Jurkat, K-562, Kasumi-1 e Raji. As avaliagbes preliminares mostraram que algumas
fragdes (na concentragao de 100 ug/mL) de S. glutinosa inibiram a viabilidade celular
de algumas linhagens de leucemia. Com o estudo biomonitorado tentativo e a
desreplicagcao molecular, foi possivel isolar quatro compostos inéditos na espécie em

estudo: Lansamida |, Lansiumamida B, N-(2-feniletil)cinamamida e Lansiumamida C.

Palavras-chave: Swinglea glutinosa, Rutaceae, atividade anti-leucemia, amidas,

desreplicacéo



Abstract

The chemical study of the plant species Swinglea glutinosa (Rutaceae), a tropical plant
originating from Southeast Asia, characterized by the biosynthesis of different classes
of compounds that have several associated biological activities was conducted. For
the rational exploration of the chemical profile of the species, we used the dereplication
approach via high performance liquid chromatography (HPLC) coupled with a high-
resolution mass spectrometer (HRMS), as well as data recorded in the literature, in
house databases and commercial databases of Natural Products, in addition to the
use of the GNPS platform as a facilitator in this process. Thus, the chance of isolation
of compounds already described in the literature for the species was minimized. The
extracts and fractions that originated the isolated metabolites were evaluated against
human leukemia cells (lymphoid and myeloid): Jurkat, K-562, Kasumi-1 and Raiji.
Preliminary evaluations showed that some extract fractions (at a concentration of 100
pug/mL) of S. glutinosa inhibited the cell viability of some leukemia strains. With the
tentative biomonitored study and molecular dereplication, it was possible to isolate
four new compounds in the species under study: Lansamide I, Lansiumamide B, N-(2-

phenylethyl)cinnamamide and Lansiumamide C.

Key-Words: Swinglea glutinosa, Rutaceae, anti-leukemia activity, amide
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1. Introducao

Os Produtos Naturais (PNs) vem sendo usados como agentes terapéuticos ha
muito tempo. Os primeiros vestigios do uso desses compostos foram em 2600 a.C.
na Mesopotamia, onde foi apresentado um relato com cerca de 1000 derivados de
plantas medicinais (ATANASOV, WALTENBERGER, et al., 2015). Em muitas
culturas, foram empregados Oleos, chas, remédios e derivados de plantas sem o
conhecimento ou a caracterizagdo dos principios ativos, apenas utilizando
experimentacdo humana (BERNARDINI, TIEZZI, et al., 2017).

Essas substancias sao associadas a inumeros compostos bioativos com
potencial medicinal, permitindo muitas vezes a obtencdo de novos farmacos
(MARQUES e FARAH, 2009). No periodo entre 1981 e final de 2019, 67,9% dos
farmacos relatados apresentam alguma relagao estrutural com PNs ou derivados,
sendo 13% anticancer (NEWMAN e CRAGG, 2020).

Os PNs e seus derivados tém grande participagdo na medicina e observa-se
cada vez mais 0 aumento do uso desse tipo de alternativa por conta da vasta flora
mundial (PATRIDGE, GAREISS, et al., 2016). A Organizagado Mundial da Saude
(OMS) estima que 80% da populagéo de paises em desenvolvimento faz uso de
compostos naturais em suas medicinas tradicionais para atender as necessidades
primarias de saude (MARQUES e FARAH, 2009). Por serem medicinas de baixo
custo e alta disponibilidade possuem grande importancia nas comunidades com
familias de baixa renda (BESSA, BORGES, et al., 2013). Mas nao so paises em
desenvolvimento fazem uso de plantas medicinais, a populacdo do mundo como um
todo as utiliza para trazer melhor qualidade de vida de modo geral. (MARQUES e
FARAH, 2009).

Dentro do contexto de exploragdo de PNs, a Fitoquimica é responsavel pelo
estudo de metabdlitos biossintetizados por plantas; o metabolismo pode ser dividido
em duas grandes divisbes: o metabolismo primario, encarregado de produzir
compostos que estdo ligados as fungdes vitais da planta, como crescimento,
reprodugao, fotossintese, respiracdo e transporte de solutos, e o metabolismo

secundario ou especial, que produz compostos que ndo sdo necessarios para todas
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as plantas. Cada metabolismo tem sua particularidade, ocasionada por solo, espécie,

ambiente, predadores, dentre outros fatores abidticos (SANTOS, 2015).

Algumas das fungbdes desses compostos sdo: protegdo contra herbivoria e

atracdo de polinizadores. Os principais precursores das vias metabdlicas para a

biossintese dos metabdlitos especiais sao a acetil coenzima A, o acido chiquimico, o

acido mevalbnico, e o metileritritol fosfato (Figura 1) (DEWICK, 2009). Além disso,

sdo esses compostos 0s responsaveis pelas agdes bioldgicas, portanto, torna-se

importante o estudo quimico de extratos, fracdes e/ou substancias purificadas para

descobrir o(s) composto(s) responsavel(eis) pela agao sobre o alvo biolégico.

| Eritrose 4-fosfato ]

~———=

I CO; |

L |

L

Metabolismo Primario

‘ 3-fosfoglicerato

‘ Fosfoenolpiruvato

Aminodcidos

alifaticos

arométicos

A
-

Q

o | i | [

'
0 0
H"_/‘\,a‘“‘q"wmﬂ"u"q
\
mi

e
- ”\rf
)
N

HiG

Hy

oH
I OH
= -
|, |
OH
OH O

Metabolismo Secundario

Figura 1: Esquema geral da interagdo do metabolismo especial e essencial (Adaptado de DOS SANTOS, 2015)
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No Brasil, estima-se cerca de 55 mil espécies de vegetais, o que representa 22%
da flora mundial (DAVID, WOLFENDER e DIAS, 2015); o que sugere que 0 nOSSO
pais pode fazer frente no descobrimento de novos principios ativos. Esses aspectos
reforcam a importancia dos PNs no ambito farmacéutico, e o quanto pesquisas que
visam buscar compostos desconhecidos podem ajudar a descrever melhor a
quimiodiversidade das espécies, gerando conhecimento e desenvolvimento mutuo
para as areas de interface. Dentre as familias vegetais que produzem metabdlitos

especiais potencialmente ativos, destaca-se a familia Rutaceae.

1.2 A familia Rutaceae

A familia Rutaceae possui 154 géneros e cerca de 2100 espécies, distribuidas
pelas regides tropicais e temperadas do mundo (Flora do Brasil 2020), ocorrendo
com maior intensidade na América tropical, Sul da Africa, Austrdlia e Asia
(CERQUEIRA, DOS SANTOS, et al., 2012). Essa familia apresenta pontuagdes
translucidas nas folhas que correspondem a um tecido multicelular produtor de dleos
essenciais aromaticos (Flora do Brasil 2020). Diversos compostos da familia
Rutaceae apresentam atividade biolégica, como por exemplo a pilocarpina, um
alcaloide presente nas folhas de Pilocarpus spp., utilizada no tratamento do
glaucoma. Popularmente, a casca da raiz da Erytrochiton spp. € usada como

vermifugo (Flora do Brasil 2020).

