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RESUMO

A familia Annonaceae € conhecida por suas espécies possuirem uma
guantidade variada de compostos e sua importancia econémica. As substancias que
se destacam sao os alcaloides, terpenos e acetogeninas, uma vez que sao relevantes
para as atividades biolégicas e farmacoldgicas relatadas na literatura. Embora muitos
géneros tenham sido explorados fitoquimicamente, ha alguns com menos estudos,
como Bocageopsis, que consiste em quatro espécies (B. mattogrossensis, B.
canescens, B. multiflora e B. pleiosperma), todas restritas a América do Sul tropical e
a leste da Cordilheira dos Andes. Abordagens fitoquimicas recentes realizadas com
Oleos essenciais - OEs de B. multiflora e B. pleiosperma e fracdes alcaloides de B.
pleiosperma demonstraram o potencial quimico desse género. O presente trabalho
apresenta os dados fitoquimicos e biolégicos de trés espécies do género Bocageopsis
(B. canescens, B. multifiora e B. pleiosperma) comumente encontradas na Regiao
Amazébnica. Diferentes partes das plantas foram submetidas a hidrodestilacéo,
tratamento acido-base e infusdo para obtencdo das substancias e posteriormente
submetidas a abordagens integrativas, como espectrometria de massa por ioniza¢ao
ambiental (LS-MS), técnicas cromatograficas hifenizadas por espectrometria de
massa (CG-EM , CLAE-EM e CLAE-EM/EM) e RMN 1D e 2D. As andlises por CG/EM
dos OEs das trés espécies, permitiu a identificagdo de 63 constituintes, além de
revelar a presenca exclusiva de sesquiterpenos e seus derivados e a auséncia de
monoterpenos. Os ensaios antimicrobianos dos OEs revelaram atividade
bacteriol6gica do OEs dos galhos finos e grossos de B. multiflora, e das folhas de B.
canescens e B. pleiosperma contra as linhagens de Staphylococcus aureus, Serratia
marcens e Mycobacterium smegmatis, além da atividade fungicida dos OEs das folhas
de B. canescens e galhos finos e galhos grossos de B. multiflora contra o patégeno
Candida albicans. As abordagens integrativas das fracfes alcaloides das folhas e
galhos finos de B. canescens e dos galhos grossos de B. multiflora permitem a
identificacdo proviséria de cinco alcaloides (anonaina, estefarina, isoboldina,
asimilobina e norushinsunina). O fracionamento cromatografico das folhas de B.
canescens resultou no isolamento de dois isbmeros alcaloides da classe das
isoquinolinas simples, salsolina e isosalsolina, além dos alcaloides liriodenina,
atherolina, nornuciferina e laurotetanina. O fracionamento da fracao alcaloidica dos

galhos grossos de B. multiflora resultou no isolamento dos alcaloides salsolina,



iIsosalsolina, pronuciferina e N-formil-estefarina. O fracionamento do extrato aquoso
das folhas de B. canescens permitiu a obtencao dos flavonéides kaempferol-3,7-O-a-
L-dirhamnosideo (kaempferitrina) e o novo flavonoide kaempferol-3-O- [a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-B-L-ramnopiranosil]-7-O-a-L-ramnopyranosideo, pouco
frequente na familia Annonaceae, denominado canescentina. Todas as substancias
identificadas e isoladas séo inéditas nas espécies estudadas, sendo os alcaloides
norushinsunina, atherolina, pronuciferina e N-formil-estefarina, inédita no género
Bocageopsis. Os alcaloides salsolina e isosalsolina foram publicados pela primeira
vez na ordem Magnoliales. Portanto, nossos resultados fitoquimicos e biolégicos para
0 género Bocageopsis reforcam a importancia do género para a familia Annonaceae.

Palavras-chave: Annonaceae, Bocageopsis, Técnicas Hifenadas, Cromatografia,
Espectrometria de Massas, Ressonancia Magnética Nuclear, Alcaloides
isoquinolinicos, Flavonoides Glicosilados, Oleos essenciais.



ABSTRACT

The Annonaceae family is known for its species possess a varied amount of
compounds and their economic importance. The substances that stand out are the
alkaloids, terpenes and acetogenins, since they are relevant for the biological and
pharmacological activities reported in the literature. Although many genus have been
phytochemically explorereds, there are some with less studies such as Bocageopsis
that consists of four species (B. mattogrossensis, B. canescens, B. multifiora and B.
pleiosperma), all restricted to tropical South America and eastern of the Andes
Cordillera. Recent phytochemical approaches carried out with B. multiflora and B.
pleiosperma essential oils - EOs and B. pleiosperma alkaloid fractions have
demonstrated the chemical potential of this genus. The present work presents the
phytochemical and biological data of three species of the genus Bocageopsis (B.
canescens, B. multiflora and B. pleiosperma) commonly found in the Amazon Region.
Different parts of the plants were submitted to hydrodistillation, acid-base treatment
and infusion to obtain the substances and later they were submitted to integrative
approaches such as environmental ionization mass spectrometry (LS-MS),
chromatographic techniques hyphenated to mass spectrometry (GC-MS, HPLC-MS
and HPLC-MS/MS) and 1D and 2D NMR. GC-MS analysis of the EOs of the three
species, allowed the identification of 63 constituents, besides revealing the exclusive
presence of sesquiterpenes and their derivatives and absence of monoterpenes. The
antimicrobial essays of the EOs revealed bacteriological activity of the EOs of the fine
branches and thick branches of B. multiflora, and of the leaves of B. canescens and B.
pleiosperma against the strains of Staphylococcus aureus, Serratia marcens and
Mycobacterium smegmatis, in addition to fungicidal activity of EOs from leaves of B.
canescens and thin branches and thick branches of B. multiflora against the pathogen
Candida albicans. The integrative approaches of alkaloid fractions of leaves and thin
branches of B. canescens and the thick branches of B. multiflora the alowed
identification tentatively of five alkaloids (anonaine, stepharine, isoboldine, asimilobine
and norushinsunin). The chromatographic fractionation of the leaves of B. canescens
resulted in the isolation of two alkaloids isomers of the class of simple isoquinolines,
salsolina and isosalsolina, besides the alkaloids liriodenina, atherolina, nornuciferina
and laurotetanina. Fractionation of the alkaloid fraction of the thick branches of B.
multiflora resulted in the isolation of the alkaloids salsolina, isosalsolin, pronuciferine
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and N-formyl-stepharine. The fractionation of the aqueous extract of the leaves of B.
canescens allowed the obtention of the flavonoids kaempferol-3,7-O-a-L-
dirhamnoside (kaempferitrine) and the novel flavonoid kaempferol-3-O-[a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-B-L-rhamnopyranosyl]-7-O-a-L-rhamnopyranoside,

uncommun in Annonaceae family, named canescentine. All the substances identified
and isolated are unpublished in the species studied, being the alkaloids
norushinsunine, atheroline, pronuciferine and N-formyl-stepharine inedits in the genus
Bocageopsis. The alkaloids salsolina and isosalsolina were published for the first time
in the order Magnoliales. Therefore, our phytochemical and biological results for the
genus Bocageopsis reinforce the importance of the genus for the Annonaceae family.

Keywords: Annonaceae, Bocageopsis, Hyphenated Techniques, Chromatography,
Mass Spectrometry, Nuclear Magnetic Resonance, Isoquinoline alkaloids, Flavonoid
Glycosides, Essential oil.
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O uso das plantas como insumo para a fabricagdo de medicamentos esti
intrinsecamente ligado a histéria da evolugdo do ser humano (FLOR & BARBOSA,
2015). No decorrer dos anos as plantas vém sendo utilizadas pela humanidade para
fins medicinais, visando o tratamento de diversas doencas, buscando sempre melhor
qualidade de vida. No entando os principios ativos e modos de acdo das mesmas na
maioria dos casos nédo sdo conhecidos (CRAGG & NEWMAN, 2013).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de 65% a 80% da
populacdo mundial, principalmente em paises que estdo em desenvolvimento, utilizam
os medicamentos oriundos de plantas medicinais como fonte de tratamento (SILVEIRA
et al., 2008).

No Brasil, a busca por medicamentos fitoterapicos e aqueles oriundos de plantas
no Sistema Unico de Satde — SUS teve um aumento de 161% entre os anos de 2013-
2015, segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2016).

A exploracdo adequada destes conhecimentos etnobotanicos, transmitidos com
0 passar dos anos, somado com o0 avanco das técnicas de abordagens fitoquimicas e
da etnofarmacologia, culminou com a descoberta de poderosos farmacos, como: o taxol
(anticancer), a quinina (antimalarico), a morfina (analgésica) e a papaverina
(soporifera). Aléem da morfina, outros alcaloides produzidos pelo 6pio séo conhecidos -
a codeina, a tebaina, a narcotina e a papaverina (HOSTETTMANN et al., 2003;
HARVEY, 2000; VIEGAS JR. et al., 2006; HASSAN, 2015).

Com o avanco das pesquisas envolvendo produtos naturais, as descobertas de
novas substancias a partir de fontes naturais vém aumentando, porém apenas 4% dos
produtos comercializados como farmacos séo totalmente naturais, sendo 52% dos
farmacos comercializados de origem sintética (Figura 1). Em contraste com esta

realidade, observa-se que em paises que estdo em desenvolvimento, grande parte da
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populacao usa extratos ou por¢cdes oriundas de plantas para fins medicinais (NODARI
et al.,, 2000; MONTANARI & BOLZANI, 2001; HOSTETTMANN et al.,, 2003;

KIATKOSKI, 2011; NEWMAN & CRAGG, 2016).

V, 101, 6% B, 250, 16%

S*/NM, 162, 10%

N,67,4%
$*,61,4%

|

NB, 9, 1%

S/NM,172,11% ND, 320, 21%

S,420,27%

EB mN ENB END =S S/NM mS* mS*/NM mV
Figura 1. Medicamentos aprovados entre 1981-2014.
Macromolécula bioldgica (B); Produto Natural Inalterado (N); Droga Botanica — mistura definida
(NB); Produto Natural Derivado (ND); Droga Sintética (S); Droga Sintética — farmacoforo (S*);
Vacina (V); Imitacdo de Produto Natural (S*/NM).
Fonte: NEWMAN & CRAGG, 2016.

O conhecimento tradicional de plantas medicinais transmitido entre geracoes,
somado a crescente busca pela compreensdo da quimica de produtos naturais, €
classificado como um fator essencial na descoberta de substancias novas, sejam elas
produtoras de efeito toxico ou terapéutico (MACIEL et al. 2002; VIEGAS JR. et al., 2006;
KIATKOSKI, 2011).

A Regido Amazobnica representa cerca de 30% de todas as florestas tropicais
existentes no mundo. Tem sua importancia reconhecida no ambito nacional e
internacional. Isso se deve principalmente a sua larga extenséo (4,2 milhdes de km?),
enorme biodiversidade de ambientes e mais de 600 tipos diferentes de habitat terrestre
e de agua doce, resultando em um amplo ecossistema, com cerca de 45.000 espécies

de plantas e vertebrados (SERVICO FLORESTAL BRASILEIRO, 2010).
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Na grande diversidade encontrada na Regiao Amazdnica, os estudos
fitoquimicos com espécies da familia Annonaceae tiveram inicio ha algum tempo,
porém as investigacdes sobre a quimica com énfase na atividade farmacol6gica
intensificaram na dltima década, principalmente no que diz respeito ao isolamento de
alcaloides (STEVIGNY et al., 2005; DE MESQUITA et al., 2007; COSTA et al., 2013a;
SILVA et al., 2016a; CORIA-TELLEZ et al., 2018).

