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RESUMO

Guatteria olivacea R. E. Fries € uma espécie amazdnica pertencente a familia Annonaceae
conhecida popularmente como “araticum”, “ata” e “envireira”, que ocorre em floresta pluvial
de terra firme com distribui¢do no Brasil, particularmente nos estados do Amazonas e do Para.
De acordo com a literatura, ndo ha registros de estudos quimicos e farmacoldgicos a seu
respeito. Deste modo, neste trabalho foi realizado o estudo fitoquimico e de citotoxicidade in
vitro dos extratos brutos, fracfes e substancias isoladas das cascas e do 6leo essencial das folhas
de G. olivacea. O estudo com as cascas resultou no isolamento e caracterizacdo de dez
substancias pertencentes a classe dos alcaloides, sendo duas delas obtidas em mistura. Para o
isolamento dos constituintes quimicos foram empregadas técnicas cromatogréaficas classicas
(CC e CCDP) e para a identificacio desses constituintes técnicas espectroscopicas (RMN de *H
e 13C 1D/2D) e espectrométricas (EM). Os alcaloides isolados e identificados sdo pertencentes
as subclasses dos aporfinos (asimilobina, puterina e discoguatina), oxoaporfinos (liriodenina e
oxoputerina), fenantrenos (atherosperminina, argentinina e N-Oxido de atherosperminina) e
tetraidroprotoberberinos (coripalmina e discretina). Todos os alcaloides identificados possuem
relato no género, porém sdo inéditos na espécie em estudo, sendo os alcaloides do tipo
fenantreno de rara ocorréncia. Dentre todos 0s extratos (hexanico e metanolico) e fragdes das
cascas, submetidos ao ensaio de atividade citotdxica in vitro, a fracéo alcaloidica proveniente
do extrato metandlico foi a que apresentou maior atividade contra as linhagens de células
tumorais avaliadas, com valores de Clso iguais a 20,16 ug.mL™* para MCF-7 e 18,25 pg.mL™?
para HepG2. Dentre os alcaloides isolados que foram avaliados, atherosperminina foi o que
apresentou os melhores resultados contra as linhagens de células MCF-7, HCT116, HepG2 e
HL-60 com valores de Clso iguais a 41,10, 33,07, 42,10 e 33,79 umol.L?, respectivamente. O
6leo essencial extraido das folhas foi analisado por CG-DIC e CG-EM e apresentou como
constituintes majoritarios os sesquiterpenos germacreno D (17,65%), B-atlantol (13,21%),
oxido de cariofileno (12,03%), espatulenol (11,26%) e (E)-cariofileno (7,26%). A avaliacdo
citotoxica desse Oleo exibiu atividade promissora frente as linhagens de células tumorais
MCF-7, HCT116, HepG2, e HL-60 com valores de Clso iguais a 27,22, 25,74, 34,95 e
16,11 pg.mL™?, respectivamente. Os resultados obtidos corroboram o potecial quimico e
citotoxico das espécies de Annonaceae Brasileiras, em particular das espécies de ocorréncia no
Amazonas, e justificam a continuidade do seu estudo em futuros projetos em busca de
substancias com propriedades citotoxicas.

Palavras-chaves: Guatteria olivacea; Annonaceae; Alcaloides; Sesquiterpenos;

Citotoxicidade.
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ABSTRACT

Guatteria olivacea R. E. Fries is an Amazonian species belonging to the Annonaceae family
popularly known as “araticum”, “ata” and “envireira”, which occurs in rainforest solid ground
with distribution in Brazil, particularly in the states of Amazonas and Para. According to the
literature, there are no records of chemical and pharmacological studies about it. Thus, in this
work, the phytochemical study and in vitro cytotoxicity of the crude extracts, fractions and
isolated substances of the bark, and of the essential oil of G. olivacea leaves were performed.
The study of the bark resulted in the isolation and characterization of ten substances belonging
to the class of alkaloids, two obtained in a mixture. For the isolation of the chemical constituents
classical chromatographic technigues (CC and CCDP) was performed and for the identification
of these constituents spectroscopic (*H and **C 1D/2D) and spectrometric (MS) techniques was
used. The isolated and identified alkaloids belong to the subclasses of aporphines (asimilobine,
puterine and discoguattine), oxoaporphines (liriodenine and oxoputerine), phenanthrenes
(atherosperminine, argentinine and atherosperminine N-oxide) and tetrahydroprotoberberines
(corypalmine and discretine). All identified alkaloids are reported in the genus but
unprecedented in the species investigated, with phenanthrene alkaloids being the least
occurring. Among all bark extracts (hexane and methanolic) and fractions submitted to the in
vitro cytotoxic activity assay, the alkaloid fraction from the methanolic extract showed the
highest activity against the evaluated tumor cell lines, with ICso values of 20.16 ng. mL* for
MCF-7 and 18.25 ug.mL™? for HepG2. Among the isolated alkaloids that were evaluated,
atherosperminine presented the best results against MCF-7, HCT116, HepG2 and HL-60 cell
lines with ICsp values of 41.10, 33.07, 42.10 and 33.79 pmol.L%, respectively. The essential oil
extracted from the leaves was analyzed by GC-DIC and GC-MS and presented as major
constituents sesquiterpenes germacrene D (17.65%), B-atlantol (13.21%), caryophyllene oxide
(12.03%), spatulenol (11.26%) and (E)-caryophyllene (7.26%). Cytotoxic evaluation of this oil
showed promising activity against MCF-7, HCT116, HepG2, and HL-60 tumor cell lines with
ICso values of 27.22, 25.74, 34.95 and 16.11 pg.mL™, respectively. The obtained results
corroborate the chemical and cytotoxic potential of the Brazilian Annonaceae species, in
particular of the species occurring in the Amazonas, and justify the continuity of their study in
future projects in search of substances with cytotoxic properties.

Key-words: Guatteria olivacea; Annonaceae; Alkaloids; Sesquiterpenes; Cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

A prética da fitoterapia sempre esteve presente na vida da humanidade, como forma de
prevencdo e cura de doencgas. Mesmo com os avangos farmacoldgicos, o uso popular de plantas
para fins medicinais ainda é grande, sendo por questbes de tradicdo, de baixo custo, ou até
mesmo pela acessibilidade (COSTA et al., 2018b).

Em contrapartida, essa automedicacdo ocorre muitas das vezes, sem a ciéncia sobre 0s
indices de toxicidade das plantas. Desse modo, devido ao seu uso continuo, a Organizacao
Mundial da Salde (OMS) declarou oficialmente legitimidade na utilizacdo de plantas
medicinais e medicamentos fitoterapicos no tratamento de doencas e encorajou a busca pelos
conhecimentos necessarios para seu uso. Desde entdo, ha uma tendéncia mundial de defesa,
estimulo, e insercdo da fitoterapia nos programas de pesquisa, para incentivar o estudo visando
futuras aplicagdes na medicina (COSTA et al., 2018b).

O efeito inibitério de doencas a partir dos principios ativos das plantas se d& por meio
da realizacdo de uma série de metabdlitos produzidos por esses vegetais, sendo estes esséncias
para sustentar suas vidas em um determinado ambiente, tais como: respiracdo e fotossintese
(metabdlitos primarios), assim como também 0s ndo essenciais (metabodlitos secundarios), mas
que ainda assim conferem a esses organismos, entre outras fungdes, a acdo protetora em relagéo
a estresses abioticos, como: resisténcia & mudancas de temperatura, niveis de agua, incidéncia
de luz, exposicdo a UV, deficiéncia de nutrientes, atracdo de polinizadores, entre outros fatores
(PERES, 2019; RINALDI, 2007; WOLFENDER et al., 2013).

Os metabdlitos primarios incluem os aminodacidos, nucleotideos e lipideos, ja o0s
metabdlitos secundarios compreendem os alcaloides, terpenoides, esteroides, flavonoides,
taninos, acidos graxos, acetogeninas, lignanas, ligninas e cumarinas, entre outros (DEWICK,
2009). Diversos destes metabdlitos secundarios, tém sido utilizados na medicina como modelo
para o desenvolvimento de medicamentos sintéticos devido as suas inimeras propriedades
bioldgicas, frequentemente comprovadas com o passar dos anos. Como consequéncia, grande
parte das substancias isoladas a partir deles, tém virado farmacos amplamente comercializados
(PRATA; CAES, 2016).

Como exemplo de farmacos originados com base em substancias isoladas ou inspiradas
em produtos naturais podemos citar o Acheflan®, um anti-inflamatério fitofarmacéutico
desenvolvido com base no extrato das folhas de Cordia verbenacea L., 0os medicamentos
Marinol® e Cesamet® idealizados a partir de estudos com espécies do género Cannabis sendo

empregados no tratamento de vomitos e nauseas associadas a quimioterapia. Incluindo os
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farmacos com propriedades anticancer, como o Velban® e o Oncovin® produzidos com base
nas substancias isoladas de Catharanthus roseus (L.) G. Don, o Taxol® desenvolvido a partir
de metabdlitos secundarios isolados de Taxus brevifolia Nutt, dentre outros como Eldisine®,
Navelbine®, Taxotere®, Etopophos®, Vumon® Hycamtin® e Camptosar® (CRAGG;
NEWMAN, 2000; CRAGG; NEWMAN, 2005; PINTO et al., 2002; BRANDAO et al., 2010;
DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015).

Segundo Newman e Cragg (2016), cerca de 87% de todas as doencas atuais podem ser
tratadas com medicamentos derivados de produtos naturais, até mesmo doencas causadas por
bactérias, parasitas, doencas imunossupressoras, e ainda, alguns tipos de cancer. Entre 0s anos
de 1981 a 2014 obtiveram-se cerca 175 novas moléculas para o tratamento do cancer no
mercado farmacéutico, sendo 75% derivadas ou inspiradas em produtos naturais (NEWMAN,;
CRAGG, 2016).

A presenga dessas substancias, sdo muitas vezes, limitadas a um conjunto de espécies
dentro de um grupo filogenético. Na flora Amazonica, em meio as muitas familias estudadas
com a finalidade de extrair esses componentes para fins medicinais, encontra-se a familia
Annonaceae, que se destaca por apresentar uma grande aplicacdo na medicina tradicional
devido a atividade oriunda de seus metabdlitos secundarios, especialmente os alcaloides, os
terpenoides e as acetogeninas (SOARES, 2014).

Estudos recentes com espécies da familia Annonaceae, tém corroborado particularmente
0 seu potencial no combate as células tumorais cancerigenas (MOGHADAMTOUSI et al.,
2015; FERRAZ et al., 2014; FONTES et al., 2013; QUINTANS et al., 2013). Visto que o
cancer atualmente vem atingindo proporcdes epidémicas e como consequéncia tem se tornado
um grave problema de saude, subentende-se que a realizacdo de estudos com substancias
oriundas de produtos naturais que apresentam atividade antineoplasica, mostram-se cada vez
mais como uma importante ferramenta no combate a essa enfermidade (SOUZA et al., 2007).

Estima-se que surjam até o ano de 2030, 28 milhdes de novos casos de cancer em todo
o0 mundo (PORTICH et al., 2017). Os quais justificam ser causados na maioria das vezes, pelo
estilo de vida que as pessoas levam. Habitos como tabagismo, consumo de alcool, sedentarismo,
obesidade e ainda, em um pais tropical como o Brasil, a exposi¢cdo excessiva ao sol aumentam
as chances de incidéncia da doenca (INCA, 2019).

Atualmente, muitos tipos de cancer podem ser curados, desde que tratados em estagios
iniciais, pesquisas vem demonstrando que mais da metade dos casos de cancer ja possuem cura.

Onde o seu tratamento pode ser feito por cirurgias, radioterapias ou quimioterapias, sendo esta



altima uma das formas mais desestimulantes para o paciente, visto que possui uma longa
duracdo e faz com que se desenvolvam efeitos colaterais como vémitos, queda de cabelo,
tontura, falta de apetite, entre outros fatores que na maioria dos casos, resultam no abandono
do tratamento (RODRIGUES; POLIDORI, 2012). Sendo assim, justifica-se o interesse no
estudo em fontes de produtos naturais que vise o desenvolvimento de novas formas de terapias
mais eficientes e menos agressivas buscando o bem-estar dos pacientes.

Sendo metabolitos caracteristicos da familia Annonaceae, os alcaloides, terpenos e as
acetogeninas, em meio a diversas classes de produtos naturais encontrados nessa familia, tem
evidenciado atividade citotdxica promissora (KRINSKI; MASSAROLI; MACHADO, 2014).
Uma variedade de testes tem sido desenvolvida com essa finalidade, dentre eles, os
colorimétricos utilizando o método Alamar Blue, que se destacam pela sua confiabilidade,
baixo custo e rapidez na obtencédo de resultados frente a capacidade citotdxica apresentada por
determinada amostra (ESCOBAR; ALFONSO; ARISTIZABAL, 2009). Este ensaio tem sido
amplamente utilizado nos Gltimos anos em estudos sobre viabilidade celular e citotoxicidade
em uma variedade de sistemas biolégicos e ambientais os quais confirmam sua eficacia
(RAMPERSAD, 2012).

Nesta perspectiva, ainda que, considerada uma das familias mais primitivas e mais
conhecidas, ndo se descarta a possibilidade de realizar contribuicdes inéditas acerca de estudos
guimicos com énfase nos constituintes biologicamente ativos das anonaceas. Dentre as espécies
dessa familia, encontra-se a Guatteria olivacea R. E. Fries, endémica da regido amazoénica e
particularmente desconhecida pela populacdo, ndo havendo relatos na literatura quanto a sua

investigagdo fitoquimica e de suas propriedades farmacoldgicas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. A familia Annonaceae
2.1.1. Aspéctos gerais

A familia Annonaceae constitui uma das maiores representantes da ordem Magnoliales,
possuindo cerca de 2500 espécies e 108 géneros, com distribuicdo pantropical (entre 0s
tropicos) (FIGURA 1) (LUCIO et al., 2015; CHATROU et al., 2012). No Brasil, estdo presentes
um total 386 espécies, distribuidas em 29 géneros, sendo a Amazonia a regido que comporta
trés quartos da diversidade de anonaceas, com 27 géneros e 280 espécies, e a Mata Atlantica, a
maior totalidade restante com 15 géneros e 91 espécies, onde também sdo encontrados dois
géneros e cerca de 40 espécies endémicas (LOPES; MELLO-SILVA,2014).

FIGURA 1: Distribuicdo geogréafica da familia Annonaceae.

e

Fonte: http://www.thecompositaehut.com/www_tch/images/webcurso spv/mapas/annonaceae.jpg Acesso em 01
de julho de 2019.

A familia Annonaceae pode ser caracterizada por suas flores, frutos e seu habito
vegetativo, assim como também por sua madeira caracteristica onde o corte do tronco ou ramos
apresenta forte odor. Sdo plantas lenhosas, geralmente na forma de arvores ou arbustos com
folhas disticas, alternas e simples, sem margem inteira e estipulas, podendo possuir uma casca
com longas e resistentes fibras (KOEK-NOORMAN; WESTRA, 2012; JOLY, 2002).

Popularmente, essa familia € conhecida por possuir frutos comestiveis (pinha), que sdo
muito cultivados com fins de consumo em alguns paises como no Chile, no México, na
Venezuela, na Australia e no Brasil. A Bahia e Pernambuco sdo os estados que tem maior
producéo de pinha no Brasil, seguidos por Alagoas e Sao Paulo (FIGURA 2) (SOBRINHO,
2014).


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

FIGURA 2: Algumas espécies da familia Annonaceae.

Annona cherimola  Annona squamosa L. Annona montana Annona muricata
Mill. Macfad. Linnaeus

Annona mucosa Duguetia lanceolada Artabotrys Polyalthia longifolia
Jacq. A.St.-Hil. hexapetalus (Sonn.) Thwaites
(Lf.) Bhandari

Fonte: hittps:/fieldguides.fieldmuseum.org/other-idtools . Acesso em 27 de abril de 2019.

Devido ao sabor caracteristisco bastante apreciado dos seus frutos, estes sdo um fator
de destaque econdmico de suas espécies. O género que se destaca por sua comercializacdo é o
género Annona, como nas espécies: Annona cherimola Mill. (cherimoia), Annona squamosa L.
(ata, fruta do conde ou pinha), Annona montana Macfad. (graviola da montanha), Annona
mucosa Jacg. (biribd) e Annona muricata L. (graviola). Apesar da popularidade dos frutos de
Annona, também encontram-se frutos comestiveis muito consumidos em outros géneros, como
Artabotrys, Asimina, Polyalthia, Uvaria e Duguetia, esse ultimo representado principalmente
pelos frutos conhecidos popularmente como pindaiba (Duguetia lanceolada A.St.-Hil)
(FORMAGIO et al., 2010; LOPES; MELLO-SILVA, 2014; NUNES et al., 2012; SOUZA,
2013).


https://fieldguides.fieldmuseum.org/other-idtools

Além de fazer parte da dieta de muitos brasileiros, as plantas do género Annona também
sdo empregadas na fabricacdo de cosméticos, como a Annona muricata L. frequentemente
utilizada para a obtencdo de produtos que previnem a degeneracdo e diminuicao do colageno
na pele (BARATA et al., 2009; KRINSKI; MASSAROLI; MACHADO, 2014).

Apesar de possuir um grande quantitativo de espécies conhecidas, apenas 150 de suas
espécies (pouco mais de 7%) pertencentes a 41 géneros (aproximadamente 33%) foram
investigadas até o momento, quanto a caracterizacdo quimica, taxonémica e farmacoldgica
(LUCIO et al., 2015).

As espécies pertencentes a esta familia s@o caracterizadas por possuir como principais
metabolitos secundarios os alcaloides, que sdo compostos nitrogenados em geral
farmacologicamente ativos, além dos alcaloides, também sdo comumente encontrados em suas
espécies: os terpenos, e as acetogeninas (LUCIO et al., 2015). A descoberta de acetogeninas
tem atraido nos ultimos anos, o interesse de pesquisadores devido as suas diversas atividades
bioldgicas apresentadas e comprovadas, particularmente contra células tumorais (PAES et al.,
2016). Entretanto, flavonoides, catequinas, esteroides, dentre outras classes de substancias
também podem ser encontradas nesta familia (LUCIO et al., 2015; NUNES et al., 2012).

Atrelado a sua riqueza de composto quimicos, especies de diversos géneros dessa
familia como Annona, Guatteria, Unonopsis e Xylopia tém sido utilizadas frequentemente na
medicina popular, no tratamento de doencas negligenciadas, tais como doenca de chagas e
malaria (TSABANG et al., 2012; FRAUSIN et al., 2014). Observou-se ainda, que suas espécies
apresentam resultados promissores quando submetidas a ensaios de atividade biologica dos
mais diversos tipos, como: antitumoral (BOMFIM et al., 2016); leishmanicida (LOPEZ;
CUCA; DELGADO, 2009; COSTA et al., 2009b); antiviral (OLIVIER; VUUREN;
MOTEETEE, et al., 2015); antimaléarica (BOYOM et al., 2003); tripanocida (SILVA et al.,
2009; COSTA et al., 2012; PINHEIRO et al., 2009 e SILVA et al.,, 2013); larvicida
(SOONWERA, 2015) e antimicrobiana (SOUSA et al., 2012). Com isso, houve um aumento
gradativo de pesquisas com o estudo dos Oleos essenciais e extratos brutos de espécies de
Annonaceae, visando o isolamento dos componentes quimicos presentes nas suas folhas,
cascas, frutos e raizes (RABELO et al., 2014; ALMEIDA et al., 2014).

As atividades farmacoldgicas apresentadas nessa familia sdo atribuidas aos metabolitos
secundarios (terpenos, alcaloides, acetogeninas, etc.) isolados de suas espécies, onde vem sendo
apontada como uma importante fonte de substancias biologicamente ativas com possiveis

aplicacdes medicinais (PAES et al., 2016).



Na TABELA 1 sdo apresentados alguns exemplos de espécies dessa familia utilizadas

na medicina popular, algumas das quais com atividades bioldgicas comprovadas.

TABELA 1: Espécies de Annonaceae que apresentaram atividade bioldgica.

Espécie

Uso popular

Atividade biolégica

Annona cherimola

Doenca de pele do tipo furinculo
(CHEN et al., 2001).

Antibacteriana
JUAREZ et al., 2009).

(CASTILLO-

Annona crassiflora

Diarréia cronica (RODRIGUES;
CARVALHO, 2001).

Antiinflamatoria e
quimiopreventiva (ROCHA et al.,
2015).

Annona foetida

Reumatismo, febre e dores

estomacais (CORREA, 1984).

Antimicrobiana e antileishmania
(COSTA etal., 2006; COSTA et al.,
2009b).

Annona leptopetala

Problemas no sistema digestivo
(AGRA et al, 2007).

Larvicida (FEITOSA et al., 2009).

Annona muricata

Antiparasitaria, diarréia, gripe,
asma, febre, malaria, hipertensao e
repelenticida (CORIA-TELLEZ et
al., 2016).

Antibacteriana, antitumoral,
antioxidante, antiprotozoéria,
antiviral, citotoxica e inseticida

(CORIA-TELLEZ et al., 2016).

Annona salzmannii

Antiparasitaria, desenterias, dores e
inflamagbes estomacais (AGRA,
1977).

Antimicrobiana, tripanocida,
antitumoral e larvicida (CRUZ et
al., 2011; COSTA et al., 2013c).

Duguetia furfuracea

Antiparasitaria, calmante,
reumatismo, dores nos rins e coluna
(SILVA, 1998).

Citotoxica, antiinflamatoria e
antioxidante (MESQUITA et al.,
2009; SANTOS et al., 2018b).

Guatteria boliviana

Febrifugo e vermifugo (MAHIOU et
al., 2000).

Leishmanicida in vitro (MAHIOU et
al., 2000).

Guatteria cardoniana

Repelenticida (PAREDES et al.,
2001).

Antiviral (PAREDES et al., 2001).

Xylopia aromatica

Tempero, vermifugo e ténico para o
estdbmago e intestino
(GEMTCHUJNICOV, 1976).

Citotoxica (MESQUITA et al.,
2009).

Xylopia frutescens

Estimulante de bexiga, reumatismo
e antiparasitaria (TAKAHASHI et
al., 1995; MELO et al., 2001).

Anticancer in vitro e in vivo

(FERRAZ et al., 2013).




2.2. O género Guatteria Ruiz et Pav.
2.2.1. Aspectos gerais

O género Guatteria Ruiz et Pav. estd entre os mais antigos géneros da familia
Annonaceae (MAAS et al., 2015) e é considerado o terceiro maior género de arvores
neotropicais, com 307 espécies distribuidas no México, Bolivia e Brasil, com grande
diversidade na Amazonia (LOBAO; MELLO-SILVA; FORZZA, 2012).

Sdo encontradas no territério brasileiro, cerca de 90 espécies, das quais, 49 sdo
endémicas (MAAS; LOBAO; RAINER, 2019). Distribuem-se ao longo do Brasil pelo Norte
(Roraima, Amapa, Pard, Amazonas, Acre, Ronddnia), Nordeste (Maranhdo, Ceara, Paraiba,
Pernambuco, Bahia, Alagoas), Centro-Oeste (Mato Grosso, Goidas, Distrito Federal), Sudeste
(Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de Janeiro) e Sul (Parana, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul) (MAAS; LOBAO; RAINER, 2019).

Suas arvores possuem o tronco reto, monopodial, em geral cilindrico com coloragédo
cinzenta-branca, as ramificagdes estdo somente no apice da arvore, seus galhos séo finos e
horizontais. Suas flores sdo produzidas na parte axilar das folhas, de modo Unico ou em pares,
e quando abertas sdo de coloracdo amarela possuindo carater ligeiramente aromatico. Seus
frutos apresentam sabor adocicado e tém em média 6 cm de diametro e os bagos sédo pequenos
de tonicidade marrom escuro, contendo um cerne-colorido, com semente em formato oval
(RABELO, 2008). Devido ao grande interesse visando futuras aplica¢fes farmacologicas, as
plantas desse género assim como as demais da familia Annonaceae sdo frequentemente
utilizadas como objeto de estudos fitoquimicos bem como na medicina popular (COSTA et al.,
2010).

2.2.2. Aspectos quimicos

As espécies pertencentes ao género Guatteria, ttm mostrado que suas caracteristicas
quimicas sdo semelhantes as demais dos géneros da familia Annonaceae, sendo assim,
caracterizadas em geral pela ocorréncia de alcaloides, embora outras classes de substancias

como os terpenos sejam de frequente relato no género (SANTOS et al., 2018a).

2.2.2.1. Alcaloides de Guatteria

Fitoquimicamente o género Guatteria é reconhecido pela presenca de diversas classes
de metabdlitos secundarios, sendo as classes mais relatadas na literatura para suas espéecies 0s

alcaloides contendo estrutura isoquinolinica (LUCIO et al., 2015).



HO

Os alcaloides isoquinolinos sdo precursores de importantes alcaloides tais como 0s
aporfinos e os tetrahidroprotoberberinos. A  rota  biossintética para  0sS
benziltetraidroisoquinolinos (FIGURA 3) inicia-se a partir do aminoacido L-tirosina. Duas
moléculas de L-tirosina paralelamente sofrem reagdo, onde uma é descarboxilada para formar
a dopamina e a outra sofre uma reacdo de transaminacdo dando origem ao acido 4-
hidroxifenilpirtvico. Posteriormente, os produtos das duas rea¢des sofrem condensagéo através
da reacdo de Mannich, formando assim o benziltetraidroisoquinolino (S)-Norcoclaurina.
Reac0Oes seguintes de metilacdo e oxidacdo levam a formacdo de (S)-Reticulina. Sendo a (S)-
Reticulina precursora dos alcaloides aporfinos e protoberberinos (DEWICK, 2009).

FIGURA 3: Biossintese dos alcaloides benziltetraidroisoquinolinos.