Além de inumeros relatos de atividade bioldgica, a familia Rutaceae também
possui grande importancia econémica devido as espécies do género Citrus que tem
os frutos laranja, lim&o, tangerina e outros usados na industria para producédo de
sucos e outros alimenticios, além do consumo direto da fruta e uso dos o6leos
essenciais na industria de cosméticos e perfumaria (CERQUEIRA, DOS SANTOS, et
al., 2012). Dada a importancia relatada, o estudo de espécies que pertencem a familia
Rutaceae se torna importante para a comunidade cientifica, a fim de ampliar o

conhecimento de metabdlitos com atividade bioldgica.
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1.3. A espécie Swinglea glutinosa

Segundo Engler, Swinglea glutinosa € uma planta de género monotipico,
pertencente a ordem Sapindales, familia Rutaceae e subfamilia Aurantioideae. Trata-
se de uma planta tropical originaria do sudeste asiatico, mais precisamente das ilhas
Filipinas. Ja disseminada pelo mundo, pode ser encontrada na América Latina, como

no oeste da Coldbmbia e no centro oeste brasileiro (CERQUEIRA, 2011).

Figura 2: Folhas da Swinglea glutinosa (CERQUEIRA, 2012)

S. glutinosa é arbustiva (Figura 2), e por essa razao é muito utilizada como planta
ornamental, em cercas vivas ou barreira corta vento em plantagdes. E popularmente
chamada de limao-swinglea. Essa espécie é caracterizada pela presenga marcante
de alcaloides do tipo acridonicos (FERREIRA, DOS SANTOS, et al., 2016), amidas

do tipo benzoiltiraminas, fenilacrilamidas e flavonoides (Figura 3).

O OH OH
& R
Cr, (o S S
N OR R R
OR R OR o)

alcaléide acrid6nico benzoiltiramina fenilacrilamida flavonoide

Figura 3: Principais classes relatadas para o género Swinglea

Em termos de atividades bioldgicas associadas aos compostos obtidos a partir
de S. glutinosa, pode-se destacar uma variedade de efeitos, os quais estao listados

no Quadro 1.
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Quadro 1: Compostos Isolados de S. glutinosa com suas respectivas atividades biolégicas ja descritas.

Legenda
do Nome do composto Atividade Referéncia
composto
Atividade (VIEIRA, RATTRAY e
1,3,5-triildroxi-4-metoxi-10-
antiparasitaria; Efeito CROFT, 2009) ;
A metil-2,8-bis(3-metilbut-2- _
. o sobre as catepsinas (MARQUES, VIEIRA e
enil)acridin-9(10H)-ona
LeV SEVERINO, 2016)
(FERREIRA, DOS
1,3,5-tri-hidroxi-10-metil-2,8- Atividade herbicida;
. _ . o SANTOS, et al., 2016)
B bis-(3-metilbut-2-en-1-il)-9- Atividade
o . o (VIEIRA, RATTRAY e
(10H)-acridinona antiparasitaria
CROFT, 2009)
(FERREIRA, DOS
Atividade herbicida;
SANTOS, et al., 2016)
Atividade
(VIEIRA, RATTRAY e
C glicocitrina-1V antiparasitaria; Efeito
. CROFT, 2009);
sobre catepsina L e
v (MARQUES, VIEIRA e
SEVERINO, 2016)
Atividade (VIEIRA, RATTRAY e
D Citrusinina-I|
antiparasitaria CROFT, 2009)
(FERREIRA, DOS
Atividade herbicida;
SANTOS, et al., 2016);
E Citrusinina-I Atividade
. o (VIEIRA, RATTRAY e
antiparasitaria
CROFT, 2009)
Atividade (VIEIRA, RATTRAY e
F 5-hidroxinoracronicina
antiparasitaria CROFT, 2009)
2,3-dihidro4,9-dihidroxi-2-(2-
G hidroxipropan-2-il)-11-metoxi- Atividade (VIEIRA, RATTRAY e

10-metilfuro[3,2-b]-acridin-
5(10H)-ona

antiparasitaria

CROFT, 2009)
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(3R) -2,3,4,7-tetra-hidro-
3,5,8-tri-hidroxi-6-metoxi-
2,2, 7-trimetil-12H-pirano-[2,3-

aJ-acridin-12-ona

bis-5-hidroxinoracronicina

5-hidroxinoracronicina

Piranofolina

(2R)-2-terc-butil-3,10-di-hidro-
4,9- di-hidroxi-11-metoxi-10-
metilfuro- [3,2-b] acridin-5
(2H) -ona
1,3,5-triidroxi-10-metil-2,8-
bis(3-metilbut-2-en-1-il)-
9(10H)- acridinona

Montrofolina

1-hidroxi-4-metoxi-10-

metilacridona

Norevoxantina

Evoxantina

Atividade herbicida;

Atividade

antiparasitaria

Atividade
antiparasitaria
Atividade
antiparasitaria
Atividade

antiparasitaria

Atividade

antiparasitaria

Atividade herbicida

Atividade frente a
linhagens celulares
de cancer
multirresistente
Atividade frente a
linhagens celulares
de cancer
multirresistente
Atividade frente a
linhagens celulares
de cancer
multirresistente
Atividade frente a
linhagens celulares
de cancer

multirresistente

(FERREIRA, DOS
SANTOQOS, et al., 2016);
(VIEIRA, RATTRAY e

CROFT, 2009)
(VIEIRA, RATTRAY e
CROFT, 2009)
(VIEIRA, RATTRAY e
CROFT, 2009)
(VIEIRA, RATTRAY e
CROFT, 2009)

(VIEIRA, RATTRAY e
CROFT, 2009)

(FERREIRA, DOS
SANTQOS, et al., 2016)

(KUETE, FOUOTSA, et
al., 2015)

(KUETE, FOUOTSA, et
al., 2015)

(KUETE, FOUOTSA, et
al., 2015)

(KUETE, FOUOTSA, et
al., 2015)
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Atividade frente a

linhagens celulares (KUETE, FOUOTSA, et

R 1,3-dimetoxi-10-metilacridona
de cancer al., 2015)

multirresistente

Alguns relatos mostram que as acridonas apresentaram efeito antiparasitario
sobre Plasmodium falciparum (causador da malaria) e Trypanosoma brucei
rhodesiense (causador da doenca do sono) (SANTOS, VIEIRA, et al., 2009)
(SEVERINO, GUIDO, et al., 2011), onze alcaloides acridénicos foram testados e o
composto (C) (Figura 4) foi considerado o composto mais ativo frente a P. falciparum
e o composto (J) foi o mais ativo frente a T. b. rhodesiens (VIEIRA, RATTRAY e
CROFT, 2009).

Foi relatado ainda o efeito desses alcaloides sobre as catepsinas L e V; enzimas
que degradam aleatoriamente proteinas no lisossomo, e que estdo associadas a
algumas doengas, como progressao de tumores malignos, distrofia muscular, doenca
de Alzheimer, artrite reumatoide e osteoporose. Para essa frente de estudo os
compostos mais promissores foram os alcaloides (A) e (C) (Figura 4) (MARQUES,
VIEIRA e SEVERINO, 2016).

Ha também estudos que relatam a inibi¢cao in vitro da fotossintese em diversas
etapas da reacgao, associando essa classe de substancias com a atividade herbicida.
Entre os compostos apresentados, destacam-se (E) (C) e (B) (FERREIRA, DOS
SANTOS, et al., 2016). A acridona 1,3-dimetoxi-10-metilacridona (R) (Figura 4)
apresentou atividade frente a células de cancer multirresistentes, e induziu apoptose
em células de leucemia CCRF-CEM, devido a capacidade de aumento de espécies
reativas de oxigénio, gerando estresse oxidativo (KUETE, FOUOTSA, et al., 2015).
Visto isso, entendemos a importancia de estudos na busca por novos compostos
provenientes de S. glutinosa com atividade biolégica, em especial a atividade

antileucemia.
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Figura 4: Alcaloides isolados a partir de Swinglea glutinosa.
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1.4. A Leucemia e os Produtos Naturais

O avango na area da oncologia associada aos produtos naturais cresceu
representativamente nos séculos XX e XXI. Foram descobertas diversas substancias
que sao usadas no tratamento de células consideradas malignas, evitando ou inibindo
o crescimento de tumores (NEWMAN e CRAGG, 2007) (HARVEY, 2008).