Nos estudos sobre fitoquimica e atividade biol6gica das espécies da familia
Annonaceae, ao lado de alcaloides destaca-se a presenca de acetogeninas, terpenos,
chalconas, lignanas, neolignanas, lactonas terpenicas e flavonoides. Compostos com
ampla atividade bioldgica, tais como citotdxica, antiparasitaria, anticancer,
antimicrobiana, antiviral e anti-inflamatéria (SIQUEIRA et al., 1998; DE MESQUITA et
al., 2007; LIMA et al., 2012; FERRAZ et al., 2013; FERRAZ et al., 2014; SINGH et al.,
2014; SOARES et al., 2015b; QAYED et al., 2015; LI et al., 2015).

Embora poucos géneros de Annonaceae tenham sido explorados do ponto de
vista fitoquimico, ha alguns com pouco ou nenhum estudo como o género Bocageopsis
gue € constituido por quatro espécies (B. canescens, B. mattogrossensis, B. multiflora
e B. pleiosperma), todas restritas a América do Sul tropical e ao leste da Cordilheira
dos Andes, sendo que, apenas as espécies B. multiflora e B. pleiosperma foram
submetidas a alguma investigacao fitoquimica (OLIVEIRA et al., 2014; SILVA et al.,
2015a; SOARES et al., 2015a e 2015b; ALCANTARA et al., 2017; AREVALO-LOPEZ
et al., 2018).

Recentes abordagens fitoquimicas realizadas com os 6leos essenciais de B.
multiflora e B. pleiosperma, e fracdes alcaloidicas de B. pleiosperma demonstraram a
potencialidade quimica deste género (OLIVEIRA et al., 2014; SILVA et al., 2015a;

SOARES et al., 2015a e 2015b; ALCANTARA et al., 2017).
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Considerando o potencial quimico e biologico apresentado para a familia
Annonaceae, o0 presente trabalho visou contribuir com o conhecimento quimico e
biolégico do Género Bocageopsis. Foi realizada uma abordagem integrativa de técnicas
cromatograficas, espectrométricas, espectroscopicas e ionizacdo ambiente, descrito
como leaf spray utilizado para analises direta de plantas (LIU et al.,2011), acrescida de
ensaios antimicrobianos dos 6leos essenciais de B. pleiosperma Maas, B. multiflora e

B. canescens.
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2.1. A familia Annonaceaee
A familia Annonaceae, catalogada em 1789 por Jussieu (HUTCHINSON, 1974),

€ pertencente ao grupo das Eudicotiledoneas, clado das Magnoliideas (arboreas), este
€ constituido por quatro ordens (Canallales, Laurales, Magnoliales e Piperales) (SOUZA
& LORENZI, 2005).

Annonaceae é descrita como a mais ampla familia da ordem das Magnoliales,
composta por mais cinco familias: Degeneriaceae, Eupomatiaceae, Himantandraceae,
Magnoliaceae e Myristicaceae (APG lll, 2009; CHATROU et al., 2012a). De acordo com
relatos existem 160 géneros e mais de 3000 espécies na ordem Magnoliales podendo
ser encontradas como arvores, arvoretas e lianas, com cascas fibrosas e madeira com
amplos raios (CHATROU et al., 2004; BREMER et al., 2009; MAAS et al., 2011 e 2009;
MASSONI et al., 2014; GUO et al., 2017).

A familia Annonaceae € pantropical e composta de cerca de 2400 espécies,
distribuidas em 107 géneros (GUO et al., 2017), possuem distribuicdo geogréafica do
tipo pantropical, com aproximadamente 900 espécies (40 géneros) na regido dos
neotropicos (Figura 2) (RICHARDSON et al., 2004; CHATROU et al., 2004; LOBAO et
al., 2018). No Brasil, dentre as 32 mil espécies de angiospermas catalogadas,
aproximadamente 372 espécies sao Annonaceae, constituidas de 29 géneros, que
estdo amplamente dispersos em todo territorio nacional (MAAS et al., 2015; LOBAO et
al.,, 2018). Na Regido Amazobnica habitam 27 géneros e cerca de 265 espécies de
Annonaceae e 158 sdo endémicas (MAAS et al., 2015; LOBAO et al., 2018). Uma
caracteristica marcante da familia Annonaceae é o forte odor exalado quando seu
tronco ou ramos sao cortados; possui ainda fibras longas e resistentes nas cascas,
além das marcas de chamas quando feito um corte transversal no tronco (RIBEIRO et

al., 1999).
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Figura 2. Distribuigdo geogréfica da familia Annonaceae.
Fonte: http://www.tropicos.org/Name/42000007 ?tab=maps. Acessado em: 19/06/2018.

Suas folhas sé@o simples, alternadas e disticas, com peciolo reduzido e sem
estipulas (JUDD et al., 1999; MURILLO-A, 2001; SOUZA & LORENZI, 2005). As flores
variam em tamanho e podem ser: esbranqui¢cadas, creme-amareladas, esverdeadas,
alaranjadas e até vinho (Figura 3) (RIBEIRO et al., 1999). No que diz respeiro ao fruto,
sdo geralmente comestiveis, encontrados na forma de um sincarpo, gerado pela fusdo
de numerosos carpelos sobre um receptaculo carnoso. Os carpelos sdo bem
individualizados, especialmente na parte superior do fruto. A polpa é branca, doce,
saborosa e ligeiramente acida (Figura 4) (MANICA, 1997; FERREIRA et al., 2002;

CEAGESP, 2013).
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Figura 3. Flores de diferentes espécies da familia Annonaceae.

(A) Annona muricata?, (B) A. dioica?, (C) Xylopia aromatica?, (D) A. muricata?, (E) Asimina
triloba®, (F) Duguetia furfuraceae*, (G) Cananga odorata®, (H) Unonopsis guatterioides®.
Fonte: www.commons.wikimedia.org?, www.flickr.com?, www.wikipedia.org®, www.flores-
do-cerrado.eco.br?, www.es.123rf.com®, www.kew.org®.
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Figura 4. llustragdo de um fruto de alguns géneros da familia Annonaceae.
Fonte: Adaptado de CEAGESP, 2013.
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2.1.1. Aspectos econdmicos, etnobotanicos e farmacoldgicos

A familia Annonaceae possui um relevante papel na economia de varios paises
(SOBRINHO, 2014). Este avanco esta relacionado com a comercializacdo de seus
frutos comestiveis e produtos derivados, atividade farmacolégica de algumas espécies,
a aplicabilidade como matéria-prima para fabricagcdo de cosméticos, na industria de
perfumes e aromatizantes como as flores da Cananga odorata, sendo também
utiizadas em ornamentacdo como é o caso das flores de Xylopia aromatica
(NASCIMENTO & BOAVENTURA, 2003; ISMAN, 2006; SOBRINHO, 2014
PADMANABHAN & PALIYATH, 2016).

Como exemplo de frutos comestiveis (Figura 5) e comercialmente importantes,
temos espécies dos géneros Annona (graviola, pinha e cherimolia) e Asimina (pawpaw)
(MURILLO-A, 2001; SOBRINHO, 2010; CHATROU et a., 2012b; PADMANABHAN &
PALIYATH, 2016), cujos frutos sdo consumidos in natura ou como ingrediente na
fabricacdo de sucos e sobremesa (BRANDAO & SANTOS, 2016). Os frutos de
Annonaceae sao climatéricos com uma vida util curta pés-colheita, todavia séo
geralmente ricos em carboidratos e acucares, além de fontes de algumas vitaminas e
minerais (PADMANABHAN & PALIYATH, 2016).

A comercializagéo de polpas e frutos de Annonaceae, especificamente o género
Annona, esta concentrada nos estados da Bahia e Sdo Paulo. O hibrido das espécies
A. cherimolia e A. squamosa, conhecido popularmente como atemoia, surgiu na década
de 1980, e seu cultivo esté centrado nas regides Sul, Sudeste e Nordeste do Brasil. Por
ser uma mistura de duas espécies houve a necessidade de implementacdo de
tecnologias para difundir o fruto no pais. Em relacao a comercializagéo esta fruta possui
algumas vantagens, pois apresenta um menor numero de sementes e

consequentemente mais polpa, tem um melhor tempo de prateleira pés-colheita, ndo
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possui rachaduras, além de ter um mecanismo melhor de defesa (LOBAO et al., 2006;
NOGUEIRA et al., 2006; SOBRINHO, 2014).

Branddo e Santos (2016) relatam que a polpa de A. squamosa (Figura 5) é
considerada rica em teor caldrico, com altos niveis de agucares totais, vitamina C,
complexo de vitamina B e alguns minerais.

O fruto ilama (A. diversifolia), como é conhecido popularmente no México, chama
muita aten¢ao devido a coloracao vermelha da sua polpa, sendo este uma excecao aos
padrdes conhecidos sobre os frutos provenientes de espécies da familia Annonaceae
no Brasil (Figura 5). Este fruto possui alto potencial de comercializacdo, porém limitado,
pois sua vida util é curta devido os produtos serem colhidos quando se atinge a
maturidade comestivel (SOBRINHO, 2010; VALLE-GUADARRAMA et al., 2012).

Registros bibliograficos apontam a utilizacdo de madeiras da familia
Annonaceae para producdo de papel, além de possuirem bastante utilidade na
construcao civil, no paisagismo e arborizacdo urbana como é o caso da espécie Xylopia
brasiliensis (LORENZI, 1992; LEBOEUF et al., 1982a; JUSTO, 2003; PAULINHO-
NETO & OLIVEIRA, 2006; BENINI et al., 2012; CHATROU et al., 2012b).

Diversas espécies da familia Annonaceae sao utilizadas na medicina tradicional,
dentre estas se destacam as espécies dos géneros Annona por seu uso frequente na
Regido Amazobnica. Como exemplo, a espécie A. squamosa (fruta-do-conde) cujas
folhas sdo pulverizadas e empregadas no tratamento de Ulceras e feridas, além de suas
cascas fornecerem um ténico contra diarréia (YANG et al., 2002). A espécie A. mucosa
(biriba), além de atividade antileishmania reportada (DE LIMA et al., 2012), tem varias
partes usadas no tratamento de tumores (KUO et al., 2001), e relatos populares de uso
dos extratos de suas folhas contra piolhos e outros insetos (DE LIMA et al., 2012). O

suco do fruto de A. muricata é utilizado como diurético e o p6 desses frutos quando
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triturados, possui aplicabilidade no tratamento de disenterias (RAGASA et al., 2012). A.
foetida que tem suas folhas e cascas usadas popularmente para tratamente de febre,
reumatismo e Ulceras (CORREA, 1984), e pesquisas relatam potencial antimicrobiano
e antileshimania significativo (COSTA et al., 2009b). A espécie A. salzmannii tem suas
folhas e cascas empregadas no alivio de diabetes, inflamacdo, Ulceras, verminoses e
disenterias (CORREA, 1984), e relatos descritos em literatura mostram atividades
tripanocida e antitumoral promissoras (COSTA et al., 2013b).

Arévalo-Lopéz e colaboradores (2018) realizaram uma abordagem bioguiada
com 38 espécies de plantas medicinais usadas para tratamento de pele, Ulceras de
leishmania, inflamacéo e cicatrizacdo. As folhas da espécie Bocageopsis spp. estava

entre as selecionadas e apresentou significante atividade antileishmania.

