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RESUMO

O género Onychopetalum (Annonaceae) tem sua distribuicdo na Regido
Amazonica sendo constituido por duas espécies. Onychopetalum amazonicum (R.E. Fr)
e Onychopetalum periquino (Rusbhy). O presente trabalho descreve o estudo fitoquimico
desta espécie. O material vegetal (folhas, galhos e cascas), coletado na Reserva Florestal
Adolpho Ducke (RFAD), foi submetido a hidrodestilacdo para obtencdo de 6leos
essenciais e tratamento acido-base para obtencéo de fracOes alcaloidicas. A andise de
CG-EM dos 0leos essenciais possibilitou identificar 41 constituintes, destacando-se
como o0s majoritarios nas folhas, o (E) cariofileno (17,0%), enquanto nas cascas e
ga hos observou-se (epi)-a-cadinol (24,1 e 14,0 %, respectivamente). A analise do perfil
espectrométrico por APCI-IT-MS" em escala analitica possibilitou escolher a fragdo
alcaloidica das folhas para isolamento de alcaloides ainda ndo descritos no género
Onychopetalum. A andlise por CLAE, em escala preparativa, da fracdo alcaloidica das
folhas de O. amazonicum, levou ao isolamento dos alcaloides nornuciferina, anonaina,
asimilobina e O-metilisopilina (aporfinicos); isocoripamina e estefolidina
(tetraidroprotoberberinicos) e norjuzifina (benziltetraidroisoquinolinico), cujas
estruturas foram caracterizadas por técnicas de EM e RMN (1D e 2D), diadas a
comparacdo com dados da literatura. Estes alcaloides sdo relatados pela primeiravez no
género Onychopetalumm. Adicionamente, ensaios antimicrobianos reaizados pela
primeira vez nos 0leos essenciais revelaram atividade moderada para o 6leo essencia
das cascas 0 qual inibiu o crescimento das bactérias Saphylococcus epidermidis,
Escherichia coli e Kocuria rhizophila,observando-se para as trés linhagens, CIM =

62,5.

Palavras-Chave: Annonaceae, Onychopetalum amazonicum, alcaloides, 6leos

essenciais.



ABSTRACT

The Onychopetalum genus (Annonaceae) has restricted distribution to the
Amazon region, being constituted of two species. Onychopetalum amazonicum (RE Fr.)
and Onychopetalum periquino (Rusby). The present work describes the phytochemical
study of this species. The plant material (leaves, twigs and bark), collected in the
Adolpho Ducke Forest Reserve (RFAD), from previousy marked individual was
submitted to hydrodistillation to obtain essential oils and acid-base treatment to obtain
alkaoid fractions. The GC-MS analysis of the essential oils enabled the identification of
41 constituents, highlighting as majority in the leaves, the (E) caryophyllene (17.0%),
while in the bark and twigs was observed (epi)-o-cadinol (24.1 and 14.0%,
respectively). The analysis of the spectrometric profile for APCI-IT-MS" of the
fractions obtained from analytical scale make possible choose the leaf alkaoidal
fraction for the isolation of akaloids not yet described in Onychopetalum genus. The
analysis by HPLC, in preparative scale, of the leaf akaloida fraction of O.
amazonicum, led to the isolation of the alkaloids nornuciferine, anonaine, asimilobine
and O-methylisopiline  (aporphine); isocorypalmine  and stepholidine
(tetrahydrodroprotoberberine) and norjuzifine (benzyl-tetrahydroisoquinoline), whose
structures were characterized by MS and NMR (1D and 2D) techniques, together with
the comparison with literature data. This is the first report of these akaloids in
Onychopetalum genus. In addition, antimicrobial tests performed for the first time with
the essential oils showed mild activity for the essentia oil from the bark which inhibited
the growth of Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli and Kocuria rhizophila,

being observed aMIC =62,5 for the three strains.

Keywor ds. Annonaceae, Onychopetalum amazonicum, alkaloids, essentia oil.
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1. INTRODUCAO

Ao longo dos anos diversas plantas tém sido utilizadas pela humanidade para fins
medicinais, visando o tratamento das mais diversas doencas, sendo os principios ativos
e seus modos de agdo desconhecidos, na maioria dos casos (CRAGG & NEWMAN,
2013). A exploragao adequada destes conhecimentos etnobotanicos, transmitidos com o
passar dos anos e 0 avango das técnicas de abordagens fitoquimicas culminaram com a
descoberta de poderosos farmacos (YUNES & CECHINEL-FILHO, 2001). Como
exemplo, pode ser citado o uso medicinal por 4000 anos da espécie Papaver
somniferum L. (papoula do 6pio), da qual foram isolados, no inicio do século XIX, os
alcaloides morfina e codeina, os quais sdo usados até hoje, respectivamente, como
analgésico e antitussigeno. As cascas de Cinchona sp, plantas medicinais sul-
americanas conhecidas desde o século XVII como febrifugas, forneceram,
posteriormente, o alcaloide antimalérico quinina, cuja estrutura inspirou uma série de
medicamentos usados hd algumas décadas para combater a maéria (Figura 1)
(VIEGAS-JR et d., 2006; HOSTETTMANN et a., 2003; DEWICK, 2009).

Estima-se que na Regi&o Amazonica existam pelo menos 80.000 espécies vegetais,
muitas das quais sdo comercializadas como plantas medicinais, demonstrando a
importancia que esta floresta possui como maior reservatorio natural da diversidade
vegetal do planeta (FONSECA, 2005; MACIEL et a., 2002 ). Em meio a esta grande
diversidade, varias espécies pertencentes a familia Annonaceae destacam-se por serem
empregadas na medicina popular. Suas propriedades farmacologicas vém sendo
confirmadas cientificamente e atribuidas a presenca de compostos bioativos, como
alcaloides, acetogeninas de anonéceas entre outros (LEBOEUF et a., 1982a; COSTA et

al., 2013; ALALI et a., 1999). Apesar dos diversos estudos referentes ao isolamento de
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compostos bioativos na familia Annonaceae, ainda existem géneros com pouco ou
nenhum estudo fitoguimico, como é o caso do género Onychopetalum, que até o
presente momento apresenta dois trabalhos na literatura (ALMEIDA et al., 1976;

SILVA et d., 20153).

codeina

quinina

Figura 1: Estruturas de farmacos obtidos de plantas medicinais.

Visando contribuir para o conhecimento quimico do género Onychopetalum, o
presente trabalho teve como objetivo, redlizar o estudo fitoquimico dos 6leos essenciais
e fracBes alcaoidicas das folhas, galhos e cascas de O. amazonicum. Em adic¢do, o
potencial antimicrobiano dos 6leos essenciais foi avaliado frente a diversas linhagens de

mi cro-organi smos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Familia Annonaceae

Annonaceae € uma familia que tem sua distribuicdo pantropical (Figura 2)
constituida atualmente por cerca de 109 géneros e 2440 espécies (CHATROU ¢t al.,
2012). No Brasil, registram-se 392 espécies (29 géneros), com cerca 287 espécies
distribuidas Regido Amazénica(MAAS et a., 2015).

Esta familia pode ocorrer como &arvores, arvoretas e lianas, sendo a maioria das
espécies plantas lenhosa. Suas folhas sdo alternadas, inteiras e disticas. As flores podem
ser axilares ou ndo axilares, raramente terminais com seus frutos principalmente
apocarpicos. Nas cascas observa-se a presenca de fibras longas e resistentes. Seus
troncos apresentam no corte transversal marcas de chamas e quando cortados exalam

um forte odor (RIBEIRO et al., 1999; MAAS et a., 2007a)
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Figura 2: Distribuicdo geografica da familia Annonaceae.

Fonte: http://www.thecompositachut.com/www_tch/images/webcurso_spv/mapas/annonaceae.jpg

19



2.1.1 Etnobotanica da Familia Annonaceae

Além de fornecer frutos comestiveis tais como graviola (Annona muricata L.),
fruta-do-conde (Annona sgquamosa L..), cherimdia (Annona cherimola Mill.) e a atemoia
(hibrido de A. cherimola x A. squamosa) (Figura 3), algumas espécies desta familia, séo
utilizadas na medicina popular com diversas finalidades (PBMH, 2013; DI STASI &
HIRUMA-LIMA, 2002). O cha das cascas da espécie Rollinia leptopetala R. E. Fries
(recentemente incorporada ao género Annona) tem sido usado popularmente como
digestivo e para tratar tumores (AGRA et al., 2007). As folhas de algumas espécies do
género Unonopsis sdo utilizadas por povos indigenas na Amazénia para o tratamento de
deméncia e dificuldades nafala (ADAMS et a., 2007a).

A espécie Annona squamosa é considerada em algumas comunidades da india
uma fruta sagrada, devido a resultados significativos da sua utilizagdo para tratamento
contra a diabetes (GAJALAKSHMI et d., 2011). As sementes de Xylopia frutescens
Aubl. (Figura 3) (conhecida popularmente como embira) sdo empregadas como
estimulantes para bexiga e no combate a doengas intestinais (AGRA et al., 2007). O cha
das folhas da espécie Xylopia aromatica (Lam.) (Figura 3) tem sido usado por indios da
Regido Amazodnica como diurético e para tratamento de edemas na pele (DI STASI &

HIRUMA-LIMA, 2002).
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Figura 3: Espécies da familia Annonaceae: (A) A. squamosa; (B) A. muricata; (C) X
Aromatica; (D) X. frutescens.

Fontes: http://biogeodb.stri.si.edu/bi oinformati cs/df m/metas/view/18154;
http://www.botanical garden.ubc.ca/potd/2007/04/annona_muricata.php;
http://fest2012.greennation.com.br/pt/obra/297/Evando-Ferreira-L opes/Pimenta-de-macaco-Xylopia-

aromatica.

2.2 Fitoquimica da Familia Annonaceae

A familia Annonaceae é rica em muitas classes de metabolitos secundérios,
sendo os alcaoides derivados do esgueleto isoquinolinico os constituintes mais
recorrentes (LEBOEUF et al., 1982a).

Dentre os constituintes ndo alcaloidicos, sao encontrados compostos arométi cos,
acetogeninas de anonaceas, terpenoides, entre outros (ALALI et a., 1999;
ANKISETTY et a., 2006; ALITONOU et al., 2013). Na classe dos terpenoides,
destacam-se 0s monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e esterGides,
sendo o triterpeno policarpol considerado um marcador taxonémico da familia

(TAVARES et d., 2006; PALAZZO et d., 2009; SILVA et a., 2015a8). Também sdo
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marcadores na familia as acetogeninas de anonaceas, classe de produtos naturais isolada

exclusivamente das espécies de Annonaceae (RUPPRECHT et al., 1990).

2.2.1 Acetogeninas de Annonaceae

As acetogeninas de anonaceas sdo identificadas como derivados de acidos
graxos de cadeia alifética, contendo em sua estrutura 35 a 37 atomos de carbono. S&o
caracterizadas por possuirem uma y-lactona terminal, contendo de 1 a 3 anéis
tetrahidrofurano (THF) e diversas fungdes oxigenadas ao longo da cadeia (Figura 4).
Existem também acetogeninas que ao invés de apresentar anel THF, apresentam anel
tetrahidropiranico (THP). (ALALI et a., 1999; LI et d., 2008; KOJMA & TANAKA,
2009). Estes compostos sdo conhecidos por exibirem uma ampla atividade biol6gicatais

como: anticancer, antiparasitario, inseticida e efeitos imunossupressores (LIAW et al.,

2010).
CH;
HO N
o | %o
R o

(@]
OH OH

Figura 4: Representacdo estrutura de acetogenina de anonéceas.

Em estudos realizados por Sun e colaboradores (2014) com o fruto da espécie
Annona muricata, foram isoladas trés acetogeninas, que apresentaram significativas
atividades inibidoras contra células cancerosas da prostata. A acetogenina esquamocina,
isolada da espécie Annona sguamosa, apresentou potencial controle contra Aedes
aegypti (Figura 5) (COSTA et d., 2014). Das sementes de Annona cornifolia, foi
isolada a acetogenina cornifolina, sendo esta ativa contra linhagens tumorais,

principal mente sobre glioma de ratos (Figura5)(LIMA et a., 2012).

22



cornifolina

Figura 5: Acetogeninas isoladas de espécies da familia Annonaceae.

2.2.2 Alcaloides

Os acaloides sdo compostos nitrogenados de baixo peso molecular amplamente
distribuido no reino vegetal, especiamente entre as angiospermas. Estes metabdlitos
secundarios sdo conhecidos por possuirem uma basicidade tipica, no entanto, o nivel de
basi cidade varia bastante, dependendo da estrutura da molécula e da presenca de outros
grupos funcionais. S&o classificados de acordo com a natureza do &omo de nitrogénio
contido em sua estrutura e pela sua rota biossintética. Dentre os aminoécidos envolvidos
na biossintese dos alcaloides os principais sdo: L-ornitina, L-lisina, L-tirosina € 0 L-
triptofano, estes sdo respectivamente precursores de acaoides do tipo tropanicos,

piperidinicos, isoquinolinicos, inddlicos (Figura 6), entre outros (DEWICK, 2009).
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Figura 6: Principais a cal oides e seus precursores.

