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RESUMO

A regido Amazonica destaca-se por sua imensa biodiversidade, que € considerada como fonte
para descoberta de novas moléculas de interesse farmacolégico. Nesse campo de pesquisa, 0
género Aniba (Lauraceae) possui ampla variabilidade e abundancia. As espécies de Aniba séo
descritas quimicamente com a presenca de alcaloides, flavonoides, terpenoides, pironas e
lignanas. Nesse contexto, propde-se o isolamento e identificacdo dos biomarcadores dos
extratos das espécies A. panurensis, A. parviflora, A. ferrea e A. roseadora, visando
desenvolver um método para rapida caracterizacdo dos extratos de espécies de Aniba
(Lauraceae), além de descrever suas atividades biologicas. Para atingir tais objetivos, foram
preparados os extratos etanolicos (galhos e folhas) por maceracdo, e esses foram particionados.
Por meio de métodos cromatograficos classicos (CCD) e por técnicas espectrométricas (EM),
realizou-se a caracterizacdo quimica das fraces hexanicas e metandlicas. Dessa forma, foram
detectados como principais ions de m/z 300, 328 e 330, que por comparacdo dos dados de
fragmentacdo com a literatura, sdo caracteristicas dos alcaloides: N-metilcoclaurina, isoboldina,
laurotetanina e reticulina; além desses ions, foram detectadas no modo negativo por ionizacéo
ESI, os ions de m/z 283, 311 e 863, que foram associados aos flavonoides: izalpinina, 3,5, 7 —
tri-O-metilgalangina e a procianidina trimer. O fracionamento para obtengdo dos componentes
majoritarios foi desenvolvido pelo uso de técnicas cromatogréficas classicas, como a CC e a
CCDRP, assim resultando na obtencdo de 6 substancias, que foram elucidadas pela uni&o de
técnicas espectrométricas e espectroscopicas, tais como: EM e RMN (*H e 3C uni e
bidimensional). Assim, foram identificadas as estirilpironas: 5,6-dehidrokawaina, 4-metoxi-
11,12-metilenodioxi-6-trans-estiril-piran-2-ona e rel-(6R, 7S, 8S, 5°S)-4’-metoxi-8-(11, 12-
dimetoxifenil)-7-[6-(4 metoxi-2-piranil)]-6-(E)-estiril- 1’-oxabiciclo [4,2,0] octa-4’-en-2’-ona
(A. panurensis); o alcaloide piridinicos: anibina (A. roseadora) e as kawalactonas:
tetrahidroyangonina e dihidrometisticina (A. parviflora). Visando a analise do potencial
antimicrobiano dos extratos, fracdes e das substancias isoladas, realizou-se 0s ensaios
antibacterianos e antiparasitario. Obtendo bons resultados para os extratos e fragdes de A.
panurensis com CIM de 7,8 e 15,62 pg/mL frente a trés bactérias gram-positivas
(Staphylococcus simulans, S. aureus e S. aureus resistente a meticilina (MRSA)). No teste
antiplasmadico frente Plasmodium falciparum, obtiveram-se bons resultados para as extratos
etanolicos de A. parviflora e A. panurensis, com melhor resultado de Clso= 29,03 pg/mL para
0 extrato das folhas de A. parviflora; e resultados positivos para duas substancias isoladas, com
Clso = 36,16 pg/mL para 4-metoxi-11,12-metilenodioxi-6-trans-estiril-piran-2-ona e Clso =
24,10 pg/mL para rel-(6R, 7S, 8S, 5°S)-4’-metoxi-8-(11, 12-dimetoxifenil)-7-[6-(4 metoxi-2-
piranil)]-6-(E)-estiril- 1’-oxabiciclo [4,2,0] octa-4’-en-2’-ona. Os resultados confirmam a
presenca de alcaloides, flavonoides e pironas nas espécies de Aniba, além de descrever um
método por CCDAE para rapida deteccdo desses padrdes isolados e relatar o potencial
antimicrobiano dos extratos, fragdes e substancias isoladas.

Palavras-chave: Aniba; pironas; alcaloides; antimicrobiano.



ABSTRACT

The Amazon region stands out for its immense biodiversity, which is considered as a source for
the discovery of new molecules of pharmacological interest. In this field of research, the genus
Aniba (Lauraceae) has wide variability and abundance. Aniba species are chemically described
with the presence of alkaloids, flavonoids, terpenoids, pyrans and lignans. In this context, it is
proposed the isolation and identification of the biomarkers of extracts of the species A.
panurensis, A. parviflora, A. ferrea and A. roseadora, aiming to develop a method for the rapid
characterization of the extracts of species of Aniba (Lauraceae), besides describing its
biological activities. To achieve these objectives, ethanolic extracts (branches and leaves) were
prepared by maceration, and these were partitioned. By means of classical chromatographic
methods (TLC) and by spectrometric techniques (MS), the chemical characterization of hexane
and methanolic fractions was carried out. Thus, the major ions of m/z 300, 328 and 330 were
detected, which, by comparing the fragmentation data with the literature, correspond to the
alkaloids: N-methylcoclaurine, isoboldine, laurotetanine and reticuline; in addition to these
ions, the ions of m/z 283, 311 and 863, which may be associated with flavonoids: izalpinine, 3,
5, 7-tri-O-methylgalangine and procyanidin trimer were detected in the negative mode by ESI
ionization. The fractionation to obtain the major components was developed by the use of
classical chromatographic techniques, such as CC and TLCP, thus resulting in the obtaining of
6 substances, which were elucidated by the union of spectroscopic and spectrometric techniques
such as: MS and NMR (*H and *3*C uni and bidimensional). Thus, styrylpyrones were identified:
5,6-dehydrokawaine, 4-methoxy-11,12-methylenedioxy-6-trans-styryl-pyran-2-one and rel-
(6R, 7S, 8S, 5'S) -4'- methoxy-8- (11,12-dimethoxyphenyl)-7- [6- (4-methoxy-2-pyranyl) -6-
(E) -styryl-1'-oxabicyclo [4,2,0] octa-4'-en -2'-one (A. panurensis), the pyridine alkaloid:
anibine (A. roseadora) and the kawalactones: tetrahydroyangonine and dihydrometisticina (A.
parviflora). Aiming to analyze the antimicrobial potential of extracts, fractions and isolated
substances, the antibacterial and antiparasitic tests were carried out. Good results for extracts
and fractions of A. panurensis with MICs of 7.8 and 15.62 pg/mL were compared to three gram-
positive bacteria (Staphylococcus simulans, S. aureus and methicillin-resistant S. aureus
(MRSA)). In the antiplasmodico test against Plasmodium falciparum, good results were
obtained for the ethanolic extracts of A. parviflora and A. panurensis, with a better result of
ICs0 = 29.03 pg/mL for the leaves extract of A. parviflora; and positive results for two isolated
substances, with IC 50 = 36.16 ug/mL for 4-methoxy-11,12-methylenedioxy-6-trans-styryril-
pyran-2-one and ICso = 24.10 pg/mL for rel-(6R, 7S, 8S, 5'S)-4'-methoxy-8-(11,12-
dimethoxyphenyl)-7-[6-(4-methoxy-2-pyranyl]-6- (E) - styryl-1'-oxabicyclo[4,2,0]octa-4'-en-
2'-one. The results confirm the presence of alkaloids, flavonoids and pyrans in the species of
Aniba, in addition to describing a HPTLC method for rapid detection of these isolated standards
and reporting the antimicrobial potential of extracts, fractions and isolated substances.

Keywords: Aniba; pyrans; alkaloids; antimicrobial.
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1. INTRODUCAO

O Brasil destaca-se mundialmente por apresentar uma imensa biodiversidade. Plantas,
fungos, insetos, organismos marinhos e bactérias sdo considerados fontes com potencial para a
descoberta de substancias ativas de interesse farmacologico (BARREIRO et al., 2009). Dentre
essa riqueza, tém-se a familia Lauraceae, que apresenta relatos de uma rica composicdo
quimica de moléculas bioativas. Lauraceae dispde de uma distribuicdo pantropical, possuindo
cerca de 400 espécies distribuidas em 25 géneros no Brasil. (BARROSO et al., 2002). E uma
familia que possui grande importancia econémica, apresentando diversificados usos, como por
exemplo, na culinaria, em marcenaria, na construcao civil, na fabrica de papel, na inddstria de

perfumaria, na inddstria quimica e na medicina popular (MARQUES, 2001).

O género Aniba possui predominancia no territério brasileiro contendo cerca de 40
espécies, sendo que esse género apresenta um total de 41 espécies com distribuicdo restrita aos
neotropicos. No Brasil, as espécies de Aniba sdo abundantes na Regido Amazonica (RICHTER,
1981). Essas espécies caracterizam-se por serem grandes fornecedoras de 6leos volateis,
utilizados nas industrias farmacéuticas de perfumes, como por exemplo, o 6leo obtido a partir
de A. roseadora, que tem como constituinte majoritario o alcool terpénico linalol, amplamente
utilizado em fragrancias de perfumes (RIZZINI e MORS, 1995; MARQUES, 2001; FIDELIS
et al., 2012). Diversos constituintes quimicos podem ser encontrados nas espécies pertencentes

a Aniba, tais como: alcaloides, flavonoides, pironas, lignanas e terpenos.

Algumas atividades importantes ja foram descritas para esse género, demonstrando o
potencial para atividade anticancer de pele do 6leo essencial de A. roseadora (SOEUR et al.,
2011), atividade antimicrobiana e antidepressiva para os alcaloides de A. riparia (BARBOSA

et al.,1988; TEXEIRA et al., 2013), atividade anticancer de ovario de um alcaloide isolado de



A. panurensis (ZHANG et al., 2012), atividade vasodilatadora de uma pirona isolada de A.
panurensis (REZENDE et al., 2015), entre outras.

O grupo de pesquisa Q-BiomA (Quimica de Biomoléculas da Amazbnia) da UFAM
(Universidade Federal do Amazonas) ha mais de seis anos vem desenvolvendo pesquisas com
espécies de Lauraceae, na qual foram realizados estudos da caracterizacéo de perfil quimico e
varredura de atividades quimicas/bioldgicas de extratos e fragdes. A partir desses estudos foram
observados potenciais para as espécies do género Aniba (A. panurensis, A. parviflora, A. ferrea
e A. roseadora), que estdo associadas as atividades: antioxidante, citotoxica, antimicrobiana e
antiprotozoaria.

Estudos sobre os marcadores quimicos desses extratos bioativos de Aniba apresentam
importancia para identificacdo das substancias que estéo relacionadas a essas atividades. Apesar
dos extratos de Aniba possuirem uma composicao rica em alcaloides, a partir dos resultados de
trabalhos anteriores foi observado que as fracfes alcaloidicas foram menos ativas do que 0s
extratos em ensaios de citotoxicidade e contra tripanosomatideos. Assim, evidenciando a
necessidade de isolamento e caracterizacdo quimica dos extratos, para proporcionar a

continuidade da investigacdo das atividades bioldgicas com isolados e testar o efeito sinérgico.

Considerando a abundancia das espécies do género Aniba, e os excelentes resultados de
caracterizacdo do perfil quimico e atividades quimica/biol6gicas pronunciadas em trabalhos
anteriores do grupo Q-BiomA, propde-se o isolamento e a identificagdo dos biomarcadores dos
extratos farmacologicamente ativos das espécies A. panurensis, A. parviflora, A. ferrea e A.
roseadora (Lauraceae), visando obter um banco de padrdes para caracterizacdo quimica das

espeécies, alem de descrever suas atividades antimicrobianas.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um método para rapida caracterizacdo dos extratos farmacologicamente

ativos de espécies de Aniba (Lauraceae), além de descrever suas atividades biologicas.

2.2 Objetivos especificos
i.  Caracterizar o perfil quimico dos extratos etandlicos de quatro espécies de Aniba por
métodos espectrométricos e cromatograficos.

ii.  Isolar os marcadores quimicos por métodos cromatograficos classicos e modernos,
como CC, CLMP, CLAE e CCCAE.

iii.  Identificar as estruturas quimicas das substancias majoritarias dos extratos por meio de
técnicas espectrométricas e espectroscopicas, como EM e RMN de H e 3C uni e
bidimensional.

iv.  Desenvolver um método cromatografico utilizando padrdes isolados das espécies de
Aniba.

v. Descrever as atividades antimicrobianas dos extratos, fracdes e das substancias

purificadas.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 A Familia Lauraceae Jussieu

A familia botanica Lauraceae possui uma distribuicdo pantropical sendo bem
representada na América, Asia Tropical, Australia, Madagascar e Africa sub-saariana, como
pode ser observado na figura 1. Esta familia apresenta cerca de 50 géneros e 2.500 espécies,
contendo cerca de 29 géneros e 900 espécies nas Américas. No Brasil podem ser encontradas
cerca de 400 espécies (corresponde a 16% do total de espécies), distribuidas em 25 géneros.

(ROHWER, 1993; BARROSO et al., 2002).

Figura 1 - Mapa da distribuicdo geogréfica da familia Lauraceae. FONTE: Missouri Botanical Garden.

Os 25 géneros de Lauraceae relatados como nativos do Brasil sdo: Aiouea, Anaueria,
Aniba, Beilschmiedia, Cassytha, Cinnamomum, Cryptocaria, Dicypellium, Endlicheria,
Kubitzkia, Licaria, Mezilaurus, Misanteca, Nectandra, Ocotea, Paraia, Persea, Phoebe,
Phyllostemonodaphne, Pleurothyrium, Rhodostemonodaphne, Sextonia, Systemonodaphne,
Urbanodendron e Williamdendron. Os géneros Laurus e Litsea, que ndo séo nativos, foram

cultivados no Brasil devido a sua importancia econémica (SOUZA e LORENZI, 2005).



Na Reserva Florestal Ducke, que estd localizada a 25 km de Manaus-AM, foram
encotradas 99 espécies, pertencentes a 13 géneros, como: Ocotea (41 espécies), Licaria (15
espécies), Aniba (13 espécies), Endlicheria (11 espécies), Rhodostemonodaphne (8 espécies),
Aiouea (3 espécies) e Mezilaurus (3 espécies). Os demais géneros sao representados por apenas
uma espécie. (RIBEIRO et al., 1999).

Lauraceae e considerada uma das familias botanicas mais representativas, que tem se
destacado por sua importancia econémica, quando comparada com as outras familias. Algumas
espécies possuem uso industrial, porém, a maior parte da sua utilizacdo esta restrita ao
conhecimento popular. As espécies de Lauraceae apresentam grandes diversidade de usos,
como por exemplo, na culinaria, em marcenaria, na construcdo civil, na fabrica de papel, nas
indUstrias de perfumaria e quimica, e na medicina popular, assim destacando as espécies
correspondentes aos géneros: Ocotea, Aniba e Nectandra, que possuem as maiores quantidades

de espécies utilizadas (MARQUES, 2001).

Segundo a revisdo de Marques (2001), as espécies que desempenham importante fungéo
na culindria sdo: o abacate (Persea gratissima L.), as canelas (Cinnamomum seylanicum Breyne
e C. cassia (Nees)) e o louro (Laurus nobilis L.). O género Ocotea Aubl. tem destaque no
fornecimento de madeiras para as mais diversas finalidades, como, por exemplo, na producgéo
de papel (O. puberula Nees), na carpintaria (O. diospyrifolia (Mez)), na construcéo civil (O.
acutifolia Mez, O. aciphylla (Nees) Mez, O. catharinensis Mez), marcenaria (O. canaliculata
(Rich.)), entre outros. As espécies arométicas diferenciam-se economicamente por estarem
relacionadas aos maiores valores de mercado, sendo importante destacar as espécies do género
Aniba usadas na perfumaria, como: A. roseadora Ducke, A. canellila (H.B.K.) Mez e A.
parviflora (Meissn) Mez. Outras espécies dessa familia que sdo importantes produtoras de 6leos
sdo: Cinnamomum camphora (L.) Presl., usada na medicina popular, e Sassafras albidum Nutt.,

muito utilizada na industria farmacéutica, em perfumaria e tambeém na industria quimica.



O potencial econémico das espécies da familia Lauraceae € descrito hd muito tempo, e
pode ser evidenciado pela exploracdo da espécie Aniba roseadora Ducke, conhecida por ser
produtora de um 6leo essencial com componente majoritario correspondente ao alcool terpénico
linalol (figura 2), que é utilizado na industria de perfumes. O 6leo essencial de pau-rosa ja foi
relatado em terceiro lugar na pauta de exportagdo da Regido Amazonica, com a borracha em
primeiro e a castanha-do-Brasil em segundo lugar. Esta exploragdo demasiada para producéo

de 6leo essencial fez com que essa espécie fosse levada proxima a extingdo (MARQUES, 2001).

H.C_ OH
|
CH-

HC™ “CH,

Figura 2 - Estrutura quimica do linalol.

Lauraceae caracteriza-se quimicamente por apresentar terpenos, flavonoides, lignoides
e neolignanas, alcaloides e pironas, além de sesquiterpenos e monoterpenos em seus 6leos
essenciais (BARBOSA FILHO et al., 1999; GIANG et al., 2006; GARCEZ et al., 2005;
GARCEZ et al., 1995; GARCEZ et al., 2011; GOTTLIEB e YOSHIDA, 1978). Na revisao de
Custddio e Veiga Junior (2014) sobre alcaloides de Lauraceae foi relatada uma ampla variedade
desses compostos ja descritos na literatura, com mais de 300 estruturas de 21 géneros de

Lauraceae, em que se destacam os alcaloides isoquinolinicos.

3.2 Género Aniba Aublet

Segundo Richter (1981), o género Aniba foi determinado por Aublet (1775), com base
em uma Unica espécie A. guianensis. Esse género possui distribuicdo limitada aos neotrépicos
e compreende cerca de 41 espécies de arvores de pequeno a grande porte. A distribuicdo dessas
espeécies ocorre na Amazonia Central e regides da Guiana, com espécies individuais difundidas

para 0os Andes, norte da Venezuela, Pequenas Antilhas e do leste ao sul do Brasil. No Brasil, é



possivel encontrar cerca de 40 espécies, sendo abundante em toda a Regido Amazonica, muitas

dessas sdo utilizadas na indUstria madeireira.

Segundo relatos da literatura, as espécies do género Aniba apresentam atividades
farmacoldgicas (tabela 1), tais como o efeito sedativo, atividade contra nematoides, efeito

ansiolitico, antiespasmadico, larvicida, antimicrobiano e atividade antifingica.

Espécies Atividades bioldgicas Referéncia
A. canelila, A. duckei e A.

h . Contra nematoides Goulart (1975)
astmanniana
A. riparia An_timicrc_;biapa Barbosa (1988)
' Efeito ansiolitico Melo (2006)
A. canellila Antiespasmadica Maia (2003)
A roseadora A(ltifl]ngic_a Simi_c (2004)
' Efeito sedativo Almeida (2009)
A. duckei Larvicida Souza (2007)

Tabela 1 - Atividades bioldgicas para diferentes espécies de Aniba.

Na dissertacdo de mestrado de Alcéantara (2009) os extratos de A. panurensis foram
relatados com atividades: antioxidante, inibicdo de acetilcolinesterase e antiparasitaria. Nesse
contexto, os extratos de folhas e galhos da espécie A. panurensis foram ativos para atividade
antioxidante frente ao radical de DPPH quando comparadas com o padrdo quercetina (2,85
pug/mL) nas concentracbes de 14,37 e 27,59 ug/mL, respectivamente. Ambos os extratos de
folnas e galhos de A. panurensis geraram resultados de atividade inibidora de
acetilcolinesterase, com valores superiores a 50%, quando comparados com o padrdo eserina.
Outro resultado significativo obtido para o extrato das folhas de A. panurensis foram atividades
contra Leishmania amazonensis (67 pg/mL) e Trypanosoma cruzi (79 pug/mL).

A dissertacdo de Souza (2014) relata o potencial antioxidante e citotoxico para extratos
de Aniba. Nos ensaios de atividade antioxidante, os extratos mais ativos foram os dos galhos
de A. ferrea (12,18 pg/mL) e A. parviflora (14,09 ug/mL) frente ao radical de DPPH comparado
com o padrdo quercetina (6,66 pug/mL) e os extratos de galhos de A. panurensis (11,05 pg/mL)

e A. ferrea (14,14 pg/mL) frente ao radical de ABTS utilizando o padrdo acido galico (8,95



pg/mL). Nesse estudo, destacou-se o elevado potencial citotoxico dos extratos dos galhos de A.
panurensis, apresentando alta atividade para células tumorais de célon-humano (89,98%),
mama-humano (91,28%), fibroblastos de pulmao humano (94,65%) e adenocarcinoma gastrico

(86,61%).

O estudo de Bastos (2015) realizado na FIOCRUZ-AM em parceria com 0 grupo Q-
BiomA, descreve as atividades antimicrobianas dos extratos e fragdes de A. panurensis, A.
ferrea, A. parviflora e A. guianensis frente a 13 bactérias gram-positivas e 22 gram-negativas.
Essa dissertacdo aponta excelentes atividades para todos as espécies, destacando-se a espécie
A. panurensis. Os extratos etandlicos de galhos e folhas de A. panurensis foram ativos nas
mesmas concentracdes para cinco bactérias gram-positivas: Bacillus subtilis (65,5 pg/mL),
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (62,5 pg/mL), Staphylococcus sumulans (62,5
pg/mL), Staphylococcus aureus (250,0 pg/mL) e Streptococcus agalactiae (125,0 pg/mL) e

uma bactéria gram-negativa: Acinetobacter baumannii (250,0 pg/mL).

O estudo de tese de Fernandes (2017) desenvolvidos na UFAM e na UEM (Universidade
Estadual de Maringa) relatam atividades de extratos, frac6es e alcaloides de algumas espécies
de Lauraceae contra tripanosomatideos (Leishmania amazonensis e Trypanosoma cruzi),
dentre as espécies estudadas as Aniba, foram as mais ativas. As espécies de Aniba consideradas
ativas (valores de CEsp < 50 ug/mL) frente a tripomastigotas de T. cruzi foram correspondentes
aos extratos de folhas de A. ferrea (15,5 pg/mL), extrato das folhas (11,3 pg/mL) e dos galhos
(21,1 pg/mL) de A. panurensis. Nos ensaios com promastigotas de L. amazonensis foram
relatadas boas atividades para os extratos de folhas de A. parviflora (15,2 pg/mL), e para 0s

extratos de galhos de A. panurensis (13,2 ug/mL) e A. roseadora (14,6 pg/mL).

Diversos constituintes quimicos podem ser encontrados nas espécies pertencentes ao

género Aniba, como: alcaloides, flavonoides, pironas, lignanas, monoterpenos e sesquiterpenos



(OGER et al., 1992; ADRIANAIVORAVELONA et al., 1999; CAVALCANTE et al., 1982;

SAMPAIO et al., 2012; FIDELIS et al., 2012).

Espécies de Aniba Atividades Referéncia

Antioxidante

Alcéantara

A. panurensis Inibidora de acetilcolinesterase (2009)

Antiparasitaria (Leishmania amazonensis
e Trypanosoma cruzi)

. Antioxidante
A. panurensis, A. ferrea Souza

e A. parviflora s 2014
P Citotoxica ( )
A. panurensis, A. ferrea e A. . . Bastos
parviflora Antibacteriana (2015)

A. panurensis e A. ferrea Antiparasitaria (Trypanosoma cruzi

P P (Tryp ) Fernandes
A. panurensis, A. ferrea, A. Antiparasitaria (Leishmania (2017)
parviflora e A. roseadora amazonensis)

Tabela 2 - Atividades farmacolégicas relatadas em estudos do grupo Q-BiomA para espécies de Aniba.

3.3 Alcaloides de Aniba

Os alcaloides sd@o compostos nitrogenados, que podem ser encontrados principalmente
em plantas, mas também, em menor quantidade em micro-organismos e animais. Esses
compostos contém um ou mais atomos de nitrogénio, normalmente como aminas primarias,
secundarias ou terciarias, o que lhes proporciona a basicidade. O grau de basicidade dessas
moléculas varia de acordo a presenca de outros grupos adjacentes ao nitrogénio. Quando o
nitrogénio pertence a uma amida, por exemplo, a estabilizacdo da carbonila torna o alcaloide

praticamente neutro (DEWICK, 2009).

Os alcaloides podem ser classificados de acordo com sua origem biossintética, ou seja,
de acordo com a natureza da estrutura que possui o0 nitrogénio. Os atomos de nitrogénio dos

alcaloides geralmente sdo derivados de alguns aminoacidos, sendo os principais: L-ornitina, L-
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lisina, acido L-nicotinico, L-tirosina, L-triptofano, &cido L-antranilico e a L-histidina. Dessa
forma, essas substancias sdo classificadas como tendo o nlcleo baseado nas estruturas da
pirrolidina, piperidina, quinolina, isoquinolina, do indol, entre outras (figura 3) (DEWICK,

2009).

o4 o4
O pavina O

benzitetraizsoguinolinico aporfinico
s

| ) « )

NH N h’f

indalico izoinddlico piridinico

tetraisoquinolinico

Figura 3- Classes de alcaloides de Lauraceae.
Segundo dados da literatura, ha relatos de 22 alcaloides (figura 4) pertencentes a 6
classes diferentes (inddlicos, piridinicos, indolizidinicos, aporfinicos, benzilteraisoquinolinicos
e N-benziltiraminas), obtidos a partir de 7 espécies diferentes de Aniba. Os alcaloides
piridinicos isolados foram: anibina (A. roseadora) (1) (MORS et al., 1957) e duckeina (A.
fragrans) (2) (CORREA e GOTTLIEB, 1975). Os compostos representantes dos N-
benziltiraminas sdo: riparina | (3), riparina Il (4) e riparina Il (5) isolados de A. riparia
(BARBOSA-FILHO etal., 1987). Outros alcaloides descritos foram: anibamina (A. panurensis)
(6), que é pertencente a subclasse indolizidinico (KLAUSMEYER et al., 2004) e a cecilina (A.
santalodora) (7), que € um alcaloide do tipo indolico (AGUIAR et al., 1980). Os alcaloides
isoquinolinicos relatados para esse género corresponderam aos esqueletos: isoboldina (A. muca)
(8), reticulina (A. muca e A. roseadora) (9), N-metilcoclaurina (A. muca) (10) (BRAVO et al.,
1996), (R)-(+)-noranicanina (11), (-)-norcanelillina (12), (+)-canelillina (13), anicanina (14),
canelillinoxina (15), (-) anibacanina (16), (+)-manibacanina (17), (-)-pseudoanibacanina (18),

(+)-pseudoanibacanina (19), (-)-a-8-metilpseudoanibacanina (20), (-)-p-8-
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metilpseudoanibacanina (21) e (-)-a-8-metilanibacanina (22), isolados de A. canellila (OGER

etal., 1992; OGER et al., 1993).

Os alcaloides isolados que foram reportados com atividade biologicas correspondem as
estruturas da anibina, com atividade analéptica (GONCALVES et al., 1958); riparina I, riparina
Il e riparina 111, apresentaram atividades antimicrobianas (CATAO et al., 2005); riparina I, com
atividade antinoceciptiva (ARAUJO et al., 2009); riparina Il e 1ll, com atividade ansiolitica;
riparina I11, com atividade antidepressiva (SOUSA et al., 2004; SOUSA et al., 2007; MELO et
al., 2006; MELO et al., 2013); e anibamina, com atividade antifungica (KLAUSMEYER et al.,

2004).
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Figura 4 - Alcaloides descritos para o género Aniba.
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3.4 Flavonoides de Aniba

Nos ultimos anos, os fendlicos tais como os flavonoides tém-se destacado devido ao seu
potencial antioxidante, associada a interrupcéo do processo de formacao de radicais livres. Os
radicais livres sdo correlacionados a patologias como, cancer, envelhecimento precoce, e as
doencas cardiovasculares, degenerativas e neuroldgicas. Tal potencial deriva da estrutura
quimica do fenol, que tem capacidade de doar um elétron e tornar-se um radical, que é
estabilizado pela ressonéancia do anel aromatico (ANGELO e JORGE, 2007; ALVES et al.,
2010).

Os radicais livres sdo definidos como estruturas quimicas que possuem um ou mais
elétrons ndo-pareados na Ultima camada eletrnica. Essa configuracdo eletrdnica confere a
molécula uma alta instabilidade, reatividade e um tempo de meia-vida muito curto. Os agentes
patogénicos reativos ndo séo apenas radicais (Oz¢-, *OH, NO¢), mas também podem ser neutros
ou carregados (H202, ROOH e ONOO-) (HALLIWELL, 1994; POMPELLA, 1997).

Os radicais livres estdo associados a diferentes funcBes no organismo, como por
exemplo, atuam na producéo de energia, fagocitose, regulam o crescimento celular e participam
de sintese bioldgicas essenciais. Essas espécies reativas sao fundamentais, porém, quando em
eXCesso No organismo geram sérias patologias, como: cancer, envelhecimento precoce, doencas
cardiovasculares, degenerativas e neuroldgicas, choque hemorragico, catarata, disfuncdes
cognitivas, entre outras (ALVES et al., 2010).

Uma estratégia eficaz de defesa contra os radicais livres é a utilizacdo de um
antioxidante. O antioxidante € uma substancia que em baixas concentra¢es, em comparagdo
com o substrato oxidavel, exerce a funcdo de atrasar ou inibir a oxidagdo. Alguns exemplos
bem conhecidos de antioxidantes sdo: vitaminas C (20) e E, quercetina (21), rutina, cido galico

(22), entre outros (ALVES et al., 2010).



14

w\go m Jit

20

Figura 5 - Alguns antioxidantes conhecidos.

Os antioxidantes desempenham fungbes de protecdo no organismo, que podem ser
divididas em niveis de protecdo. O primeiro mecanismo impede a formacéo dos radicais a partir
de reacBes com metais (ferro e cobre), o segundo evita a formacdo de leses celulares ao
interceptar os radicais, o0 terceiro mecanismo € através do reparo das lesdes causadas por essas
moléculas reativas, e o Ultimo corresponde a um processo de adaptacdo do organismo gerando

0 aumento da produgéo de enzimas antioxidantes (BIANCHI e ANTUNES, 1999).

Os flavonoides sdo considerados um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios,
apresentando uma estrutura basica composta por 15 dtomos de carbono, reunidos em um ndcleo
triciclico (C6-C3-C6) ou seja, consistem de um esqueleto de difenil propano, com dois anéis
benzénicos (A e B) ligados a um anel piranico (C), como mostra a figura 6. Estas moléculas
sdo subdivididas em: flavonas, flavonois, chalconas, auronas, flavanonas, flavanas,
antocianidinas, leucoantocianidinas, proantocianidinas, isoflavonas e neoflavonoides

(DORNAS et al., 2007; DEWICK, 2009; RICE-EVANS et al., 1996).
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Figura 6 - Estruturas béasicas dos diferentes esqueletos de flavonoides.

O anel aromédtico A da estrutura basica dos flavonoides deriva do ciclo do
acetato/malonato, e o anel B € derivado da fenilanina. As diferentes formas de substitui¢do do
anel C proporcionam a divisdo dos flavonoides em classes e quando héa, substituicGes de
oxigenacao, alquilacdo, glicosilacdo, acilacdo ou sulfacdo nos aneis A e B, ocorre a formacéo

de diferentes compostos em cada classe (ANGELO e JORGE, 2007).