1 S04 N ,
Figura 5. Frutas comestiveis pertencentes a familia Annonaceae.

(A) A. muricata (graviola)?!; (B) A. cherimoia Mill (cheriméia)?; (C) Hibrido de A. squamosa e A.
squamosa (atemoia)®; (D) Asimina (pawpaw)*; (E) A. squamosa (fruta do conde)?; (F) A. mucosa
(birib&)*; (G) A. diversifolia (ilama)®; (H) A. deliciosa (biriba)*; (1) A. glabra (araticum do brejo)®.
Fonte:http://www.flipper.diff.org/app/items/3958; http://www.protadu.info?; http://www?2.zaffari.c
om.br®;  http://www.nature.org®;  frutalestropicales.com®,  www.colecionandofrutas.org®.
Acessado em: 18/12/2017.
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Em uma abordagem fitoquimica realizada para espécies de Unonopsis,

Bocageopsis e Onychopetalum realizado por Silva e colaboradores (2015a), foi

apresentada uma significativa (CIM 25 e 50 pug ml?) atividade antimicrobiana contra

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli., quando

comparado com o controle positivo (cloranfenicol e cetoconazol, CIM 10 e 500 pg ml?).

No quadro 1 sdo apresentados alguns exemplos de espécies da familia

Annonaceae usadas na medicina popular e algumas atividades biologicas e

farmacol6gicas comprovadas.

Quadro 1. Usos populares, atividades antimicrobianas e farmacolégicas comprovadas de
algumas espécies da familia Annonaceae.

- Nom .
Espécie ome Uso Popular Atividade Comprovada
Popular
. Foram atribuidas as
As sementes sdo esmagadas e usadas o
. > LS sementes atividades
como inseticidas, principalmente para . : PN
. NP antiparasitas e citotoxicas
matar piolhos e curar disturbios da pele (SAHPAZ et al, 1996)
Grabiola, parasitaria (VAREA, 1992). As frutas o , " '
Annona e N . antimicrobianas,
. . Graveola, possuem atividade antimicrobiana e . . oA
cherimola Miller . ; - : antitumorais, cardiotbnicas,
Graviola inseticida e como um tratamento eficaz

para distarbios digestivos, como dor de
estbmago e Ulceras pancreaticas

antidepressivo
(MARTINEZ-VAZQUEZ et

Araticum-pana,

al., 2012) e inseticidas
(AMOO et al., 2008). (SANEWSKI, 1991).
Inseticida e parasiticida

As folhas e a casca desta planta séo
usadas como inseticida e parasitaria

(CHEN et al., 2004); inibidor
da replicagédo do virus HIV

A. glabra Arlg(;grg do em hortas organicas (PADMAJA et al., | em linfocitos (CHANG et al.,
10, 1995). 1998); larvicida
(SLIMESTARD et al., 1995).
araticum Atividades  antibacteriana
; . As folhas e cascas séo utilizadas contra | (RAHMAN et al., 2001),
: caatinga, envira- . : ; . oL
A. foetida ata ou araviola | © reumatismo, febres intermitentes e | antiparasitaria e
d 9 Ulceras (CORREA, 1984). antileishmania (COSTA et
0 mato
al., 2009b).
Varias partes sdo usadas no
tratamento de tumores (KUO et al., | Atividade  antiplaquetéaria
Cs 2001) e em relatos populares | (KUO et al, 2001),
A. mucosa Biriba = 0 :
encontram-se 0 uso de extratos de | Atividade antileishmania
suas folhas contra piolhos e outros | (DE LIMA et al., 2012).
insetos (DE LIMA et al., 2012).
Para abcessos, bronquite, problemas o
. de térax, tosse, diabetes, diarréia, Antiviral (PADMA et al., 19
Graviola, disenteria, edema, febre, codlica 98),
A. muricata Guanabana, ; o y NI antiparasita, adstringente,
intestinal, parasitas intestinais, . ”
Paw-paw . . antireumatico (SANTOS &
problemas  hepaticos, nevralgias, SANT'ANA, 2001)
nervosismo, dor, parasitas, ’ '
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reumatismo,
PATEL, 2016).

espasmos (PATEL &

antileishmania
(JARAMILLO, et al., 2000).
Extrato das folhas
apresenta atividade eficient
e no

controle de células tumorais
(OBERLIES et al., 1997).

A. salzmannii

Araticum-da-
mata, araticum-
apé

Folhas e cascas séo usadas para
inflamacéo, diabetes, Ulceras,
verminoses e disenterias (CORREA,
1984).

Atividade tripanocidal e
antitumoral (COSTA et al.,
2013b). Atividade
antimicrobiana (COSTA et
al., 2011).

A. squamosa

Fruta-do-conde,
ata no Brasil

As cascas sdo empregadas em
tratamento de reumatismo e dor no
baco (SINGH et al., 2014).

Inseticida e antiplasmodico
(SINGH et al., 2014),
analgésico e
antiinflamatério (DASH et
al., 2001), efeito
antihelmintico

(FERNANDES et al., 2009),
antileishmania

(FIGUEIREDO et al., 2016).

A. vepretorum

Araticum,
bruteira

As raizes séo utilizadas para suavizar
picadas de abelhas e cobras. As folhas
sdo usadas em alergias, doencgas de
pele e infeccbes bacterianas (DUTRA
et al., 2014).

Atividade  citotoxica e
antitumoral (DUTRA et al.,
2014; ALMEIDA et al.,
2014; BOMFIM et al., 2016).

Bocageopsis sp.

Dijipicu

Infecgéo de pele (AREVALO-LOPEZ et
al., 2018)

Ativigjade ant[leshmania
(AREVALO-LOPEZ et al.,
2018).

B. pleiosperma

Envira-preta,
jurueira sangue

ND

Atividade antimicrobiana
(SOARES et al., 2015b).

B. multiflora

Envira, Envira
preta, Envira
surucucd,

ND

Atividade leshmanicida
(OLIVEIRA et al., 2014).

Desmopsis
bibracteata

ND

ND

Apresentaram
citotoxicidade notavel em
células MDA-MB-231 e Hs
578T); atividade
antibacteriana contra
Bacilus cereus (PALAZZO
et al., 2009).

Guatteria
blepharophylla

Envira

ND

Atividade antimicrobiana
(KHAN et al, 2002;
ANDREAZZA et al., 2016),
atividade citotéxica
(FERRAZ et al., 2014).

G. diospyroides

Envira

ND

Apresentaram
citotoxicidade notavel em
células MDA-MB-231;
atividade antibacteriana
contra Bacilus cereus
(PALAZZO et al., 2009).

G. friesiana

Envira, envireira

ND

Atividade citotéxica (BRITO
et al., 2012), antimicrobiana
(COSTA et al, 2008),
antitumoral (COSTA et al.,
2013a), antioxidante e
antiparasitaria (MAHIOU et
al., 2000; MONTENEGRO
et al., 2003).
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Uso do ché& das cascas para tratamento

Testes in vivo apresentaram
efeito
hipercolesterolémicos,

G. gaumeri Envira de hipercolesterstemia e colelitiase | hipolipidémica, ~  efeito
-9 (SANCHEZ-RESENDIZ & TEJADA, | genotoxico (SANCHEZ-
1982; CHAMORRO et al., 1993). RESNEDIZ & TEJADA
1982; CHAMORRO et al.,
1993).
. . Tratamento de gonorréia e leucorréia
G. leiophylla Envira (MORTON, 1981). ND
Apresentaram
citotoxicidade notavel em
G. oliviformis Envira ND células MDA-MB-231;
atividade antibacteriana
contra  Bacilus  cereus
(PALAZZO et al., 2009).
Tratamento de disepsia, dores . .
G. ouregou Envira estomacais (ANDREAZZA et al., Anticorrosivo (LECANTE et
al., 2011).
2016).
G. pteropus Envira fofa, Uso como ténico (JOWEL et al., 1996). ND

envira preta

Envira preta,

Onychopetalum envira caju Atividade antimicrobiana
; L ’ ND (SILVA et al., 2015a; LIMA
amazonicum envireira casca
et al., 2016).
rocha
Envira caiu e Atividade larvicida contra
O. periquino ra caj ND Aedes aegypti (LIMA et al.,
inuira
2019).
Apresentaram
citotoxicidade notavel em
unonopsis . células MDA-MB-231 e
. . Anonillo ND o . .
costaricensis atividade antibacteriana
contra Bacilus cereus
(PALAZZO et al., 2009).
U. duckei R. E. Envira, Envira ND Atividade antimicrobiana
Fr. cascuda, (SILVA et al., 2015a).
. Chocolat|.llo, Uso para tratamento de artrite e | Atividade  antimicrobiana
U. floribunda Chocolatillo .
reumatismo. (SILVA et al., 2015a).
blanco.
Atividade anticancer e
Pindaiva preta citotdxica (SIQUEIRA et al.,
U. lindmanii envira Peta ' ND 1998); Atividade toxica e
preta. alelopatica  (YOSHIDA,
2007).
Folhas pulverizadas para curar
Envira cascuda, | dificuldades na fala de idosos | Atividade antimicrobiana

U. stipitata Diels

Pindaiba preta

(SCHULTES, 1993; ADAMS et al.,
2007a).

(SILVA et al., 2015a).

Araticum, Tratamento de deméncia senil, como
- veneno para ponta de setas e séo,
U. guaterioides Ata do igapo6, | também utilizadas como antifertilizante ND
Atinha, (SCHULTES, 1993).
U. rufescens ND ND Atividade antimicrobiana
(Baill.) R.E. Fr (SILVA et al., 2015a).
Bara Usada por indios - Folhas secas
Monca afahue usadas em comida de idosos para curar
U. veneficiorum (Huaor;)ni) Paln | demencia (SCHULTES, 1993; ADAMS ND
de anzu;alo et a., 2007a) e ainda como veneno em

ponta de flechas (SIQUEIRA et al.,
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1998), além do uso dos frutos como
adstringentes (MARTIUS, 1831).

Envira, envira

Estimulante de bexiga e
tratamento de reumatismo

Xylopia Estimulante da bexiga e no tratamento - .
vermelha, X = (CORREA, 1926); Efeito
frutescens vassourinha do reumatismo (CORREA, 1926). antitumoral (FERRAZ et al.,
2013).
Atividade antiplasmodial

Cupuzinho,

X. emarginata .
vassourinha

Utilizada para combater a malaria (DE
MESQUITA et al., 2007).

encontrada nas cascas da
raiz (DE MESQUITA et al.,
2007).

A raiz cozida é usada para
curar distirbios estomacais.
As cascas tém

Pimenta Utiizada — como aromatizante —em aplicabilidade analgésica e
X. parviflora : molhos e bebidas (WOGUEM et al., bl T Y
africana antiespasmaddica e suas
2014). ~ .
folnas sdo aplicadas no
tratamento da  maléaria
(WOGUEM et al., 2014).
A infusdo dos frutos € utilizada para Potencial acaricida
X. sericea Embiriba tratar perfuracdes gastricas (CORREA,

(PONTES et al., 2007).

1987).

ND: ndo descrito.