MeO

Inddlico

Como descrito anteriormente, alcaloides derivados do esquel eto isoquinolinicos

sd0 recorrentes nesta familia (LEBOEUF et a., 1982a). Na figura 7 estdo reportados
alguns exemplos destes acaoides. Das folhas de Annona sericea foram isolados
alcaloides dos tipos aporfinicos (nornuciferina) e benziltetraidroisoquinolinico (3-hidro-
xinornuciferind) (CAMPOS et al., 2008). Alcaloides do tipo bisbenzilisoquinolinicos
tais como filogalina foram isolados das cascas de Guatteria boliviana (MAHIOU et al.,
2000). Estudos redlizados por Granell e colaboradores (2004) com a espécie Xylopia
colombiana reportam o isolamento de alcal oides bisbenziltetrai droi soquinolinicos como

a medelina e antioguina. Os adcadoides pamatina e jatrorrhizina do tipo
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protoberberinicos, foram isolados da espécie Annickia kummeriae (MALEBO et al.,

2013).

, palmatina
antioquina

Figura 7: Exemplos de al cal oides encontrados em Annonaceae

Alcaloides aporfinicos e derivados sdo bastante encontrados em diferentes
espécies da familia Annonaceae (SILVA et a., 2007, DUTRA et a., 2012; SILVA et
a., 2014). Quimicamente estes alcaldides sdo caracterizados como bases tetraciclicas
formadas pelo acoplamento oxidativo direto entre anéis aromatico A e D de nicleos

tipicos benzilisoquinolinicos (Figura8) (STEVIGNY et al., 2004).

Figura 8: Estrutura basica de alcal oides aporfinicos.

25



A rota biossintética para os alcaloides aporfinicos (Figura 9) inicia-se a partir do
aminoécido L-tirosina. Duas moléculas de L-tirosina paralelamente sofrem reagdo, uma
€ descarboxilada para formar a dopamina e a outra sofre uma reagéo de transaminagdo
dando origem ao éacido 4-hidroxifenilpiravico. Posteriormente, os produtos das duas
reacbes sofrem condensacdo através da reagdo de Mannich, formando (S)-
Norcoclaurina. ReagOes seguintes de metilagdo e oxidagdo levam a formagédo de (S)-
Reticulina. Sendo a (9)-Reticulina precursora dos alcaloides aporfinicos, formados
posteriormente em acoplamento oxidativo (DEWICK, 2009). Diversas atividades
biol6gicas sdo descritas na literatura para estes tipos de alcaloides e derivados, tais
como: citotéxica, antimicrobiana e antiprotozoarios (PAULO et al., 1992; SILVA et al.,

2007; SILVA et @l ., 2012a; COSTA et al., 2013).
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Figura 9: Rota biossintética dos a cal oi des aporfinicos.

Fonte: DEWICK, 2009

2.3 Oleos Essenciais de Annonaceae e atividade antimicrobiana

Oleos essenciais sd0 misturas complexas constituidas por terpenoides (mono e
sesquiterpenos) e fenilpropanoides, sendo estes metabdlitos responsaveis por suas
caracteristicas organol épticas. Podem ser obtidos a partir de folhas, cascas, caule, flores,
frutos e sementes (BIZZO et al., 2009; BAKKALI et a., 2008).

Os terpenoides formam uma grande e diversificada familia de produtos naturais,
congtituidos de unidades de isopreno Cs, envolvendo diretamente na sua formagdo as
unidades biologicamente ativas. Dimetilail difosfato (DMAPP) e Isopentenil difosfato

(IPP) (Figura 10). Sua origem pode ser a partir de duas vias biossintéticas. via do
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mevalonato e a via desoxi-xilulose fosfato. Sao classificados de acordo com o nimero
de unidades de isopreno: hemiterpenos (Cs), monoterpenos (C,o), sesquiterpenos (Css),
diterpenos (Cyo), sesterterpenos (Css), triterpenos (Cso) e tetraterpenos (Cso) (DEWICK,

2009).

)\AOPP )\Aopp

Dimetilalil disfosfato | sopentenil dif osfato
(DMAPP) (Cs ) (IPP) (Cs)

Figura 10: Unidades de isopreno precursoras.

Os 6leos essenciais da familia Annonaceae sdo congtituidos por mono e
sesquiterpenos, observando-se que 0S monoterpenos sdo comumente encontrados em
frutos e sementes e sesquiterpenos em folhas, cascas e raizes (FOURNIER et ., 1999).

De acordo com Fontes e colaboradores (2013) os 6leos essenciais da espécie
Guatteria pogonopus tem como constituintes majoritérios y-patchouleno, (E)-
cariofileno e B-pineno. Estudos realizados por Costa e colaboradores (2011a), com as
espécies Annona salzmannii e A. pickelii, constatou-se que os 6leos de ambas espécies
eram congtituidos predominantemente de sesquiterpenos e que 0S compostos
majoritarios eram o biciclogermacreno e (E)-cariofileno. O 6leo essencial da espécie
Xylopia frutescens tem como principais constituintes (E)-cariofileno, biciclogerma-
creno, germacreno D e a-copaeno (FERRAZ et a., 2013). Para a espécie Annona
foetida, o biciclogermacreno (35,12%), (E)-cariofileno (14,19%) e a-copaeno (8,19%)
foram identificados como os compostos majoritarios (COSTA et a., 2009). A espécie
Bocageopsis pleiosperma Maas apresentou na composicdo dos 6leos essenciais 0
sesquiterpeno B-bisaboleno como constituinte majoritario. (SOARES et d., 2015a).

Trabalho de Silva e colaboradores (2015b) sobre 6leo essencia de espécies Unonopsis
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guatterioides, U. stipitata, U. floribunda, U. rufescens e U. duckei, revelou como
congtituintes majorit&rios os sequiterpenos Oxido de cariofileno e espatulenol com

excecdo de U. guatterioides e U.stipitata (Figura 11).

o6xidodecariofileno

(E)- cariofileno

biciclogermacreno

B-selineno

Figura 11: Exemplos de terpenos encontrados em 6leos essenciais na familia Annonaceae.

A resisténcia de micro-organismos contra os medicamentos disponiveis no
mercado constitui-se em um sério problema de salide publica, gerando a necessidade de
busca de novos compostos bioativos para o combate as graves enfermidades por eles
produzidas. Os 6leos essenciais tem chamado atencdo como fontes naturais seguras,
cujos estudos tém revelado inlmeras atividades medicinais, como anti-oxidante, anti-
inflamatoria, anti-vira, anticarcinogénicae antimicrobiana (SHAABAN et al., 2012).

Vérias espécies de Annonaceae da Amazbnia tém revelado atividade
antimicrobiana como pode ser constatado em aguns relatos citados a seguir. A espécie
Guatteriopsis blepharophylla teve Oxido de cariofileno como composto mgoritério,

sendo relatada uma potente atividade contra a bactéria Rhodococcus equi exibindo um
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CIM de 50pg mL™ (COSTA et al., 2008). A espécie B. pleiosperma Maas apresentou na
composicdo dos 6leos essenciais 0 sesquiterpeno [B-bisaboleno como constituinte
majoritario, sendo a €ele atribuida a moderada atividade contra Saphylococcus
epidermidis. Os 6leos de Duguetia lanceolata, constituidos principamente de [-
elemeno, 6xido de cariofileno o B-selineno apresentaram significativa atividade contra
Saphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli e Candida albicans

(SOUSA et ., 2012).
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2.4 O géner o Onychopetalum

O género Onychopetalum tem sua distribuicdo restrita a Regido Amazonica,
sendo as espécies encontradas frequentemente em florestas néo inundadas. Este género
€ constituido por 2 espécies. O. amazonicum (R.E. Fr) e O. periquino (Rusby) (Figura
12), tendo sido incorporado desde 1959 ao informal “Grupo-Unonopsis’, que inclui os
géneros Bocageopsis e Unonopsis (MAAS et a., 2007b; CHATROU et a., 2012).

Neste grupo informal “Grupo-Unonopsis’, o género Onychopetalum apresenta
apenas dois estudos fitoquimicos referentes a espécie O. amazonicum (ALMEIDA et
al., 1976; SILVA et al., 20154). Ja no género Bocageopsis poucos relatos fitoquimicos
s80 descritos na literatura. A espécie B. pleiosperma Maas apresentou na composi cao
dos Oleos essenciais 0 sesquiterpeno [-bisaboleno como constituinte majoritério,
enguanto que das folhas foram isolados alcal oides dos tipos. aporfinicos, oxoaporfinico,

benziltetraidroisoquinilinico e B-carbolinico (SOARES et al., 2015a; 2015b).

' O.amazonicum
B O.periquin _ Wy

Figura 12: Distribuicdo geogréfica do género Onychopetalum.

Fonte: MAAS et a., 2007b
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O género Unonopsis € de longe 0 mais estudado, principalmente com relacéo a

prospeccao de alcaloides, destacando-se os do tipo aporfinico e derivados (Figura 13)

(SILVA et a., 2014; YOSHIDA et da., 2013; SIQUEIRA et a., 1998). Estudos

realizados por Waechter e colaboradores (1999) com U. buchtienii identificaram

alcaloides oxoaporfinicos, tais como liriodenina, enquanto que de U. guatterioides

foram reportados alcal oides aporfinicos, oxoaporfinicos e azafluorenona (SILVA et al.,

2012b). Das cascas do caule de U. lindimani foi isolado o acaoide do tipo

oxoaporfinico lisicamina (SILVA et d., 2007).
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Figura 13: Alcaloides aporfinicos e derivados encontrados no género Unonopsis.
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2.5 A espécie Onychopetalum amazonicum.

A espécie O. amazonicum, conhecida popularmente como envira preta e envira
caju, tem sua distribuicdo na Regido Amazonica brasileira (Amazonas, Mato Grosso,
Para e Rondbnia) e na Venezuela (Amazonas). Suas arvores tem cerca de 10 a 30
metros de altura, chegando a 90 cm de diametro. Frequentemente sdo encontradas em
florestas ndo inundadas, com um periodo de frutificagdo de setembro a janeiro e o de
floragcdo em janeiro, junho e setembro (MAAS et a., 2007b).

Na literatura ha apenas dois relatos de estudo quimico. No primeiro trabalho
foram reportados nas cascas do tronco os esterdides, sitosterol e estigmasterol, além do
alcaloide onichina (Figura 14) (ALMEIDA et a., 1976). O segundo trabalho envolve a

extracao de policarpol das cascas (SILVA et a., 2015a).

Figura 14: Alcaloide onichina.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Contribuir para o conhecimento quimico e biolégico do género Onychopetalum
(Annonaceae) por meio de estudos fitoquimicos e pela investigacdo do potencial

antimicrobiano dos 6leos essenciais da espécie O. amazonicum.

3.2 Especificos

v' Avdliar as fragdes alcaoidicas das folhas, cascas e galhos utilizando técnicas
APCI-IT-MS" e LC-DAD-APCI-MS, a fim de selecionar as mais promissoras
para estudo fitoquimico;

v Isolar constituintes das frac6es alcaloidicas e caracteriza-los através de técnicas
de RMN 1D/2D e EM;

v Caracterizar 0s compostos presentes nos 0leos essenciais das folhas, cascas e
gahos de O. amazonicum, através de analises cromatograficas por CG-EM e
CG-DIC;

v Avdiar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais das folhas, cascas e

gahos de O. amazonicum.



4. MATERIAISE METODOS

4.1 Anélises cromatogr aficas
4.1.1 Cromatografia em camada delgada— CCD

As andlises foram realizadas em cromatoplacas pré-fabricadas de silicagel TLC
de 0,2 mm de espessura e indicador de fluorescéncia F»s4 da Sorbent Techonologies.
Para detecgdo dos compostos usou-se irradiagcdo com lampada ultravioleta (UV) (264 e

365 nm) e revelagdo com reagente Dragendorff.

4.1.2 Cromatogr afia liquida de alta eficiéncia analitica-CLAE

Utilizou-se um cromatégrafo Acella® (Thermo Scientific), operando
simultaneamente com um detector PDA e um detector de espectrometria de massas
(TSQ Quantum Acess). Foi utilizada uma coluna Luna C18 (5um, 150 x 4,60 mm)
Phenomenex. As fases moveis utilizadas foram metanol e agua acidificada (0,01%

TFA).

4.1.3 Cromatogr afia liquida de alta eficiéncia (CLAE ) preparativa

O isolamento em escala preparativa foi realizado em um cromatégrafo modelo
Shimadzu®, CBM-20A, equipado com detector de UV SPD-20A, desgaseificador DGU-
20A e sistema binario de solventes LC-6AD. Utilizou-se uma coluna Luna C18 (5um,
250 x 15.00 mm) Phenomenex. As fases moéveis utilizadas foram metanol e agua

acidificada (0,01% TFA).
4.1.4 Cromatogr afia Gasosa

Os 6leos essenciais foram analisados em um cromatégrafo gasoso acoplado aos
detectores de ionizacdo de chama (DIC) e espectrometria de massas (EM), modelo

CG2010/ QP2010 Plus (Shimadzu®©). As andlises foram realizadas no Centro de
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Biotecnologia da Amazonia (CBA), sob responsabilidade do MSc. Raimundo Carlos

Pereira Junior.

4.2 Solventes e reagentesrevelador es

4.2.1 Solventes

Para 0 preparo dos extratos foram utilizados solventes grau PA (Nuclear®).
Utilizaram-se solventes grau HPLC para as andises cromatogréficas analitica e
preparativa, bem como para as andlises por espectrometria de massas. Os espectros de

RMN foram obtidos em solventes deuterados.