Os compostos flavonoidicos ja descritos para espécies de Aniba, correspondem as
subclasses: flavanonol, flavana, flavanol, flavanonol, flavanol e chalcona. Dessa forma, pode-

se observar as estruturas desse flavonoides na figura 7, que é composta por: (2R, 3R)-2,3-
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dihidro-5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (23); (2R, 3R)-2,3-dihidro-3,5-hidroxi-7-
metoxiflavona (24); (2R, 3R)-2,3-dihidro-3,5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (25); 6,7,3°,4°,5’-
pentametoxiflavana  (26);  3,5-dihidroxi-7,4’dimetoxiflavona  (27);  5-hidroxi-3,7,4’-
trimetoxiflavona (28); 3,5,4’-trihidroxi-7-metoxiflavona (29) (CAVALCANTE et al., 1982;
FERNANDES et al., 1978; BARBOSA FILHO et al., 1987); catequina (30); pinocembrina
(31); kaempferol-O-rutinosideo (32); kaempferol-O-deoxihexose-O-deodihexoseshexosideo
(33); procianidina trimero (34); rubranina (35); rhap-(1 — 2)-[Rhap-(1 — 6)]-Galp-(1 — 3)-

O-Quercetina (36) (COMBES et al., 1970; GALAVERNA et al., 2015).
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Figura 7 - Flavonoides descritos para o género Aniba.
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3.5 Lignoides de Aniba

Os lignoides podem ser encontrados na natureza nas plantas vasculares, que possuem
tecido enriquecido por ligninas. As ligninas sdo macromoléculas formadas por unidades de
(C6.C3)n, onde n varia de 2 até 500. Lignoide ¢ uma designagdo para micromoléculas cujo
esqueleto ¢ formado exclusivamente, ou adicionalmente a outros grupos, por (Cs-C3)n, sendo n
restrito a poucas unidades, 1, 2, 3, etc. A biossintese desses compostos envolve metabdlitos
primarios da via metabolica do chiquimato. Subdividem-se em seis grupos: lignanas,

neolignanas, alolignanas, norlignanas, oligolignoides ¢ heterolignoides (GOTTLIEB e

YOSHIDA, 1984).

No Brasil, o grupo de pesquisa liderado pelo Prof. Gottlieb contribuiu significativamente
para o conhecimento da quimica das neolignanas. A familia Lauraceae foi a mais estudada
principalmente os géneros Aniba, Licaria, Nectandra e Ocotea, com quase duas centenas de
substancias inéditas registradas na literatura. Numa avaliacdo aproximada, ja foram isolados
por volta de 700 lignoides, dos quais 390 eram lignanas e 270 neolignanas (BARBOSA FILHO,

2004), que exibem grande diversidade de estruturas quimicas.

Algumas moléculas da classe de lignoides (figura 8) que ja foram descritas para espécies
de Aniba foram: burchellina (A. burchellii) (37) (LIMA et al., 1972), guianina (A. guianensis,
A. affinis, A. species e A. burchellii) (38) (BULOW et al., 1973; FERNANDES et al., 1976,
ALVARENGA et al., 1977), megafona (A. megaphylla Mez.) (39) (KUPCHAN et al., 1978),
armenina-C (40), canelina-D (41), canelina-E (Aniba species) (42) (TRAVISAN et al., 1984),
lancifolina-A (43), lancifolina-C (44), lancifolina-E (45), lancifolina-B (46), lancifolina-D (47),
lancifolina-F (48), lancilina (A. lancifolia) (49) (DIAZ et al., 1980), eusiderina (50),

metoxicanellina-A (A. species) (51) (DIAS et al., 1982), rel-(IS,5S,6S,7R,8R)-8-acetoxi-I-alil-
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3-hidroxi-5-metoxi-7-metil-4-oxo-6-piperonilbiciclo[3.2,lJoct-2-ano  (A.  species)  (52)

(FERNANDES et al.,1976).
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Figura 8 - Lignoides descritos para o género Aniba.
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3.5 Estirilpironas de Aniba

As estirilpironas sdo policetideos aromaticos, resultantes da combinag&o entres as rotas
biosintéticas do chiquimato com a do acetato. As estirilpironas sdo formados a partir de uma
unidade de cinamoil-CoA com adi¢do de duas unidades extensoras de malonil-CoA. Essas
cadeias curtas de poli-B-ceto, sdo consideradas raras e geralmente ocorre a ciclizacdo dessas

cadeias para formar lactonas (DEWICK, 2009).

Segundo alguns estudos quimiotaxonémicos desenvolvidos com espécies de Aniba, ha
uma divisdo nesse género, devido as caracteristicas biosintéticas, assim as espécies sao
divididas em dois grupos, um que produz esterilpironas e outro lignanas (FERREIRA et al.,
1980). Além disso, estudos relacionados aos mesmos assuntos, descrevem que as neolignanas
em Aniba sdo metabolitos considerados primitivos, enquanto as pironas sdo consideradas
produtos relacionados a evolucgdo das espécies (GOTTLIEB e KUBITZKI, 1981). Outros dados
abordados nesses trabalhos, correspondem a forte semelhanca quimica entre as espécies de
Piper com as de Aniba, como por exemplo, na producdo algumas moléculas de flavonoides,

lignanas e pironas (FERNANDES et al., 1978).

Algumas moléculas da classe de estirilpironas (figura 9) que ja foram descritas para
espécies de Aniba foram: anibina (A. duckei, A. roseadora, A. gigantifolia, A. coto) (53)
(FRANCA et al., 1973), 4-metoxiparacotoina (54) (A. duckei, A. roseadora, A. firmula)
(GOTTLIEB e MORS et al., 1959), 6-esteril-piran-2-ona (A. parviflora, A. panurensis) (55)
(BITTENCOURT et al., 1971; REZENDE et al., 2015), 6-[4’-(hidroxi)estiril] — piran-2-ona
(56) (A. parviflora) 6-[3’,4’-(dihidroxi)estiril] — piran-2-ona (57) (REZENDE et al., 1971), 6-
[4’-(hidroxi)-3’-(metoxi) estiril]-piran-2-ona (A. parviflora) (58) (BITTENCOURT et al.,
1971), 6-[3’,4’-(dimetoxi) estiril] — piran-2-ona (A. cylindriflora) (59) (DIAZ et al., 1977), 6-

[3”,4’-(metilenodioxi)estiril] — piran-2-ona (A. cylindriflora e A. parviflora) (60) (DIAZ et al.,
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1977; BITTENCOURT etal., 1971), 6-estiril-4-metoxi-piran-2-ona (A. mas, A. permollis) (61)
(DIAZ et al., 1977), 3’-metoxi-iangonina (62), 4-metoxi-6-[3’,4’-(metilenodioxi)estiril]piran-
2-ona (A. spescies) (63) (ROSSI et al., 1997), 6-cis-estiril-2-pirona (A. parviflora) (64), Aniba-
dimero-B (65), Aniba-dimero-A (A. gardneri) (66) (REZENDE et al., 1971), rel-(6R, 7S, 8S,
5°S)-4’-Metoxi-8-(11 ,12-dimetoxifenil-7-[6-(4 metoxi-2-piranil]-6-(E)-estiril- 1’-oxabiciclo
[4,2,0]octa-4’-en-2’-ono (67), r-8, c-7°, t-8°, t-7-8,8’-11,12 -dimetoxifenil -7,7’-di-[6-(4-

metoxi-2-pironil)]-ciclobutano (A. species) (68) (ROSSI et al., 1997).
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Figura 9 - Estirilpironas descritos para o género Aniba.
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3.6 Atividades Biologicas

3.6.1 Atividade antimicrobiana

Os antimicrobianos sdo medicamentos utilizados no tratamento de patologias causadas
por micro-organismos. [Esses agentes terapéuticos podem ser classificados como
antibacterianos, antifingicos, antivirais e antiparasitarios. Os antimicrobianos podem ser
naturais ou sintéticos e sdo substancias capazes de inibir o crescimento de micro-organismos.
Esses agentes terapéuticos podem ser microbiocidas, quando atuam provocando diretamente a
morte dos micro-organismos, ou microbiostaticos, quando atuam impedindo a sua replicacdo

(COWAN, 1999; WALSH, 2003).

O estudo de agentes antimicrobianos provenientes de produtos naturais apresenta suma
importancia, devido a problematica do aumento da resisténcia de bactérias, fungos e parasitas
aos antimicrobianos tradicionais. Essa resisténcia pode ser considerada um fenémeno
ecoldgico, que acontece como uma forma de resposta do micro-organismo frente ao amplo uso

de antimicrobianos e sua presenca no meio ambiente (GUIMARAES et al., 2010).

69

Figura 10 - Exemplos de antibacterianos derivados de produtos naturais.

A partir de triagens de produtos naturais microbianos no periodo de 1940-1960 foram
realizadas varias descobertas de antibidticos, em sua maioria eficazes para o tratamento de
bactérias gram-positivas. Esses antibidticos correspondiam as classes: [-lactamicos

(cefalosporina), aminoglicosideos (estreptomicina (69)), tetraciclinas (clortetraciclina (70)),
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macrolideos (eritromicina (71)), peptideos (vancomicina), entre outros. Neste periodo, apenas
trés derivados sintéticos foram introduzidos no mercado: isoniazida®, trimetropim® e
metronidazol®. No periodo de 1960-1980 foram desenvolvidos novos agentes antibacterianos
utilizados tanto para o tratamento de bactérias gram-positivas e gram-negativas, que foram
semi-sintetizados de modo a formar produtos andlogos aos produtos naturais j& existentes

(FERNANDES, 2006).

Segundo Cowan (1999), as principais substancias quimicas que possuem atividade
antimicrobiana (figura 11), sdo: fenolicos e polifendlicos, terpenoides, alcaloides, lectinas e
polipeptidios. Alguns exemplos sdo: acido cafeico (72), catecol (73), eugenol (74) (fendis
simples), hypericina (75) (quinona), catequina (76) e crisina (77) (flavonoides),
pentagaloilglucose e procianidina B-2 (78) (taninos); warfarina (79) e 7-hidroxicumarina (80)
(cumarinas); mentol (81) e capsaicina (82) (terpenoides); barberina (83) e harmano (84)

(alcaloides).
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Figura 11 - Exemplos de antibacterianos derivados de diferentes classes quimicas.
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3.6.1.1 Atividade antimicrobiana em metabdlitos de Lauraceae

A familia Lauraceae apresenta uma grande diversidade de estudos de atividade
antimicrobiana. Os géneros que possuem estudos quanto a atividade antimicrobiana, sao:
Aniba, Cinnamomum, Cryptocaria, Litsea, Lauros, Persea, Lindera, Nectandra, Machilus,
Ocotea, Beilschmiedia, entre outros géneros. Esses estudos relatam atividades de extratos, 6leos

esséncias, fracdes e de substancias isoladas dessas espécies.

Segundo dados da literatura, as espécies descritas com atividade antimicrobiana dos
6leos essenciais sdo: Cinnamomum zeylanicum Blume com atividade bacteriana e antiflngica
(UNLU et al., 2010), Cinnamomum osmophloeum com atividade antimicrobiana (CHANG et
al., 2001), Lindera strychnifolia com atividade antibacteriana (YAN et al., 2009), Ocotea bofo

Kunth com atividade antibacteriana e antifungica (GUERRINI et al., 2006).

Os extratos que sdo relatados com atividade antimicrobiana para as espécies de
Lauraceae, sdo: Machilus Macrantha Nees com atividade para os extratos das cascas em
concentragfes de 5-10 mg/mL para atividade antibacteriana e antifungica (TATIYA et al.
2014); Litsea elliptica Blume e Litsea resinosa Blume com atividade antibacteriana e
antifungica, com atividade mais forte para a espécies Litsea resinosa (WONG et al., 2014);
Nectandra falcifolia (Nees) Castiglioni com resultados positivos para atividade antibacteriana

(TRUITI et al., 2008).

Os metabolitos de Lauraceae, que foram isolados e avaliados em relacdo a atividade
antimicrobiana, estédo relatados na tabela 3. Nessa tabela pode-se observar classes de alcaloides,
flavonoides, lignoides e terpenos, que tem sido associado a diferentes atividades
antimicrobianas, tais como: antibacteriana, antifungica e antiparasitaria. As estruturas que

correspondentes a esses compostos bioativos podem ser observados nas figuras: 4 e 8.



27

. A Atividad o
Espécie Classe Substancia . “.” a .e Referéncia
Antimicrobiana
N Atividade antibacteriana:
riparina I (3), Staphylococcus aureus e
Aniba riparia | Alcaloide riparina Il (4) e P y . . ) Catdo (2005)
o Escherichia coli de origem
riparina I11 (5)
humana
Atividade antifungica:
Candida albicans,
Aniba Candida lusitaniae, Klausmever
anurensis Alcaloide anibamina (6) Candida glabrata, (2004)y
P Candida krusei, Candida
parapsilosis, Cryptococcus
neoformans
Nectand . . . Atividad ti itaria:
ectandra Lignoide licarina A 'vidade antiparast a.rla Cabral (2010)
glabrescens Trypanosoma cruzi
Ocotea
. . . Atividad ti itaria:
cymbarum Lignoide burchelina (37) 'vidade antiparast a_rla Cabral (2010)
Trypanosoma cruzi
Kunth
Atividade antibacteriana
(Xanthomonas oryzae pv.
oryzae, Xanthomonas
criptocariona, _oryzae pv. oryzicola,
. Acidovorax avenae subsp.
Crvotocaria kurzichalcolactoa citrulli
yP i Flavonoide A, - ’ Huang (2014)
concinna . e Erwinia amylovora) e
kurzichalcolactona . e .
atividade antifungica
B .
(Phytophthora capsici,
Fusarium moniliforme,
Alternaria solani, e
Botrytis cinerea)
Atividade antibacteriana
(Escherichia coli,
Cinnamomum terpineol, Pseudomonas aeruginosa, Espineli
cebuense Terpenos eugenol, Staphylococcus aureus e (2% 14)
Kosterm humuleno Bacillus subtilis) e

Atividade antifungica:
:Candida albicans,

Tabela 3 - Metabolitos de Lauraceae com atividade antimicrobiana.
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3.7 Técnicas cromatogréficas classicas e modernas

O nome cromatografia deriva dos termos chrom e graphie, que significam cor e escrita
respectivamente. Esta técnica é definida como um método fisico-quimico de separacao, sendo
um processo baseado na migragéo diferencial dos componentes de uma amostra, que ocorre em
funcdo das interagcBes entre duas fases, a fase movel e a fase estacionaria. As técnicas
cromatogréaficas destacam-se por sua ampla aplicacdo e grande versatilidade gerada por sua
grande variedade de combinacbes entre fases moveis e fases estacionarias (VIEIRA et al.,

1996).

As diferentes formas de cromatografia podem ser classificadas considerando-se diversos
critérios, tais como: forma fisica do sistema, fase movel, fase estacionaria e pelo método de
separacdo. Em relacdo a forma fisica do sistema, a cromatografia pode ser subdividida em
coluna e planar. Quando se trata da fase movel, sdo trés os tipos de cromatografia: a gasosa,
liquida e supercritica. Quanto a fase estacionaria, distingue-se entre fases estacionarias solidas,
liquidas e quimicamente ligadas. Ja a classificacdo por separacdes cromatogréaficas se deve a
adsorcao, particdo, troca ionica, exclusdo ou misturas desses mecanismos. (VIEIRA et al., 1996;
COLLINS et al., 1997).

As técnicas cromatogréaficas podem ser classificadas em técnicas classicas e modernas.
As técnicas classicas sdo: Cromatografia em Coluna de Fase Normal (CCFN), Cromatografia
em Coluna Flash (CCF), Cromatografia em Camada Delgada (CCD), Cromatografia em
Camada Delgada Preparativa (CCDP). As técnicas modernas sdo: Cromatografia em Camada
Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE), Cromatografia Liquida de Média Pressdo (CLMP),
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Cromatografia por Contracorrente de Alta
Eficiéncia (CCCAE) e a Cromatografia a Gas (CG).

A CCD e a CCDAE séo tecnicas que tém como base a separacdo dos componentes de

uma amostra pelo processo de migragéo diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente
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retido sobre uma superficie plana, fundamentando-se no fendmeno de adsorcdo. Quando séo
utilizadas fases estacionarias modificadas, pode ocorrer também processos de parti¢do e troca
ibnica, desta forma permitindo a separacdo de substancias hidrofobicas e hidrofilicas. As
principais diferencas entre CCD e a CCDAE, envolve a placa cromatografica que possui
diferentes tamanhos de particulas da camada de separacdo, modo de aplicacdo e eluicdo. A
CCDAE (5 pum) possui particulas menores que a placa normal de CCD (20 um), o que gera uma
melhor separacdo em uma placa de CCDAE. A aplicacédo e eluicdo na CCDAE é mecanica,
proporcionando o controle do volume aplicado e mantém o controle do processo eluicéo
(VIEIRA et al., 1996; COLLINS et al., 1997).

A CCFN, CLMP e CLAE sdo técnicas baseadas em no processo de separagdo por
adsorcdo. Essas técnicas sdo utilizadas em processos de fracionamento e isolamento de
metabolitos secundarios provenientes das plantas. Na CCFN utiliza-se fase estacionaria sélida,
que levam a uma separacao por adsor¢do, como é o caso da silica (SiO2) e da alumina (Al.O3),
gue sdo os adsorventes (polares) mais empregados em processos de separacao. A CLMP é uma
técnica que se diferencia da CCFN por ser um método que pode utilizar fase estacionaria normal
e reversa, utiliza bomba de média pressao, detector de UV-VIS e um sistema automatizado de
coleta de amostra. A CLMP permite a purificacdo de maiores quantidades de amostra e, ao
contréario de cromatografia em coluna aberta e da cromatografia flash, separacdes mais rapidas
e melhores sdo obtidas. A cromatografia por CLAE diferencia-se por ser uma técnica aplicada
geralmente para estudo de compostos polares, apresentando uma coluna de C-18 (apolar) com
particulas de 2 um, e utiliza misturas de solventes de média e alta polaridade (acetonitrila,
metanol ou agua), além de ser uma cromatografia que pode ser acoplado a detectores de arranjo
de diodos (DAD) ou espectrometria de massas (EM). A CLAE é uma técnica amplamente usada
em processos de quantificacdo e detecgcdo de substancias em um dado analito (VIEIRA et al.,

1996; COLLINS et al., 1997).
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A CCCAE diferencia-se de todas as outras, pois € um tipo de cromatografia de particéo
liquido-liquido, na qual a fase liquida estacionaria é retida no equipamento sem o uso de suporte
solidos. Na maioria dos tipos de CCCAE, uma das fases de um sistema de solventes bifasico
permanece estacionéria, enquanto a outra é passada através dela. O principio da separagédo
envolve a particdo de um soluto entre as duas fases imisciveis e a proporcao de soluto que passa
para cada uma das fases ¢ uma funcio do seu coeficiente de particdo. E um método (til
principalmente na separacdo preparativa, na escala de miligramas a gramas de material, sendo
uma excelente técnica para substancias polares e labeis. As vantagens da técnica sdo: (i)
versatilidade de sistemas dos solventes; (ii) rapidez e eficiéncia do método; (iii) boa resolucao
e reprodutibilidade; (iv) economia, pois ndo requer solventes com grau muito elevado de
pureza; (v) durabilidade das colunas; (vi) recuperacéo total da amostra; (vii) € uma excelente

ferramenta para obtencéo de padrdes de origem vegetal (LEITAO, 2005).
3.8 Elucidacdo estrutural por técnicas espectroscdpicas e espectrométricas

A unido das técnicas espectroscopicas e espectrométricas constituem a base para
elucidacdo estrutural de moléculas de produtos naturais, pois sdo técnicas complementares. As
técnicas espectroscépicas, sdo baseadas em processos de absorcdo ou emissdo de radiacdes
eletromagnéticas, como as Espectroscopias de Ultravioleta Visivel (UV-Vis), Infravermelho
(IV) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN); e as técnicas espectrométricas, que baseia-se

no processo de medicao, como por exemplo a Espectrometria de Massas (EM).
3.8.1 Técnicas espectroscépicas
3.8.1.1 Espectroscopia no Ultravioleta Visivel

A absor¢@o molecular na regido do ultravioleta visivel depende da estrutura eletronica

de cada molécula. As caracteristicas das moléculas variam conforme as transicdes eletrénicas
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que podem ocorrer e também com os efeitos do ambiente em que estdo os 4&tomos sobre as
transicdes. A absorcdo de energia é quantizada e conduz a passagem dos elétrons de orbitais do
estado fundamental para orbitais de maior energia, em um estado excitado. Na pratica, a
espectrometria de UV-VIS é limitada, na maior parte, aos sistemas conjugados (SILVERSTEIN

etal., 1994).

Compostos que possuem apenas elétrons 6, como ¢ o caso dos hidrocarbonetos
saturados, possuem apenas energias de transicdo no ultravioleta distante. Desta forma, 0s
hidrocarbonetos séo transparentes nas regides do ultravioleta préximo e do visivel, com isso
podem ser usados como solvente. Os compostos saturados que contém heteroatomos como o
oxigénio, nitrogénio, enxofre ou halogénios possuem elétrons nao ligantes e elétrons ¢ ndo
absorvem no ultravioleta proximo. Os &lcoois e ésteres absorvem em comprimentos de onda
menores que 185 nm, sendo, por isso, muito usados para o trabalho na regido do ultravioleta

proximo (SILVERSTEIN et al., 1994).

A utilizacdo da técnica de ultravioleta proporciona informacéo da presenca de grupos
cromoforos (C=C, C=0, ou NO) e dos grupos saturados chamados de auxocromo, que podem
estar ligados (OH, NH:z e CI) aos cromdforos. Essas informacGes correspondem as alteracdes

no comprimento de onda e na intensidade de absorc¢do. (SILVERSTEIN et al., 1994).

3.8.1.2 Espectroscopia de Ressonéncia Magnética Nuclear

A técnica de Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear € mais uma técnica que
estd baseada no processo de absorcao, sendo equivalente a espectroscopia de infravermelho ou
de ultravioleta. Sob condicGes apropriadas de campo magnético, uma amostra tem a capacidade
de absorver radiacdo eletromagnética na regido de radiofrequéncia em uma frequéncia
governada pelas caracteristicas de sua estrutura quimica da amostra. O processo de absorgéo é

uma funcdo de determinados nucleos da molécula. Os espectros gerados dessa técnica
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correspondem a graficos das frequéncias dos picos de absorcdo por suas intensidades.

(SILVERSTEIN et al., 1994)

Essa espectroscopia pode gerar dados de hidrogénio, carbono, e das interagdes entre
hidrogénio-hidrogénio, carbono-carbono e carbono-hidrogénio, a partir das técnicas
unidimensionais (RMN de 'H, RMN de *C) e bidimensionais (DEPT, COSY, HMBC e
HSQC). Os tipos de ressonancia de RMN H e RMN 3C assemelham-se por fornecerem
informacdes de deslocamento quimico, assim geram informagdes de quantos atomos de cada
elemento tem a molécula analisada. A RMN de 'H e RMN de C diferenciam-se pela
abundancia isotopica, onde a abundancia do *C é muito menor do que a do H. O espectro de
DEPT gera resultados dos grupos: CH, CH> e CHs que estéo presentes na molécula. O espectro
de COSY fornece informacdes sobre a interacdes entre *H-'H do atomo. O espectro de HSQC

e HMBC geram informagcdes sobre as interacdes de 3C-'H (SILVERSTEIN et al., 1994)

3.8.2 Técnicas espectrométricas

3.8.2.1 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas destaca-se por ser uma técnica de alta sensibilidade, que ha
muito tempo ¢é utilizada para determinacéo de estruturas organicas e para a medida de is6topos.
A EM ¢ usada para estudo de atomos, moléculas ou fragmentos de moléculas, a partir da
formacéo de ions em fase gasosa e sua caracterizagdo de acordo com a razao entre sua massa e
carga (m/z), estrutura ou propriedades fisico-quimicas (HARRIS, 2012; HAM, 2008).

Os componentes principais de um espectrometro de massa sdo: a fonte de ions, o
analisador de massa e o detector. Na fonte de ions, a amostra que é injetada e convertida em
ions, os ions positivos ou negativos sdo acelerados por um campo elétrico em direcdo ao
analisador de massa. O analisador de massas desempenha a fungéo de separar os ions de acordo

com a razdo entre suas massas e suas cargas (usualmente igual a 1) (m/z). Apos a passagem
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pelo analisador, os ions separados passam pelo detector, que transforma a corrente dos ions em

sinais elétricos que sdo processados e armazenados (HARRIS, 2012).

A ionizacio por electrospray (ESI) é a mais utilizada dentre as fontes de ionizagdo. E
uma técnica em que ocorre a formacdo de pequenas gotas carregadas, que sdo fragmentadas
com a aplicacdo de uma diferenca de potencial (ddp) entre um capilar e um contra eletrodo, sob
pressdo atmosférica, formando os ions de interesse. Dessa forma, 0 processo pode ser
simplificado pelas seguintes etapas: nebulizacdo da amostra, formacédo de ions pelas pequenas
gotas e o transporte dos ions da fonte para o analisador (HAM, 2008).

Aionizacdo quimica a pressao atmosférica (IQPA) usa o processo de agquecimento e um
fluxo de N2 para produzir um aerossol fino com a fase eleuida. Esse tipo de ionizacdo da origem
a novos ions pela reagdo em fase gasosa entre ions e moléculas. O diferencial desta técnica é
utilizacdo de uma alta diferenca de potencial aplicada a uma agulha de metal, que fica
posicionada no percurso do aerossol. Desta forma, produz-se um plasma com particulas
ionizadas em torno da agulha, injetando elétrons no aerossol e formando os ions (HARRIS,

2012).
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4 METODOLOGIA

4.1 PARTE | — Caracterizacdo quimica

A visdo geral da metodologia desenvolvida para a caracterizacdo quimica das espécies

de Aniba, pode ser visualizada a partir do fluxograma da figura 12.

Ducke material vegetal A parviflora
| A. roseadora

Limpeza, secagem
e trituracio

Maceragdo em Preparacio
EtOH dos extratos

[ Particao ] HEX:MeOH/H,0

A. ferrea
Reserva Florestal [ Coleta do ] A. panurensis

liquido-liquido

Revisdo Anailise do perfil Comparagao
Bibliografica quimico com a literatura

[ccnlAE] [ ElM ]

Figura 12 - Fluxograma da parte | do projeto visando a caracterizagdo quimica.

4.1.1 Material vegetal

As quatros espécies do género Aniba (Lauraceae) foram coletadas no dia 12 de mar¢o
de 2016 na Reserva Florestal Ducke, localizada em Manaus, no Amazonas. Os dados das
especies coletadas estdo na tabela 4 e suas exsicatas encontram-se depositadas no herbario do

Instituto Nacional de Pesquisas do Amazonas (INPA) no projeto Flora da Reserva Ducke.

Ap0s a coleta, as diferentes partes da planta (folhas e galhos) foram separadas, limpas e
analisadas quanto a presenca de fungos, galhas e insetos. O material foi seco a temperatura

ambiente (40°C) em estufa de circulagédo de ar. Em seguida, o material seco foi triturado em
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moinho de quatro facas da marca SPLABOR® do modelo SP-32 e armazenados em freezer

para posterior obtencéo dos extratos.

Marco N° da planta Nome cientifico Parte da planta
113 1259 Aniba ferrea Folhas e galhos
534 1734 Aniba panurensis Folhas e galhos

0,15 Km 4453 Aniba parviflora Folhas e galhos
114 1267 Aniba roseadora Folhas e galhos

Tabela 4 - Dados das espécies coletadas.

4.1.2 Preparagao dos extratos

As quatro espécies estudadas foram submetidas a um procedimento de extracdo
padronizado. Cada parte da planta (folhas e galhos) passou por um processo de maceracéo em
etanol da marca Quimica Credie previamente destilado, na proporcdo de massa/solvente de
10%, por 24 h, 48 h e 72 h utilizando um agitador da marca BIOMIXER. Ap6s a maceracao e
filtracdo, o solvente de cada amostra foi eliminado em evaporador rotatorio a pressao reduzida,
resultando nos extratos brutos, que foram armazenados na geladeira. Em cada processo de
extracao foi utilizado massas diferentes, devido a quantidade de cada material, esses valores

podem ser observados na tabela 5.

_ Massa (g)
Espécie
Folhas Galhos
Aniba panurensis 517,59 611,75
Aniba roseadora 100,00 200,00
Aniba férrea 600,91 367,40
Aniba parviflora 400,00 400,00

Tabela 5 - Massas de material vegetal utilizadas nas extracées.
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4.1.3 Particdo liquido-liquido em microescala

As particdes em microescala foram realizadas com a finalidade de desengraxe dos
extratos e a partir do uso das fragdes obtidas fosse desenvolvido o estudo da caracterizagao
quimica por meio das técnicas cromatograficas e espectrométricas. Os extratos etanolicos (500
mg) das folhas e galhos de cada espécie de Aniba foram solubilizados em 4 mL de MeOH/H20
(8:2) e particionados sequencialmente com 6 mL hexano (HEX), solventes da marca TEDIA
previamente destilados. Apds a particdo, o solvente de cada amostra foi eliminado em um
evaporador rotatorio a pressao reduzida, liofilizadas (ALPHA 1-4 LD plus da marca CHRIST)

para a retirada de &4gua, pesada e armazenado na geladeira.

4.1.4 Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia

As anélises de cromatografia foram desenvolvidas em Silica gel 60 F2s4 placa de HPTLC
(placas de 20 x 20 cm, particulas de 4-8um, espessura de 0,15-0,2 mm; Merck, Darmstadt,
Alemanha). As amostras foram pulverizadas na placa em forma de bandas utilizando gés
nitrogénio, a partir de um aplicador automatico Linomat 5 da CAMAG, sendo feita apenas a
troca da seringa (enchimento, insercdo e enxaguamento) de 100 pL. No processo de
documentacao das placas de TLC usou-se o equipamento TLC VISUALIZER da CAMAG nos
comprimentos de onda de 254 e 366 nm. A aplicacdo pelo Linomat 5, visualizacéo pela TLC
VISUALIZER e todo o tratamento foi realizado utilizando o software winCATS Planar
Chromatography Manager. As concentracfes, 0s volumes aplicacdo e os eluentes da amostra

foram definidos de acordo com suas caracteristicas.

4.1.5 Espectrometria de Massas

As analises das frages foram realizadas no Laboratorio de Espectrometria de Massas

na Central Analitica da UFAM. No desenvolvimento das analises foi utilizado um
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espectrometro de massas LQC Fleet (Thermo Scientific®), usando fonte de ionizagéo
eletrospray (ESI) no modo positivo e negativo, com faixa de deteccdo de 100-1000 Da. As
amostras foram preparadas na concentragdo de 1 mg/mL em metanol (grau CLAE da marca
TEDIA) e 20 pL foram retirados e diluidos em 980 pL de metanol. Os dados obtidos das
injecBes foram processados através do programa Xcalibur 2.0.7. e comparados com o banco de

dados obtido da literatura.
4.2 PARTE Il e 11 - Obtencéo e identificacdo dos padroes

Visando a obtencdo dos padrBes de Aniba, foram realizadas parti¢des liquido-liquido
em larga escala, que foram analisadas por CCD e fracionadas em CCFN. Os padrdes obtidos
foram cristalizados e recristalizados, e analisados por técnicas cromatograficas,
espectrométricas e espectroscépicas, para posterior identificacdo. A metodologia desenvolvida

pode ser visualizada a partir do fluxograma da figura 13.