COH  HoO N
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NH NH
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-CO, .
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Ac1d0 4-hidroéxifenil- 4- hldl‘OXIf(’/llll-
piravico acetaldeido

-Reticuli
(S)-Reticulina ($)-3'-hidroxi-

N-metilcoclaurina

Fonte: Adaptado de DEWICK (2009); COSTA (2009).

Os aporfinos e seus derivados constituem um dos maiores grupos de alcaloides
isoquinolinos em Annonaceae. Quimicamente estes alcaloides séo caracterizados como bases
tetraciclicas formadas pelo acoplamento oxidativo direto entre os anéis aromatico A e D de
nucleos tipicos benzilisoquinolinicos (FIGURA 4) (STEVIGNY et al., 2004).
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HO "ScH N
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FIGURA 4: Esqueleto basico dos alcaloides benziltetraidroisoquinolinos.

Os tetrahidroprotoberberinos séo alcaloides com esqueleto do tipo protoberberino.
Estes compostos sdo formados pela oxidacdo (via enzimética), da amina terciaria do nucleo
benzilisoquinolino, seguida por uma reagdo do tipo Mannich, resultando na ciclizacdo da
molécula (DEWICK, 2009) (FIGURA 5).

FIGURA 5: Biossintese geral para os alcaloides tetraidroprotoberberinos.

Oxidac¢do da amina tercidaria
para ion iminio
H3;CO
0, H,0,

HO

Enzima ponte berberina

OCH, OCH,

Reacgdo de Mannich:
posigdo orto ao
fenol é o nucleofilico

H3;CO
Tautomerismo
ceto-enol

OCH,

(S)-Esculerina

Fonte: Adaptado de DEWICK (2009); COSTA (2009).
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As TABELAS 2-8 juntamente com as FIGURAS 6-12 apresentam uma revisao das

principais substancias alcaloidicas descritas para as espécies de Guatteria quanto ao estudo

fitogquimico nos dltimos dez anos.

TABELA 2: Alcaloides tetraidroprotoberberinos isolados de espécies do género Guatteria.

N° Alcaloide Espécie Referéncia
[1] Coreximina G. hispida COSTA et al., 2010
G. hispida COSTA et al., 2010

[2] Isocoreximina

G. blepharophylla

COSTA etal, 2011a

[3] (-)-Tetrahydropseudocolumbamina

G. pogonopus

SANTOS et al., 2018a

[4] Discretamina G. elliptica RAJCA-FERREIRA et al., 2017
[5] Caseadina G. elliptica RAJCA-FERREIRA et al., 2017
[6] 13-Hidroxi-discretinina G. friesiana COSTAc et al., 2013a
[77 L3-Hidroxi-23,9,10- G. friesiana COSTA etal., 2013a

tetrametoxiprotoberberina

FIGURA 6: Estrutura dos alcaloides tetraidroprotoberberinos isolados de espécies do género

Guatteria.
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TABELA 3: Alcaloides protoberberinos isolados de espécies do género Guatteria.

N° Alcaloide Espécie Referéncia

[8] Palmatina G. citriodora RABELO et al., 2014
G. friesiana COSTA et al., 2013a

[9] 7,8-Diidro-8-hidroxipalmatina G. friesiana COSTA etal., 2013a

[10] _Isocerasonina G. hispida COSTA et al., 2010

[11] 8-Oxopseudopalmatina

FIGURA 7: Estrutura dos alcaloides protoberberinos isolados de espécies do género Guatteria.
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TABELA 4: Alcaloides oxoaporfinos isolados de espécies do género Guatteria.

N° Alcaloide Espécie Referéncia
[12]  9-Metoxi-O-metilmoschatolina -
[13] 9-Metoxiisomoschatolina G. hispida COSTAetal., 2010
G. hispida COSTA etal., 2010
G. latifolia SANTOS et al., 2017a
[14]  O-metilmoschatolina G. citriodora RABELO et al., 2014
G. blepharophylla ANDREAZZA et al., 2016
G. blepharophylla COSTA etal., 2011a
G. hispida COSTA et al., 2010
G. citriodora RABELO etal., 2014
G. latifolia SANTOS et al., 2017a
[15] Lisicamina G. friesiana COSTA etal., 2016
G. blepharophylla ANDREAZZA et al., 2016
G. friesiana COSTA etal., 2013a
G. pogonopus SANTOS et al., 2018a
G. blepharophylla COSTA - etal., 2011a
G. hispida COSTA et al., 2010
G. latifolia SANTOS et al., 2017a
G. citriodora RABELO et al., 2014
G. pogonopus SANTOS et al., 2015
[16] Liriodenina G. friesiana COSTA et al., 2016
G. blepharophylla ANDREAZZA et al., 2016
G. friesiana COSTA et al., 2013a
G. pogonopus SANTOS et al., 2018a
G. blepharophylla COSTAeetal., 2011a
G. elliptica RAJCA-FERREIRA et al., 2017
[17] 10-Metoxiliriodenina G. hispida COSTA et al., 2010
G. latifolia SANTOS et al., 2017a
[18] Isomoschatolina G. friesiana COSTA et al., 2016
G. blepharophylla ANDREAZZA et al., 2016
G. blepharophylla COSTAcetal., 2011a
[19] 3-Metoxioxoputerina G. citriodora RABELO et al., 2014
[20] Oxoputerina G. citriodora RABELO et al., 2014
G. pogonopus SANTOS et al., 2015
L G. pogonopus SANTOS et al., 2015
[21]  Lanuginosina G. friesiana COSTA et al., 2013a
- G. blepharophylla ANDREAZZA et al., 2016
[22]  Subsessilina G. blepharophylla COSTA et al., 2011a
[23]  Atherospermidina G. friesiana COSTA etal., 2013a
[24]  Telkovina G. ellipitica RAJCA-FERREIRA et al., 2017
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FIGURA 8: Estrutura dos alcaloides oxoaporfinos isolados de espécies do género Guatteria.
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TABELA 5: Alcaloides proaporfinos isolados de espécies do género Guatteria.
N° Alcaloide Espécie Referéncia

[25]  Estefarina G. ellipitica RAJCA-FERREIRA et al., 2017

FIGURA 9: Estrutura dos alcaloides proaporfinos isolados de espécies do género Guatteria.

R2
NH
0]
R? R?

[25] OCHs; OCHs

TABELA 6: Alcaloides aporfinos isolados de espécies do género Guatteria.

N° Alcaloide Espécie Referéncia
G. hispida COSTA et al., 2010
G. ferruginea SANTOS et al., 2017a
) o G. blepharophylla COSTAcetal., 2011a
[26]  (+)-Nornuciferina G. pogonopus SANTOS et al., 2015
G. elliptica RAJCA-FERREIRA et al., 2017
G. pogonopus SANTOS et al., 2018a
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N° Alcaloide Espécie Referéncia
G. hispida COSTA et al., 2010

[27] Anonaina G. pogonopus SANTOS et al., 2015

G. pogonopus SANTOS et al., 2018a
[28] Xylopina G. hispida COSTA etal., 2010

G. pogonopus SANTOS et al., 2015
[29] 3-Hidroxi-nornuciferina G. ferruginea SANTOS et al., 2017
[30] Puterina
[31] Isopilina
[32] O-metilisopilina G. pogonopus SANTOS et al., 2015
[33] Launobina
[34] Obovanina
[35] (+)-Isocoridina
[36] (+)-Nuciferina
37] (+)-Roemerina
{38} 1,2,9-Trimetoxi-10-hidroxiaporfino G. pogonopus SANTOS etal., 2018a
[39] Bulbocapnina
[40] (+)-N-metillindicarpina
[41] Asimilobina G. elliptica RAJCA-FERREIRA et al., 2017
[42] Coritubina G. elliptica RAJCA-FERREIRA et al., 2017
[43] N-oxido de oliverina G. elliptica RAJCA-FERREIRA et al., 2017
[44] Dehidronantenina G. elliptica RAJCA-FERREIRA et al., 2017

FIGURA 10: Estrutura dos alcaloides aporfinos isolados de espécies do género Guatteria.
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TABELA 7: Alcaloides 7-hidroxi-7-metilaporfinos isolados de espécies do género Guatteria.

N° Alcaloide Espécie Referéncia

[45] Guattescidina G. citriodora RABELO et al., 2014

[46] 9-Desmetoxiisoguattouregina G. friesiana COSTA et al., 2016
9-Desidroxi-1-metoxi- .

[47] dihidroguattouregidina G. friesiana COSTA et al., 2013a

[48] 7-Hidroxiguatteriopsiscina G. friesiana COSTA etal., 2018a

FIGURA 11: Estrutura dos alcaloides 7-hidroxi-7-metilaporfinos isolados de espécies do
género Guatteria.

R3 R* R3 R*
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[45] OCH.0 H H OH | [47] OCH:; OCH:; OCHs3 H H
[46] OCHs OCHs; OH H H [48] OCHsz OCH3; OCHs; OH

TABELA 8: Alcaloides 7,7-dimetilaporfinos isolados de espécies do género Guatteria.

N° Alcaloide Espécie Referéncia
G. citriodora RABELO et al., 2014
[49] 3-Metoxiguadiscidina G. friesiana COSTA etal., 2016
G. friesiana COSTA etal., 2018a

[50] 3-Metoxi-demetoxiguadiscina

[51]  Guatteriscina

[52]  Guatterfriesina

[53] Desmetoxiguadiscina
4,5-Desidro-9-

[54] metoxiguatterfriesina

[55] 9-Metoxiguatteriscina

[66] 3-Metoxiguadiscina

G. friesiana COSTA et al., 2016

[57] 9-Metoxiguatterfriesina

[58] 9-Hidroxiguattescina

[59] 9-Hidroxiguatterfriesina G. friesiana COSTA et al., 2016
[60] Guadiscina

[61] Guadiscidina
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N° Alcaloide Espécie Referéncia
[62] 6,6a-Desidroguatteriopsiscina G. friesiana COSTA etal., 2013a
[63] Is0-9-metoxiguatterfriesina G. friesiana COSTA etal., 2018a
[64] (R)-6,6a-Dihidro-9-
metoxiguatterfriesina
[65] (R)-4,5,6,6a- G. friesiana COSTA et al., 2016
Tetrahidromelosmidina
[66] 6,6a-Dihidrodemetoxiguadisina
[67] Guatteriopsiscina G. fr!es!ana COSTA et al., 2016
G. friesiana COSTA et al., 2013a
[68] (R)-Dihidroguatteriscina G. friesiana COSTA et al., 2018a

FIGURA 12: Estrutura dos alcaloides 7,7-dimetilaporfinos isolados de espécies do género

Guatteria.
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2.2.2.2. Oleos essenciais de Guatteria

Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias constituidas por terpenoides
(mono e sesquiterpenos) e fenilpropanoides (BAKKALLI et al., 2008). Possuem caracteristicas
volateis, lipofilicas, odoriferas, liquidas, sdo geralmente incolores e apresentam baixa
estabilidade principalmente na presenca de ar, luz, calor e umidade, tendem a oxidar-se,
escurecendo e resinificando (BERGER, 2007; TZORTZAKIS; ECONOMAKIS, 2007). Séo
encontrados com maior frequéncia nas plantas, sendo produzidos em diferentes partes delas
(folhas, cascas, caule, flores, frutos e sementes) (PREEDY, 2016).

Embora os alcaloides sejam seus principais produtos biossintéticos, investigacGes
fitoquimicas realizadas com espécies de Guatteria tem destacado a presenca de mono e
sesquiterpenos, através de varios estudos com Gleos essenciais (TABELA 9). As substancias
mais comuns encontradas nas espécies de Guatteria sdo o 6xido de cariofileno e espatulenal,
consideradas marcadores quimiotaxondmicos da familia Annonaceae sendo relatadas em
diferentes espécies (COSTA et al., 2008).

A TABELA 8 apresenta um resumo das principais substancias terpénicas identificadas

em composic¢ao majoritaria nos 6leos essenciais de espécies de Guatteria nos ultimos dez anos.

TABELA 9: Principais substancias encontradas nos 6leos essenciais de espécies de Guatteria.

Substancia Estutura Espécie Referéncia
H G. hispida ACIOLE et al., 2011
FONTES et al., 2013
- < ©. pogonopus MEIRA et al., 2016
(E)-Cariofileno :

I/ /Ill,,

G. australis SIQUEIRA et al., 2015
m
(2)-Cariofileno _ Z\ G. pogonopus MEIRA et al., 2016
é
Biciclogermacreno 4 G. pogonopus FONTES et al., 2013
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Cont.

Substancia Espécie Referéncia
cis-a-Bisaboleno G. sellowiana SANTOS et al., 2017b
Elemol G. friesiana MEIRA et al., 2016
OH
Epoxido de

aloaromadendreno

G. pogonopus

MEIRA et al., 2016

Espatulenol

G. australis

SIQUEIRA et al., 2015
SANTOS et al., 2017b

G. elliptica

FERREIRA et al., 2017

G. pogonopus

FONTES et al., 2013
MEIRA et al., 2016

G. latifolia

G. ferruginea

G. sellowiana

SANTOS et al., 2017b

Germacreno B

G. pogonopus

FONTES et al., 2013
MEIRA et al., 2016

G. australis

SIQUEIRA et al., 2015

Germecreno D

G. pogonopus

FONTES et al., 2013
MEIRA et al., 2016

G. australis

SIQUEIRA et al., 2015

Oxido de cariofileno

G. blepharophylla

ACIOLE etal., 2011

G. pogonopus

MEIRA et al., 2016

G. elliptica

FERREIRA et al., 2017

G. australis

G. latifolia

G. ferruginea

G. sellowiana

SANTOS et al., 2017b
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Cont.

Substancia Estutura Espécie Referéncia

ACIOLE et al., 2011

a-Eudesmol G. friesiana MEIRA et al., 2016
BRITTO etal., 2012

G. hispida ACIOLE et al., 2011

a-Pineno

G. pogonopus FONTES et al., 2013

ACIOLE et al., 2011

B-Eudesmol G. friesiana MEIRA et al., 2016
BRITTO etal., 2012

G. hispida ACIOLE et al., 2011

B-Pineno G. pogonopus FONTES et al., 2013
G. australis SANTOS et al., 2017b

y-Amorfeno G. pogonopus MEIRA et al., 2016

v-Elemeno G. pogonopus MEIRA et al., 2016
ACIOLE et al., 2011

y-Eudesmol G. friesiana MEIRA et al., 2016
BRITTO et al., 2012

OH
SN~
P
y-Muuroleno : G. pogonopus MEIRA et al., 2016

y-Patchouleno

G. pogonopus

FONTES et al., 2013




2.2.3. Aspectos farmacoldgicos

Semelhantemente aos demais géneros da familia Annonaceae, 0 género Guatteria tem
apresentado resultados significativos quanto ao estudo com dleos esséncias, extratos brutos e
subténcias isoladas de suas espécies quando submetidas a testes de atividade bioldgica, como
consequéncia os estudos farmacoldgicos e fitoquimicos com o género estédo se intensificando.

O odleo essencial obtido das folhas de G. friesiana constituido em sua maioria por
sesquiterpenos, exibiu atividade antimicrobiana significativa para diferentes microrganismos
testados: Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermides, Enterococcus hirae, Candida albicans,
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus e Rhodococcus equi, com valores de CIM
(Concentragdo Inibitéria Minima) iguais a 60, 100, 100, 125, 125, 125 e 50 pug.mL?,
respectivamente (COSTA et al., 2008).

O estudo antimicrobiano dos 6leos essenciais de quatro espécies de Guatteria (G.
australis, G. ferruginea, G. latifolia e G. sellowiana) exibiu resultados promissores. Foi
observado para os 6leos essenciais das quatro espécies forte atividade contra Rhodococcus equi,
com CIM entre 62 e 250 ug.mL?. Os 6leos de G. sellowiana, G. latifolia e G. ferruginea
exibiram ainda, atividade moderada contra Bacillus subtilis, com CIMs iguais a 350, 250, e 500
ng.mL . Observou-se ainda que o 6leo essencial de G. ferruginea mostrou atividade contra
Enterococcus hirae, com CIM de 500 ug.mL™?, seguido pelos 6leos de G. sellowiana e G.
latifolia com CIMs de 700 mg/mL e 1000 pg.mL™?, respectivamente (SANTOS et al., 2017b).

O extrato hexanico obtido das cascas de G. blepharophylla apresentou significativa
atividade antiproliferativa para as células UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI-
ADR/RES (mama resistente a multiplos farmacos), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulméo), PC-3
(préstata), OVCAR-3 (ovario), HT-29 (c6lon) e K-562 (leucemia) com valores de TGI (Total
Growth Inhibition - concentracdo inibitoria de crescimento total da linhagem da célula
cancerigena) iguais a 21,37, 28,16, 16,18, 16,18, 9,05, 34,32, 16,96, 39,20 e 7,23 pug.mL
respectivamente, indicando ser uma fonte promissora de substancias biologicamente ativas
(COSTA et al., 2011a).

As fracdes alcaloidicas das folhas e galhos finos obtidas dos extratos hidroalcéolicos
(etanol/agua 8:2) de G. citriodora exibiram resultados promissores contra Plasmodium
falciparum, com elevada atividade antiplasmodica apresentando valores de Clso (concentragdo
inibitoria média) iguais a 1,18 e 0,33 ug.mL respectivamente. A fracdo alcaloidica das folhas
exibiu ainda, uma moderada atividade frente & bactéria Enterococcus faecalis com CIM = 125
png.mLt (RABELO et al., 2014).
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Possuindo um teor relevante de constituintes alcaloidicos, destacam-se pesquisas

voltadas para os testes de atividades biol6gicas com esses compostos no género. Apesar da

atividade bioldgica de grande parte dos alcaloides ainda ser desconhecida, estudos tem se

tornado cada vez mais frequentes e tal classe de compostos vém se mostrando como uma

importante fonte de substancias biologicamente ativas. A TABELA 10 apresenta um resumo

de algumas das atividades bioldgicas reportadas para os alcaloides isolados de espécies do

género Guatteria nos ultimos anos.

TABELA 10: Atividades biolbdgicas reportadas para os alcaloides do género Guatteria.

Alcaloide At'|V|,da'1de Espécie Referéncia
Bioldgica
Citotoxica G. friesiana COSTA et al., 2016
Liriodenina [16] Antioxidante G. hispida COSTA etal., 2010

Antimicrobiana

Antiproliferativa

G. blepharophylla

COSTA etal., 2011a

(+)-Nornuciferina [26]

(+)-Isocoridina [35]

(+)-Nuciferina [36]

(+)-Roemerina [37]

(-)-Tetrahidropseudo
columbamina [3]

Citotoxica

G. pogonopus

SANTOS et al., 2018a

9-Metoxiisomoschatolina [13]

Coreximina [1]

Antioxidante

G. hispida

COSTA et al., 2010

Isocoreximina [2]

Antioxidante

G. hispida

COSTA etal., 2010

Antiproliferativa

G. blepharophylla

COSTA etal., 2011a

O-metilmoschatolina [14]

Antioxidante

Antimicrobiana

Lisicamina [15]

Antimicrobiana

G. hispida

COSTA et al., 2010

Antiproliferativa

G. blepharophylla

COSTA et al., 2011a

Isomoschatolina [18]

Antimicrobiana e
antiproliferativa

G. blepharophylla

ANDREAZZA et al., 2016

COSTA- etal., 2011a

Palmatina [8]

Citostatica

G. friesiana

COSTA et al., 2013a

Guatterfriesidina [49]

Antiglicante

G. friesiana

COSTA et al., 2018a

Devido a série de substancias isoladas com potencial biolégico marcante em espécies

do género Guatteria, € justificavel a continuidade de estudos com o género em especial com a

espécie Guatteria olivacea, endémica da regido amazébnica, e que ndo apresenta relatos na

literatura quanto aos seus constituintes quimicos e propriedades biolégicas, o que a torna

relevante para esse estudo.
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2.3. A espécie Guatteria olivacea R. E. Fries

Apesar de constituir um dos maiores géneros da familia Annonaceae, a espécie
Guatteria olivacea, ndo apresenta estudo relatado nos principais bancos de dados (Scifinder,
Scopus, Web of Science e Google Scholar) quanto aos aspectos fitoquimicos e farmacoldgicos.
A espécie é conhecida popularmente pelas mesmas denominacdes atribuidas as outras espécies
da familia, devido a semelhanca de seus frutos, podendo ser chamada de “araticum”, “ata” e
“envireira”, possuindo ocorréncia natural nos estados do Amazonas, Para e Acre (MAAS et.
al., 2015).

A espécie se assemelha as demais do género, apresentando-se na forma de arvores,
sendo facilmente reconhecida por suas flores e frutos (FIGURA 10). As flores quando imaturas,
possuem pétalas patentes, porem quando maturas, as pétalas internas tornam-se eretas e seus
frutos possuem numerosos carpidios livres, com uma Unica semente cada um (LOPES;

MELLO-SILVA, 2014).

FIGURA 13: Caracteristicas botanicas de G. olivacea (1) Arvore; (2) boto flor imaturo; (3)

botdo de flor maduro; (4) frutos e (5) detalhes das folhas.

3 1L D, K ) . el

Fonte: 2ARAUJO, M. S., 2018; Pwww. http://atrium.andesamazon.org/index.php . Acesso em 13 Maio de 2019.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral:

e Realizar o estudo fitoquimico das folhas e cascas da espécie Guatteria olivacea,
assim como sua atividade bioldgica, investigando o potencial anticancer in vitro do

6leo essencial e das substancias isoladas a partir dessas matrizes.

3.2. Objetivos especificos:

Isolar através dos métodos cromatograficos classicos os alcaloides presentes no

extrato metandlico das cascas de Guatteria olivacea;

e Identificar os constituintes alcaloidicos por RMN 1D e 2D, bem como

Espectrometria de Massas;

e Extrair 0 6leo essencial das folhas de Guatteria olivacea e caracterizar por CG-DIC
e CG-EM;

e Avaliar a atividade citotoxica in vitro contra diferentes células tumorais e nao

tumoral, dos extratos, fracdes e substancias isoladas das cascas, bem como do 6leo

essencial das folhas de Guatteria olivacea.
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4. METODOLOGIA
4.1. Cromatografia em coluna (CC)

Os fracionamentos cromatograficos foram realizados em coluna de vidro aberta,
utilizando como fase estacionaria silica gel 60 com particulas entre 0,063-0,200 mm (70-230
mesh) da Sigma-Aldrich tratada previamente com solu¢do de bicarbonato de sodio 10%
(NaHCO3). O comprimento e o didmetro das colunas variaram de acordo com as quantidades
das amostras a serem cromatografadas. A proporcdo de silica utilizada nas separacdes foi de 20
a 30 vezes a massa do produto bruto a ser purificado para 0 empacotamento da coluna e de 2
vezes para pastilha (MATOS, 2009).

4.2. Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

As analises em camada delgada foram realizadas em cromatofolhas silica gel 60 da

Fluka, com indicador de fluorescéncia Fs4, com suporte em aluminio e 0,2 mm de espessura.

4.3. Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

As andlises em escala preparativa foram desenvolvidas em cromatoplacas de vidro de
tamanho 20 x 20 cm com espessura de 1,0 mm. As placas foram preparadas adicionando-se 21g
de silica gel 60 F2s4 da Macherey-Nagel em um erlenmeyer, em seguida, adicionou-se agua
destilada ao erlenmeyer, e agitou-se a solugdo vigorosamente por alguns minutos de modo que
ficasse homogénea. Em seguida, verteu-se a solugdo sob uma cromatoplaca de vidro recém-
limpa com acetona (C3HsO), espalhando sobre a placa de maneira uniforme. Apos evaporagéo
da 4gua a temperatura ambiente por um periodo de 48 a 72h, as cromatoplacas foram ativadas
em estufaa 110 °C por 1h. A visualizagdo das bandas foi efetuada com auxilio de luz ultravioleta
(254 nm e 365 nm). A recuperacdo das amostras foi efetuada utilizando como solventes:

diclorometano (CH2CI) e metanol (CH3OH) e/ou a mistura destes.

4.4. Gel de silica 60 impregnada com NaHCOs3

Para o fracionamento cromatografico em coluna aberta, a silica utilizada foi tratada com
uma solucdo de bicarbonato de sddio (NaHCOgz). Cerca de 1000 mL de uma solucdo de
bicarbonato de sédio 10% foi adicionado a 300 g de gel de silica 60 com particulas entre 0,063-
0,200 mm (70-230 mesh) da Sigma-Aldrich. Apés completa adi¢cdo a solucdo foi agitada para
que bolhas existentes fossem eliminadas. Posteriormente, a silica foi mantida em repouso por

24 horas. ApGs esse periodo a silica foi filtrada em funil de Blchner para retirar 0 excesso de
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solucéo de bicarbonato de sodio. Em seguida foi armazenada em uma cépsula de porcelana e
mantida em estufa a 180 °C com agitacao frequente para evitar a formacéo de grumos, até sua

secagem completa.

4.5. Reveladores

A revelagdo das faixas (spots) nas CCDAs e CCDPs foi feita sob luz ultravioleta (254
nm e 365 nm), solucdo de anisaldeido (revelador para terpenoides) e reagente de Dragendorff

(revelador para alcaloides).

Solucéo de anisaldeido — A solucédo foi preparada pela adi¢do de 5 mL de anisaldeido
em 90 mL de alcool etilico, 5 mL de &cido sulfarico concentrado e 1 mL de &cido acético glacial.

Reagente de Dragendorff com modificacdo de Munier — (MUNIER, 1953 apud
MERCK, 1971). Solucdo A: 1,7 g de nitrato de bismuto Il e 20,00 g de acido tartarico
dissolvidos em 80 mL de agua destilada. Solucdo B: 16,00 g de iodeto de potassio dissolvidos
em 40 mL de agua destilada. A mistura de partes iguais (1:1) destas solugdes constitui a solugdo
estoque. Para borrifagdo das placas, 5,0 mL da solucéo estoque foi adicionada a 10,00 g de

acido tartarico dissolvido em 50 mL de agua destilada.