4.2.2 Reagentesrevelador es

Reagente de Dragendorff (modificagdo de Munier) (MUNIER, 1953 apud
Merck, 1971): Solucdo A: 1,7 g de nitrato de bismutto 111 e 20,0 g de &cido tartarico
dissolvidos em 80 mL de agua destilada. Solucdo B: 16,0 g de iodeto de potéssio
dissolvidos em 40 mL de &gua destilada. A mistura de partes iguais destas solucdes
constitui a solucéo estoque. Para borrifagcéo das cromatoplacas, adicionou-se 10,0 g de
&cido tartérico, dissolvidos em 50 mL de &gua destilada. Apds borrifacdo das placas

cromatogréficas 0s spots das substancias al cal oidicas apresentaram coloracdo laranja.

4.3 M étodos espectr oscopicos/espectr ométricos

Os espectros de massas foram registrados em espectrémetro do tipo fon-trap,
modelo LCQ Fleet (Thermo scientific), operando com fonte de ionizagdo quimica a
pressdo atmosférica (APCI); e espectrdmetro do tipo triplo-quadrupolo, modelo TSQ
Quantum Acess, operando com fonte de ionizagdo quimica a pressdo atmosférica
(APCI). As andlises de espectrometria de massas foram realizadas no laboratério de

espectrometria de massas da Universidade Federal do Amazonas - UFAM.
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Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e 2D foram
obtidos em equipamento modelo Bruker Avance 600 (600 MHz), do Departamento de
Quimica da Universidade Federal do Paran&UFPR, sob responsabilidade do professor
Dr. Anderson Barison. As amostras foram solubilizadas em cloroférmio, acetona e
metanol deuterados (CDCl;, CD3;COCD; e CD30OD). Tetrametilsilano (TMS) foi
utilizado como padrdo de referéncia interna. Os deslocamentos quimicos foram
expressos em ppm (8) e as constantes de acoplamento (J) foram registradas em Hertz

(H2).

4.4 Outros equipamentos
» Liquidificador Industrial: Modelo BBM35 - Motor: 1/2 CV - 50/60 Hz;
» Baancaanaditica MARK classe 1 (méax. 220 g — min.10 mg);
> Pipetaautomética: Gilson ®, P 1000 e P 200 ;
» Ultrasson: Unique, modelo USC-2800;
>

Evaporador rotatorio: Heidolph, tipo Heizbad OB.
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4.5 Coleta eidentificacdo do material botanico

As folhas, galhos e cascas de O. amazonicum foram coletadas na Reserva
Florestal Adolpho Ducke, no dia 11 de marco de 2014 (Figura 15), de individuo
previamente marcado (n° 163). Sua exsicata encontra-se depositada no herbario do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) sob o N ©218341.

Apobs a coleta, as diferentes partes da planta foram separadas, limpas e secas a
temperatura ambiente por 20 dias. Posteriormente o materia foi triturado

separadamente e pesado.

Figura 15: Espécie de O. amazonicum coletada na Reserva Florestal Adolpho Ducke.
Fonte: Lima, 2014

4.6 Obtencéo dos 6leos essenciais

Aproximadamente 100 g das folhas, cascas e galhos foram submetidas a
extragdo dos Oleos essenciais pelo processo de hidrodestilacdo em aparelho tipo
Clevenger modificado (Figura 16). Utilizou-se 2L de &gua destilada durante 4 horas de
extragdo. Os 6leos essenciais foram coletados em um frasco pequeno de vidro, sendo
adicionado sulfato de sodio anidro (NaSO,) para retirar a agua do meio. Seu
rendimento foi calculado dividindo-se a massa do 6leo pela massa do material inicial e o
resultado multiplicado por 100. Os éleos obtidos foram acondicionados em frascos

ambar, fechados e armazenados na temperatura de -15°C até as andlises.
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Figura 16: Extracéo dos 6leos essenciais de O. amazonicum em um aparel ho tipo Clevenger
modificado.

Fonte: Lima, 2014
4.7 Andlises por CG-DIC eCG-EM

As amostras foram diluidas em diclorometano (1mg/mL) e analisadas por CG-
DIC e CG-EM. Para a andlise em CG-DIC foi utilizada uma coluna DB-5 (30m x
0,25mm x 0,25 pum) temperatura programada de 60 a 240 °C com um gradiente
3°C/min. Hélio foi utilizado como gés de arraste com fluxo de 0,80 mL / min. O modo
deinjecdo foi split com razdo 1:50, com o injetor a250°C e 0 volume de injegdo 1pL.

Na analise por CG-EM os espectros de massas foram obtidos em uma faixa de
deteccdo de mVz 40-600, as condic¢des da analise foram as mesmas utilizadas para CG-
DIC. Para obtencdo do indice de retencdo foi injetada uma sé&ie homodloga de
hidrocarbonetos (C8-C30). Os indices de retencdo foram calculados utilizando a
equacdo de Van der Dool-Kratz (Dool & Kratz, 1963). Os constituintes foram

identificados com base na comparagdo dos espectros obtidos com agueles armazenados
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na biblioteca Wiley, 72 edicdo do equipamento e comparacdo dos indices de retencdo

calculados com os daliteratura (ADAMS, 2007).

4.8 Avaliagéo da atividade antimicr obiana dos 0leos essenciais.

Os experimentos para a avadiacdo da atividade antimicrobiana dos 0leos
essenciais das cascas do tronco, folhas e galhos de O. amazonicum foram realizados no
Instituto de Biologia da Universdade Estadual de Campinas-UNICAMP, sob
responsabilidade do Dr. Marcos José Salvador.

Os Oleos essenciais foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana,
utilizando o método de micro diluicdo em caldo (placas de 96 pocos), como descrito
anteriormente (SALVADOR et d., 2002; COSTA et a., 2010). Vinte microlitros de
solugbes de amostra-teste e de solugdes-controle (positivo e negativo) foram aplicadas
em pocos de 5 mm de didmetro para dar uma concentragéo entre 10 a 500 pg/ml. As
solugbes foram preparadas em DMSO, em concentracdo de 5000 pg/mL. Como
controles positivos foram utilizados discos de cloranfenicol (100 pg/mL) e cetoconazol
(100 pg/mL) e como controle negativo foi usada uma solucdo de dimetilsulfoxido
(DM SO)-esterilizado e agua destilada (5:95, v / v). A concentragdo inibitéria minima
(CIM) foi calculada como a concentracdo mais baixa que mostra completa inibicdo de
uma estirpe testada (SALVADOR et a., 2002). Cadateste de sensibilidade foi realizado
em duplicata para cada micro-organismo avaliado e repetido trés vezes. As estirpes de
micro-organismos utilizados foram Kocuria rhizophila (ATCC 9341), Saphylococcus
aureus (ATCC14458), Saphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Escherichia coli
(ATCC 10538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Candida albicans(ATCC
10231), Candida parapsilosis (ATCC 22019), Candida tropicalis (ATCC 157),

Candida glabrata (ATCC 30070) e Candida dubliniensis (ATCC 778157).
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4.9 Marcha quimica para obtencao de alcaloides.

O materia vegeta triturado (folhas, cascas e galhos) foi submetido a extracéo
acdoidica em escala andlitica e preparativa, de acordo com metodologia adaptada
descrita previamente naliteratura (SOARES et dl ., 2015b).

As fragdes alcaloidicas em escala analitica (Esquema 1) foram obtidas conforme
descrita a seguir: 500 mg de materia vegetal (folhas, galhos e cascas) foram
transferidos para um recipiente de vidro, adicionando-se 5 mL de hidréxido de aménio a
10% (NH4OH) e 5 mL de diclorometano (DCM), agitando-se em seguida. Apoés
extracao, afase DCM foi transferida para um funil de separagéo, acrescentando-se 5 mL
de &cido acético a 10%. A fragdo aquosa &cida, foi tratada com hidroxido de aménio
concentrado, até alcancar o pH 10, acrescentando-se em seguida 5 mL de DCM. Apés a

extracao, afase organicafoi separada e seca sob uma corrente de nitrogénio.

5mL NH,OH (10%) e
— 5mL CH,Cl, —)
Extracdoe
separagao

500 mg (cascas,
gahos e folhas)

Fase ag. &cida adicéo Extracéoe

e NH,OH conc. (atépH | separacéo FaseDCM : adicéo
= o 10) de5mL &cido
(Fracéo alcaloidica) C— + 4m— a0&ico 10%
5mL DCM
| Secasem N

Esquema 1: Extracdo acaloidica em escaa andlitica.
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Quanto a extracdo em escala preparativa (Esquema 2), cerca 300 g de folhas
trituradas foram maceradas com 2L de NH4sOH 10% e 2L de CHCl, por 72h. Em
seguida a fase orgénica foi transferida para um funil de separacdo e extraida com
solucdo de &cido acético 10% (2x 500mL). Posteriormente, a camada aquosa &cida
obtida foi gjustada com NH4OH (concentrado) até pH 10 e extraida com 600 mL de
DCM. Durante a etapa final de extragdo, observou-se a formagdo de um precipitado,
com teste positivo para alcal oides ao reagente de Dragendorff, sendo separado, seco sob
uma corrente de nitrogénio, pesado (421,8 mg) e codificado como PFOa. A fase DCM

final, contendo a frag@o alcaloidica, foi concentrada em um evaporador rotativo, seca

em um dessecador e pesada (1,16 g).
Extragdoe
—) 0 Separagao
300g (Folhas) 2L NHA;';&LOO/) 2L iy

Decantagdo 72 h

Faseaq. &cida: adicéo Extragioe
NH4OH conc. (atépH separagio
10) C— Fase DCM : adicéo &cido
acético 10%( 2 x 500mL)

Precipitado

C— FeseDCM (Fragéo ——
alcaloidica)

+
600mL DCM

Fracéo alcaloidica
1,169

Precipitado
421,8mg

Esguema 2: Extragdo de al caloides em escala preparativa
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4.10 Andlises por APCI-IT-MS" e LC-DAD-APCI-MS das fragdes alcaloidicas de
O. amazonicum obtidas em escala analitica.

As fragBes a cal oidicas obtidas em escala andlitica (casca, galhos e folhas) foram
diluidas a concentragdo de 10 ppm em metanol grau HPLC, sendo os espectros de full
scan obtidos por insercdo direta em espectrOmetro de massas do tipo ion trap (LCQ
Fleet), equipado com fonte de APCI e operando em modo positivo de agquisicdo. Os
espectros de MS" foram obtidos por insercéo direta em espectrometro de massas do tipo
ion trap (LCQ Fleet) equipado com fonte de APCI (modo positivo - energias de coliséo
entre 15 e 20 %). A faixa de massa analisadafoi de m/z 100-1000.

Paraaandlise de LC-DAD-APCI-MS dafragdo alcaloidica das folhas utilizou-se
um sistema UHPLC, modelo Acdla® (Thermo Scientific), acoplado a um
espectrometro de massas do tipo triplo-quadrupolo, modelo TSQ Quantum Acess
(Thermo scientific), dotado de uma fonte de APCI (modo positivo) e monitorando a
faixa de m/z 100-1000. Utilizou-se uma coluna Luna C18 (5um, 150 x 4,60 mm)
Phenomenex com fluxo de 1 mL/min. As fases moveis utilizadas foram metanol (B) e
agua acidificada (A) (0,01% TFA), com gradiente B de 20-80% durante 14 minutos,
seguido de 80% por 10 min. O detector DAD foi gustado para 0 monitoramento entre

200-600 nm.

4.11 Fracionamento por CLAE da fragdo alcaloidica das folhas em escala
preparativa.

Apos escalonamento adequado do método utilizado em escala analitica, cerca de
100 mg da fragdo alcaloidica das folhas foram solubilizados em 500uL de metanol/
diclorometano (1:1) e submetidos a fracionamento em escala preparativa em
cromatégrafo modelo Shimadzu® (CBM-20A), equipado com detector de UV (SPD-

20A), desgaseificador (DGU-20A), sistema binario de solventes (LC-6AD) e looping de
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500uL. Foi utilizada uma coluna Luna C18 (5um, 250 x 15.00mm) Phenomenex com
fluxo de 8 mL/min. As fases méveis utilizadas foram metanol (B) e agua acidificada (A)
(0,01% TFA), com gradiente de B de 20-80% durante 14 minutos, seguido de 80% por
10 min, o que resultou em 17 fragOes. As fragOes foram analisadas por espectrometria
de massas, sendo posteriormente encaminhadas as mais promissoras para analises de

RMN 1D e 2D.

4.11.1 Analise de precipitado por APCI-IT-MSeLC-DAD-APCI-MS.
O precipitado codificada como PFOa, obtido na marcha alcaloidica em escaa
preparativa, foi analisado por APCI-IT-MS e LC-DAD-APCI-MS, nas mesmas

condicdes utilizadas para a fracéo alcaloidica das folhas.



5. RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1 Extracao dos 0leos essenciais de O. amazonicum.

As amostras obtidas de 0leos essenciais de O. amazonicum apresentaram uma
coloracdo amarelo claro e rendimentos que variaram de 0,16 a 0,34% (Tabela 1).
Observou-se 0 elevado rendimento das cascas em relagdo as demais partes da planta
analisada. Os rendimentos obtidos sd0 coerentes com aqueles existentes na literatura
para outras especies da familia Annonaceae (FOURNIER et al., 1999; ALITONOU et
a., 2013; KARIOTI et al., 2004).

Tabela 1: Rendimentos dos 6leos essenciais obtidos de O. amazonicum.

Amostra Rendimento %
Folhas 0,18
Cascas 0,34
Galhos 0,16

5.2 Identificacdo dos constituintes volatels presentes no 0leo essencial das folhas de

O. amazonicum.

Através da andlise de CG-EM e CG-DIC dos 0leos essenciais obtidos das folhas
de O. amazonicum foi possivel caracterizar 87,8% da composi¢cdo quimica (Tabela 2).
Os principais compostos identificados nas folhas foram (E)-cariofileno (17,0%), 6xido
de cariofileno (11,9%), espatulenol (10,4%) a-copaeno (8,4%) e biciclogermacreno
(5,8%) (Figura17).