Extrato em
EtOH (6g)

Hex L.
DCM ) Ifartu;ao liquido-
MeOH/H,O liquido em larga escala

CCDAE

Fracionamento em
CCFN

CCD

[ Isolamento ]

[ Recristalizacio ]

Lo J [ (Lo ]

Figura 13 - Fluxograma da parte Il do projeto visando o isolamento dos padrdes.
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4.2.1 Partigdo liquido-liquido em larga escala

As particdes foram realizadas para obtencdo das fracbes em diferentes polaridades
(baixa, media e alta), com a finalidade de uso para o fracionamento e purificacdo de padroes.
Os extratos etandlicos (6 g ou 7g) das folhas e galhos de cada espécie de Aniba foram
solubilizados 60 mL de MeOH/H20 (8:2) e particionando sequencialmente com 100 mL de
hexano (HEX) e diclorometano (DCM), solventes da marca TEDIA previamente destilados.
Apos a particéo, o solvente de cada amostra foi eliminado em um evaporador rotatério a pressdo
reduzida, liofilizadas (ALPHA 1-4 LD plus da marca CHRIST) para a retirada de 4gua, pesada

e armazenado na geladeira.

4.2.2 Fracionamento e isolamento dos padroes

Visando a obtencéo dos padrdes realizou-se o fracionamento a partir da cromatografia
em coluna de fase normal e em coluna flash. Nesse processo foi utilizando silica 70-230 e 230-
400 mesh (SilicaFlash® G60 e F60 da marca SILICYCLE), colunas de vidro com didmetro
interno (@int.) variando de 1,8-3,5 cm e solventes previamente destilados da marca TEDIA. O
gradiente de eluicdo para cada amostra foi determinado de acordo com o perfil cromatografico

por CCD.

Alem da cromatografia em coluna, tambem foi utilizada a técnica de cromatografia em
camada delgada preparativa para obtencdo dos padrdes. As placas foram preparadas com gel de
silica gel para TLC (20 g para 60 mL de agua destilada), com gesso e F2s4 de 400 mesh da
marca SORBENT TECHNOLOGIES utilizando como suporte placas de vidro. As amostras
foram aplicadas a 1 cm da base, sendo desenvolvida em cuba com os eluentes determinados em
testes por CCD. Ap0s a elui¢do a amostra, e com o uso da camera de UV nos comprimentos de

onda 254 e 366 nm, as placas foram reveladas e a partir dos dados de rf’s as substancias foram
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raspadas junto com o gel de silica, posteriormente foram realizados processos de extracdo com

amistura de solventes na proporgéo de 80%:20% de CHClI3: MeOH, em seguida foram filtradas.

Seguem os procedimentos metodoldgicos realizados para o isolamento das substancias

de cada espécie estudada.

4.2.2.1 Fracionamento e isolamento dos metabolitos de A. panurensis (galhos)

Ap0s a avaliacdo dos eluentes por CCD para a fragdo em diclorometano dos galhos de
A. panurensis, foi realizado o fracionamento em coluna. Nesse processo, utilizou-se 1,68 g de
amostra em coluna (3,5 cm de didmetro) aberta de fase normal com 120 g silica de 70-230
mesh, tendo como fase mdvel a mistura de CHCIs:AcOEt (100:0, 97:3, 95:5, 93:7, 90:10, 80:20,
70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90) e AcOEt:MeOH (100:0, 95:5, 85:15, 0:100

(3x)) em ordem crescente de polaridade.

As fragdes coletadas foram concentradas a partir da utilizacdo de um evaporador
rotatorio, posteriormente as mesmas foram transferidas para frascos de 10 mL, pesadas e
analisadas por CCD para visualizacdo da separacao, utilizando como reveladores: luz UV 254
nm e 366 nm, vanilina sulfarica e Dragendorff. A partir do perfil cromatografico observado,
reuniu-se as fracoes que eram semelhantes. Dessas amostras, as fragOes 3a+4 e 4a+5+5a foram
refracionadas em placa preparativa e as substancias purificadas foram cristalizadas e

recristalizadas. Dessa forma, obtiveram-se as substancias 1, 2 e 3.
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Figura 14 - Fluxograma correspondente ao fracionamento da fragdo DCM dos galhos de A. panurensis.

4.2.2.2 Fracionamento e isolamento dos metabolitos de A. roseadora (galhos)

A fracdo diclorometano dos galhos de A. roseadora foi fracionada em coluna de fase
normal. Nesse processo foi utilizado 200 mg de amostra, 20 g de silica normal G60, uma coluna
de 2 centimetros de diametro, com gradiente que variou de CHCIl3:MeOH (100:0, 95:5, 90:10,
85:15, 80: 20, 75:25 e 0:100 (2x)). Foram obtidas sete fracdes, as quais foram analisadas em
cromatografia em camada delgada (CCD), sendo observada na terceira fracdo a presenca de
uma substancia, a qual mostrou resultado positivo para alcaloides quando revelada com
Dragendorff. Esta fracdo foi submetida a cristalizacéo e recristalizacdo com etanol, resultando

na substancia 4.
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4.2.2.3 Fracionamento e isolamento dos metabolitos de A. parviflora (galhos)

O fracionamento da amostra em hexano da espécie A. parviflora, foi realizado em
coluna de fase normal, utilizando 30 g de silica normal G60, uma coluna de 2 centimetros de
didmetro, 410,3 mg de amostra, volume morto de 80 mL e tendo como fase mével a mistura de
HEX:AcOEt (100:0, 100:0, 80:20, 60:40, 50:50, 47,5:52,5, 45:55, 42,5:57,5, 40:60, 37:63,
35:65, 32,5:67,5, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100) e MeOH 100% (2x), em ordem crescente de
polaridade. Apds o fracionamento e analise, foi feita uma coluna filtrante com a fracéo 5,
utilizando 4,72 g de Silica Normal G60 impregnada com KOH, 214,3 mg de carvéo ativado,
em uma coluna de 1 centimetro de didmetro, 50,5 mg de amostra, volume morto de 9 mL e um
gradiente de 100% de HEX (3x), 100% de DCM (3x) e 100% de MeOH (1x). Dessa forma,

obteve-se a mistura das substancias 5 e 6, nas fragdes coletadas em hexano e diclorometano.

4.2.3 ldentificacdo dos Padroes

Objetivando a identificacdo das substancias isoladas utilizou-se a unido das técnicas

espectroscopicas e espectrométricas.

4.2.3.1 Espectrometria de Massas

As analises dos isolados foram realizadas no Laboratorio de Espectrometria de Massas
na central analitica da UFAM. O experimento foi realizado em um espectrémetro de massas
LQC Fleet (Thermo Scientific®), usando fonte de ionizagdo quimica (APCI). A faixa de
deteccdo foi de 100-1000 Da. As amostras foram preparadas na concentragéo de 1 mg/mL em
metanol (grau CLAE da marca TEDIA) e 20uL foram retirados e diluidos em 980 pL de
metanol. Os dados obtidos das inje¢des foram processados através do programa Xcalibur 2.0.7.

e comparados com os dados da literatura.
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4.2.3.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As substincias isoladas foram identificadas por RMN H, 3C, DEPT 135, COSY,
HSQC e HMBC. As analises foram realizadas na Central Analitica no Laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear da UFAM em equipamento Bruker advance 111 HD MhZ MRI,
500 MHz (campo magnético de 11,7 Tesla). As substancias isoladas foram solubilizadas em
cloroférmio deuterado (CDClIs), os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por
milhdo (ppm) em relagdo ao padrio interno TMS (6= 0,00) e as constantes de acoplamento (J)
em Hertz (Hz). As multiplicidades dos sinais foram indicadas segundo a convencdo: s
(singleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto) e m (multipleto). Os dados obtidos foram
processados através de um programa TopSpin 3.5 e comparados com os dados da literatura para

elucidacéo estrutural das substancias.

4.2.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos
(CLAE-DAD) foi utilizada em forma analitica (Dionex - Ultimate 3000 automatico da Thermo
Scientific) com injetor automatico. As amostras injetadas foram filtradas em uma membrana de
0,45 um de PTFE w/GMF da marca WHATMAN. Foi utilizado coluna em fase reversa, da
marca VARIAN (250 x 4,6 mm) do modelo Microsorb — MV 100 — 5. O gradiente utilizado foi
de 50%:50% a 35%: 65% (A:B) (agua acidificada com &cido acético a 0,1%: acetonitrila) por
11 min e 35%: 65% (A:B) por 1 min. Amostras foi injetada na concentra¢do de 1 pg/mL, com
volume de injecdo de 7 uL, taxa de fluxo de 0,5 mL/minuto, temperatura de forno de 30° C e

temperatura do amostrador de 25° C.
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4.3 PARTE IV - Desenvolvimento do método cromatografico

O método foi desenvolvido a partir da cromatografia em camada delgada de alta
eficiencia, utilizando os padrdes obtidos, padrées comerciais de flavonoides (quercetina (Tédia
Brazil), kaemferol (Sigma-Aldrich), apigenina (Sigma-Aldrich) (-)-epigalatocatequina (Sigma-
Aldrich), isoquercitrina (HWI1 Analytik GMBH) e (+)-catequina (Sigma-Aldrich)) e os extratos
(EtOH) e fragBes (HEX, DCM e MeOH). As anélises de cromatografia foram desenvolvidas
em Silica gel 60 F2s4 placa de HPTLC (placas de 20 x 20 cm, particulas de 4-8um, espessura
de 0,15-0,2 mm; Merck, Darmstadt, Alemanha). As placas de silica foram limpas, eluindo a
placa com metanol e depois ativadas em estufa a 100 °C. Os eluentes foram preparados
conforme a natureza da amostra visando a melhor separagdo cromatografica. As concentracdes,
os volumes aplicagdo e os eluentes da amostra foram definidas de acordo com suas
caracteristicas. As amostras foram pulverizadas na placa em forma de bandas utilizando gas
nitrogénio, a partir de um aplicador automatico Linomat 5 da CAMAG, sendo feita apenas a
troca da seringa (enchimento, insercdo e enxaguamento) de 100 pL. No processo de
documentacao das placas de TLC usou-se o equipamento TLC VISUALIZER da CAMAG nos
comprimentos de onda de 254 e 366 nm. A aplicacdo pelo Linomat 5, visualizagéo pela TLC
VISUALIZER e todo o tratamento foi realizado utilizando o software winCATS Planar
Chromatography Manager. Como reveladores, serdo utilizados: luz ultravioleta (254 e 365 nm),

vanilina sulfurica, cloreto férrico, Dragedorff e NP-PEG (WAGNER e BLADT, 1996).

4.4 PARTE V - Ensaios antimicrobianos

4.4.1 Ensaio antibacteriano - Teste de difusdo em agar

Os ensaios antibacterianos foram realizados em colaboracdo com a plataforma de

Bioensaios do Instituto Lednidas e Maria Deane — FIOCRUZ Amaz6nia, sob a coordenacao da
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Profa. Dra. Patricia Puccinelli Orlandi Nogueira. Foram submetidas a avaliagdo de atividade

antibacteriana cepas padrdes de 31 bactérias gram-positivas e gram-negativas (Tabela 6 e 7).

Bactérias Gram-Positivas Cepas
Bacillus subtilis subsp. subtilis (CT) ATCC 6051
Enterococcus faecalis (Streptococcus faecalis) ATCC 4083
Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953
Listeria inocua ATCC 33090
Listeria monocytogenes ATCC 15313
Staphylococcus aureus ATCC 80958
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
Staphylococcus simulans ATCC 27851
Tabela 6 - Lista das cepas bacterianas gram-positivas.
Bactérias Gram-negativas Cepas

Acinetobacter baumanii
Citrobacter freundii

ATCC 19606-143
ATCC 43864-576

Escherichia coli de aderéncia difusa (DAEC) BUTANTA F1845
Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) CDC EDL- 042
Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) CDC EDL-933-171
Escherichia coli enterotoxigénica ST (ETEC) ST8
Escherichia coli enterotoxigénica ST (ETEC) BUTANTA LT 2871
Escherichia coli enterotoxigénica tipica (EPEC) ATCC E234869
Escherichia coli-INV-enteroinvasiva (EIEC) ATCC 1381
Escherichia coli ndo diarreicogénica ATCC 10536

Hafnia alvei

Klebsiella pneumoniae
Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas putida (oralis)

ATCC 11601-120
ATCC 4352-083
ATCC 15290-095
CDC EDL-1284
ATCC 15175-113

Salmonella arizonae UFAM
Salmonella choleraesuis ATCC 10708
Salmonella typhimurium ATCC 13311
Salmonella typhi ATCC 6539
Serratia marcescens ATCC 14756-131
Shigella desenteriae ATCC 13313
Shigella flexneri ATCC 12022
Yersinia enterocolitica ATCC 9610

Tabela 7 - Lista das cepas bacterianas gram-negativas.

Para o teste de antagonismo, as amostras testadas foram solubilizadas em DMSO a 10%

isoladas.

na concentracdo de 5 mg/mL quando extratos ou fracbes, e 1 mg/mL quando substancias
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As bactérias foram cultivadas previamente em caldo Brain Heart Infusion (BHI) pelo
periodo de 24 horas. A cultura bacteriana crescida foi diluida em meio de cultura, conforme
padronizacdo com o tubo 0,5 da escala de McFarland, que equivale a 1 x 108 Unidades

Formadoras de Colonias/mL (UFC/mL).

A determinacédo da atividade antibacteriana foi realizada pelo método de difusdo em
agar, pela técnica do poco, segundo Grove e Randall (1955), a qual consiste na utilizacdo de
placas com camada dupla (camada base e camada seed), utilizando o meio de cultura Agar
Mdeller Hinton (MHA). Primeiramente, foi vertido o meio nas placas de Petri em duas
camadas. Apds a solidificacdo do meio de cultura, o in6culo bacteriano padronizado foi
semeado com swab estéril por toda a sua superficie da placa. Em seguida, com o auxilio de
ponteiras de 200 pL, foram perfurados orificios de aproximadamente 6 mm de didmetro na
camada superior, os quais receberam 80 uL das amostras. O controle negativo compreendeu
pocos contendo DMSO a 10% e a droga controle utilizada foi o TIENAM (imipenem +

cilastatina sodica) na concentracdo de 500 pg/mL. Os ensaios foram feitos em triplicata.

Apbs a difusdo dos metabdlitos no meio de cultura, as placas foram incubadas a 37 °C
por 24 horas e em seguida foi realizada a leitura do didmetro dos halos de inibi¢do, com o

auxilio de uma régua milimetrada.

4.4.2 Ensaio antibacteriano - Concentracgdo Inibitoria Minima (CIM)

As amostras que apresentaram halos de inibi¢do nos antibiogramas foram avaliadas para
determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) de acordo com o manual Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), com modifica¢Oes, em placas de 96 pogos. As
cepas que se apresentarem sensiveis as amostras foram cultivadas em 3 mL de caldo nutritivo
BHI e incubadas a 37 °C por 24 horas. Para o preparo do in6culo bacteriano, foi transferido,

com o auxilio de uma micropipeta, uma aliquota de 50 a 100 L da cultura para um tubo com



46

3 mL de meio BHI estéril, suficiente para atingir a turvacdo padrdo de 0,5 na escala de
McFarland (1 x 108 UFC/mL). Apoés a turvagéo, o indculo padronizado foi diluido em 1:20, de

maneira que a concentracéo final nos pogos-teste fosse de aproximadamente 5 x 10° UFC/mL.

Foram acrescidos 50 pL do meio BHI em todos os pocos. Na linha A foram adicionados
50 pL das amostras (extratos, fragdes ou isolados) nos pocos correspondentes. O contetdo dos
pocos da linha A foram homogeneizados e se procedeu uma diluigcdo seriada (1:2) nos pogos
subsequentes de cada amostra, realizada até a linha H, descartando-se 50 pL no final. Em
seguida, foram acrescidos em cada poc¢o, 10 uL de inéculo bacteriano e 40 pL de caldo BHI,
totalizando um volume final de 100 uL por pogo. As concentragdes das amostras avaliadas

foram em um espectro de 1000 a 7,8 pg/mL.

Como controle de esterilidade foi utilizado DMSO a 10% em meio de cultura estéril, os
quais foram utilizados para solubilizar a amostra, e como controle da droga foi utilizado o
TIENAM, avaliado nas mesmas concentracdes que as amostras vegetais. Como controle de

crescimento, foi acrescido 90 pL de DMSO 10% em meio de cultura estéril e 10 pL de in6culo.

Logo apds a micropipetagem as placas foram tampadas e incubadas a 37 °C pelo periodo
de 20 a 24 h, sem agitacdo. Terminado o periodo de incubacdo, foram adicionados em cada
orificio das placas 15 pL de resazurina em solugdo aquosa esterilizada, a uma concentragao de

0,01% no pogo. Apds 4 h de reincubacao, a leitura foi realizada.

A resazurina facilita verificar a presenca de crescimento microbiano, pois a permanéncia
da coloracgéo azul indica auséncia de crescimento microbiano. Sera considerado o crescimento
bacteriano positivo quando houver a conversdo do corante azul para rosa (ou incolor). A
concentracdo inibitéria minima é definida como a menor concentracdo das amostras capaz de

inibir o crescimento de bactérias, como indicado pela coloragdo azul da resazurina.
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4.4.3 Ensaio antiparasitario - Teste antiplamddico

Para a avaliacdo da atividade antiplasmddica foram utilizadas cepas FRC3 de
Plasmodium falciparum em colaboragéo com a Plataforma de Bioensaios e com a Plataforma

de Citometria de Fluxo, ambas do Instituto Lednidas e Maria Deane — FIOCRUZ Amazo6nia.

4.4.3.1 Cultura de Plasmodium falciparum

As cepas FCR3 de P. falciparum foram mantidas em cultivo no meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) incompleto com 10 % de soro humano AB+ e alimentadas com
eritrécitos humanos normais, incubadas a 37 °C em atmosfera de baixa concentracdo de
oxigénio e gas carbdnico, seguindo a técnica de micro-aerofilia tradicional da queima de vela
em dessecador. O meio de cultura RPMI 1640 incompleto sera constituido de 10,4 g de RPMI,
5,94 g de hepes, 40 mg de gentamicina, 2 g de glicose e 50 mg de hipoxantina a pH 6,8. O meio
completo e suplementado com 5 mL soro humano AB+ previamente tratado em banho-maria a
56 °C durante 30 minutos, 1 mL de NaHCO3z 10 % e 44 mL de meio RPMI incompleto

(LIUNGSTROM et al., 2004).

4.4.3.2 Anélise de inibicdo de crescimento

As solucbes estoques dos extratos, fracOes e isolados foram preparadas em
dimetilsulféxido (DMSO) e diluidas em meio completo até que atinja a concentracao final de
DMSO de 0,5% nos po¢os, concentracdo em que 0 DMSO néo inibe o crescimento parasitario.
As amostras séo solubilizadas em DMSO 100% resultando em um estoque inicial de 10 mg/mL.
Deste estoque inicial, 4 pL sdo retirados para diluicdo em 196 pL de meio completo, resultando

em um segundo estoque (1:50).

Os testes foram realizados em placas de 96 pocos em triplicata, com volume final de

100 puL/pogo. Foram adicionados 50 puL de meio completo em todos os pocos. Apos isso, 50
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ML do segundo estoque de cada amostra serdo adicionados aos pogos correspondentes da fileira
A da placa. Diluigdes seriadas das amostras (1:2) serdo realizadas nas fileiras subsequentes,

resultando em um espectro de analise das amostras nas concentragdes de 50 a 0,39 pg/mL.

O parasita foi preparado para o teste utilizando uma solu¢do com 100 pL de hemaécias
parasitadas, 100 pL. de hemacias sadias, 10 pL de gentamicina e avolumado para 10 mL de
meio completo, obtendo uma suspensdo de parasita a 2% de hematdcrito e parasitemia de 3 a
5%. Desta solucdo foram distribuidos 50 uL em cada um dos pogos tratados com as amostras,
em uma triplicata para o controle positivo (meio de cultura + parasita), em uma triplicata para
0 controle do reagente (meio de cultura + DMSO a 0,5% + parasita), € nos pocos
correspondentes a droga controle. A droga controle utilizada foi o Quinino e foi avaliada nas
mesmas concentracdes das amostras testadas. No controle negativo utilizou-se apenas hemécias
sadias (eritrocitos ndo parasitados) com hematocrito a 2 %. As placas foram incubadas a 37 °C
em atmosfera de baixa concentracdo de oxigénio e gas carbdnico seguindo a técnica de micro-

aerofilia tradicional da queima de vela em dessecador, mesmas condi¢6es do cultivo do parasita.

Ap0s 72 horas de incubacado, as amostras foram lavadas com 200pul de tampao PBS 1x
a 800 rpm por 5 minutos. Este procedimento foi repetido trés vezes. Ao final, as amostras foram
ressuspendidas em 200ul de PBS 1x para a analise em citometro de fluxo. A verificacdo da
inibicdo de crescimento por citometria de fluxo foi realizada na Subunidade Citometria de
Fluxo (RPT08J) - FIOCRUZ — Amazo6nia (ILMD), utilizando citdmetro de fluxo, FACSCanto
I1 (BD) no canal FL-1 com software Getting Started with BD FACSDiva™ e FlowJo™ versao

10.

A porcentagem de inibicdo das amostras foi calculada de acordo com a formula: %
Inibicdo = 100 - (%Fluorescéncia amostra — %Fluorescéncia Eritrocitos sadios /
%Fluorescéncia Controle — %Fluorescéncia Eritrocitos sadios) x 100]. A concentracdo

inibitoria em 50 % da parasitemia total (Clso) foi determinada pelo software Graphpad Prism 7
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através de um grafico do Log da dose versus inibi¢do (expresso em porcentagem em rela¢do ao

controle) por anélise de regressdo ndo linear.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PARTE | — Caracterizacdo quimica

Visando a caracterizagdo quimica dos extratos das espécies de Aniba (A. panurensis, A.
roseadora, A. ferrea e A. parviflora), realizou-se a preparacao dos extratos etandlicos, parti¢oes
em microescala e com essas amostras, fez-se as andlises cromatogréaficas (CCDAE) e

espectrométricas (EM e fragmentacdo).

5.1.1 Rendimentos Extratos

A partir do processo de maceracao exaustiva a temperatura ambiente foram obtidos oito
extratos, com rendimentos que variaram de 2,49 - 14,04%, valores que estdo localizados na
tabela 8. Os melhores rendimentos obtidos corresponderam a parte das folhas das espécies, com
valores que variaram de 6,79 - 14,04%, na qual a melhor porcentagem foi de A. roseadora. Os

rendimentos dos galhos oscilaram entre 2,49-6,56%, com o melhor rendimento para A. ferrea.

O rendimento do extrato das folhas de A. roseadora foi bem proximo do valor obtido
no trabalho de tese de Custddio (2013), que apresentou valor de 13,09% para 0 método de
maceracao. Na dissertacdo de Alcantara (2009) foram obtidos rendimento mais baixos (8,04%)
para os extratos das folhas de A. panurensis e valores maiores (6,09%) para os galhos; e a
porcentagem para o extrato de galhos de A. roseadora (4,70%) foi mais proximo quando

comparado com os resultados desse trabalho, utilizando o0 mesmo método.

No estudo de Custddio (2013) foram utilizados dois métodos diferentes de extragéo,
com isso foi observado que os melhores rendimentos foram obtidos para 0 método de Soxhlet,
apresentando porcentagens de 21,65% (folhas) e 13,21% (galhos) para os extratos de A.
roseadora. O estudo de tese de Fernandes (2017) demonstrou melhor rendimento para o extrato

dos galhos de A. panurensis, a partir da extragdo por Sohxlet, com rendimento de 6,0%. Esses
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melhores rendimentos devem estar associados a utilizagdo de temperatura do método de
extracdo por Sohxlet, que se diferencia do método de maceracdo por ser realizado a temperatura

ambiente, na qual utilizou-se apenas a agitacdo mecanica para melhor extracéo das substancias.

Rendimento (%)

Espécie

Folhas Galhos
Aniba panurensis 12,67 2,49
Aniba roseadora 14,04 3,62
Aniba ferrea 6,79 6,56
Aniba parviflora 11,72 4,46

Tabela 8 - Rendimento dos extratos.

5.1.2 Particao liquido-liquido em microescala

Apds o desenvolvimento das particdes e com as amostras secas, foi realizado a pesagem
e assim calculados os respectivos rendimentos (tabela 9). Com base nos dados tabelados, pode-
se constatar que as fracGes metandlicas dos galhos apresentaram os maiores rendimentos (57-
87%), quando comparados com as amostras das folhas, que apresentaram valores proximos para
as duas fracdes. Essa diferenca de porcentagens pode estar associada a maior composicdo
lipofilica dos extratos de folhas quando comparadas com os galhos, que resultam nas

porcentagens mais altas das fragdes hexanicas das folhas.

Massa (g) Rendimento %
Amostra
Hex MeOH Hex MeOH
) Folhas 0,1758 0,1525 35,16 30,50
A. panurensis
Galhos 0,0935 0,3049 18,70 60,98
Folhas 0,1945 0,2212 38,90 44,24
A. roseadora
Galhos 0,1620 0,2848 32,40 56,96
Folhas 0,0994 0,2527 19,88 50,54
A. férrea
Galhos 0,0176 0,4350 3,52 87,00
Folhas 0,1702 0,2182 34,04 43,64
A. parviflora
Galhos 0,0415 0,3736 8,3 74,72

Tabela 9 - Rendimento em massa e porcentagem das fracfes da particdo em microescala com 500 mg de extrato.



52

Os extratos dos galhos de A. ferrea e A. parviflora caracterizaram-se pelas maiores
porcentagens das fragdes metandlicas, com valores de 87 e 74%, respectivamente. As amostras
de folhas de A. roseadora e A. ferrea, quando compradas com as fragdes metanolicas de folhas,

apresentaram porcentagens mais alta com valores de 44 e 50%.

5.1.3 Caracterizacdo do perfil cromatogréafico das espécies de Aniba

A caracterizagdo do perfil cromatografico foi realizada utilizando a técnica de
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE), na qual foram analisadas as
fragdes em hexano e em metanol da particdo em microescala, para um estudo preliminar dessas

amostras.

5.1.3.1 Andlise das fragdes hexanicas

As amostras em hexano da particdo em microescala foram analisadas por CCDAE.
Essas amostras foram preparadas na concentracdo de 4 mg/mL, sendo borrifados na placa 5 puL
das amostras de folhas e 10 pL das amostras de galhos. Utilizaram-se placas cromatograficas
cortadas de 5 cm de altura por 16 cm de comprimento e com a adigdo da amostra a partir da
aplicacdo automatica foram produzidas bandas de 1 cm, com distancias entre amostras de 0,86
cm. As fracOes hexanicas foram analisadas a partir da revelagdo na luz branca, nos

comprimentos de onda de 254 e 366 nm, vanilina sulfarica e Dragendorff (figura 15).

Apos a placa ser eluida, foram evidenciadas na luz branca a formacdo de manchas
apenas para as amostras de folhas de todas as especies, sendo assim observados sete rf’s
semelhantes (0,15; 0,23; 0,32; 0,35; 0,42; 0,47 e 0,56), com coloracdes que variaram entre
amarelo e verde. A amostra de folhas de Aniba ferrea (niUmero 5 na placa) foi a Unica que

apresentou diferenca, correspondente a uma mancha amarela no rf: 0,84.
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Na placa revelada no UV no comprimento de onda de 254 nm, as substancias foram
reveladas com coloragdo preta. Nessa placa foi notdvel a semelhanca das amostras de folhas,
como pode ser constatado na placa pelos valores de rfs: 0,12; 0,24; 0,32; 0,44; 0,56 e 0,58. As
amostras correspondentes a parte dos galhos possuiram diferenciados rfs (0,13; 0,15; 0,18; 0,67;
0,68). As amostras que se destacaram foram pertencentes a espécie A. parviflora (folhas e
galhos), na qual observa-se perfis diferenciados, aléem da presenca de trés substancias

majoritarias (0,13; 0,15; 0,18) (figura 15).

Na terceira placa revelada no UV no comprimento de onda de 366 nm pode-se observar
mais substancias do que na placa em revelada em 254 nm. Nessa placa foi verificada a
semelhan¢a das amostras das folhas de diferentes espécies, com substancias de coloracéo
vermelha dada pelos rfs: 0,03; 0,25; 0,34; 0,38; 0,43; 0,48; 0,56 e 0,72. A substancia
correspondente ao rf 0,34 (vermelha) destaca-se por estar presente em todas as espécies e pode
ser um dos marcadores desse género. As amostras de A. panurensis (folhas e galhos)
assemelham-se pelos rfs: 0,13; 0,17 e 0,34; e diferenciam-se pela presenga dos rf’s :0,38; 0,43;
0,48; 0,56 e 0,72 para a fracdo de folhas; e por uma mancha azul no rf 0,59 para a amostra de
galhos. As amostras de A. roseadora apresentaram perfis diferentes, como poder ser observado
pelos rfs: 0,26; 0,55 e 0,59; que possuem coloragédo azul e vermelha, na qual as substancias de
coloracéo azul n&o s&o visualizadas nas fragdes hexanicas das folhas. As amostras de A. ferrea
diferiram pela substancia localizada no rf 0,55 dos galhos. As amostras de A. parviflora
assemelham-se pelos rf’s 0,34 ¢ 0,38; e diferenciaram pelos rf: 0,14; 0,43; 0,48; 0,56 e 0,72,

presente nas folhas; e para os galhos em relacéo aos rf: 0,13; 0,18 e 0,60.

A placa cromatografica revelada em vanilina sulfdrica apresentou uma substancia de
cor roxa que pode ser um marcador quimico das espécies de Aniba, pois encontra-se presente
em todas as fragOes no rf: 0,47, com a mesma coloragdo roxa. As fracGes das folhas de A.

parviflora diferenciaram-se muito das outras espécies (A. panurensis, A. roseadora e A. ferrea)
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que tiveram perfil mais parecido. A semelhanca entre as trés espécies (spots: 1, 3 e 5) sdo
relacionadas aos rfs: 0,41 (amarelo); 0,47 (roxo); 0,55 (verde); 0,70 (rosa); 0,81 (roxo); 0,85
(roxo). Para as folhas da espécie A. parviflora foi observada a presenca de duas substancias (rfs:
0,47 e 0,55) semelhantes as outras espécies (spots: 1, 2 e 3). A espécie A. panurensis distinguiu-
se das outras espécies pelas substancias que estdo ambas as partes da planta, que possuem rfs:
0,11 (amarelo queimado) e 0,26 (verde). A espécies A. roseadora sdo bem semelhantes e
caracterizando-se pelos rfs: 0,09 (cinza) e 0,23 (cinza). As amostras de A. ferrea ndo possuiram
muitas semelhangas, diferenciando-se pelas substéncias que estdo no intervalo de rf de 0,40-
0,20. A principal diferenca observada entre as amostras de folhas e galhos de A. parviflora
corresponde aos majoritarios observados nessas fracdes, na qual observa-se a presenca de uma
substancia em ambas as amostras com rf de 0,14 de coloracéo preta e os galhos revelaram outra

substancia em 0,18 com coloragéo (verde musgo).

Como pode ser observado na figura 15, na placa revelada em dragendorff, confirma-se
a presenca de alcaloides nas folhas e galhos de A. parviflora, que se diferenciam pois para as

folhas hé apenas um rf (0,15) e, para os galhos, dois rf’s (0,13 e 0,18).



Luz branca
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366 nm

Eluente: 7:3 HEX/AcOEt
Amostras:

1- Fracao em hexano das folhas de 4. panurensis;
2- Fragao em hexano dos galhos de 4. panurensis:;
3- Fragao em hexano das folhas de A. roseadora;
4- Fracao em hexano dos galhos de A. roseadora;
5- Fracao em hexano das folhas de 4. ferrea:

6- Fracao em hexano dos galhos de A. ferrea:

7- Fragdo em hexano das folhas de A. parviflora;
8- Fracao em hexano dos galhos de A. parviflora:
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Figura 15 - Placas das frages hexanicas da particdo em microescala.
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5.1.3.2 Andlise das fracdes metandlicas

As amostras correspondentes as fragcdes metandlicas da particdo em microescala foram
analisadas por HPTLC. Essas amostras foram preparadas na concentracdo de 4 mg/mL, sendo
borrifados 10 pL das amostras de galhos e folhas. Utilizou-se placas cromatogréficas cortadas
5 c¢cm de altura por 16 cm de comprimento e com a adi¢cdo da amostra a partir da aplicacéo

automatica, sendo produzidas bandas de 1 cm com distancia entre amostras de 0,86 cm.