4.6. Solventes

Para todas a técnicas cromatografica foram utilizados solventes das marcas Hexis,
Merck, Synth e Qhemis. Para obtencdo dos espectros de RMN forma utilizados solventes
deuterados da marca Tédia Brasil e Sigma-Aldrich. Para obtencdo dos espectros de massas

foram utilizados solventes grau HPLC da marca Tédia Brasil.

4.7. Equipamentos

Espectroscopia por Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN) — Os espectros de
ressonancia magnética nuclear uni de bi-dimensionais (RMN 1D/2D) das substancias isoladas
foram registrados em um aparelho Bruker Avance 111 500 operando a 11,75 Tesla (500 MHz
para RMN de 'H e 125 MHz para RMN de **C) e Avance 111-600 operando a 14,1 Tesla, (600
MHz para RMN de 'H e 150 MHz para RMN de **C). As amostras foram solubilizadas em
croloférmio deuterado (CDCIs) e/ou a mistura de cloroférmio com gotas de metanol deuterados
(CDCl3 + gotas de CD30D). Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (d) ¢ as

multiplicidades dos sinais indicadas segundo a convencéo: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo
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dupleto), ddd (duplo duplo dupleto), t (tripleto), dt (duplo tripleto), m (multipleto). As

constantes de acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz).

Espectrometria de Massas (EM) — Os espectros de massas dos extratos, fracdes e
substancias isoladas foram adquiridos em um espectrdmetro modelo LQC Fleet (Thermo
Scientific) com analisador de massas do tipo ion trap e equipado com uma fonte de ionizagéo
por eletrospray (ESI) programada para operar no modo positivo de aquisi¢cdo. As informagoes
foram registradas através do modo de aquisi¢do continua, disponivel no software LCQ Fleet
Tune. As amostras foram diluidas até a concentracdo de 10 ppm em metanol grau HPLC e
injetadas no looping de 5 uL do espectrometro de massas. Utilizou-se uma bomba ACCELA
600 (Fluxo de 200 uL min™ de metanol grau HPLC) para levar as amostras do looping até a

fonte de ionizacéo.

Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas (CG-EM e CG-DIC) - As
analises foram realizadas conforme a metodologia proposta por Silva et al. (2013). Para a
analise por CG-DIC utilizou-se um sistema Shimadzu GC-17A equipado com detector de
ionizagéo de chama (DIC) e um integrador eletronico. Para a separa¢cdo dos compostos utilizou-
se uma coluna capilar de silica fundida DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um espessura do
filme) revestida com 5%-fenil-arileno-95%-dimetilpolisiloxano. O gas de arraste usado na
analise foi o Hélio (99,999%) na taxa de fluxo de 1,0 mL.min™. A temperatura programada foi
40 °C / 4 min, a uma taxa de 4 °C / min a 240 °C, entdo a 10 °C / min a 280 °C,e a 280 °C /2
min. As temperaturas do injetor e dos detectores foram de 250 °C e 280 °C, respectivamente.
As amostras (10 mg.mL* em CH,CI.) foram injetadas com uma relagdo de separagdo 1:50. Os
indices de retencdo foram gerados com uma solucdo padrao de n-alcanos (Cs-Czo). As areas dos
picos e os tempos de retencdo foram medidos de modo eletrdnico com um integrador. As
quantidades relativas de individuos compostos foram calculadas a partir das areas dos picos por
CG sem um DIC como correc¢do do fator de resposta. As analises de CG-EM foram realizadas
em um cromatdgrafo Trace GC Ultra (Thermo-Scientific) acoplado com um espectrometro de
massas 1SQ com amostrador automatico modelo Tri Plus RSH. Utilizou-se como fase
estacionaria, uma coluna capilar de silica fundida DB-5MS (30m x 0,25 mm x 0,25 pm
espessura do filme) revestida com 5%-fenil-arileno-95%-dimetilpolisiloxano. Os EM foram
alcancados a 70 eV com intervalos de varredura de 0,5s e fragmentos de 40-550 Da. As demais

condicBes foram semelhantes as utilizadas para anélise por CG.
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Para o calculo do indice de retengdo IR foi utilizada a equag&o de Van Den Doll & Kratz
(1963) em relacdo a série homologa de n-alcanos (Cs-C20) € fez-se a identificacdo através da
comparagdo com outros espectros de massas da literatura (ADAMS, 2007). A percentagem de
cada componente foi determinada pela area do componente dividida pela area total de todos os

componentes presentes na mistura.

Tr r
IR = 100ix ———"2 1+ 100N
Ter —_— TI‘HA

onde: Trx = Tempo de retencdo do composto problema;
TrHA = Tempo de retencdo do hidrocarboneto anterior;

TrHP = Tempo de retengdo do hidrocarboneto posterior;
N = NUmero de carbonos do hidrocarboneto posterior;

i = Diferenca entre o nimero de carbono dos hidrocarbonetos anterior e posterior.

A identificacdo dos compostos foi feita com base nos indices de retencdo (VAN DEN
DOOL & KRATZ, 1963) e na comparagdo computadorizada dos espectros de massas
adquiridos com aqueles armazenados no banco de dados de espectros de massas do sistema
CG-EM (NIST107 e NIST21; WILEY) e com espectros de massas da literatura (ADAMS,
2007).

4.8. Outros equipamentos

Evaporador rotativo - Fisatom em banho-maria com temperatura controlada;
Bomba de vacuo - Tecnal;

Moinho - Modelo Marconi com quatro facas;

Estufa incubadora - Med Clave e De Leo;

Balanca analitica - Modelos ARC 120 e AR 2140 da marca Adventurer OHAUS;
Balanga semi-analitica — Modelo UX6200H da marca SHIMADZU,

Ultrassom — Unique, modelo USC-2800.
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4.9. Coleta do material vegetal

As folhas e cascas de Guatteria olivacea foram coletadas no dia 27 de maio de 2017 na
Reserva Florestal Adolpho Ducke sob as coordenadas 2°54°47° S e 59°58°48°> W, proxima a
cidade de Manaus, Amazonas, Brasil. A espécie passou pela identificagdo com o professor Dr.
Antonio Carlos Webber do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do
Amazonas. Para carater de consulta, uma exsicata da espécie foi depositada no herbario
(HUAM) do Departamento de Biologia da propria UFAM sob o numero 11423. O acesso
(espécime) foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o nimero de registro A70EDCD.

4.10. Preparo dos extratos

O material botanico da espécie em estudo (cascas de Guatteria olivacea), foi seco em
local aberto a temperatura ambiente, sendo posteriormente, transferido para uma estufa com
circulacdo de ar a 40 °C. Em seguida, a amostra vegetal seca foi moida em moinho de facas e
teve sua massa determinada em uma balanga semi-analitica, resultando em 1113,09 g de casca.
Com o peso obtido, a amostra vegetal foi submetida a extracdo pelo método de maceragédo
(ESQUEMA 1), onde foi transferida para um frasco Mariotte com adicdo de solventes em
ordem crescente de polaridade, com renovagdo a cada 72 horas. Inicialmente, foi utilizado
hexano (oito extracdes) e posteriormente metanol (oito extracdes). A cada etapa de maceracéo,
0s extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo a pressdo reduzida e
temperatura controlada entre 40-50 °C, sendo posteriormente secos em dessecador. O solvente
evaporado foi reutilizado em cada etapa da maceracao, houve um gasto inicial 3 L de solvente
e a cada renovacao necessitou-se acrescentar mais 250 mL, totalizando um gasto de 5 L de
hexano e 5 L de metanol. Ao término do processo, o residuo vegetal proveniente da extracao
foi descartado. ApGs completa a secagem, 0 extrato hexanico apresentou massa igual a 17,14 g
e 0 extrato metandlico apresentou massa igual a 94,36 g, desse modo, pode-se calcular seus
respectivos rendimentos. Uma aliquota (30,0 mg) dos extratos hexanico e metanolico foi
separada e enviada para a realizacdo dos ensaios de atividade citotoxica no Instituto Gongalo
Moniz (IGM) da Fundacdo Osvaldo Cruz (Fiocruz) do estado da Bahia (Fiocruz-BA), sob a
coordenacao do Dr. Daniel Pereira Bezerra.
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ESQUEMA 1: Fluxograma geral de obtencdo dos extratos pelo método de maceragéo.

Casca
m=1113,099

1 1
I - Maceragdo com hexano; !
! - 8 extracdes em intervalo de 72 horas; |

~ 1
1 - Concentraco do extrato. |
1 1

Extrato Hexanico
(GOCEH) Torta
m= 17,14 g (1,54%)

Extrato Metandlico
(GOCEM)
m= 94,36 g (8,48%)

Residuo
Desprezado

4.11. Tratamento acido-base do extrato metandlico

Pela andlise cromatografica do extrato metandlico por Cromatografia em Camada
Delgada Analitica (CCDA), utilizando diferentes sistemas de solventes, observou-se a presenca
de constituintes nitrogenados, através da utilizacdo do reagente de Dragendorff (indicativo de
alcaloides, coloragdo alaranjada). Baseado nesta analise, 0 mesmo foi entdo submetido a
extracao acido-base (ESQUEMA 2) de acordo com a metodologia de Costa et al. (2006).

O material foi dividido em 2 porcdes (76,36 g) e (18 g), a por¢do menor foi reservada
para analises futuras, ja a por¢do que continha 76,36 g foi submetida ao tratamento &cido-base.
Inicialmente foi adicionado ao extrato 200 mL de CH2Cl> (solubilizando parte do extrato), e
posteriormente submetido a extracdo sucessiva com o mesmo volume de CH2Clz (200 mL) e
solucéo de acido cloridrico 3% v/v (HCI), obtendo-se duas fases: a fase aquosa acida (Parte A)
e a fase neutra (Parte B). A fase aquosa acida com pH igual a 3,0 foi cuidadosamente separada
da fase neutra e basificada com hidréxido de aménio (NHsOH) até pH igual a 10,0, sendo em
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seguida extraida sucessivamente com CH2Clz, formando duas novas fases: fase alcaloidica
(Parte C) e fase aquosa basica (Parte D). A fase alcaloidica apresentou coloracdo amarelada e
foi concentrada com evaporador rotativo, enquanto a fase aquosa basica foi descartada,

conforme fluxograma abaixo.

ESQUEMA 2: Fluxograma do tratamento acido-base.

Extrato Metandlico
(GOCEM)
m=76,36¢

Fase Neutra
(Parte B - GOCFN)
m = 2,20 g (2,88%)

Fase Aquosa Acida
(Parte A)

| - Basificagdo com NH,OH conc. (pH 10);
_E - Extragdo com CH,Cl,.

e o o o e e e e e e e = e e e e e e e e e e e = e e

Fase Alcaloidica
(Parte C - GOCFA)
m = 1,67 g (2,19%)

Fase Aquosa Basica
(Parte D)

Concluido o tratamento &cido-base, confirmou-se a presenca de alcaloides na fase
alcaloidica por cromatografia em camada delgada, tendo como eluente a mistura
CH2Cl2/MeOH (9,5:0,5), como reveladores a luz UV (254 nm) e o reagente de Dragendorff.
Apos a secagem, a fase alcaloidica apresentou massa igual a 1,67 g e a fase neutra apresentou
massa igual a 2,20 g. Uma aliquota de 30,0 mg tanto da fase alcaloidica quanto da fase neutra
foi enviada para a realizagdo dos ensaios de atividade citotdxica pela Fundagdo Osvaldo Cruz

(Fiocruz) do estado da Bahia.
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4.12. Fracionamento cromatografico da fase alcaldidica (GOCFA)

Uma parte da GOCFA (1 g) foi submetida ao fracionamento por cromatografia em
coluna aberta (CC; ®@ x H de 2,8 x 51,0 cm) com silica tratada com solu¢ao de NaHCO3 a 10%,
eluida com hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol em misturas binarias de
polaridade crescente, obtendo-se 166 fragdes (EQUEMA 3).

ESQUEMA 3: Fluxograma do fracionamento cromatografico de GOCFA.

Fase Alcaloidica
(GOCFA-1,009)

i - Coluna de silica (70-230 mesh)
' - (CC; ® x Hde 2,8 x 51,0 cm)

Hexano CH,CI, AcOEt
Fr. 1 Fr. 59-62 Fr.113-114
Hexano:CH,CI, CH,CI,:AcOEt ACOEt:MeOH
Fr. Fr. Fr.
90:10 2-5 90:10 63-71 95:05 115-124
80:20 6-9 80:20 72-76 90:10 125-129
70:30 10-14 70:30 77-81 85:15 130-139
60:40 15-19 60:40 82-86 80:20 140-148
50:50 20-29 50:50 87-91 70:30 149-158
40:60 30-39 40:60 92-100 50:50 159-166
30:70 40-43 30:70  101-105
20:80 44-53 20:80  106-107
10:90 54-58 10:90 108-112

Ap0s a secagem, as fracdes oriundas do fracionamento foram agrupadas de acordo com
as semelhancas evidenciadas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA),
conforme a TABELA 11. O eluente utilizado para as placas foi CH2Cl>:MeOH na proporg¢éo
9,5:0,5 para as fragdes de 1 a 63 e na proporcao 9,0:1,0 para a fragOes de 64 a 166. A revelacao

foi feita com luz UV 254 nm, solucdo de anisaldeido e reagente de Dragendorff.
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TABELA 11: Reuni&o das fracGes obtidas do fracionamento de GOCFA.

Fracdes Grupo de fragoes (G) Massa (mg)
1-5 1 34,70
6-15 2 180,20
16-17 3 49,30
18-24 4 65,30
25-30 5 26,50
31-70 6 1114
71-80 7 6,90
81-90 8 20,70
91-117 9 66,50
118-121 10 149,10
122-123 11 45,00
124-130 12 83,20
131-132 13 8,10
133-134 14 39,00
135-150 15 82,40
151-160 16 140,60
161-166 17 142,80

4.13. Isolamento

Os grupos de fragcdes na TABELA 11 foram selecionados para isolamento de acordo
com o perfil observado nas CCDAs. Os que apresentaram boa resolucdo e fatores de retencédo
bem distintos, possibilitando a purificacdo, foram submetidos a separacdo por cromatografia
em camada delgada preparativa (CCDP). As placas cromatograficas foram eluidas por 2 ou 3
vezes com CH2Cl>:MeOH (95:05) e as substancias foram extraidas da silica com a mistura de
solventes CH,Cl2:MeOH (9,5:0,5), sendo posteriormente filtradas a vacuo em funil com placa

porosa, rotaevaporadas e pesadas.

4.13.1. Grupo de fracdes G2

Visando a melhor separacdo dos componentes em mistura, o grupo de fragcdes G2
(180,20 mg) foi submetido ao fracionamento por cromatografia em coluna aberta (CC; ® x h
de 2,5 x 40,0 cm) com silica tratada com solucdo de NaHCO3 a 10%, eluida com hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol em misturas binarias de polaridade crescente,
obtendo-se 60 fragcdes (ESQUEMA 4).
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ESQUEMA 4: Fluxograma do fracionamento cromatogréfico de G2.

G2
(180,20 mgq)
e e
! - Coluna de silica (70-230 mesh) |
| -(CC; ®x Hde25x40,0cm) 1
I I [
Hexano CH.CI, AcOEt
Fr.1 Fr. 29-30 Fr. 50
Hexano:CH,CI, CH,CI,:AcOEt AcOEt:MeOH
Fr. Fr. Fr.
90:10 2-6 90:10  31-32 90:10 51-52
80:20 7-10 80:20 33-34 80:20 53-54
70:30 11-14 70:30  35-36 70:30  55-56
60:40 15-16 60:40 37-38 50:50  57-60
50:50 17-18 50:50  39-40
40:60 19-20 40:60 41-42
30:70 21-24 30:70  43-45
20:80 25-26 20:80  46-47
10:90 27-28 10:90  48-49

Apos a secagem, as fragbes oriundas do fracionamento foram agrupadas conforme as
semelhancas evidenciadas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) (TABELA
12). O eluente utilizado para as placas foi CH.Cl.:MeOH (9,5:0,5). A revelacéo foi feita com

luz UV 254 nm, solugdo de anisaldeido e reagente de Dragendorff.

TABELA 12: Reuni&o das fracGes obtidas do fracionamento de G2.

FracOes Grupo de fracdes (G2) Massa (mg)
1 1 0,8
2 2 1,0
3 3 0,8
4 4 0,5
5 5 0,3
6 6 0,7
7 7 2,3
8-12 8 62,3
13-26 9 47,0
27-31 10 2,2
32-35 11 6,4
36-38 12 1,3
39-50 13 1,0
51-53 14 4.4
54-58 15 2,2
59-60 16 0,5
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Com o resultado obtido pela anélise por CCDA, o grupo de fracdes G2.8 (62,3 mg) foi
selecionado para o isolamento, onde de acordo com 0 ESQUEMA 5 foi submetido a CCDP,
utilizando como eluente a mistura CH2Cl>:MeOH (95:05), resultando no isolamento de uma
substancia codificada como GO1. Na andlise por CCDA em diferentes sistemas de solventes,
observou-se a presenca de apenas um spot quando revelada com reagente de Dragendorff e
anisaldeido, bem como quando submetida a irradiagdo de luz ultravioleta em 254 nm. A amostra

foi entdo encaminha para analise por EM e RMN.

ESQUEMA 5: Grupo de fragdes G2.8.

G238
(62,3 mg)

| - CCDP
|
'_ CH,Cl,:MeOH (9,5:0,5)

GO1
(14,4 mq)

De acordo com 0 ESQUEMA 6, o grupo de fragGes G2.9 tambem foi submetido a CCDP
eluida com uma mistura de CH2Cl>:MeOH (95:05), resultando em uma amostra denominada
G2.9 (20,1 mg). O material foi submetido a analise por CCDA em diferentes sistemas de
solventes, observou-se a presenca de apenas um spot quando revelada com reagente de
Dragendorff e anisaldeido, bem como quando submetido a irradiacdo de luz ultravioleta em 254
nm. A amostra foi encaminha para analise por EM e RMN, onde observou-se a presenca de
dois componentes em mistura. Visando a separacdo dos mesmos, foi submetida novamente a
CCDP nas mesmas condicOes anteriores, onde obteve-se uma substancia isolada de codigo

GO2 (9,5 mg), que foi encaminhada novamente para analise por EM e RMN.
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ESQUEMA 6: Grupo de fragbes G2.9.

G2.9.1
(20,1 mg)

1- CCDP
|
1 - CH,Cl,:MeOH (9,5:0,5)

4.13.2. Grupo de fragdes G3

A representacdo no ESQUEMA 7 mostra o resultado do estudo do grupo de fragdes G3
(49,3 mg) que foi submetido a CCDP, utilizando como eluente a mistura de CH2Cl2:MeOH
(95:05), resultando em uma fracdo GO3. Apds o processo de extracdo a amostra foi submetida
a analise por CCDA em diferentes sistemas de solventes, sendo observada a presenca de apenas
um spot quando revelada com reagente de Dragendorff e anisaldeido, bem como quando
submetida a irradiagdo de luz ultravioleta em 254 nm. Ao término do processo de isolamento a

amostra foi encaminha para analise por EM e RMN.

ESQUEMA 7: Grupo de fragdes G3.

G3
(49,3 mg)
1
- CCDP !
! - CH,Cl,:MeOH (9,5:0,5) !
GO3
(1,9 mg)
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4.13.3. Grupo de fragdes G4

A representacdo no ESQUEMA 8 mostra o resultado do estudo do grupo de fragbes G4
(65,3 mg) que foi submetido a CCDP utilizando como eluente a mistura de CH2Cl>:MeOH
(95:05), resultando no isolamento de uma substancia GO4. A mostra foi submetida a analise
por CCDA utilizando diferentes sistemas de solventes, sendo observada a presencga de apenas
um spot quando revelada com reagente de Dragendorff e anisaldeido, bem como quando
submetida a irradiacdo de luz ultravioleta em 254 nm. Ao término do processo de isolamento a

amostra foi encaminha para analise por EM e RMN.

ESQUEMA 8: Grupo de fragdes G4.

G4
(65,3 mg)

- CCDP

4.13.4. Grupo de fracdes G5

O grupo de fragdes G5 (26,50 mg) foi submetido a CCDP (ESQUEMA 9) utilizando
como eluente a mistura de CH.Cl2:MeOH (95:05), resultando no isolamento de trés substancias
GO5, GO6 e GO7. Cada amostra foi submetida a analise por CCDA utilizando diferentes
sistemas de solventes, sendo observada a presenca de apenas um spot em cada caso, quando
reveladas com reagente de Dragendorff e anisaldeido, bem como quando submetidas a
irradiacdo de luz ultravioleta em 254 nm. Ao término do processo de isolamento todas as

amostras foram encaminhas para analise por EM e RMN.
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ESQUEMA 9: Grupo de fragdes G5.

G5
(26,50 mg)

1- CCDP I

1
I- CH,CI,:MeOH (9,5:0,5) !

| ]
GO5 GO6 GO7
(1,5 mg) (6,2 mg) (3,3 mg)

4.13.5. Grupo de fracgdes G6

O grupo de fragbes G6 (111,4 mg) foi submetido a CCDP utilizando como eluente a
mistura de CH.Cl,:MeOH (95:05), conforme a representagdo no ESQUEMA 10, resultando no

isolamento de uma substancia GO8. A mostra foi submetida a analise por CCDA utilizando

diferentes sistemas de solventes, sendo observada a presenca de apenas um spot quando

revelada com reagente de Dragendorff e anisaldeido, bem como quando submetida a irradiacéo

de luz ultravioleta em 254 nm. Ao término do processo de isolamento a amostra foi encaminha

para analise por EM e RMN.

ESQUEMA 10: Grupo de fragdes G6.

G6
(111,4 mg)
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4.13.6. Grupo de fracdes G12

O grupo de fragbes G12 (83,2 mg) foi submetido a CCDP utilizando como eluente a
mistura de CH2Cl>:MeOH (95:05) (ESQUEMA 11), resultando no isolamento de uma
substancia codificada como GO9. Na analise por CCDA em diferentes sistemas de solventes,
observou-se a presenca de apenas um spot quando revelada com reagente de Dragendorff e
anisaldeido, bem como quando submetida a irradiacdo de luz ultravioleta em 254 nm. Ao

término do processo de isolamento a amostra foi encaminha para analise por EM e RMN

ESQUEMA 11: Grupo de fragdes G12.

G12
(83,2 mg)

GO9
(9,0 mg)

4.14. Extracgéo do oleo essencial

O oleo essencial das folhas trituradas e secas (por um periodo de 24 horas em estufa
com circulacdo de ar a 40 °C) de G. olivacea foi extraido por hidrodestilagdo utilizando um
sistema do tipo Clevenger, acoplado a um baldo de fundo redondo de 4000 mL, com uma manta
elétrica aquecedora mantendo-se a temperatura em 100 °C. Para cada extracdo adicionou-se
300g do material vegetal e completou-se o volume com agua destilada mantendo o nivel até a
metade do baldo, as quais foram realizadas em triplicatas. O 6leo essencial foi extraido por um
periodo de quatro horas, onde no final do processo foi recolhido e filtrado com sulfato de sédio
anidro para remocéo da agua residual, sendo posteriormente acondicionado em frasco de vidro
ambar e mantido sob refrigeracdo, para evitar possiveis perdas e degradacdo dos constituintes
volateis. O rendimento da extracdo foi calculado com base na massa do 6leo volatil obtido em
relacdo a massa de material vegetal utilizado, multiplicado por 100. Os valores foram expressos
em porcentagem.

Apo0s a obtengédo do dleo essencial, este foi submetido as anélises cromatograficas e

testes de atividade citotoxica.
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4.15. Estudo bioldgico: atividade citotoxica

Este ensaio foi realizado em colaboracdo com o pesquisador Dr. Daniel Pereira Bezerra
do Laboratorio de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia (LETI) do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz (CPgGM) da Fundacgédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Salvador, Bahia, Brasil.

4.15.1. Preparo das amostras

As amostras foram dissolvidas/diluidas em DMSO puro estéril na concentracdo de 10,0
mg.mL? para 6leo essencial, extratos e fragdes, e na concentragdo de 5,0 mg.mL? para
substancias isoladas, as quais foram testadas em concentragdes que variaram de 0,19 a 50

pg.mL™t,
4.15.2. Células

Foram utilizadas células tumorais MCF7 (adenocarcinoma de mama humano),
HCT116 (carcinoma de célon humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), HL-60
(leucemia promielocitica humana), doadas pelo Hospital A.C. Camargo, Sao Paulo, SP, Brasil.
As células foram cultivadas em garrafas para cultura de células (75 cm?, volume de 250 mL),
os meios utilizados foram RPMI 1640 e suplementados com 10% de soro bovino fetal. As
ceélulas foram mantidas em incubadoras com atmosfera de 5% de CO. a 37 °C.

Vale ressaltar que para extratos e fragfes os mesmos séo avaliados apenas frente as
células tumorais HepG2 e HL-60 em concentragéo Unica de 50 ug.mL?, pois ¢ realizado apenas
um ‘screening’.

Para avaliar a citotoxicidade das substancias sobre a proliferacdo de células nédo
tumorais, utizou-se a célula MRC-5 (fibroblasto de pulmao humano) obtida da ATCC (cole¢édo
de cultura americana).