Tabela 2: Consgtituintes dos 6leos essenciais das folhas, cascas e galhos de O. amazonicum.

Compostos Folhas Cascas Gahos I.R* IR | R |.R"
0-Elemeno 0,7 - - 1335 1338 - -
a-Cubebeno 0,7 13 - 1348 1350 1350 -
a-Copaeno 8,4 34 0,2 1374 1377 1377 1374
B-Bourboneno 0,6 - - 1387 1386 - -
B-Elemeno 2,7 29 4,2 1389 1393 1393 1393
a-Gurjuneno 3,6 14,9 10,6 1409 1406 1406 1406
(E)-Cariofileno 17,0 3,7 - 1417 1421 1421 -
Aromadendreno 1,6 - - 1439 1440 - -
a-Humuleno 31 0,9 - 1452 1455 1455 -
allo-Aromadendreno - 21,2 24 1458 - 1463 1462
y-Gurjuneno - 13 - 1475 - 1476 -
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y-Muroleno 2,9 - - 1478 1478 - -
Germacreno D 1,7 - - 1480 1482 - -
B-Selineno 0,7 0,7 14 1489 1487 1487 1487
Biciclogermacreno 58 - - 1500 1497 - -
o-Murolene 1,2 0,7 - 1500 1501 1501 -
(E,E)-0-Farneseno - - 0,4 1505 - - 1500
y-Cadineno - 19 18 1513 - 1515 1515
(E)-Calameno - - 19 1521 - - 1528
d-Cadineno 54 39 24 1522 1524 1524 1524
o-Calacoreno 2,7 - 1,3 1544 1544 - 1543
Elemol - - 2,5 1548 - - 1550
Germacreno B 1,0 - - 1559 1558 - -
B-Calacoreno 0,8 - - 1564 1564 - -
(E)-Hidrato sesquisabineno - - 0,5 1577 - - 1578
Espatulenal 10,4 - - 1577 1579 - -
Oxido de cariofileno 11,9 38 4,9 1582 1584 1584 1584
Viridiflorol 0,7 09 14 1592 1593 1592 1593
Guaiol 1,1 - - 1600 1598 - -
Sesquituriferol - - 0,7 1604 - - 1604
Epoxido humuleno 11 1,1 - 34 1608 1610 - 1608
1,10-di-epi-Cubenol - - 3,2 1618 - - 1615
Isolongifolan-7-alfa-ol - - 24 1618 - - 1621
1-epi-Cubenol - 32 2,8 1627 - 1629 1629
epi-(a)-Cadinol - 24,1 14,0 1638 - 1643 1642
Cubenol 14 0,8 - 1645 1642 1647 -
a-Cadinaol 0,5 1,3 0,7 1652 1655 1655 1651
Cadeleno - - 09 1675 - - 1675
Mustakona - - 11 1676 - - 1678
Eudesma-4(15),7-dien-1[3-ol - - 18 1687 - - 1687
Ciperotundona - 1,3 8,1 1695 - 1695 1695
Sesquiterpenos ndo oxigenados (%) 60,7 56,9 27,5
Sesquiterpenos oxigenados (%) 27,1 35,3 47,5
Tota identificados (%) 87,8 92,2 75,0

3[ndice de retenc&o de acordo com Adams (2007); ° indice de retenc&o calculado de acordo com Van der
Dool-Kratz (1963) para os componentes da folhas ', cascas © e galhos °.

Estes compostos majoritarios foram anteriormente observados em espécies da
familia Annonaceae. O Oleo essenciad da espécie Xylopia frutescens tem como
principais compostos (E)-cariofileno  (31,48%), biciclogermacreno (15,13%),
germacreno D (9,66%) e a-copaeno (4.55%) (FERRAZ et da., 2013). Segundo Maia e
colaboradores (2005), o espatulenol e oxido de cariofileno foram identificados como
constituintes principais nas espécies Guatteria juruensis (77,5%) e Guatteria
microcalyx (44,2%), respectivamente. Para a espécie Annona foetida, o
biciclogermacreno (35,12%), (E)-cariofileno (14,19%) e o-copaeno (8,19%) foram

identificados como os compostos majoritarios (COSTA et a., 2009).
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\/ 0-copaeno

oOxidodecariofileno

espatulenal

biciclogermacreno

Figura 17: Constituintes mgjoritarios nos 6leos essenciais das folhas de O. amazonicum.

Em estudos realizados por Owolabi e colaboradores (2013) com 6leo essencia
de Annona muricata, o (E) cariofileno (38.9%) foi identificado como composto
majoritario, demostrando uma notavel atividade citotdxica. O 6leo essencial da espécie
Guatteria pogonopus apresentou significativa atividade antitumoral, estando presente

(E)-cariofileno (11,36%) como um dos principais constituintes (FONTES et a., 2013).

5.3 Identificacdo dos constituintes volateis presentes no 6leo essencial das cascas de
O. amazonicum

Atraveés dos dados de CG-EM e CG-DIC do 6leo essencial das cascas obtido de
O.amazonicum foi possivel caracterizar 92,2% dos constituintes do 6leo (Tabela 2). Foi
observada a predominancia dos compostos (epi) a-cadinol (24,1%), allo-aromadendreno
(21,2%), o-gurjuneno (14,9%,), d-cadineno (3,9%) e oxido de cariofileno (3,8%)
(Figura 18), sendo estes compostos ja identificados em espécies da familia Annonaceae,

como as espécies Annona muricata, Polyalthia longifolia, Duguetia lanceolata,
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Artabotrys pallens (KOSSOUOH et al., 2007; OGUNBINU et al., 2007, SOUSA et d.,
2012; THANG et al., 2013).

Para o composto (epi) a-cadinol, tem sido relatado na literatura sua atividade
antimicrobiana. O 6leo essencial de Piper amalago, constituido por 12,70% de (epi) o-
cadinol, apresentou atividade antifungica satisfatéria contra Candida albicans, Candida
parapsilosis e Candida tropicalis (CARRARA et a., 2010). Em um estudo redlizado
com a espécie Ocimum basilicum L., o composto (epi) a-cadinol foi um dos
constituintes principais (11,4%, 12,4%, 8,6% e 10%, respectivamente, no veréo, outono,
inverno e primavera), onde foi observada atividade antimicrobiana contra bactérias

gram-positivas e gram-negativas (HUSSAIN et a., 2008).

OH

(@i)a-cadinol allo- aromadendreno oxidodecariofileno

H

o -gurjuneno
6 -cadineno

Figura 18: Constituintes mgjoritarios no 6leo essencial das cascas de O. amazonicum.
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5.4 I dentificacdo dos constituintes volateis presentes no 6leo essencial dos galhos de

O.amazonicum.

Através dos dados de CG-EM e CG-DIC do 6leo essencia dos galhos obtido de
O.amazonicum foi possivel caracterizar 75,0% da sua composicdo quimica (Tabela 2),
tendo como constituintes majoritérios (epi)a-cadinol (14,0%), a-gurjuneno (10,6%),

ciperotundona (8,1%), 6xido de cariofileno (4,9%) e -elemeno (4,2 %) (Figura 19).

H
OH
(epi)o- cadinol

o -gurjuneno

B - demeno

Figura 19: Constituintes mgjoritarios no 6leo essencial dos galhos de O. amazonicum.

Com relacdo aos compostos majoritérios encontrados nos galhos pdde-se
observar uma semelhanga com os presentes nas cascas, principamente pelo ato teor de
(epi) a-cadinal.

Quando comparados os constituintes principais presentes nas folhas, cascas e
gahos de O. amazonicum, o composto éxido de cariofileno foi 0 Unico que esteve
presente em todas as amostras com teores 11,9, 3,8 e 4,9% respectivamente. A especie

Guatteriopsis blepharophylla teve Oxido de cariofileno (69,25%) como composto
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magjoritario, sendo relatada uma potente atividade contra a bactéria Rhodococcus equi
exibindo um CIM de 50pg mL™ (COSTA et al., 2008).

No total, 41 congtituintes foram identificados nos 6leos essenciais de O.
amazonicum, destacando-se a presenca de sesquiterpenos e a auséncia de monoterpenos,
0 que estd em acordo com estudos anteriores com espécies de Annonaceae, onde é
comumente observado monoterpenos em frutos e sementes e sesquiterpenos em folhas,

cascas e raizes (FOURNIER et al., 1998).

5.5 Atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais de O. amazonicum.

O 6leo essencia das cascas de O. amazonicum (CIM 62,5 pg/ml ) demonstrou
atividade contra as bactérias gram-positivas K. rhizophila ATCC 9341 e S. epidermidis
ATTC 12228, e a bactéria gram-negativa E. coli ATCC 10538 (Tabela 3). Nenhum
efeito contra S. aureus ATCC 14458, P. aeruginosa ATCC 27853, C. albicans ATCC
10231, C. parapsilosis ATCC 22019, C. tropicalis ATCC 157, C. glabrata ATCC
30070 e C. dubliniensis ATCC 778157 foi observado para os trés 6leos essenciais.

Esta atividade pode estar associada a presenca do composto de um dos
compostos magjoritarios allo-aromadendreno (21, 1%), uma vez que (epi) a-cadinol (24,
1%) e a-gurjuneno (14, 9%) sdo os principais compostos no dleo essencial dos galhos,
parte da planta que nédo exibiu qualquer atividade. Estudos realizados por Parmena e
colaboradores (2012) com a espécie Monanthotaxis discolor (Annonaceae)
demonstraram atividade antimicrobiana associada a presenca do composto allo-

aromadendreno (11,7 — 12,8%).
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Tabela 3: Atividade antimicrobianain vitro dos 6leos essenciais de O. amazonicum com oS
respectivos valores de CIM (ug/mL™)

Microrganismo Folhas Cascas Galhos Cor]t_rolg
Positivo
CIM*  CIM CIM CIM
Saphylococcus aureus (ATCC 14458)¢ - - - 25
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228)° - 62,5 - 50
Escherichia coli _1ATCC 10538)° - 62,5 - 50
Kocuria rhizophila (ATCC 9341)° - 62,5 - 50
Candida albicans(ATCC 10231)° - - - 12,5
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) - - - >500
Candida parapsilosis (ATCC 22019)¢ - - - 12,5
Candida tropicalis (ATCC 157)¢ - - - 12,5
Candida gl abrata (ATCC 30070)° - - - 12,5
Candida dubliniensis (ATCC 778157)° - - - 12,5

3CIM- Concentracgo inibitéria minima em pg/mL™; "Controle positivo: cloranfenicol para as estirpes de
bactérias e cetoconazol para cepas de leveduras; © cepa padréo; %(-)ndo apresentou inibicdo. As amostras
avaliadas nagamade 12,5 e 500 pg/mL ™.

5.6 Andlisespor APCI-IT-MS" das fraces alcaloidicas obtidas em escala analitica

5.6.1 Andlise espectrométrica da fracgéo alcaloidica das folhas, cascas e galhos de O.
amazonicum.

Nos espectros de ions totais da fragdo al caloidica de O. amazonicum (Figura 20),
para as cascas e galhos foram observados perfis complexos com diversos sinais sendo
registrados na regido de m/z 100-800 a auséncia de sinais magjoritarios de m/z par,
apontando para menor abundancia de al caloides se comparado ao perfil alcaloidico das
folhas. Tendo em vista a complexidade observada, as amostras de cascas e de gahos

foram reservadas para estudos posteriores.
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Figura 20: Espectro de massas das frages al cal oidicas das fol has, cascas e galhos de O.
amazonicum.

5.6.2 Analise espectrométrica da fracéo alcaloidica das folhas de O. amazonicum.

No espectro de ions totais da fracdo alcaloidica das folhas (Figura 21) foram

observados diversos picos de m/z par, indicando possiveis alcaloides, destacando-se 0s

de m/z 342, 330, 328, 312, 298, 282, e 266 ([M+H]"). Estes foram submetidos ao

processo de fragmentacdo em sequéncia (tandemou MS").
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Figura 21: Espectro de ions totais (full scan) da fracdo alcaloidica das folhas em escala analitica
de O. amazonicum

No espectro de MS? dos fons de vz 342 e 328, observaram-se perdas de elevada

massa, resultando no pico base de mVz 178 (Figura 22). Perdas de elevada massa séo
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incomuns em esquel etos aporfinicos, porém sdo comumente observados em esquel etos
do tipo benziltetraidroisoquinolinicos (SCHIMIDT e a.,, 2005 e
tetraidroprotoberberinicos (JEONG et a., 2012). O pico base de m/z 178 foi
previamente descrito como um fragmento chave para tetraidroprotoberberinicos
contendo grupos metoxila e hidroxila ligados a0 anel A (SOARES et a., 2015b).
Embora seja possivel predizer o padréo de substitui¢do destes compostos, ndo € possivel
garantir a exata posicdo de substituicdo, uma vez que substituicbes em diferentes

posic¢des irdo fornecer os mesmos fragmentos de massa.
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Figura 22: Espectro de massas en MS? para os fons de m/z 328 e 342 ([M+H]").