Na placa revelada no UV no comprimento de onda de 254 nm (figura 16) foram
observadas apenas semelhancas entre as fragdes metanolicas dos galhos e folhas de cada
espécie. Os rfs 0,81 e 0,90 sdo comuns para folhas e galhos de A. panurensis. Outros rfs, como:
0,09; 0,35; 0,58 podem ser observados nas folhas e ndo sdo observados na amostra dos galhos.
Os rfs: 0,23; 0,42; 0,68; 0,72 e 0,80 sdo comuns para folhas e galhos de A. roseadora; para a
parte das folhas h4 uma substancia (rf 0,60) que ndo é observada nos extratos de galhos. Em
relacdo as amostras de A. ferrea, ndo pode ser obtida muita informacéo, pois sé sdo evidenciadas
algumas substancias para as folhas dessa amostra, que contém rfs: 0,09; 0,13; 0,60 e 0,81. As
amostras de A. parviflora apresentaram o rf 0,89 em comum, diferenciando-se apenas pelas

manchas em 0,60 e 0,75.

A partir da placa revelada no UV no comprimento de onda 366 nm podem ser
visualizadas as manchas nos rf’s 0,06; 0,15 e 0,77 que sdo comuns em todos as fragdes
metanolicas. As amostras de A. panurensis (1 e 2) assemelham-se pela substancia majoritaria
que esta localizada no rf 0,89. A amostra de folhas de A. panurensis diferenciou-se pela
presenca de um maior nimero de substéncias e com diferentes cores nos rf: 0,53; 0,58; 0,62;
0,67; 0,71; 0,81 e 0,97. As amostras de A. roseadora de folhas e galhos (3 e 4) se diferenciam
pelas manchas no rfs 0,60 e 0,81 para as folhas e o rf 0,57 para os galhos; nos rfs 0,66; 0,72 e

0,81 observa-se manchas que ndo absorvem bem nesse comprimento de onda. As amostras de
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A. ferrea se diferenciam pelas manchas nos rfs: 0,10; 0,67; 0,71 e 0,81. As amostras de A.
parviflora distinguiram-se pelas manchas nos rf’s 0,61; 0,67; 0,71 ¢ 0,84; assemelhando-se

pelos rf: 0,33; 0,53; 0,91; 0,97 (figura 16).

Na terceira placa, revelada em vanilina sulfirica, as amostras de A. panurensis
demonstraram ter substancias com os mesmos rfs e coloracgéo, tais como: 0,10; 0,52; 0,75 e
0,90. As amostras de A. roseadora assemelham-se pelos rfs 0,23; 0, 66 e 0,72; diferenciaram-
se pelas substancias em 0,81 (fragOes das folhas) e 0,60 (fragbes dos galhos). As amostras de
A. parviflora se assemelharam pelas manchas 0,23 e 0,89 e diferenciaram pelas manchas em

0,34 e 0,60 que estdo presentes nas folhas.

A Ultima placa revelada em Dragendorff confirma a presenca de alcaloides para todas
as espécies. Observa-se a presencga de alcaloides entre os rf’s 0,8-0,9, entre outros que ficaram
retidos na base por serem mais polares. Para as folhas e galhos de A. panurensis foi observada
a presenca de um alcaloide em 0,83 que esta presente em ambas as partes. E em 0,87 também
foi revelado outro alcaloide, que s6 foi observado para as folhas dessa espécie. Além disso, foi

detectado um alcaloide em ambas as partes das amostras de A. parviflora, no rf 0,88.

Esse estudo do perfil cromatografico é essencial para compor a descri¢cdo da composi¢do
guimica dos extratos de Aniba, que sera complementado com o isolamento dos padrdes mais
importantes, por meio da observacdo das substancias principais, caracterizados pelos rf mais

comuns nos extratos, direciona-se o processo de isolamento apresentado a seguir.



366 nm

Eluente: 8:2 DCM/MeOH
Amostras:

1- Fragao em metanol das
folhas de A. panurensis:
2- Fracao em metanol dos
galhos de A. panurensis:;
3- Fracao em metanol das
folhas de 4. roseadora:
4- Fracao em metanol dos
galhos de A. roseadora:
5- Fracao em metanol das
folhas de A. ferrea:

6- Fragdao em metanol dos
galhos de A. ferrea;

7- Fracao em metanol das
folhas de 4. parviflora:
8- Fracao em metanol dos
galhos de 4. parviflora.

Figura 16 - Placas das fracdes metandlicas da particdo em microescala.

58



59

5.1.4 Caracterizacao do perfil espectrométrico das espécies de Aniba

A caracterizacdo do perfil espectrométrico foi desenvolvida a partir da anélise das
fragdes metanolicas das espécies de Aniba no modo positivo e negativo, utilizando fonte de
ionizacdo ESI. Essa andlise foi dividida na caraterizagdo do perfil alcaloidico e do perfil

flavonoidico, assim comparando os dados obtidos com o que ja foi relatado para o género.

5.1.4.1 Perfil alcaloidico

A caracterizacdo espectrométrica do perfil alcaloidico foi desenvolvido por meio da
analise das fracdes metanolicas no modo positivo pela fonte ESI. O uso da fonte no modo
positivo pode ser justificado pelas caracteristicas da classe da substancia que se deseja detectar,
como € o caso dos alcaloides, que sdo moléculas com caracteristica basica, devido a presenca

do nitrogénio.

Apbs as analises de EM-ESI no modo positivo os dados foram tabelados e comparados
com o que ja foi descrito para o género de Aniba. A faixa de deteccdo dos alcaloides de Aniba
foi de 200-450 Da, dado obtido ap6s a construcdo da tabela com as substancias ja relatadas na
literatura para o género. As fracGes metandlicas analisadas por espectrometria de massas foram

resultantes das particdes em microescala, na qual foram obtidas fracGes desengraxadas.

Na tabela 10, que foi gerada com os dados espectrométricos (anexo 1), podem ser
observados os dados relacionados a intensidade (%), a razdo massa carga m/z (M+H), o nome
das possiveis estruturas e as espécies que j& foram relatadas com a presenca dessa substancia,

além da sua respectiva referéncia.

Os primeiros dados observados na tabela 10 séo dos ions detectados para os extratos
desengraxados de folhas e galhos de A. panurensis. Comparando os dados, observa-se a

presenca dos ions de m/z 424, 330, 328, 312 e 300 em ambas as partes da planta, sendo
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importante destacar que eles foram mais intensos na fracdo que corresponde aos galhos e o ion
mais intenso de ambas as amostras foi 0 m/z 330. Essas amostras diferenciaram-se pelos ions
menos intensos detectados na fracdo de galhos na faixa de m/z 204-298 e o pelo ion m/z 305. O
ion de m/z 424 pode corresponder a anibamina, que ja foi isolada do tronco de A. panurensis e
ja foi descrita com atividade antimicrobiana (KLAUSMEYER et al., 2004). No trabalho de
dissertacdo de Souza (2014) foi detectado apenas o ion de m/z 330 para a fracdo alcaloidica das

folhas de A. panurensis.

Comparando os dados espectrométricos de A. roseadora, que encontram-se descritos na
tabela 10, observa-se a presenca dos ions de m/z 204, 256, 270, 288, 298, 300, 312, 328, 330 e
424 em ambas as partes da planta, na qual os ions mais intensos sdo de m/z 204 e 330. Os ions
204, 244 e 330 j& foram descritos anteriormente para o tronco dessa espécie em outros trabalhos
(MORS etal., 1957; CORREA et al., 1975; FERREIRA et al.,1980). A amostra correspondente
as folhas diferenciou-se pela presenca dos ions m/z 272 e o0 296, ja a amostra de galhos pela

presenca do ion m/z 282.

Na tese de Custodio (2013) foi desenvolvido um estudo com fragdes alcaloidicas dos
galhos da espécie A. roseadora, nesse trabalho foram detectados os ions m/z 204 (anibina), 286
(coclaurina), 300 (N-metilcoclaurina), 314 (norboldina), 328 (boldina), 330 (reticulina); além
disso, esses ions foram confirmados por comparacdo do perfil de fragmentacdo. Dessas
estruturas, a da anibina (m/z 204) foi a Unica isolada da fracdo alcaloidica e confirmada pelos

dados de RMN de 3C e H.

Na mesma tabela pode-se verificar o perfil da espécie A. ferrea, em que pode-se destacar
a presenca dos ions m/z 330, 300 e 328 em ambas as partes da planta, onde o ion mais intenso
é 0 m/z 330. Essas amostras diferenciaram-se pelos ions na faixa de m/z 204-298, 305 e 312

detectado para os galhos. Os ions 330, 300 e 328 ja tinham sido detectados nas fracGes



61

alcaloidicas dos galhos de A. ferrea no estudo de dissertagdo Souza (2014), além de serem
isolados os ions 330 e 328, que foram identificados por meio de dados de RMN de *H como

reticulina e laurotetanina, respectivamente.

A Ultima espécie analisada foi de A. parviflora, nessas amostras constatou-se a presenca
dos mesmos ions m/z 330, 328 e 300 em ambas as partes da planta, onde o ion mais intenso foi
o de m/z 330. A diferenca observada entres as amostras de A. parviflora, correspondeu aos ions
presentes nos galhos da espécie, tais como: m/z 256 e 424. As massas correspondentes aos ions
m/z 330 e 300 ja foram detectadas em trabalhos anteriores, como na dissertacdo de Souza

(2014), que foi estudada apenas a fragdo dos galhos de A. parviflora.

Com base nos dados espectrométicos obtidos para as quatro espécies de Aniba, os ions
que foram observados mais vezes nesses extratos foram: 330, 300 e 328. O ion de maior
intensidade que esta presente em todas as amostras correspondeu ao ion m/z 330, que pode ser
relacionado a reticulina. O segundo ion de maior intensidade mais abundante nas espécies é o
ion m/z 300, que pode corresponder a trés moléculas: N- metilcoclaurina, R-(+)-noranicanina e
a (+)-canelillina. O terceiro ion mais comum nas espécies foi 0 m/z 328 pode estar associado ao

alcaloide isoboldina.

Comparando as diferentes partes das espécies, observa-se que os galhos apresentaram
as maiores intensidades de 80-100% para o ion 330, 13-35% para o ion 328 e 20-40% para 0
ion 300, quando comparado com a parte das folhas que tiveram as menores intensidade para

ions de m/z 330 (17-76%), 328 (7-11%) e 300 (5-22%).



62

Espécie P;gﬁtga Intensidade (%) m/z (M+H) Estrutura Espécie Referéncia
N-metilcoclaurina A muca Bravo (1996)
7,72 300, 22 (R)-(+)-noranicanina A éanelilla Oger (1992)
(+)-canelillina ' Oger (1993)
5,53 312,38 (”)'mg”'ba‘.‘ga”'”a. A. canelilla Oger (1993)
Folhas (+)-pseudoanibacanina
5,14 328,24 Isoboldina A. muca Bravo (1996)
- A. muca Bravo (1996)
44,70 330,24 Reticulina A. roseadora Ferreira (1980)
5,52 424,45 Anibamina A. panurensis Klausmeyer (2004)
5,16 204,05 Anibina A. roseadora Mors (1957)
A. fragrans
8,4 244 41 Duckeina A. roseadora Correa (1975)
8,75 256,26 Riparina | A. riparia Barbosa-Filho (1987)
Aniba panurensis 7,34 270,16 (-)-norcanelillina A. canelilla Oger (1993)
8,07 272,18 Riparina Il A. riparia Barbosa-Filho (1987)
11,51 282,04 Anicanina A. canelilla Oger (1993)
16,22 288,22 Riparina 11l A. riparia Barbosa-Filho (1987)
Galhos (-)-a-8-metilpseudoanibacanina
8,85 296,15 (-)-B-8-metilpseudoanibacanina A. canelilla Oger (1993)
(-)-a-8-methylanibacanina
10,2 298,19 canelillinoxina A. canellila Oger (1993)
(-)-anibacanina
N-metilcoclaurina A muca Bravo (1996)
40,84 300,20 (R)-(+)-noranicanina A (;anelilla Oger (1992)
(+)-canelillina ' Oger (1993)
7,52 305,25 Cecilina A. santalodora Ducke Aguiar (1980)
22,34 312,17 (+)-manibacanina A. canelilla Oger (1993)

(+)-pseudoanibacanina
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35,26 328,22 Isoboldina A. muca Bravo (1996)
- A. muca Bravo (1996)
82,95 330,18 Reticulina A. roseadora Ferreira (1980)
6,08 424,34 Anibamina A. panurensis Klausmeyer (2004)
56,86 204,09 Anibina A. roseadora Mors (1957)
A. fragrans
8,39 244,16 Duckeina A. roseadora Correa (1975)
8,07 256,07 Riparina | A. riparia Barbosa-Filho (1987)
10,81 270,17 (-)-norcanelillina A. canelilla Oger (1993)
8,87 272,02 Riparina Il A. riparia Barbosa-Filho (1987)
5,39 288,21 Riparina Ill A. riparia Barbosa-Filho (1987)
(-)-a-8-metilpseudoanibacanina
8,44 296,04 (-)-B-8-metilpseudoanibacanina A. canelilla Oger (1993)
Folhas (-)-a-8-methylanibacanina
10,56 208,22 Canelillinoxina A. canelilla Oger (1993)
) (-)-anibacanina
Aniba roseadora N-metilcoclaurina A muca Bravo (1996)
7,14 300,35 (R)-(+)-noranicanina A éanelilla Oger (1992)
(+)-canelillina ' Oger (1993)
(+)-manibacanina .
5,39 312,24 (+)-pseudoanibacanina A. canelilla Oger (1993)
9,61 328,09 Isoboldina A. muca Bravo (1996)
- A. muca Bravo (1996)
76,79 330,22 Reticulina A. roseadora Ferreira (1980)
16,39 424,20 Anibamina A. panurensis Klausmeyer (2004)
51,36 204,09 Anibina A. roseadora Mors (1957)
A. fragrans
Galhos 7,41 256,25 Riparina | A. riparia Barbosa-Filho (1987)
6,71 270,29 (-)-norcanelillina A. canelilla Oger (1993)
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6,18 282,16 Anicanina A. canelilla Oger (1993)
8,44 288,31 Riparina 1 A. riparia Barbosa-Filho (1987)
6,47 208,27 Canelillinoxina A. canelilla Oger (1993)
(-)-anibacanina
N-metilcoclaurina A muca Bravo (1996)
20,99 300,26 (R)-(+)-noranicanina A (;anelilla Oger (1992)
(+)-canelillina ' Oger (1993)
(+)-manibacanina .
6,33 312,33 (+)-pseudoanibacanina A. canelilla Oger (1993)
30,34 328,18 Isoboldina A. muca Bravo (1996)
- A. muca Bravo (1996)
93,07 330,22 Reticulina A. roseadora Ferreira (1980)
11,07 424,23 Anibamina A. panurensis Klausmeyer (2004)
N-metilcoclaurina A muca Bravo (1996)
22,97 300,19 (R)-(+)-noranicanina A éanelilla Oger (1992)
h (+)-canelillina ' Oger (1993)
Folhas 10,96 328,20 Isoboldina A. muca Bravo (1996)
- A. muca Bravo (1996)
47,76 330,22 Reticulina A. roseadora Ferreira (1980)
6,56 204,14 Anibina A. roseadora Mors (1957)
A. fragrans
5,47 244 23 Duckeina A. roseadora Correa (1975)
Aniba f . . .
niba ferrea 6,69 256,23 Riparina | A. riparia Barbosa-Filho (1987)
9,77 270,35 (-)-norcanelillina A. canelilla Oger (1993)
Galhos 5,84 272,30 Riparina Il A. riparia Barbosa-Filho (1987)
6,86 288,26 Riparina 11l A. riparia Barbosa-Filho (1987)
(-)-a-8-metilpseudoanibacanina
5,26 296,23 (-)-p-8-metilpseudoanibacanina A. canelilla Oger (1993)
(-)-a-8-methylanibacanina
11,63 298,26 Canelillinoxina A. canelilla Oger (1993)
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(-)-anibacanina

N-metilcoclaurina A muca Bravo (1996)

40,42 300,22 (R)-(+)-noranicanina A éanelilla Oger (1992)

(+)-canelillina ' Oger (1993)

6,32 305,25 Cecilina A. santalodora Ducke Aguiar (1980)

(+)-manibacanina .

8,43 312,33 (+)-pseudoanibacanina A. canelilla Oger (1993)

15,32 328,21 Isoboldina A. muca Bravo (1996)

- A. muca Bravo (1996)
100,00 330,22 Reticulina A. roseadora Ferreira (1980)
N-metilcoclaurina A muca Bravo (1996)

11,78 300,15 (R)-(+)-noranicanina A (;anelilla Oger (1992)

i (+)-canelillina ' Oger (1993)
Folhas 2,96 328,17 Isoboldina A. muca Bravo (1996)
- A. muca Bravo (1996)
17,17 330,21 Reticulina A. roseadora Ferreira (1980)

] ] 9,74 256,16 Riparina | A. riparia Barbosa-Filho (1987)
Aniba parviflora . .

N-metilcoclaurina A muca Bravo (1996)

22,86 300,2 (R)-(+)-noranicanina A éanelilla Oger (1992)

h (+)-canelillina ' Oger (1993)
Galhos 13,26 328,17 Isoboldina A. muca Bravo (1996)
- A. muca Bravo (1996)
100 330,19 Reticulina A. roseadora Ferreira (1980)

5,82 424,31 Anibamina A. panurensis Klausmeyer (2004)

Tabela 10 - Dados espectrométricos obtidos das espécies de Aniba em comparagdo com dados de alcaloides da literatura.



66

5.1.4.1.1 Proposta de fragmentacgéo dos principais alcaloides detectados

A partir dos dados espectrométricos obtidos (anexo 2), selecionou-se os principais ions
para a fragmentacdo e dessa forma realizar a confirmagdo de suas estruturas por meio de

comparacdo com dados da literatura. Os fragmentos principais podem ser observados na tabela

11.
Espécies Parte daplanta  fon [M+H]* Fragmentagao

ms2 ms3
330 192 177
Folhas 300 269 175
i 328 297 265
A. panurensis 230 o =
Galhos 300 269 175
328 297 265
330 192 177

Folhas 300 269
A. roseadora 328 297 265
330 192 177
Galhos 300 269 175
328 311 206
330 192 177
Folhas 300 269 175
328 311 296
A. ferrea 30 = %
Galhos 300 269 175
328 313 298
330 192 177
Folhas 300 269 143

i 328 311
A. parviflora 0 " -
Galhos 300 269 175
328 311 296

Tabela 11 - Dados espectrométricos de fragmentagdo (ms2 e ms3) dos principais ions detectados nas espécies de
Aniba.

O ion m/z 330, que foi a principal massa detectada em todos as fragdes metanolicas, foi
compativel com alcaloide reticulina, substancia que ja foi descrita em outras especies como: A.
muca, A. roseadora e A. ferrea (BRAVO et al.,1996; FERREIRA et al., 1980; SOUZA, 2015).

Os ions ao serem fragmentados geraram os fragmentos observados na tabela 11, tais com m/z
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192 e 177, que sdo semelhantes aos descritos na literatura (SCHIMIDT et al., 2005; WU et al.,

2010).

Na figura 17 podem ser observadas as propostas de fragmentacdo do ion m/z 330. A
formagéo do fragmento m/z 299 deve-se a perda de 31 Da correspondente a metilamina
(NH2CHa). O ion m/z 192 (grupo benzilisoquinolina) é gerado pela perda de 138 Da (m/z 137
de CgHyO2 + m/z 1 de H), que € obtido a partir de uma reacdo de McLafferty, que envolve o
préton do nitrogénio do tetrahidroisoquinolina e o grupo substituinte benzila. Os fragmentos
m/z 137, 175 e 143, que sdo caracteristicos da reticulina podem ser gerados a partir do ion m/z

299 (SCHIMIDT et al., 2005).

A reticulina é um alcaloide verdadeiro derivado do aminoécido L-tirosina, pertencente
a subclasse dos benziltetrahidroisoquinolinicos, que sdo formados a partir da reacdo de
dopamina com o 4-hidroxifenilacetaldeido por meio de uma reacdo de Mannich, com reacGes
de N e O-metilacdo; e oxidacdo. A (S)-reticulina é precursor dos alcaloides aporfinicos,
protoberberinicos e benzofenantridinas, ja a (R)-reticulina possui uma distribuicao restrita e é

responsavel pela formacdo dos alcaloides da subclasse dos morfinanos (DEWICK, 2009)

Segundo o estudo quimiotaxondmico de Otto Gottlieb publicado em 1981, que tem
como titulo “Chemosystematics of Aniba”, os alcaloides benziltetrahidroisoquinolinicos foram
ditos como possiveis constituintes gerais do género, como € o caso da reticulina. Esse estudo
também destaca que o género tem uma simplicidade biossintética na producdo dos metabdlitos,

guando comparado com outros géneros de Lauraceae.
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Figura 17 - Proposta de fragmentacéo do ion m/z 330. Fonte: Schimidt et al., 2005.

O segundo ion mais detectado nas fragdes metandlicas foi de m/z 300, que apresentou
massa semelhantes a N-metilcoclaurina, alcaloide que ja foi descrito em A. muca (BRAVO et
al., 1996), a (R)-(+)-noranicanina e (+)-canellilina, que ja foram relatados para espécies A.
canellila (OGER et al., 1993). As diferencas das estruturas estdo relacionadas as posicoes de
oxidacgéo e metilacdo, como pode ser observado nas estruturas da figura 18, consequentemente
geram diferentes fragmentos. As diferencas consistem nas metilas ligadas ao nitrogénio e nas
O-metilacGes do nucleo tetrahidroisoquinolinico, além de diferentes posi¢cdes de hidroxilacdo

dos anéis benzilicos contendo substituicbes em meta e para.

a) b) c)
MeQ O ﬁ MeO S /\ MeO O ﬁ
HO “eue  meo | = "~i ho e
O HO | e HO O
HO == H

Figura 18 - Moléculas com m/z 300: a) N-metilcoclaurina, b) (R)-(+)-noranicanina e c) (+)-canellilina.

O ion m/z 300 ao ser fragmentado, gerou ions de m/z: 269, 175 e 143 que sdo

caracteristicos do alcaloide N-metilcoclaurina (SCHIMIDT et al., 2005). A formacdo do
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fragmento m/z 269 deve-se a perda de 31 Da correspondente a metilamina (NH2CHz), esse
fragmento exclui a possibilidade de ser a (R)-(+)-noranicanina, restando duas possibilidades. O
ion m/z 192 (grupo benzilisoquinolina) é gerado pela perda de 108 Da (m/z 107 de C7H70 + m/z
1 de H), que é obtido a partir de uma reacdo de McLafferty, que envolve o préton do nitrogénio
do tetrahidroisoquinolina e o grupo substituinte benzila. Os fragmentos m/z 107, 175 e 143, que
sdo caracteristicos da N-metilcoclaurina podem ser gerados a partir do ion m/z 269 (figura 19)

(SCHIMIDT et al., 2005).

A N-metilcoclaurina pertence ao grupo dos alcaloides verdadeiros derivado do
aminoacido L-tirosina, pertencente a subclasse dos benziltetrahidroisoquinolinicos, que sdo
formados a partir da reacdo de dopamina com o 4-hidroxifenilacetaldeido por meio de uma
reacdo de Mannich, com reagdes de N e O-metilagéo; e oxidagdo (DEWICK, 2009). A presenca
da N-metilcoclaurina esté associada a biossintese da reticulina, sendo assim um precursor. A
menor abundancia dessa substancia deve estar associada a utilizagdo da N-metilcoclaurina para

producéo da reticulina.

H3CO
O n
B —— + 1
=N g
HO "CH; Aot

mfz 192

HO m/fz 107

/7

H4CO
H +
v CH H,CO
NHCHj O : N
* H,CNH, HO |
e —_— = HHD+ L -
- 0
miz 300 miz 260 \ x|
= CH

Figura 19 - Proposta de fragmentacéo do ion de m/z 300. Fonte: Schimidt et al., 2005.
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O terceiro ion mais abundante foi 0 m/z 328, possui massa compativel com a isoboldina,

alcaloides que ja foi identificado na espécie A. muca (BRAVO et al., 1996). O ion de m/z 328

quando fragmentado, produziu os ions de m/z: 313, 311, 297, 298, 296 e 265, que a partir da

compacao com a literatura foi associado aos alcaloides isoboldina e laurotetanina (figura 20).

a) Meo

HO
HO

Me

MeO
OH

b) wmeo
N O
> MeO
MeO !

I
zZ
I

Figura 20 - Estruturas quimicas da isoboldina (2) e da laurotetanina (b).

A fragmentacdo do alcaloide isoboldina gera os ions de m/z: 297 e 265 (WU et al.,

2010), que foram fragmentos observados nas folhas de A. panurensis e A. roseadora, e nos

galhos de A. panurensis. O segundo perfil de fragmentacdo que gerou o ion m/z 311 com perda

de 17 Da (NHz), foi relacionado ao alcaloide aporfinicos laurotetanina (SOARES et al., 2015),

fragmento que foi observado nos galhos das espécies A. roseadora, A. ferrea e A. parviflora, e

nas folhas de A. ferrea e A. parviflora. A laurotetanina ja foi isolado nos galhos de A. ferrea no

trabalho de dissertacdo de mestrado de Souza (2014). As propostas de fragmentacdo para ambas

substancias podem ser observadas na figura 21.

2 ~
N o2 | ]
CT s Y o~ C7
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T \E{:-w P N
PN -H [ ” \\“5"? H H
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L H H ET P N
~ S -17 ou r Ve
m/z 328 31Da N

m/z 311 ou 297

Figura 21 - Proposta de fragmentacao do ion de m/z 328. Fonte: Stévigny et al., 2003.
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5.1.4.2 Perfil flavonoidico

O estudo espectrométrico das fracbes metandlicas com finalidade de detecgdo dos
flavonoides, constituiu a anélise das amostras metandlicas ionizadas no modo negativo pela
fonte ESI, devido a capacidade de melhor estabilizac&o por deslocamento eletronico pela perda

do proton.

Apos realizadas as analises de EM-ESI no modo negativo os dados foram tabelados e
comparados com o que ja foi descrito para o género de Aniba. A faixa de detec¢do dos
flavonoides de Aniba foi de 250-870 Da, dado obtido apds a construcdo da tabela com as
substancias ja relatadas na literatura do género. As fragdes metanodlicas analisadas por EM sdo

resultantes das particdes em microescala, na qual foram obtidas fragfes desengraxadas.

Na tabela 12, que foi gerada com os dados espectrométricos (anexo 3) podem ser
observados os dados relacionados a intensidade (%), a raz&do massa carga m/z (M-H), o nome
das possiveis estruturas e as espécies que ja foram relatadas com a presenca dessa substancia,

além da sua respectiva referéncia.

Analisando os dados tabelados verifica-se que para a espécie A. panurensis foram
detectados seis ions semelhantes para as duas partes estudadas, esses ions sdo de m/z: 283, 311,
315, 329, 359 e 863. Os ions mais abundantes correspondem as massas de m/z 329 (64%) para
as folhas e a m/z 311 (100%) para os galhos, que sdo 0s mais intensos e podem corresponder a
5-hidroxi-3,7,4’-trimethoxiflavona e 3, 5, 7 — tri-O-metilgalangina, respectivamente. A
substancia de m/z 329 ja foi isolada em A. species (ROSSI et al., 1997) e a de m/z 311 foi isolada

em A. riparia (FERNANDES et al., 1978).

O perfil espectrométrico de A. roseadora foi 0 mais simples, foram detectados poucos

ions. O ion de m/z 739 foi Unico ion comum e também foi 0 mais abundante para as folhas e
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para os galhos, com intensidades de 100% e 40%, respectivamente. Esse ion pode corresponder
ao flavonoide kaempferol-O-deoxihexose-O-deoxihexosehexoside, detectado na espécie A.
parviflora (GALAVERNA et al., 2015). Outro ion que foi semelhante em ambas as partes da
amostra foi a m/z 259, corresponde a um fendlico cotoina hidroxido (benzofenona Cs-C1-Ce)

que j& foi detectado nas folhas de A. roseadora (GALAVERNA et al., 2015).

A espécie A. ferrea apresentou um perfil semelhante para as amostras de folhas e galhos,
pois apresentou 0s mesmos ions em intensidades préximas, tais como: 255, 283, 311, 593, 739
e 863. Entre esses ions o0 de m/z 863 foi 0 mais abundante em ambas as partes da planta com
100% de intensidade, esse ion pode corresponder a procianidina trimer que ja foi detectada nas

folhas da espécie A. parviflora (GALAVERNA et al., 2015).

O estudo do perfil flavonoidico de A. parviflora demonstrou a presenca de seis ions
semelhantes para as folhas e galhos, esses ions sdo: 255, 283, 289, 311, 593 e 863. Dentre esses
ions, 0 mais intenso com valores de 67% e 55% correspondeu a m/z de 863, substancia que ja
foi detectada nas folhas dessa espécie, que € nomeada de procianidina trimer. Sete substancias
detectadas para a parte das folhas de A. parviflora ja haviam sido descritas para as folhas dessa
espécie, esses ions sao: 255 (pinocembrina), 289 (catequina), 593 (Kaempferol-O-rutinoside),
609 (hesperidina-7-rhamnoglucoside), 739 (kaempferol-O-deoxihexose-O-
deoxihexosehexoside),755 (Rhap-(1 /2)-[Rhap-(1 /6)]-Galp-(1/3)-O-quercetina) e 863
(GALAVERNA et al., 2015). As folhas e galhos diferenciaram-se pelos ions m/z 315, 401, 609,

739 e 755.