No interior dos ossos, principalmente no esterno e bacia, encontramos um tecido
liquido-gelatinoso chamado medula 6ssea. E nele que ocorre a producdo das
hemacias, dos leucdcitos e das plaquetas (ABOUL-SOUD, EL-SHEMY, et al., 2016).
Nesse contexto, a leucemia trata-se de uma forma de cancer que atinge os leucécitos
produzidos pela medula déssea, que desempenham importante papel no sistema
imunolégico. E uma doenca que se caracteriza pelo acimulo de leucécitos anormais
na medula 6ssea, ou seja, produgao anormal e descontrolada de células, cuja grande
caracteristica é a diminuicdo da apoptose (MORAES, MELLO, et al., 2017); essa
grande quantidade de células anormais prejudica ou impede a produgao de hemacias,
leucécitos e plaquetas, deixando o organismo suscetivel as infeccbes (ABOUL-
SOUD, EL-SHEMY, et al., 2016). Essas células anormais, chamadas de células
leucémicas ou células cancerosas, podem invadir outros érgédos como figado, baco,

rins e até mesmo o cérebro.

A leucemia é classificada de acordo com os leucdcitos que afetam e a sua taxa
de crescimento, e por isso sdo chamadas de leucemia linfocitica, linfoblastica (ou
linféide) quando atinge os linfocitos; leucemia mieldide quando atinge os mielécitos
(ABOUL-SOUD, EL-SHEMY, et al., 2016).

Ainda nao se sabe a real causa para a leucemia, porém acredita-se que o
aparecimento desse tipo de cancer pode ser influenciado por fatores genéticos e
ambientais. Assim como outros tipos de cancer, a leucemia é resultado de mutagdes
no DNA, que podem ocorrer normalmente ou por exposi¢cao a radiacdo ou produtos
cancerigenos (ABOUL-SOUD, EL-SHEMY, et al., 2016).

Atualmente, de acordo com a edi¢cao de 2020 da Cancer Facts & Figures, estima-
se cerca de 60 mil novos casos em 2020 nos Estados Unidos e cerca de 23 mil mortes.
No Brasil, a leucemia é no 9° cancer mais incidente entre homens e o 11° entre as
mulheres (ABRALE, 2020).

19



Existem 4 tipos de leucemia: Leucemia Mieldéide Aguda (AML), Leucemia
Mielbide Crénica (CLM), Leucemia Linféide Crénica (CLL), Leucemia Linféide Aguda
(ALL). A Leucemia Mieloide Aguda € a leucemia mais comum entre os adultos,
representando cerca de 80% dos casos, esse tipo se agrava conforme a idade do
paciente e progride rapidamente se nao existir tratamento (CALLEJA e KABASHNEH,
2020). A forma cronica é considerada menos severa que a forma aguda; o tratamento
com inibidor de tirosina quinase, ja vem sendo adotado desde 2001, apesar de surtir
bons efeitos e proporcionar longevidade aos pacientes, sua qualidade de vida é
menor do que o resto da populagédo por conta dos efeitos colaterais do tratamento
(DRULLION, LAFARDE, et al., 2012).

A Leucemia Linféide Aguda (LLA) é a leucemia que mais afeta as criangas, onde
a taxa de cura esta em torno de 90% e entre os adultos 40-50% (MAN, MORRIS e
KENG, 2017). Ja a forma cronica da doenca € mais comum em adultos onde
geralmente ha boa resposta ao tratamento. Porém, em alguns casos observa-se

resisténcia quimica aos tratamentos mais comuns (BLADT, DURR, et al., 2013).

Hoje em dia ja se conhece a eficiéncia dos PNs no tratamento do cancer e de
outras enfermidades, alguns dos quimioterapicos derivados de plantas (Figura 5) que
atualmente sdo empregados nos tratamentos sao: a vimblastina (Velban®), usada
para doenca de Hodgkins e cancer de testiculo (BRANDAO, DAVID, et al., 2010) e a
vincristina (Oncovin®), usada no tratamento de linfomas e leucemia (BRANDAO,
DAVID, et al., 2010) ambos sao alcaloides extraidos das folhas de Catharanthus
roseus (ABOUL-SOUD, EL-SHEMY, et al., 2016) (BRANDAO, DAVID, et al., 2010).
Outro alcaloide extraido de Camptotheca accuminata, camptotecina, usado no
tratamento de cancer de célon; o paclitaxel isolado de Taxus brevifolia (Taxol®), e
utilizado no tratamento do cancer de mama (BRANDAO, DAVID, et al., 2010)
(COSTA-LOTUFO, MONTENEGRO, et al.,, 2010). Ha também relatos do uso de
derivados do tetrahidrocanabinol, proveniente da Cannabis sativa L. (Dronabinol e
Nabilona), utilizado em tratamentos complementares na terapia do cancer nos
Estados Unidos (DAVID, WOLFENDER e DIAS, 2015).
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Figura 5: Alguns dos quimioterapicos derivados de PNs usados atualmente

Existem algumas substancias (Figura 6) que ainda estdo em fase de pesquisa
pré-clinica, mas ja obtiveram bons resultados, como a noscapina, obtida a partir da
Papaver somniferum, e seu derivado 9-nitro-noscapina. A noscapina apresentou em

ensaios in vitro 50% de inibicdo de crescimento de células cancerigenas do tipo

21



linfoma e baixa toxicidade. No ensaio com camundongos nao apresentou problemas
ao ser administrada por via oral e produziu a diminuigao significativa na proliferagcao
do tumor. Ja o seu derivado causou apoptose de células T de linfoma sem apresentar
toxicidade (LUCAS, STILL, et al., 2010).

noscapina 9-nitronoscapina

Figura 6: Estrutura molecular de noscapina e 9-nitronoscapina

Os estudos de PNs com atividade anticancer citados acima apresentaram
resultados significativos quanto ao uso separado dos compostos. Pesquisas (DU, HU,
etal., 2013) (LI, YANG, et al., 2014) (KATO, MATSUI-YUASA, et al., 2014) confirmam
que também podem ser usados associados a métodos conhecidos, visando a melhora

do efeito no tratamento de células cancerigenas.

1.5. Estratégias para o acesso a produtos naturais bioativos:

desreplicagdao molecular

O reconhecimento rapido de substancias em misturas pode aperfeicoar a
busca por compostos bioativos e aumentar a quantidade de estudos avangados e
consequentemente de farmacos provenientes de fontes naturais. As técnicas de
isolamento de metabdlitos costumam ser lentas e com muitas etapas, e demandam a
integracdo de conhecimento técnico, inovagédo, tecnologia e investimentos (LIMA,
PHILOT, et al., 2016). Sendo assim, destaca-se a importancia da analise prévia e a
triagem quimica de extratos, permitindo assim direcionar esfor¢cos para compostos de
interesse incluindo os nunca relatados em literatura, economizando tempo e recursos
(GAUDENCIO e PEREIRA, 2015).
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Dentre as diversas abordagens, destaca-se a desreplicagdo molecular; que
consiste na analise prévia de um produto natural, fragdo ou extrato pelo acoplamento

de técnicas, antes das etapas de purificagdo (DINAN, 2005).