Analisando o espectro MS? do fon de m/z 330 (Figura 23) foi observada uma
perda de 138 Da, resultando em um ion fragmento m/z 192. Em estudo de fragmentacéo
realizado com alcaloides benziltetraidroisoquinolinicos foi sugerido um conjunto de
fragmentactes chave (a-€) (Figura 24), através das quais € possivel determinar o sitio de
substituicdo em duas partes essenciais do esqueleto benziltetraidroisoquinolinico, a
parte tetraidroisoquinolinica e a parte benzilica. O ion observado de nVz 192 tem sido
descrito como fragmento chave do tipo b, observado em isoquinolinicos contendo N-
metila e metoxila adjacente a hidroxila, conforme observado para alcaloides N-metil-3-

hidroxicoclaurina, reticulina e N-metilcoclaurina (SCHMIDT et a., 2005).
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Nos espectros MS" do ion de m/z 312 (Figura 25), foram observadas perdas
sequenciais de 17, 15 e 15 Da. Segundo as fragmentagdes chave propostas por Stévigny
e colaboradores (2004), esta sequéncia esta de acordo com um esqueleto aporfinico. A
perda inicial sugere auséncia de N-metilagdo, enquanto as perdas sucessivas sugerem a

presenca de metoxilas adjacentes na estrutura
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Figura 25: Espectro de massas em MS" ion de mVz 312 ((M+H]").

Analisando o espectro de MS" do ion de m/z 298 (Figura 26), observa-se
também uma perdainicial de 17 Da. As perdas competitivas de 15 e 31 Da sdo também
consideradas como chave para caracterizar metoxilas adjacentes. De acordo com
estudos de fragmentagdes realizados por Soares e colaboradores (2015b) o ion de nvz
298 com perdas de 17, 15 e 31 Da foi descrito como sendo o alcaloide proaporfinico

estefarina (Figura 27).
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Figura 26: Espectro de massas M S do ion de myz 298 ([M+H]").

Figura 27: Estrutura do alcal 6ide estefarina.

Analisando o espectro de MS" do ifon de mVz 282 (Figura 28) foi observada
perdainicial 17 Da, seguido de perdas sequenciais de 15 e 15 Da, sugerindo a presenca
de metoxilas adjacentes no anel A e auséncia de N-metilagdo. Esta mesma sequéncia de
fragmentacdo foi anteriormente descrita para o alcaoide aporfinico nornuciferina

(Figura29) (SILVA et d., 2012b).
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Figura 29: Estrutura do alcaloide nornuciferina.

A andlise do espectro MS" do ion de myz 266 (Figura 30) também evidenciou
um pexrfil de fragmentacéo tipico de alcaloides aporfinicos, com perdas sequenciais de
17, 30 e 28 Da (STEVIGNY et a., 2004). Estas perdas sio coerentes com o alcalGide
anonaina (Figura 31), ja descrito em diversas espécies da familia Annonaceae
(VENDRAMIN et a., 2013;YOSHIDA et a., 2013; TELES et ., 2015; RABELO et

a., 2015).
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5.7 Resultado do fracionamento por CLAE da fracdo alcaloidica das folhas,

realizado em escala preparativa.

No cromatograma obtido através de LC-APCI-MS (Figura 32) foi possivel
observar a presenca de diversos alcaloides, sendo os majoritérios os de m/z 342, 328 e
282, e 0s minoritarios os de m/z 296, 326, 312, 280 e 266. Através do perfil de DAD
(Figura 32) foi possivel confirmar a similaridade estrutural entre os dois principais
compostos majoritarios (n/z 342, 328), sendo o perfil observado caracteristico de

esguel eto tetraidroprotoberberinico.
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Figura 32: Cromatogramas de LC-DAD (1) e LC-APCI-MS (2) dafracdo acaloidica das folhas
em escala analitica.

A andlise dos cromatogramas (Figura 32) permitiu ainda observar nitida
separacdo entre os alcaloides de natureza distinta tetrahidroprotoberberinicos (A) e
aporfinicos (B), sendo o méodo cromatogréafico utilizado em escala analitica, gustado
para escala preparativa. O fracionamento resultou em 17 fragOes, cujas codificagdes séo

apresentadas na tabela 4. ApGs analisadas por CCD e espectrometria de massas, as
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fragOes codificadas como OaF4 (32,2 mg), OaF8 (15,4 mg), OaF9 (1,0 mg), OaF11(0,5
mg), OaF13(2,2 mg), OaF15 (2,9 mg) e OaF17 (2,7 mg) foram submetidas a andlises de

MS" e RMN 1D e 2D para determinagéo estrutural .

Tabela 4: FragOes obtidas pelaanaise em CLAE em escala preparativa da folhas.

Amostra Massa (mg)

OaF1 0,3
OaF2 04
OaF3 0,9
OaF4 32,2
OaF5 19,8
OaF6 0,8
OaF7 3,5
OaF8 15,4
OaF9 1,0
OaF10 0,2
OaF11 0,5
OaF12 0,7
OaF13 2,2
OaF14 1,2
OaF15 2,9
OaF16 0,1
OaF17 2,7

Total 84,8
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5.8 Determinacéo estrutural das substancias isoladas da fracdo alcaloidica das

folhas obtidas em escala prepar ativa de O. amazonicum.

5.8.1 Deter minacao estrutural da amostra OaF4

A amostra codificada como OaF4 (32,2 mg) apresentou-se como um solido
amorfo. A andlise de massas de OaF4 (Figura 33) evidenciou a presenca de uma ion
base em m/z 328 [M+H]". Este ion foi submetido aandlise de MS” (Figura 34), onde foi
observado uma elevada perda de massa (150 Da) resultando no pico de m/z 178. Como
descrito anteriormente este tipo de fragmentacdo chave tem sido observada em

estruturas tetrai droprotoberberinicas contendo metoxila e hidroxilano anel A.
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Figura 34: Espectro de MS? parao jon m/z 328 [M+H]*
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O ion base em m/z 328 [M+H]", correspondendo & molécula protonada, indicou
a formula molecular C19H,:NO,4 para 0 composto. Na regido aromética do espectro de
RMN de H foi possivel observar quatro sinais, constituindo dois grupos distintos: o
primeiro, com dois hidrogénios em & 6,84 (1H, s) € 6,81 (1H, s), caracterizando um anel
aromético 1, 2, 4, 5, tetrassubstituido, contendo hidrogénios com relagdo para; e o
segundo, com dois dubletos em 6 6,87 (1H, d, J=8,4 Hz) e 6,92 (1H, d, J=8,4 Hz),
sugerindo a presenca de um anel benzénico 1, 2, 3, 4, tetrasssubstituido, estando os dois

hidrogénios orto acoplados (Figura 35).

Na regigo alifatica do espectro de RMN de *H, observou-se um par de dubletos
em d 4,73 (1 H, d, J=159 Hz) e 443 (1 H, d, J=15,9 Hz) correlacionado, em
experimento HSQC, a um carbono em & 53,4, evidenciando a presenga de um grupo
metileno desprotegido, compativel com o C-8 da ponte berberinica de alcaloides
protoberberinicos (BLANCHFIELD et al., 2003). No espectro de RMN de *H foram
observados dois singletos em & 3,87 (3H, s) e 3,88 (3H, s), com deslocamentos
caracteristicos de metoxilas. No mapa de contorno HSQC observou-se que 0s sinais em
0 3,87 (3H, s) e 3,88 (3H, s) estavam correlacionados, respectivamente, a sinais de
carbono em 6 56,6 e & 60,7, confirmando a presenca das metoxilas. Tais hidrogénios
correlacionam-se no mapa de contorno HMBC com os carbonos em 6 148,5 e 144,2
(Figura 35, 36 e 37). O espectro RMN de *H revelou também a presenca de um metino
em 4,67 (1H, dd; 11,7 e 4,2 Hz), que pela desblindagem foi associado ao &omo C-14

ligado ao N.
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Naregido aifética foram observados sinais de trés metilenos, um dos quais com
hidrogénios em & 3,03 (1H, m) e 3,24 (1H,ddd 17,0;12,0; 5,2), correlacionados no
HSQC com o carbono em & 26,9, compativel com o aomo de carbono C-5. Outro
metileno apresentou hidrogénios em & 3,53 (1H, td 12(x2); 4,6) e 3,84 (1H, m)
correlacionados a um carbono desprotegido em ¢ 52,2, foi atribuido ao C-6 ligado ao
nitrogénio. Estes dados sdo compativeis com o segmento C-5-C-6-N, do anel B. O
metileno remanescente foi atribuido C-13, pelas correlacdes (J') entre os sinais em 3
3,03(1H, m) e 3,67 (1H, m) / & 33,8 (Figura 36 e 37).

Através dos dados de HSQC e HMBC foi possivel definir as posi¢des dos
hidrogénios arométicos (Figura 36 e 37). Aos sinais d 6,84 e 6,81 ligados aos carbonos
0 113,0 e 112,5, respectivamente, foram atribuidos as posi¢des H-1 e H-4 do andl A.
Essa atribuicéo foi confirmada pelas correlacbes a longa distancia existentes entre o
hidrogénio em & 6,84 (H-1) com o sinal do carbono em 3 60,9 (C-14), e do hidrogénio
em 9 6,81 (H-4) com o sinal do carbono em 6 26,9 (C-5). Aos hidrogénios em 6 6,87 e
6,92 ligados aos carbonos em & 118,4 e 125,5, respectivamente, foram atribuidos as
posicOes H-11 e H-12. Pelo mapa de HMBC ainda foi possivel determinar as posicdes
das metoxilas (Figura 37). O hidrogénio em 4 6,84 (H-1) apresentou correlacdo a longa
distancia com o carbono em & 148,5, estabelecendo a posicdo C-3 para uma das
metoxila, enquanto o sina em 6 6,87 (H-11) apresentou uma forte correlagdo com o
carbono em & 144,2, evidenciando o segundo grupo metoxila na posi¢do C-9. O sina
em d 6,81 (H-4) apresentou uma forte correlagdo com um carbono oxigenado em o
146,5, justificando a localizagdo de um grupo hidroxila na posi¢ado C-2, confirmando
assim, a presenca de uma metoxila e uma hidroxila no anel A. Do mesmo modo o sinal
em 0 6,92 (H-12) apresentou correlagdo com o carbono oxigenado em & 1489,

indicando a existéncia do segundo grupo hidroxila na posi¢éo C-10.
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Na tabela 5 s apresentados os dados completos de RMNH e dos mapas de
contorno HSQC e HMBC. A partir da comparagao dos dados obtidos, com os existentes
na literatura (COSTA et al., 2015) foi possivel identificar aamostra OaF4 como sendo o
alcaloide tetraidroprotoberberinico estefolidina (Figura 38). Este acaldide ja foi
anteriormente descrito em espécies da familia Annonaceae como Annona cherimolia,
Fusaea longifolia e Alphonsea sclerocarpa (VILLAR et al., 1984; TADIC et d., 1987,

TAVARES et d., 2005).

Figura 39: Principais correlagcBes observadas para a amostra OaF4
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Tabela 5;: Dados de RMN *H, HSQC e HMBC da amostra OaF4

OAF4 (Estefolidina)

Posicéo 4 3 (mult., Jem 4 3 (mult., Jem HSQC (*H- HSQC (*H- HMBC (*H-C)
Hz)* Hz)" SO
1 6,84 (1H, s) 6,77 (1H, 5) 113,0 112,0 60,9; 122,3; 148,5
2 - - 146, 5 144.,6 -
3 - - 148,5 146,3 -
4 6,81 (1H, s) 6,61(1H, s) 112,5 111,4 26,9; 124, 6; 146, 5
4a . - 122,3 1255 -
5 3,03 (1H, m) 2,69 (1H, m) 26,9 28,7 -
5 3,24 (1H, ddd, 17; 12; 3,11 (1H, m) 26,9 287 122,3; 124,6
5,2)
6 3,53 (1H, dt, 12(x2); 2,67 (1H, m) 52,2 52,0 -
4,2)
6 3,84 (1H, m) 3,21 (1H, m) 52,2 52,0 -
8 4,43 (1H, d, 15,9) 3,55 (1H, d, 15,6) 53,4 54,1 122,8; 144,2
8 4,73 (1H, d, 15,9) 4,20 (1H, d, 15,6) 53,4 54,1 122,8; 144,2
8a - - 121,5 127,9 -
9 . - 144,2 1438 -
10 - - 148,9 1475 -
11 6,87 (1H, d, 8,4) 6,76 (1H, d, 8,3) 118,4 1154 122, 8; 144,2
12 6,92 (1H, d, 8,4) 6,80 (1H, d, 8,3) 1255 124,7 33,8; 121, 5; 148, 9
12a - - 122,8 126,4 -
13 3,03 (1H, m) 2,78(1H, 338 358 60,9; 124,6
dd,16,0;11,4)
13 3,67 (1H, m) 3,28 (1H, dd, 16,0; 338 358 -
3,9
14 4,67 (1H, dd, 11,7; 3,57(1H, dd, 11,4 60,9 59,6 33.8;124,6
4,2) 3,9)
14a - - 124, 6 129,9 -
3-OCH3 3,87 (3H, 9 3,86 (3H, 9 56,6 56,0 148,5
9-OCH3 3,88(3H,9) 3,83(3H, 9 60,7 60,2 144,2

20 experimento foi realizado a 600MHz para*H em CD0D, utilizando 0 TM'S como padrao interno.
® Dados da literatura de acordo com Costa et al., 2015 (*H em CDCl; + gotas de CD;OD 400 MHz)

¢ Para os carbonos protonados foram usados os dados de HSQC e carbonos quaterndrios foram usados
dados de HMBC.
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5.8.2 Deter minacao estrutural da amostra OaF8

A fracdo codificada como OaF8 (15,4 mg) apresentou-se como um sdlido
amorfo. A andlise de massas de OaF8 (Figura 40) evidenciou a presenca do ion base em
m'z 342 [M+H]", correspondendo & molécula protonada, indicando a férmula
molecular CxHxNO, para 0 composto. O fon base foi submetido & andlise de MS?
(Figura 41), sendo observada uma elevada perda de massa (164 Da), resultando no pico
de m/z 178. Esse mesmo padréo foi anteriormente observado para o acaoide
estefolidina (OAF4; Figura 38). Foi possivel propor, pela diferenca de massa observada
entre estas substancias, a presenca de duas metoxilas no anel D, para a amostra de m/z
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Figura 40: Espectro de massa da amostra OaF8.
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No espectro RMN de 'H na regido dos arométicos (Figura 42) observou-se
guatro sinaisem 6 6,84 (1H, s), 6,81 (1H, s), 7,05 (1H, d, 8,6 Hz) e 7,07 (1H, d, 8,6 Hz),
reforcando a similaridade com o acaloide anteriormente determinado (OAF4). Através
dos espectros de RMN de *H, HSQC e HMBC foi constatado que as trés metoxilas, em
53,86 (3H, 9), 3,89 (3H, s) 3,87 (3H, s) seligavam (J") aos carbonos em 3 56,7, 60,4 e
56,7, e acoplavam a longa distancia com os carbonos em & 147,6, 145,6 e 151,8,
respectivamente (Figura 42, 43 e 44).