Acompanhou-se diariamente o crescimento celular com a utilizacdo de microscopio
de inversdo. O meio foi trocado sempre que o crescimento celular atingia confluéncia necessaria
para renovagao de nutrientes. Para a manutencgéo de células aderidas utilizou-se tripsina (0,25%)
para que as células se despregassem das paredes das garrafas. As culturas de células
apresentavam negativas para microplasma, conforme avaliado pela colocagdo com Hoechst
(Mycoplasma Stain Kit, Cat. MYC1, Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA).
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4.15.3. Ensaio de citotoxicidade

Para avaliar a citotoxicidade das amostras, 0 ensaio do alamar blue foi realizado apés
72 horas de exposi¢cdo com 0s compostos em teste. O reagente de viabilidade celular de alamar
blue constitui uma solugdo baseada em resazurina, é um indicador fluorescente/colorimétrico
com propriedades redox. A resazurina, apresenta em seu estado fundamental, uma coloracédo
azul nao fluorecente, indicando a presenca de células ndo-viaveis, enquanto que a forma

reduzida é rosea fluorescente, indicando célula viavel (ESQUEMA 12).

ESQUEMA 12: Formas da resazurina - Indicador de viabilidade celular.

/@ j;l = NAD+/H20 /N
Célula viavel 0 0 OH
Resazurina Resofurina
(Azul - Nao fluorescente) (Rosa - Fluorescente)

Fonte: http://www.abpbio.com/wp-content/uploads/2017/11/Alamarblue-1.png. Acesso em 03 de Agosto de
2018.

Inicialmente, as células foram plaqueadas em placas de 96 cavidades (100 pL/pogo de
uma solucéo de 0,3 x 10° células/mL para células em suspensdo e 0,7 x 10° células/mL para
células aderidas). Apos 24 horas de incubacdo, as substancias testes dissolvidas em DMSO
foram adicionadas em cada pogo e incubadas por 72 horas. A doxorrubicina foi utilizada como
controle positivo. O controle negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO. Quatro horas
antes do final do periodo de incubacdo, 20 pL da solucdo estoque (0,312 mg/mL) de alamar
blue (resazurina) foram adicionados a cada po¢o. As absorbancias foram mensuradas nos
comprimentos de onda de 570 nm (reduzido) e 595 nm (oxidado) utilizando uma leitora de
placa (ESQUEMA 13) (AHMED et al., 1994).
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ESQUEMA 13: Ensaio de citotoxicidade.

Diluicdo

Contagem

Culturadascélulas das células

! T,

»
Espectrofotometro de Placa Reacdo Redox Ipcubagao com
570a 600 nm , meiosde cultura, as
Resazurina linhagens de drogas
— Resofurina Alamar Blue

<
4
-

L @/ e
5 (o . " ‘ n
K (e

Fonte: MENEZES, L.R.A. (2015).

A proliferacéo celular foi calculada utilizando a formula:

% proliferacéo = ALw — (Anuw X Ro) x 100

Onde, ALw e Anw sdo as absorbancias no menor e maior comprimento de onda,
respectivamente.

O Ry foi calculado utilizando a formula:

Ro=AOLW/AOHnw

Onde, AOLw e AOnw séo as absorbancias do meio adicionado ao alamar blue,
subtraido das absorbancias do meio isolado nos comprimentos de onda menor e maior,
respectivamente. Utilizou-se o pardmetro Ro para eliminar a absorcdo caracteristica do meio
puro, que possui uma coloracdo levemente rosea.

As amostras foram testadas em diluicdo seriada, em triplicata (dependendo da
quantidade de amostra). A porcentagem de inibicé&o foi calculada e registrada a porcentagem de
inibicdo x log da concentracdo e determinado suas Clso realizado a partir de regressédo néo-

linear utilizando o programa Prisma versdo 5.0 (GraphPad Software).

42



5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Identificacéo estrutural das substancias isoladas das cascas de G. olivacea

A realizacdo do estudo fitoquimico das cascas de G. olivacea empregando técnicas
cromatogréficas convencionais, como CC, CCDA e CCDP, possibilitou o isolamento e a
caracterizacdo de 10 substancias conhecidas, sendo duas delas obtidas em mistura. Para a
identificacdo das substancias, utilizaram-se técnicas modernas de elucidacdo estrutural, tais
como RMN de H e *C 1D/2D e EM, assim como também a comparacgio dos dados obtidos
com os descritos na literatura. Os alcaloides isolados (TABELA 13), sdo pertencentes a duas
subclasses, os aporfinoides: subdivididos em aporfinos, oxoaporfinos e fenantrenos; e 0s

tetraidroprotoberberinos, de acordo com a FIGURA 14.

TABELA 13: Classe de alcaloides identificados de G. olivacea.

Aporfinoides . .
Tetraidroprotoberberino

Fenantreno Oxoaporfino Aporfino
ggé GO2 GO3 GO4
GO9 GO5 GOG6 (mistura de GO6a e GO6b) GO7

FIGURA 14: Esqueletos dos alcaloides identificados nas cascas de G. olivacea.

Fenantreno Oxoaporfino Aporfino Tetraidroprotoberberino
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5.1.1. Identificacéo estrutural dos alcaloides do tipo fenantreno
5.1.1.1. Identificacdo estrutural de GO1

A substancia GO1 (14,4 mg) apresentou-se como um solido amorfo de coloracédo
avermelhada, com teste positivo para alcaloides frente ao reagente de Dragendorff. Através da
analise do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIls) (FIGURA 15) foram observadas
caracteristicas de um alcaloide do tipo fenantreno devido ao padréo de sinais de hidrogénios na
regido aromatica e na regido dos hidrogénios metilénicos (GUINAUDEAU; LEBOEUF;
CAVE, 1975, 1979, 1983, 1988, 1994).

FIGURA 15: Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCl3) de GO1.
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Os sinais dos hidrogénios aromaticos foram observados na faixa de deslocamento entre
0 9,66 - 7,24, sendo quatro em 6 9,66 (1H, dd, J =8,4e 0,7 Hz), 6 7,60 (1H, dd, J=8,2e 1,7
Hz),6 7,57 (1H,td, J=8,2e 1,4 Hz) e 6 7,83 (1H, dd, J = 8,2 e 1,7 Hz), atribuidos a H-5, H-6,
H-7 e H-8, respectivamente, cujas multiplicidades sdo coerentes com auséncia de substitui¢do
do anel C do sistema fenantreno. Outro sinal com deslocamento em & 7,24 (1H, s) foi atribuido
a posicdo H-2, sendo este, tipico do anel A do sistema fenantreno substituido. Os dois sinais de
hidrogenios aromaticos remanescentes observados em 6 7,61 (1H, d) e 6 7,85 (1H, d) ambos
dupletos com constante de acoplamento (J) de 9,1 Hz mostraram caracteristicas de um sistema
compativel com o anel B do esqueleto fenantreno referentes aos hidrogénios H-9 e H-10,
respectivamente (FIGURA 16, TABELA 14).
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FIGURA 16: Ampliacéo do espectro de RMN de H (500 MHz, CDCl3) de GO1.
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Observou-se ainda, a presenca de dois multipletos, em & 3,28 (2H, m) e 8 2,67 (2H, m),
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com integracdo para dois hidrogénios cada, tipicos de hidrogénios metilénicos atribuidos a
cadeia etilamina do esqueleto fenantreno equivalentes a H-11 e H-12, constituindo os quatro
prétons aliféticos, incluindo o sinal em & 2,40 (6H, s), com integracao para seis hidrogénios que
levantou a hipotese de que se teria um grupo N-dimetil na estrutura (FIGURA 17).

A presenca de um simpleto observado em 6 4,03 (3H, s) e outro em & 3,92 (3H, s) ambos
com integracdo para trés hidrogénios cada, confirmou a presenca das outras substituicbes no
anel A, sendo estes referentes a dois grupos metoxilicos nas posigdes C-3 e C-4 (FIGURA 17)
atribuidos com base nas analises dos mapas de correlagio HMBC (FIGURA 20 e 21) e HSQC
(FIGURA 22 e 23).

FIGURA 17: Ampliac&o do espectro de RMN de H (500 MHz, CDCl3) de GOL1.
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A analise realizada por RMN de *C e DEPT135, exibiu na regido aromatica sete
carbonos metinicos entre 6 128,1 - 114,8, bem como confirmou os metilénicos atribuidos em 6

32,4 ¢ 6 60,9 referentes aos carbonos C-11 e C-12, respectivamente (FIGURA 18 e 19).

FIGURA 18: Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDCls) de GOL1.
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FIGURA 19: Espectro de RMN de DEPT135 (125 MHz, CDCIs) de GOL1.
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Através dos mapas de correlagio HMBC (FIGURA 20 e 21) e HSQC (FIGURA 22 e
23) juntamente com os RMN de H e *3C, foi possivel atribuir todos os carbonos da molécula
sem ambiguidades. Observou-se a presenca de 20 carbonos, sendo 14 aromaticos entre 6 150,8
- 114,8, onde o sinal em & 150,8 (C-3) apresentou correlagdo a J° com os hidrogénios do grupo
metoxilico em & 4,03 (3H, s) ligados ao carbono em 6 56,5 (3-OCHz), de mesmo modo, o sinal
de carbono em § 145,9 (C-4) apresentou correlacéo a J2com os hidrogénios do grupo metoxilico
em & 3,92 (3H, s) ligados ao carbono em 6 59,8 (4-OCHa) , além do sinal em & 45,4 atribuido
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a [12-N(CHs)2] correlacionando-se a J' com o sinal em § 2,40 referente aos hidrogénios
metilicos (6H, s) do grupo N-dimetil.

A correta atribuicdo dos grupos metoxilicos foi definida pelo mapa de correlacao
HMBC, onde o sinal em § 7,24 (1H, s) referente a H-2 apresentou correlacdo a J® com o sinal
do carbono em & 145,9 e a J2 com o sinal do carbono em & 150,8, definidos anteriormente em
C-4 e C-3, respectivamente. Este sinal (8 7,24) mostrou ainda correla¢io a J® com o sinal do
carbono metilénico em 6 32,4 (C-11), confirmando sua localizacdo no anel A (FIGURA 20 e

21). As demais correlacGeos observadas estdo dispostas na FIGURA 24.

FIGURA 20: Mapa de correlagdo HMBC (*H: 500 MHz; *3C: 125 MHz; CDCls) de GO1.
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FIGURA 21: Ampliacéo do mapa de correlagio HMBC (*H: 500 MHz; 3C: 125 MHz; CDCl5)
de GO1.
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FIGURA 22: Mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; °C: 125 MHz; CDCl3) de GO1.
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FIGURA 23: Ampliacdo do mapa de correlagio HSQC (*H: 500 MHz; 3C: 125 MHz; CDCls)
de GO1.
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FIGURA 24: Principais correlagdes observadas no mapa de correlacées HMBC de GOL.
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Na TABELA 14 sio apresentados os valores de *H e **C de GO1 atribuidos de acordo
com as analises dos mapas de contorno HSQC e HMBC com suas respectivas correlacdes
observadas e comparacdes com os dados da literatura, consistindo nos dados do alcaloide
fenantreno conhecido como atherosperminina, que embora ja tenha sido relatado no género,
ndo apresenta dados completos de RMN, sendo assim, os dados apresentados aqui auxiliardo

novas pesquisas na identificacdo desse composto.

TABELA 14: Dados de RMN de H e 13C de GOL1.

GO1 Atherosperminina
Posicdo 1H 13 ab HMBC H 13 e
5 (mult,JemHzp  C©® (H-2CF & (mult,JemHz)!  C©
1 - 133,1C - - 130,0 C
la - 126,1C - - 126,1C
1b - 1252 C - - 1252 C
7,24 1a, 1, 3f, 4F 7,1
2 (1H, 5) 114,8 CH e 11 (1H, s) 114,8 CH
3 - 150,8 C - - 1625C
- ou
4 - 1459, C - 1508 C
9,66 9,67
5 (1H, dd, 8.4 € 0,7) 128,1 CH 1b, 7 e 8a (1H, m) 122,3CH
5a - 130,1C - - 132,7C
7,60
6 (1H, dd, 8.2 ¢ 1,7) 126,5 CH 8 - 126,5 CH
7,57
7 (1H, td, 8,2 e 1.4) 126,5 CH 5e8a - 126,5 CH
7,83
8 (1H, dd, 82 ¢ 1,7) 128,1 CH 6 e 5a - 125,7 CH
8a - 1328C - - 132,7C
7,61
9 (1H, d, 9.1) 125,7 CH laeba - 128,1 CH
7,85
10 (1H, d, 9.1) 122,3 CH lbe8a - 128,1 CH
3,28
11 @2H, m) 32,4 CH; 1,13,2e12 2.80 32,2 CH;
2,67 (4H, m)
12 @H, m) 60,9 CH; 1,11e13 60,7 CH;
13- 2,40 2,25
N(CHa) (6H, 5) 45,4 (CHas)2 12e13 (6H. 5) 45,2 (CHas)2
4,03 3,91
3-OCHj (31, 9 56,5 (CHs) 3 G 9 56,60(UCH3)
3,92 3,88
4-OCHs Gh.9) 59,8 (CHa) 4 B9 59,7 (CHs)

3Experimento realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para *C em CDCls, utilizando 0 TMS como padr&o interno;
®Multiplicidades determinadas mapas de correlacdo HSQC e HMBC; cAtomos de carbono que mostraram
correlagio com os respectivos hidrogénios; “*BICK; DOUGLAS, 1965 (*H: CDCls;, 100,0 MHz); LU; WU; LEOU,
1985 (*3C: CDCl;, 60,0 MHz); (§) Deslocamentos em ppm.
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A analise por espectrometria de ma

eletrospray em modo positivo de aquisi

ssas (FIGURA 25), obtida através de ionizacdo por

cdo de dados (ESI+), evidenciou uma molécula

protonada [M+H]" com m/z 310 Da, compativel com a férmula molecular C20H23NOs-.

FIGURA 25: Espectro de massas de GO1.
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Quando submetido a fragmentacdo este ion (m/z 310) apresentou uma perda inicial

caracteristica em alcaloides do tipo fenantreno de 45 u, consistente com o radical dimetilamino

—N(CHz)2 (-45) e perdas competitivas de

fragmentos chave para aporfindides, onde é

15 u e 31 u, sendo estas perdas ja descritas como

observada em estruturas contendo grupos metoxilas

vicinais, caracteristicas da segunda etapa, com perdas competitivas de grupos -CHs (-15 u) e

-OCHs (-31 u) (FIGURA 26 e 50) (SILVA

2006), corroborando assim com o que foi o

et al., 2014; SOARES et al., 2015; WU; HUANG,

bservado pelas analises de RMN.

FIGURA 26: Perfil de fragmentacdes de GOL1.
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Pelas analises de RMN de 'H e $3C 1D/2D, EM e comparago com os dados descritos
na literatura (BICK; DOUGLAS, 1965; LU; WU; LEOU, 1985), foi possivel identificar GO1

como sendo o alcaloide fenantreno conhecido como atherosperminina (FIGURA 27).

FIGURA 27: Estrutura do alcaloide atherosperminina.

5.1.1.2. Idendificacdo estrutural de GOS8

A substancia GOS8 (8,6 mg) apresentou-se como um sélido de coloracdo avermelhada,
com teste positivo para alcaloides quando revelada com solugdo de Dragendorff. Através da
analise do espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls) (FIGURA 28 e 29) foram observados
sinais semelhantes quando comparados com os dados de GO1, diferenciando-se desta, apenas
pela auséncia de um dos sinais de hidrogénios caracteristicos de grupo metoxilico em alcaloides
(simpleto com integragdo para trés hidrogénios), indicando um substituinte diferente, sendo
este, provalemente um grupo hidroxila, de acordo com os dados disponiveis na literatura
(GUINAUDEAU; LEBOEUF; CAVE, 1975, 1979, 1983, 1988, 1994).

FIGURA 28: Sobreposicdo dos espectros de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de GO1 (a) e
GO8 (b).
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FIGURA 29: Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCl3) de GOS.
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Verificou-se desse modo, na regido dos hidrogénios aromaticos a presenca de sete sinais

com integracdo para um hidrogénio cada, sendo quatro em 6 9,41 (1H, ddd, J =8,2, 1,4¢e 0,7
Hz), 7,61 (1H,dd,J=8,2¢e 1,7 Hz),5 7,58 (1H, td, J=8,2¢e¢ 1,4 Hz) € 6 7,86 (1H, dd, J = 8,2
e 1,7 Hz) tipicos dos hidrogénios arométicos H-5, H-6, H-7 e H-8, respectivamente do anel C
ndo substituido, dois em & 7,62 (1H, d, J = 9,1 Hz) ¢ 6 7,87 (1H, d, J = 9,1 Hz), referente as
posicdes H-9 e H-10 e um em & 7,24 (1H, s), caracteristico de H-2 do anel A do sistema
fenantreno substituido (FIGURA 29 e 30).

FIGURA 30: Ampliac&o da regido dos higrogénios aromaticos do espectro de RMN de *H (500

MHz, CDCls) de GOS.
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Pela anélise dos mapas de correlacdo HSQC (FIGURA 31-32) e HMBC (FIGURA 33-
34) de GOB8 foi possivel observar a presenca de 19 carbonos, sendo 14 aromaticos entre 6 147,6
- 117,4, dois metilénicos em & 31,3 e & 60,4 caracteristicos de C-11 e C-12, respectivamente,
dois metilicos em & 44,9 tipico de grupo N-dimetil em [12-N(CHz3)2] € um metoxilico em & 60,1.

Assim como observado em GO1, foi possivel evidenciar para GOS8 a presenga do sinal
em & 142,6 definido em C-4 apresentando correlacdo a J® com os hidrogénios do grupo
metoxilico em & 3,83 (3H, s) ligados ao carbono em & 60,1 (4-OCHzs) (FIGURA 32 e 34).

Pbde-se observar tambem, a presenca de dois multipletos, um em 6 3,28 (2H, m) e outro
em 6 2,75 (2H, m), com integracdo para dois hidrogénios cada, sendo estes o0s sinais tipicos dos
hidrogénios metilénicos, atribuidos assim a cadeia lateral do esqueleto fenantreno, equivalentes
a H-11 e H-12, o quais apresentaram correlacéo direta (J') com os sinais de carbono em & 31,3
(C-11) e 6 60,4 (C-12) respectivamente, como observado para a estrutura anterior (FIGURA 29
e 32). Outro sinal observado em & 2,45 (6H, s), um simpleto com integragdo para seis
hidrogénios correlacionando-se a J'* com o sinal de carbono em & 44,9 confirmou que a
substancia também teria um grupo N-dimetil na estrutura (FIGURA 29 e 32).

FIGURA 31: Mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCl3) de GOS.
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FIGURA 32: Ampliagdo do mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCls)

de GOS8.
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Foi possivel definir a correta posicao do grupo metoxilico através de analise do mapa
de correlagdo HMBC (FIGURA 33-34), onde observou-se que o sinal de hidrogénio em 6 7,24
(1H, s) definido em H-2, apresentou correralcéo a J® com os sinais de carbono em & 31,3 (C-
11) e & 142,6 (C-4), sendo que este Ultimo exibiu ainda uma outra correlagdo a J® com o sinal
em & 3,83 (4-OCHz) conforme descrito anteriormente, confirmando assim, o grupo metoxilico
substituido em C-4. Este sinal (& 7,24), apresentou ainda uma correlagdo a J2 com o sinal de
carbono em & 147,6 (C-3), caracteristico de carbono aromatico oxigenado, o qual ndo
apresentou correlacdo com nenhum sinal de hidrogénio referente a grupos metoxilicos,
confirmando desse modo, o grupo hidroxila substituido nessa posi¢cdo. As demais correlagdes

observadas estdo expressas na FIGURA 35.

FIGURA 33: Mapa de correlagdo HMBC (*H: 500 MHz; $3C: 125 MHz; CDCls3) de GO8.
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FIGURA 34: Ampliacdo do mapa de correlagio HMBC (*H: 500 MHz; 3C: 125 MHz; CDCl5)
de GO8.
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FIGURA 35: Principais correlagdes observadas no mapa de correlacées HMBC de GO8.
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Pela analise de RMN !H e 13C 1D/2D pode-se atribuir corretamente todos os sinais de

hidrogénios e carbonos de GO8 bem como suas respectivas correlacdes (TABELA 15),

elucidando-o como sendo um alcaloide do tipo fenatreno denominado argentinina.

TABELA 15: Dados de RMN de 'H e 13C de GOs8.

GOS8 Argentinina
Posicéo 4 3 . HVBC H - d
plnnNe el e s (*H-BC)° & (mult., J em Hz)’ c®
1 - 133,6 C - - 131,9C
la - 1259 C - - 1252 C
1b - 1243C - - 1241C
7,24 7,28
2 (. 5) 1174CH  1a,3f, 4Fe 11 ah. 9 117,8 CH
3 - 1476 C - - 1504 C
4 - 1426 C - - 147,8C
941 9,42
°  (1H,ddd,82,14eqy) 2M2CH  7eba (1H, brd, 9.2) 127,2 CH
> - 1291C - : 1289C
7,61 7,86
° (1H,dd,82¢e17)  126ACH 5268 (1H, brd, 9.2) 128,3 CH
7,58 7,61
! (1H,1d,82e14)  200CH 5¢8a (1H. td, 8.4 ¢ 1.6) 126,9 CH
7,86 753
8 (1H. dd, 82 ¢ 1.7) 1282CH  5a,6,7¢e9 (LH, brd. 8.8) 126,2 CH
8a - 132,6 C - - 131,4C
7,62 7,68
9 (1H. d. 9.1) 125,2 CH laeb5a (1H. d, 9.2) 125,6 CH
7,87 7,91
10 (1H, d, 9.1) 1225 CH lbe8a (1H, d.9.2) 121,8 CH
3,28 3,59
- (2H, m) 313CH:  11a.2e12  (on, ddd, 168116e52) 27
2,75 3,21
- (2H, m) 004CH.  LILel3  (on,ddd, 168116652 o
13- 2,45 2,84
N(CH3)2 (GH, S) 44,9 (CHS)Z 12e 13 (6H, S) 43,3 (CHg)z
3,83 3,84
4-OCHs 3H. 9) 60,1 (CH,) 4 3H. 9 60,1 (CHs)

3Experimento realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para *C em CDCls, utilizando 0 TMS como padrdo interno;
®Multiplicidades determinadas pelos espectros de *C (ANEXO-E1 e E2), HSQC e HMBC; “Atomos de carbono
que mostraram correlagdo com os respectivos hidrogénios; ‘LOPEZ-MARTIN et al., 2002 (*H: 400,0 MHz; *3C:

100,0 MHz; CDCl3); (3) Deslocamentos em ppm.
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A analise por espectrometria de massas (FIGURA 36), obtida através de ionizagdo por

eletrospray em modo positivo de aquisicdo de dados (ESI+), evidenciou uma molécula

protonada [M+H]" com m/z 296 Da, compativel com a férmula molecular C19H21NO:s.

FIGURA 36: Espectro de massas de GO8.
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Quando submetido a fragmentagao este ion (m/z 296) apresentou perda inicial de 45 u,

sendo esta a perda caracteristica para alcaloides do tipo fenantreno contendo um grupo N-

dimetil na estrutura —N(CHs)2 (-45 u), conforme observado anteriormente em GOJ. Verificou-

se ainda, perdas posteriores de 32 u (-CHzOH) e 28 u (-CO) que sugerem uma estrutura

contendo grupo metoxilico adjacente a hidroxilico (FIGURA 37 e 50), conforme 0s registros
da literatura (WU; HUANG, 2006; STEVIGNY et al., 2004). Corroborando desse modo, com
os dados obtidos por RMN.

FIGURA 37: Perfil de fragmentacGes de GO8.
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Pelas analises de RMN de H e *C 1D/2D e EM, bem como comparagdo com os dados
da literatura LOPEZ-MARTIN et al. (2002), foi possivel identificar a substancia GO8 como

sendo o alcaloide fenatreno argentinina (FIGURA 38).

FIGURA 38: Estrutura do alcaloide argentinina.

HO
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5.1.1.3. Idendificacéo estrutural de GO9

A substancia GO9 (9,0 mg) apresentou-se como um sélido de coloragdo avermelhada,
com teste positivo para alcaloides quando revelada com solugdo de Dragendorff. Através da
andlise do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs) (FIGURA 39 e 40) foram observados
sinais semelhantes quando comparados com os espectros de GO1, diferenciando-se desta, pelo
deslocamento mais pronunciado dos sinais referentes a cadeia etilamina da estrutura
fenatrenica, sugerindo que essa desblindagem adicional seria ocasionada possivelmente por um

grupo N-6xido conforme os registros da literatura (GUINAUDEAU; LEBOEUF; CAVE, 1975,
1979, 1983, 1988, 1994).

FIGURA 39: Sobreposicio dos espectros de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de GO1 (a) e
GO9 (b).
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FIGURA 40: Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCl3) de GO9.
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Assim como observado em GO, foi possivel evidenciar a presenca de sinais na regido
dos hidrogénios aromaticos com deslocamento entre 6 9,65 - 7,32, sendo trés em 6 9,65 (1H,
ddd, J=18.,3, 1,3 ¢ 0,6 Hz), 6 7,60 (2H, m) e 6 7,84 (1H, dd, J = 8,0 e 1,6 Hz) referentes aos
hidrogénios arométicos H-5, H-6/H-7 e H-8, respectivamente do anel C ndo substituido, dois
emd 7,63 (1H,d, J=9,3Hz) ¢ 6 7,86 (1H, d, J = 9,3 Hz), tipicos das posi¢des H-9 e H-10, e
um sinal em & 7,32 (1H, s), caracteristico de H-2 do anel A do sistema fenantreno substituido
(FIGURA 40 e 41).