Comparando todas as espécies de Aniba, verifica-se que A. roseadora foi a mais
diferente das outras, distinguindo-se também pela intensidade do ion m/z 739. As espécies A.
panurensis, A. ferrea e A. parviflora assemelharam-se pela presenca de trés ions comuns de m/z
283 (Flavokawaina-B e lzalpinina), 311 (3, 5, 7 — tri-O-metilgalangina) e 863 (procianidina

trimer).
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Espécies  Parte da planta Intensidade (%) m/z (M-H) Espécie Referéncia
. . . Galaverna
18,97 255,50 Pinocembrina A. parviflora (2015)
Pinostrombina N (Fernandes,
8,32 269,48 (2S) — 5, 7 — di-O-metilpinocembrina A. riparia 1978)
flavokawaina-B . Fernandes
69,04 283,40 A. riparia (1978)
9,42 28536 (2R, 3R)-2,3-dihidro-3 5-dihidroxi-7-metoxiflavona /ji'ps;’ria Rossi (1997)
. Galaverna
8,21 289,36 A. parviflora (2015)
12 69 29934 (2R, 3R) — 5, 7 — di-O-metil pinobanksina A. riparia Fe(r1n9a7ngl)es
(2R, 3 R)-2,3-Dihidro-5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona A sp Rossi (1997)
18,38 301,42 Trihidroxi- metoxiflavana A sp Rossi (1997)
. . . L Fernandes
; 74,69 311,43 3, 5, 7 —tri-O-metilgalangina A. riparia
Aniba . Folhas _ _ _ (1978)
panurensis (2R, 3R)-2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-7,4’-
19,43 315,44 dimetoxiflavona A sp Rossi (1997)
3,5-dihidroxi-7,4’-dimethoxiflavona.
63,87 329,39 5-Hidroxi-3,7,4’-trimethoxiflavona A sp Rossi (1997)
29,72 359,42 6,7,3’.4’,5’-Pentametoxiflavana A sp Rossi (1997)
Combes,
10,27 389,36 A. roseadora 1970
10,63 401,36 5,7,8,3°,4°,5 — hexametoxiflavona A. species Ca(\iaglgg; te
25,99 593,22 Kaempferol-O-rutinoside A. parviflora G?;%Vl%r)na
18,19 609,39 Hesperidina-7-rhamnoglucoside A. parviflora G?Q%\ﬁr)na
26,73 739,37 kaempferol-O-deoxihexose-O-deoxihexosehexoside  A. parviflora Galaverna

(2015)
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11,39 755,38 Rhap-(1 /2)-[Rhap-(1 /6)]-Galp-(1/3)-O-quercetina  A. parviflora G?Q%vlzr)na
. . . Galaverna
12,19 863,54 Procianidina trimer A. parviflora (2015)
Flavokawaina-B L. Fernandes
43,37 283,41 Izalpinina A. riparia (1978)
100,00 311,41 3, 5, 7 —tri-O-metilgalangina A. riparia Fe(r1n9a7néj)es
(2R, 3R)-2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-7,4’-
5,69 315,43 dimetoxiflavona A.sp Rossi (1997)
Galhos 3,5-dihidroxi-7,4’-dimethoxiflavona.
21,47 329,40 5-Hidroxi-3,7,4’-trimethoxiflavona A.sp Yoshida
(1997)
13,18 359,40 6,7,3’,4’°,5’-Pentametoxiflavana A. sp Rossi (1997)
o . . Galaverna
9,83 863,26 Procianidina trimer A. parviflora (2015)
100,00 739,10 kaempferol-O-deoxihexose-O-deoxihexosehexoside  A. parviflora G?;%Vfg)na
Folhas
. . Galaverna
Aniba 18,95 755,04 Rhap-(1 /2)-[Rhap-(1 /6)]-Galp-(1/3)-O-quercetina  A. parviflora (2015)
roseadora 13,16 259,31 Cotoina hidroxido A. roseadora Galaverna
Galhos (2015)
40,21 739,11 Kaempferol-O-deoxihexose-O-deoxihexosehexoside  A. parviflora G?ézzl)vlzr)na
. . . Galaverna
9,16 255,46 Pinocembrina A. parviflora (2015)
Flavokawaina-B L Fernandes
7,20 283,52 Izalpinina A. riparia (1978)
Aniba . . . L Fernandes
ferrea Folhas 8,59 311,46 3, 5, 7 —tri-O-metilgalangina A. riparia (1978)
14,68 503,30 Kaempferol-O-rutinoside A. parviflora G?é%"leg)”a
6,00 739,35 Kaempferol-O-deoxihexose-O-deoxihexosehexoside  A. parviflora Galaverna

(2015)
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100,00 863,25 Procianidina trimer A. parviflora G?Q%vlzr)na
7,72 255,44 Pinocembrina A. parviflora Gg%vl%r)na
5,42 283,48 Fla\llfaklg\i,\rl]aili]r;a-B A riparia Fe(rlngaYngI)es
5,95 311,41 3, 5, 7 —tri-O-metilgalangina A. riparia Fernandes
Galhos (1978)
9,53 593,25 Kaempferol-O-rutinoside A. parviflora G?Q%vleg)na
5,59 739,08 Kaempferol-O-deoxihexose-O-deoxihexosehexoside  A. parviflora Gz(i;%vlegr)na
100,00 863,25 Procianidina trimer A. parviflora G?Q%vleg)na
12,26 255,48 Pinocembrina A. parviflora G?;%Vfg)na
10,89 283,52 szzsﬁgﬁx?fB A. riparia FiTS?ETS
6,77 289,31 Catequina A. parviflora G?;%vleSr)na
13,91 311,44 3,5, 7 —tri-O-metilgalangina A. riparia Fe(r1n9a7ng)es
Aniba 11,26 401,39 5,7,8,3’,4°,5° — hexametoxiflavona A. species Ca(\ggg;]te
parvifiora rolhes 9,83 593,40 kaempferol-O-rutinoside A. parviflora Gfé%vlegr)na
5,75 609,32 hesperidina-7-rhamnoglucoside A. parviflora Gg%vleSr)na
24,44 739,31 kaempferol-O-deoxihexose-O-deoxihexosehexoside  A. parviflora Gé%vlzr)na
6,77 755,37 Rhap-(1 /2)-[Rhap-(1 /6)]-Galp-(1/3)-O-quercetina  A. parviflora G?;%Vl%r)na
67,00 863,22 Procianidina trimer A. parviflora Galaverna

(2015)
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. . . Galaverna
5,46 255,49 Pinocembrina A. parviflora (2015)
Flavokawaina-B L Fernandes
7,55 283,51 Izalpinina A. riparia (1978)
. . Galaverna
8,31 289,31 Catequina A. parviflora (2015)
s 4> s . . Cavalcante
Galhos 24,46 311,40 5,7,8,3°,4°,5’ — hexametoxiflavona A. species (1982)
(2R, 3R)-2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-7,4’-
5,47 315,33 dimetoxiflavona A.sp Rossi (1997)
3,5-dihidroxi-7,4’-dimethoxiflavona.
517 593,30 Kaempferol-O-rutinoside A. parviflora Gg%vlef)r)na
. . . Galaverna
54,83 863,25 Procianidina trimer A. parviflora (2015)

Tabela 12 - Dados espectrométricos obtidos das espécies de Aniba em comparacdo com dados dos flavonoides da literatura.



77

5.1.4.2.1 Proposta de fragmentacgéo dos principais flavonoides detectados

A partir dos dados espectrométricos (anexo 4) obtidos, selecionou-se 0s principais ions
para a fragmentacdo e com isso realizar a confirmagdo de suas estruturas por meio de
comparacao com dados da literatura. Os ions selecionados para fragmentacao foram: 283, 311,
739 e 863, porém os ions m/z 739 e 863 ndo fragmentaram. A fragmentagdo dos ions pode ser

observada na tabela 13.

. - Fragmentacao
Espécies Parte da planta lon [M-H] g e ¢
283 239
A. panurensis olhes 311 183
P Salhos 283 239
311 183
Folhas 283 239
A. ferrea 311 183
' Galhos 283 169
311 183
2 1
Folhas 83 03
. 311 183
A. parviflora
Galhos 283 239
311 183

Tabela 13 - Dados espectrométricos de fragmentagdo (ms?) dos principais ions detectados nas espécies de Aniba.

Os ions que m/z 283 e 311, que foram fragmentados podem corresponder aos
flavonoides: flavokawina-B, izalpinina e 3,5,7-tri-O-metilgalangina. A flavokawaina possui
estrutura classificada, como chalcona; e a izalpinina e a 3,5,7-tri-O-metilgalangina, possuem
esqueletos caracteristicos da classe de flavonois. Como pode-se observar na figura 22, as
estruturas izalpinina e a 3,5,7-tri-O-metilgalangina diferenciam-se nas substituicbes das
posi¢cdes dos carbonos C-3 e C-5, na qual ha uma diferenca das O-metila¢fes, partindo da
estrutura da izalpina para a 3,5,7-tri-O-metilgalangina, sendo assim um indicio biossintético da
producdo desses esqueletos nas espécies. No artigo de Fernandes (1978), que apresenta como
titulo “Chemosystematic Implications of Flavonoids in Aniba riparia”, o autor faz uma

correlagéo dos flavonoides: flavokawina-B, izalpinina, 3,5,7-tri-O-metilgalangina, (2S)-5,7-di-
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O-metilpinocembrina e (2R, 3R) — 5, 7 — di-O-metil pinobanksina; como sendo provenientes

da mesma rota biossintética.

o = ~d
MeO OMe T ‘ MeO 0 T ‘ MeO O S ‘
‘ | ‘ CH | ‘ OMe
OH O| OH 0 OMe O
Flavokawaina-B |zalpinina 3,5,7-tri-O-metilgalangina
m/z 283 m/z 283 m/z 311

Figura 22 - Estruturas correlacionadas com os ions de m/z 283 e 311.

Com os dados de fragmentacdo, observa-se os mesmos fragmentos para o ion m/z 311
nas trés espécies (A. panurensis, A. ferrea e A. parviflora), que por apresentar o mesmo perfil
de fragmentacao pode corresponder a mesma molécula; a 3,5,7-tri-O-metilgalangina, que ja foi
isolada em A. riparia e possui a mesma massa molecular (FERNANDES et al., 1978). A espécie

A. roseadora ndo apresentou nenhum dos dois ions (311 e 283) que foram fragmentados.

O segundo ion fragmentado m/z 283 apresentou 0 mesmo fragmento (m/z 239) para
todas as amostras correspondentes a parte de folhas e apenas para parte de galhos de A.
panurensis; ja em relacdo as outras amostras, observou-se fragmentos diferentes, de m/z 169
para os galhos de A. ferrea e 0 m/z 103 para os galhos de A. parviflora. O principal fragmento
observado (m/z 239) pode ser associado a perda de CO> (44 Da) do anel C do flavonol, podendo
estar relacionando a izalpinina (figura 23). Esse tipo de fragmentacg&o relacionando ao anel C
de flavondis, foi observado no trabalho de Fabre (2001), que faz um estudo de fragmentacéo de

agliconas de flavona, flavonol e flavanona.
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m/z 283
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Figura 23 - Proposta de fragmentacdo do ion 283.
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5.2 PARTE Il E 111 — Obtencéo e identificacdo dos padrdes

No processo de obtencdo dos padrGes de Aniba, foram realizadas parti¢des liquido-
liquido com maior quantidade dos extratos etanolicos, assim resultando em fragdes de baixa,
média e alta polaridade, que foram analisadas por CCD para sele¢do das amostras a serem
fracionadas. A partir dessas amostras, foram realizados os fracionamentos em coluna de fase
normal, assim obtendo os padrBes, que foram caracterizados por técnicas cromatograficas, e

elucidados pela unido das técnicas espectroscopicas e espectrométricas.

5.2.1 Particdo liquido-liquido larga escala

Os rendimentos das particdes em larga escala estdo localizados na tabela 14. A partir
desses valores, verifica-se que os maiores rendimentos foram obtidos nas fracdes metanolicas
com porcentagens de 48-89%, exceto para as amostras de folhas de A. panurensis e A.
parviflora, que tiveram as maiores porcentagens para a fracdo hexanica. Os rendimentos
correspondentes as fragdes em diclorometano foram medianos, com porcentagens de 20-37%,
diferenciando apenas para as fracdes de media polaridade de A. ferrea, em que foram obtidas

porcentagens mais baixas, de 5-10%.

Os perfis cromatograficos das fracdes em CCD podem ser observados nas figuras 24 e
25. Os extratos foram preparados nas concentragdes de 20 mg/mL e as fracbes em 10 mg/mL,
sendo aplicado 5 puL em cada spot. Foram utilizadas placas cromatogréficas cortadas com 5 cm
de altura por 4 cm de comprimento e para aplicacdo utilizou-se uma seringa de 20 pL
Hamilton®. As fragOes foram analisadas a partir da revelacdo nos comprimentos de onda 254
e 366 nm, vanilina sulfurica, Dragendorff (revelador de compostos alcaloidicos), cloreto férrico

(revelador de compostos fenolicos) e NP-PEG (revelador de compostos flavonoidicos).
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Amostra Rendimento
Massa (g) Porcentagem (%)
HEX 2,63 43,82
Folhas DCM 1,68 28,01
. . MeOH 0,93 15,45
Aniba panurensis HEX 129 21.42
Galhos DCM 1,67 27,83
MeOH 2,93 48,91
HEX 1,08 15,43
Folhas DCM 1,77 25,35
Aniba roseadora MeOH 3,90 55,66
HEX 0,91 12,99
Galhos DCM 2,62 37,40
MeOH 3,35 47,92
HEX 151 25,23
Folhas DCM 0,59 9,88
. MeOH 3,06 51,06
Aniba ferrea HEX 0.17 276
Galhos DCM 0,36 5,98
MeOH 5,38 89,61
HEX 2,00 33,26
Folhas DCM 1,25 20,82
. . MeOH 2,10 30,00
Aniba parviflora HEX 0.67 11.12
Galhos DCM 1,60 26,64
MeOH 2,98 49,71

Tabela 14 - Rendimento das fragBes da particdo com massa de 6 g de extrato.

A partir das placas, verifica-se que foi obtida uma boa separacdo para cada extrato
particionado, fato que pode ser evidenciado pelos diferentes rf’s das fracGes. Nessas placas
também podem ser visualizadas semelhancas entre os perfis de folhas e galhos das diferentes

espécies, como também a semelhanca entre as espécies.

Nas placas reveladas no UV nos comprimentos de onda de 254 nm e 366 nm, e em
vanilina sulfurica correspondentes as amostras de folhas e galhos de A. panurensis, observa-se
a presenca de substancias majoritarias nas fragdes em diclorometano no intervalo de rf de 0,65-
0,80, que podem ser visualizadas pelas coloracGes preta, azul e amarela, respectivamente. As
placas reveladas com Dragendorff, cloreto férrico e NP-PEG, evidenciam a presenca de
alcaloide, fendlicos e flavonoides nas fragdes em diclorometano e metanol. A fracdo em

diclorometano das folhas de A. panurensis distinguiu-se pela presenca de maior concentragéo
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de fendlicos e flavonoides, fato observado pelos rf’s 0,06; 0,13; 0,34; 0,42 de coloragdo marrom
na placa revelada com cloreto férrico e pelo rf 0,13, que teve a coloracdo amarela ressaltada no
comprimento de onda de 366 nm ao revelar com NP-PEG; ja a fragdo em diclorometano dos
galhos de A. panurensis apresentou quatro manchas laranjas (rf’s: 0,10; 0,40; 0,56; 0,67)

correspondentes a alcaloides.

As placas das andlises das parti¢des de folhas e galhos de A. roseadora, demonstram a
presenca substancias majoritarias no intervalo de rf de 0,17-0,62, que podem ser observadas
nas placas reveladas no comprimento de onda 254 nm, 366 nm e em vanilina sulfarica. As
fracGes em diclorometano se assemelharam quanto as substancias majoritarias, diferenciando-
se pela substancia no rf 0,17 de coloracdo amarela presente nas fragcGes de folhas, que é
observada na placa revelada com vanilina sulfirica. As placas reveladas com dragendorff,
cloreto férrico e NP-PEG, evidenciam a presenca de alcaloide, fendlicos e flavonoides em rf’s
semelhantes nas fragdes em diclorometano e metanol. As fragdes de ambas as partes de A.
roseadora em diclorometano apresentaram uma forte presenca de compostos fenélicos no
intervalo de rf de 0,12-0,38 e flavonoidicos no intervalo de rf de 0,14-0,80. Nas placas reveladas
com Dragendorff, observa-se nas fracoes em diclorometanos de A. roseadora a presenca de um

alcaloide no mesmo rf, de 0,57 em ambas as partes da planta.

A espécies A. ferrea apresentou um perfil mais complexo, quando comparada com as
outras espécies, porém pode-se observar semelhancas nas placas reveladas no UV nos
comprimentos de onda 254 e 366 nm, sendo de dificil visualizacdo da separacdo quando
reveladas em vanilina sulfarica. As placas reveladas com os reveladores especificos
Dragendorff, cloreto férrico e NP-PEG, também evidenciam a presenca de alcaloide, fendlicos
e flavonoides nas fragdes em diclorometano e metanol. Confirma-se a presenca de alcaloides
nas fragdes em diclorometano das folhas e galhos de A. ferrea, através da visualizag@o dos rf’s

0,07 e 0,49 para fragéo de folhas e rf 0,19 para a fragdo de galhos. Ambas as partes analisadas
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de A. ferrea apresentaram fendlicos, tais resultados sdo verificados nas fracBes em
diclorometano das folhas com manchas de coloragdes marrom nos rf’s 0,18; 0,32 ¢ 0,40 e para
os galhos nos rf” 0,11; 0,35 ¢ 0,46. A amostra em diclorometano das folhas apresentou uma
maior fluorescéncia para flavonoides quando comparada com a parte dos galhos das espécies,

este fato pode ser observado a partir dos rf’s 0,18 e 0,24, com cor laranja e amarela.

Na analise cromatografica das fracdes da particdo de folhas e galhos de A. parviflora é
possivel destacar a presenca de uma substancia majoritaria em ambas as partes analisadas, essa
substancia apresentou rf no intervalo de 0,80-0,90 nas fragcbes em hexano e diclorometano;
observou-se diferentes coloracfes dessa substancia nas placas reveladas no comprimento de
onda de 366 nm (cor vermelha e azul) e em vanilina sulfarica (cor preta e marrom), quando
comparada folhas e galhos. As placas reveladas com Dragendorff, cloreto férrico e NP-PEG,
evidenciam a presenca de alcaloide, fendlicos e flavonoides nas fragdes trés fracdes. As placas
de ambas as partes quando reveladas com Dragendorff, revelaram com coloracdo laranja as
substancias majoritarias observadas nos rf’s 0,80-0,90, assim caracterizando-se como
alcaloides. A fracdo em diclorometano das folhas de A. parviflora distinguiu-se pela presenca
de maior concentragdo de fendlicos e flavonoides, fato observado pelos rf’s 0,23 e 0,32 de
coloracdo marrom na placa revelada com cloreto férrico e pelo rf 0,16 e 0,26, que apresentou
as coloracdes laranja e amarela ressaltadas no comprimento de onda de 366 nm ao revelar com

NP-PEG.

Comparando todas a espécies analisadas pode-se confirma a presenca de compostos
alcaloidicos, fenolicos e flavonoidicos. As espécies A. panurensis, A. roseadora e A. parviflora
demonstraram ter perfis menos complexos do que a espécie A. ferrea. A espécie A. roseadora
distinguiu-se das outras devido a evidente concentragdo de compostos fenélicos, como é o caso
dos flavonoides em ambas as partes da planta. Outro fator importante evidenciado nessa analise,

é relativo a maior concentracdo de flavonoides nas folhas de todas as espécies quando
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comparadas com a parte dos galhos, essas substancias observadas nas folhas das espécies
analisadas possuem rf’s proximos (0,13-0,26), que contém coloracGes (laranja e amarelo)

semelhantes quando reveladas em NP-PEG, podendo corresponder as mesmas substancias.



Eluente: (9:1) CHCl;:MeOH

Amostras:

a)
b)

Folhas de A. panurensis;
Galhos de 4. panurensis;
Folhas de 4. roseadora;
Galhos de A4 roseadora.

Extrato;

Fragdo em hexano;
Fragdo em diclorometano;
Fragdo em metanol.

Reveladores:

1)
i)
ii1)
V)
v)

vi)

UV 254 nm;

UV 366 nm;
Vanilina sulfurica;
Dragendorft;
Cloreto férrico;
NP-PEG.

Figura 24 - Anélise cromatogréafica das fragdes de A. panurensis e A. roseadora das particbes em larga escala.
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Eluente: (9:1) CHCl;:MeOH

Amostras:

e)
f)

g)
h)

1)
2)
3)
4)

Folhas de A. ferrea;
Galhos de 4. ferrea;
Folhas de 4. parviflora;
Galhos de A4 parviflora.

Extrato;
Fragdo em hexano;

Fragdo em diclorometano;

Fragdo em metanol.

Reveladores:

1)
i)
iii)
v)
V)

Vi)

UV 254 nm;

UV 366 nm;
Vanilina sulftrica;
Dragendorff;
Cloreto férrico;
NP-PEG.

Figura 25 - Andlise cromatogréafica das fracGes de A. ferrea e A. parviflora das parti¢des em larga escala

86



87

5.2.2 Fracionamento e isolamento de Aniba panurensis (galhos)

O fracionamento em coluna da fracdo em diclorometano de galhos de A. panurensis
resultou em 22 fragOes, que foram analisadas por CCD e podem ser observadas na figura 26.
Apo6s analise por CCD, reuniu-se as fragdes semelhantes: 3a+4, 4a+5+5a, 6+6a+7,

11+12+13+14, 15+16+17.

A primeira substancia foi obtida da fracdo 3 da coluna, a qual passou por processo de
purificacdo por precipitagio em MeOH. A segunda substancia foi resultante da unido das
fragdes 3a+4, amostra que foi refracionada em placa preparativa e recristalizada em acetona. A
terceira substancia originou-se da unido das fracfes 4a+5+5a, que também foi refracionada em

placa preparativa e recristalizada em metanol.

Eluente: 7:3 DCM/AcOEt

Reveladores: UV 254 nm, UV 366 nm. Vanilina Sulfiirica e Dragendorff

Figura 26 - Placas da coluna em fase normal de galhos de A. panurensis.
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5.2.2.1 Substancia 1

A substéncia 1 foi obtida da fracdo 3 da CCFN realizada com a fracdo em diclorometano
dos galhos de A. panurensis. Essa substancia foi purificada por meio de precipitacdo em
metanol, dessa forma obteve-se 3,7 mg de um sélido branco. A substancia 1, foi analisada por
meio de métodos cromatogréficos, espectrométricos e espectroscopicos, como: CCD, EM e

RMN uni e bidimensional.

O perfil cromatogréfico e espectrométrico da substancia pode ser observado na figura
27. A substancia 1 apresentou rf 0,57 no sistema de elui¢éo da placa, com uma coloragdo mais
forte no comprimento de onda de UV 254 nm do que no UV 366 nm. Quando revelada com
vanilina sulfarica, exibiu uma coloragdo lilaz bem fraca e no Dragendorff apresentou coloragéo
preta, que ndo é indicativo de alcaloide. Essa molécula, quando analisada por espectrometria de
massas no modo positivo utilizando fonte de ionizacdo APCI, produziu o ion m/z 229, dado que
quando comparado com a literatura foi associada a uma estirilpirona ja isolada em outras
espécies de Aniba, como: A. firmula (QUEIROZ, 2009), 5,6-dehidrokawaina ou 4-metoxi-6-

[(E)-2-feniletanil]piran-2-ona (4-metoxi-6-trans-estiril-piran-2-ona).

Yesmin_17_08_MFLC1_170817122754 45862 RT. 0,71-075 AV:5 NL 1.00ES
T: TS + ¢ APC I corcna Full ms [150,00-1000,00]
2920

1004

204

| -

Relative Abundance
=}

& 403 5,6-dehidrokawaina
20]
Eluente: 8:2 CHCL,/AcOEt 201
Reveladores: UV 254 nm, UV 366 103 e
nm, vanilina sulfirica e dragendorff. Izmlxz‘l‘ 2 ?33.;4% |4|”“'?9. oo t28, T80 Ia‘BiOI‘ 709 Tedr swmer o4z emes
200 3200 400 200 800 700 800 200 1000

miz

Figura 27 - Perfil cromatografico e espectrométrico da substancia 1.
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O espectro de RMN de *H da substancia 1 (figura 28) apresentou informacdes da dupla
ligacdo dos carbonos C7-C8, na qual observa-se o hidrogénio H-7 em 6 6,59 (1H, d, J = 16,0
Hz), que se carateriza por uma configuracdo trans, gerando um sinal de um dubleto com
constante de acoplamento de 16 Hz, valor que se diferencia de uma ligagéo cis, que possuli
valor da constante de aproximadamente 10 Hz. A partir dos dados obtidos pelo mapa de
contornos de COSY (figura 29), pode-se confirmar o acoplamento vicinal dos hidrogénios da
ligacdo trans, H-7 (6 6,59) e H-8 (6 7,50). Outros sinais que podem ser observados nesse
espectro correspondem aos hidrogénios H-3 e H-5, pertencentes ao anel piranico e esses sinais
caracterizam-se pela formacdo de dubletos com deslocamentos em campos mais altos, sendo
eles: H-3 com 6 5,50 (1H, d, J = 2,2 Hz) e H-5 com & 5,95 (1H, d, J = 2,2 Hz). Além desses
sinais, verifica-se a presenca de um singleto intenso de hidrogénios de metoxila em & 3,83 (3H,
s) e sinais de aromaticos correspondentes aos hidrogénios H-10, H-11, H-12, H-13 e H-14, que

foram associados aos multipletos em 6 7,36 € 6 7,50.
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Os dados de RMN de *3C dessa substancia podem ser observados na tabela 15 e figura
30. Analisando os deslocamentos quimicos de RMN de 13C e comparando com o espectro de
DEPT 135 (figura 31), observa-se a auséncia de dois carbonos, um com 6 158,6, do anel
pirdnico (C-6), e outro com 6 135,2 (C-9), do anel aromético. Além desses deslocamentos,
observa-se a presenca de carbonos em campos mais baixos (desblindados), que também néo
séo observados no espectro de DEPT 135 e pertencem ao anel pirénico, tais como: 6 163,9,
pertencente a carbonila (C-2), e 0 6 171,0, correspondente ao C-4 ligado a metoxila. Outros
deslocamentos observados, sdo: & 55,9, que € caracteristico da regido de carbono de metoxila,
0s 6 127,4-129,4 que estdo localizados em regido de carbonos de aromaticos e o0s sinais
referentes aos sistemas de carbonos secundéarios do anel piranico (6 88,8 e 101,3) e da ligacdo

trans (6 118,6 e 135,8).
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Figura 30 - Espectros de RMN de *3C da substancia 1.
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Figura 31 - Espectros de DEPT da substancia 1.
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Figura 32 - Ampliagdes de trés regides do mapa de contornos de HMBC da substéncia 1.

Os dados obtidos por meio do mapa de contornos de HMBC (figura 32) confirmam as
posicdes dos deslocamentos dos carbonos (C-2 em 164,11, C-4 em 171,08 e C-6 em 158,66)
do anel piranico da molécula, pois os dados da literatura demonstram divergéncias nas reais
posi¢Oes dos carbonos com & 158, 164 e 171. Dessa forma, foram observados trabalhos
relacionando os carbonos: C-2 com & 158 ou 171; C-4 com & 164 ou 171 e C-6 com 6 158 ou
164 (ITOKAWA et al., 1981; QUEIROZ, 2009). As correlacbes de HMBC podem ser

observadas na figura 33 e na tabela 15.
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Figura 33 - Estrutura da substancia 1 com as correla¢des de HMBC.

A partir desses dados de RMN de H e de 3C, DEPT, COSY, HSQC e HMBC (anexo
5) a substancia isolada dos galhos de A. panurensis foi confirmada como 4-metoxi-6-[(E)-2-
feniletanil]piran-2-ona (4-metoxi-6-trans-estiril-piran-2-ona), mais conhecida como 5,6-
dehidrokawaina. Essa estirilpirona ja foi relatada anteriormente no género Aniba, nas espécies:

A. firmula, (GOTTLIEB et al., 1959), A. gardneri, A. permollis (REZENDE et al., 1971).

Além de ser isolada na familia Lauraceae, essa substancia ja foi obtida de outras
familias botanicas, como €é o caso da familia Piperaceae, especificamente na espécie Piper
methysticum, conhecida como Kawa-Kawa. P. methysticum é uma importante planta medicinal,
com atividades: ansiolitica, sedativa, anticonvulsivante, anestésica local, espasmolitica e
analgésica. Essas atividades séo correlacionadas as cavalactonas ou cavapironas, tais como:
langonina, metisticina, cavaina, desmetoxiangonina, dihidrocavaina e dihidrometisticina

(DEWICK, 2002).

Na espécie A. panurensis ja foram relatadas moléculas da mesma classe, como, por

exemplo  6-(E)-(3',4'-metilenodioxestiril)-2-pirona,  6-(E)-3',4'-dimetdxiestiril)-2-pirona
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(MOTIDOME, 1982) e 6-estiril-2-pirona (REZENDE et al., 2015). A 5,6-dehidrokawaina
isolada nesse trabalho, segundo relatos da literatura, possui Varios estudos quanto suas
atividades bioldgicas, tais como: efeito contra inflamacéo (CHOU et al., 2013), capacidade de
induzir CYP3A23 (MA et al., 2004), atividade antimal&rica moderada (MCCRAKEN et al.,

2012), atividade antifungica (TRAM et al., 2007) e atividade contra HIV (UPADHYAY et al.,

2011).
Dados experimentais Dados da Literatura
Posico do ;f(zg;\:lnl;z CDCls) (CDCI;)H -
C dc HMBC 6+
(ppm) multiplicidade; (Ppm) oc (ppm) multiplicidade;
J (Hz) J (Hz)
2 163,9 - 5,50; 6,59 158,5 -
3 88,8 5,50; d; 2,2 5,95 88,8 5,46; d; 2,0
4 171,0 - 3,83; 5,50; 5,95 171,0 -
5 101,3 5,95; d; 2,2 5,50; 6,59 101,3 5,94; d; 2,0
6 158,6 - 5,95; 6,59; 7,50 163,9 -
7 1186  6,59; d; 16,0 7,51; 5,95 118,5 6,48; d; 16,0
8 135,8 7,50; m 6,59; 7,39; 7,50 135,6 7,46; d; 16,0
9 135,2 - 7,39 135,1 -
10e 14 127,4 7,50; m 7,50; 7,36 127,4 7,30; m
12 129,4 7,36; m 7,50 129,3 7,30; m
11e13 128,9 7,36; m 7,39 128,8 7,30; m
OMe 55,9 3,83;s - 55,9 3,78;s

Tabela 15 - Dados de deslocamentos quimicos experimentais e da literatura (Itokawa et al., 1981) de RMN de *H,
13C e HMBC da substancia 1.
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5.2.2.2 Substancia 2

A substancia 2 foi obtida da fracdo 3a+4 da CCFN realizada com a amostra obtida em
diclorometano dos galhos de A. panurensis. Essa amostra foi fracionada em placa preparativa
utilizando o sistema de elui¢do 9,5:0,5 CHCI3/AcOEt (eluida por 2x) e revelada em UV 254 nm
e 366 nm para visualizacdo e separacdo das substancias presentes na placa. No processo de
purificagdo da substancia 2 foi realizado a cristalizagio e recristalizagdo em acetona, dessa
forma foram obtidos 7 mg de cristal amarelo. Essa substancia foi analisada por meio de métodos
cromatograficos, espectrométricos e espectroscépicos, como: CCD, EM e RMN uni e

bidimensional.

O perfil cromatogréfico e espectrométrico da substancia pode ser observado na figura
34. A substancia 2 apresentou rf 0,51 no sistema de eluicdo da placa, com uma intensa coloragéo
nos dois comprimentos de onda de UV (254 nm e UV 366 nm). Quando revelada com vanilina
sulfarica, exibiu uma cor amarela e no Dragendorff apresentou coloracdo preta, que ndo é
indicativo de alcaloide. Essa molécula, quando analisada por espectrometria de massas no modo
positivo utilizando fonte de ionizagdo APCI, produziu o ion m/z 273, dado que quando
comparado com a literatura foi associada a uma estirilpirona ja isolada em Aniba sp. (ROSSI,
et al., 1997), nomeada como, 4-metoxi-11,12-metilenodioxi-6-trans-estiril-piran-2-ona. No
espectro de fragmentacdo do ion m/z 273, observa-se os fragmentos correspondentes a perda de
28 Da (m/z 245), 32 Da (m/z 241) e 46 Da (m/z 227), valores que equivalem a perda de CO

(carbonila), OCHs3 (metoxila) e OCH20 (metilenodioxi).
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Figura 34 - Perfil cromatogréfico e espectrométrico da substancia 2.