O mapa de contorno HMBC permitiu a determinagdo da posicdo de tais grupos.
O hidrogénio em 6 6,84 (H-1) correlacionado a longa distancia com o carbono em o
147,6, localizou uma metoxila em C-3. Do mesmo modo, os hidrogénios em & 7,05 (H-
11) e 7,07 (H-12) correlacionados a longa distancia com os carbonos em $145,6 e 151,8
indicaram, respectivamente, as posi¢oes das duas outras metoxilas, em C-9 e C-10, no
anel D. A correlacéo do sinal em & 6,81 (H-4) com o carbono em & 146,7 definiu a
posi¢ao da hidroxila na posi¢édo C-2, adjacente &a metoxila, no anel A (Figura44).

Como na estrutura anterior (OaF4) foi observado na regido alifatica do espectro
de RMN de *H, um par de dubletos em & 4,73 (1 H, d, 15,8 Hz) € 4,39 (1 H, d, 15,8 Hz)
correlacionado, em experimento HSQC, a um carbono em & 53,2, evidenciando a
presenca de um grupo metileno desprotegido, compativel com o C-8 da ponte
berberinica de acaloides protoberberinicos (BLANCHFIELD et al., 2003) (Figura42 e
43). Os demais grupamentos aliféticos (metino e metilenos) revelaram deslocamentos

quimicos similares ao estefolidina (OaF4).
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Na tabela 6 sd0 apresentados os dados completos RMN 'H e dos mapas de
contorno HSQC e HMBC. A partir da comparacdo dos dados obtidos, com os existentes
na literatura (PARK et al., 2011) foi possivel identificar a amostra OaF8 como o
alcaloide tetraidroprotoberberinico isocoripamina (Figura 45). O acaoide
isocoripalmina, também denominado tetraidrocolumbamina (JEONG et al., 2012), jafoi
anteriormente descrito em espécies da familia Annonaceae (LEBOEUF et a., 19823;

LOPEZ et d., 2002).

Figura 46: Principais correlacdes observadas para amostra OaF8.
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Tabela 6;: Dados de RMN *H, HSQC e HMBC da amostra OaF8.

OAFS8 (I socoripal mina)

Posicéo 'H3 (mult,Jem  H3(mult,Jem HSQC (*H- HSQC (*H- HMBC (*H-C)

HZ)a HZ)b 13C)c 13C)b
1 6,84 (1H, 5) 7,24 (1H, s) 113,5 11338 60,9; 122,5; 147,6
2 - - 146,7 146,4
3 - - 147,6 1471
4 6,81(1H, s) 6,75 (1H, 5) 112,5 112,2 27,0, 124,8; 146,7
4a - - 1225 1255
5 3,02 (1H, m) 2,58 (1H, m) 27,0 295 1248
5 3,24 (1H, m) 3,18 (1H, m) 27,0 295 1248
6 3,50 (1H, m) 2,58 (1H, m) 52,1 52,1 -
6 3,84 (1H, m) 3,11 (1H, m) 52,1 52,1 -
8 4,73 (1H, d, 15,8) 440 (1H,d, 160) 532 54,6 60,9; 124,4; 1456
8 4,39 (1H, d,15,8) 3,47 (1H, m) 53,2 54,6 -
8a - - 1237 128,6 -
9 - - 1455 1455 -
10 - - 151,8 150,6 -
11 7,05 (1H, d, 8,6) 6,84 (1H,d, 84)  114,3 1115 124,4; 145,6
12 7,07 (1H, d, 8,6) 6,90 (1H,d, 84) 125,3 124,2 34,1;123,7; 151,8
12a - - 1244 129,3 -
13 3,70 (1H, m) 3,52 (1H, m) 34,1 37,0 -
13 3,02 (1H, m) 2,96 (1H, 34,1 37,0 -

dd,15,6;11,12)

14 4,64 (1H,dd122e 3,34 (1H, dd, 60, 9 59,7 1248

4,2) 15,6:3,2)
142 - - 124,8 131,1 -
3-OCH3 3,86 (3H, 5) 3,74 (3H, s) 56,7 55,9 147,6
9-OCH3 3,89 (3H, 5) 3,86 (3H, 5) 60, 4 60,0 1456
10-OCH3 3,87 (3H, 9 3,71 (3H, 9 56, 7 55,9 151,8

2 0 experimento foi realizado a600MHz para™H em CD50D utilizando 0 TM'S como padrao interno.
® Dados da literatura de acordo com Park et al., 2011 (*H em CDCl3; 400 MHz)

¢ Para os carbonos protonados foram usados os dados de HSQC e carbonos quaternérios foram usados
dados de HMBC.
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5.8.3 Deter minacao estrutural da amostra OaF9

A fracdo codificada como OaF9 (1,0 mg) apresentou-se como um sblido amorfo
amarelado. No espectro de ions totais observou-se a presenca de um pico base de m/z
286 (Figura 47), correspondendo a molécula protonada, indicando a férmula molecular
C17H1sNO3 para o composto. Através do espectro de MS? foi possivel observar perda
inicial de 17 Da (-NHs) (Figura 48), anteriormente descrita em estruturas com auséncia
de N-metila, aém do ion em m/z 107 que indica elevada perda de massa, sugerindo

tratar-se de uma estrutura benzil tetrai droisoquinolinica.
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Figura 47: Espectros de massas da amostra OaFo.
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No espectro de RMN de 'H (Figura 49) foram observados 6 sinais de
hidrogénios aromaticos, constituindo dois sistemas de spins, situado em anéis
benzénicos diferentes. O primeiro evidenciou a presenca de dois dubletos distorcidos,
tipicos de sistemas AA’BB’, apresentando dois pares de hidrogénios quimicamente
equivaentes, mas ndo magneticamente equivalentes, em 6 7,20 (2H, m) € 6,79 (2H, m),
caracterizando um anel benzénico para-dissubstituido; e o segundo apresentou um
sistema AB, exibindo dois dupletos orto-acoplados em & 6,95 (1H, d, 8,2 Hz), e 6,71
(1H, d, 8,2 Hz).

O sina de um duplo dupleto de um hidrogénio metinico em ¢ 5,00 (1H, dd, 10 e
3,2), indicou a presenca do segmento H,C-0-C-1-N, caracteristico de acaloides
benziltetraidroisoquinolinicos. Estes dados aliados a presenca do ion m/z 107
evidenciado no espectro de massas, confirmaram a existéncia de um grupo benzilico
substituido com uma hidroxila no anel aromético. Verificou-se ainda, o sinal em 6 3,87
(3H) tipico de metoxila, enquanto os hidrogénios metilénicos concentraram-se na regiao
0 3,57-2,96.

No mapa de contorno HSQC (Figura 50) observou-se as correlagcbes dos
hidrogénios em & 6,95 e 6,71, com os carbonos em & 112,1, e 119,7, respectivamente.
Foi também observada a correlaco de hidrogénios metilénicos em & 3,10 (1H) e 2,96
(1H) com o sina carbono 6 25,7; e em 3,42 (1H) 3,55 (1H), com o sina do carbono em
0 38,5. Tais metilenos sdo compativeis, respectivamente, com o segmento C-4-C-3-N,

do andl B.
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Através do mapa de contorno HMBC (Figura 51) foi observada a correlacéo a
longa distancia dos hidrogénios metilenicos em & 3,10 (1H, m) e 2,96 (1H, m) com o
carbono em & 119,7, atribuido ao C-5. No mesmo mapa, as correlacdes do hidrogénio
em 4 6,95 e o carbono ndo hidrogenado em 6 126,0 foram compativeiscom o H-6 e o C-
43, respectivamente. Em adicdo, as correlagdes dos hidrogénios metoxilicos em 6 3.87
(3H) e o hidrogénio aromético em 4 6,71 (H-5) com o carbono em & 146,6, definiram a
posicao da metoxila no carbono C-7 do anel A. A correlagdo entre o hidrogénio H-6 e 0
sinal do carbono oxigenado em & 143,3, posicionaram uma das hidroxilas em C-8.

Na tabela 7 sdo apresentados os dados completos de RMN. No mapa de HSQC
foram observadas correlagBes entre os hidrogénios aromaticos em 67,20 (2H) e 6,79
(2H) e os carbonos em & 131,6 e 116,5, respectivamente, confirmando tratar-se de um
sistema simétrico, correspondendo aos carbonos C-2°, C-6°, C-5° e C-3’
respectivamente. Ainda no mapa de HMBC foi possivel observar correlagdo destes
hidrogénios com o carbono oxigenado em & 157,6 (Tabela 7), atribuido ao C-4,
confirmando a presenca do grupo para-hidroxibenzil na molécula

A partir destas observagdes foi possivel caracterizar a amostra codificada como
OaF9 como o alcaloide benziltetraidroisoquinolinico norjuzifina (Figura 52), sendo este
alcaloide anteriormente isolado de Porcelia macrocarpa (Annonaceae) (CHAVES et

al., 2001).

Figura 52: Estrutura do a caloide norjuzifina.
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Tabela 7: Dados de RMN *H, HSQC e HMBC da amostra OaF9.

H 6,71 3,10 H H2’96

Figura 53: Principais correlacdes observadas para amostra OaFo.

OaF9 (Norjuzifina)

Posicéo H & (mult., J em Hz)? 'H & (mult., J em Hz)® Bce HMBC®
1 5,00 (1H, dd, 10 €3.2) - 538 -
3 342 (1H, dt, 12.4; 52(x2)) 2,94 (1H, m) 385 257,538 €
3 3,55 (1H, m) 3,28 (1H, m) 385 LAY
4 2,96 (1H, dt, 16,7; 4,6 (x2)) 2,71 (1H, m) 257 385, 120,3;
4 3,10 (1H, m) 2,86 (1H, m) 257 119,7€126,0
4a - ; 126,0 -
4b - - 1203 -
5 6,71 (1H, d, 82) 6,61 (1H, d, 82) 1197 257,1203 ¢
6 6,95 (1H, d, 8,2) 6,83 (1H, d, 82) 1121 126,(1)?(15;?3,6 e
146,6
7-OCH, 387 (3H, 9) 385 (3H, 9) 56,7 146,6
8 - ; 1436
A 3,13 (1H, dd, 14,9 €9,9) 2,82 (1H, dd, 14.2 € 10.2) 372 538 12786
o 3,57 (1H, m) 3,28 (1H, dd, 14,8 e3) 372 1316
1 - ; 1278 -
2 7,20 (1H, m) 7,13 (1H, dd, 8.4 € 2,8) 1316 372, 1316
3 6,79(1H, m) 6,77 (1H, dd, 8.4 € 2,8) 1165 116,%?157,8 e
157,6
& - - 157,6
6,79(1H, m) 6,77 (1H, dd, 8.4 € 2.8) 1165 1165, 127,8 €
6 7,20 (1H, m) 7,13 (1H, dd, 8.4 € 2,8) 1316 37,21,51731?,6 e
157,6

20 experimento foi realizado a 600MHz para*H em CD3COD;, utilizando o TMS como padro interno.

® Dados da literatura de acordo com Chen et al., 2001 ( CD;0D, 400 MHz)

¢ Para os carbonos protonados foram usados os dados de HSQC e carbonos quaternérios foram usados
dados de HMBC
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5.8.4 Deter minagao estrutural da amostra OaF11.

A fracdo codificada como OaF1l (0,5 mg) apresentou-se como um sdlido
amorfo. A andlise de massas revelou a presenca do pico base de m/z 268 (Figura 54),
correspondente a molécula protonada, indicando a férmula molecular C17H17NO, para
0 composto. Através da fragmentacdo em MS" (Figura 55), 0 mesmo apresentou uma
perda inicial de 17 Da seguida de perdas sequencias de 32 e 28 Da. De acordo com
Stévigny e colaboradores (2004) em alcaloides aporfinicos perda 32 Da seguida de 28
Da é referente a0 grupo CH3;O e OH nas posi¢es vicinais, podendo-se sugerir a
presenca de um alcaloide aporfinico sem metilacdo no nitrogénio e com metoxila e

hidroxila adjacente no anel A, ndo apresentando substituicéo no anel D.
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Figura 54: Espectro de massa da amostra OaF11.
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Figura 55: Espectro de MS" para o ion m/z 268 [M+H]*

No espectro de RMN de 'H foi possivel observar na regido de arométicos
(Figura 56) sinais em ¢ 7,35 (2H, m), 7,29 (1H, m) e 8,36 (1H, d, 7,5), caracteristicos do
anel D de esgueletos aporfinicos ndo substituidos, além da presenca de um singleto em
d 6,79 (1H, s) caracteristico de H-3 do anel A, dissubstituido. A presenca de sinais de
dois hidrogéniosem 6 3,01 (m) e 3,21 (dd, 13,8 e 4,3 Hz), atribuidos aos hidrogénios do
C-7, ratificaram a natureza aporfinica do composto.