Algumas espécies da familia Annonaceae (Bocageopsis spp., Fusae longifolia,
Guatteria megalophylla, G. stipitata, Oxandra polyanthia, O. lanceolata, Xylopia
aethiopia e X. villosa) sdo conhecidas popularmente como “cargueiros” na Regido
Amazonica, pois suas cascas sao resistentes. Essas madeiras s&o utilizadas como
suporte no transporte de cargas, atividade bastante comum nessa regido devido a
atividade agricola e madeireira em vilas distantes dos centros comerciais (KESSLER,
1993; MURILLO-A & RESTREPO, 2000; MURILLO-A, 2001). Trabalhos relatam o uso
da espécie Annona glabra principalmente como fonte de madeira para carpintaria,
caixotarias, ripas, mastros e remos para pequenas embarcacdes (FONSECA-KRUEL
& PEIXOTO, 2004).

A madeira da espécie X. amazonica € usada na confeccdo de caibros que em
linhas de construcédo sdo bastante comuns (REVILLA, 2002). Com as madeiras de X.
aromatica sédo confeccionados forros e caixas leves; para as madeiras de X. sericea
séo realizadas a produzidos cabos de ferramentas e de cepas para tamancos e escovas

(FELFILI, 2010).
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A espécie A. coriacea é bastante utilizada na fabricacdo de vigas, caibros,
batentes de portas, janelas, molduras, laminas, postes, mourdes e linhas ferroviarias.
A. crassiflora tem a aplicagcdo da sua madeira na producdo de caixotarias, miolo de

portas e painéis (FELFILI, 2010).

2.1.2. Fitoquimica da Familia Annonaceae
A familia Annonaceae € quimicamente caracterizada pela presenca de

alcaloides, principalmente derivados isoquinolinicos, terpendides como monoterpenos,
sesquiterpenos e diterpenos presentes na composicdo de Oleos essenciais, além da
presenca de flavonoides (LEBOEUF et al., 1982a; TELES et al., 2015; NOVAES et al.,
2018). Outra caracteristica marcante quanto a sua composi¢cao quimica é a presenca
de acetogeninas, uma classe quimica encontrada exclusivamente na familia
Annonaceae, e que tem atraido grande interesse devido a sua crescente lista de
atividades biolégicas e estruturas peculiares descritas na literatura. Foram
principalmente encontradas em espécies dos géneros Annona, Asimina, Uvaria e
Goniothalamus, em mais de 30 anos de estudo. O nimero de acetogeninas isoladas
nesta familia ja ultrapassa de 500 (CUNHA et al., 2009; CHANG et al., 1999; PAES et
al., 2016).

Os alcaloides que representam uma das mais difundidas classes de substancias
dotadas de multiplas e variadas propriedades farmacolégicas, sdo metabdlitos
secundarios, biossinteticamente derivados de aminoacidos. Tratam-se de bases
organicas nitrogenadas produzidas principalmente em plantas, porém podem ser
encontrados em microorganismos e animais em quantidades inferiores. Sao
classificados de acordo com o aminoacido precursor (ornitina, lisina, acido nicotinico,

tirosina, histidina, acido antranilico e triptofano), sendo alguns obtidos através de
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reacOes de transaminacido (STEVIGNY et al., 2005; SILVA et al., 2007a; DEWICK,
2009; ZANIN et al., 2011).

Outra classe de compostos identificados e isolados que vem crescendo na
familia Annonaceae séo os fendlicos, considerados uma classe ampla de substancias
de origem natural. Dentre esses compostos fendlicos destacam-se: os acidos fendlicos,
fendis simples, flavonoides, cumarinas, taninos hidrolisaveis, ligninas e tocoferdis,
estes compostos possuem atividades biol6gicas comprovadas em literatura (OLIVEIRA

et al., 1994; SPINOLA et al., 2015; NOVAES et al., 2018).

2.1.2.1. Alcaloides isoquinolinicos
A variedade de alcaloides com o esqueleto isoquinolinicos é bastante extensa

e continua em ampliacdo. De acordo com a origem biossintética os tipos de alcaloides
principais encontrados na familia Annonaceae sdo: isoquinolinicos simples,
benzilisoquinolinicos, aporfinicos, proaporfinicos, protoberberinicos e fenantrénos
(LEBOEUF et al., 1982b; CAVE, 1985; COSTA et al., 2013a; ANDREAZZA et al., 2016).

Na literatura existem relatos de diversas atividades bioldgicas e farmacologicas
para a classe dos alcaloides isoquinolinicos, tais como: antifingica, anti-inflamatéria,
antiviral, antioxidante, antimicrobiana, antileishmania e citotéxica (SILVA et al., 2007a;
ANISZEWSKI, 2007; COSTA, 2009; COSTA et al.,, 2011; COSTA et al., 2013a;

RABELO et al., 2014; ANDREAZZA et al., 2016; LIMA et al., 2016; LIMA et al., 2020).

2.1.2.1.1. Alcaloides isoquinolinicos simples e alcaloides benzilisoquinolinicos.

Os alcaloides isoquinolinicos simples (os mais simples alcaloides de
isoquinolina) sdo geralmente biciclos, embora possam ocorrer esqueletos com trés
aneéis. Podem ser definidos como aqueles contendo apenas um nucleo aromatico, anel

A, sendo que esse anel pode sofrer substituicdes por hidroxilas, metilas e ponte
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metilenodioxi. O nitrogénio do anel B é frequentemente terciario (N-metilado), mas
também pode ser secundério, N-formilado, N-acetilado, N-etilado ou oxidado para o
estagio de imina (MENACHERY et al., 1986).

Vérias substancias sdo incluidas neste grupo de alcaloides, porém as
tetrahidroisoquinolinas constituem o grupo principal (Figura 6), podendo conter cerca
de 50 estruturas diferentes que podem ocorrer na natureza (LUNDSTROM, 1985;

PHILLIPSON et al., 1985; MENACHERY et al., 1986).

(0]

)
OH
NH N
0) ™~
©) R
Tetrahidroisoquinolinico Acido amino isoquinolinico
N
\
(6]

Isoquinolonas

Figura 6. Esqueletos basicos dos isoquinolinicos simples.
Fonte: Adaptado de DEWICK, 20009.

Uma das vias biossintéticas para formagdo de alcaloides isoquinolinicos
simples, os tetrahidroisoquinolinicos simples, da-se a partir do aminoacido L-tirosina
reagindo com ceto acidos (RCOCO2H, R=H ou CHs) (Figura 7) (DEWICK, 2009).
Porém, uma rota, alternativa, usando L-leucina como precurssora dos ceto &cidos,
também tem sido demonstrada (DEWICK, 2009).

A via biossintetica dos alcaloides benzilisoquinolinicos (Figura 7) da-se, a partir
do aminoécido L-tirosina. Ocorrem inicialmente na L-tirosina duas reacdes paralelas: a

descarboxilacéo, seguida de oxidacao para formacédo de dopamina e a transaminacao
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seguida de descarboxilagdo, que d& origem ao 4-hidroxifenil acetaldeido.
Posteriormente, ocorre a condensacao dos dois produtos da descarboxilagdo atravées
da reacdo de Mannich, originando o alcaloide benzilisoquinolinico (S)-norcoclaurina
(DEWICK, 2009; SANTOS et al., 2017a).

Em seguida ocorre a O-metilagdo da (S)-norcoclaurina resultando na formacao
da (S)-coclaurina. A (S)-coclaurina sofre uma N-metilagdo e ocorre a formacao da (S)-
N-metilcoclaurina. ApGs essas etapas, 0 anel D sofre uma oxidagao formando a (S)-3-
hidroxi-N-metilcoclaurina, esta sofre uma O-metilacdo formando a (S)-reticulina. A (S)-
reticuina é a precursora dos alcaloides aporfinicos, protoberberinicos e
benzofenantridinas, que sdo formados por acoplamentos oxidativos (STEVIGNY et al.,
2005; DEWICK, 2009; LUCIO, 2011; SANTOS et al. 2017a).

Espécies contendo isoquinolinas simples sdo encontradas principalmente nas
Cactaceae, Chenopodiaceae e na Fabaceae, mas também podem ser encontradas em
Langiaceae, = Annonaceae, Berberidaceae, Euphorbiaceae, Fumariaceae,
Menispermaceae, Monimiaceae, Musaceae, Nymphaeaceae, Papaveraceae,
Ranunculaceae, Rhamnaceae e Sterculiaceae (LUNDSTROM, 1985; MENACHERY et
al., 1986). Na familia Annonaceae foram relatadas apenas quatro estruturas de

isoquinolinas simples (Quadro 2).
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Quadro 2. Alcaloides isoquinolinicos simples encontrados na familia Annonaceae.

- . Parte A
Espécies Alcaloides vegetal Referéncias
/O
| o N
Anona cherimola caule CHEN et al., 2001.
O\ (¢]
cherianoina
HO
NH
Annona reticulata HO Caule e folha FORGACS etal,
1981.
salsolinol
/O
NH
Annona squamosa HO caule YANG et al., 2004.
(¢]
talifolina
/0
NH
Enantia polycarpa \o tronco JOSSANG etal.,
1977.
o
coridaldina
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(0)
NH
(O) ; ;
R

Tetralsoqumohmcos

o

R CO,H

a) R =H ou CHj4
b) R = (CH5CHCH, (O
a
RCOCO,H
Ciclizagao
NH,

>
-CO,
HO
CO,H o Tiramina Dopamina
PLP 0 O
NH2 Transaminagdo Reacdo de
Ho CO.H HO Mannich
L-tirosina |'!O
Acido 4-hidrofenil piravico 4-hidrofenil acetaldeido
o
S0® 1
Metilagdo e NH
\O Z N dehidrogenagio HO 7
- -— H
o} HO - - SAM
1 ®
~N \O

£0

Papaverina N-nor-reticuliana

1y

H
HO i
HO

(S)-reticulina

NADP+

Aporfinicos
Protoberberinicos
Benzenofenandrinas .~

(S)-coclaurina

o)

O -
0,
HO N ~ Ascorbato HO
HO O

(S)-N-metil-coclaurina

O
HO PN

SAM

/O
O N
HO ~

(S)-norcoclaurina

H —— Morfinas

NADPH

HO ‘ —NADPH o HO l
HO

Cation 1,2-dihidroreticulinium

HO
(R)-reticulina

Figura 7. Biossintese dos alcaloides benzilisoquinolinicos e tetrahidroisoquinolinico.

Fonte: Adaptado de Dewick, 2009.
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2.1.2.2. Alcaloides aporfinicos
Uma classe de alcaloides muito encontrada na familia Annonaceae é a dos

alcaloides aporfinicos ou aporfinoides, que possuem algumas atividades antitumorais
e antimicrobianas ja descritas em literatura (ANISZEWSKI, 2007; COSTA et al., 2011;
COSTA et al., 2013b e 2013c; SILVA et al., 2012).

Os aporfinicos sdo um grupo de grande representacao dentro da classe dos
alcaloides isoquinolinicos (ZANIN & LORDELLO, 2007), sendo constituidos de bases
tetraciclicas (Figura 8), formada pelo acoplamento direto dos anéis aromaticos A e C
(ZANIN et al., 2011). Sdo encontrados em plantas da familia Annonaceae, porém
também podem ser encontrados nas familias Berberidaceae, Lauraceae,
Magnoliaceae, Menispermaceae, Monimiaceae, Ranunculaceae, Papaveraceae e
Rhamnaceae. Muitas das atividades farmacolégicas apresentadas em extratos ou
fracdes dessas familias sdo atribuidas a este tipo de alcaloide (GUINAUDEAU et al.,

1975; STEVIGNY et al., 2005; RINALDI, 2007).