FIGURA 41: Ampliagdo da regido aromatica do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls)
de GO9.
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Observou-se ainda dois multipletos em 6 3,76 (2H, m) e 6 3,60 (2H, m) correlacionando-
se com os carbonos em & 27,9 € & 71,0 no mapa de correlagdo HSQC (FIGURA 42 e 43)
caracteristicos das posi¢oes C-11 e C-12 da cadeia etilamina em fenantrenos, bem como a
presenca de um simpleto com integragédo para seis hidrogénios em 6 3,37 (6H, s) ligados aos
carbonos de sinal 6 58,5 referentes ao grupo dimetil N-Oxido [12-N*(CHz3).0].

FIGURA 42: Mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCl3) de GO9.
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FIGURA 43: Ampliagdo do mapa de correlagio HSQC (*H: 500 MHz; 3C: 125 MHz; CDCls)
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Também foi possivel evidenciar a presenca de dois simpletos em 6 3,91 (3H, s) ¢ 6 4,02
(3H, s) correlacionados aos carbonos em 6 59,8 e & 56,7 no mapa de correlagdo HSQC
(FIGURA 43) sugerindo a presenca de dois grupos metoxilicos no anel A. A correta atribuicdo
desses grupos foi estabelecida de acordo com os mapas de correlagdo HSQC (FIGURA 43) e
HMBC (FIGURA 44 e 45). Onde observou-se que o0 sinal do hidrogénio em 6 7,32 (1H, s, H-
2) apresentou correlagdo a J® com o sinal do carbono em & 146,6, portador do grupo metoxilico
em & 3,91 (carbono & 59,8) e a J> com o sinal em do carbono em & 151,0, portador do grupo
metoxilico 6 4,02 (carbono & 56,7), estabelecendo assim os grupos metoxilicos substituidos em
C-4 e C-3, respectivamente (FIGURA 45).

FIGURA 44: Mapa de correlagdo HMBC (*H: 500 MHz; $3C: 125 MHz; CDCls3) de GO9.
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FIGURA 45: Ampliacdo do mapa de correlagio HMBC (*H: 500 MHz; 3C: 125 MHz; CDCls)
de GO9.
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Pela anélise de RMN *H e C 1D/2D pdde-se atribuir os corretamente todos os sinais
de hidrogénios e carbonos de GO9 bem como suas respectivas correlacbes (FIGURA 46,
TABELA 16), elucidando-o como sendo um alcaloide do tipo fenatreno denominado N-6xido
de atherosperminina, que embora ja tenha sido relatado no género, ndo apresenta dados
completos de RMN na literatura, sendo assim, os dados apresentados aqui auxiliardo novas

pesquisas na identificacdo desse composto.

FIGURA 46: Principais correlagcdes observadas no mapa de correlacées HMBC de GO9.
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TABELA 16: Dados de RMN de 'H e *C de GO9.

N-Oxido de
Posich G0 atherosperminina
0s1Ga0 H C @) HMBC H
8 (mult., J em Hz)? (tH-1BC)° d (mult., J em Hz)¢
1 - 129,3C - -
1a - 126,1C - -
1b - 1254 C - -
2 7,32 (1H,s) 154cH 1% ififf' 4F 7,33 (1H, )
3 - 1510 C ; 5
4 - 146,6 C - -
5 9,65 (1H, ddd, 8,3, 1,3¢0,6) _ 128,0 CH 1b, 7 € 8a 9,61 (1H, m)
5a - 130,0 C - -
6 7,60 (2H, m) 126,8 CH Sae 8
7 7,60 (2H, m) 126,8 CH 5e8a 8,30
8 7,84 (1H, dd, 8,0 e 1,6) 128,2 CH 6e5a ate
7,48
8a - 132,7C - GH.m)
9 7,63 (1H, d, 9,3) 126,5 CH 1a, 5ae 8a !
10 7,86 (1H, d, 9,3) 121,6 CH 1b, L e 8a
11 3,76 (2H, m) 27,9 CH, 1,1a2e12
12 3,60 (2H, m) 71.0 CH, 111e13 3,70 (4H, s)
13-NO(CHa) 3,37 (6H, ) 58,5 (CHa)z 12¢13 3,38 (6H, 3)
3-OCH; 4,02 (3H, 5) 56,7 (CHa) 3 4,07 (3H, 5)
4-OCH; 3,91 (3H, s) 59,8 (CHs) 4 3,07 ‘)(‘;H 9

3Experimento realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para *3C em CDCls, utilizando o0 TMS como padrao interno;
®Multiplicidades determinadas pelos espectros de **C (ANEXO-E3 e E4), HSQC e HMBC; “Atomos de carbono
que mostraram correlacdo com os respectivos hidrogénios; ‘HOCQUEMILLER; RASAMIZAFY; CAVE, 1984
(*H: 60 MHz, CDCls); (8) Deslocamentos em ppm.

Por meio da analise de espectrometria de massas (FIGURA 47), obtida através de

ionizacgdo por eletrospray em modo positivo de aquisicdo de dados (ESI+), evidenciou-se uma

molécula protonada [M+H]" com m/z 326 Da, compativel com a férmula molecular C2oH23NOs.

FIGURA 47: Espectro de massas de GO9.
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Quando submetido a fragmentacdo, foi possivel observar uma perda de 61 u,
diferenciando-se do observado para os alcaloides em GO1 e GOS8, com a formacgdo do ion
fragmento de m/z 265, coerente com a perda do grupo -[N*(CHzs)2OH] (-61 u), com isso, pode-
se confirmar o grupo N-Oxido atribuido a estrutura, corroborando com os dados obtidos por
RMN (FIGURA 48 e 50).

FIGURA 48: Perfil de fragmentacGes de GO9.
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Pelas analises de RMN de H e *C 1D/2D e EM, bem como comparagio com os dados
da literatura (HOCQUEMILLER; RASAMIZAFY; CAVE, 1984), foi possivel elucidar a
substancia GO9 como sendo o alcaloide fenatreno N-6xido de atherosperminina (FIGURA
49).

FIGURA 49: Estrutura do alcaloide N-6xido de atherosperminina.
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FIGURA 50: Proposta de fragmentacdo para alcaloides fenantrenos.
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5.1.2. Identificacéo estrutural dos alcaloides do tipo oxoaporfino

5.1.2.1. Identificacdo estrutural de GO2

A substancia GO2 apresentou-se como s6lido amorfo de coloracdo amarelada de massa
igual a 9,5 mg. A analise por CCDA apresentou teste positivo para alcaloide quando revelada
com solucdo de Dragendorff (coloragdo alaranjada).

Pela analise do espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCl3 + gotas de CDsOD) (FIGURA
51) foram observadas caracteristicas de um alcaloide do tipo oxoaporfino disubstituido
(GUINAUDEAU; LEBOEUF; CAVE, 1975, 1979, 1983, 1988, 1994). Verificou-se a presenca
de sete sinais na regido de hidrogénios aromaticos com integracdo para um hidrogénio cada,
incluindo um sinal em & 6,37 (2H, s, OCH-0) tipico de grupo metilenodioxi substituido em C-
1e C-2 (ORTIZ; SUAREZ; PATINO, 2007).

FIGURA 51: Espectro de RMN de H (600 MHz, CDCls + gotas de CDsOD) de GO2.
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Quiatro sinais observados em 6 8,57 (1H, d, J =8,1Hz), 6 7,72 (1H, ddd, J =8,1, 70 e
1,4Hz),67,55(1H,m,J=7,8,7,0e 1,0 Hz) ¢ 6 8,49 (1H, dd, J = 7,8 e 1,4 Hz) foram atribuidos
aos hidrogenios H-11, H-10, H-9 e H-8 respectivamente, cujas multiplicidades sdo coerentes
com auséncia de substituicdo do anel D e um sinal em 6 7,15 (1H, s) foi atribuido a H-3 sendo
este tipico do anel A do sistema oxoaporfino dissubstituido. Os dois sinais remanescentes
observados em 6 8,77 e 6 7,76 ambos dupletos (J = 5,1 Hz) mostraram caracteristicas de um
sistema piridinico compativel com o anel B do sistema oxoaporfino, referentes aos hidrogénios

H-5 e H-4, respectivamente (FIGURA 52).
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FIGURA 52: Ampliacéo da regido aromatica no espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCl3 +

gotas de CD3s0OD) de GO2.
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Pela andlise dos mapas de correlacdo HSQC (FIGURA 53) e HMBC (FIGURA 54),
observou-se a presenca de 17 carbonos sendo 15 aromaticos entre 6 152,1 - 103,3, um

carbonilico em & 182,6 (C-7) evidenciando a presenca do esqueleto oxoaporfino na estrutura e
um sinal em & 102,8 tipico de grupo metilenodioxi substituido em C-1 e C-2 (FIGURA 53 - 55)

(ORTIZ; SUAREZ; PATINO, 2007).

FIGURA 53: Mapa de correlagdo HSQC (*H: 600 MHz, 3C: 150 MHz, CDCls + gotas de

CD:0D) de GO?2.
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FIGURA 54: Mapa de correlagio HMBC (*H: 600 MHz, *C: 150 MHz, CDCl; + gotas de

CD:0D) de GO?2.
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Ainda pelo mapa de correlagdo HMBC, o grupo metilenodioxi substituido em C-1 e C-

2 foi confirmado devido a correlagdo no mapa de contorno HMBC do seu respectivo sinal em

8 6,37 a J® com os sinais dos carbonos em & 148,4 ¢ 6 152,1. As corretas atribuicdes de C-1 e

C-2 foram definidas também através do mesmo experimento, devido a correlacdo do sinal em

7,15 (H-3) a J% com o sinal do carbono em & 148,4 e a J?> com o sinal do carbono em § 152,1,

definindo-os assim em C-1 e C-2, respectivamente (FIGURA 55), as demais correlagdes

observadas sdo mostradas na FIGURA 56.

FIGURA 55: Ampliagdo do mapa de correlagio HMBC (*H: 600 MHz, *C: 150 MHz, CDCls;

F1 [ppm]

T
148

+ gotas de CD30OD) de GO2.
0
o A J _
H-3 57,15 (1H, s) (1,2)-OCH:0 5 6,37 (2H, s)
/C-15148.4 /C-15148.4
E

T
150

T
152

T
154

i
- @
H-367,15 (1H, s) (1,2)-OCH20 6 6,37 (2H, s)
/C-26152,1 /C-26152,1
D T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.4 7.2 7.0 68 66 64 62 6.0 F2 [ppm]

68



FIGURA 56: Principais correlagdes observadas no mapa de correlacbes HMBC de GO2.

Na TABELA 17 séo apresentados os corretos valores de *H e **C de GO5 atribuidos de

acordo com as analises dos mapas de contorno HSQC e HMBC, e comparac¢des com os dados

da literatura consistindo com os dados do alcaloide oxoaporfino conhecido como liriodenina.

TABELA 17: Dados de RMN de H e 13C de GO2.

GO2 Liriodenina
Posicdo H 13 ab HMBC H - ]
6 (mlllt., J em sz C (6) (lH_lSC)C 6 (mult-’ J em Hz)d C (8)
1 - 1484 C - - 1479C
la - 1079C - - 1079C
2 - 152,1C - - 1516 C
7,15 7,16
3 (1H. s) 103,3CH 1, 1af, 2f, 3be4 (1H, 5) 103,2 CH
3a - 136,1C - - 135,7C
3b - 1233,C - - 1231C
7,76 7,75
4 (1H. 4, 5.1) 1247CH  3,3af 3be5 (1H. d.5.2) 124,3 CH
8,77 8,87
5 (1H. 4. 5.1) 1444CH  3a, 3bf 4e6a (1H. d. 5.2) 144,7 CH
6a - 1449 C - - 1453 C
7 - 182,6 CO - - 182,5 CO
7a - 131,1C - - 131,2C
8,49 8,57
° (1H,dd,78e14)  287CH  7.10ella 4 4gd,7.9;14e05 1288CH
7,55 7,56
? (1H,ddd, 78;70e10) '28OCH ~ Ta810ell 1y 444,79;74e10 2B2CH
1,72 7,73
10 (H.ddd 8.1, 70e14) 1342CH  891lella 44489 74074 1338CH
8,57 8,61
1 (1H, d, 8,1) 1275CH  1a7aed g gdd,81;1,0e05 23CH
11a - 133,0C - - 132,8C
6,37 6,37
(1,2)-OCH;0 2H. 5 102,8 CH; le2 2. 5 102,4 CH;,

aExperimento realizado a 600 MHz para H e 150 MHz para 13C em CDCls + gotas de CDsOD, utilizando 0 TMS como padréo
interno; "Multiplicidades determinadas pelos espectros de 13C (ANEXO-E5 e E6), HSQC e HMBC; Atomos de carbono que
mostraram correlagdo com os respectivos hidrogénios; $¢€COSTA et al., 2011b (*H: 400 MHz, CDCls); COSTA, 2009a (*3C:
100 MHz; CDCls); (8) Deslocamentos em ppm.
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A andlise por espectrometria de massas (FIGURA 57), obtida através de ionizag¢&o por
eletrospray em modo positivo de aquisicdo de dados (ESI+), evidenciou uma molécula

protonada [M+H]" com m/z 276 Da, compativel com a formula molecular C17HgNOs.

FIGURA 57: Espectro de massas de GO2.
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Quando submetido a fragmentacdo este ion com m/z 276 Da apresentou uma perda
inicial de -28 u (-CO) indicando uma quebra na carbonila do sistema oxoaporfino e perdas
posteriores de -30 u e -28 u possibilitadas pela deslocalizagao dos elétrons 7 através dos anéis
A e B devido a ruptura da ponte de dioxido de metileno (FIGURA 58 e 66), estando de acordo
com o perfil de fragmentagédo observado para o alcaloide liriodenina, conforme analisado por
Silva et al. (2017), corroborando assim com os dados obtidos pelas anélises de RMN

FIGURA 58: Perfil de fragmentacGes de GO2.
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Pelas analises de RMN de H e 3C 1D/2D, EM e comparagdo com os dados descritos
na literatura (COSTA et al., 2011b; COSTA, 2009a), foi possivel identificar GO2 como sendo
o alcaloide oxoaporfino conhecido como liriodenina (FIGURA 59). Este alcaloide € bastante
distribuido na familia Annonaceae sendo encontrado praticamente em quase todos 0s géneros
ja estudados (GUINAUDEAU; LEBOEUF; CAVE, 1975, 1979, 1983, 1988, 1994).

FIGURA 59: Estrutura do alcaloide liriodenina.

5.1.2.2. Identificacdo estrutural de GO5

A substancia GO5 apresentou-se como solido amorfo de coloragcdo amarelada de massa
igual a 1,5 mg. A analise por CCDA evidenciou teste positivo para alcaloide quando revelada
com solucdo de Dragendorff (coloragdo alaranjada).

Pela analise do espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls) (FIGURA 60) foram
observadas caracteristicas comuns quando comparado com o0s dados espectrais de GO2,
diferenciando desta pela auséncia de um dos sinais de hidrogénios arométicos, vericando-se
dessa forma seis sinais entre 6 8,83 - 7,17, bem como a presenga de um sinal em ¢ 4,04 (3H, s)
caracteristico de grupo metoxilico, nos fazendo sugerir que GO5 tratava-se de um alcaloide
oxoaporfino analogo a GO2 substituido por um grupo oxigenado.

A comparagdo direta com os dados de GO2 indicaram o grupo metoxilico substituido
no anel D em GO5, o qual péde ser confirmado com base nos dados disponiveis na literatura
(FIGURA 60; TABELA 18) (GUINAUDEAU; LEBOEUF; CAVE, 1975, 1979, 1983, 1988,
1994).
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FIGURA 60: Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCl3) de GO5.
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Na regido aromatica entre & 8,83 - 7,17 observaram-se a presenca de seis sinais com
integracao para um hidrogénio cada, sendo dois em 6 7,74 (1H, d) e 8,83 (1H, d) com constantes
de acoplamento (J) igual a 5,1 Hz, caracteristico dos hidrogénios a e [ do anel piridinico em
H-4 e H-5, respectivamente, tipicos do anel B nos alcaloides oxoaporfinos (FIGURA 61).

A presenca de sinais correspondentes a trés hidrogénios arométicos em 6 7,32 (1H, dd,
J=8,0e1,0Hz),67,57 (1H,t,J=8,0Hz) 6 8,18 (1H, dd, J = 7,7 e 1,0 Hz), caracteristicos de
H-10, H-9 e H-8 respectivamente, além de um sinal de simpleto em 6 4,04 com integracédo para
trés hidrogénios (3H, s), sugeriu que o anel D seria substituido com um grupo metoxilico na
posicdo C-11 (FIGURA 60 e 61), o qual foi confirmado com base no mapa de correlagdo COSY,
onde foi observada a correlacdo entre os hidrogénios metinicos H-10/H-9 e H-9/H-8 (FIGURA
62), bem como a comparagdo com os dados disponiveis na literatura (TABELA 18).

Os sinais remanescentes foram observados em 6 6,26, sendo este um simpleto com
integracdo para dois hidrogénios (2H, s, OCH20) indicando a presenga de um grupo
metilenodidxi substituido em C-1 e C-2 no anel A (ORTIZ; SUAREZ; PATINO, 2007), e um
em & 7,17 (1H, s) tipico da posicdo H-3 em alcaloides oxoaporfinos (FIGURA 60 e 61). Esses
dados sugeriram a presenca de um derivado da liriodenina substituido com um grupo metoxila
em C-11. (TABELA 18).
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FIGURA 61: Ampliacdo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl3) de GO5.
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Na TABELA 18 sio apresentados os corretos valores de 'H de GOS5 atribuidos de
acordo com a analise do espectro de RMN de H e mapa de contorno COSY, bem como nas
comparagOes com os dados da literatura, consistindo nos dados do alcaloide oxoaporfino

conhecido como oxoputerina.
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TABELA 18: Dados de RMN de H de GO5.

GO5 Oxoputerina
Posicéo H H
d (mult., J em Hz)? o (mult., J em Hz)®
1 - -
la - -
2 - -
3 7,17 (1H, s) 7,15 (1H, s)
3a - -
3b - -
4 7,74 (1H,d, 5,1) 7,73 (1H, d, 5,1)
5 8,83 (1H, d, 5,1) 8,83 (1H, d, 5,1)
6a - -
7 B -
7a - -
8 8,18 (1H, dd, 7,7 € 1,0) 8,17 (1H, dd, 7,8 e 1,1)
9 7,57 (1H, 1, 8,0) 7,55 (1H, dd, 8,2 ¢ 7,8)
10 7,32 (1H, dd, 8,0 € 1,0) 7,30 (1H, dd, 8,2 e 1,1)
11 - -
1lla - -
11-OCHs 4,04 (3H, s) 4,02 (3H, s)
(1,2)-OCH,0 6,26 (2H, 5) 6,26 (2H, 5)

aExperimento realizado a 500 MHz para *H em CDCls, utilizando o TMS como padr&o interno; "RABELO et al.,

2014 (*H: 600 MHz, CDCls); (8) Deslocamentos em ppm.

A analise por espectrometria de massas (FIGURA 63), utilizando a técnica de ionizagdo

por eletrospray operando no modo positivo de aquisigdo de dados (ESI+), evidenciou uma

molécula protonada [M+H]* com m/z 306 Da compativel com a formula molecular C1gH11NOs,

corroborando com os dados obtidos pelas analises de RMN.

FIGURA 63: Espectro de massas de GO5.
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Na andlise da fragmentacdo do ion com m/z 306 Da observou-se a perda inicial de -15
u caracteristica grupo metila e uma perda posterior de -28 u 0 que sugere a perda do grupo —
CO da carbonila, confirmando o perfil de fragmentacdo para um alcaloide oxoaporfino,
conforme os estudos realizados por Silva et al. (2017), onde é relatado que as perdas iniciais
sejam referentes a saida dos seus grupos periféricos.

FIGURA 64: Perfil de fragmentacGes de GO5.
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Pelas analises de RMN de *H, EM, e comparag&o com os dados da literatura (RABELO
et al., 2014), foi possivel identificar a substancia GO5 como sendo o alcaloide oxoaporfino
oxoputerina (FIGURA 65).

FIGURA 65: Estrutura do alcaloide oxoputerina.

75



FIGURA 66: Proposta de fragmentacao para alcaloides oxoaporfinos.
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5.1.3. Identificacéo estrutural dos alcaloides do tipo aporfino sensu stricto
5.1.3.1. Identificacdo estrutural de GO3

A substancia GO3 apresentou-se como s6lido amorfo de coloracdo amarelada de massa
igual a 1,9 mg. A andlise por CCDA utilizando o reagente de Dragendorff evidenciou
caracteristica da presenca de nitrogénio na molécula (coloragdo alaranjada).

Através da anlise do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) (FIGURA 67) foi
possivel observar sinais caracteristicos de um alcaloide do tipo aporfino sensu stricto, devido a
presenca dos sinais dos hidrogénios aromaticos entre 6 8,28 - 6,72, metilénicos entre 3,46 -
2,72 e um metinico de acordo com GUINAUDEAU; LEBOEUF; CAVE, 1975, 1979, 1983,
1988, 1994.

FIGURA 67: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de GO3.
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Na regido dos hidrogénios aromaticos verificou-se a presenca de quatro sinais, sendo
trés em 6 8,28 (1H, d, J = 7,8 Hz), 6 7,22 (2H, m) e 6 7,31 (1H, m) tipicos dos hidrogénios H-
11, H-9/H-10 e H-8, respectivamente, correlacionados a J* com os sinais de carbonos em &
127,4,6 128,1, 6 127,8 ¢ & 127,3 atribuidos a (C-11), (C-10), (C-9) e (C-8) no anel D, além de
um sinal observado em & 6,72 (1H, s), caracteristico de H-3 ligado ao carbono em & 114,5 (C-
3) tipico do anel A do sistema aporfino dissubstituido (FIGURA 68 e 71).
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FIGURA 68: Ampliagdo da regido aromatica do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls)
de GO3.
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Pbde-se observar também a presenca de hidrogénios diastereotpicos para trés grupos
metilénicos em & 3,05 (2H, m), 6 2,72 (1H, m) e & 3,46 (1H, m), tipicos dos sinais de hidrogénios
H-4peq/H-5pax, H-4pax e H-5peq, respectivamente, caracteristicos do anel B do esqueleto
aporfino, correlacionados a J* com 0s sinais de carbonos em & 28,1 (C-4), & 42,7 (C-5). Os
sinais para os hidrogénios H-7peq e H-7pax foram verificados em & 2,95 (1H, dd, J=13,7 e 4,5
Hz) e 6 2,85 (1H, t, J=13,7 Hz) ligados ao carbono de sinal 6 36,5 (C-7), assim como o sinal de
hidrogénio metinico em 3,90 (1H, m) referente a posi¢éo H-6a correlacionando-se diretamente
com o sinal de carbono em 6 53,4 (C-6a) (FIGURA 69 e 72)

FIGURA 69: Ampliacio do espectro de RMN de H (500 MHz, CDCl3) de GO3.
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Pbde-se observar ainda a presenca de um sinal com integracao para trés hidrogénios em
d 3,59 (3H, s), ligados ao carbono de sinal 6 60,5 (1-OCHz) caracteristico de um grupo
metoxilico (FIGURA 69 e 72), que levantou a hipotese de que se teria uma estrutura em que o
anel A seria dissubstituido, sendo o outro provavel substuinte oxigenado, um grupo hidroxila,
o qual foi confirmado com base nos dados da literatura e mapa de correlagdo HMBC (FIGURA
74) e (TABELA 19).

FIGURA 70: Mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCl3) de GO3.
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FIGURA 71: Ampliacéo da regido aromatica do mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz;
13C: 125 MHz; CDCl3) de GO3.
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FIGURA 72: Ampliagdo do mapa de correlagio HSQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCls)
de GO3.
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FIGURA 73: Mapa de correlagdo HMBC (*H: 500 MHz; *3C: 125 MHz; CDCls3) de GO3.
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O sinal de hidrogénio em 6 6,72 (1H, s) referente a H-3, confirmou o grupo hidroxila
devido a sua correlacdo a J?> com o sinal do carbono em & 148,6 (caracteristico de carbono
aromatico oxigenado) atribuido a C-2 que por sua vez ndo apresentou correlacdo com nenhum
sinal de hidrogénio de grupo metoxilico. Esse mesmo sinal de hidrogénio (6 6,72) apresentou

correlagdes a J>com o sinal em & 143,0 referente a C-1, portador do grupo metoxilico em § 3,59
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(1-OCHpgs), e com o sinal do carbono metilénico em 6 28,1 (C-4), confirmando sua localizacédo
no anel A (FIGURA 73 e 74). As demais correlacdes observadas estdo dispostas na FIGURA
75.

FIGURA 74: Ampliagdo do mapa de correlagio HMBC (*H: 500 MHz; 3C: 125 MHz; CDCls)
de GO3.
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FIGURA 75: Principais correlagdes observadas no mapa de correlacbes HMBC de GO3.
H H H

Os dados evidenciados atraves das analises de RMN mostraram indicios de que se teria
a estrutura compativel com o alcaloide asimilobina, os quais foram confirmados com base nas

informacdes disponiveis na literatura, conforme registrado na TABELA 19.
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TABELA 19: Dados de RMN de 'H e 1°C de GO3.