No espectro de RMN de *H (Figura 56) ainda foi observado um sinal em 3,61
(3H, s) sinal caracteristico de metoxila, confirmando as informacgOes obtidas pela
investigacdo de fragmentacdo (Figura 55) do espectro de massas, que ainda indicou a
presenca de uma hidroxila adjacente a mencionada metoxila. A estruturafoi confirmada
através da comparacao dos dados de RMN de *H com os dados existentes na literatura,
permitindo identificar a amostra OaF11 como o acaloide asimilobina (Figura 57). Os

sinais completos de RMN da molécula séo apresentados natabela 8.
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Figura 56: Espectro de RMN H (600 MHz, CD;COCD3) amostra OaF11.
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O alcaoide asimilobina é frequentemente encontrado em géneros da familia
Annoncaeae, como Annona, Unonopsis e Xylopia (LEBOEUF et al., 1982b; DA CRUZ
et a., 2011; YOSHIDA et al., 2013;: RABELO et a., 2015). Estudos realizados por
Costa e colaboradores (2013; 2015), com as espécies Annona salzmannii e Annona
pickelii, evidenciaram resultados satisfatérios, relacionado a atividade antioxidante para

o alcaloide asimilobina.

Figura 57: Estrutura do alcaloide asimilobina
Tabela 8: Dados de RMN 'H da amostra OaF11.

OAF11 (Asimilobina)

Posicéo H6 (mult.,J  H3 (mult., J

em Hz)? em Hz)°
1 -
la
2 -
3 6,79 (1H, s) 6,73 (1H, s)
3a -
3b
4
2,93 (1H, m) 2,75 (1H, m)
4 3,28 (1H, m) 3,04 (1H, m)
5 3,35 (1H, m) 3,04 (1H, m)
5 3,74 (1H, m) 3,49 (1H, m)
6a 4,30 (1H, m) 3,93 (1H, m)
7 3,01 (1H, m) 2,85 (1H, m)
7 3,21 (1H, dd, 2,97 (1H, dd,
13,8€4,3) 138e4,4)
7a - -
8 7,35 (1H, m) 7,28 (1H, m)
9 7,29 (1H, m) 7,25 (1H, m)
10 7,35 (1H, m) 7,33 (1H, m)
11 8,36 (1H, d, 8,29 (1H, 7,4)
7.5)
1la

1-OCH3 3,61 (3H, ) 3,59 (3H, )

20 experimento foi realizado a 600MHz para*H em CD;COCD, utilizando 0 TM'S como padro interno.
® Dados da literatura de acordo com Soares et al., 2015b (*H em CDCl3; 6000 MHZ).
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5.8.5 Deter minacao estrutural da amostra OaF13.

amorfo de coloragdo marrom. O espectro de ions totais desta amostra (Figura 58)
evidenciou um pico base de m/z 282 [M+H]", correspondente a molécula protonada,
indicando a formula molecular CigH19NO, para o composto. No espectro de MS"
(Figura 59) foi possivel observar uma perda inicia de 17 Da, seguida de perdas
sequenciais de 15 Da. A perdainicial de 17 Da sugere a presenca de hidrogénio ligado
a0 nitrogénio no anel B do esqueleto aporfinico, enquanto que as perdas sequenciais de
15 Daindicam a presenca de metoxilas adjacentes no anel A (STEVIGNY et a., 2004).

Estas evidéncias apontam para uma estrutura aporfinica sem N-metilacdo, com

A amostra codificada como OaF13 (2,2 mg) apresentou-se como um solido

metoxilas adjacentes e sem substitui¢cdo no anel D.
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Figura 58: Espectro de massa da amostra OaF13.
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Figura 59: Espectro de MS" para o ion vz 282 [M+H]"

O espectro de RMN de *H apresentou-se muito similar ao de OaF11, exceto pela
presenca de mais uma metoxila, sugerida pelos espectros de massas. Foram observados
sinais referentes aos hidrogénios arométicos (Figura 60) em & 7,23 (2H, m), 7,35 (1H,
m) e 8,40 (1H, d, J=7,8 Hz), caracteristicos do anel D de esgueletos aporfinicos néo
substituidos. O singleto em d 6,68 (1H, s) possui deslocamento caracteristico da posi¢ao
H-3 do esqueleto aporfinico com duas substituicdes no anel A. A presenca de sinais de
dois hidrogénios em 6 3,13 (m) e 3,18 (m), atribuidos aos hidrogénios do C-7,
ratificaram a natureza aporfinica do composto. No espectro de RMN de *H s3o ainda
observados dois singletos (Figura 60) em 6 3,68 (3H, s) e 3,91(3H, s) cada um
integrando paratrés hidrogénios, sina caracteristico de metoxilas.

Nos mapas de contorno de HSQC e HMBC (Figura 61 e 62) verifica-se que o
hidrogénio em 6 6,68 ligado ao carbono em 9§111,7 (C-3), se correlaciona com 0s
carbonos em & 145,8, 153,7 e 25,6, confirmando a existéncia de uma dissubstitui¢cdo no
anel A. Este fato € também ratificado nos mapas de contorno de HSQC e HMBC
(Figura 61 e 62), onde os sinais das metoxilas em & 3,68 e 3,91, ligadas aos carbonos
em 8 60,2 e 55,9 (HSQC), apresentam correlagdes J* com os carbonos em 3 145,8 (C-1)
e 153,7 (C-2) respectivamente. Outras correl acbes para a amostra OaF13 estéo descritas

natabelag.
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Chemical Shift (spm)
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Figura 60: Espectro de RMN *H (600 MHz, CDCl;) da amostra OaF13.
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A partir da andlise dos dados espectrométricos e espectroscopicos, foi possivel
propor gue esta substancia se trata do alcaloide aporfinico nornuciferina (Figura 63),
sendo a estrutura confirmada por comparacdo com os dados existentes em literatura
(DUTRA et al., 2012) (Tabela9).

O acaoide nornuciferina é amplamente encontrado em vérias espécies da
familia Annonaceae, tais como Annona glabra, Annona pickelii, Guatteria
blepharophylla, Unonopsis duckei e Duguetia flagellaris (CHANG et al., 2000;
DUTRAEet al., 2012; COSTA et d., 2011b; SILVA et al., 2014; FECHINE et d., 2002).
Na literatura foi relatado o efeito antidepressivo deste alcaloide presente em Annona
cherimolia,devido a sua a¢&o agonista no receptor 5HT14 (MARTINEZ-VASQUEZ et

a., 2012).

723

Figura 64: Principais correlagcdes observadas para a amostra OaF13.
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Tabela9: Dados de RMN H, HSQC e HMBC da amostra OaF13

OAF13 (Nornuciferina)

Posicdo 14 3 (mult., J em 14 3 (mult., J em Hz)® HSQC (*H-BC)°* HSQC (*H- HMBC (*H-C)
Hz)a lSC)b

1 - - 145, 8 145,5 -

la - - - 126,7 -

2 - - 153, 7 152,5 -

3 6,68 (1H, 5) 6,65 (1H, ) 111, 7 111,7 25,6; 121, 6; 145,8;
153, 7

3a - - - 128,1 -

3b - - 121, 6 127,0 -

4 2,94 (1H,dd, 169e 276 (1H, dd,158e2,6) 25,6 28,3 -

31)

4 3,43 (1H, m) 3,12 (1H, m) 25,6 28,3 -

5 3,26 (1H, m) 3,06 (1H, dd, 12,0 e 2,6) 41,5 426 -

5 3,79 (1H, m) 3,49 (1H, dd, 12,0 e5,0) 41,5 42,6 -

6a 4,27 (1H, m) 3,93 (1H, dd, 13,7 e4,8) 53,4 53,4 -

7 3,13 (1H, m) 2,86 (1H, t, 13,7) 34,1 36,7 53, 4; 121,6; 133,2

7 3,18 (1H, m) 2,97 (1H, dd, 13,7 e 4,8) 34,1 36,7 -

7a - - 133, 2 135, 4 -

8 7,23 (1H, m) 7,23 (1H, m) 128,2 127,9 34,1;127,9; 131, 5

9 7,23 (1H, m) 7,23 (1H, m) 128,2 127,5 -

10 7,35 (1H, m) 7,31 (1H, m) 127,9 127, 2 128, 2;131,5

11 8,40 (1H, d, 7,8) 8,39 (1H, d, 7,7) 128, 4 128, 4 128, 2; 133, 2

112 - - 131,5 132,0 -

1-OCH3 3,68 (3H, s) 3,66 (3H, s) 60, 2 60, 2 145,8

2-OCH3 391 (3H, s) 3,89 (3H, s) 55,9 55,9 153, 7

20 experimento foi realizado a600MHz para™H em CDCl3, utilizando o TMS como padrao interno.

® Dados da literatura de acordo com Dutraet al., 2012 (*H em CDCl3;400 MHz)

¢ Para os carbonos protonados foram usados os dados de HSQC e carbonos quaterndrios foram usados
dados de HMBC.
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5.8.6 Deter minacao estrutural da amostra OaF15

A fragdo amostra como OaF15 (2,9 mg) apresentou-se como um solido amorfo.

A andlise de massas de OaF15 (Figura 65) evidenciou a presenca do pico base de m/z

266 [M+H]". Este ion foi submetido & andlise de MS" (Figura 66) onde foi observado

perdas sequencias de 17, 30 e 28 Da, caracteristico de alcaloides aporfinicos com a

auséncia de N-metila e contendo uma ponte metilenodioxi (STEVIGNY et a., 2004).
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O espectro de RMN de 'H apresentou-se muito similar ao de OaF13, exceto pela
auséncia das duas metoxilas, substituidas por um grupo metilenodioxi, como sugerido
pelo espectro de massas.

Naandlise de RMN de *H naregi&o aromética, foram observados deslocamentos
em ¢ 8,09 (1H, d, 7,8), 7,36 (1H, m) e 7,24 (2H, m), atribuidos &s posi¢des H-11, H-10,
H-9 e H-8 respectivamente, sinais caracteristicos do anel D do sistema aporfinico ndo
substituido (Figura 67). Os sinais de dois hidrogénios em & 3,18 (dd, 13,9; 13,9) e 3,26
(dd, 13,9; 4,7), atribuidos aos hidrogénios do C-7, ratificaram a natureza aporfinica do
composto.

Nos espectros de RMN de *H e HSQC verificou-se que hidrogénios em & 6,15
(1H, d, 1,5) e 6,00 (1H, d, 1,5), se correlacionavam com o carbono em & 101,4.
Adicionalmente, no mapa de contorno HMBC, verificou-se que estes hidrogénios se
correlacionavam com os carbonos em & 143,7 e 148,6, caracterizando a presenca de
uma ponte metilenodioxi, e evidenciando a ndo planaridade da molécula (Figura 68 e
69). A localizacdo da ponte metilenodioxi pdde ser confirmada pela correlagcdo do
hidrogénio 6 6,61 (1H, s), ligado ao carbono em & 107,9 (C-3), com os carbonos
aromaticos em ¢ 143,7 (C-1), 148,6 (C-2) e 121,2(C-3b) e ao carbono metilénico em o

25,9 (C-4) confirmando a estruturado anel A (Figura 68 e 69).
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Através das andlises dos dados de RMN e por comparacéo com a literatura, foi
possivel confirmar a substancia OaF15 como o acaoide anonaina (Figura 70),
comumente encontrado em espécies da familia Annonaceae (ORTIZ et al., 2007,
COSTA et d., 2010; VENDRAMIN et al., 2013; TELES et a., 2015; COSTA et 4.,
2015 ). Os demais dados de RMN de *H e dos mapas de contorno HSQC e HMBC
encontrados para a substancia anonaina estéo natabela 10.

O efeito antimicrobiano deste acaoide foi evidenciado por Paulo e
colaboradores (1992), demonstrando atividade contra as bactérias Bacillus cereus,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e S. epidermidis. Estudos realizados por Chen
e colaboradores (2011) com este alcaloide, demonstraram o efeito antiprolifetarivo e

antimigratério em células de cancer de pulméo humano (H1299).

Figura 70: Estrutura do a cal oide anonaina.
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Tabela 10: Dados de RMN *H, HSQC e HMBC da amostra OaF15.

124,0 42,1

121,2

Figura 71: Principais correlagGes observadas para amostra OaF15.