Como citado, a combinag¢ao de técnicas hifenadas - jungcdo de duas ou mais
técnicas analiticas que permitem maior eficiéncia e rapidez na andlise - e de
ferramentas de biologia molecular, fruto de muitos anos de pesquisa, possibilitou a
investigacdo do sistema bioquimico de qualquer organismo, seja ele microbiano,
vegetal ou animal (BERLINCK, BORGES, et al., 2017). Apds seu primeiro apogeu em
1960 com o advento das ferramentas de analise espectroscopica, hoje, a quimica de
produtos naturais vive seu segundo momento de grande avanco, de maneira tao
extensa e intensa que esta ciéncia teve que ser praticamente “desmembrada” em
tépicos como quimica bioldgica, biologia quimica e quimica bio-organica, para além
de suas especialidades mais reconhecidas, a fitoquimica e a farmacognosia
(BERLINCK, BORGES, et al., 2017).

A abordagem de desreplicacdo acopla por exemplo CL-UV, CL-RMN, CL-EM
e CL-EM/EM (WOLFENDER, MARTI e QUEIROZ, 2010) (XU, WANG, et al., 2014).
Paralelamente a essas técnicas, sao utilizados bancos de dados de PNs para auxiliar
na acelerada identificagcdo de compostos, tais como, Dictionary of Natural Products
(DNP), Natural products database (UCSD), a base de dados NuBBE (sobre a
biodiversidade brasileira), AntiBase, entre outros (HUBERT, NUZILLARD e
RENAULT, 2017).

Outras duas plataformas utilizadas para o auxilio na busca por metabdlitos
novos sdo o software Target Analysis® (Bruker Daltonics) e a base Global Natural
Products Social Molecular Networking (GNPS). O primeiro trata-se de um software de
triagem alvo, que interage com o banco de dados de compostos conhecidos, através
de um aplicativo (Excel) interno que gera listas de busca para programa, ilustrando
de forma visual, compostos listados e que foram sugeridos a partir do banco de dados

utilizado.

Por outro lado, o Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS),
consiste em uma base de dados que permite a anotacdo dos compostos a partir de

redes moleculares agrupadas por similaridade. Esse agrupamento ocorre por
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correlagao espectral e padrées de fragmentagdo (MS? ou MS/MS ou tandem), ou seja,
compostos que apresentam similaridades em seus espectros de massa sao
agrupados em redes moleculares (clusteres biossintéticos), também permite a
desreplicacdo online e a analise automatizada de redes moleculares (Figura 7A)
(WANG, CARVER, et al., 2016).

A plataforma GNPS é publica e atualmente é a unica que agrupa compostos
em redes moleculares e com o maior acervo de espectros de massas de Produtos
Naturais disponivel (Figura 7B) (WANG, CARVER, et al., 2016). Como pode ser
alimentado pelos proprios usuarios, o GNPS esta em constante expansao, podendo
gerar cada vez mais espectros de referéncia e redes moleculares ainda mais precisas.
Dessa forma, isso possibilita a anotacdo acelerada de compostos conhecidos,
permitindo assim, o investimento de tempo e recursos em compostos novos ou
compostos de interesse (KLITGAARD, IVERSEN, et al., 2014). Essa metodologia
apresenta-se bastante util para estudos com Produtos Naturais, ja que ha uma
diminuicdo de tempo e um melhor direcionamento da rota de isolamento dos
compostos e consequentemente da pesquisa (CARVALHO, RODRIGUES, et al.,
2019).
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Figura 7: (a) Esquema de como € um fluxo de informagdes dentro do GNPS entre
pesquisadores e pesquisadoras de Produtos Naturais e entre espectros e dados contidos
na plataforma. (b) Distribuigdo de usuarios do GNPS no mundo, abastecendo de
informagdes mais de 9200 pessoas (Adaptado de WANG et al).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Estudo exploratério do perfil quimico da espécie Swinglea glutinosa através da
descoberta e isolamento de novos metabdlitos especiais. Para isso, sera empregada
a abordagem de desreplicagdo de produtos naturais via CL-EMAR, com a tentativa
do estabelecimento do estudo biomonitorado pela atividade citotéxica das fragdes das
folhas da espécie vegetal frente linhagens de leucemia humana (K-562, Kasumi-1,
KG-1, Raji e CCRF-CEM).

2.2 Objetivos especificos

e Preparar extratos das folhas da espécie Swinglea glutinosa;

e Avaliar o efeito dos extratos de origem vegetal sobre células
linfoides e mieloides de leucemia humana;

e Empregar a abordagem de desreplicagéo para a anotagao de
metabdlitos de interesse nos extratos de S. glutinosa,;

e Purificar as substancias de interesse nas fragdes bioativas de S.
glutinosa através de CLAE-preparativo.

e FElucidar a estrutura dos componentes ativos, através de
técnicas espectroscopicas (RMN, UV e IV) e espectrometria de
massas de alta resolucéo (EMAR);

e Realizar a avaliagao frente linhagens de leucemia humana das

substancias purificadas.
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3. Materiais e métodos

3.1 Procedimentos gerais

3.1.1 Solventes

Os solventes comuns utilizados nas extragdes, particdes, cromatografias em
placa de silica comparativa e cromatografias em coluna aberta foram hexano,
diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, metanol e etanol da marca LabSynth.
Para a cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massas, foram
utilizados metanol e acetonitrila com pureza grau CLAE das marcas Merck e Aldrich
e agua tipo-1, obtida em sistema purificador Milli-Q. Para solubilizar as amostras
analisadas por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear foram utilizados

cloroférmio, acetona e metanol deuterados das marcas Merck e Aldrich.
3.1.2 Procedimentos cromatograficos

As cromatografias em camada delgada comparativa foram realizadas em
cromatoplacas de gel de silica (com indicador de fluorescéncia) suportadas em folha
de aluminio da marca Merck com diferentes combinacdes de solventes, de acordo
com o perfil dos compostos analisados. A revelacao das placas foi feita com lampada
de UV nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm, seguidas da revelagao quimica
com solugéo de vanilina acida ou reagente de Dragendorff. Para as colunas abertas

foi utilizado como fase estacionaria silica gel comum 80/120 Mesh.
3.1.3 Equipamentos

e Camara de UV (Spectroline), modelo CM-10 com irradiagdes na regido do
ultravioleta (A 254 e 365 nm); utilizado na revelagao de placas cromatograficas;

e Banho Ultrassom (Quimis®); utilizado preparo de amostras para CL-EM,;

e Centrifuga (Beckman), Microfuge R; utilizada no preparo de amostras para
CLUAE-EMAR;

e Cromatografo liquido com detector DAD (Shimadzu): LC-6AD (semi-
preparativo); utilizado para avaliar o perfil quimico dos extratos e fragdes, bem

como para o isolamento de substancias;
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Estufa de circulacao de ar (lthik); utilizada na secagem de vidrarias;
Rotoevaporador R-215 (Buchi) munido de controlador de vacuo modelo V-850
e bomba de diafragma modelo V-710; utilizado na remogéo de solvente e
obtencao dos extratos, fragcdes e substancias;

Balanga analitica (OHAUS), AR2140; utilizada na pesagem das amostras;
Speed Vac (ThermoFisher Scientific); utilizado na remocao de solvente de
pequenas quantidades de amostras;

Ressonancia magnética nuclear - RMN de "H e "*C. Espectrometro Ultrashield
300 Bruker Avance Ill 7,05 T, operando a 300 e 75 MHz, para os nucleos de
H e 3C, respectivamente;