Figura 8. Estrutura dos alcaloides aporfinicos.
Fonte: Adaptado de ZANIN et al., 2011.

55



Para exemplificar citamos aqui, algumas estruturas aporfinicas e
oxoaporfinicas, isoladas recentemente de espécies dos géneros Annona, Guatteria,
Unonopsis, Onychopetalum e Bocageopsis (Figura 9) (SANTOS et al., 2015; SILVA et
al., 2015a; RABELO et al., 2014; SOARES et al., 2015a; TELES et al., 2015; SILVA et
al.,, 2018a; LIMA et al, 2020). Outros alcaloides derivados do esqueleto
benzilisoquinolinico, foram descritos em varias espécies da familia Annonaceae

(CAVE, 1985).

Rs
Rz
O NH
Ry
Ry l
Re

Rs

Puterina: R; =R, = OCH,0; R; =Rs =R =H; R, = OCHj;4 Oxoputerina: R; = OCH3; R, = H;
Anonaina:R; =R, =0CH,0; R;=R;=Rs=Rg=H Lanuginosina: R; = H; R, = OCH;
Isopilina: R; = OH; R, = R; =0OCH;; R, =Rs =Rg=H Laurotetanina:R,; =R, = H

O-metilisopilina: R;= R, = R; = OCH3; R, = R; =Rg=H

Launobina: R, = R, = OCH,0; R; = Rg = H; R, = OH; Ry = OCHj

Obovanina: R, =R, = OCH,0; R; =R; =Rz = H; R, = OH

Xylopina: R, =R, = OCH,0; ; R; =R, = Rg = H; Rg = OCH,

Nornuciferina:R,= R, = OCH;; R; =R, =R =Rg=H
Figura 9. Alcaloides aporfinicos isolados de espécies da familia Annonaceae.
Fonte: Adaptado de SANTOS et al., 2015.
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2.1.3. Flavonoides

Pertencentes ao grupo dos fendlicos, os flavonoides sdo metabdlitos
secundarios aromaticos sintetizados pelas plantas (ROBARDS et al., 1999;
HARBORNE, 1999; AHERNE et al., 2002; DORNAS et al., 2007; DEWICK, 2009),
podem ser encontrados nas folhas, pétalas, frutas, raizes e etc. (HARBORNE, 1999).
Possuem funcéo de fornecer cor em flores e frutas, para atrair insetos e outros animais
com o intuito de polinizacdo e dispersdao de sementes, podendo variar de forma
gualitativa e quantitativa entre as espécies (HARBORNE, 1977; CROZIER et al., 1997,
HARBORNE, 1999).

Os flavonoides apresentam uma estrutura basica, denominada nucleo flavan,
constituida por 15 atomos de carbono, que representam um nucleo triciclico (C6-C3-
C6), ou seja, sdo compostos por dois anéis aromaticos (A e B), sendo conectados por
um anel de trés carbonos contendo oxigénio (anel C) (Figura 10). O anel C pode ter
forma ciclica pirandica (nucleo flavonoide basico) ou ainda conter um grupo carbonila

na posicao 4 (OTAKI et al., 2009; NUNES et al., 2012).

Figura 10. Estrutura basica dos flavonoides.
Fonte: Adaptado de NUNES et al., 2012.

De acordo com a variacdo estrutural no anel C, estas moléculas sédo divididas
em seis subclasses (Quadro 3): flavondis (quercetina, kaempferol e miricetina),

caracterizadas por possuirem uma hidroxila na posicéo 3 e carbonila na posi¢édo 4 do
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anel C; flavonas (luteolina e apigenina), que contém somente carbonila na posi¢éo 4;

flavanois (catequina) com apenas a hidroxila no C-3, porém sem a dupla ligacao entre

o C-2 e C-3; antocianidinas (cianidina e pelargonidina) contendo um oxonio em C-1

ligado ao C-2 e uma hidroxila no C-3; flavanonas com apenas a carbonila no C-4,

também sem a dupla ligagcéo entre o C-2 e C-3 (hesperetina); e isoflavonas (genisteina,

daidzeina), na qual o anel B esta localizado na posi¢cado C-3 do anel C (HARBORNE,

1994; DORNAS et al., 2007; OTAKI et al., 2009; DEWICK, 2009; NUNES et al., 2012).

Quadro 3. Estruturas das principais classes de flavonoides.

Classes | Exemplos | R: R2 Rs Estruturas

Quercetina OH OH OH
Flavonois

Kaempferol OH H OH

Luteolina H OH OH
Flavonas

Apigenina H H OH

Catequina OH H
Flavanois

Epicatequina | OH H

Cianidina OH H
Antocianidina

Malvidina OCHs | HCH3

Hesperetina H OH | OCHs
Flavanonas

Narigenina H H OH

Daidzeina H H
Isoflavonas Genisteina OH H

Gliciteina H OCHzs
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Os flavonoides possuem uma rota biossintética mista (Figura 11) proveniente do
acido chiquimico e do acetato-malonato. Um precursor cinamoil-CoA C6C3 da via do
chiquimato que atua como grupo iniciador, em seguida a cadeia 4-hidroxicinamoil-CoA
€ estendida com trés unidades de malonil-CoA. A cadeia poli-B-ceto pode ser disposta
de duas maneiras, uma levando a uma reacéo aldol que formaria estilbenos e outra
levando a uma reacao tipo-Claisen, favorecendo a formacdo do anel A de uma
chalcona, primeira estrutura de flavonoides. O anel heterociclico (Anel B) de seis
membros, caracteristico da maioria dos flavonoides, é formado por ataque nucleofilico
de um grupo fenol do anel derivado do acetato-malonato a cetona a,B-insaturada da

unidade cinamoll, portadora do anel C (DEWICK, 2009).

OH 3 x malonil-Coa

;_4, °

\ Extensdo de cadeia: via do acetato
com o grupo de partida cinnamoil-CoA.

o T
4-hidroxicinnamil-Coa

CoAS

Aldol
(estilbeno sintase)

Resveratrol
(estilbeno)

OH OH

o

Ho H o SCoA

Claisen
(chalcona sintase)

O) o (¢}

OH

Narigenina-chalcona
(chalcona)

OH
HO o ©/

OH (¢}

Narigenina
(flavanona)

Figura 11. Rota biossintetica dos flavonoides.
Fonte: Adaptado de DEWICK, 2009.

Essas substancias destacam-se, por apresentarem atividades biolégicas como:
antioxidante, anticarcinogénica, antiinflamatorias, antimicrobiana, antiviral, dentre
outras (BEIL et al., 1995; CRITCHFIELD et al., 1996; SATO et al., 1996; KOTKAR et
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al., 2001; CORDEIRO et al., 2006; VISKUPICOVA et al., 2010; AGRAWAL, 2011;
CARVALHO et al., 2013; BRITO et al., 2015; Ll et al., 2015; SANTOS et al., 2017b).
Para a familia Annonaceae existem relatos da presenca de compostos
flavonoidicos (Quadro 4) (NOVAES et al., 2018). Santos & Salatino (2000) relataram o
isolamento de 76 flavonas e flavondis provenientes das folhas de espécies de
Annonaceae nativas do Brasil, sendo a maior parte glicosideos, dentre eles as
substancias com baixa ocorréncia séo as hispidulinas (1%) e os que se sobressaem
sdo as quercetinas (37%) (Figura 12). No género Annona ja foram relatados os
glicosideos quercetina, kaempferol e isorhamnetina, além de outros flavonois (DE
OLIVEIRA et al., 1987; SILVA et al., 2007b; RAJU et al., 2015; SPINOLA et al., 2015;

NOVAES et al., 2018).

Isoramnetina Hispidulina Ramnetina o
Lutenolina 8% e A Ap'gs‘;"'”a

3%

Ramnocitrina
5%

Quercetina

Canferol 37%

34%

Figura 12. Ocorrencia de flavonoides isolados a partir de espécies de Annonaceae.
Fonte: Adaptado de SANTOS & SATATINO (2000).
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Quadro 4. Flavonoides isolados a partir do extrato das folhas de Annona coriacea.

Substancias Ri1 R2
Quercetina-3-0-B-(6"-0O-p-glucosil)-glucosideo OH Gle-(126)-Gle
Quercetina-3-O-p-(6"-O-a-ramnosil)-galactosideo OH Rha-(1>6)-Gal
Quercetina-3-0-p-(6"-O-a-ramnosil)-glucosideo OH Rha-(1->6)-Glc
(Rutina)
Quercetina-3-O-p-galactosideo (Hiperina) OH Gal
Quercetina-3-O-B-glucosideo (Isoquercitrina) OH Glc
Kaempferol-3-O-p-(6”-O-a-ramnosil)-galactosideo H Rha-(1->6)-Gal
(Biorobina)
Kaempferol-3-O-3-(6”-O-a-ramnosil)-glucosideo H Rha-(1->6)-Glc
(Nicotiflorina)
Isorhamnetina-3-O-B-(6”-O-a-ramnosil)-galactosideo | OCHs Rha-(1->6)-Gal
(Keiosideo)
Isorhamnetina-3-O-B-(6”-O-a-ramnosil)-glucosideo OCHs Rha-(1->6)-Glc
(Narcissina)
Isorhamnetina-3-0O-B-galactosideo (Cacticina) OCHs Gal
Isorhamnetina-3-O-B-glucosideo OCHs Glc
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2.1.4. Oleos essenciais da Familia Annonaceae

Os Oleos essenciais sdo considerados misturas complexas de substancias
volateis, lipossoluveis, liquidas e viscosas, na maioria das vezes incolores ou com um
tom amarelado e podem ou ndo exalar odor. Apresentam baixa estabilidade
principalmente na presenca de ar, luz, calor, umidade e metais, podem apresentar
oxidacao, escurecendo e transformando-se em resina. S&0 componentes responsaveis
pelo aroma e fragrancia das plantas, e podem ser extraidos das suas cascas, caule,
flores, folhas, frutos, rizomas e sementes. Os constituintes principais dessas misturas
de substancias sdo de natureza terpénica, hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas,
arilpropanoide e derivados de acidos graxos, incluindo, algumas vezes, constituintes
especificos contendo enxofre ou nitrogénio. Na industria possuem aplicabilidade nas
areas de farmécia, cosméticos e inseticidas (SIMOES et al., 1999; SIMOES & SPITZER
2000; BOYOM et al., 2003; SARTORATTO et al., 2004; SHAALAN et al., 2005).

Na biossintese dos compostos terpenoides eles sédo oriundos de unidades de
isopreno e sdo classificados de acordo com o numero dessas unidades (Figura 13):
hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
sesterterpenos (C25), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (DEWICK, 2009).

Os terpendides tem sua origem a partir de duas vias biossintéticas
denominadas, via do mevalonato e via desoxixilulose fosfato, que por conversdo
enzimatica utilizam a condensacao do difosfato de isopentenil (IPP) com o difosfato de
dimetilalil (DMAPP), ambos com cinco unidades de carbonos. A biossintese do IPP e
do DMAPP pode ocorrer por duas vias diferentes, a via classica denominada via do
mevalonato (Unica via nos animais) e a via do metil eritritol fosfato (MEP) (principal via
nos vegetais) (Figura 13) (DEWICK, 2009). A via do mevalonato ocorre no citosol e do

metiliritritol fosfato nos plastidios (CAISSARD et al., 2004).
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Em ambas as vias ocorre combinacdes dos precurssores IPP e DMAPP
(intermediarios hemiterpenicos) para formagdo de monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos e tetraterpenos. A partir desses ocorre a combinacdo de
unidades de isopreno (C5) formando as moléculas mais simples: geraniol (C10),
farnesol (C15) e geranilgeraniol (C20) e as mais complexas, esqualeno (C30) e fitoeno
(C40). Nas moléculas mais simples as ligacdes entre as unidades de isoprenos séo
descritas como cabeca-cauda e as mais complexas tem no centro de uma das

moléculas ligacdes do tipo cauda-cauda (Figura 13) (DEWICK, 2009).