O espectro de RMN de *H da substancia 2 (figura 35) apresentou semelhancas com a
substancia 1 (5,6-dehidrokawaina). Nesse espectro, observa-se a presenca dos hidrogénios da
dupla ligacdo dos carbonos C7-C8, na qual observa-se o hidrogénio H-7 com 6 6,40 (1H, d, J=
15,9 Hz) e o hidrogénio H-8 com 6 7,41 (1H, d, J = 15,9 Hz), que caraterizam-se por uma
configuracdo trans, gerando um sinal de um dubleto com constante iguais de acoplamento de
aproximadamente 16 Hz. Outros sinais que podem ser observados nesse espectro correspondem
aos hidrogénios H-3 e H-5, pertencentes ao anel piranico e esses sinais caracterizam-se pela
formagéo de dubletos em deslocamentos em campos mais altos, sendo eles: H-3 com 6 5,47
(1H, d, J = 2,2 Hz) e H-5 com & 5,89 (1H, d, J = 2,2 Hz). Pode ser também observado o sinal
caracteristico de metoxila com & 3,82 (3H, s). Essa molécula distinguiu-se pelos sinais dos
hidrogénios do metilenodioxi, com & 5,99 (2H, s); e pelos deslocamentos do anel benzénico,
que apresentou sinais bem definidos para os hidrogénios H-10, H-13 e H-14, possuindo 0s
seguintes deslocamentos: 6 7,01 (1H, d, J=1,6 Hz), 6 6,81 (1H, d, J =8,0 Hz) e 6 6,97 (1H, d,

J=8,0; 1,6 Hz). A comparacéo desses dados com a literatura pode ser observado na tabela 16.
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Figura 35 - Espectros de RMN de 1H da substancia 2 e as ampliacfes das areas.
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A partir do mapa de contornos de COSY (figura 36) da substancia 3 pode-se observar
trés acoplamentos, um relacionado aos hidrogénios H-7 (6 6,40) e H-8 (6 7,41) da ligacdo trans,
outro correspondente aos hidrogénios H-3 (6 5,47) e H-5 (3 5,89) pertencentes ao anel piranico
e 0 acoplamento dos hidrogénios H-13 (6 6,81) e H-14 (6 6,97), confirmando as posi¢Oes desses

hidrogénios.
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Figura 37 - Espectros de RMN de 3C da substancia 2.
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Figura 38 - Espectros de DEPT da substancia 2

Os dados de RMN de 13C (figura 37) dessa substancia podem ser observados na tabela
16. Analisando os deslocamentos quimicos de RMN de 13C e comparando com o espectro de
DEPT 135 (figura 38), observa-se a presenga de carbonos quaternarios, carbonilicos, metinicos

(CH), metilénicos (CH2) e metilicos (CHs). Em campos mais baixos do espectro de carbono,
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observa-se 0s sinais dos carbonos do anel piranico, de 6 171,1 (C-4), 6 164,1 (C-2) e 6 158,8

(C-6); além desses sinais nesse mesmo anel, tém-se os carbonos metinicos C-3 (5 88,5) e C-5

(6 100,7). Outros deslocamentos observados, sdo: 6 55,9, que é caracteristico da regido de

carbono de metoxilas; os 6 129,7 (C-9), 105,9 (C-10), 148,9 (C-11), 148,3 (C-12), 108,6 (C-

13) e 123,5 (C-14) foram associados aos carbonos do anel aromatico, na qual os carbonos C-11

e C-14 apresentam valores mais deslocados devido a ligacdo com o grupo metilenodioxi; além

desses deslocamentos, observa-se a presencga dos carbonos da ligagdo trans, com & 116,8 (C-7)

e 6 135,5 (C-8), e o carbono do metilenodioxi, com 6 101,4.
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Figura 39 - Ampliagdes das duas regifes do mapa de contornos de HMBC da substancia 2.

Os dados obtidos por meio do mapa de contornos de HMBC (figura 39) confirmam as

posicdes dos deslocamentos dos carbonos (C-2 em 164,12, C-4 em 171,18 e C-6 em 158,88)

do anel piranico da molécula, pois os dados da literatura divergem quanto as posicdes dos

carbonos C-2 e C-4, como por exemplo no artigo de Rossi (1997), associou 0 C-2 com § 171,1

e C-4 com 6 163,0; e 0 artigo de McCracken (2012), relacionou 0 C-2 com 6 164,0 e C-4 com

6 171,1. As correlagdes de HMBC podem ser observadas na tabela 16.
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A partir desses dados de RMN de tH e de 3C, DEPT, COSY, HSQC e HMQC (anexo
5) a substéncia isolada dos galhos de A. panurensis foi confirmada como 4-metoxi-11,12-
metilenodioxi-6-trans-estiril-piran-2-ona. Essa substancia ja foi isolada em Aniba sp. (ROSSI
et al., 1997) e também ja foi descrita com atividade antimalarica conta o parasita Plasmodium

falciparum, com ICs 5,6 UM (MCCRACKEN et al., 2012).

Figura 40 - Estrutura da substancia 2 com as correla¢des de HMBC.
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Dados experimentais
(500 MHz, CDClzs)

Dados da Literatura
(100 e 250 MHz, CDCl3)

Posicéo - :
doC dc on(PPm)  viBC e ppmyr O (PPM)
(ppm) multiplicidade; 5 (ppm) multiplicidade;
PP J (H2) H (PP J (Hz)P
2 1641 3 5.47: 6,40 1640 ;
3 885  547:d:22  3.82:589 885 547 d: 2.2
3.82:547;
4 171.1 ; o 171.1 ;
5 1007 589 d:22 3’82;42’_47; 100,7 5,89; d: 2,2
5,89:; 6,40;
6 1588 ; iy 1588 ;
7 1168 640:d:159 589 741 1168 6,40: d: 15,9
8 1355  7.41: d: 159 6’43;061'97; 1355 7.41: d: 15.9
6,40; 6,81;
9 1297 ; - 1297 ;
10 1059  7.01:d: 16 6’871;4?_97; 108,6 7.00:d: 1.5
5.99: 6,81;
11 1489 ] 97 701 1483 ]
5,99: 6,81;
12 1483 ; o7 701 148.9 ;
13 1086  681:d:80  697: 701 1059 6.80: d: 8,0
6,97; dd; 8,0; 6,81; 7,01;
14 1235 6 T 1235
OMe 559 3.82: s : 559 382 s
OCH:0 1014 5.99: s : 1014 599 s

Tabela 16 - Dados de deslocamentos quimicos experimentais e da literatura (3McCracken et al., 2012 e "Adam et
al., 1994) de RMN de *H, 3C e de HMBC da substancia 2.
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5.2.2.3 Substéncia 3

A substancia 3 foi obtida da fracdo 4a+5+5a da CCFN realizada com a amostra obtida
em diclorometano dos galhos de A. panurensis. Essa amostra foi fracionada em placa
preparativa utilizando o sistema de eluigdo (0,5:8,5:1,0) HEX/CHCIs/AcOEt (eluida por 3x) e
revelada em UV 254 nm e 366 nm para visualiza¢do e separacdo das substancias presentes na
placa. No processo de purificagdo da substancia 3 foi realizada a cristalizacdo e recristalizacao
em metanol, dessa forma foram obtidos 20 mg de cristal branco. Esse composto foi analisado
por meio de métodos cromatogréaficos, espectrométricos e espectroscopicos, como: CCD, EM
e RMN uni e bidimensional. O composto apresentou rf 0,57 no sistema de eluicdo da placa,
com uma coloragdo intensa nos comprimentos de onda de UV 254 nm e 366 nm, revelando uma
cor mais fraca de amarelo queimado em vanilina sulfarica e no dragendorff ficou com uma

coloracéo laranja.
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a0 | AV-TT-TM
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s ] [150,00-101
S 604 WeQ
_ 2 ] oMe
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1 <—
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.8 ] 53337 OMe
5 {19127 26136] 34054 39530 49037| |  |991.22 6p352 76581 81961 86508 96168
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2 ] 4518 RT 6
11 804 AVIATITM
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Eluente: 1:9 DCM/AcOEt 405
Reveladores: UV 254 nm, UV 366 21327
. . 204
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Figura 41 - Perfil cromatografico e espectrométrico da substancia 3.

O perfil cromatografico e espectrométrico da substancia pode ser observado na figura
41. Essa molécula quando analisada por espectrometria de massas no modo positivo utilizando
fonte de ionizagdo APCI produziu o ion m/z 289 e 577, que quando comparado com a literatura

foi associada a um dimero de uma estirilpirona ja isolada em outras espécies de Aniba sp.
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(ROSSI et al., 1997). Dessa forma, a substancia é um dimero que possui massa molecular 576

g/mol, sendo importante destacar que o ion de m/z 289 corresponde ao mondmero da molécula.

A substéancia 3 foi o principal ion observado nos espectros das fragdes metanolicas de
folhas e galhos da espécie A. panurensis da particdo em microescala, como pode ser observado
na figura 42. Os espectros no modo positivo por ionizagdo ESI diferenciam-se pela presenca do
ion m/z 599 quando comparados com a fonte APCI com ion m/z 577. Esse fato pode ser
justificado pela formacdo do aduto de sodio [M+23] gerando o ion m/z 599. Dessa forma, as
duas fontes evidenciaram a massa molecular de 576 g/mol como sendo a principal, podendo

este ion ser um dos marcadores da espécie.

577,27 NL: 420E3
100 2030 : :
] a) : 10_10_2017#623630 AT,
y 55126 TISTR2 AV BT:MMB £ ¢
g0 APClcomnaFullms
1 [150,00-1000,00]
] £4364
o] | oY e siee s o7t
2 200 NL: 400E3
g ] 10_10_2017#1081-1092 AT,
= ] 13441355 AV 12T TVG +
2 =04 CAPC| aorona Full ms
= ] 229,25 [150,00-1000,00]
£ ] 445 21 | 577,30 |,
E ] 163,30 297,37 : — lﬁﬂ 775,10 83481 892,93 96923
&= 100- 550 35 NL 25362
{¢) 27_09_2017#45-65 AT
] . 1,18-163 AV: 21 T MMS +¢
5] 3% 3 24 91251 ESI Full ms [100,00-1000 00]
] 615,33 '
] 16033 22 2843 |38 0, BT == 72228 7g500 827 20
00 [ 5027 NL: 368E2
1d) 27_09_2017T#72174 AT
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= 72227 : |
] s :
] 28481 s a7 SR64 | |EBS 78344 s7203 998,98
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Figura 42 - Perfil espectrométrico das fragdes metandlicas da espécie A. panurensis por meio de ionizagdo APCI
(a) folhas e b) galhos) e ESI (c) folhas e d) galhos) no modo positivo de ionizag&o.
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O espectro de RMN de *H da substancia 3 caracterizou-se pela presenca de alguns sinais

semelhantes com a substancia 1, porém observou-se alguns sinais a mais (figura 43).

[rei]

... Fhift i -0.01 ppw = -5,0013 Hz  WER-5L1-17 TASMIN 1 1 .F5.\3¥“¥E.I\T°F5.Pin3.-.513.1?\E?@.‘d.at.al:‘

NIR-5591-17 FASMIN 1 1 Ci\Brlﬂier\TopSpinE.Spl?\Examdata[‘

15

| T - T T ‘ T T T | T T ‘
. 4 2 [ppm]

Figura 43 - Sobreposicao dos espectros de RMN de *H da substancia 1 (vermelho) com a substancia 3 (azul).

Nesse espectro (figura 44), verifica-se a presenca de hidrogénio de dupla com
configuracdo trans, observados pelos sinais dos hidrogénios H-7’ e H-8’, com valores de 6 6,49
(1H,d, J=15,8 Hz) e 6,86 (1H, d, J = 15,8 Hz), respectivamente. Outros sinais observados
correspondem aos hidrogénios H-3, H-5 e H-3’ pertencentes aos dois aneis piranicos, assim
caracterizando-se pela formacao de sinais em regides de campos mais altos, tais como: H-3 com
85,34 (1H, d, J = 2,2 Hz), H-5 com & 5,91 (1H, d, J = 2,2 Hz) e H-3’ com & 5,30 (1H, s). Além
desses sinais, verifica-se a presenca de sinais de aromaticos em regiées de campo mais baixos,
em & 7-8 ppm. Os deslocamentos de & 3,34 (3H, s), 6 3,72 (3H, s), 8 3,87 (3H, s), 6 3,88 (3H,
s), 6 3,89 (3H, s) e 8 3,94 (3H, s), foram atribuidos as metoxilas dos anéis piranicos (6 3,34 ¢ &
3,72) e dos sistemas aromaticos (6 3,87-3,94). Os sinais referéntes aos hidrogénios H-5’, H-8 e
H-7 do anel do ciclobutano foram relacionados aos deslocamentos 6 3,58 (1H, d, J = 10,1 Hz),

§ 4,31 (1H, t, J = 10,2 Hz) e 5 4,07 (1H, d, J = 10,9 Hz).
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Figura 44 - Ampliagdo dos sinais do espectro de RMN de *H da substancia 3.
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Figura 45 - Mapa de contornos de COSY com ampliacéo da substancia 3.
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O mapa de contornos de COSY (figura 45) da substancia 3 mostra o acoplamento dos
hidrogénios, H-8 (6 4,31) com H-5" (6 3,58) e H-7 (6 4,07), assim confirmando que esses
hidrogénios fazem parte do ciclobutano. Nesse mapa, observa-se também a correlacéo fraca dos
hidrogésnios H-3 (6 5,34) com H-5 (5 5,91), que fazem parte do anel piranco; e outra correlacéo
observada é relacionada aos hidrogénios H-7" (6 6,49) com H-8” (5 6,86), que pertencem a

ligacdo trans da molécula.

MeO 13

Figura 46 - Estrutura quimica da substancia 3.

O espectro de RMN de 13C da substancia 3 caracterizou-se pela presenga de alguns sinais
semelhantes com a substancia 1, como, por exemplo, os sinais localizados em campos mais
baixos dos grupos carbonilicos e de carbonos ligados a grupo metoxilicos, sinais em regido de
aromaticos, e também em regiGes de cabonos de metoxilas. Porém observou-se alguns sinais

h& mais no espectro da substancia 3 (figura 47).
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Figura 47 - Espectro de RMN de 3C da substancia 3.

Os dados de RMN de 13C da substancia 3 podem ser observados na tabela 17. Os sinais
de carbonos localizados em campos mais baixos foram atribuidos aos carbonos dos anéis
piranicos C-2, C-2°, C-4 e C-4’, com os 6 163,6; 6 164,7; 6 170,6 e 6 170,2; respectivamente.
Além desses sinais dos anéis piranicos, também sdo observados os sinais dos carbonos
olefinicos C-3, C-3’¢ C-5 em & 88,6; 6 91,6; 6 102,8. Os carbonos pertencentes aos anéis
aromaticos das estirilpironas sdo: & 128,3 (C-9), 6 110,9 (C-10), 6 148,7 (C-11), 6 149,2 (C-
12), § 111,3 (C-13); 5 119,1 (C-14), 5 129,0 (C-9°), 5 108,9 (C-10°), 5 148,9 (C-11°), & 149,3
(C-12°),6 111,1 (C-137); 6 120,3 (C-14’); desses carbonos os que possuem deslocamentos entre
148-150 ppm, que sdo mais desblindados devido sua ligacdo com o oxigénio das metoxilas. Os
sinais que confirmam o anel do ciclobutano, correspondem aos sinais mais protegidos em &

55,3 (C-7), 5 39,1 (C-8), 5 45,9 (C-5") ¢ & 79,4 (C-6").

No espectro de DEPT 135 verifica-se a presenca s6 de sinais positivos correspondentes
a CH (carbonos metinicos) e CHs (carbonos metilicos); e confirma a auséncia de sinais
negativos relacionados a CH: (carbonos metilénicos). Verifica-se também a inexisténcia de
sinais no intervalo de & 157-171, assim caracterizando-os como, carbonos quaternarios,

carbonilicos e ligados aos grupos metoxilicos.
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A partir desses dados de RMN de *H e de 3C, DEPT, COSY, HSQC e HMBC (anexo
5) e a substéancia isolada dos galhos de A. panurensis foi confirmada como: rel-(6R, 7S, 8S,
5°S)-4’-metoxi-8-(11, 12-dimetoxifenil-7-[6-(4 metoxi-2-piranil)]-6-(E)-estiril- 1’-oxabiciclo
[4,2,0] octa-4’-en-2’-ona ou 6,6"-(2,4-Bis(3,4-dimethoxyphenyl)cyclobutane-1,3-diyl)bis(4-
methoxy-2H-pyran-2-one). Esse dimero foi isolado pela primeira vez no género Aniba no

trabalho com Aniba sp. (ROSSI et al.,1997).
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Figura 48 - Estrutura da substancia 3 com as correla¢des de HMBC.
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Dados da Literatura

Dados Experimentais (500 MHz, CDCls) (200 MHz, CDCly)
y 3

Posicdo
do C 8+ (Ppm); 8+ (ppm);
dc (ppm) multiplicidade;  HMBC 61 (ppm) dc (ppm) multiplicidade;
J (Hz) J (Hz)
2 163,6 - 5,34 170,6 -
3 88,6 5,34; d; 2,2 3,72;5,91 88,6 5,32; d; 2,1
4 170,6 - 3,72; 5,34; 5,91; 164,0 -
5 102,8 591;d; 2,2 3,72;5,34 102,8 592; d; 2,1
5,91, 4,07; 4,31;
6 158,6 - 258 158,6 -
7 55,3 a07:d:108 3 2?9 59L 45,9 4,05; d: 11,0
39,1 4,31;t; 10,2 4,07; 3,58; 5,30 39,1 4,28;d;9,8
128,3 - 4,31; 3,58; 4,07; 128,9 -
10 110,9 6,8; m - 110,7 6,76-6,98; m
11 148,7 - 3,87 148,7 -
12 149,2 - 3,94 149,2 -
13 111,3 6,8; m 431 1111 6,76-6,98; m
14 1191 6,8; m 431 1233 6,76-6,98; m
2 164,7 - 5,30; 3,58 170,2 -
3 91,6 530s 3,34; 3,58; 91,6 5,28;s
, 3,34, 5,30, 3,58;
4 170,2 - 431 164,8 -
, o 5,30; 3,34; 4,31, L
5 459 3,58; d; 10,1 407 6.49 30,9 3,56; d; 9,7
3,58; 4,31; 4,07;
6 79,4 - 5,30; 5,91; 6,49; 79,5 -
6,86;
7 122,5 6,49; d; 15,8 4,07 119,1 6,47; d; 16,0
8 130,9 6,86; d;15,8 6,49; 7,00; 6,93 130,9 6,93; d; 16,0
9 129,0 - 6,49; 6,86 128,3 -
10° 108,8 7,00; d; 1,9 6,83; 6,93 108,7 6,76-6,98; m
11 148,9 - - 148,9 -
12° 149,3 - 6,93; 7,00 149,3 -
13° 111,1 6,8;m - 111,3 6,76-6,98; m
14 1203 093 fg 83 6,86; 7,00 1225 6,76-6,98; m
56,0 (C-12°); 3,88 (C-12°); 3,32(C4%); 3,70
55,94 (C- 3,98 (C-11°); (C4);
OMe 11°,C-11e 3,94 (C-12); 55,3; 55,6; 3,85; 3,86; 3,87
C-12);55;91 3,87 (C-11); 55,9; 56,0 (C11,C11°,
(C4);55,6  3,72(C-4); 3,34 C12); 3,92
(C4%) (C-4%) (C12%)

Tabela 17 - Dados de deslocamentos quimicos experimentais e da literatura (Rossi et al.,1997) de RMN de 'H,
13C e de HMBC da substéncia 3.
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5.2.3 Fracionamento e isolamento de Aniba roseadora (galhos)

A substancia 4 foi obtida a partir do extrato etandlico dos galhos de A. roseadora.
Realizou-se o fracionamento em CCFN com a fragdo em diclorometano de A. roseadora, foram
obtidas 7 fragdes. A fragéo 2 foi cristalizada e recristalizada com etanol, dessa forma foi obtido

um cristal branco.

5.2.3.1 Substancia 4

A substéancia 4 foi obtida da CCFN realizada com a amostra obtida em diclorometano
dos galhos de A. roseadora. Esse composto foi analisado por meio de métodos cromatograficos,
espectrométricos e espectroscopicos, como: CCD, EM e RMN uni e bidimensional. Na figura

49, pode-se observar a analise cromatografica e espéctrométrica da substancia 4.

31 08 Yasmin APCI#699-713 RT. 10.36-1048 AV:13 NL:6,30E4
T. ITMS + ¢ APCI corona Full ms [150,00-1000,00]
100 20418

Relative Abundance
23
=)

anibina

Eluente: 9,5:0,5 CHCLy/MeOH
Reveladores: UV 254 nm, UV 366

nm e vanilina sulfiirica

24719 34144 40687 44080 50741 57962 66346 70544 78007 866,34 02402 7351

et i i e
200 300 400 500 500 700 300 900 1000
ulrd

.

Figura 49 - Perfil cromatogréfico e espectrométrico da substancia 4.

O composto apresentou rf 0,42 no sistema de eluicdo da placa, com uma coloragéo
intensa nos comprimentos de onda de UV 254 nm (preta) e no Dragendorff (laranja); no entanto
em outros reveladores, como: UV 366 nm e vanilina sulfurica, ndo sdo observadas coloracdes.
Essa substancia, quando analisada por espectrometria de massas no modo positivo utilizando

fonte de ionizacdo APCI, gerou o ion m/z 204, que quando comparado com a literatura foi



112

associada ao alcaloide anibina, ja isolada em espécies do género de Aniba, como: A. roaeadora

e A. fragrans (MORS et al., 1957).

O espectro de RMN de *H da substancia 4 (figura 50) apresentou semelhangas quando
comparados com 0s outros espéctros das moléculas isoladas de A. panurensis, devido a
presencga de um anel piranico; diferenciando-se pela presenca de sinais mais deslocados do anel
piridinico, que contém a presenca de um atomo de nitrogénio. Os sinais dos hidrogénios H-3 e
H-5 correspondentes ao anel piranico, produziram sinais de dubletos em deslocamentos de
campos mais altos, tais como: H-3 com ¢ 5,58 (1H, d, J=2,2 Hz) e H-5 com 6 6,48 (1H, d, J =
2,2 Hz). Outro sinal caracteristico observado nesse espectro, é associado a hidrogénios de
grupos metoxilicos, com & 3,83 (3H, s). Além desses sinais, foram evidenciados outros em
deslocamentos de campos mais baixos do anel piridinico adjascente, apresentando
deslocamentos em: H-2’ com & 9,00 (1H, d, J = 2,2 Hz), H-6’ com & 8,69 (1H, dd, J=4,8; 1,5
Hz), H-4’> com & 8,12 (1H, ddd, J = 8,0; 2,2; 1,5 Hz) e H-5" com & 7,40 (1H, ddd, J = 8,0; 4,8;

0,7 Hz).

No mapa de contornos de COSY (figura 51) da substancia 4 pode-se observar quatro
acoplamentos, um relacionado aos hidrogénios H-5 (5 6,48) e H-3 (6 5,58) pertencentes ao anel
pirdnico e o acomplamento dos hidrogénios do anel piridinico, sendo eles: H-4’ com H-5’, H-

6’ com H-5" e H-2’ com H-4". Dessa forma, confimando a proximidade desses hidrogénios.
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Os dados de RMN de 3C (figura 52) dessa substancia podem ser observados na tabela
18. Analisando os deslocamentos quimicos de RMN de 3C e comparando com o espectro de
DEPT 135 (figura 53), observa-se a presenca de sete sinais (metinicos (CH) e metilicos (CH3))
e a auséncia de quatro sinais, que podem ser associados a carbonos sem atomos de hidrogénio.
Em campos mais baixos do espectro de carbono, observa-se os sinais dos carbonos do anel
piranico, de 6 170,8 (C-4), 6 163,5 (C-2) e 5 157,6 (C-6); além desses sinais nesse mesmo anel,
tém-se os carbonos metinicos C-3 (6 89,2) e C-5 (6 99,0). Outros deslocamentos observados,
sd0: 6 56,1, que é caracteristico da regido de carbono de metoxilas; os 6 146,9 (C-2°), 127,2 (C-

3’), 133,1 (C-4’), 123,6 (C-5") e 151,5 (C-6’), que foram associados aos carbonos do anel

piridinico.
130 THL 50 : . . : : LT
AMOSTRA: Anibina : : =
SOL: COCI3
0P KIDNEY
— o
8 g -8 g8 B o B & @ o o
- - .o -~ n o - vl 0 vl -
-] n LW n o - o™ w -~ w0 o
o [ SRR = © ] I~ pa i oo
P~ w0 0 0 - o o o o [} L
T 1 1 11 [ T ]
. TP B | SO Lo
: ( ’ | } ‘ l‘ : | 3
| L | ) : Lo
. . | . ‘ ‘ : . . ‘ : ‘ . . | . ‘ ‘ | . . . .
160 140 120 100 80 50 [ppm]

Figura 52 - Espectros de RMN de *3C da substancia 4.
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Figura 53- Espectros de DEPT da substancia 4.
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Os dados obtidos por meio do mapa de contornos de HMBC podem ser observados na
tabela 18 e na figura 54. A partir desses dados de RMN de *H e de 3C, DEPT, COSY, HSQC
e HMBC (anexo 5) a substancia isolada dos galhos de A. roseadora foi confirmada como
anibina. Essa substancia ja foi isolada em espécies do género de Aniba, como: A. roaeadora e
A. fragrans (MORS et al., 1957); e também ja foi descrita com analéptica (GONCALVES et
al., 1958), atividade antibacteriana frente Bacilus subtilis com CIM de 1 pg/mL (CUSTODIO,

2013).

Figura 54 - Estrutura da substancia 4 com as correlacées de HMBC.
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Dados da
Dados experimentais Literatura
- (500 MHz, CDCls) (90 MHz,
Posicao CDCls)
doC
o+ (ppm); HMBC dH (ppm);
oc (ppm) multiplicidade; 5 (ppm) multiplicidade;
J (H2) H PP J (H2)
2 163,5 - 5,58 -
3 89,2 5,58;d; 2,2 3,88: 6,48 5,50;d; 2,5
4 170,8 B 3,88; 5,58; 6,48 }
5 99,0 6,48; d; 2,2 3,88: 5,58 6,50; d; 2,5
6 157,6 - 6,48; 8,12; 9,00 -
2’ 146,9 9,00; d; 2,2 7.40: 8,12: 8.69 9,00; d; 2,5
¥ 127,2 - 6,48; 7,40; 8,69; 9,00 -
4 133,1 8,12; ddd; 8,0; 2,2; 1,5 7.40: 8.69: 9.00 8,10; m
5 123.6 7,40; ddd; 8,0; 4,8; 0,7 8,69: 9,00 7'35;5(18; 8,0,
) A+ 4 Q- 8,67; dd; 5,0;
6 151,5 8,69; dd; 4,8; 1,5 7,40; 8,12; 9,00 15
OMe 56,1 3,88; s - 4,00; s

Tabela 18 — Dados de deslocamentos quimicos experimentais e da literatura (Dhavale et al., 1989) de RMN de
1H, 3C e de HMBC da substancia 4.
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5.2.4 Fracionamento e isolamento de Aniba parviflora (folhas)

A mistura composta pelas substancias 5 e 6 foi obtida do extrato etandlico de folhas de
A. parviflora. Esse extrato destacou-se pela formacdo de cristais logo apds a eliminacdo do
solvente, provavelmente pela presenca de moléculas majoritarias, que também foram
observadas na analise do perfil cromatografico do extrato; e das fracbes em hexano e
diclorometano. Realizou-se o fracionamento em CCFN com a fragcdo em hexano de A.
parviflora, foram obtidas 19 fragdes, que foram reunidas em 8 fragdes. A fracdo 5 apresentou
um cristal, que foi fracionada em coluna com silica impregnada com KOH e carvédo ativado,
utilizando como gradiente: hexano, diclorometano e metanol, visando purificar a amostra de
outras substancias, como: clorofila ou &cidos graxos. A partir desse fracionamento nas fracbes

1 e 2, obteve-se 0 mesmo perfil em CCD; a fragéo 1 foi cristalizada gerando assim 25 mg.

5.2.4.1 Substéncias 5 e 6

A mistura das substancias 5 e 6, foi analisada por meio de métodos cromatograficos,
espectrométricos e espectroscépicos, como: CCD, EM, CLAE-DAD e RMN uni e
bidimensional. O perfil cromatogréafico e espectrométrico mistura pode ser observado na figura
55. A mistura substancias 5 e 6 em CCD apresentou apenas uma macha na placa, com rf 0,60
no sistema de eluicdo da placa, com uma coloracdo forte em todos os reveladores, exceto no
comprimento de onda de UV 366 nm. Quando revelada com vanilina sulfdrica e no
comprimento de onda de UV 254 nm, exibiu coloracdo preta; e em Dragendorff apresentou
coloracéo laranja, resultando em um falso positivo para classe de alcaloides. Essa amostra,
quando analisada por espectrometria de massas no modo positivo utilizando fonte de ionizagéo
APCI, produziu dois ions m/z 263 e 277, dado que quando comparado com a literatura foi

associada a uma estirilpirona ja isolada em outras espéecies de Aniba, como: A. species, A.
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gigantifolia (FRANCA et al., 1973), tetrahidroyangonina e dihidrometisticina,

respectivamente.

31_08_Yasmin APCI#859-869 RT 12,26-12.35 AV- 11 NL 1,64E4 OMe
T TTMS + c APCI corona Full ms [150,00-1000,00]
26322

100+

- \
907 .
] . 0" Yo
807
705 MeO Tetrahidroyangonina

1 277,18
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Figura 55 - Perfil cromatogréfico e espectrométrico da mistura das substéncias 5 e 6.

O cromatograma dessa amostra pode ser visualizado na figura 56, com essa anélise
pode-se confirmar a presenca de duas substancias, que coeluem na placa cromatografica. O
melhor método obtido para a separacdo dessa mistura foi de 12 min, na qual os tempos de
retencdo observados das estirilpironas correspondeu a 9,5 e 9,9 min. Os espectros de absor¢éao
no ultravioleta podem ser visualizados na figura 57, em que verifica-se que ambos 0s picos
apresentaram bandas de absor¢ao maximas (Amax) de aproximadamente 240 nm (240,14 nm e
238,75). Segundo a literatura (SHAO et al., 1998) as kawalactonas, como por exemplo,
kawaina, dihidrometisticina e dihidrokawaina, possuem espectro de Amax em 240 nm; e
metisticina, yangonina e demetoxiyangonina, possuem Amax em 220 nm. Conforme o livro de
espectroscopia de Silverstein (1994) o espetro de UV das lactonas insaturadas simples
apresentam absor¢des em 200-240 nm. Dessa forma, confirmando assim as estruturas das

estirilpironas ou kavalactonas.
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Figura 56 - Cromatograma da mistura das substancias 5 e 6.
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Figura 57 - Espectros de absorcéo de ultravioleta da mistura das substancias 5 e 6. a) tempo de retencdo 9,5 min
e b) tempo de retencdo 9,9 min.

Na figura 58, sdo observados o0s espectros de ambas as partes das fracbes metandlicas
de A. parviflora da particdo em microescala, nas fontes APCI e ESI no modo positivo. Na fonte
de ionizagdo APCI os ions evidenciados sdo de m/z: 233, 263, 277 e 293, 0s quais encontra-se
protonados; j& na fonte de ionizacdo ESI os ions evidenciados sdo de m/z: 255, 285, 299 e 315,
correspondem aos mesmos ions da fonte APCI, porém no modo ESI encontram-se na forma de
adutos de sodio [M+23]. As substancias 5 e 6 foram os principais ions (m/z 263 e 277)
observados na fracdo metanolicas de folhas da espécie A. parviflora, mas também s&o presentes
nos espectros de galhos da mesma especie. Além desses ions, sdo observados outros ions que
também estdo presentes em ambas as partes da planta, sendo eles: m/z 233 e 293; o ion 233 foi
o principal observado para os galhos e o 293 foi mais abundante para as folhas, podem

corresponder as substancias dihidrokawaina e metoxitetrahidroyangonina, que apresentam
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estruturas semelhantes e diferenciam-se pela presenca ou auséncia de grupos de metoxilas no

anel benzénico. As substancias dihidrokawaina e metoxitetrahidroyangonina ja forma relatadas

em espécies de Aniba, como: A. species, A. gigantifolia (FRANCA et al., 1972).
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Figura 58 - Perfil espectrométrico das fragdes metandlicas da espécie A. parviflora por meio de ionizacdo APCI (a) folhas e
b) galhos) e ESI (c) folhas e d) galhos) no modo positivo de ionizag&o.