LC-MS-ESI micrOTOF-QIl (Bruker) com ionizagdo por eletrospray (IES),
operando a 30 eV; utilizado para caracterizagdo de compostos isolados e na

abordagem de desreplicagéo.
3.1.3.2 Materiais empregados nas analises cromatograficas

e Coluna Kinetex 2,6 y C12 (analitica). Dimensado: 100 x 2,1 mm
Phenomenex®;

e Coluna Synergi Max 4 y RP-C12 (preparativa). Dimens&o: 150 x 4,60
mm Phenomenex®;

e Coluna Luna 5 p C18 (analitica). Dimensao: 250 x 4,6 mm
Phenomenex®;

e Coluna Luna 5 p C18 (preparativa). Dimensdo: 250 x 10,0 mm
Phenomenex®;

e Acido Férmico 98%, grau LC-MS.
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3.2 Avaliagao do potencial biolégico

3.2.1 Avaliagao do Potencial frente as linhagens de leucemia humana in

vitro (Citotoxicidade)

Os ensaios frente as linhagens de leucemia humana foram realizados no
departamento de bioquimica da Universidade Federal de Sdo Paulo em colaboracéo
com os professores Heron Fernandes Vieira Torquato e Edgard Julian Paredes-

Gamero.
3.2.2 Cultura celular

As linhagens celulares de leucemia humana foram cultivadas em suspenséo
em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de
penicilina e 100 uyg/mL de estreptomicina, em atmosfera umidificada a 37 ° C sob 5%
de CO..

3.2.3. Avaliagao do potencial citotéxico

As PBMC e as células de leucemia humana foram semeadas (10° células/mL)
em microplacas de 96 pogos contendo meio com Vimblastina (controle positivo),
extratos brutos (ou compostos puros) a 100 ug/mL. Apéds a incubagao de 24 horas,
os tratamentos foram removidos e adicionados 100 pL de solugéo Alamar Blue (10%).
Apods 5 h, a fluorescéncia é lida a 530 nm (excitagédo) e 590 nm (emissdo) em leitor
de microplacas FlexStation 3 (Molecular Devices, EUA). Cada experimento é

realizado em triplicata.

3.3. Coleta do material vegetal

A espécie vegetal foi coletada na reserva do Instituto Agronémico de Campinas
(IAC) em 30 de abril de 2010 pela Professora Marcia Ortiz Mayo Marques. A Massa

do material coletado, seco e do extrato etandlico estdo na tabela 1.
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Tabela 1: Massa do material coletado, seco e extraido de Swinglea glutinosa.

Material
fresco (kg)
Galhos 1,50
Folhas 6,102
Raizes -

Material
seco (kg)
0,076

1,25

Extrato
EtOH (g)
45

90,12

3.4. Preparacao dos extratos

O material vegetal foi subdividido em caule e folhas, para em seguida passar pelo

processo de secagem em estufa de circulacdo de ar a 40 °C. Na sequéncia, foi

promovida a pulverizagdo em moinho de facas e a extragao por maceragao em etanol,

durante nove dias, com a troca do solvente a cada trés dias. Os extratos do caule e

das folhas foram obtidos apds evaporacao dos solventes em evaporador rotatorio.

O extrato etandlico (50 g) das folhas foi submetido a particao liquido-liquido com

hexano, acetato de etila e butanol, gerando as fragdes hexanica, acetato de etila,

butandlica e aquosa, conforme demonstrado no esquema 1.
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Extrato etanolico das folhas

de Swinglea glutinosa

m = 50g

Dissolvido em MeQH/H,0 (3:7) - 100 mL - Extracéo lig-lig.

Hex; AcOEt, n-BuOH; (3 x 150 mL)

Fragdo em Fragdo em Fragdo em "
. Fracao aquosa
hexano acetato de etila butanal (FagF)
(FHF) (FAF) (FBF) =
m=8g m=11,5g m=222g o8

Esquema 1: Fluxograma de partigdo liquido-liquido do extrato em etanol das folhas de Swinglea

glutinosa.

3.5 Fracionamentos cromatograficos

O fracionamento cromatografico foi iniciado com a fragdo hexanica das folhas
(FHF, 8 g) por meio de coluna cromatografica (didmetro: 5,7 cm; altura: 30 cm),
usando silica como fase estacionaria; hexano, acetato de etila e metanol foram
empregados como eluentes no modo gradiente, comegando com maior porcentagem
de solvente apolar (hexano) e finalizando com metanol 100%. Esse fracionamento
resultou em 44 subfrag¢des (B1 - B44), que foram agrupadas por semelhancga, apds
as anadlises por cromatografia em camada delgada (CCD), totalizando ao final 10

grupos de subfragdes (R1 - R10), conforme descrito na tabela 2.

31



Tabela 2: Massa das subfragdes (R1 — R10) da fragdo FHF

Cddigo das Fragoes Massa (g)
R1 m = 0,03
R2 m =1,04
R3 m = 0,61
R4 m = 0,64
R5 m=1,28
R6 m =0,88
R7 m = 0,60
R8 m = 0,28
R9 m = 1,50
R10 m = 1,04

As 10 subfragbes (R1 — R10) foram submetidas aos ensaios citotdxicos frente as
linhagens de leucemia humana. As sub-fracdes R5 e R7 apresentaram efeito
citotoxico e perfil cromatografico favoravel para isolamento dos compostos via CLAE.
Por conta desses dois fatores foram submetidas ao sistema no modo preparativo
(coluna C18 — 250 x 4,6 mm - Luna 5y), sob fluxo da fase mével de 5 mL/min, cujo
meétodo esta descrito na tabela 03. Essa metodologia permitiu a obtencédo de quatro

amostras com elevado grau de pureza: LC_1,LC 2,LC 3eLC 4.

Tabela 3: Método cromatografico usado para isolar compostos das frages R5 e R7.

% de solvente
Tempo (min) (ACN)
0,01 60
2,5 60
12 95
20 95
21 60
27 60
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4. Resultados e Discussao

4.1 Resultados preliminares

4.1.2 Avaliacao preliminar da atividade citotoxica das fragées do extrato.

Como a base desse projeto é a abordagem de desreplicagdo, optou-se que o
primeiro passo seria fazer a avaliagao biologica das fragdes de extrato de S. glutinosa
frente as linhagens de leucemia humana: Kasumi-1 (leucemia mieloide aguda), K562
(leucemia mieloide crénica) e Jurkat (leucemia linfoide aguda). As fragdes analisadas
foram: do caule em hexano (FHC), em acetato de etila (FAC) e em n-butanol (FBC) e

das folhas em hexano (FHF).

A fracdo FHF apresentou viabilidade celular em torno de 10% (Figura 8),
significando que a fragcéo inibiu o crescimento de 90% das células de leucemia
humana da linhagem Kasumi-1. Apds esse resultado optou-se por iniciar o estudo por
essa fragdo, pois as demais apresentaram resultados pouco promissores de
viabilidade celular, variando a atividade em média ou baixa, sendo assim, ndo foram

priorizadas para esse estudo.

120
100
80

60 -

Viabilidade celular %

40

20

. | —

Controle FHF

Figura 8: Viabilidade celular da fragao hexanica das folhas (FHF) frente a linhagem celular Kasumi-1
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4.1.3 Desreplicagao e avaliagao preliminar biolégica das fragoes da FHF

Apds o fracionamento cromatografico da fragdo FHF, as sub-fragdes foram
submetidas ao ensaio citotdxico frente as linhagens Kasumi-1 e KG-1 (ambas
leucemias mieloide aguda) (Figura 9). As sub-fragcdes (R) 3, 4, 6, 7, 8 e 9
apresentaram o mesmo padrdo abaixo de 20% de viabilidade celular nas duas
linhagens analisadas. O resultado da viabilidade celular somado as outras evidéncias
anteriormente relatadas (Ver item 3.5 p. 32), nos fez optar por seguir com a purificagao

das sub-fragcdes R5 e R7.