4 4
Via do | ‘

oPP oPP
Isopentenil difosfato Dimetilalil difosfato
(IPP - C5) (DMAPP - C5)
Geranil difosfato - Monoterpenos - C10
(GPP)

IPP \

Farnesil difosfato - Sesquiterpenos - C15
(FPP) - Triterpenos — C30

IPP \

Geranilgeranil difosfato = Diterpenos — C20
(GGPP) - Tetraterpenos — C40

Figura 13. Via biossintética para formacao de terpenos.
Fonte: Adaptado de Dewick, 2009.

Muitas espécies em Annonaceae séo odoriferas em consequéncia da presenca
de 6leos essenciais, principalmente contendo constituintes terpénicos. Poucos sao 0s
estudos de Oleos essenciais de Annonaceae em comparacao com as investigacdes de
alcaloides e acetogeninas (FOURNIER et al., 1999). Além da existéncia de numerosos

trabalhos com flores de Cananga odorata. Pesquisas com diversas partes de 50
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espécies distribuidas em 20 géneros, principalmente nos géneros Xylopia e Annona,
evidenciaram que em Annonaceae 0s principais constituintes de éleos essenciais de
frutos e sementes sédo hidrocarbonetos monoterpenicos, enquanto hidrocarbonetos
sesquiterpenicos predominam em folhas e hidrocarbonetos sesquiterpenos oxigenados
(sesquiterpenoides), em cascas e raizes. Os mais comuns constituintes identificados
foram: a—pineno, limoneno, B-pineno, B-cariofileno, p-cimeno e 6xido de cariofileno
(FOURNIER et al.,1999).

Maia e colaboradores (2005b) descrevendo os 6leos volateis das folhas de
guatro espécies de Xylopia, registraram para X. aromatica, biciclogermacreno (36,5%),
espatulenol (20,5 %) e limoneno (4,6%); X. cayennensis, a—pineno (29,2%), B-pineno
(16,5%), 6xido de cariofileno (14,5 %), biciclogermacreno (14,5 %), germacreno D
(4,7%) e 1,8-cineol (4,5%); X. emarginata, espatulenol (73% ); X. nitida, y-terpineno
(44,1%), p-cimeno (13,7%), a-terpineno (12,6%) e limoneno (11,3%). Eles destacaram
gue trabalhos anteriores revelaram espatulenol e 6xido de cariofileno como importantes
constituintes em 6leos de folhas de Duguetia, Guatteria e outras Xylopia, sugerindo por
ISSO, que esses sesquiterpenos poderiam ser marcadores quimitiotaxondmicos desses
géneros de Annonaceae.

Kossouoh e colaboradores (2007) caracterizaram os constituintes dos 6leos
essenciais das folhas de A. muricata, apresentando oitenta compostos, sendo 0s
constituintes mais abundantes B-cariofileno (13,6%), &-cadineno (9,1%), epi-a-cadinol
(8,4%), a-cadinol (8,3%).

Santos (2011) relatou em trabalhos realizados com o 6leo essencial extraido
das raizes da espécie Xylopia langsdorffiana a caracterizacdo de 89,39% dos
constituintes quimicos, apresentando como constituinte majoritario o trans-isolimoneno
(56,63%) e registrando também a presenca do espatulenol (0,11%), considerado
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marcador no género Xylopia. Valter e colaboradores (2008) revelaram a composicéo
guimica em Oleos essenciais presentes nas folhas de alguns individuos de Duguetia
furfuracea, os quais apresentaram como constituintes majoritarios o B-felandreno
(42,2%), o sabineno (25,1%) e o biciclogermacreno (29,1%).

Para os 0Oleos essencias extraidos folhas das espécies Guatteria hispida, G.
blepharophylla e G. friesiana foram realizados pesquisas e constatou-se que essas
espécies possuiam mais de 90% de sesquiterpenos, e 0s principais constituintes
encontrados foram: oxido de cariofileno (69,25%) para G. blepharophylla; B-eudesmol
(51,60%), y-eudesmol (23,70%) e a-eudesmol (14,56%) para a G. friesiana; B-pineno
(38,18%), a-pineno (30,77%) e E-cariofileno (20,59%) para a G. hispida (COSTA, 2009;
FERRAZ et al., 2014).

Siqueira e colaboradores (2011) conseguiram caracterizar sessenta
constituintes no 6leo essencial da espécie Annona coriacea, como uma mistura
complexa de sesquiterpenos (76,7%), monoterpenos (20,0%) e outros constituintes
(3,3%). Biciclogermacreno foi o composto majoritario (39,8%) seguido de outros
sesquiterpenos. A maioria dos monoterpenos estava em baixa concentracao (<1%).

Fontes e colaboradores (2013) fizeram a caracterizacdo quimica do 6leo
essencial das folhas da espécie Guatteria pogonopus Martius, no qual vinte e nove
compostos foram identificados e os compostos majoritarios foram: y-patchouleno
(13,55%), (E)-cariofileno (11,36%), B-pineno (10,37%), germacreno-D (6,72%),
biciclogermacreno (5,97%), B-pineno (5,33%), e germacreno-B (4,69%).

Em estudos recentes utilizando o Oleo essencial dos frutos de Xylopia
aethiopica, Tegang e colaboradores (2017), verificaram como constituintes majoritarios,
B-pineno (32,16 + 3,69%), B-felandreno (10,71 + 3,05%), Z-y-bisaboleno (10,07 *

2,61%) e a-pineno (7,39 £ 1,69%).
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Costa e colaboradores (2013b) realizaram um trabalho para a caracterizagao
dos constituintes dos 6leos essenciais extraidos das folhas de Annona pickelii e A.
salzmannii. Foi possivel identificar um total de vinte e um compostos a partir do 6leo
essencial de A. pickelii, destacando-se o biciclogermacreno (38,0%), (E)-cariofileno
(27,8%), a-copaeno (6,9%) e a-humuleno (4,0%), enquanto para a A. salzmannii foram
identificados vinte e trés substancias e os que se destacaram foram o [(3-cadineno
(22,6%), (E)-cariofileno (21,4%), B-copaeno (13,3%), biciclogermacreno (11,3%) e
germacreno-D (6,9%).

Ferraz e colaboradores (2013) apresentaram uma investigacdo quimica a fim de
caracterizar os componentes do 0leo essencial de Xylopia frutescens e os constituintes
majoritarios identificados foram: (E)-cariofileno (31,48%), biciclogermacreno (15,13%),
germacreno-D (9,66%), 6-cadineno (5,44%), viridifloreno (5,09%) e a-copaeno (4,35%).

Os constituintes do 6leo essencial das folhas da espécie Anaxagorea brevipes
foram caracterizados por Alencar e colaboradores (2015), sendo possivel a
identificacdo de trinta e um compostos, representando um total de 75,7% do 6leo
essencial, dentre esses componentes 0s majoritarios foram: 3-eudesmol (13,16%), a-
eudesmol (13,05%), y-eudesmol (7,54%), guaiol (5,12%), 6xido de cariofileno (4,18%)
e B-bisaboleno (4,10%).

Meira e colaboradores (2016) caracterizaram 0s sesquiterpendides mais
abundantes nos 6leos essenciais das folhas de G. friesiana (B-eudesmol, y-eudesmol
e a-eudesmol com 51,9%, 18,9% e 12,6% respectivamente) e G. pogonopus
(espatulenol, y-amorfeno e germacreno-D com 24,8%, 14,7% e 11,8%
respectivamente).

Siti e colaboradores (2016) em suas pesquisas relatam a composicao dos 6leos

essenciais dos galhos de trés espécies de Xylopia: a espécie X. fusca apresentou como
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constituinte majoritario o espatulenol (11,8%) e a-cadinol (8,2%), além de outros
constituintes minoritarios como o 1-epi-cubenol (3,6%), vulgarona-B (4,8%) e éxido de
cariofileno (2,0%); a espécie X. elliptica se mostrou rico em 4-terpinenol (11,9%), p-
cimeno (7,4%), espatulenol (6,3%), a-cadinol (6,8%), guaiol (4,5%) e linalool (4,2%); e
a espécie X. malayana possui 0s constituintes espatulenol (12,9%), ciperotundona
(4,9%), elemol (8,3%) e a-eudesmol (5.9%).

Pesquisas realizadas por Ferreira e colaboradores (2017) com os Oleos
essenciais das folhas de duas espécies de Guatteria elliptica R. E. Fries, coletadas em
areas diferentes foi possivel caracterizar trinta e sete constituintes, sendo apresentado
para o individuo 1 o espatulenol (53,9%) e para o individuo 2 o 6xido de cariofileno
(40,9%) como constituintes majoritarios.

Yoshida e colaboradores (2018) realizaram a caracterizagcédo quimica dos 6leos
essenciais das folhas de Unonopsis guatterioides (A.DC.), sendo possivel identificar
sessenta compostos sendo eles: a-copaeno, biciclogermacreno e trans-cariofileno
representando 15,7% dos componentes majoritarios, além do a-humuleno,
alloaromadendreno e (+)-espatulenol (9,0, 84 e 7,3%, respectivamente),
representando 99,5% do total do 6leo essencial.

Deve ser considerado, que nos 06leos estudados ha uma grande variabilidade de
constituintes, os quais possuem distribuicdo generalizada para as diversas espécies,
sendo, entretanto, alguns mais frequentes ou especificos de algumas espécies, como
visto acima. Esses dados dificultam conclusdes sobre a importancia quimiotaxémica,
de alguns marcadores (espatulenol e 6xido de cariofileno, por exemplo) da familia ou
géneros e sinalizam para a necessidade de estudos mais aprofundados.

Para a obtencdo de 6leos essenciais existem inUmeras técnicas de extracao:

destilacdo a vapor, hidrodestilacdo, extracdo com solvente organico, destilacdo
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assistida por microondas, hidrodifusdo de microondas e gravidade, extragdo de
solvente a alta pressdo, extracdo supercritica com CO2, extracdo ultra-sbnica e
extracdo de microondas sem solvente. Essas técnicas devem estar de acordo com 0s
conhecimentos quimicos sobre a matéria-prima utilizada, pois suas propriedades fisico-
guimicas podem sofrer alteracdes de acordo com o método utilizado (SANTOS et al.,
2004; OKOH et al., 2010). No entanto, os métodos de extracao variam de acordo com
a parte da planta que se deseja extrair o 6leo essencial e com a finalidade de utilizacdo
do mesmo. Aspectos como qualidade e composicdo dos 6leos essenciais sdo muito

influenciados pela metodologia de extracéo utilizada (SIMOES et al., 1999).
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2.2. O Género Bocageopsis

O nome deste género é derivado de Bocagea (Annonaceae) e 'opsis' (do grego
antigo que significa "face"), devido a semelhanca superficial com o género localizado
no sudeste do Brasil. Bocagea A. St.-Hil. (Saint-Hilaire, 1825:41) foi batizado em
homenagem ao poeta Josephi Mariae de Souza du Bocage, que escreveu 0 poema
sobre flores de Casteii em versos portugueses, de forma exemplar elucidando com
breves comentarios botanicos (MAAS et al., 2007).