GO3 Asimilobina
Posicao 'H HMBC 'H

5 (mult,JemHze  CO (tH-2Cy 3 (mult., J em Hz)? “C ey
1 - 143,0C - - 1435 C
1a - 1254 C - - 1259 C
2 - 148,6 C - - 1489 C
3 6,72 (1H, s) 1145 CH 1,2,3be4 6,68 (1H, s) 115,1 CH
3a - 1293C - - 1292 C
3b - 126,8 C - - 127,4C

4 pe 3,05 (2H, m - 3,01 (1H, m
4 Eag 2,72 ElH, m§ 28,1 CH; 3, 3a 2,70 ElH, m; 283 CH

5 pe 3,46 (1H, m 3aeba 3,35 (1H, m
5 Bag 3,05 ng, m§ 42,1 CH, 4 3,02 ng, m; 42,8 CH;
6a 3,90 (1H, m) 53,4 CH - 3,81 (1H,dd, 13.8e46) 53,4 CH

7peq 2,95 (1H, dd, 13,7;4,5 2,86 (1H, dd, 13.8 € 4,6

; Ea?( 2,s§5 AH. 1 157) ) 365CH, 3b,6a,7a 9¢ella 2f76 (H. 1 13.6) ) 369CH;
7a - 1354 C - - 135,7C
8 7,31 (1H, m) 127,3 CH 10e1lla 731 (1H ddd, 6,7;2,0€0,6) 127,3CH
9 7,22 (2H, m) 127,8 CH 7ae 1l 7,22 (2H, m) 127,6 CH
10 7,22 (2H, m) 128,1 CH 8ella 7,22 (2H, m) 128,0 CH
11 8,28 (1H, d, 7,8) 127,4C 1a,7a €9 8,32 (1H,dd, 81€06)  127,6 CH
11a - 131,7C - - 132,9C
1-OCHs 3,59 (3H, 5) 60,5 CH; 1 3,60 (3H, 5) 60,2 CH,

3Experimento realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para *C em CDCls, utilizando o0 TMS como padr&o interno;
®Multiplicidades determinadas pelos espectros de *C (ANEXO-E7 e E8), HSQC e HMBC; “Atomos de carbono
que mostraram correlagdo com os respectivos hidrogénios; ¢ COSTA et al., 2015 (*H: 400 MHz; *3C: 100 MHz;
CDCl; + gotasde CD30D); (8) Deslocamentos em ppm.

A andlise por espectrometria de massas (FIGURA 76), obtida através de ionizacdo por

eletrospray em modo positivo de aquisicdo de dados (ESI+), evidenciou uma molécula

protonada [M+H]" com m/z 268 Da, compativel com a férmula molecular C17H17NOs.

FIGURA 76: Espectro de massas de GO3.
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Quando submetido a fragmentac&o este ion com m/z 268 (FIGURA 77 e 96) apresentou
perdas sequencias de 17, 32 e 28 u, caracteristicas das perdas dos grupos -NHs, -CH3;OH e -CO,
sendo estas perdas coerentes com a com a proposta de fragmentacdo para o alcaloide
asimilobina conforme observado por Yan et al. (2013), corroborando com os dados obtidos
pelas analises de RMN.

FIGURA 77: Perfil de fragmentacGes de GO3.
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Pelas analises de RMN de H e 3C 1D/2D, EM e comparagio com os dados descritos
na literatura (COSTA et al., 2015), foi possivel identificar GO3 como sendo o alcaloide
aporfino sensu stricto conhecido como asimilobina (FIGURA 78). Este alcaloide é bastante
distribuido na familia Annonaceae ocorrendo em varios géneros, entre eles Annona, Guatteria
e Xylopia (GUINAUDEAU; LEBOEUF; CAVE, 1975, 1979, 1983, 1988, 1994).

FIGURA 78: Estrutura da asimilobina.
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5.1.3.2. Identificagéo estrutural de GO6 (GO6a e GO6b)

A amostra GOG6 apresentou-se como sélido amorfo de coloragdo marrom com massa
igual a 6,2 mg. A analise por CCDA evidenciou teste positivo para alcaloide quando revelada
com solucdo de Dragendorff (coloragdo alaranjada).

Através da analise preliminar dos espectros de RMN de *H (FIGURA 79), e mapas de
correlagdo HSQC (FIGURA 80) e HMBC (FIGURA 81) observaram-se sinais referentes a
mistura de dois alcaloides aporfinos sensu stricto (GUINAUDEAU; LEBOEUF; CAVE, 1975,
1979, 1983, 1988, 1994). Foram verificados sinais de hidrogénios na regido aromatica entre
7,23 - 6,44, bem como a presenca de sinais na regido de hidrogénios metilenicos entre 6 3,36 -

2,63 e um metinico em 6 3,81 (2H, m), os alcaloides foram codificados como GO6a e GO6b.

FIGURA 79: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de GOB6.

0.0001

L

— <

12560
13204
o3
S
-1.9806
17932

10 8 6 4 2 [ppm]

FIGURA 80: Mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; 3C: 125 MHz; CDClI3) de GOB6.
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FIGURA 81: Mapa de correlagdo HMBC (*H: 500 MHz; $3C: 125 MHz; CDCls3) de GO6.
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Os alcaloides presentes na mistura GO6a e GO6b apresentam em suas estruturas o sinal
caracteristico de grupo metilenodioxi que pode ser facilmente identificado entre 6 6,03 - 5,85
no espectro de RMN de 'H na forma de dupletos com integragdo para um hidrogénio cada.
Além disso, observou-se que os pares de dupletos, referentes a cada estrutura, apresentaram
intensidades diferentes, sugerindo tratar-se de dois grupos metilenodidxi presentes em
moléculas distintas (FIGURA 82). Analisando estes e outros sinais no espectro pertencentes a
estes dois alcaloides, pode-se sugerir que GO6a encontrava-se em maior quantidade.

Assim, os sinais do grupo metilenodioxi de GO6a foram definidos como sendo os dois
dupletos em o 6,03 (1H) e o 5,86 (1H) com constante de acoplamento (J) de 1,5 Hz,
correlacionados a J* com o sinal de carbono em & 100,2. Para o alcaloide GO6b os dois dupletos
ocorreram em & 6,00 (1H) e & 585 (1H) com constante de acoplamento de 1,5 Hz
correlacionados a J' com o sinal de carbono em & 100,1 no mapa de correlagdo HSQC (FIGURA
82 e 84).

FIGURA 82: Ampliac&o do espectro de RMN de H (500 MHz, CDCl3) de GO6.
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Continuando a analise do espectro de RMN de 'H, juntamente com os dados obtidos
pelo mapa de correlacdo HSQC, observaram-se dois simpletos, integrando para um hidrogénio
cada, em ¢ 6,59 e 0 6,55, que se correlacionaram com os carbonos 6 107,6 € 6 106,8, tipicos de

H-3/C-3 de GO6a e GOG6b, respectivamente (FIGURA 83 e 84).

FIGURA 83: Ampliac&o do espectro de RMN de H (500 MHz, CDCl3) de GOG6.
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FIGURA 84: Ampliagdo da regido aromatica no mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz;

13C: 125 MHz; CDClI3) de GOS.
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No mapa de correlacdo HMBC, observou-se a correlagdo a J® de H-3 (3 6,59) referente

a GO6a com 0s sinais dos carbonos em & 143,0 (C-1), § 28,8 (C-4) ¢ § 129,1 (C-3b) e a J? com
o sinal do carbono em § 147,0 (C-2). Para o alcaloide GO6b observou-se a correlacéo a J® de
H-3 (5 6,55) com os sinais dos carbonos em & 142,4 (C-1), & 28,7 (C-4) e  128,7 (C-3b) e a J?
com o sinal do carbono em 6 147,0 (C-2), confirmando, assim, a presenga de substituintes
oxigenados nos carbonos C-1 e C-2 dos aneis A dos sistemas aporfinos dos referidos alcaloides
(FIGURA 85).
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FIGURA 85: Ampliacdo da regiéo das correlagdes observadas de H-3 no mapa de correlagdo
HMBC (*H: 500 MHz; 3C: 125 MHz; CDCls) de GO6.

u A u

i i\ } i A .
R N | N i N A S

: P GO6a GO6b
GO6b : -% H-36 6,5? (1H,s) / H-396 6,5? (1H,s)/ :
H-356,55 (1H,s) / C-3b8129,1 == C-3b31287 g
C-4528,7
! P /—\\ ] .
| 2 0 ;
4 T ! GO6a GO6b
) R AN ® 3 H-33659(1H,s)/ H-356,55 (1H,s)/  [g
) e C-15143,0 C-15 1424 :
< cOba 3 e —
H-356,59 (1H, s) / s GOBa o g
C-45288 4 H33659(H,5)/CE> <CSH35655(1H,s)/
. ; C-25147,0 C-25 1470
e w @ w m & w a e a.‘fu 5 & s w0

Pbde-se perceber ainda, similaridades entre outros hidrogénios aromaticos encontrados
nos espectros na regido entre 6 7,23 - 6,44. O padréo destes sinais sugeriu que um dos alcaloides
presentes nesta mistura apresentavam o anel D monossubstituido e o outro com dupla
substituigéo.

Para o alcaloide monossubstituido no anel D foi observado os sinais em 6 6,91 (1H, d,
J =8,3 Hz), 6 7,23 (1H, dd, J = 8,3 e 7,3 Hz) e 6,88 (1H, d, J = 7,3 Hz) atribuidos aos
hidrogénios H-10, H-9 e H-8 de GO6a respectivamente. Outro padrdo de sinais na regido
aromatica evidenciou a presenca de um anel D com dupla substituicdo, verificada através dos
sinais em & 6,47 (1H, d) e & 6,44 (1H, d), com constante de acoplamento meta (J = 2,4 Hz),
atribuidos aos hidrogénios H-10 e H-8 de GO6b, respectivamente (FIGURA 86).

FIGURA 86: Ampliagdo da regido aromatica no espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls)
de GO6.
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A presenca do anel D substituido por um grupo metoxila atribuido ao alcaloide GO6a
foi confirmada pelo mapa de correlagdo HMBC que evidenciou a correlacdo a J° do sinal do
hidrogénio em 6 7,23 (H-9) com o sinal do carbono em & 156,4 (C-11) caracteristico de carbono
aromatico oxigenado. Por sua vez, os hidrogénios do grupo metoxilico em & 3,89 ligados ao
carbono em & 55,8 (11-OCHs), apresentaram correlagédo também a J® com o sinal do carbono
em 6156,4 (C-11) definindo assim, a posi¢do da metoxila em (C-11) (FIGURA 87 e 88).

A presenca do anel D disubstituido no alcaloide GO6b foi confirmada também pelo
mapa de correlagdo HMBC, onde evidenciou-se a correla¢do a J? do sinal do hidrogénio em &
6,47 (H-10) com os sinais de carbono em & 157,7 (C-11) e & 160,5 (C-9), sendo estes,
caracteristicos de carbonos aromaticos oxigenados. Por sua vez, os hidrogénios dos grupos
metoxilicos em § 3,87 ligados ao carbono em & 55,8 (11-OCHs) apresentaram correlacéo a J?
com o sinal do carbono em 6157,7 (C-11) definindo assim, a posi¢do de uma das metoxilas em
(C-11), da mesma forma, os hidrogénios do outro grupo metoxilico em & 3,83 ligados ao
carbono em § 55, 4 (9-OCHs) apresentaram correlacédo a J® com o sinal do carbono em §160,5
(C-9) definindo assim, a posicdo da segunda metoxila em (C-9) (FIGURA 87 e 88).

FIGURA 87: Ampliacdo da regido de carbonos substituidos no anel D no mapa de correlacao

HMBC (*H: 500 MHz; 13C: 125 MHz; CDCls) de GOS.
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FIGURA 88: Ampliacio dos grupos metoxilicos no mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz;
13C: 125 MHz; CDCls3) de GOS6.
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Pbde-se observar também a presenca de hidrogénios diastereotépicos no qual a
substancia GO6a apresentou trés grupos metilénicos em & 2,65 (2H, m)/2,97(4H, m), & 3,36
(2H, m), 6 2,64 (1H, t, J = 14,0 Hz)/2,87 (1H, dd, J = 14,0 e 4,0 Hz) tipicos dos sinais de
hidrogénios H-4pax/(H-4peq/H-5pax), H-5peq e H-7pax/H-7peq correlacionados aos sinais de
carbonos em & 28,8 (C-4), 6 42,8 (C-5) ¢ 6 37,8 (C-7) no mapa de correlagdo HSQC, assim
como um sinal de hidrogénio metinico em 6 3,81 (2H, m) correlacionado ao sinal de carbono
em d 53,7 caracteristico de H-6a/C-6a (FIGURA 89). De forma semelhante foram determinados
os hidrogénios diastereotopicos para GO6b (TABELA 21). As demais correlacBes observadas
estdo dispostas nas FIGURAS 90 e 91.

FIGURA 89: Ampliacéo da regido dos grupos metilénicos no mapa de correlacio HSQC (*H:
500 MHz; 3C: 125 MHz; CDCls) de GOS.
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FIGURA 90: Principais correlagdes observadas no mapa de correlacbes HMBC de GO6a.

Nas TABELAS 20 e 21 sdo apresentados os corretos valores de *H e **C de GO6a e
GOG6b atribuidos de acordo com as analises dos mapas de contorno HSQC e HMBC, e
comparagOes com os dados da literatura consistindo nos dados de dois alcaloides aporfinos
conhecidos como puterina (GO6a) e discoguatina (GO6Db).

Embora GO6b (discoguatina) ja tenha sido relatada no género, ndo apresenta dados
completos de RMN disponiveis na literatura, sendo assim, os dados apresentados aqui

auxiliardo novas pesquisas na identificagdo desse composto.
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TABELA 20: Dados de RMN de 'H e *C de GO6a.

GO6a Puterina
Posicéo 'H 13 ab HMBC 'H 13 d
d (mult., J em Hz)? L0 (*H-BC)® 8 (mult., J em Hz)4 B,
1 - 1430 C - : 1432 C
la . 1136 C . i 1135C
2 . 147,0C . i 147,2C
3 6,59 (1H, 5) 107,6 CH 1,2,3b ¢4 6,60 (1H,5) 1076 CH
3a - 1258 C - § 1249C
3b . 129,1C . i 127,3C

4 peq 2,97 (4H, m) 5 3,13 (1H, m)

4 pax 265 (2H, m) 288 CHa 3e3b 271 (1H. my 2/ CH:

5 peq 3,36 (2H, m) 4,3a66a 3,48 (1H, m)

5 pax 2,97 (4H, m) 42,8 CHa 4,3ae6a 3,02 (1H, m) 42,1 CH,
6a 3,81 (2H, m) 53.7 CH - 391(1H,m) 534 CH

7peq 2,87 (1H, dd, 14 € 4,0) 3b,5,6a 73, 8e1la 3,01 (1H, m)

7 pax 2,64 (1H, 1, 13,0) 378CH: 75 64 7a, 8 e 11a 279 (1H,m) 09 CH:
7a - 1381 C - : 1374 C
8 6,88 (1H, d, 7.3) 1202CH __ 7,7a 10e1la 6,88 (1H, d, 7.4) 1204 CH
9 7,23 (1H, dd, 83 e 7,3) _ 128,5 CH 7a,10 e 11 724(1H,m) 1289 CH
10 6,91 (1H, d, 8,3) 110,6 CH 8, 1le1lla 723(1H,m) 1106 CH
11 - 156,4 C - : 156,4 CH

11a i 1200 C - : 1196 C
11- 3,89 (3H, 5) 55,8 CHs 11 3,89 (3H, 5) 55,7 CHs
OCH;
(1,2)- 6,03 (1H, d, 1.5) 6,04 (1H, d, 1,4) 1003
OCH») 5,86 (1H, d, 1,5) 100,2 CH le2 5,87 (1H, d, 1,4) CH.

*Experimento realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para **C em CDCls, utilizando 0 TMS como padré&o interno;
®Multiplicidades determinadas pelos espectros de *C (ANEXO-E9 e E10), HSQC e HMBC; ‘Atomos de carbono
que mostraram correlagio com os respectivos hidrogénios; SSANTOS et al., 2015 (*H: 600 MHz; *3C: 125 MHz;

CDCly); (3) Deslocamentos em ppm.
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TABELA 21: Dados de RMN de 'H e 3C de GO6b.

GO6b Discoguatina
Posigdo H - ab HMBC H v .
8 (mult., J em Hz)? C®) (tH-13C)° 8 (mult., J em Hz) C®)
1 - 142,4C - - 1421 C
la - 1095C - - 113,7C
2 - 1470C - - 146,9C
3 6,55 (1H, s) 106,8 CH 1,2,3b e4 6,55 (1H, s) 104,9 CH
3a - 1256 C - - 1254 C
3b - 128,7C - - 128,1C
4 peq 2,97 (4H, m) 3ae5 i
4 pax 2,65 (2H, m) 28,7 CH 3aeb5 28,6 CH
5 peq 3,36 (2H, m) 3a, 4 ¢ 6a ]
5 pax 297 (4H. m)  428CH: 3a, 4 ¢ 6a 42,7 CH,
6a 3,81 (2H, m) 53,7 CH - - 53,6 CH
7 peq 2,82 (1H, m) 3b, 5,6a, 73, 8ella i
7 pax 2,63 (1H, m) 38,2 CH, 3b, 6a e 8 38,1 CH,
7a - 139,1C - - 138,8C
8 6,44 (1H, d, 2,4) 105,0 CH 7,9,10e1la 6,47 (1H, s) 106,7 CH
9 - 160,5C 160,3 CH
10 6,47 (1H,d, 24) 97,9CH 8,9, 11ella 6,47 (1H, 5) 97,7 CH
11 - 157,7C - - 157,6 CH
1lla - 1130C - - 1129C
9-OCH3s 3,83 (3H, s) 55,4 CHs 9 3,88 (3H, s) 55,3 CH3
11-OCHjs 3,87 (3H, s) 55,8 CHjs 11 3,85 (3H, s) 55,5 CH3
(1,2)-OCHy) 6,00 (1H, d, 1.5) 100,1 le?2 6,01 (1H, d, 1.5) 100,0 CH;

5,85 (1H, d, 1,5)

5,86 (1H, d, 1,5)

3Experimento realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para *3C em CDCls, utilizando o TMS como padrao interno;
®Multiplicidades determinadas pelos espectros de **C (ANEXO- E9 e E10), HSQC e HMBC; ‘Atomos de carbono
que mostraram correlagdo com os respectivos hidrogénios; “*GUINAUDEAU; LEBOEUF; CAVE, 1983 (*H, 60 MHz,
CDCls); ROBLOT; HOCQUEMILLER; CAVE, 1983 (*3C: 25,2 MHz, CDCl); (5) Deslocamentos em ppm.
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A analise por espectrometria de massas (FIGURA 92), obtida através de ionizagdo por
eletrospray em modo positivo de aquisi¢do de dados (ESI+), evidenciou dois ions de maior
intensidade, indicando as duas moléculas protonadas [M+H]* com m/z 296 e 326 Da,

compativeis com as formulas moleculares C1gH17NOs e C19H19NO4 respectivamente.

FIGURA 92: Espectro de massas de GO6.
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Quando submetidos a fragmentacéo tanto o ion de m/z 296 quanto o ion de m/z 326 Da
apresentaram perdas sequenciais de 17, 30 e 28 u (FIGURA 93 e 94), estas perdas estdo de
acordo com os relatos de Stévigny et al. (2004), para alcaloides do tipo aporfino, comuns de
grupos -NHs (-17), -CH20 (-30) e —CO (-28), onde na primeira etapa de fragmentacdo é
observada a perda do grupo amino e nas etapas seguintes, observam-se perdas caracteristicas
de estruturas contendo grupo metilenodioxi no anel A (FIGURA 96), estando desse modo, de
acordo com os dados obtidos por RMN.

FIGURA 93: Perﬁl de fragmentagc”)es de GO6a.
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FIGURA 94: Perfil de fragmentacdes de GOG6b.
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As andlises de RMN de 'H e ¥C 1D/2D, EM e comparagéo com os dados descritos na
literatura (SANTOS et al., 2015; GUINAUDEAU; LEBOEUF; CAVE, 1983; ROBLOT;
HOCQUEMILLER; CAVE, 1983), permitiu-nos identificar que GO6 continha a mistura dos
alcaloides aporfinos sensu stricto conhecidos como puterina (GO6a) e discoguatina (GO6b)
(FIGURA 95). Sendo estes alcaloides j& relatados na familia Annonaceae, encontrados
principalmente no género Guatteria (GUINAUDEAU et al., 19,75, 1979, 1983, 1988, 1994).

FIGURA 95: Estrutura dos alcaloides puterina e discoguatina.
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FIGURA 96: Proposta de fragmentacao para alcaloides aporfinos sensu stricto.
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5.1.4. Identificacéo estrutural dos alcaloides do tipo tetraidroprotoberberino
5.1.4.1. Identificacdo estrutural de GO4

A substancia GO4 apresentou-se como solido amorfo de coloracdo amarelada de massa
igual a 6,5 mg. A anélise por CCDA utilizando o reagente de Dragendorff evidenciou
caracteristica da presenca de nitrogénio na molécula (coloracdo alaranjada), indicando a
presenca de um constituinte alcaloidico. Através da analise preliminar dos espectros de RMN
de !H (FIGURA 97) observaram-se caracteristicas de um alcaloide do tipo
tetraidroprotoberberino.

Analisando o espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) (FIGURA 97 - 99) juntamente
com o mapa de correlagdo HSQC (FIGURA 100 - 103) verificou-se a presenga de sinais de
hidrogénios diastereotopicos para quatro grupos metilénicos em & 3,10 (1H, m)/ 8 2,62 (2H, m),
3,18 (1H, m)/ 2,62 (2H, m), 6 4,23 (1H, d, J = 15,7 Hz)/ 6 3,53 (1H, d, J = 15,7 Hz) ¢ 6 3,24
(1H, dd, J = 15,8 e 3,8 Hz)/ 6 2,83 (1H, dd, J = 15,8 e 11,3 Hz) tipicos dos hidrogénios, H-
5peq/H-5pax, H-6peq/H-6pax, H-8peq/H-8pax, € H- 13peq/H-13pax, correlacionados aos sinais dos
carbonos em & 28,9 (C-5), 6 51,5 (C-6), 6 54,0 (C-8) e 6 36,4 (C-13), respectivamente, bem
como um sinal de um hidrogénio metinico em 6 3,54 (1H, dd, J = 11,3 e 3,8 Hz) correlacionado
ao sinal do carbono em 6 59,4 (C-13a) caracteristico de H-13a. Estes hidrogénios metilénicos
juntamente com o sinal do hidrogénio metinico em & 3,54 confirmaram o sistema

tetraidroprotoberberino da molécula.

FIGURA 97: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de GO4.

[*1e6]

=N NT O TN -0 O0RONWNOMRTIN 5
OONDOTOROWNERIDNT 0O TN TN NN o
OMOOP-FFH0-0ROR0TO =0 TRHNON =1
1R FERONNNOODBHRNNNNNN e e e e =00 0000000000000
MO DHRHOONNNNNNNNNNNN Q [
'%&ﬁw T

080

T T T T T T T T
4 2 [ppm]

96



FIGURA 98: Ampliacio da regido alifatica do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de
GO4.
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Observou-se também um sinal em & 3,89 (3H, s), sendo um simpleto com integracao
para trés hidrogénios caracteristico de grupo metoxilico, o qual foi atribuido a uma substituicao
em C-9 e outro simpleto em & 3,85 (6H, s) com integracao para seis hidrogénios observado, foi
atribuido a dois grupos metoxilicos nas posicdes C-10 e C-2 (FIGURA 98).

Pelo espectro de RMN de *H observou-se ainda quatro sinais tipicos de hidrogénios
aromaticos, sendo dois sinais em 6 6,71 (1H, s) e 6 6,68 (1H, s) atribuidos a dois hidrogénios
aromaticos isolados situados em posicdo para caracteristicos de anel benzénico 2,3,5-6-
tetrassubstituido, ¢ dois em & 6,87 (1H) e 6 6,78 (1H) ambos dupletos com constante de
acoplamento orto em torno de 8,4 Hz sugerindo outro anel benzénico tetrassubstituido
(FIGURA 99).

A correta localizagdo destes hidrogénios aromaticos, bem como para 0s grupos
metoxilicos foi estabelecida com a analise dos mapas de contorno HSQC e HMBC, sendo

verificado o padrao de substituicdo dos anéis A e D do sistema tetraidroprotoberberino.
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FIGURA 99: Ampliacdo da regido de hidrogénios aromaticos no espectro de RMN de *H (500

MHz, CDCls) de GOA4.
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Pela andlise dos espectros de HSQC (FIGURA 100-103) e HMBC (FIGURA 104-106)

observou-se a presenca de 20 carbonos, sendo 12 aromaticos entre 6 150,3 ¢ & 107,8, trés

metoxilicos em 6 60,1, & 56,1 e 6 55,9, um metinico em o 59,4 tipico de C-13a, e quatro
metilénicos em 8 54,0 (C-8), 6 51,5 (C-6), 6 36,4 (C-13) e 6 28,9 (C-5) confirmando a presenca
do esqueleto tetraidroprotoberberino na molécula, estando de acordo com as informagdes

contidas no espectro de RMN de H. Verificou-se também que o sinal do carbono em & 144,0

tipico de carbono aromatico oxigenado, ndo apresentou nenhuma correlagdo com 0s grupos

metoxilicos, indicando provavelmente a presenca de um grupo hidroxila presente na molécula.