OaF15( Anonaina)
Posicio 'H3 (mult,d H3(mult,J HSQC (*H-BC)* HSQC HMBC (*H-C)
em Hz)? em Hz)P (*H-Bc)P
1 - - 143, 7 1425 -
la - - 116, 3 161 -
2 - 148, 6 1468 -
3 6,61 (1H, s) 6,57 (1H, 9 107,9 107,9  259; 121, 2; 143, 7; 148,6
3a - - 124,0 1264 -
3b - - 121, 2 1281 -
4 25,9 29,0 107,9; 121, 2
290 (1H,m) 267 (1H, m)
4 339(1H,m) 3,01 (1H, m) 25,9 29,0 -
5 328(1H,m) 3,02 (1H, m) 42,1 431 25,9; 53,3
5 3,76 3,41 (1H, m) 42,1 431 25,9; 53, 3; 124,0
(1H,ddd12,1;
57;1,2)
6a 4,40 (1H, dd, 3,99 (1H, 53,3 533 -
13,8; 4,0 dd,14,2; 4,9)
7 3,18 (1H, 2,83 (1H, 34,0 36,8 53,3; 121,2; 128,6; 130,5; 132,2
dd,13,9;13,9)  dd,14,2; 14,2)
7 3,26 2,96 (1H, 34,0 36,8 121,2; 128,6; 130,5; 132,2
(1H,dd,13,9;  dd,14,2; 4,9)
47)
7a - 132,2 1349 -
8 724 (1H,m)  7,25(1H, m) 128,6 1281  34,0;130,5
9 724 (1H,m) 7,22 (1H, m) 128, 6 1275 1322
10 7,36 (1H,m) 7,31 (1H, m) 128, 2 127,0  128,6;130,5
11 8,09 (1H, d, 8,07 (1H, d, 127,5 127,0 116, 3; 128, 6; 132, 2
7.8) 7,7)
11a - - 130, 5 1311 -
O-CH,-0 6,15 (1H, d, 6,09 (1H, d, 101, 4 100,6 143, 7; 148, 6
1,5) 1,4)
6,00 (1H, d, 5,94 (1H, d, 101, 4 100,6 143, 7,148, 6
1,5) 1,4)

20 experimento foi realizado a 600MHz para*H em CDCl3, utilizando o TMS como padr&o interno.
® Dados da literatura de acordo com Costa et al., 2015 (*H em CDCl3; 400 MHz).

100



¢ Para os carbonos protonados foram usados os dados de HSQC e carbonos quaternérios foram usados
dados de HMBC.

5.8.7 Deter minacao estrutural da amostra OaF17.

A amostra codificada como OaF17 (2,7 mg) apresentou-se como um solido
amorfo. A andlise de massas de OaF17 (Figura 72) evidenciou a presenca do pico base
de m/z 312 [M+H]®, correspondente & molécula protonada, indicando a férmula
molecular C19H,:NO3 para o composto. Na andlise de MS" (Figura 73) foi notada uma
perda inicia de 17 Da, seguida de perdas sequenciais de 15 Da, sendo observado o
mesmo padrdo de fragmentacdo descrito anteriormente para o acaloide nornuciferina
(Figura 63). Através da diferenca de massas entres essas substancias, foi possivel propor

aexisténcia de um terceiro grupo metoxila para o alcaloide de nvVz 312.
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Figura 72: Espectro de massa da amostra OaF17.
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Figura 73: Espectro de MS" para o ion nvz 312[M+H]"

O espectro de RMN de 'H apresentou-se muito similar ao de OaF13, exceto pela
presenca de mais uma metoxila, evidenciada no espectro de massas. Foram observados
sinais referentes a hidrogénios arométicos (Figura 74) em 8 7,24 (2H, m), 7,34 (1H, m)
e 8,30 (1H, d, 7,9), caracteristicos do anel D de esgueletos aporfinicos ndo substituidos.
Outros sinais de hidrogénios arométicos ndo foram encontrados, sugerindo que o
carbono C-3 do anel A estgja substituido. A presenca de sinais de hidrogéniosem 6 3,12
(m) e 3,17 (m), atribuidos aos hidrogénios do C-7, confirmaram a natureza aporfinica do
composto.

No espectro de RMN de *H s3o ainda observados trés singletos em & 3,76 (3H,
s), 3,96 (3H, s) e 3,94 (3H, s), sinais caracteristicos de metoxilas, confirmando a
existéncia de trés metoxilas na estrutura (Figura 74). No mapa de contorno HMBC
(Figura 75) verifica-se que estas se correlacionam com os carbonos em 6 151,5, 146,7 e
150,8 respectivamente. A posicdo da terceira metoxila pode ser observada através do
mapa HMBC do sinal de hidrogénio em & 3,08 (H-4) (Figura 75), que se correlaciona

com o carbono em 6 150, 8, atribuido a presenca da metoxila na posicéo C-3.

102



M12(m)

Mo9(s)

P

Bruna_OAF17.011_H.es]

Mli‘(m)

M(&m)

MO3(s)

M10(m)

MoL(s)

(s)

3

MO4

Mos(go)

6VL0°E:
SY60°€:
29TTE:
96ETE:
06V T°€:
L9STE
ETIT'EE
V69T
88LT'E:
6EBTE:
9T6TE:

86SL°E:
6Y8L°€:
€T6L°E:
0E6L°E:
TT08'€~E

6.08°€:
ETI8E:
9ST8'E:

8618°€
€EV6'ES
2856°€

S6TC -
woNN.vW
Lrazas
20ST V-

T

35

0.104

Risuau| pazijewloN

0.054

p

Bruna_OAF17.011_H.es

MO6B(m)

n

Mo9(s)

Mo7(m)

M11(m)

MO3(s)

CHLOROFORM-d

M10(m)

=
8 22628
s

MO4(s)

SV60°E
29TTE
96ET'E
L9STE
ETOT'E
V6OTE
6E8T'E
86GL°E~

€I6L°E

ommh.w
mmwm.m
2856°E
S6TC
892V
20Se'

CEET L
S6ECL
LT L
1852’/

T16¢€°L
STEE L
L8EEL
SGrE L

= ¥S0€'8

1.052.772.891.07 2.96 0.942.22 0.84 1.11
I

H

O ==

N
—=x

te}
N
o

=}
N
[=}

0
x|
=)

Aisusyu| pazijewloN

o
B

S

e
o

o

o

o
ol
o
Qo
-
b
-
o
N
E
0 5l
o~ =
g
o mﬁ
@ s
0~
™ £
Q
e
o £
<
A7)
T
Q
=
< @
=
O
Qo
n
n
wn
Q
©
n
©
Q
~ R
el 7
. g
0 L %
~e m
Tl ~
Tl T
< T~
© o
a_
g
3
3]

CHLOROFORM-d

g

I
S
=

Nmmw.h
mmmw.h#
Ly L~
185TL—
€8T L

TSCE L

STEE L—

L8EE'L:
SSVE L
2ESE L

96GE"L-

[ ceeee—

v50€'8~

—

©

|

T

T
=}
=

o

T
It
< =]
S

Ausuajuj pazifewnioN

8.1 8.0 79 78 77 76 74 73 72
Chemical Shift (ppm)

8.2

Figura 74: Espectro de RMN *H (600 MHz, CDCl3) daamostra OaF17.

103



== 0
C ~
F £
= (o
C [}
,, F g
i i - 50 £
— L e
C ()]
E E ©
F L
~100 E
r Q
- — L ey
- — = 2 S
g T
- E
- - -
\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\4\‘\\\\\Q\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘7
9 8 7 6 5 /4 3. 2 1 0
F2 Chemicat Shift (opm) N
B 53,08
g '. 148 g
52 H
3 v 151)%
05 ' ' 1sz§
81515 5
E ‘4‘0 j 3‘9 j 3‘8 j 3‘7 j 3‘6 j 3‘5 j 3‘6 j 3‘3 j 3‘2 j 3‘1‘
R B R S R I R SRS RN B 2 ChemicalShit (ppm)
395 390 380 375 370

38
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 75: Mapa de contorno HMBC (600 MHz, CDCl5) da amostra OaF17.

104



As demais correlactes sdo apresentadas na tabela 11. A partir desses dados
pode-se concluir que a substancia de m/z 312 tratase do acaloide aporfinico O-
metilisopilina (Figura 76). Este acaloide ja foi relatado em espécies da familia
Annonaceae como em Duguetia flagellaris, Guatteria scandens e Guatteria pogonopus
(HOCQUEMILLER et al., 1983; NAVARRO et al., 2001; FECHINE et a., 2002;

SANTOS et d., 2015).

Figura 77: Principais correl agdes observadas para amostra OaF17.
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Tabela11:; Dados de RMN *H, HSQC e HMBC da amostra OaF17.

OAF17(O-metilisopilina)

Posicéo 14 5 (mult., Jem Hz)?  ™H & (mult., J em Hz)P HSQC (*H-c)° ESch (*H- HMBC (*H-®C)
C)

1 - - 151,5 150,8 -

12 - 5 122,6 1222 =

2 - - 146,7 1445 -

3 - - 150,8 150,8 =

3 - - 120,1 124.4 -

3b - 8 124,8 131,2 -

4 3,08 (1H, m) - 20,5 237 120,1; 150,8

4 3,17 (1H, m) - 20,5 237 120,1

5 3,18 (1H, m) - 412 428 53,3

5 3,80 (1H, m) 5 412 428 53,3; 120,1

62 423(1H,dd, 138;42) - 53,3 53,4 -

7 3,12 (1H, m) 5 337 36,8 53,3; 124.8;
128,0; 132,0

7 3,17 (1H, m) - 337 36,8 132,0

72 - - 132,5 -

8 7,24 (1H, m) 7,18 128,0 127,8 -

9 7,24 (1H, m) 7,18 128,0 127,8 128,2; 132,5

10 7,34 (1H, m) 7,18 127,8 126,7 128,0

11 8,30 (1H, d, 7,9) 8,22 128,2 126,7 122,6; 128,0;
1325

1la - - 132,0 132,0 -

1-OCH3 3,76 (3H, 9 3,73 60,8 60,2 1515

2-OCH3 3,96 (3H, 9) 394 60,8 60,6 146,7

3-OCH3 3,94 (3H, 9 3,90 60,8 61,2 150,8

20 experimento foi realizado a 600MHz para*H em CDCl3, utilizando o TMS como padr&o interno.
® Dados da literatura de acordo com Navarro et al., 2001 (*H em CDCl3; 200 MHz)
¢ Para carbonos protonados foram usados os dados de HSQC e carbonos quaternarios foram usados dados

deHMBC.
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5.9 Andlise por LC-DAD-APCI-M Sdo precipitado

O precipitado codificada como PFOa apresentou-se como um solido amarelo
claro. Quando andisada por LC-DAD-APCI-MS (Figura 78) revelou um pico
majoritério, correspondendo a aproximadamente 87% da amostra e um minoritério,

correspondendo a aproximadamente 13% da amostra.
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Figura 78: Cromatograma de LC-DAD e LC-APCI-MS, parao PFOa.

No espectro de massas em full scan (Figura 79) foi possivel observar um sina
intenso de m/z 328, dém de um sinal discreto de m/z 342, coerente com o perfil

observado por LC-DAD-APCI-MS.

bruna_precipitados #26 RT: 0,19 AV:1 NL: 2,73E7
F: + ¢ APCIQ1MS [100,000-1000,000]

328,34
1007

90

80

704

Relative Abundance

| 342,35

145,93 17190
prestpiteg

256,26 31332 L | 352,20 446,29 48562 517,40 580,64 634,95 670,90 73334 766,26 832,94 867,89 92161 987,68
R R R B e e N R B e e A R e e e R R Ea e o E B e e et
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

m/z

Figura 79: Espectro de ions totais do PFOa.
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Quando submetidos a experimentos de MS/MS, ambos apresentaram elevadas
perdas de massa, resultando no ion base de m/z 178, mesmo perfil observado para as
substancias majoritarias estefolidina e isocoripalmina, sugerindo que o precipitado é

uma mistura de ambas as substancias.
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Figura 80: Espectros de MS/M S dos ions de m/z 328 e 342.
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6. CONCLUSOES

A andlise do perfil alcaloidico por APCI-IT-MS" das fragdes obtidas em escala
analitica possibilitou escolher a fracéo acaloidica das folhas para o isolamento de
alcaloides ainda n&o descritos no género Onychopetalum. O fracionamento da fragdo
alcaloidica das folhas por intermédio de cromatografia preparativa levou ao isolamento
dos alcaloides aporfinicos, nornuciferina, anonaina, asimilobina e O-metilisopilina, dos
alcaloides tetraidroprotoberberinicos isocoripamina e estefolidina, e do acaoide
benziltetraidroisoquinolinico norjuzifina, sendo todos relatados pela primeira vez no
género Onychopetalum. Tais resultados evidenciam que a espécie Onychopetalum
amazonicum € uma fonte promissora de acaloides isoquinolinicos, apresentando
diversidade de estruturas, que incluem alcaloides precursores, como do tipo
tetraidrobenzilisoquinolinico e derivados, como o0s aporfinicos e tetra-
idroprotoberberinicos

Através das andlises por CG-EM e CG-DIC foram caracterizados 41 compostos
nos oleos essenciais de O. amazonicum, com predominancia de sesquiterpenos, sendo
identificados os sesguiterpenos (E) cariofileno e (epi)-a-cadinol como constituintes
majoritarios nas folhas, cascas e galhos, respectivamente.

A andlise antimicrobiana dos 0Oleos essenciais apontou atividade moderada no
Oleo essenciad das cascas, inibindo o crescimento das bactérias Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli e Kocuria rhizophila, atribuida a presenca do
sesquiterpeno allo- aromadendreno, para o qual ha relato anterior de atividade
antimicrobiana. Esta conclusdo é baseada no fato de que € um dos principais compostos
da parte ativa (casca) da espécie, estando ausente ou minoritario nas demais partes
analisadas, as quais foram inativas. Ambas as andlises, quimicas e bioldgicas, com 0leos

essenciais ainda ndo foram descritas para espécies do género Onychopetalum.
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