200 KG-1 .
150 Kasumi-1
£
+ 150
- =
3 L g
o 5 100
© 100 E -
3
b= - o
5 3
5 =
3 ® - 2 %
= ]
- T | : L
o T - . T -
CTRL 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 1 0 — - — S
CTRL 1 2 4 5 8 7 ] [i]

Figura 9: a) Viabilidade celular das fragbes obtidas de Swinglea glutinosa frente a linhagem celular KG-1. b)
Viabilidade celular das fragdes obtidas de Swinglea glutinosa frente a linhagem celular Kasumi-1.

4.2 Purificagado das substancias

De acordo com a Figura 10, € possivel observar que muitos compostos contidos
no extrato da fragdo hexanica (FHF) possivelmente ainda ndo foram registrados na
espécie em estudo. Além disso, essa fragao apresentou efeito citotoxico frente as

linhagens de leucemia humana como citado anteriormente.
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Figura 10: Cromatograma da fragdo hexanica das folhas (FHF) de S. glutinosa. Destacado em cores os

compostos ja descritos em literatura e em cinza os compostos néo relacionados com a espécie

A fragédo (FHF) foi submetida a uma coluna cromatografica de silica, gerando 10
subfragdes (R1 - R10) (Ver item 3.5 p. 31) As 10 subfragbes foram submetidas a
analises em CLUAE-EMAR, onde foi possivel observar que as sub-fracées R5 e R7

apresentaram perfis cromatograficos favoraveis ao isolamento de substancias.

Abaixo (Figuras 11 e 13) estao os cromatogramas das fragdes R5 e R7. Na figura
11, contém os picos referentes aos ions m/z 264,1403 (A) e m/z 264,1386 (B) e o
ultimo pico corresponde ao ion m/z 301,2140 (C), composto ja relatado para o género
Swinglea, a citrusinina |. Ja na figura 13, contém os picos referentes aos ions m/z
252,1374 (D) e m/z 266,1553 (E).
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Figura 12: Espectros referentes aos picos A (LC_2), B (LC_1) e C (Citrusinina I).
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Figura 13: Cromatograma de pico base da fragdo R7
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Figura 14: Espectros referentes aos picos D (LC_3) e E (LC_4).

Apods analise dos espectros das sub-fracbes R5 e R7, foram submetidas ao
processo de purificacdo em CLAE modo preparativo, a fim de isolar as bandas acima

destacadas. (Ver Item 3.5 p. 32)

4.2.2 Caracterizagao estrutural dos compostos isolados das folhas da

Swinglea glutinosa
4.2.2.1 Composto LC_1 e LC_2: Lansamida |, Lansiumamida B

Os espectros de massas das substdncias LC_1 e LC_2 apresentaram
respectivamente os ions pseudomoleculares [M+H]* com m/z de 264,1379 (Figura 15)
e 264,1381 (Figura 16), que corresponderam a formula molecular C1sH1sNO (erros

inferiores a 5 ppm). Isso indica que os compostos sédo estereoisdbmeros.

\nte:‘l[']s4 - 264.1379 +MS, 8.6min #514
X K .

M+H] ¢
[M+Na]

286.1203
L 4

T T T T T y T T T — T
220 240 260 280 300 320 340 m/z

Figura 15: Espectro de massas (ESI+) referente a substancia Lansiumamida | (LC_1).
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Figura 16: Espectro de massas (ESI+) referente a substancia Lansiumamida B (LC_2).

Os sistemas aromaticos monossubstituidos (Figura 17) foram identificados a partir
dos espectros de RMN 'H dos compostos LC_1 (Figura 19 e 20) e LC_2 (Figura 21 e
22) que apresentam um congestionamento de sinais entre 6 7,20 e 7,50, regido de

nucleos de hidrogénios aromaticos com integral de 10 hidrogénios.

AN A

Figura 17: Parte do esqueleto molecular dos nucleos aromaticos dos compostos LC_1e LC_2

Os compostos LC_1 e LC_2 também apresentam par de dupletos na regido
caracteristica de hidrogénio ligado a Csp?. Para LC_1 em § 7,02 e 6,07 com
constante de acoplamento média de J =14,8 Hz, ja para LC_2 esses dupletos séo
observados em 6 6,50 e o 6,24 com constante de acoplamento média de J = 8,6 Hz.
Os valores da constante de acoplamento calculados foram essenciais para a definicao
da isomeria geométrica dos compostos, e principalmente para a diferenciagao entre
eles. Os valores calculados indicaram que LC_1 tem uma ligagdo dupla com
configuracédo E, enquanto LC_2 possui a ligagdo dupla com a configuragdo Z. Em
principio, esses sinais foram atribuidos aos hidrogénios das posi¢coes 2° e 3,
justamente para diferenciar a configuracao da ligacao dupla entre C2’ — C3'. Ainda na
regidao de nucleos olefinicos, observa-se também outro par de dupletos para ambas
as substancias: LC_1, 5 7,32 e & 7,77 com constante de acoplamento média de J =

16 Hz; LC_2, 6 7,63 e 6 6,93 com constante de acoplamento média de J = 15,3 Hz.
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Esses sinais foram atribuidos aos hidrogénios conectados aos carbonos C2 — C3. De
modo, que podemos sugerir que LC_1 apresenta ligagcdes duplas EE, enquanto LC_2
possui as suas ligagdes duplas do tipo EZ (Figura 18), confirmando assim o par de

isdmeros sugerido pelo espectro de massas.

O
E/\)kN/Z\)l
2 | 3

LC-1
0]
/3\)J\ 2'
Y Y
o
LC-2

Figura 18: Parte do esqueleto molecular dos compostos LC_1 e LC_2 para a representacéo da

configuracao das ligagbes duplas.

LC_1 e LC_2 apresentam também singletos na regido caracteristica de nucleos
de hidrogénio metilicos (integral para 3H) ligados a heteroatomo, que séo observados
em 6 3,37 e 3,09, respectivamente, os quais foram atribuidos as metilas conectadas
ao atomo de nitrogénio. Dessa forma, atendemos adequadamente a formula

molecular, que sugere a presenga de um atomo de nitrogénio na molécula.
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Figura 19: Espectro de RMN 'H (300 MHz, cloroférmio-d) da substancia Lansamida | (LC_1)

40



. O
Lansamide I &
iC|
s
[o)
2
9
om
[
o ™ QD OOMN - Dl N O
n o oONWmOo D N
(<)) < QN OO YN o
~ ~ L nntn PN AN
~ ~ NININN NN N

\

— 7.0479
— 6.9966

\
\

4 1.13

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
800 795 79 785 780 7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45f (7.40) 735 730 7.25
1 (ppm

720 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80

Figura 20: Ampliagdo do espectro de RMN 'H (300 MHz, cloroférmio-d) da substancia Lansamida | (LC_1).
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Figura 21: Espectro de RMN 'H (300 MHz, cloroférmio-d) da substancia Lansiumamida B (LC_2).
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Figura 22: Ampliagao do espectro de RMN 'H (300 MHz, cloroférmio-d) da substancia Lansiumamida B (LC_2).
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S&o observados, nos espectros de RMN de '3C dos compostos LC_1 e LC 2
(Figura 24 e 25), 4 sinais principais de carbono olefinicos sugerindo a presenca de
duas ligagdes duplas nas adjacéncias do grupo amida, atribuidos a C3’ (6 118), C2
(6124), C2’ (6 135) e C3 (5 141). A Determinagao da estereoquimica correta dessas
ligacdes duplas é dada pela constante de acoplamento dos hidrogénios discutida
anteriormente. Observa-se também sinais em 6 33,6 no composto LC_2 e em ¢ 29,8
no composto LC_1, os quais foram atribuidos as metilas ligadas ao nitrogénio do
grupo amida. A partir dos dados obtidos de RMN, pode-se determinar que os
compostos LC_1 e LC_2 sdo as amigas, Lansamida | e Lansiumamida B,
respectivamente (Figura 23). Os dados espectroscopicos dos compostos estao

apresentados na Tabela 4.
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Figura 23: Compostos LC_1 e LC_2 isolados de Swinglea glutinosa
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Figura 24 : Espectro de RMN '3C (75 MHz, acetona-d6) da substancia Lansamida | (LC_1).
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Figura 25: Espectro de RMN 13C (75 MHz, acetona-d6) da substancia Lansiumamida B (LC_2).
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Tabela 4: Dados de RMN 'H e/ou '3C obtidos para as substancias LC_1e LC_2.