FIGURA 100: Mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCl3 de GO4.
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FIGURA 101: Ampliacéo do mapa de correlagdo HSQC mostrando os grupos metoxilicos (*H:
500 MHz; 3C: 125 MHz; CDClI; de GO4.
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FIGURA 102: Ampliacdo do mapa de correlagio HSQC (*H: 500 MHz; 13C: 125 MHz; CDCls;
de GO4.
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As corretas posicOes dos hidrogénios aromaticos foram determinadas pelas analises dos
mapas de contorno HSQC (FIGURA 103) e HMBC (FIGURA 104-106) com os carbonos
aromaticos vicinais e alifaticos. Os sinais dos hidrogénios em 6 6,71 ligado ao carbono 6 107,8
e 0 6,68 ligado ao carbono 6 114,2 foram atribuidos a H-1/C-1 e H-4/C-4, respectivamente
definindo assim o sistema para no anel A. Da mesma forma, os sinais dos hidrogénios em d
6,87 e & 6,78 foram atribuidos a H-12 e H-11, ligados aos carbonos de sinais 6 123,8 (C-12) e

6 110,9 (C-11) respectivamente, definindo assim o sistema orto no anel D.
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FIGURA 103: Ampliacdo da regido aromatica no mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz;
13C: 125 MHz; CDCl; de GOA4.
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FIGURA 104: Mapa de correlagio HMBC (*H: 500 MHz; 3C: 125 MHz; CDCls) de GOA4.
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A existéncia da correlagédo do sinal em & 6,68 (H-4) a J* com o sinal do carbono em &
28,9 (C-5), e do sinal em § 6,71 (H-1) a J com o sinal do carbono em & 59,4 (C-13a) indicou a
posicdo de ambos os hidrogénios aromaticos do anel A sem ambiguidades. Consequentemente
0 sistema orto foi definido no anel D pela correlagdo do sinal em & 6,87 (H-12) a J® com os
sinais dos carbonos em & 36,4 (C-13), 6 128,7 (C-8a) ¢ 6 150,3 (C-10), ¢ do sinal em 6 6,78 (H-
11), tambem a J3com 0s sinais dos carbonos em & 127,7 (C-12a) e & 145,1 (C-9) (FIGURA 104,
105 e 106).
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FIGURA 105: Ampliacdo da regifo aromatica no mapa de correlacio HMBC (*H: 500 MHz;
13C: 125 MHz; CDCl3) de GO4.
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FIGURA 106: Ampliacio do mapa de correlacio HMBC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz;

CDCls) de GO4.
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Pelo mapa de contorno HMBC p0de-se definir as corretas posi¢des dos grupos hidroxila
e metoxilico no anel A. Assim, observou-se que o sinal em 6 6,71 (H-1) mostrou uma forte
correlacdo a J com o sinal de carbono em & 144,0 (C-3) (caracteristico de carbono aromatico
oxigenado) que nédo apresentou nenhuma correlagédo com os sinais de hidrogénios dos grupos
metoxilicos, atribuindo assim o grupo hidroxila susbstituido nessa posicao, j& o sinal em 8 6,68
(H-4) apresentou tambem uma correlacéo a J® com o sinal de carbono em & 145,1 portador do
grupo metoxilico com sinal de hidrogénio em 6 3,85 ligados ao carbono em & 60,1 (2-OCHy3),
atribuindo um dos grupos metoxilicos em C-2 (FIGURA 101, 105 e 106).

Da mesma forma para o anel D, observou-se que o sinal em & 6,87 (H-12) mostrou uma
forte correlacdo a J® com o sinal de carbono em & 150,3 (C-10) portador do outro grupo
metoxilico com sinal de hidrogénio em & 3,85 ligados ao carbono em & 55,9 (10-OCHs)
confirmando assim o segundo grupo metoxilico em C-10, ja o sinal em 6 6,78 (H-11) mostrou
uma forte correlacdo a J® com o sinal de carbono em § 145,1 (C-9) portador do terceito grupo
metoxilico com sinal de hidrogénio em & 3,89 ligados ao carbono em & 56,1 (9-OCHj5)
estabelecendo-o assim em C-9 (FIGURA 101, 105 e 106). As demais correlagGes observadas
estdo registradas na FIGURA 107.

FIGURA 107: Principais correlacdes observadas no mapa de correlagdes HMBC de GO4.
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Na TABELA 22 so apresentados os valores de RMN de *H e *C de GO4 atribuidos

de acordo com as andlises dos mapas de contorno HSQC e HMBC com suas respectivas

correlagcdes observadas, e comparages com os dados da literatura consistindo nos dados do

alcaloide coripalmina. Vale ressaltar que embora esse alcaloide ja possua relato na literatura,

os dados publicados para esse composto apresentam-se incompletos ou com algumas

ambiguidades, desse modo, os dados apresentados aqui auxiliardo novas pesquisas na

identificacdo desse composto.

TABELA 22: Dados de RMN de 'H e 3C GO4.

GO4 Coripalmina
Posicao 'H B (s1ab HMBC 'H BE (wd
& (mult., J em Hz)? &) (H-2C)e 3 (mult., J em Hz)? &
6,71 6,73
1 (A, 107,8CH  3,4ael3a (. 9 108,7 CH
2 - 145,1C - - 1475C
3 - 1440 C - - 1476 C
6,68 6,62
4 (H. 5 114,2 CH 2,5e13b a9 114,4 CH
4a - 1275C - - 126,7C
5 peq 3,10 (1H, m) 6e4a 3,14 (1H, (dd, 11,7 e 5,0)
5 pax 2.62 (2H, m) 289 CHa 4e13b 2,65 (1H, (dd 111e34) 220CH:
6 peq 3,18 (1H, m) 43,5 e 13a 3,21 (1H, dd, 5,1 e 3,5)
6 pax 2,62 (2H, m) 51,5 CH; 4ae 13a 2,69 (1H, m) 515 CH;
8 peq 4,23 (1H, d 15,7) 8a, 9, 12a e 13a 4,21 (1H, d, 15,4)
8 pax 3,53 (1H, d 15,7) 54,0 CH 6, 8ae 13a 3,59 (1H, d, 15,3) 538 CH
8a - 128,7C - - 127,3C
9 - 1451 C - - 1432C
10 - 150,3 C - - 146,5C
6,78
11 (1H, d 8.4) 1109CH  9,10e12a 6,81 (1H, d, 8,3) 114,0 CH
6,87
12 (1H. d 8.4) 1238CH  8a,10e13 6,84 (1H, d, 8,3) 124,9 CH
12a - 127,7C - - 127,2C
13peq 3,24 (1H, dd 158 ¢ 3,8) 12e12a 3,26 (1H, dd, 15,8 e 3,8)
13pax  283(1H,dd158e113) SOACH: 150043 2gr(1HAd, 154e117) 02 CHe
3,54
13a (1H. dd 113 e 3.8) 59,4 CH 6 e 13b 3,58 (1H,dd,11,5e¢3,8) 59,4 CH
13b - 1292 C - - 129,7C
3,85 3,91
2-OCHs GH. 9 60,1 (CHa) 2 G3H. 9 56,3 (CHa)
3,89 3,85
9-OCHs GH. ) 56,1 (CHa) 9 3H. 9 60,7 (CHs)
3,85 3,90
10-OCHs GH. 9 55,9 (CHa) 10 (3H. 9 55,7 (CHa)

3Experimento realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para **C em CDCls, utilizando o TMS como padr&o interno;
YMultiplicidades determinadas pelos espectros de *C (ANEXO-E11 e E12), HSQC e HMBC; “Atomos de carbono
que mostraram correlagio com os respectivos hidrogénios; “‘RODRIGUES, et al., 2016 (*H: 600 MHz; ‘3C: 150
MHz; CDCls); (8) Deslocamentos em ppm.
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A andlise por espectrometria de massas (FIGURA 108), obtida através de ionizacéo por
eletrospray em modo positivo de aquisicdo de dados (ESI+), mostrou dois ions de maior
intensidade, provavelmente devido a presenca de uma outra substancia em concentracdo
minima nao podendo ser identificada através dos dados de RMN sendo que o ion com [M+H]*
m/z 338 Da, apresentou maior evidéncia possivelmente devido a sua maior propensdo em aceitar
préntons (mais facilmente ionizado), por sua vez, o ion com [M+H]" com m/z 342 se mostrou

compativel com os dados de RMN que indicam a férmula molecular C2o0H23NOa.

FIGURA 108: Espectro de massas de GO4.
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Quando submetido a fragmentacdo o ifon [M+H]" com m/z 342 (FIGURA 109),
evidenciou a formacdo de um intenso produto de m/z 178, representando uma alta perda de
massa inicial, que é incomum em alcaloides aporfinos, porém comuns em alcaloides
tetrahidroprotoberberinos (SOARES et al., 2015; SCHMIDT et al., 2005; SHIM et al., 2013).

Este ion (m/z 178) foi previamente descrito como fragmento chave de compostos
tetrahidroprotoberberinos contendo grupos metoxil e hidroxil no anel A, consistindo em um
produto formado por meio de uma abertura do anel C via uma reacdo retro-Diels-Alder
(FIGURA 123) (SOARES et al., 2015; DEMARQUE et al., 2016), corroborando desse modo

com as observacdes realizadas por RMN.
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FIGURA 109: Perfil de fragmentagdes de GO4.
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Pelas analises de RMN de 'H e 3C 1D/2D, EM e comparagio com os dados descritos
na literatura (RODRIGUES, et al., 2016), foi possivel identificar GO4 como sendo o alcaloide
conhecido como coripalmina (FIGURA 110).

FIGURA 110: Estrutura da coripalmina.

5.1.4.2. Identificagdo estrutural de GO7

A substancia GO7 apresentou-se como solido de coloracdo amarelada de massa igual a
3,3 mg com teste positivo para alcaloides quando revelada com solucdo de Dragendorff.
Através da analise do espectro de RMN de H (500 MHz, CDCl3) (FIGURA 111) foram
observados sinais semelhantes quando comparados com os espectros de GO4, nos fazendo
sugerir que a substancia presente em GO7 tambem seria constituida por um alcaloide do tipo
tetraidroprotoberberino, diferenciando-se apenas, pelo padrdo das posi¢cdes dos hidrogénios
aromaticos, onde evidenciou-se a auséncia do sistema orto, e a presenca de mais um sistema
para, sendo assim, foram observados dois sinais em & 6,66 (1H, s) e 6,57 (1H, s) tipico de H-
12 e H-9, ¢ dois em & 6,72 (1H, s) e 6,68 (1H, s) caracteristicos de H-1 e H-4, respectivamente,
indicando que GO7 seria possivelmente um isdmero estrutural de GO4 (FIGURA 111 e 112).
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FIGURA 111: Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls3) de GO7.
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FIGURA 112: Ampliagio regido aromatica do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de
GO7.
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Assim como observado em GO4, verificou-se a presenca de sinais de hidrogénios
diastereotdpicos para quatro grupos metilénicos entre & 3,93 — 2,60 referentes aos hidrogénios,
H-5peq/H-5pax, H-6peq/H-6pax, H-8peq/H-8pax, e H- 13peq/H-13pax, bem como um sinal de
um hidrogénio metinico em 6 3,58 (1H, dd, J = 11,2 e 4,2 Hz) caracteristico de H-13a (FIGURA
113). Estes hidrogénios metilénicos juntamente com o sinal do hidrogénio metinico em 6 3,58
confirmaram o sistema tetraidroprotoberberinico da molécula, seus respectivos carbonos foram
definidos com base no mapa de correlagdo HSQC (TABELA 23).

Também foram observados a presenga de trés sinais em 6 3,90, 6 3,85 e 6 3,86, todos
simpletos com integracdo para trés hidrogénios cada, tipicos de grupos metoxilicos (FIGURA
113).

106



FIGURA 113: Ampliagdo da regido alifatica do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de
GO7.
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Assim como realizado para GO4, as posicdes dos hidrogénios aromaticos de GO7
foram determinadas pelas analises dos mapas de contorno HSQC e HMBC (TABELA 23) com
os carbonos aromaticos vicinais e alifaticos. Os sinais dos hidrogénios em & 6,72 ligado ao
carbono em & 107,7 e & 6,68 ligado ao carbono 6 114,2 foram atribuidos a H-1/C-1 e H-4/C-4,
respectivamente definindo um dos sistemas para no anel A. Da mesma forma, para o anel D os
sinais dos hidrogénios em 6 6,66 ligado ao carbono em 6 111,4 e 8 6,57 ligado ao carbono em
d 109,0 foram atribuidos a H-12/C-12 e H-9/C-9, respectivamente, definindo assim o outro
sistema para no anel D (FIGURA 114 e 115).
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FIGURA 114: Mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; 3C: 125 MHz; CDCl; de GO7.
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FIGURA 115: Ampliacdo da regifo aromatica no mapa de correlagido HSQC (*H: 500 MHz;
13C: 125 MHz; CDCl3 de GO7.
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A existéncia das correlagdes a J° do sinal em & 6,68 (H-4) com o sinal do carbono em &
28,8 (C-5) e do sinal em & 6,72 (H-1) com o sinal do carbono em & 59,7 (C-13a), bem como as
correlagdes tambem a J2 do sinal em § 6,57 (H-9) com o sinal do carbono em & 58,4 (C-8) e do
sinal em ¢ 6,66 (H-12) com o sinal do carbono em & 36,5 (C-13) indicou a correta posi¢do dos
hidrogénios aromaticos sem ambiguidades. (FIGURA 116 e 117, TABELA 23).
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FIGURA 116: Mapa de correlagdio HMBC (*H: 500 MHz; 3C: 125 MHz; CDCl; de GO7.
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FIGURA 117: Ampliacéo da regifo aromatica no mapa de correlacio HMBC (*H: 500 MHz;
13C: 125 MHz; CDCl; de GO7.
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Pelo mapa de contorno HMBC pbde-se também definir as corretas posi¢es dos grupos
hidroxilico e metoxilicos. Observou-se dessse modo, para o anel A, que o sinal em 6 6,72 (H-
1) mostrou uma forte correlacdo a J® com o sinal de carbono em & 144,4 (C-3) o qual nédo
apresentou nenhuma correlacdo com os sinais de hidrogénios dos grupos metoxilicos,
atribuindo assim, o grupo hidroxila em C-3, e o sinal em 6 6,68 (H-4) apresentou uma forte
correlacdo a J® com o sinal de carbono em § 145,0 (C-2), portador do grupo metoxilico em &
3,90 (2-OCHpy), atribuindo assim um dos grupos metoxilico em C-2 (FIGURA 118).

Da mesma forma, para o anel D, observou-se que o sinal em 6 6,66 (H-12) mostrou uma
forte correlacdo a J® com o sinal de carbono em & 147,5 portador do grupo metoxilico em 3,85
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(10-OCHa) confirmando o outro grupo metoxilico em C-10, e o sinal em 6 6,57 (H-9)
apresentou uma forte correlacdo a J tambem com o sinal em & 147,5 atribuido em C-11, sendo
este portador de outro grupo metoxilico em 3,86 (11-OCHs) confirmando o grupo metoxilico
em C-11 (FIGURA 118). As demais correlagoes observadas estdo dispostas na FIGURA 119.

FIGURA 118: Ampliacio do mapa de correlagio HMBC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCls;
de GO7.
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FIGURA 119: Principais correla¢des observadas no mapa de correlagdes HMBC de GO?7.
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Na TABELA 23 séo apresentados os valores de RMN de *H e *C de GO?7 atribuidos
de acordo com as andlises dos mapas de contorno HSQC e HMBC com suas respectivas
correlagcdes observadas, e comparagdes com os dados da literatura consistindo nos dados do

alcaloide discretina.

TABELA 23: Dados de RMN de 'H e C GO7.

GO7 Discretina
Posicéo 'H 13¢+ (51ab HMBC 'H B (s
3 (mult., J em Hz)® LW (tH-BCy 5 (mult., J em Hz)? L
1 6,72 (1H, s) 107,7 CH 3,4ae13a 6,83 (1H, s) 109,8 CH
2 - 145,0C - - 147,7C
3 - 1444 C - - 146,2 C
4 6,68 (1H, s) 1142 CH 2,5e13b 6,57 (1H, s) 115,8 CH
4a - 127,7C - - 127,3C
5 peq 3,10 (1H, m) 6 e 4a 3,05 (1H, ddd, 17,4, 12,5 € 5,0)
5 pax 2,63 (1H, m) 28,8 CH, 4, 4ae 13b 2,67 (1H, m) 284 CH;
6 peq 3,13 (1H, m) 4a,5¢e13a 3,19 (1H, m)
6 pax 2,60 (1H, m) 514 CH 4ae 13a 2,65 (1H, m) 516 CH.
8 peq 3,93 (1H, d 14,5) 8a, 9, 12ae 13a 3,98 (1H, d 14,8)
8 pax 3,67 (1H, d 14,5) 58,4 CH 8ae 12a 3,70 (1H, d 14,8) 58,7 CH;
8a - 126,4C - - 126,5C
9 6,57 (1H, s) 109,0 CH 8,11e12a 6,69 (1H, s) 110,4C
10 - 1475C - - 1489 C
11 - 1475C - - 149,2 CH
12 6,66 (LH, s) 111,4 CH 8a, 10 € 13 6,78 (1H, s) 112,8 CH
12a - 126,3C - - 1272C
13 peq 3,22 (1H, dd 16,2 e 4,2) 8a, 12, 12a e 13a 3,43 (1H, dd 16,2 e 3,9)
13pax 283 (1H, dd162e112) 50 CH2 8a, 12a e 13a 2,80 (1H, dd 16,2 e 11,4) 36,5 CH
13a 3,58 (1H,dd 11,2e4,2) 59,7 CH 4a, 8 e 13b 3,66 (1H, dd 11,4 € 3,9) 60,1 CH
13b - 129,3C - - 129,0 C
2-
OCH 3,90 (3H, ) 56,1 (CHs) 2 3,85 (3H, s) 56,6 (CHs)
10- 3,85 (3H, 5) 559 (CHs) 9 3,81 (3H, 5) 56,4 (CHs)
OCHs
11- 3,86 (3H, 5) 55,9 (CHs) 11 3,82 (3H, s) 56,5 (CHs)
OCHs

3Experimento realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para **C em CDCls, utilizando o0 TMS como padr&o interno;
®Multiplicidades determinadas mapas de correlacdo HSQC e HMBC; “Atomos de carbono que mostraram
correlagdo com os respectivos hidrogénios; ‘COSTA, et al., 2013b (*H: 400 MHz; 3C: 100 MHz; CDCl; + gotas
de CD30D); (8) Deslocamentos em ppm.

A analise por espectrometria de massas (FIGURA 120), obtida através de ionizagéo por

eletrospray em modo positivo de aquisicdo de dados (ESI+), evidenciou uma molécula

protonada [M+H]" com m/z 342 Da, compativel com a férmula molecular C2oH23NOa.
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FIGURA 120: Espectro de massas de GO7.
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Assim como observado em GO4, quando submetido a fragmentacgdo o ion [M+H]* com
m/z 342 referente a GO7 (FIGURA 121), apresentou a formacéo de um intenso produto de m/z
178, representando uma alta perda de massa inicial, caracteristica de alcaloides
tetrahidroprotoberberinos (FIGURA 123) (SOARES et al., 2015; SCHMIDT et al., 2005;
SHIM et al., 2013). Sendo assim, suportam-se as ideias estipuladas por RMN, em que se teria
a estrutura de um alcaloide do tipo tetrahidroprotoberberino em GO?7.

FIGURA 121: Perfil de fragmentagdes de GO?7.
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Pelas analises de RMN de *H, HSQC, HMBC, EM e comparagio com os dados descritos
na literatura (COSTA, et al., 2013b), foi possivel identificar GO4 como sendo o alcaloide
conhecido como discretina (FIGURA 122).

FIGURA 122: Estrutura da discretina.

FIGURA 123: Proposta de fragmentacéo para alcaloides tetraidroprotoberberinos.
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5.2. Estudo dos constituintes volateis das folhas de de G. olivacea

A andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e
detector por ionizacao de chama (CG-DIC) possibilitou a determinacéo da composi¢do quimica
do 6leo essencial de G. olivacea extraido das folhas secas apresentando um rendimento de
0,18% em relacdo ao peso do material seco. Os componentes volateis foram identificados com
base nos seus espectros de massas e seus respectivos indices de retencdo, bem como a
comparagdo com os dados disponiveis na literatura.

O oleo essencial de G. olivacea apresentou uma coloracao esverdeada e ao ser avaliado
quanto sua composicdo quimica observou-se a presenca de monoterpenos (2) equivalentes a
2,75% do 6leo, enquanto que os sesquiterpenos (37) identificados corresponderam a 94,07%,
totalizando 39 substancias identificadas em 96,82% da composic¢éo do 6leo essencial (FIGURA
124).

Semelhante as analises de composicdo dos 6leos essenciais de varias espécies da familia
Annonaceae descritas na literatura que destacam o espatulenol e o 6xido de cariofileno como
substancias comuns em espécies dos géneros Annona, Duguetia, Guatteria e Xylopia, para a
espécie em estudo observou-se equivaléncia nos resultados, apresentando ambas substancias

em sua composicdo (DUTRA, et al., 2012).

FIGURA 124: Cromatograma dos ions totais do 6leo essencial das folhas de Guatteria
olivacea.
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As principais substéancias identificadas foram o germacreno D com (17,65%), B-atlantol
(13,21%), 6xido de cariofileno (12,03%), espatulenol (11,26%) e (E)-cariofileno (7,26%)
(ANEXO - E13 a E17). Outros compostos identificados com concentracdo acima de 1,5%
foram: biciclogermacreno (5,87%), 6-elemeno (4,95%), 6-cadineno (2,08%), B-pineno (1,83%)
e a-copaeno (1,69%). A presenca de algumas dessas substancias majoritarias foi observada em
6leos essenciais de diferentes espécies de Guatteria, de acordo com os trabalhos de Maia et al.
(2005), Costa et al. (2008), Palazzo et al. (2009) e Aciole et al, (2011), indicando que G.
olivacea é uma espécie quimicamente tipica da familia de Annonaceae. (TABELA 24).

TABELA 24: Composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de G. olivacea.

N Composto IR? IRP % Oleo essencial
1 a-pineno 930 932 0,92+0,25
2 B-pineno 972 974 1,83+0,38
3 d-elemeno 1335 1335 4,95+0,33
4 a-cubeno 1347 1348 0,45+0,06
5 Ciclosativeno 1364 1369 0,25+0,03
6 a-yalangeno 1368 1373 0,32+0,04
7 a-copaeno 1372 1374 1,69+0,18
8 B-bourboneno 1381 1387 0,92+0,09
9 -cubeneno 1387 1387 0,27+0,07
10 B-elemeno 1389 1389 1,48+014
11 Cipereno 1395 1398 0,53+0,06
12 a-gurjuneno 1406 1409 1,06+0,10
13 (E)-cariofileno 1415 1417 7,26%0,71
14 [-copaeno 1425 1430 0,37+0,10
15 y-elemeno 1431 1434 0,47+0,07
16 a-guaieno 1435 1437 0,26+0,05
17 6,9-guaiadieno 1440 1442 0,23+0,09
18 a-humuleno 1450 1452 1,02+0,08
19 allo- aromadrendeno 1457 1458 0,83+0,06
20 y-muuroleno 1474 1478 0,88+0,12
21 Germacreno D 1478 1480 17,65+0,32
22 trans-muurol-4(14),5-dieno 1488 1493 0,46+0,07
23 Biciclogermacreno 1493 1500 5,87+0,39
24 o-muuroleno 1497 1500 0,80+0,07
25 d-amorfeno 1504 1511 0,57+0,04
26 y-cadineno 1511 1513 0,61+0,06
27 d-cadineno 1521 1522 2,08+0,23
28 trans-cadina-1(2),4-dieno 1529 1533 0,30+0,07
29 a- calacoreno 1540 1544 0,47+0,09
30 Elemol 1546 1548 0,96+0,26
31 Germacreno B 1553 1559 1,19+0,14
32 N.I 1563 - 1,16+0,08
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Cont.

N Composto IR? IRP % Oleo essencial
33 Espatulenol 1574 1577 11,26+0,48
34 Oxido de cariofileno 1579 1582 12,03+0,95
35 N.I 1589 - 0,59+0,06
36 Guaiol 1594 1600 0,87+0,01
37 Epdxido de humuleno 11 1605 1608 0,69+0,18
38 [B-atlantol 1618 1608 13,21+0,57
39 Cubenol 1639 1645 0,64+0,08
40 a-cadinol 1651 1652 0,80+0,12
41 N.I 1655 - 0,36+0,11
42 Bulnesol 1664 1670 0,40+0,12
43 N.I 1761 932 0,41+0,21

Monoterpenos 2,75
Sesquiterpenos 94,07

Total identificados 96,82

Total ndo identificados (N.1.) 3,18

IR?- Indice de retencdo calculado; IRP- Indice de retencio de acordo com a literatura (Adams, 2007); N.I. — Nao
identificado; Nota: Os valores representam a média de trés repeticdes + desvio padréo.

E importante salientar que a composi¢ao quimica pode variar para diferentes espécies
dentro de um mesmo género e ainda, sofrer alteracdo devido a acdo dos fatores ambientais,
como a temperatura, pluviosidade, nutri¢do e horéario de coleta (MORAIS, 2009).

Desse modo, observou-se que os constituintes do 6leo essencial de Guatteria friesiana
analisado em diferentes estudos apresentou semelhanga quanto a presenca das substancias
majoritarias. O estudo realizado por Britto et al. (2012) identificou como componentes
majoritarios o B-eudesmol (52.0%), y-eudesmol (24.0%), a-eudesmol (15.1%). De mesmo
modo, as contribuicdes feitas por Alciole et al. (2011) mostraram 0s compostos B-, y- ¢ a-
eudesmol com composicao de 52,0%, 24,0% e 15,1% respectivamente.

Palazzo et al. (2009) analisaram a composicdo quimica de trés espécies de Guatteria da
Costa Rica e observaram diferencas na composi¢do quimica. Para o 6leo essencial das folhas
de G. costaricensis foi observado que sua composi¢do era constituida principalmente por a- €
B-pineno (36,3% e 48,2%, respectivamente) e (E)-cariofileno (5,4%). Os componentes
majoritarios do 6leo essencial das folhas de G. diospyroides foram germacreno D (46,4%), (2)-
B-ocimeno (17,4%), (E)-(B)-ocimeno (12,0%) e (E)-cariofileno (10,3%). O germacreno D
(73,3%) também foi observado como componente predominante no 6leo essencial das folhas
de G. oliviformis, juntamente com a- e PB-pineno (3,4% e 4,4%, respectivamente) e

biciclogermacreno (4,5%).
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O estudo realizado com as folhas de Guatteria elliptica coletada em localidades
diferentes apresentou variacdo na composicdo de seus constituintes majoritarios. Para a espécie
coletada em Paranapiacaba/SP o composto principal foi o espatulenol (53,9%), ja para a espécie
de origem de Caraguatatuba /SP foi o 6xido de cariofileno (40,9%) (FERREIRA, et al., 2017).