O género Bocageopsis pertence a subfamilia Malmeoideae, representada no
Brasil pela tribo Malmeeae (PIRIE et al., 2006; GUO et al., 2017). Fazem parte desta
tribo 0s géneros Bocageopsis, Cremastosperma, Ephedranthus, Klarobelia, Malmea,
Mosannona, Onychopetalum, Oxandra, Pseudephedranthus, Pseudomalmea,
Pseudoxandra, Ruizodendron, Unonopsis, Oxandra (MAAS et al., 2003; LOPES &
MELLO-SILVA, 2014; GUO et al., 2017).

O género neotropical Bocageopsis € constituido por 4 espécies: B. canescens
(Benth.) R.E. Fr., B. multiflora (Mart.) R.E. Fr., B. mattogrossensis (R.E. Fr.) R.E. Fr. e
B. pleiosperma Maas. As espécies que apresentam ampla distribuicdo na Regido
Amazobnica sdo as espécies B. multiflora, B. pleiosperma e B. canescens (Figura 14)
(MAAS et al., 2001 e 2007; CHATROU et al., 2012a; LOPES & MELLO-SILVA et al.,

2014; GUO et al., 2017).
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Figura 14. Distribuicdo geogréafica do género Bocageopsis.
Fonte: http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Bocageopsis.

As similaridades morfolégicas entre os géneros Bocageopsis, Onychopetalum
e Unonopsis tornaram possivel o agrupamento em um Unico grupo, denominado
“Grupo-Unonopsis”, que também incluia cinco géneros da Africa (Dennettia,
Dielsiothamnus, Polyceratocarpus, Uvariastrum e Uvariodendron) e um da Asia
(Neouvaria) (MAAS et al., 2007). Contudo, avaliacbes mais recentes colocaram em
guestdo a autenticidade da semelhanca entre esses géneros (RICHARDSON et al.,
2004; KOEK-NORMAN & WESTRA, 2012).

Richardson e colaboradores (2004), analisando a biogeografia histérica da
familia Annonaceae através de procedimentos filogenéticos e sequenciamento de DNA,
ajudaram taxonomistas a obterem a conclusdo de que o género Unonopsis é
monofilético, ou seja, € um grupo que descende de um Unico ancestral, e que os demais
géneros do chamado “Grupo-Unonopsis” possuem uma insuficiéncia de informagdes
capazes de possibilitar distingdes ou seu possivel agrupamento (MAAS et al., 2007).

Koek-Norman & Westra (2012), aprofundaram as investigacbes sobre a
anatomia microscopica da madeira dos géneros da familia Annonaceae,

proporcionando um melhor entendimento da classificacdo filogenética dos géneros
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dessa familia. Os autores realcam que os trés géneros Bocageopsis, Onychopetalum
e Unonopsis estao intimamente relacionados e pertencem ao mesmo clado. No trabalho
sdo descritos o0s raios largos e grandes vasos, como sendo caracteristica em comum
aos trés géneros. No entanto, € necessario um estudo aprofundado relacionando
fatores filogenéticos e determinacdes por DNA para que se tenha certeza da
proximidade dos trés géneros. Por isso, andlises fitoquimicas podem dar importantes
contribuicdes, uma vez que das quatro espécies de Bocageopsis apenas as espécies
B. multiflora (OLIVEIRA et al., 2014; ALCANTARA, 2015) e B. pleiosperma (SOARES
et al., 2015a e 2015b; SILVA et al., 2015a) foram submetidas a algum estudo
fitoquimico, relacionado a constituicdo quimica dos O6leos essenciais e fracdes

alcaloidicas.

2.2.1. Constituintes Quimicos do género Bocageopsis
Soares e colaboradores (2015a) realizaram uma investigacao fitoquimica da

espécie B. pleiosperma Maas, na qual foi relatada a presenca de um alcaloide -
carbolinico e uma variedade significativa de alcaloides derivados do esqueleto
isoquinolinicos (aporfinico e proaporfinico) (Figura 15), obtidos através do
fracionamento da fracdo alcaloidica das folhas de B. pleiosperma, utilizando a
metodologia de extracdo acido-base (extracdo alcaloidica em maior escala). A
caracterizacdo e identificacdo foi realizada por métodos de ressonancia magnética
nuclear uni e bidimensionais (RMN 1D/2D) e espectrometria de massas (EM). Todos
os alcaloides foram descritos pela primeira vez no género Bocageopsis, sendo o

alcaloide tetrahidroharmano descrito pela primeira vez na ordem Magnoliales.
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Estefarina

Nornuciferina OCH,4 OCH, H H H
Asimilobina OCH, OH H H H
Isoboldina OH OCH, H OH OCH,

N-metil- OCH,4 OCH, CH, OH OCH,
laurotetanina

Laurotetanina  OCH; OCH, H OH OCH,
Anonaina OCH,0 H H H

H,CO 1

Reticulina Liriodenina

9a

Tetrahidroharmano

Figura 15. Substéncias isolados da espécie B. pleiosperma Maas.
Fonte: Adaptado de SOARES et al, 2015a.

Silva e colaboradores (2015a) relataram a presenca do triterpeno tipo lanostano

policarpol nos galhos e cascas do tronco de B. pleiosperma Maas (Figura 16). Soares

e colaboradores (2015b) reportaram 0s sequiterpenos e monoterpenos caracterizados

dos Oleos essenciais das folhas, galhos e cascas do tronco de B. pleiosperma Maas,

destacando o sesquiterpeno 3-bisaboleno como constituinte majoritario (Figura 16).
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Oliveira e colaboradores (2014) relatam para a espécie B. multiflora através da
caracterizagdo quimica dos Oleos essenciais das folhas frescas o sesquiterpeno
bisaboleno (13,2%) como constituinte majoritario. Alcantara e colaboradores (2017)
além da presenca das substancias majoritarias -bisaboleno (11,9%) e espatulenol
(20,3%) nas folhas, apresentam também a presenca significativa dos compostos

acetato de exo-2-norborneol e ar-curcumeno nos galhos de B. multiflora (Figura 16).

2.2.2. Atividades Biol6gicas do Género Bocageopsis
Os ensaios biologicos com as espécies do género Bocageopsis ainda estao

iniciando, sendo relatados somente dois estudos para as espécies B. multiflora e B.
pleiosperma Maas (OLIVEIRA et al., 2014; SOARES et al., 2015b; AREVALO-LOPEZ
et al., 2018).

Oliveira e colaboradores (2014) mostraram que o Oleo essencial de B. multiflora
como a substancia majoritaria bisaboleno (13,2%) (Figura 16) testado contra formas
promastigotas de Leishmania amazonensis, exibiu atividade significativa (Clso de 14,6
Mg/mL), quando comparado com o medicamento de referéncia (isetionato de
pentamidina 3,2 ug/mL).

Soares e colaboradores (2015b) relatam para a espécie B. pleiosperma
atividades antimicrobianas avaliadas contra os microorganismos Escherichia coli,
Staphylococcus epidermidis, Enterobacter aerogenes, Candida tropicalis, Candida
dubliniensis, Candida glabrata e Candida albicans. O éleo essencial obtido das cascas
do tronco apresentou efeito moderado contra S. epidermidis ATCC 1228 (CIM = 250
Mg/mL). Estes resultados representaram a primeira exposicdo sobre a composicao
guimica de B. pleiosperma e a primeira avaliagdo antimicrobiana com uma espécie

Bocageopsis.
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Silva e colaboradores (2015a) testaram a atividade biol6gica do sesquiterpeno
policarpol (Figura 16) encontrado em diversas espécies da familia Annonaceae, dentre
elas a espécie B. pleiosperma Maas (SOARES et al., 2015b). A atividade
antimicrobiana contra varias cepas de microorganismos foram avaliadas pela primeira
vez para o composto policarpol, e foi observado atividade antibacteriana significativa
contra S. aureus (ATCC 6538), S. epidermidis (ATCC 1228) e Escherichia coli (ATCC
10538 e ATCC 10799) com valores minimos de concentragdo inibitéria entre 25 e 50

Mg/mL.

OH

Al

s

on |

Espatulenol

H
exo-2-norborneol ar-curcumeno

B-bisaboleno

X

Policarpol

bisaboleno

Figura 16. Terpenos identificados em espécies do género Bocageopsis. A
Fonte: OLIVEIRA et al., 2014; SILVA et al., 2015a; SOARES et al., 2015b; ALCANTARA, 2015;
ALCANTARA et al., 2017.
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2.2.3. Espécies do Género Bocageopsis
2.2.3.1. Bocageopsis canescens (Benth.) R.E. Fr.
A espécie B. canescens, se apresenta como uma arvore ou arbusto, podendo

chegar a 36 metros de altura, sendo considerada a espécie que atinge maior altura
dentro do género. No Brasil € encontrada nos estados do Acre, Amazonas e Ronddnia
(Figura 17). Nao € uma espécie com distribuicdo restrita a Regido Amazénica brasileira,
podendo ser encontrada ainda na Colémbia (Amazonas e Vaupés), Peru (Loreto) e
Venezuela (Amazonas). Essa espécie é conhecida como “envireira” (MAAS et a., 2007).

Na literatura ndo existem dados sobre a sua composicao fitoquimica.

Figura 17. Exsicata da espécie B. canescens (Benth.) R.E. Fr. e distribuicdo geografica no
Brasil.
Fonte: MAAS et al., 2015; http://inct.florabrasil.net <acessado em 10/10/2018
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2.2.3.2. Bocageopsis multiflora (Mart.) R.E. Fr.
B. multifiora é uma arvore que pode chegar a 27 metros de altura. E considerada

a espécie mais comum do género Bocageopsis. Sua ocorréncia € relatada nos estados
do Amazonas, Mato-Grosso, Para, Rondbnia e Roraima (Figura 18) e pode ser
encontrada em partes amazoénicas nas regides da Bolivia (Beni, Pando), Colémbia
(Amazonas), Venezuela (Amazonas, Bolivia), além da Guiana e Suriname (MAAS et a.,
2007). Existem relatos na literatura sobre a composi¢cao quimica dos 6leos essenciais
das folhas frescas desta espécie coletadas em diferentes épocas do ano, 0s quais
ressaltam a caracterizacdo fitoquimica apontando o constituinte bisaboleno como
majoritario (OLIVEIRA et al., 2014). Um outro trabalho realizado com B. multiflora
apresentou como substancias majoritarias o B-bisaboleno e o espatulenol para as
folhas, e os compostos acetato de exo-2-norborneol e ar-curcumeno para os galhos

(ALCANTARA et al., 2017).