Comparando os dados espectrométricos com resultado obtidos de anélise do perfil
cromatograficos (figura 59) de ambas as particbes em micro e em larga escala, verificou-se que
a mistura das substancias que foi obtida pode ser encontrada nas fragdes hexanica e metanolica
da particdo em microescala; e também na fracdo em diclorometano da particdo em larga escala.
A placa da figura 57 foi selecionada para ilustrar, nessa placa observa-se no rf 0,14 do spot 7 a
mistura das substancias 5 e 6 (263 e 273), com coloracéo preta em vanilina sulfirica; e no spot
adjacente observa-se a mesma mancha preta no revelador vanilina sulfurica, porém verifica-se
a presenca de outra substancia bem majoritaria e de coloracéo verde musgo no rf 0,18, que pode
estar relacionado ao ion 233, que foi 0 mais intenso no espectro de galhos de A. parviflora e

pode estar associado a substancia dihidrokawaina.
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Eluente: 2:8 HEX/AcOEt
Amostras:

7-F. hexanca de A.parviflora

8- F. hexanica de 4. parviflora
Reveladores: UV 254 nm, UV
366 nm. vanilina sulfurica e

dragendorff.

Figura 59 - Perfil cromatografico em placa de HPTLC das fragcbes em hexano de folhas e galhos de A. parviflora.

O espectro de RMN de *H da mistura das substéancias 5 e 6 (figura 60), diferenciou-se
dos espectros das substancia 1, 2 e 3. Nesse espectro, 0s deslocamentos caracteristicos da
molécula 5 corresponderam aos deslocamentos dos hidrogénios H-10 e H-14, H-11 e H-12; que
possuem os respectivos valores: 6 7,11 (2H, d, J=8,7) e 6 6,83 (2H, d, J= 8,7). Além desses
deslocamentos, ha evidencias do deslcamento dos hidrogénios da metoxila em 6 3,78 (3H, s),
gue encontra-se ligada no C-12 do anel benzénico na posic¢do para. Os dados de hidrogenios
caracteristicos da molécula 6, também estdo ligados no anel benzénico, H-10 com 6 6,68 (1H,
d, J= 1,7 Hz), H-13 com & 6,72 (1H, d, J= 7,9 Hz) e H-14 com & 6,65 (1H, dd, J=7,9; 1,7 Hz).
Além disso, h& evidencias do deslcamento dos hidrogénios do grupo metilenodioxi em & 5,92
(2H, s), que encontra-se ligada no anel benzénico da molécula 6. Devido a semelhanca
estruturais de ambas as moléculas, os sinais correspondentes a lactona e a cadeia lateral de
hidrocarboneos apresentam os mesmos deslocamentos, fato que foi confirmado pelos valores
das integrais. Esses deslocamenos s&o dos hidrogénios nos & 1,88 (m), 6 2,09 (m), 6 2,29 (dd,
J=17,0; 3,7 Hz), 6 2,49 (ddd, J=17,0; 3,7; 1,2 Hz), 2,70 (m), 2,79 (m). Outros sinais observado
sdo da lactonaem 6 3,72 (3H, s), 6 3,73 (3H, s) e 5,13 (2H, d; J= 1,2 Hz), que foram atribuidos
com base na comparagdo com a comparacgao com a literatura (DHARMARATNE et al., 2002),

tais dados encontram-se nas tabelas 19 e 20.
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Figura 60 - Ampliagdo dos sinais do espectro de RMN de 'H da mistura das substancias 5 e 6.

Os dados de mapa de contornos de COSY (figura 61) confirmam os acoplamentos dos

hidrogénios H-10 e H-11 ou H-13 e H-14 (5 7,11 com 6 6,83), correspondente a substancia 5;

outro acoplamento verificado dos hidrogénios H-13 e H-14 (8 6,72 com & 6,65), dados
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pertencentes a substancia 6. Além desses, outros acoplamentos de ambas as moléculas séo
evidenciados, sendo eles dos hidrogénios: H-3 com H-5 (5 5,13 com & 2,49); H-6 com H-5, H-
5’, H-7e H-7" (8 4,35 com & 1,88; & 2,09; & 2,29 e § 2,49); H-5 e H-5" com H-7 e H-7" (5 2,79
e02,70comd 1,88 e 6 2,09); H-8 e H-8” com H-7 e H-7" (6 2,79 e 2,70 com 6 1,88 e 6 2,09);

H-5 com H-5" (6 2,49 com & 2,29); e H-7 com H-7’ (6 2,09 com 6 1,88).
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Figura 61 - Mapa de contornos de COSY com ampliacdo da mistura das substancias 5 e 6.

Os dados de RMN de 3C (figura 62) dessa mistura das substancia 5 e 6, podem ser
observados nas tabelas 19 e 20, nesse espectro foram obtidos 25 sinais, em que 5 desses sinais
encontram-se dobrados. Os princiais deslocamentos observados foram: 6 129,39 (C-10 e C-14),
113,95 (C-11 e C-13), 158,00 (C-12), que pertencem ao anel benzénico a substancia 5; e 0s 6
108,85 (C-10), & 147,70 (C-11), & 145,87 (C-12), & 108,28 (C-13), 121,27 (C-14) e 100,83
(OCH-0), que pertencem ao anel benzénico a substéncia 6. Os outros sinais, foram atribuidos

por comparagdo com os dados literatura (DHARMARATNE et al., 2002), pois com a
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proximidades dos valores dos deslocamentos por conta da similaridade de parte de ambas as
estruturas. Dessa forma, sdo observados os deslocamentos correspondentes a lactona: 6 167,30;
d 167,23; & 90,36; & 33,03; 5 74,76; & 74,65; & 36,57; & 36,54; 6 30,04 e 5 30,70. Os
deslocamentos dos carbonos C-5, C-6, C-7 e C-8, diferenciaram dos deslocamentos das
estirilpironas isoladas de A. panurensis (substancia 1 e 2), apresentando deslocamentos em
campos mais altos, diferenciando-se pela auséncia de insaturagdes nas posi¢cOes nesses

carbonos.
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Figura 62 - Espectros de RMN de 3C da mistura das substancias 5 e 6.

O espectro de DEPT 135 (figura 63) evidencia 16 sinais de carbonos ligados a
hidrogénios, em que 5 deles encontram-se dobrados. Nesse espectro, observa-se a presenga
carbonos metinicos (CH), metilénicos (CH>) e metilicos (CH3), na qual 8 sinais sdo de grupos
de CH, 5 sdo de CH> e 2 sdo de CHa. Verifica-se também a inexisténcia de sinais no intervalo
de 6 157-171, assim caracterizando-0s como, carbonos quaternarios, carbonilicos e ligados aos

grupos metoxilicos.
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Figura 63 - Espectros de DEPT da mistura das substancias 5 e 6.

A partir desses dados de RMN de *H e de 3C, DEPT, COSY, HSQC e HMBC (anexo
5), a mistura das substancias 5 e 6 obtidas das folhas de A. parviflora foram confirmadas como:
tetrahidroyangonina e dihidrometisticina, respectivamente. Essas estruturas ja foram relatadas
em espécies do género Aniba, tais como: A. species, A. gigantifolia (FRANCA et al., 1972).
Essas moléculas também ja foram relatadas em espécies pertentencentes a familia Piperaceae,

como € o caso da espécie Piper methysticum (DHARMARATNE et al., 2002).

Figura 64 - Estruturas das substancias 5 (a) tetrahidroyangonina) e 6 (b) dihidrometisticina) com as correlacdes
de HMBC.

No projeto de iniciacdo cientifica desenvolvidos no periodo de 2013-2014, em um
ensaio com enzima lipase o extrato das folhas de A. parviflora foi o Gnico que apresentou

inibicdo, com porcentagem de 93,89% + 4,96, valor considerado alto em comparagdo com o
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padrdo xenical (orlistat) que é 100%. Esse potencial detectado pode estar associado a essa
mistura das moléculas tetrahidroyangonina e dihidrometisticina, que s&o majoritarias no extrato
de A. parviflora. A molécula dihidrometisticina é descrita na literatura como um agente
quimiopreventivo promissor para o cancer de pulmdo, na qual estudos correlacionam essa

atividade com a presenca do grupo metilenodioxi na molécula (PUPPALA et al., 2017).
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Dados experimentais

(500 MHz, CDCla)

Dados da Literatura
(300 e 500 MHz, CDCl3)

Posicéo - :
doC  dc o (ppm); HMBC  oc(ppm) _ OH(PPM):
(ppm) multiplicidade; J 5 (ppm) multiplicidade;
PP (Hz) H (PP J (H2)
2.29: 435
2 167,30 ; S14 167.7 ]
3 90,36 513 t: 1,2 2,29, 249, g4 514: s
3,73
2.29: 2.49;
4 17274 ] 373:435 1732 ;
5,14
229, dd; 170,37 | o0 o oo 2,29; gd7 17.0;
5 3303 249,ddd; 17,0, T 334 250 44 170,
12.0: 1.2
3.7
1,88; 2,09;
_ 2.29: 2.49: _
6 74,76 435 m 70970 152 435 m
5,14
_ 2.29: 2.49; _
7 36,57 1.88;m 270:279: 36,9 1.89;m
2,09: m 2,09; m
4.35
2,70:m 1,88; 2,09; 2,72:m
8 30,04 2,79: m 4,35: 711 304 2,81:m
1,88; 2,09;
9 13282 ; 270:279: 1332 ;
6,83
10e14 12939 711 d: 8,7 2’72; 121'79; 129.8 711 d: 8,5
11e13 11395 6.83: d: 8,7 683 711 1143 6,83 d: 8.4
12 158,00 ; 3,78 158.4 :
OMe 5525 373 s 3 556 372 s
OMe 5599 378 s 3 56.4 378 s

Tabela 19 - Dados de deslocamentos quimicos experimentais e da literatura (Dharmaratne et al., 2002) de RMN
de H, *C e de HMBC da substancia 5.
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Dados experimentais

(500 MHz, CDCl3)

Dados da Literatura
(300 e 500 MHz, CDCls)

Posicao
¢ oH (ppm); dc oH (ppm);
do C H (PF HMBC H DL
oc (ppm) multiplicidade; J 81 (ppm) (ppm)  multiplicidade; J
(H2) " (PP (Hz)
229: 4,35
2 167,23 ; S 15 167.5 ;
3 90,36 513 t: 1,2 2’22;722’49; 90,5 513 d: 1,2
229: 2.49;
4 172,70 ; 372:435 1729 ;
513
229 dd: 17.0; 3.7 228 dd: 17,0: 3.8
1,88: 2.09:
S 3303 5 49ddd: 17.0: 372513 2% 240 ddd: 17.0
12.0:1,2 12.0: 1.2
1,88:; 2,09;
_ 229: 2.49; _
6 74.65 435 m 270070, 748 433 m
513
1,88: m 2,29; 2,49; 1,85: m
7 36.54 270:279° 36,7
2,09:m 4.35 2,04: m
2,70:m 1,88:; 2,09; 2,67:m
8 30.70 435665 309
2,79;m 6,68 2,77;:m
1,88:; 2,09;
9 134,59 ; 270:279: 1348 ]
6,72
o 2.70: 2.79; ;.
10 108,85 6.68: d: 1.7 Ges 7o 1090 6.66: d: 1.2
11 147,70 ; 592 1479 ;
12 145 87 ; 592 146.1 ;
13 108,28 6.72: d: 7.9 : 108.5 6.70: d: 7.9
14 12127 6,65 dd: 7.9: 1.7 2’72;628’79; 1215 6,63 dd: 7.0: 1.2
OMe 55,99 3,72: s - 56,2 3,70: s
OCH:O 100,83 592: s ; 1010 589

Tabela 20 - Dados de deslocamentos quimicos experimentais e da literatura (Dharmaratne et al., 2002) de RMN
de H, *C e de HMBC da substancia 6.
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5.3 PARTE IV - Desenvolvimento dos métodos cromatograficos

Visando o desenvolvimento do método cromatogréafico, realizou-se testes de separacdo
por CCD dos padrdes. Apds a obtengdo do melhor sistema de elui¢éo, realizou-se testes com 0s
padrdes, fracdes em hexano, fracbes em diclorometano e extratos etandlicos das espécies de
Aniba. O melhor método foi obtido para as fracbes em diclorometano e para os extratos

etandlicos.

As placas correspondentes ao melhor método podem ser visualizadas na figura 65 e 66.
Essas amostras foram preparadas na concentracéo de 10 mg/mL para as fragdes, 15 mg/mL para
0s extratos e 1 mg/mL para os padrdes, sendo aplicados 5 pL das amostras das fracbes em
DCM, 5 pL das amostras dos extratos em EtOH e 2,5 pL dos padrdes. Utilizou-se placas de
CCDAE cortadas 5 cm de altura por 15 cm de comprimento, com spot de 0,5-0,6 cm e adi¢do
da amostra a 0,5 cm da base. As placas foram eluidas e reveladas no UV (254 e 366 nm),

vanilina sulfurica e Dragendorff.

A partir das placas das figuras 65 e 66, observa-se que foi possivel detectar os padrdes
nas fracdes e nos extratos. O melhor revelador obtido para a deteccéo dos padrées correspondeu
ao comprimento onda de UV 254 nm, na qual todos os padrdes podem ser observados; nos
outros reveladores obteve-se uma limitagcdo na deteccdo de alguns dos padrdes, porém os gque
sdo visualizados apresentam coloracGes caracteristicas que auxiliam na caracterizacdo dessas
substancias. Na placa dos extratos (figura 66) foi adicionado um extrato a mais, além dos
extratos de galhos e folhas das espécies de Aniba; essa outra amostra correspondeu ao extrato
etandlico de flores de A. panurensis, que foi preparado no projeto de iniciacdo cientifica de

2014 e ndo havia sido estudado.

Os dados de rf’s dos padroes obtidos foram: 0,61-0,64 da substédncia 1 (5,6-

dehidrokawaina); 0,59-0,62 da substancia 2 (4-metoxi-11,12-metilenodioxi-6-trans-estiril-



130

piran-2-ona); 0,53-0,58 da mistura das substdancias 5 e 6 (tetrahidroyangonina e
dihidrometisticina); 0,29-0,33 da substancia 3 (rel-(6R, 7S, 8S, 5’S)-4’-metoxi-8-(11, 12-
dimetoxifenil)-7-[6-(4 metoxi-2-piranil)]-6-(E)-estiril- 1’-oxabiciclo [4,2,0] octa-4’-en-2’-

ona); e 0,23-0,24 da substancia 4 (anibina).

Nas placas reveladas no comprimento de onda de UV 254 nm, pode-se observar a
presenca da substancia 3 (rf 0,33) nas fragdes em diclorometano de folhas e galhos de A.
panurensis; alem disso, foi possivel detectar essa substancia com rf 0,31 nos extratos de folhas,
galhos e flores de A. panurensis. As substancias 1 e 2 foram visualizadas na fragcdo em
diclorometano galhos, com rf de 0,61; e nos extratos etandlicos de galhos e flores de A.
panurensis foi detectado apenas a substancia 2; fato que pode estar relacionando a baixa
concentracédo do extrato. A substancia 4 (rf 0,23-0,24), pode ser visualizada nas fracGes e nos
extratos de folhas e galhos de A. roseadora. O rf 0,56-0,57 correspondente a mistura das
substancias 5 e 6, podem ser observadas nas fragcdes e nos extratos de folhas e galhos de A.

parviflora.

A anélise utilizando a luz de UV 366 nm, gerou dados apenas para as substancias: 1 (rf
0,64), 2 (rf 0,62), 3 (rf 0,31-0,32) e 4 (rf 0,23-0,24). Nesse comprimento de onda as substancias
2 e 3 apresentam coloracdo azul, ja as substancias 1 e 4 possuiram fraca absorcdo. As
substancias 2 e 3 foram detectadas pelos rf’s, e também por suas coloragfes caracteristicas,
assim sendo confirmadas em todas as fracGes e extratos de A. panurensis. Além disso, constata-
se a presenca de outros rf’s na faixa de 0,2-0,7 com coloragdes similares aos das substancias 2
e 3, que podem estar associados a outras estruturas de pironas presentes nas folhas, galhos e
flores de A. panurensis. Apesar da fraca absor¢do da substancia 4, foi possivel detecta-la apenas
nas fragdes em diclorometano de folhas e galhos de A. roseadora. A mistura das substancias 5

e 6 (rf 0,60), ndo evidenciaram nenhum tipo de absorc¢éo nesse comprimento de onda.
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As placas reveladas com vanilina sulfarica, forneceram dados para as substancias: 1
com rf de 0,64 (cor lilas); 2 com rf de 0,62 (cor amarela); 5 e 6 com rf de 0,56-0,58 (cor preta);
3 com rf de 0,31-0,33 (cor amarelo queimado); e a 4 ndo apresentou nenhuma cor. A partir
dessa placa, foram evidenciados os rf’s pertencentes a substancia 2 ¢ 3 em ambas as fragdes em
diclorometano de A. panurensis; e 0s extratos de folhas, galhos e flores de A. panurensis foram
detectados o rf da substancia 3, porém o da substancia 2 foi detectado apenas nos extratos de
galhos e flores de A. panurensis. Outro rf evidenciado nessa analise correspondeu da mistura
das substancias 5 e 6, que foram observadas bem concentradas nas fracdes e nos extratos de A.
parviflora; o extrato de galhos de A. parviflora apresentou uma coloracéo de amarelo queimado
nessa andlise, de acordo com o que foi observado em analises anteriores, a mancha das misturas
das substancias 5 e 6 esta coeluindo com outra mancha, que também é muito majoritaria no

extrato e gerou essa coloragéo diferente.

As ultimas placas reveladas com o Dragendorff, que € um revelador especifico de
substancias alcaloidicas, foi utilizado apesar de que entre os padrdes s6 havia um alcaloide
(anibina — substancia 4). A utilizacdo desse revelador pode ser justificada, a partir do que foi
observado, gque as pironas obtidas em meio ao Dragendorff revelavam, assim gerando falso
positivo para alcaloides. Esse falso positivo observado foi confirmado, como foi relatado em
outros estudos, que descrevem testes realizados com pironas e outras classe de substancias ndo
alcaloidicas, utilizando o Dragendorff; entre esses testes foram utilizadas as substancias:
dihidrokawaina e dihidrometisticina, que foram obtidas nesse trabalho. Esse falso positivo,
segundo estudos é associado ao anel piranico, que proporciona a complexacdo com reagentes

de alcaloides (FURGIUELE et al., 1962; HABIB, 1980).

A utilizacdo do Dragendorff mostrou-se eficiente para detec¢do dessas substancias, por
revelar essas moléculas com forte coloragdo. As cores observadas das substancias foram: 1 com

rf de 0,61-0,64 (cor preta); 2 com rf de 0,59-0,62 (cor preta); 5 e 6 com rf de 0,53-0,57 (cor
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laranja); 3 com rf de 0,29-0,31 (cor laranja); e 4 com rf de 0,23-0,24 (cor laranja). A substancia
3 foi detectada em ambas as fragdes e também nos extratos de folhas e flores de A. panurensis;
a substancia 2 foi detectada em todos os extratos etanolicos de A. panurensis a partir do rf 0,62;
o rf correspondente a substancia 1 pode ser observado na fragdo em diclorometano de galhos
de A. panurensis, com rf 0,61. A mistura das substancias 5 e 6 foram detectadas nas fragdes e
nos extratos de A. parviflora, exibindo forte coloragédo laranja. A substéncia 4 foi observada
apenas nas fragdes em diclorometano de A. roseadora, fato que deve estar associado a

concentracdo dessa molécula nas fragcGes serem maiores do que nos extratos.

Nesse contexto, a partir desse método foi possivel observar que a placa revelada no UV
254 nm apresentou a melhor deteccdo de todas as substancias, porém a utilizacdo desses 4
reveladores foram complementares, assim proporcionando informacoes de rf e coloragdes, que
as distinguem. Dessa forma, pode-se confirmar a presenca de substancia 2 (4-metoxi-11,12-
metilenodioxi-6-trans-estiril-piran-2-ona) e 3 (rel-(6R, 7S, 8S, 5°S)-4’-metoxi-8-(11, 12-
dimetoxifenil)-7-[6-(4 metoxi-2-piranil)]-6-(E)-estiril- 1’-oxabiciclo [4,2,0] octa-4’-en-2’-ona)
nas folhas, galhos e flores de A. panurensis. A substancias 1 pode ser observada na fracdo em
diclorometanos dos galhos de A. panurensis. A substancia 4 (anibina) foi confirmada nas folhas
e galhos de A. roseadora. E a mistura das substancias 5 e 6 (tetrahidroyangonina e

dihidrometisticina) foram observadas nas folhas e galhos de A. parviflora.
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Eluente: (2:8) HEX:AcOEt Volun

1¢ de spot dos padrdes: :

Reveladores: Amostras:

a) UV 254 nm; 1)
b) UV 366nm: 2)
c) Vanilina sulfurica; 3)
Dados: 4)
Placa: HPTLC 5)
Concentragio da fragdo: 10 mg/mL 6)
Concentragdo dos padrdes: 1 mg/mL 7)
Volume de spot das fragdes: SuL

Substancia 1:

Substincia 2:

Mistura das substéncias 5 e 6; 10)
Substancia 3; 11)
Substincia 4:

Fragio em DCM de folhas de A. parviflora;12)
Fragdo em DCM de galhos de A. 13)
parviflora:

Fragdo em DCM de folhas de A.
panurensis,

Fragdo em DCM de galhos de A.
panurensis.

Fragdo em DCM de folhas de A. roseadora;
Fragdo em DCM de galhos de A.
roseadora

Fragdo em DCM de folhas de A. ferrea;
Fragdo em DCM de galhos de A. ferrea:

Figura 65 - Placa correspondente ao método para detec¢do das substancias isoladas nas fracbes em DCM.




Eluente: (2:8) HEX:AcOEt
Reveladores:

a) UV 254 nm;

b) UV 366 nm;

c) Vanilina sulfurica;

Dados:

Placa: HPTLC

Concentragdo da fragdo: 15 mg/mL
Concentragdo dos padrdes: 1 mg/'mL
Volume de spot das fragdes: SuL
Volume de spot dos padrdes: : 2,5uL

Amostras:

1) Substancia 1:

2) Substancia 2;

3) Mistura das substincias S e 6:

4) Substancia 3:

5) Substancia 4;

6) Extrato em EtOH das folhas de A.
panurensis:

7 Extrato em EtOH dos galhos de A.
panurensis;

8) Extrato em EtOH das flores de A.

panurensis:

9)

10)
11)
12)
13)

14)

Extrato em EtOH das folhas de A.
roseadora:

Extrato em EtOH dos galhos de A.
roseadora.

Extrato em EtOH das folhas de A. ferrea:

Extrato em EtOH dos galhos de A. ferrea;

Extrato em EtOH das folhas de A.
parviflora,
Extrato em EtOH dos galhos de A.
parviflora;
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Figura 66 - Placa correspondente ao método para detec¢do das substancias isoladas nos extratos em EtOH.
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5.3.1 Placas comparativas das fracoes em DCM

As amostras correspondentes as fragcdes em diclorometano das particGes em larga escala
foram analisadas por HPTLC. A partir da utilizagdo dos padrdes de pironas e flavonoides, além
da utilizacdo de diferentes reveladores, foi desenvolvido um método para caracterizagdo dessas
fragOes. Essas amostras foram preparadas na concentragdo de 10 mg/mL para as fracdes e 1
mg/mL para os padrdes, sendo aplicados 5 pL das amostras das fragdes em DCM e 2,5 pyL dos
padrdes. Utilizou-se placas de CCDAE cortadas 5 cm de altura por 20 cm de comprimento, com
spot de 0,6 cm e adicdo da amostra a 0,5 cm da base. As placas foram eluidas e reveladas no
UV (254 e 366 nm), vanilina sulfurica, dragendorff, cloreto férrico e NP-PEG. A partir da figura
68 e 69, pode-se observar as semelhancas e diferencas entre as espécies e as partes (galhos e

folhas).

A placa revelada com Dragendorff (figura 69 (b)), revelaram manchas com coloragéo
laranja, que podem ser observadas nas amostras das fra¢des pelos rf’s: 0,11; 0,23; 0,37; 0,42;
0,47; 0,62; 0,71; 0,72; 0,76; 0,86 e 0,87. O rf 0,23 que foi observado em todas as espécies,
exceto na fracdo de folhas de A. roseadora, fato que pode estar correlacionado a concentracédo
da amostra na placa; esse rf pode ser relacionado ao alcaloide reticulina, que ao ser comparado
com dados obtidos da caracteriza¢do quimica foi 0 mais abundante nas espécies de Aniba. O rf
0,72 presente em ambas as partes (folhas e galhos) de A. roseadora pode ser associado a anibina,
que é alcaloide/pirona e possui 0 mesmo rf; € uma substancia que revela bem no UV no
comprimento de onda de 254 nm, mas nao revela bem no comprimento de onda de 366 nm e
nem na vanilina. As substancias nos rf’s 0,86 e 0,87 reveladas nas espécies A. panurensis e A.
parviflora, ndo séo alcaldides, pois elas estdo nos mesmos rf’s correspondentes aos padrfes de
pironas obtidas nesse trabalho e geram um falso positivo para alcaloides quando reveladas em
Dragendorff. Outros rf’s revelados em Dragendorff observados na espécie A. panurensis, que

tambeém podem estar associados a classe de pironas sdo: 0,62; 0,63 e 0,76; devido as coloracdes
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observadas nas placas de reveladas no comprimento de onda de 366 nm, na vanilina sulfarica

e no Dragendorff.

As placas reveladas com cloreto férrico (figura 69 (a)), evidenciaram as manchas com
colora¢des marrom e preta nos rf’s: 0,11; 0,14; 0,16; 0,21; 0,23; 0,25; 0,30; 0,37; 0,39; 0,40;
0,43; 0,44; 0,47; 0,54; 0,55 e 0,61. Os padrdes utilizados de flavonoides foram: apigenina (rf
0,58 — cor marron), kaempferol (rf 0,57 — cor marrom), quercetina (rf 0,42- cor preta), (+)-
catequina (rf 0,16 — cor marrom), isoquercetrina (rf 0,06 - cor preta) e (-)-epigalatocatequina
(rf 0,09 — cor cinza); nessa anélise foi detectado apenas um rf similar ao da catequina, nos folhas
de A. parviflora. Na analise do perfil espectrométrico a massa da catequina foi detectada nas
folhas de A. panurensis, e nas folhas e galhos de A. parviflora, com baixa intensidade. As
maiores concentracdes de fendlico foram obtidas para as fracdes de A. roseadora, observadas
principalmente na faixa de rf’s 0,54-0,61. Além disso, pode-se destacar que as folhas das

espécies de Aniba produzem mais fendlicos do que a parte dos galhos.

A andlise do perfil flavonoidico vem complementar a analise de fendlicos, ja que é uma
subclasse dos fenolicos. Observa-se semelhancas entre os rf’s revelados em cloreto férrico com
0 NP-PEG (figura 69 (a e c)). Os padrdes utilizados de flavonoides foram: apigenina (rf 0,60 —
cor amarelo), kaempferol (rf 0,57 — cor amarelo), quercetina (rf 0,42- cor laranja), (+)-catequina
(rf 0,16 — sem cor), isoquercetrina (rf 0,06 - cor laranja) e (-)-epigalatocatequina (rf 0,09 — cor
laranja); nessa analise ndo foram observados rf’s correspondentes aos padrdes. Apesar de nao
terem sido observados rf’s similares aos dos padrdes, foram evidenciados outros rf’s (0,16;
0,17; 0,30; 0,31; 0,39; 0,40; 0,54; 0,55; 0,61 e 0,69), que foram realgadas no comprimento de
onda 366 nm. Além disso, constatou-se que as folhas possuem a maior quantidade de
flavonoéides do que os galhos, fato que pode ser evidenciado pelos rf’s 0,39-0,40 (cor amarela),
0,30-0,31 (cor laranja) e 0,16-0,17 (cor amarela). Nessa placa é importante destacar que esses

trés rf’s (0,39-0,40; 0,30-0,31 e 0,16-0,17) sdo constantes nas fragdes em diclorometano de
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folhas; além disso, ha semelhanca de suas colora¢cdes em NP-PEG, vanilina sulfirica e no UV
(254 nm e 366 nm), que podem estar associados a marcadores dessas espécies de Aniba. A
maior abundancia de flavonoides nas folhas deve estar associado a maior exposicao das folhas
a radiacdo solar e a consequente capacidade de fotoprotecdo dos compostos fenolicos, devido

a estabilizacdo por ressonancia existente nessas estruturas.

Dessa forma, pode-se constatar que nesse sistema de eluicdo, os alcaloides encontram-
se distribuidos majoritariamente nos intervalos de rf: 0,00-0,25; j& os flavonoides
majoritariamente na faixa de 0,25-0,70; e as pironas majoritariamente no intervalo de 0,70-1,00

(figura 67).
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Figura 67 - Representacdo esquematica do perfil cromatografico por faixa de rf’s.
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Figura 68- Analise cromatografica das fracdes em diclorometano das espécies de Aniba.
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Dados:
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Concentracao da fracao: 10 mg/mL
Concentragao dos padrdes: 1 mg/mL
Volume de spot das fracdes: SuL
Volume de spot dos padrdes: : 2,5uL
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Figura 69 - Analise cromatografica das fragdes em diclorometano das espécies de Aniba.
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Volume de spot dos padrdes: : 2,5uL
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5.5 PARTE V - Atividades antimicrobianas

A analise do potencial antimicrobiano dos extratos, fracdes e das substancias isoladas,
foi realizado na FIOCRUZ-AM em paralelo ao trabalho de doutorado da discente Emily Soares
sob supervisdo da Dr. Patricia Puccinelli. Sendo desenvolvido o estudo antimicrobiano, a partir
dos ensaios antibacterianos frente a bactérias gram-negativas e gram-positivas, e através do

ensaio antiparasitario, frente a Plasmodium falciparum.

5.5.1 Ensaio antibacteriano - Teste de difusdo em &gar

O ensaio antimicrobiano foi realizado com os extratos e fracfes das particdes das
espécies de Aniba, na qual foi desenvolvido por meio do teste de difusdo em éagar realizado
frente a bactérias gram-negativas e gram-positivas. Nesse teste a espécie A. panurensis
destacou-se por ser a unica que foi ativa, apresentando atividade para os extratos e fracdes
(hexano e diclorometano) de ambas as partes analisadas. Os extratos e fracOes apresentaram
atividade contra quatro bactérias gram-positivas: Bacillus subtilis, Staphylococcus simulans, S.
aureus e S. aureus resistente a meticilina (MRSA). Na figura 70, pode-se observar 0s
antibiogramas das amostras ativas, onde observa-se a presenca de halos, que € um indicativo da

atividade.