Posicao

4-9

4-9
N-H
N-CH3

Composto LC_1

Composto LC_2

d 1, exp, multiplicidade e S nlit. dHexp. S lit.
J (Hz) multiplicidade e multiplicidade e multiplicidade e dcexp. dclit.
J (Hz) J (Hz) J (Hz)
166,4
7,02 (d, 14) 7,02 (d, 15,5) 6,93 (d, 15) 6,93 (d, 15,6) 1241 125
7,77 (d, 16,4) 7.76 (d, 15,2) 7,55 (d, 15) 7,63 (d, 15,6) 141, 4 142,6
7,20-7,59 (m) 7.43-7.62 (m) 7,20-7,34 (m) 7,20 -7,35 (m) 127,5-129,5 127,9-129,6
7,32 (d, 15,4) 7.40 (d, 16) 6,50 (d, 8,6) 6,49 (d, 8.7) 135,4 135,1
6,07 (d, 14,3) 6.06 (d, 16). 6,24 (d, 8,7) 6,23 (d, 8.7) 118,9 118,3
7,20-7,59(m) 7.1-7.39 (m) 7,2-7,34 (m) 7,2 -7,35 (m) 127,5-129,5 127,9-129,6
3,37 (s) 3,36 (s) 3,09 3,08 (s,) 33,6 34,6

*Valores experimentais para LC_1 (CDClz) e LC_2 (Acetona-d6), obtidos por RMN de 'H (300 MHz).

*Valores da literatura do composto LC_1, obtidos por RMN de 'H (200 MHz, CDClz) (GOOBEN, BLANCHOT, et
al., 2011).

*Valores da literatura do composto LC_2, obtidos por RMN de 'H e 3C (600 MHz e 150 MHz, CDCl3z) (GOOBEN,
BLANCHOT, et al., 2011)

4.2.2.2 Composto LC_3: N—(2-feniletil)-cinamamida

O composto LC_3 apresenta perfil semelhante ao observado nos outros dois
compostos citados anteriormente, LC_1 e LC_2. Apesar das semelhancgas, os
simpletos (figuras 28 e 29) das metilas ligadas ao nitrogénio na regido entre 6 3,7 e
3,1 (Tabela 5) nao foi observado. No entanto, foi observado um singleto alargado em
d 5,50, indicando que poderia haver um hidrogénio ligado ao nitrogénio e n&do uma
metila como nos compostos LC_1 e LC_2. Outro ponto importante a ser mencionado
€ que no espectro de 'H de LC_3, n&o se observa mais a presenca de um par de
dupletos que corresponde aos hidrogénios das posi¢des 2’ e 3’, bem como no
espectro de '3C que também ndo é observado os sinais referentes aos carbonos
olefinicos C2’ e C3’ (Figura 30). Isso sugere que possivelmente ocorreu uma reagao

de redugéao desta ligagao dupla (Figura 27).
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Figura 26: Esqueleto molecular do composto LC_3

Para confirmar a presenca de N-H foi realizado o experimento de infravermelho
(figura 31), onde foi possivel observar uma banda de estiramento em torno de 3446
cm', frequéncia caracteristica de ligagdo N-H, bem como em torno de 1446 cm™ a
banda de absorgéo atribuida a deformagao angular de Csp3-H, e em 2900 cm™,
devida a deformacao axial de Csp3-H (SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2006).
O espectro de massas apresentou ion pseudomolecular [M+H]* de m/z 252,1371,
novamente sugere a presenga de um atomo de nitrogénio, e isso nos permitiu sugerir
a formula molecular C17H1sNO (erro de 3,5 ppm) (figura 32). Com base nos dados de
RMN, IV e massas, foi possivel identificar o composto LC_3 como a amida N—(2-

feniletil)-cinamamida (Figura 27).

N - (2-feniletil) cinamamida

(LC-3)

Figura 27: Composto isolado LC_3 de Swinglea glutinosa.
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Figura 32: Espectro de massas (ESI+) referente a substancia N-(2-feniletil)cinamamida (LC_3)

Tabela 5: Dados de RMN 'H e/ou '3C obtidos para a substancia LC_3.

Composto LC_3

Posigao

2!

3!

4-9

N-H
N-CH3

O H, exp,

S wlit.

multiplicidade multiplicidade

e J (Hz)

6,31 (d,
15,6)
7,54 (d,
15,5)
7,22 -7,50
(m)

3,67 (1)

2,89 (1)

7,23-7,50
(m)
5,60 (sl)

e J (Hz)

6.35 (d, 16)

7.65 (d, 16)

7.24-7.59
(m)

3.70 (dt, 7 e
6)

2.92 (¢, 2,
7)
7.24-7.59
(m)
5.67 (sl)

d¢c exp.

123

140,5

130,2 -
127,0

41,6

36,5

130,2 -
127,0
36,5

*Valores experimentais para LC_3, obtidos por RMN de 'H e 3C (300 e 75 MHz, respectivamente; CDCls).

*Valores da literatura do composto LC_3, obtidos por RMN de 'H (100 MHz, CDCIz) (YAMAZAKI, KAWANO e

UEBAYASI, 2008)
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4.2.2.3: Composto LC_4: Lansiumamida C

No espectro de RMN 'H (Figura 34 e 35) do composto LC_4, podemos
observar uma integral para 20 atomos de hidrogénio nos sinais referentes aos
hidrogénios do anel aromatico. Observa-se também quatro dupletos em & 6,58, 6,87,
7,57 e 7,72 com suas respectivas constantes de acoplamento de 15,4 Hz, 15,4 Hz,
15,6 Hz e 15,4 Hz, sendo assim, € possivel concluir, por conta da constante de
acoplamento, que o composto possui uma ligagao dupla cuja configuragéo € do tipo
E.

Foi possivel ainda observar os sinais de hidrogénios ligados a carbonos sp?,
sendo esses: 0 hidrogénio H2’ é visto em & 3,71 e 0 H3’ em 6 2,95, como um tripleto
e um quadrupleto, respectivamente. Esse perfil também é observado no espectro de
RMN 'H do composto LC_3, porém ha uma diferenga entre LC_3 e LC_4, pois
observa-se um singleto na regido caracteristica de grupos N-CHs, em 6 3,07, ja antes
observado nos compostos LC_1 e LC_2.