Estas variacGes significativas na composicdo quimica dos constituintes majoritarios,
assim como também nos outros compostos encontrados nas espécies de Guatteria também
podem ser observadas na espécie estudada. Por outro lado, a presenca de 6xido de cariofileno,
(E)-cariofileno, germacreno D e espatulenol observados na composigéo do 6leo essencial de G.
olivacea e nas diferentes espécies de Guatteria relatadas acima reforcam que a espécie em

estudo é quimicamente tipica da familia Annonacea.

5.3. Investigacao da atividade citotoxica in vitro pelo Método Alamar Blue

Os estudos de viabilidade celular e citotoxicidade pelo método Alamar Blue tem sido
amplamente utilizado nos ultimos 50 anos em uma variedade de sistemas bioldgicos e
ambientais, sendo uma importante referéncia para o estudo com substancias (RAMPERSAD,
2012). Em média tem-se listado até o ano de 2019 nos registros da SciFinder um pouco mais
de 400 publicacgdes citando o estudo com Alamar Blue em pesquisa sobre o cancer.

A atividade citotoxica foi avaliada pelo método descrito nos topicos 2.5 e 4.15,
conhecido pelo nome de Alamar Blue (7-hydroxy-10-oxidophenoxazin-10-ium-3-one), sendo
também denominado por diazo-resorcinol, azoresorcina, resazoina e resazurina, € um sal
soltvel, estavel em meio de cultura, ndo é toxico e é reduzido apenas por células vivas, que o
tornam insolUvel, alterando sua coloragdo. Devido ao potencial de oxidacdo-reducdo do Alamar
Blue, pode aceitar elétrons, mudando sua coloracdo do azul oxidado ndo-fluorescente, para o
estado reduzido, rosa-fluorescente indicado assim a citotoxicidade correspondente a substancia
testada (ESCOBAR; ALFONSO; ARISTIZABAL, 2009; RAMPERSAD, 2012).

De acordo a literatura sdo considerados ativos 6leos, extratos e fragdes capazes de inibir
pelo menos 75% da proliferagdo celular e que apresentam valores de Clso < 30,0 ug.mL?. Da
mesma forma, para substancias puras, sdo consideradas drogas promissoras 0S compostos com
valores de Clso< 4,0 pg.mL™* ou 10 pmol.L? (SUFFNES; PELUZO, 1990; BOIK, 2001).
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5.3.1. Investigacao da atividade citotdxica do 6leo essencial extraido das folhas de

G. olivacea

A analise do 6leo essencial testado na concentragio de 50,0 pg.mL™? (TABELA 25),
evidenciou resultados significativos de atividade citotoxica para as amostras, com valores Clsg
inferiores a 30,0 ug.mL™ para a maioria das células tumorais testadas. Esse efeito pode estar
relacionado com o fato de que os d6leos essenciais sdo constituidos por misturas complexas de
numerosas moléculas que sinergicamente podem produzir efeitos bioldgicos potencialmente
maiores que seus constituintes individuais.

No entanto, a atividade apresentada também pode ser atribuida ao seu alto grau de
constituintes sesquiterpénicos, como por exemplo o germacreno D, 6xido de cariofileno e
espatulenol, substancias predominantes mais comuns nos 6leos essenciais de Annonaceae as
quais possuem relatos de atividade citotoxica comprovada (CANTRELL, et al., 2005; MEIRA,
et al., 2016; ARRUDA; LEMOS; CIUFFI, 2014).

O efeito anticarcinogénico dos 06leos essenciais contra células neoplasicas tem sido
demonstrado em diversos estudos (CALCABRINI, et al., 2004; CHENG; CHANG; WU, 2001,
SOUSA, etal., 2004; LI, etal., 2004). Desse modo, observa-se que os 6leos essenciais sdo fontes
naturais de suma importancia, pois apresentam uma ampla atividade bioldgica especialmente

contra o cancer, demosntrando assim a importancia da realizagao deste ensaio farmacologico.

TABELA 25: indice de inibicio da proliferacio celular em linhagens de células tumorais para
0 6leo essencial de G. olivacea.

Clso (ng.mL1)?

Amostra
MCF-7 HCT116 HepG2 HL-60 MRC-5
Oleo OEGO 27,22 25,74 34,95 16,11 45,49
essencial 17,04 -43,49 17,18-3856 24,10-46,67 13,12-19,79 34,71 -59,62
3,08 0,85 2,05 0,04 3,19

Doxorrubicina®
1,52 - 6,27 0,59-1,24 1,34 - 3,16 0,03 -0,05 1,89 -5,40

A tabela apresenta os valores de Clsg (concentragdo inibitoria média) e o respectivo intervalo de confianca de 95%
obtido a partir de trés experimentos independentes realizados em duplicata pelo método do Alamar blue apds 72
horas de exposicdo com as células MCF-7 (carcinoma de mama humano), HCT116 (carcinoma de colén humano),
HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), HL-60 (leucemia humana) e MRC-5 (fibroblasto de pulm&o humano)
obtidos por regressdo ndo-linear através do programa GraphPad Prisma versdo 5.0; "Doxorrubicina foi utilizada
como controle positivo.
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5.3.2. Investigacdo da atividade citotoxica dos extratos e frages das cascas de G.

olivacea

Os extratos e fracGes foram avaliados inicialmente frente as linhagens tumorais HepG2
(carcinoma hepatocelular humano) e HL-60 (leucemia promielocitica humana), testados na
dose maxima de 50 pg mL™.

Na TABELA 26 sao apresentados os resultados encontrados no ensaio de citotoxicidade
dos extratos e fracGes com os seus repectivos valores de Clso. Dessa forma, entre os extratos, o
metandlico (GOCEM) apresentou um maior potencial de inibi¢do frente as linhagens tumorais
testadas. Apos o tratamento &cido-base do extrato metandlico GOCEM), que resultou na fragdo
neutra (GOCFN) e fracdo alcaloidica (GOCFA), verificou-se que a atividade citotoxica se
concentrou apenas na fracdo alcaloidica (GOCFA), enquanto que a fracao neutra (GOCFN) foi
considerada inativa para todas as células apresentadas pois sua capacidade de inibi¢do de
proliferacdo celular foi inferior a 75%, dessa forma ndo foi possivel estimar a concentracdo
inibitoria (Clsp).

Vale ressaltar que a linhagem MRC-5 ¢ de células sadias e, portanto, quanto maior o
valor Clso, melhor ¢ o resultado. O ideal é encontrar uma amostra ou substancia que seja toxica
para as celulas tumorais e ndo-toxica para as células sadias ou normais. Apos o tratamento
acido-base observou-se que a fracdo alcaloidica (GOCFA) ndo apresentou indices significativos
de toxicidade para as células sadias testadas quando comparado aos extratos brutos hexanico e
metandlico, sendo este um fator relevante para a continuidade do estudo.

Com base nesses resultados, o estudo fitoquimico concentrou-se na fracdo alcaloidica
(GOCFA), com o objetivo de definir o(s) provavel(éis) alcaloide(s) responsavel(éis) pela
atividade citotdxica apresentada, buscou-se o respectivo isolamento das substancias, as quais
tambem foram submetidas aos ensaios de atividade citotdxica frente a diferentes linhagens

tumorais.
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TABELA 26: indice de inibicdo da proliferacéo celular em linhagens de células tumorais para

0s extratos de G. olivacea.

Clso (ng.mL?)?

Amostra
MCF7 HepG2 MRC5
24,89 11,25 17,57
GOCEH 21,11 - 29,35 9,43 — 13,43 15,18 — 20,34
Extratos 18,78 4,23 10,00
GOCEM 11,69 — 30,15 1,75-8,19 5,50 — 18,20
20,16 18,25 28,73
GOCFA 13,87 — 29,31 14,53 — 22,92 24,49 — 33,70
FracGes
GOCEN ND ND ND
2,35 0,04 1,62
Doxorrubicina® 1,33 - 4,15 0,03 - 0,06 0,63 4,14

aA tabela apresenta os valores de Clsg (concentracdo inibitoria média) e o respectivo intervalo de confianca de 95%
obtido a partir de trés experimentos independentes realizados em duplicata pelo método do Alamar blue apds 72
horas de exposicdo com as células MCF-7 (carcinoma de mama humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular
humano) e MRC-5 (fibroblasto de pulmdo humano) obtidos por regressdo ndo-linear através do programa
GraphPad Prisma versdo 5.0; "Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo; ND: N&o Determinado.

5.3.3. Investigacao da atividade citotoxica das substancias isoladas das cascas de G.
olivacea

Em busca dos provaveis alcaloides reponsaveis pela atividade citotoxica de GOCFA, 0s
alcaloides puros isolados e que ndo apresentavam estudos de citotoxicidade na literatura foram
submetidos ao ensaio de atividade citotdéxica com as linhagens tumorais, MCF-7 (carcinoma de
mama humano), HCT116 (carcinoma de colon humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular
humano), HL-60 (leucemia humana) e MRC-5 (fibroblasto de pulmdo humano), testadas na
dose maxima de 25 pg.mL™.

Na TABELA 27 sdo apresentados os resultados da atividade citotoxica das substancias
testadas. Dessa forma, dos compostos testados o alcaloide atherosperminina exibiu atividade
citotoxica considerada moderada com valores de Clso entre 42,10 e 33,07 umol.L? para as
células tumorais testadas, juntamente com o alcaloide argentinina que apresentou uma baixa

citotoxicidade para a célula HCT116 com Clso = 69,02 umol.L? .
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TABELA 27: indice de inibicio da proliferacéo celular em linhagens de células tumorais para

as substancias isoladas das cascas de G. olivacea.

Clso pg mL?! (umol L1)?

Substancia
MCF7 HCT116 HepG2 HL-60 MRC5
12,70 10,22 13,01 10,44 15,51
Atherosperminina (41,10) (33,07) (42,10) (33,79) (50,19)
11,18-1442 7,89-1323 10,75-15,73 8,44-1291 12,46-19,30
20,36
o >25 >25 >25 >25
Argentinina (69,02)
(84,74) (84,74) (84,74) (84,74)
14,24 - 29,11
N-Oxido de >25 >25 >25 >25 >25
atherosperminina (76,92) (76,92) (76,92) (76,92) (76,92)
3,08 0,85 2,05 0,04 3,19
Doxorrubicina® (5,67) (1,56) (3,77) (0,07) (5,87)

1,52 -6,27 0,59 -1,24 1,34 -3,16 0,03 -0,05 1,89 -5,40

A tabela apresenta os valores de Clsg (concentragdo inibitoria média) e o respectivo intervalo de confianca de 95%
obtido a partir de trés experimentos independentes realizados em duplicata pelo método do Alamar blue ap6s 72
horas de exposicéo com as células MCF-7 (carcinoma de mama humano), HCT116 (carcinoma de colén humano),
HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), HL-60 (leucemia humana) e MRC-5 (fibroblasto de pulm&o humano)
obtidos por regressdo ndo-linear através do programa GraphPad Prisma versdo 5.0; ®Doxorrubicina foi utilizada
como controle positivo.

Devido ao baixo rendimento os demais alcaloides isolados ndo puderam ser testados,
entretanto algumas dessas substancias possuem relatos de ensaios citotoxicos na literatura como
a liriodenina (COSTA et al., 2016), asimilobina (LIKHITWITTAYAWUID et al., 1993) e
discretina (MENEZES et al., 2016).

Os alcaloides sdo conhecidos por possuirem uma ampla gama de atividades bioldgicas,
eles apresentam propriedades do mais diversor tipos, tais como as analgésicas, antivirais, anti-
maldricas, antineoplasicas, dentre outras. Uma das propriedades biolégicas mais comumente
relatadas nos alcaloides é a sua citotoxicidade contra células tumorais, essa atividade tem sido
amplamente estudada visando futuras aplicacdes medicinais através do seu uso para eliminagéo
e/ou regressdo de células cancerigenas (ANISZEWSKI, 2007).

Wau et al. (1989) estudaram a citotoxicidade de 53 alcaloides isoquinolinos e os seus N-
Oxidos contra as células A-549 (carcinoma de pulmdo humano), HCT-8 (carcinoma de c6lon
humano), KB (carcinoma epidérmico de boca) e P-388 / L-1210 (leucemia promielocitica).

Dentre todos os tipos de esqueletos estruturais investigados (tetraidroprotoberinos,
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protoberberinos, aporfinos, morfinanodienonas, oxoaporfinos, fenantrenos e seus N-0xidos), 0s
mais ativos foram os oxoaporfinos, sendo que o alcaloide liriodenina mostrou uma forte
atividade contra todas as linhagens celulares testadas. Este alcaloide possui uma ampla
investigacdo de suas propriedades bioldgicas, com destaque para o seu potencial citotoxico
(LUCIO et al., 2015; COSTA et al., 2016).

Observou-se que os alcaloides com o esqueleto oxoaporfino exibiram uma atividade
citotoxica promissora, sugerindo que a funcdo oxo pode contribuir para essa atividade
apresentada, sendo possibilitada pela conjugacdo da estrutura, que torna o efeito citotoxico
eficaz devido a planaridade conformacional da molécula. Por sua vez, pode-se notar que a
remocdo da fungdo oxo reduziu drasticamente a atividade, exibindo baixa citotoxicidade para
os aporfinos. No entanto, os alcaloides aporfinos que continham um grupo 1,2-metilenodioxi,
mostratam efeitos citotoxicos promissores contra as linhagens de celulas tumorais testadas,
sugerindo que esse grupo é um dos elementos-chave para sua bioatividade (WU et al., 1989).

Entretanto a presenga de um grupo 1,2-metilenodioxi ndo confere por si sé propriedades
citotdxicas nos aporfinoides, pois conforme observado por MENEZES (2015), os alcaloides
isolados de X. laevigata, que possuiam o grupo metilenodioxi, mas ndo possuiam um grupo
metoxila na posi¢do 9 do anel D do sistema aporfino, ndo apresentaram atividade citotoxica, o
que indica que este também pode ser um elemento importante na atividade citotoxica dos
alcaloides aporfinos.

Estudos de atividade antitumoral in vitro realizados com alcaloides do tipo
tetraidroprotoberberinos tem revelado para este grupo baixa ou moderada citototoxicidade
quando comparados aos aporfinos (KIM et al., 2010; CHEN; DUH; CHEN, 1999; COSTA et
al., 2013a; MENEZES et al., 2016; SANTOS et al., 2018a).

Os resultados da atividade citotoxica obtidos para os alcaloides do tipo fenantreno
isolados de G. olivacea sdo considerados intrigantes, uma vez que essa classe apresentou um
potencial efeito citotéxico em estudos anteriores, indicando que podem exibir seletividade
contra alguns tipos de células tumorais (WU et al., 1993; WU et al., 1989).

A atividade citotoxica do extrato metanolico (GOCEM) e da fracdo alcaloidica
(GOCFA), pode ter relacdo com o efeito sinérgico resultante da mistura dos alcaloides
majoritarios fenantrenos, fato este ndo observado para as substancias testadas quando isoladas.
Assim como tambem, pode ser atribuida pela presenca dos alcaloides oxoaporfinos e aporfinos
com grupos 1,2-metilenodioxi obtidos.
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Sendo assim, sdo necessarias realizacbes de novas investigacBes, com o intuito
estabelecer sua verdadeira eficacia, assim como a toxidade desses e dos outros alcaloides
presentes identificados neste trabalho, uma vez que ha relatos na literatura de efeitos citotoxicos
promissores para os esqueletos observados, visando com isso, a procura por novos farmacos

com acdo antitumoral provenientes de origem vegetal.

5.4. Importancia quimiotaxonémica

Por meio de nosso estudo fitoquimico com a espécie Guatteria olivacea, através das
técnicas cromatogréaficas usuais e das técnicas espectroscopicas e espectrométricas modernas,
foi possivel realizar a caracterizacdo do 6leo essencial extraido de suas folhas, bem como o
isolamento e a adentificacdo estrutural de 10 substancias pertencentes a classe dos alcaloides
obtidas de suas cascas, sendo todos considerados inéditos na espécie.

No entanto, algumas das substancias isoladas sdo comumente encontradas em outras
espécies do género Guatteria assim como tambem nos demais géneros da familia Annonaceae,
principalmente em Annona, Artabotrys, Duguetia, Polyalthia e Xylopia (GUINAUDEAU,
LEBOEUF, CAVE, 1975, 1979, 1983, 1988, 1994); LEBOEUF et al., 1982;
HOCQUEMILLER; RASAMIZAFY; CAVE, 1984; MENEZES et al., 2016; SANTOS et al.,
2015; LUCIO et al., 2015). Portanto, elas podem contribuir de forma significativa para o
conhecimento quimiotaxondmico das espécies que compdem a familia Annonaceae.

Como pode ser observado na TABELA 28, os alcaloides isolados tém uma grande
relevancia quimiotaxondmica no género Guatteria, podendo ser encontrados em diversas
espécies, além de contribuir com a boténica em estudo de filogenia levando também em

consideragdo 0s constituintes quimicos.

TABELA 28: Importancia quimiotaxondmica dos alcaloides isolados de G. olivacea.

Alcaloide Espécies de Guatteria Referéncia
- . HOCQUEMILLER; DEBITUS;
Atherosperminina G. discolor ROBLOT, 1984
G. discolor HOCQUEMILLER; DEBITUS;
- ROBLOT, 1984
Argentinina G. foliosa MAHIOU et al., 1994
G.goudotiana CASTEDO et al., 1991
N-Oxido de G. discolor HOCQUEMILLER; DEBITUS;
atherosperminina ' ROBLOT, 1984
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Cont.

Alcaloide Espécies de Guatteria Referéncia

G. calva RODRIGUEZ et al., 1999
CARVALHO-BAYMA et al., 1987;

CORTES; RAMAHATRA; CAVE, 1985

G. schomburgkiana
Oxoputerina

G. pogonopus SANTOS et al., 2018a
G. citriodora RABELO et al., 2014
G. elata HSU et al., 1977a
G. amplifolia WENIGER et al., 2000;

COSTA et al., 2011a

ANDREAZZA et al., 2016
HOCQUEMILLER; DEBITUS;

G. blepharophylla

G. chrysopetala ROBLOT, 1984
G. cubensis DIAZ; SCHREIBER; RIPPERGER, 1981
G. dielsiana GOULART et al., 1986;
G. goudotiana CASTEDO etal., 1991;
AMMAR ; SCHIFF; SLATKIN., 1983;
G. melosma
PHOEBE et al., 1980
G. modesta ABD-EI ATTl etal., 1982
Liriodenina G. mgl_tiveni_a ZHANG et al., 2002
G. oliviformis LOPEZ et al., 1990
G. scandens HOCQUEMILLER; RASAMIZAFY;
CAVE; 1982a,b
G. schomburgkiana CORTES; RAMAHATRA; CAVE, 1985
COSTA et al., 2009¢c
G. friesiana COSTA et al., 2016
COSTA et al., 2013a
G. hispida COSTA et al., 2010
G. latifolia SANTOS et al., 2017a
G. citriodora RABELO et al., 2014
G. pogonopus SANTOS et al., 2015
G. elliptica RAIJCA-FERREIRA et al., 2017
G. discolor GOULART et al., 1987;
G. elata HSU et al., 1977b
G. pogonopus SANTOS et al., 2015
Puterina G. discolor HOCQUEMILLER; DEBITUS;
ROBLOT, 1984
G. schomburgkiana CARVALHO- BAYMA et al., 1987
G. sagotiana RASAMIZAFY etal., 1986
Discoguatina G. discolor HOCQUEMILLER; DEBITUS;
ROBLOT, 1984
Asimilobina G. sca_nd_ens HOCQUEMILLER et al., 1982a,b
G. elliptica RAJCA-FERREIRA et al., 2017
_ _ G. discolor HOCQUEMILLER; DEBITUS;
Coripalmina ROBLOT, 1984
G. fresiana COSTA et al., 2009
G. discolor HOCQUEMILLER; DEBITUS;
Discretina ROBLOT, 1984
HOCQUEMILLER; RASAMIZAFY;
G. scandens

CAVE, 1982a,b
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O resultado obtido com o estudo do dleo essencial das folhas, tambem possibilitou uma
ampla contribuicdo para a quimiotaxonomia do género, uma vez que a composi¢do quimica
deste 6leo apresentou semelhanca com outros estudos realizados em diferentes espécies do
género Guatteria (ACIOLE etal., 2011; FONTES etal., 2013; MEIRA et al., 2016; SIQUEIRA
et al., 2015; SANTOS et al., 2017b; FERREIRA et al., 2017; ACIOLE et al., 2011).

Desse modo, o estudo fitoquimico da familia Annonacea é de fundamental importancia
para o conhecimento de suas espécies, pois a familia tem sido caracterizada pela presenca
majoritaria de determinados tipos de metabolitos secundarios, como os alcaloides e terpenos.
Sendo assim, este trabalho ressalta a importancia da quimiotaxonomia, uma vez que pode ser
utilizado de forma significativa na diferenciacdo de diversas espécies, géneros e familias do

reino Plantae.
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6. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico da fracdo alcaloidica (GOCFA) proveniente do extrato metanolico
(GOCEM) das cascas de G. olivacea, resultou no isolamento de dez (10) substéncias
pertencentes a classe dos alcaloides, sendo todas ineditas na espécie em estudo. As substancias
isoladas foram identificadas como sendo: trés alcaloides do tipo fenantreno:
atherosperminina, argentinina e N-O0xido de atherosperminina; dois oxoaporfinos:
oxoputerina e liriodenina; trés aporfinos sensu stricto: puterina, discoguatina e asimilobina;
e dois tetraidroprotoberberino, coripalmina e discretina.

A andlise do oleo essencial das folhas evidenciou a presenca majoritaria de
sesquiterpenos, sendo os principais constituintes o germacreno D com (17,65%), B-atlantol
(13,21%), oxido de cariofileno (12,03%), espatulenol (11,26%) e (E)-cariofileno (7,26%).

O ensaio de citotoxicidade in vitro dos extratos, fragdes e 6leo essencial revelou a
capacidade antitumoral da espécie estudada. Dentre as amostras avaliadas, a fracao alcaloidica
(GOCFA) foi a que apresentou os melhores resultados com pronunciada atividade para as
linhagens tumorais MCF7 (20,16 pg.mL™?) e HepG2 (18,25 pg.mL™Y), e ainda, apresentando
baixa toxidade para as células sadias MRC-5 (28,73 ng.mL™). Em relagio ao 6leo essencial,
observou-se uma atividade citotoxica promissora para as linhagens de células MCF-7, HCT116,
HepG2, e HL-60 com valores de Clso iguais a 27,22, 25,74, 34,95 e 16,11 ugmL*
respectivamente.

Dentre os alcaloides testados provenientes da fracdo alcaloidica, atherosperminina foi o
que exibiu os melhores resultados de atividade citotoxica contra as linhagens celulares MCF-7,
HCT116, HepG2 e HL-60 com valores de Clso iguais a 41,10, 33,07, 42,10 e 33,79 umol.L™.
Apesar da baixa capacidade de inibicéo celular apresentada pelos alcaloides do tipo fenantreno,
ha relatos na literatura para os quais estes apresentaram seletividade contra diferentes células
testadas com resultados promissores, justicando assim a continuidade do estudo dessas
substancias, para podermos conhecer o real mecanismo de agdo que explica a atividade
citotoxica destes e dos demais alcaloides isolados neste trabalho.

Os resultados obtidos confirmam que G. olivacea é quimicamente uma espécie tipica da
familia Annonaceae, além de uma fonte promissora de substancias biologicamente ativas. Tais
resultados contribuem, ainda, de forma significativa para o conhecimento quimiotaxondmico
da familia, uma vez que suas substancias isoladas e identificadas neste trabalho sdo encontradas
em diversos géneros dessa familia, tais como, Annona, Dasymachalon, Desmos, Guatteria,

Xylopia, Monodora e Polyathia.
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8. ANEXOS

FIGURA E1: Espectro de RMN de C (125 MHz, CDCl3) de GOS.
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FIGURA E2: Espectro de RMN de DEPT135 (125 MHz, CDCIs) de GOS8.
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FIGURA E3: Espectro de RMN de C (125 MHz, CDCl3) de GO®9.
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FIGURA E4: Espectro de RMN de DEPT135 (125 MHz, CDCls) de GO?9.
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FIGURA E5: Espectro de RMN de C (150 MHz, CDCl3) de GO2.
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FIGURA E6: Espectro de RMN de DEPT135 (150 MHz, CDClz) de GO2.
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FIGURA E7: Espectro de RMN de C (125 MHz, CDCl3) de GO3.
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FIGURA ES8: Espectro de RMN de DEPT135 (125 MHz, CDCIs) de GO3.
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FIGURA E9: Espectro de RMN de C (125 MHz, CDCl3) de GOB6.
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FIGURA E10: Espectro de RMN de DEPT135 (125 MHz, CDCIs) de GOG6.
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FIGURA E13: Espectro de massa referente ao pico com tr = 28,67 min. correspondente ao
germacreno D.
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FIGURA E14: Espectro de massa referente ao pico com tr = 31,64 min. correspondente ao
oOxido de cariofileno.
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FIGURA E15: Espectro de massa referente ao pico tr = 31,51 min. correspondente ao
espatulenol.
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FIGURA E16: Espectro de massa referente ao pico tr = 26,75 min. correspondente ao (E)-
cariofileno.
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FIGURA E17: Espectro de massa referente ao pico tr = 32,98 min. correspondente ao [3-

atlantol.
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