Na tabela 21, observa-se os dados correspondentes aos halos de inibi¢cdo das amostras
de A. panurensis. O extrato de folhas apresentou o melhor resultado para S. simulans (22 mm)
com uma boa atividade e para as outras bactérias observou-se atividade moderada; ja para o
extrato de galhos observou-se uma boa atividade para duas bactérias S. simulans (22 mm) e S.
aureus (22 mm), e para as outras bactérias verificou-se uma atividade moderada. A partir dos
dados das fracOes de folhas de A. panurensis, constatou-se um aumento de atividade da fragéo

hexanica com halo de 27 mm para S. simulans. Os dados de inibi¢do das fragdes de galhos de



141

A. panurensis destacou-se pelos melhores resultados, apresentando aumento de inibigéo para
as fragdes em hexano e diclorometano, com formagao de halos de 31 mm contra S. simulans; o
segundo melhor resultado correspondeu a fracdo em diclorometano dos galhos, com halo de 23

mm contra S. aureus resistente & meticilina (MRSA), apresentando boa atividade.

Bacillus subtilis Staphylococcus simulans Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Figura 70 -Antibiogramas das amostras de A. panurensis bioativas contra bactérias gram-positivas. Amostras: 1)
extrato em etanol de folhas; 2) extrato em etanol de galhos; 3) fracdo em hexano de folhas; 4) fracdo em
diclorometano de folhas; 5) fracdo em hexano de galhos e 6) fracdo em diclorometano de folhas.

Halos de inibi¢do (mm)

Amostra
B. subtilis S.simulans S.aureus MRSA
Extrato em EtOH 17 22 20 19
Folhas Fracdo em HEX NR 27 16 11
Fracdo em DCM NR 16 14 13
Extrato em EtOH 16 22 22 19
Galhos Fracdo em HEX NR 31 20 20
Fracdo em DCM NR 31 20 23

Controle positivo TIENAM 49 49 45 45
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Tabela 21 - Média dos halos de inibicdo (mm) de amostras de folhas de A. panurensis frente as bactérias B. subtilis,
S. simulans, S. aureus e MRSA. Legenda: 10 a 15 mm (pouca atividade); 15 a 20 mm (moderada atividade) e
acima de 20 mm (boa atividade). NR- Néo realizado

Os relatos de atividade antibacteriana dos 0leos essenciais de espécies de Lauraceae,
correspondem as espécies: 0leos das cascas de Cinnamomum zeylanicum Blume com halos de
40 mm contra S. aureus, que possui como principal componente (69%) o (E)-cinamaldeido
(UNLU et al., 2010); os oleos de galhos, folhas, caules e raizes de Litsea elliptica Blume e
Litsea resinosa Blume, apresentaram halos no intervalo de 9-14 mm contra B. subtilis e halos
de 8-16 mm contra S. aureus (WONG et al., 2014); 6leos das folhas e raizes de Lindera
strychnifolia apresentou halos de 35-36 mm contra S. aureus e 13-15 mm contra B. subtilis
(YAN et al., 2009). Além de relatos, ha estudos da atividade de substancias provenientes de
6leos, como é o caso, do o-terpineol, 4-alil-2-metoxifenol e humuleno (Cinnamomum
cebuense), que apresentaram halos de 16-19 mm contra S. aureus e halos de 14-55 mm contra
B. subtilis (ESPINELI et al., 2014). Dados relacionados a atividade de extratos sdo poucos,
quando comparadas com 6leos essenciais; um estudo dos extratos de diferentes polaridades
(HEX, DCM, CHCIs e MeOH), observou-se que os extratos de Litsea elliptica Blume foram
ativos contra B. subtilis, com halos de 9-14 mm; e para Litsea resinosa Blume, com atividade
contra S. aureus (9-14 mm) e B. subtilis (9-15 mm) (WONG et al., 2014). Esses dados
demonstram que o potencial observado para a espécie A. panurensis é relevante, em face aos

valores observados na literatura da familia.

Segundo o estudo de Barbosa (1988) as fracfes hexanicas e cloroférmicas dos calices
das espécies A. riparia e A. sp., e dos frutos de A. sp. apresentaram atividade contra
Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, na qual o autor destaca que a principal composi¢édo
quimica de A. sp. corresponde a arilpironas e estirilpironas. Desta forma, pode-se correlacionar
a atividade observada nos extratos e fracGes da espécie A. panurensis com as estirilpironas

isoladas, como: 5,6-dehidrokawaina, 4-metoxi-11,12-metilenodioxi-6-trans-estiril-piran-2-ona
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e rel-(6R, 7S, 8S, 5°S)-4’-metoxi-8-(11, 12-dimetoxifenil-7-[6-(4 metoxi-2-piranil]-6-(E)-
estiril- 1’-oxabiciclo [4,2,0] octa-4’-en-2’-ono; ou podem estar associadas a outras

estirilpironas, pois estas sdo moléculas abundantes nessa espécie.

O estudo de dissertacdo de Souza (2014) relata resultados similares para os extratos de
folhas e galhos de A. panurensis, em que foram realizados testes frente a 35 bactérias (13 gram-
positivas e 22 gram-negativas) com espécies de trés géneros de Lauraceae, dentre essas
espécies testadas apenas A. panurensis foi ativa contra 5 bactérias gram-positivas (Bacillus
subtilis, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus simulans, S. aureus e S. aureus resistente a
meticilina (MRSA)) e 1 bactérias gram-negativa (Acinetobacter baumannii). Comparando os
resultados, verificou-se que os extratos foram ativos para as mesmas bactérias gram-positivas
(Bacillus subtilis, Staphylococcus simulans, S. aureus e S. aureus resistente a meticilina
(MRSA)), considerando as outras duas bactérias (Streptococcus agalactiae e Acinetobacter
baumannii) ativas no trabalho de Souza (2015) ndo foram testadas no trabalho atual. No
trabalho de Souza (2015) foram obtidos halos com valores menores ambas as partes analisadas
com valores: 14,0 mm para o extrato de folhas e 14,5 mm para o extrato de galhos contra
Bacillus subtilis; 21,5 mm para o extrato de galhos contra Staphylococcus simulans; 16,5 mm
para o extrato de galhos e 18,5 mm para o extrato de folhas contra S. aureus e 18,5 mm para

ambos 0s extratos contra S. aureus resistente a meticilina (MRSA).

Nesse mesmo estudo de Souza (2014), também foi testada a substancia 2 (4-metoxi-
11,12-metilenodioxi-6-trans-estiril-piran-2-ona), que apresentou fraca halo de inibigéo de 20
mm contra 4 bactérias gram-positivas (Bacillus subtilis, Staphylococcus simulans, S. aureus e
S. aureus resistente a meticilina (MRSA)). No atual estudo, as substancia 2 e 3 (rel-(6R, 7S, 8S,
5°S)-4’-metoxi-8-(11, 12-dimetoxifenil)-7-[6-(4 metoxi-2-piranil)]-6-(E)-estiril- 1’-oxabiciclo
[4,2,0] octa-4’-en-2’-ona) foram testadas no mesmo método, porém ndo apresentaram halos de

inibic&o.
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Segundo o estudo de tese de Custodio (2013), os extratos etanolicos, hidrolatos e
fracOes alcaloidicas de A. roseadora foram testadas frente a bactérias gram-positivas e gram-
negativas, assim resultando em fraca atividade contra Bacillus subtilis apenas para as fragdes

alcaloidicas, com a formacéao de halos de 10 mm.

5.5.2 Ensaio antibacteriano - Teste de concentracado inibitéria minima (CIM)

A partir dos resultados do ensaio antimicrobiano de difusdo em agar, selecionou-se 0s
extratos e fracBes que seriam realizados os testes de concentragdo inibitéria minima; o qual
foram testados apenas amostras da espécie A. panurensis. A concentracdo inibitéria minima é
um teste de sensibilidade do microorganismos para cada antimicrobiano, dessa forma o CIM
corresponde a menor concentracdo que o antimicrobiano é capaz de inibir o desenvolvimento

do microorganismo.

Concentracdo Inibitéria Minima (pug/mL)

Amostra
S. simulans S. aureus MRSA
Extrato em EtOH 15,62 15,62 15,62
Folhas Fracdo em HEX 15,62 15,62 15,62
Fracdo em DCM 125 125 250
Extrato em EtOH 7,8 7,8 15,62
Galhos Fracdo em HEX 7,8 7,8 7,8
Fracdo em DCM 7,8 7,8 15,62
Controle positivo TIENAM 7,8 7,8 7,8

Tabela 22 - Concentrac&o Inibitdria Minima dos extratos e fragdes de A. panurensis frente as bactérias S. simulans,
S. aureus e MRSA. Legenda: Acima de 1000 pg/mL (inativo); 500-1000 pg/mL (fraca atividade), 100-500 pg/mL
(moderada atividade) e abaixo de 100 pg/mL (boa atividade).

Os dados de concentracdo inibitoria minima estdo localizados na tabela 22. Nesse
ensaio, todas as amostras analisadas possuiram boa atividade, exceto a fragdo em diclorometano
das folhas de A. panurensis, exibindo atividade moderada (125-250 pg/mL) frente a
Staphylococcus simulans, S. aureus e S. aureus resistente a meticilina (MRSA). As amostras

de galhos destacaram-se pelas menores concentracgdes, quando comparadas com as folhas; esses
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dados condizem com o que foi obtido no teste difusdo em &gar. O melhor resultado foi para a
fracdo em hexano de galhos de A. panurensis, com CIM de 7,8 pug/mL contra as trés bactérias
com valores equivalentes ao controle Tienam; o segundo melhor resultado foi para o extrato e
fracdo de diclorometano dos galhos de A. panurensis, com CIM de 7,8 pg/mL contra S.
simulans e S. aureus; e 15,62 pg/mL contra S. aureus resistente a meticilina (MRSA). Os
melhores resultados de CIM das amostras de folhas de A. panurensis, foram para o extrato e
fracdo hexanica, com CIM de 15,62 pg/mL contra S. simulans, S. aureus, S. aureus resistente

a meticilina (MRSA).

A familia Lauraceae apresenta uma grande diversidade de estudos de atividade
antimicrobiana. Esses estudos relatam atividades de extratos, 6leos esséncias, fracdes e de
substancias isoladas dessas espécies. Os dados observados na literatura sobre o ensaio de
concentracdo inibitéria minima de espécies da familia, s&o relacionados, aos dleos das cascas
de Cinnamomum zeylanicum Blume com CIM de 560 pg/mL contra S. aureus (UNLU et al.,
2010); aos 6leos de Cinnamomum osmophloeum com CIM de 250 pg/mL contra S. aureus e S.
aureus resistente a meticilina (MRSA), sendo que o principal componente desse 6leo é o
cinamaldeido (CHANG et al., 2001); os dleos das folhas e raizes de Lindera strychnifolia
apresentaram valores de CIM 10 pg/mL contra S. aureus (YAN et al., 2009); os extratos das
sementes e do epicarpo de 3 variacdes de Persea americana resultaram na atividade contra S.
aureus, na faixa de 208-500 pg/mL e 291-416 pg/mL; além desse estudos 3 flavonoides
isolados de Cryptocarya concinna foram descritos com atividade antibacteriana com CIM de
20 pg/mL (crypitocayanona), 10 pg/mL (kurzichalcolactona A e kurzichalcolactona B)

(HUANG et al., 2014).

No trabalho de dissertacdo de Souza (2014) os extratos de ambas as partes de A.
panurensis exibiram fraca atividade com valores de CIM de 600 pg/mL contra S. simulans, S.

aureus resistente a meticilina (MRSA) e Bacillus subtilis; valores mais elevados do que foram



146

obtidos nesse estudo. No mesmo estudo de dissertacdo, também foi testada a substancia 2 (4-
metoxi-11,12-metilenodioxi-6-trans-estiril-piran-2-ona), que apresentou fraca atividade com
CIM de 600 pg/mL contra 6 bactérias, 5 gram-positivas (Bacillus subtilis, Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus simulans, S. aureus e S. aureus resistente a meticilina (MRSA)) e
uma gram-negativa (Acinetobacter baumannii). No atual estudo, as substancia 2 e 3 (rel-(6R,
7S, 8S, 5°S)-4’-metoxi-8-(11, 12-dimetoxifenil)-7-[6-(4 metoxi-2-piranil)]-6-(E)-estiril- 1°-

oxabiciclo [4,2,0] octa-4’-en-2’-ono) foram testadas, porém nao foram ativas.

Segundo o estudo de tese de Custodio (2013), os extratos etandlicos, hidrolatos e
fracOes alcaloidicas e o alcaloide anibina de A. roseadora foram testadas frente a bactérias
gram-positivas e gram-negativas, resultando na atividade apenas do alcaloide anibina, com CIM

de 1 pg/mL contra Bacillus subtilis.

Esse potencial observado nos dois ensaios antibacterianos dos extrato e fracdes de A.
panurensis, podem estar associados com as pironas, flavonoides e alcaloides, que foram
detectados nesse estudo. As duas estruturas de pironas testadas ndo foram ativas, porém essa
espécie possui como caracteristica a presenca majoritaria de pironas, que vao além do que foi
obtido. Alguns ions detectados de alcaloides (reticulina, N-metilcoclaurina, isoboldina e
laurotetanina) e flavonoides (Flavokawaina-B, Izalpinina, 3, 5, 7 — tri-O-metilgalangina), podem
estar correlacionados com esse potencial, como ja foi relato na literatura, que essas sdo classes

que exibem atividade antimicrobiana.

5.5.3 Ensaio antiparasitario - Teste antiplasmodico

O ensaio antiparasitario frente a Plasmodium falciparum, que é a forma mais grave de
malaria, foi realizado com os extratos e substancias isoladas (tabela 23). Resultou na atividade
para os extratos etandlicos de galhos e folhas de A. panurensis e para o extrato de folhas de A.

parviflora, obteve-se 0 melhor resultado para o extrato de folhas de A. parviflora com Clsg =
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29,03 pg/mL. Além disso, as duas substéncias obtidas do extrato de galhos de A. panurensis
foram testadas e geraram bons resultados, com Clso = 36,16 pg/mL para a substancia 2 (4-
metoxi-11,12-metilenodioxi-6-trans-estiril-piran-2-ona) e Clso= 24,10 pg/mL para a substancia
3 (rel-(6R, 7S, 8S, 5°S)-4’-metoxi-8-(11, 12-dimetoxifenil)-7-[6-(4 metoxi-2-piranil)]-6-(E)-
estiril- 1’-oxabiciclo [4,2,0] octa-4’-en-2’-ona); observando a melhor atividade antimalarica

para a substéancia 3.

Amostra Clso (Mg/mL)

Extrato etandlico de folhas 35,21

_ ) Extrato etandlico de galhos 34,50
Aniba panurensis i

Substéncia 2 36,16

Substéancia 3 24,10

Aniba parviflora Extrato etanolico de folhas 29,03

Droga controle Quinino 0,14

Tabela 23 - Concentragdo Inibitoria 50% (Clso) dos extratos de A. panurensis, A. parviflora e das substancias
isoladas, frente a Plasmodium falciparum.

Segundo a literatura, os principais relatos da familia encontrados de atividade
antiplasmadica correspondem a estudos de espécies de Lauraceae encontradas na Bolivia, Peru
e Africa. Algumas espécies testadas contra P. falciparum sio: os galhos de Licaria canella e
Nectandra aff. Hihua, com Clso de aproximadamente 4 pug/mL (muito ativa) (DEHARO et al.,
2001); os extratos alcaloidicos de folhas de Dehaasia longipedicellata (MUKHTAR et al.,
2004); e os extratos de galhos de Persea americana, com Clso > 10 pg/mL (RUIZ etal., 2011).
Outros dados estdo relacionados a testes in vivo frente a P. berghei, que possui caracteristicas
parecidas P. falciparum, como é o caso dos estudos dos extratos frescos de raizes de Nectandra
membranacea, com Clso = 20 mg/kg; os extratos frescos de folhas de Persea povedae, com
Clso =19 mg/kg (CHINCHILLA etal., 2011); e os extratos do tronco de Nectandra cuspidata,

com 61% de inibicdo e Clso = 250 mg/kg (MUNOZ et al., 2000). Além desses desse relatos ha
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dados de testes in vivo frente a P. vinckei para os extratos do tronco de Nectandra cuspidata,

com 83% de inibicdo e Clso = 250 mg/kg (MUNOZ et al., 2000).

De acordo com a literatura, alguns alcaloides obtidos de espécies sdo descritos com
atividade antiplasmodica frente a P. falciparum, algumas dessas espécies com relatos sao:
Nectandra salicifolia, Actinodaphne macrophylla, Alseodaphne corneri Kosterm, Cryptocarya
nigra e Dehaasia longipedicellata. Alguns dos alcaloides ativos foram detectados nas espécies
de Aniba, que foram estudadas, como: isoboldina, com Clso = 0,67 pg/mL contra cepas
sensiveis a cloroquina e Clso = 0,90 pg/mL contra cepas resistentes a cloroquina; boldina, com
Clso = 0,67 pg/mL contra cepas sensiveis a cloroguina, Clso = 0,90 pg/mL contra cepas
resisentes a cloroquina e Clsop = 2,60 puM; reticulina, com Clso = 5,80 pg/mL contra cepas
sensiveis a cloroquina, Clso = 3,65 pg/mL contra cepas resisentes a cloroquina e Clsp = 1,18
UM; N-metilcoclarina, com Clsp = 2,73 pg/mL contra cepas sensiveis a cloroquina e Clsg =
3,81 pg/mL contra cepas resistentes a cloroquina; laurotetanina, com Clso = 3,90 pg/mL contra
cepas sensiveis a cloroquina e Clso = 2,53 pg/mL contra cepas resisentes a cloroquina e Clso =
3,11 uM contra cepas sensiveis a cloroquina (BOHLKE et al., 1996; FADAEINASAB et al.,
2015; NAFIAH et al., 2013; NASRULLAH etal., 2013; ZAHARI et al., 2014; ZAHARI et al.,

2016).

A atividade observada para os extratos pode estar associada aos alcaloides, que sdo
moléculas ja descritas com atividade antiparasitaria, como a reticulina, isoboldina e N-
metilcoclarina, que foram os principais ions detectados; podendo também estar associadas as
estirilpironas, substancias 2 e 3, que apresentaram atividade e sdo moléculas majoritarias dos

extratos, como é o caso das espécies, A. panurensis e A. parviflora.
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6 CONCLUSAO

v O processo de caracterizacdo do perfil quimico das espécies de Aniba, a partir do uso
de técnicas cromatograficas e espectrométricas, confirmou-se a presenca de alcaloides
e flavonoides nas fragBes metandlicas de folhas e galhos das espécies. Assim, foram
detectados como principais ions de m/z 300, 328 e 330, que por comparagdo dos dados
literatura, foram associados aos alcaloides: N-metilcoclaurina, isoboldina, laurotetanina
e reticulina; além desses ions, foram detectadas no modo negativo por ionizagéo ESI,
os fons de m/z 283, 311 e 863, que foram associados aos flavonoides: izalpinina, 3, 5, 7

— tri-O-metilgalangina e a procianidina trimer.

v' O fracionamento das espécies de Aniba visando a obtencdo dos componentes
majoritarios foi desenvolvido pelo uso de técnicas cromatograficas classicas, como a
CCFN e a CCDP, assim resultando na identificacdo de 6 substancias, que foram
elucidadas pela unido de técnicas espectrométricas e espectroscopicas, tais como: UV,
EM e RMN (*H e 3C uni e bidimensional). Assim, foram identificadas as estirilpironas:
5,6-dehidrokawaina, 4-metoxi-11,12-metilenodioxi-6-trans-estiril-piran-2-ona e rel-
(6R, 7S, 8S, 5°S)-4’-metoxi-8-(11, 12-dimetoxifenil)-7-[6-(4 metoxi-2-piranil)]-6-(E)-
estiril- 1’-oxabiciclo [4,2,0] octa-4’-en-2’-ona (A. panurensis); o alcaloide piridinico:
anibina (A. roseadora) e as kawalactonas: tetrahidroyangonina e dihidrometisticina (A.

parviflora).

v Com a identificacdo das as estirilpironas (5,6-dehidrokawaina, 4-metoxi-11,12-
metilenodioxi-6-trans-estiril-piran-2-ona e rel-(6R, 7S, 8S, 5°S)-4’-metoxi-8-(11, 12-
dimetoxifenil)-7-[6-(4 metoxi-2-piranil)]-6-(E)-estiril- 1’-oxabiciclo [4,2,0] octa-4’-en-
2’-ona), obtidas dos extratos de galhos de A. panurensis, foi possivel detectar a presenca

de outras estruturas nas fragdes metandlicas de folhas e galhos, que também séo
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abundantes. Dessa forma, foram detectados em ambas as partes o ion de m/z 289, que
pode ser associada ao mondmero (3’-metoxi-yangonina); e o ion de m/z 545, que pode
ser relacionado ao dimero do ion de m/z (4-metoxi-11,12-metilenodioxi-6-trans-estiril-

piran-2-0na).

A partir da identificagdo das kawalactonas (tetrahidroyangonina e dihidrometisticina)
majoritarias nos extratos de folhas de A. parviflora, foi possivel detectar a presenca de
outras estruturas nos extratos de folhas e galhos, que também sdo abundantes. Dessa
forma, foram detectados como principais ions de folhas e galhos de A. parviflora m/z
233, 263, 277 e 0 295; na qual o ion m/z 233 foi mais abundante nos galhos e foi
associado a dihidrokawaina; e os ions de m/z 263, 277 e o 295, foram abundantes nas
folhas, sendo associados tetrahidroyangonina, dihidrometisticina e

metoxitetrahidroyangonina.

Por meio do método cromatografico desenvolvido por CCDAE, foi possivel detectar a
presenca das estirilpironas, 4-metoxi-11,12-metilenodioxi-6-trans-estiril-piran-2-ona e
rel-(6R, 7S, 8S, 5°S)-4’-metoxi-8-(11, 12-dimetoxifenil)-7-[6-(4 metoxi-2-piranil)]-6-
(E)-estiril- 1’-oxabiciclo [4,2,0] octa-4’-en-2’-ona, nas fracdes e nos extratos de folhas,
galhos e flores de A.panurensis; e a 5,6-dehidrokawaina, foi detectada apenas na fracdo
em diclorometano dos galhos de A. panurensis. Além disso, foi possivel detectar a
anibina em ambas as partes das fracGes analisadas de A. roseadora; e a mistura da
tetrahidroyangonina e dihidrometisticina, nas fragdes de folhas e galhos de A.

parviflora.

Visando a analise do potencial antimicrobiano dos extratos, fraces e das substancias
isoladas, realizou-se 0s ensaios antibacterianos e antiparasitario. Assim, obtendo-se

bons resultados para os extratos e fragdes de A. panurensis com CIM de 7,8 e 15,62
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pg/mL frente a trés bactérias gram-positivas (Staphylococcus simulans, S. aureus e S.
aureus resistente a meticilina (MRSA)). No teste antiplasmadico frente Plasmodium
falciparum, obteve-se bons resultados para as extratos etanolicos de A. parviflora e A.
panurensis, com melhor resultados de Clso = 29,03 para o extrato das folhas de A.
parviflora; e resultados positivos para duas das substancias isoladas, com Clso = 36,16
pg/mL para 4-metoxi-11,12-metilenodioxi-6-trans-estiril-piran-2-ona e Clso = 24,10
pg/mL para rel-(6R, 7S, 8S, 5°S)-4’-metoxi-8-(11, 12-dimetoxifenil-7-[6-(4 metoxi-2-

piranil]-6-(E)-estiril- 1°-oxabiciclo [4,2,0] octa-4’-en-2"-ono.

A partir desse estudo foi possivel confirmar que os alcaloides
benziltetrahidroisoquinolinicos (reticulina) sdo os principais constituintes das espécies
de Aniba, o que condiz com o estudo “Chemosystematics of Aniba” de Otto Gottlieb
publicado em 1981. Além disso, foi possivel observar que a espécies A. panurensis, A.
parviflora e A. roseadora, caracterizam-se pela presenca de pironas, como Sseus
marcadores quimicos. Dessa forma, confirma-se a divisdo do género Aniba, em espécies
que produzem pironas e outro lignanas, ja que a espécie A. ferrea é descrita na literatura

com a presenca de lignanas em sua composi¢do quimica.

Os resultados confirmam a presenca de alcaloides, flavonoides e pironas nas espécies
de Aniba, além de descrever o potencial antimicrobiano dos extratos, fracdes e
substancias isoladas. Esse estudo das atividades antimicrobianas, sdo essenciais para
descoberta de novos ativos, tendo em vista a resistividade de bactérias e parasitas aos

antibidticos, que sdo utilizados.
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ANEXOS

1. Espectros de massas das amostras metanolicas das espécies de Aniba por meio de
fonte ESI no modo positivo.

i.  Amostra das folhas de A. panurensis.
27_09_2017 #46-65 RT: 1,21-1,63 AV: 20 NL: 2,75E2
T: ITMS + ¢ ESIFull ms [100,00-1000,00]
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ii.  Amostra dos galhos de A. panurensis.

27_09_2017 #172-174 RT: 4,49-454 AV:3 NL: 3,68E2
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
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iii.
27_09 2017 #722-755 RT: 15,39-15,85 AV: 34 NL: 1,47E3
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
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27_09 2017 #334-356 RT: 8,78-9,14 AV: 23 NL: 7,78E2

T: ITMS + ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
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Amostra das folhas de A. ferrea.
27_09 2017 #860-862 RT: 18,20-18,24 AV:3 NL: 4,04E2

T: TMS + ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
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Amostra dos galhos de A. ferrea.

27_09_2017 #956-974 RT: 20,66-21,06 AV:19 NL: 3,17E2
T: [TMS + ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
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vii.  Amostra das folhas de A. parviflora.
27_09 2017 #1083-1104 RT: 23,97-24,33 AV: 22 NL: 1,73E3
T: TMS + ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
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viii.  Amostra dos galhos de A. parviflora.

27 09 2017 #1184-1204 RT:264526,74 AV:21 NL:558E3
T: TTMS + ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
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2. Espectros de fragmentagdo (ms2 e ms3) dos principais ions detectados nas amostras
metanolicas das espécies de Aniba por meio de fonte ESI no modo positivo.

i.  Espectros de ms2 do ion m/z 330.

192,05
1005 Folhas de A. panurensis
399 04 121,83 136,99 151,01 175,05 211,96 23612 252,78 267,18 299,09 330,18
1005 Galhos de A. panurensis 192,08
oi 97,13 11505 137,11 151,11 177,10 207,10 235,12 267,14 299,12 330.23
192,12
1007 Folhas de A. roseadora
236,10
133,23 189,00 219,10 257,08 298| 14 312 16 .
192,10
lO Galhos de A. roseadora
039 416 11503 14313 177,12 219,10 235,02 267,20 299,13 330.20
192,08
1003 Folhas de A, ferrea
03 12307 143,12 175,12 219,02 23497 267,17 287,07 299,14 33022
192,08
1007 Galhos de A. ferrea
i 115,07 137,11 151,13 177,10 206,28 235,10 267,14 299.,14 330|'24
192,06
1003 Folhas de A. parvifiora
i 123,16 137,07 151,01 175,16 206,09 235,16 267,08 299,12 33?'22
192,07
1007 Galhos de A. parviflora
3 98,99 11517 137,11 151,07 177,12 221,85 235,06 267,14 299,08 312,24
0|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
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ii.  Espectros de ms3 do ion m/z 192.
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Folhas de A. panurensis
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Folhas de A. ferrea 192,09
. 163,30 |
100 Galhos de A. fc e
alhos de A. ferrea
oi 151,27 177,83 192|’15
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i Folhas de A. parviflora 192,08
163,24 |
0 - 177,09
1007 Galhos de A. parviflora
j 121,06 151,03 17787 192,07
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iii.  Espectros de ms2 do ion m/z 328

168
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oi 12523 15132 17828 190,12 22524 237,14 | 27929 | 31120 32877
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100 Galhos de A. panurensis 265.25 31125
0 163,15 17826 190,20 217,11 25328 |77 28330 | 32825
297,24
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iv.  Espectros de ms? dos ions m/z 297, 311 e 313.
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v.  Espectros de ms2 do ion m/z 300.
100~ Folhas de A. panurensis 269,11 300.14
107 04 17 192,12 227,20
i 95,07 l37|’06 151,10 5|“06 | 209,15 | 23706 282,13 ‘
0 . [ Lo A 26‘1:) i5 i |
1005 Galhos de A pamlrenm ' 200,14
, 192,15 )
oi 91,11 10105 W81 17500 1925 5040, 23707 5791 | 28312 |
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175,31 ' '
3 100,27 145;,35 7 19241 255{|24 ‘
1 1
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vi.  Espectro de ms3 do ion m/z 269.
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0 H H Lol I i N RY (.)9 |
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7714 | 120,92 | 1 16303 | 181,13 219,17 240,04 |
108 175,12
Folhas de A. ferrea
145,13 20913 237,19 269,18
| 13106 | 16320 192,93 299 | 240,89 |
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3. Espectros de massas das amostras metandlicas das espécies de Aniba por meio de
fonte ESI no modo negativo.

i.  Amostra das folhas de A. panurensis.
27_09_2017_neg #51-71 RT: 1,34-1,82 AV: 21 NL: 1,24E2
T: ITMS - ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
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ii.  Amostra dos galhos de A. panurensis.

27_09_2017_neg#150-165 RT: 395-4,28 AV:16 NL: 8,65E2
T: TTMS - ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
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iii.  Amostra das folhas de A. roseadora.

27_09_2017_neg #265-298 RT. 6,96-7,53 AV: 34 NL: 4,32E3
T: ITMS - ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
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iv.  Amostra dos galhos de A. roseadora.
27 09 2017 neg #458-485 RT: 11,82-1226 AV: 28 NL: 6,22E3
T: ITMS - ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
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v. Amostra das folhas de A. ferrea.
27_09 2017_neg #592-612 RT: 15,12-15,52 AV: 21 NL: 6,76E2
T: ITMS - ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
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vi.  Amostra dos galhos de A. ferrea.
27_09_2017_neg #700-720 RT: 17,85-18,30 AV: 21 NL: 6,57E2
T: ITMS - ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
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vii.  Amostra das folhas de A. parviflora.

27_09_2017_neg #793-814 RT: 20,23-20,67 AV:22 NL: 3,77E2
T: ITMS - ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
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viii.  Amostra dos galhos de A. parviflora.

27_09 _2017_neg #860-877 RT: 21,90-22,26 AV: 18 NL: 7,72E2
T: ITMS - ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
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4. Espectro de fragmentacdo (ms?) dos principais ions detectados nas amostras
metanolicas das espécies de Aniba por meio de fonte ESI no modo negativo.

i.  Espectros de ms2 do ion m/z 283.

239,47
1007 golhas de A. panurensis
] 131,29 283,37
0 | |
239,38
1007 Galhos de A. panurensis
E 184,30 19%,46 22]i,51 265|,48 283,46
1 1 1
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1003 Folhas de A. ferrea
0 7 10?:,36 215,12 239|,31 265,67 |
100 _ 283,44
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O L L L 1
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ii.  Espectros de ms2 do ion m/z 311.
183,23
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1007 Galhos de A. parviflora
] 183,28
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5. Espectros de RMN (HSQC e HMBC) das substéancias obtidas.

I.  Mapa de contornos de HSQC da substancia 1.
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ii.  Mapa de contornos de HMBC da substancia 1.
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lii.  Mapa de contornos de HSQC da substancia 2.
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v.  Mapa de contornos de HSQC da substancia 3.
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Mapa de contornos de HSQC da substancia 4.
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viii.

Mapa de contornos de HMBC da substéncia 4.
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iIX.  Mapa de contornos de HSQC da mistura das substancias 5 e 6.
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X.  Mapa de contornos de HMBC da mistura das substancias 5 e 6.
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