No espectro de RMN de '3C de LC_4 (Figuras 36 e 37), observou-se o carbono
C2 em o 51,9 e 50,7, e o carbono C3 em & 36,1 e 35,9. Em o 142,2 e 141,7
encontram-se os sinais de C2, e em $ 119,5 e 119, 3 sinais do carbono C3. Observa-
se também o carbono metilico ligado ao nitrogénio em ¢ 34,3 e 34,1. Na regi&do entre
d 140,6 e 127,0 estdo os sinais caracteristicos de carbonos aromaticos. O sinal da
carbonila é visto em 6 166,5, regiao tipica de carbonila de amidas. Curiosamente,

nota-se que ha duplicacdo dos sinais, em ambos os experimentos 1D.
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Acreditamos que, como os experimentos de RMN s&o realizados em
temperatura ambiente, a livre rotagdo ao longo do eixo C2’ — C3’ permite a observagao
de dois conférmeros em solugdo para LC_4. Suspeitamos ainda que a presenca da
metila ligada ao nitrogénio corrobora para o estabelecimento da segunda
conformagao, dado o seu volume estérico e a sua proximidade espacial com a
carbonila. E importante mencionar que esse efeito ndo foi observado para o composto
LC_3, ja que o mesmo n&o possui o grupo N-CHs, e sim N-H. Para solucionar essa
questdo, a expectativa € a de realizarmos o experimento de RMN de 'H com
temperatura de 0°C, pois assim acreditamos que a rotacédo da ligagdo C2° — C3’
acontegca de forma mais lenta ou até mesmo nao aconteca (TYCKO, 2013). A
comparagao de nossos dados com os registrados na literatura (LIN, 1989) sugerem
que essa substancia se trata da Lansamida C (Figura 33). Os dados espectroscopicos
estdo apresentados na tabela 5.

Apds a andlise do espectro de RMN 'H foi levantada a hipdtese que o
composto LC_4 poderia se tratar de uma mistura ou apresentar duas conformagdes
possiveis. No entanto, o composto LC_4 também foi analisado por CLAE-EMAR. O
seu cromatograma apresentou uma unica banda com elevado grau de pureza, o que
descartou a hipotese de uma mistura de substancias. Além disso, seu espectro de
massas (figura 38) apresentou o ion pseudomolecular [M+H]* com m/z de 266,1554,
que corresponde a formula molecular C1sH20NO (erro de 3,3 ppm), o que esta

condizente com os demais compostos discutidos anteriormente, LC_1 a LC_3.

Lansamida C

(LC-4)

Figura 33: Composto isolado LC_4 de Swinglea glutinosa.
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Intens. ]

X106

05

0.0

[M+H]*

266.1554
*

[M+Na]*

288.1365
*

+MS, 8.2min #4941

T
150

Tabela 6: Dados de RMN 'H e/ou '3C obtidos para a substancia LC_4.

20‘0

2 5‘0 30‘0

T
350

Posicao

4-9

4!_9!
N-H

N-CH3

Composto LC_4
d 1, exp, S lit.
multiplicidade multiplicidade
e J (Hz) e J (Hz)
’ 6,52 (d, 16)
(d,15,4)
7,45 (d,
7,66 (d)
15,4)

7,20 -7,41 7,0-7,50
(m) (m)
3,71 (t) 3,67 (t)
2,94 (1) 2,90 (1)
7,20-7,41 7,00 -7,50
(m) (m)
3,07 (s) 3,04 (s)

dcexp.

166,5/
166,3
119,5/
119, 3
142,2/
141,7
140,6 -
127,0
51,9/
50,7
36,1/
35,9
140,6 -
127,0

34,3/
341

40‘0

m/z

Figura 38: Espectro de massas (ESI+) referente a substancia Lansiumamida C (LC_4)

*Valores experimentais para LC_4, obtidos por RMN de 'H e 3C (300 e 75 MHz, respectivamente; CDCIz3).
*Valores da literatura do composto LC_4, obtidos por RMN de 'H (100 MHz, CDCl3) (LIN, 1989)
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5. Atividade biolégica

Como descrito anteriormente (Ver item 4.1.3 p. 34) o extrato hexanico da
espécie em estudo e os grupos R5 e R7, obtidas deste, apresentaram boa atividade
biolégica contra linhagens de leucemia humana. Ao final do isolamento dos
compostos e caracterizagdo, realizou-se o mesmo estudo biolégico com as 4
substancias isoladas. Na tabela 7 encontra-se a correspondéncia dos codigo com os
respectivos nomes dos compostos e a atividade bioldgica (Figura 39) associada a

linhagem de Leucemia Mieloide Aguda, Kasumi-1.

Tabela 7: Tabela de correspondéncia dos cédigos e seus respectivos nhomes

Cédigo Teste .
Lo Cédigo amostra Nome do composto
biolégico
1 LC 2 Lansiumamida B
2 LC_3 N-(2-feniletil)cinamamida
3 LC 4 Lansiumamida C
4 LC 1 Lansamida |
Kasumi-1
1007 _ _
< 80 —
= —
=8 -
= 60 —
8 — L
) ]
& 40 =
2 —
T 20 —
= —

Figura 39: Teste bioldgico dos compostos isolados de S. glutinosa em linhagem de Leucemia Mieloide
Aguda (Kasumi-1)
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Como apresentado acima, as substancias isoladas apresentaram viabilidade
celular acima do controle na 1, 2 e 3 (LC_2, LC_3, LC_4 respectivamente), ou seja,
nao foi observado resultados esperados na linhagem estudada. Ja na substancia 4
(LC_1) obteve-se viabilidade celular em torno de 50%, isso quer dizer que a
substancia foi responsavel por inibir o crescimento celular de células de Leucemia
Mieloide aguda em 50%.

Apoés analisar os resultados da atividade bioldgica das fracbes R5 e R7,
levantou-se a hipétese que € decorrente do efeito sinérgico entre os compostos
presentes nas fragdes. Isso sugere que devemos investir os esforgos para a
elucidacao dos mecanismos de acao das sub-fragdes que originaram as substancias
puras. No entanto, devido a situacdo causada pela pandemia, os ensaios foram

interrompidos.
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6. Consideracoes finais

O estudo quimico da espécie vegetal S. glutinosa permitiu o isolamento de quatro
substancias pertencentes a classe das fenilacrilamidas. A abordagem de
desreplicagcao foi fundamental para esse processo, permitindo isolar substancias
nunca antes associadas a espécie em estudo. Essas informacdes fazem parte do
conjunto de dados que foi publicado recentemente na literatura
(https://doi.org/10.3390/molecules25010153). As substancias purificadas

corroboraram para a ampliacdo do conhecimento do perfil quimico da espécie S.

glutinosa, o qual esta coerente para uma planta pertencente a familia Rutaceae.

A avaliagdo do potencial biolégico frente as linhagens de leucemia humana,
quando feito ainda no extrato em hexano das folhas, apresentou viabilidade celular
em torno de 10%, significando que a fragao inibiu o crescimento de 90% das células
de leucemia humana da linhagem Kasumi-1. Ja quando feito nas sub-fragdes do
extrato, a fracdo R5 apresentou viabilidade celular em torno de 20% e a fracdo R7 em
torno de 10%, ambas testadas em células da linhagem Kasumi-1. Os compostos
isolados apresentaram alta viabilidade celular, sugerindo que existe a possibilidade
da atividade bioldgica estar associada ao efeito sinérgico entre os compostos quando

estdo em mistura nas sub-fracdes citotoxicas.

Com isto, é possivel sugerir que as fragbes R5 e R7 podem ser utilizados na busca
de alternativas terapéuticas contra linhagens de leucemia humana baseada em
produtos naturais, porém ainda sao necessarios estudos mais aprofundados para
entender melhor a relagéo estrutura-atividade bem como a interacédo no organismo

humano, além do efeito sinérgico entre os componentes de cada grupo.
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