Figura 18. Exsicata da espécie B. multiflora (Mart.) R.E. Fr. e distribuicdo geogréafica no Brasil.
Fonte: MAAS et al., 2015; http://inct.florabrasil.net <acessado em 10/10/2018>.
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2.2.3.3. Bocageopsis pleiosperma Maas
A espécie B. pleiosperma Maas ocorre como uma arvore, cuja altura pode

atingir 28 metros. Sua distribuicdo é restrita & Regido Amazoénica - Amazonas e Para
(Figura 19), sendo comumente encontrada em florestas ndo inundadas. No Brasil é
conhecida popularmente como “envira preta” e “jurueira sangue”. Suas frutificacdes
ocorrem entre os meses de agosto a hovembro e floracdo entre os meses de julho a
novembro. Esta espécie se diferencia das outras espécies do seu género pelo maior
namero de sementes do monocarpo (RIBEIRO et al., 1999; MAAS et al., 2007). Estudos
recentes revelaram a presenca de alcaloides isoquinolinicos,
tetrahidroprotoberberinicos, proaporfinicos, aporfinicos, oxoaporfinicos e -
carbolinicos nas fragdes alcaloidicas desta espécie. Na fracdo hexanica foi relatado a
presenca do triterpeno policarpol, bem como a presenca majoritaria do sesquiterpeno
B-bisaboleno em seus 6leos essenciais (SOARES et al., 2015a e 2015b; SILVA et al.,

2015a).

Figura 19. Exsicata da espécie B. pleiosperma Maas e Distribuicdo geografica no Brasil.
Fonte: MAAS et al., 2015, http://inct.florabrasil.net <acessado em 10/10/2018>.
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3.1. Geral:
Contribuir com o conhecimento do género Bocageopsis através de analises
guimicas e bioldgicas dos 6leos essenciais e fitoquimica das fragcdes alcaloidicas e ndo

alcaloidicas de B. canescens, B. multiflora e B. pleiosperma.

3.2. Especificos:

- Caracterizar os principais constituintes dos 6leos essenciais (folhas e galhos) de B.
canescens, B. multiflora e B. pleiosperma;

- Avaliar o potencial antimicrobiano dos 6leos essenciais extraidos;

- Obter o perfil por Leaf spray (LS-MS) do material vegetal (folhas) de B. canescens e
B. multiflora;

- Obtencéo do extrato aguoso do material vegetal (folhas, galhos e cascas do tronco)
das espécies B. canescens, B. multiflora e B. pleiosperma;

- Obter as fragOes ricas em alcaloides (pequena escala) do material vegetal (folhas,
galhos e cascas do tronco) de B. canescens, B. multiflora e B. pleiosperma (galhos);

- Determinar o perfil quimico por ESI-IT-MS das fragBes alcaloidicas e n&o alcaloidicas
das folhas, galhos e cascas do tronco de B. canescens e B. multiflora, além das fracdes
oriundas dos galhos de B. pleiosperma;

- Obter as fracdes ricas em alcaloides (marcha alcaloidica em maior escala) das fragcbes
promissoras para o fornecimento de substancias ainda nao descritas no género
Bocageopsis;

- Isolar através de técnicas cromatogréficas e caracterizar através de técnicas de RMN
1D/2D e EM substancias obtidas a partir das fracdes alcaloidica e ndo alcaloidicas

investigadas.
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4.1. Solventes e reagentes reveladores
4.1.1. Solventes
Para as andlises em CCD, bem como para o preparo dos extratos e fracoes,

foram utilizados solventes grau P.A. (Nuclear®). Nas andlises de CLAE, EM e CG, foram
utilizados solventes grau HPLC (Tedia®) e para a obtengdo dos espectros de RMN

foram utilizados solventes deuterados (Sigma-Aldrich®).

4.1.2 Reagente revelador
Reagente de Dragendorff (modificagcdo de Munier) (Munier, 1953 apud Merck,

1971). Foram preparadas duas solucdes A e B. Na solucéo A foram acrescentados 1,7
g de nitrato de bismuto Il (Bi(NOs)3) e 20,0 g de acido tartarico (CsHsOs) dissolvidos
em 80 mL de agua destilada. Para solucdo B foram dissolvidos 16,0 g de iodeto de
potassio (KI) dissolvidos em 40 mL de agua destilada. A mistura de partes iguais destas
solucdes constitui a solugdo estoque. Para borrifagdo das cromatoplacas, adicionou-se
10,0 g de acido tartarico, dissolvidos em 50 mL de agua destilada. Apés borrifagéo das
placas cromatograficas os spots das substancias alcaloidicas apresentaram coloracao

laranja.

4.2. Métodos cromatograficos

As andlises cromatograficas foram realizadas nas dependéncias do Centro de
Apoio Multidisciplinar — Central Analitica — CAM, localizado no Setor Norte da

Universidade Federal do Amazonas.

4.2.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para eventuais abordagens preliminares, foram utilizadas cromatoplacas pré-
fabricadas de silica gel TLC de 0,2 mm de espessura e indicador de fluorescéncia F2s4,

da Sorbent Technologies. A deteccdo preliminar das substéncias foi realizada por
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irradiacdo com lampada ultravioleta (UV) (254 e 365 nm) e revelagdo com reagente de

Dragendorff.

4.2.2. Sistema cromatografico de alta eficiéncia analitico acoplado a
espectrometria de massas (CLAE-EM e CLAE-EM/EM)

Para a realizagcdo das analises exploratérias, foi utilizado um cromatografo
analitico Acella® (Thermo Scientific), operando simultaneamente com um detector PDA
acoplado a um espectrémetro de massas (TSQ Quantum acess - Thermo Scientific)
com fonte de ionizagdo quimica a pressdao ambiente (APCI). As analises foram
realizadas em uma coluna analitica C18 de 150 x 4,6 mm (100A, 5u) - Phenomenex.

As fases moveis utilizadas foram metanol e agua acidificada (1% de acido formico).

4.2.3. Sistema cromatografico de alta eficiéncia semi-preparativo (CLAE-
semiprep.)

O isolamento em escala semi-preparativa foi realizado em cromatdgrafo modelo
Shimadzu®, CBM — 20A, equipado com detector de UV SPD-20A, degaseificador DGU-
20A e sistema binario de solventes LC-6AD. As andlises foram realizadas em uma
coluna analitica C-18 (150 x 4,6 mm - 100A, 5u) e semi-preparativa C18 (250 x 10,0
mm - 100A, 5u) - Phenomenex. As fases moveis utilizadas foram metanol e agua

acidificada (1% de acido formico).

4.2.4. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

As andlises de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
foram realizadas em um equipamento Trace GC Ultra, acoplado ao espectrometro 1ISQ
Single Quadrupole MS (Thermo Scientific), usando coluna capilar DB5/MS (30 m x 0,25

mm x 0,25 pm).
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4.3. Métodos espectrométricos e espectroscépicos

As analises espectrométricas, espectroscépicas e de ionizacdo ambiente foram
realizadas nas dependéncias do Centro de Apoio Multidisciplinar — Central Analitica —
CAM, localizado no Setor Norte da Universidade Federal do Amazonas. E as andlises
de alta resolugéo foram realizadas sob supervisdo do professor Dr. Sérgio Nunomura
no Laboratério Teméatico de Quimica de Produtos Naturais (CA-LTQPN) — Central

Analitica, do Instituto de Pesquisa do Amazonas — INPA.

4.3.1. Espectrometria de massas
Os espectros de massas foram obtidos por meio das analises realizadas em

espectrometros de massas do tipo triplo-Quadrupolo, modelo TSQ Quantum Acess
(Thermo scientific) e lon trap, modelo LCQ Fleet (Thermo scientific), equipados com
fonte de ionizacdo por eletronspray (ESI) e atmospheric pressure chemical ionization

(APCI). As amostras foram administradas via insercao direta (Tabela 1).

Tabela 1. Condi¢cdes operacionais dos Espectrometros de Massas Triplo-quadrupolo TSQ
Quantum Acess e lon Trap LCQ Fleet.

Parametros
TSQ Quantum LCQ
Acess Fleet
Corrente de descarga 5 uA 5puA
Temperatura do vaporizador 350 °C 0°C
Presséo do sheath gas 35 (arb) 10 (arb)
Presséo do sweep gas 0 (arb) 0 (arb)
Presséo de gés auxiliar 15 (arb) 5 (arb)
Temperatura capilar 250 °C 200 °C
Tubo lens offset 112V 120 Vv
Skimmer offset oV oV
Intervalo de massa m/z 100-1000 m/z 100-1000
Energia de coliséo 30 eV 30 eV
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4.3.2. Espectrometria de massas em alta resolugéo

As analises foram realizadas em espectrometro de massas do tipo micrOTOF Q-
Il (Bruker®), com processador DATA analysis 4.1, equipado com fonte de ionizac&o por

eletronspray (ESI). As amostras foram administradas via insercao direta.

4.3.3. Espectrometria de massas ambiente — Leaf spray (LS-MS)
A montagem do protétipo da fonte de LS (Figura 20) foi realizada de acordo com

Yang e colaboradores (2012). Para essa analise foi utilizado um material vegetal foliar,
cortado com geometria triangular (base e altura de 1 cm), esse triangulo foi preso a
uma garra, do tipo jacaré, conectada a um fio de 0,5 mm ligado ao espectrometro de
massas (LIU et al., 2010 e 2011). Posteriormente foi aplicado uma pequena quantidade
de metanol-HPLC ao material foliar. O equipamento foi programado para ser utilizado
operando nos modos de ionizag&o positivo e negativo, sobre o material vegetal e em

seguida aplicou-se a voltagem (4 kV) (YANG, et al., 2012).

Entrada
de ions

Figura 20. Fonte de leaf spray conectada ao espectrobmetro de massas.
Fonte: préprio autor.
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4.3.4. Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magneética nuclear foram registrados em aparelho

modelo Brucker Avance Il 500 operando a 11,75 Teslas (500,13 MHz para RMN de 'H

e 125,76 MHz para RMN de *3C). As amostras foram solubilizadas em cloroférmio

deuterado (CDCI3) e dimetilsulfoxido deuterado (C2DeOS), e o0s deslocamentos

quimicos foram expressos em ppm (8) e as constantes de acoplamento (J) foram

registradas em Hertz (Hz). As multiplicidades dos sinais foram indicadas segundo a

convencao: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto) e m (multipleto). Os

dados obtidos foram processados através dos programas TopSpin 3.5 e ACD Lab, e

posteriormente comparados com os dados da literatura para elucidacéo estrutural das

substancias.

4.4. Outros Equipamentos

Evaporador rotatério: Heidolph, tipo Heizbad OB;

Liquidificador Industrial: Modelo JBM35 - Motor: 1/2 CV - 50/60 Hz;
Ultravioleta (UV): Lampada de 264-365 nm, da Solab;

Balanca analitica: Bel engineerinhg, classe 1 (max. 220 g — min. 10 mg);
Pipeta automética: Gilson®, P 1000 e P 100;

Ultrassom: Unique, modelo USC-2800;

Liofilizador: Christ, modelo Alpha 1-2 LD;

Centrifuga: Eppendorf AG, modelo 22331 Hamburg.

85



4.5. Material boténico
4.5.1. Coleta e identificacdo do material botanico
A coleta do material botanico foi realizada mediante aprovacdo do Sistema

Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
— SISGEN (AA42598 e AF4ACFAT).

O material botanico (folhas, galhos e cascas do tronco) de Bocageopsis multiflora
foram coletadas no Campus da Universidade Federal do Amazonas, de individuo
previamente marcado e identificado, estando sua exsicata depositada no Herbéario da
UFAM. A espécie Bocageopsis pleiosperma foi coletada na Reserva Florestal Adolpho
Ducke (localizada no Km 26 da estrada AM-010 (Manaus-Itacoatiara), de individuo
previamente marcado e identificado, estando a sua respectiva exsicata depositada no
Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA). Os individuos de
Bocageopsis canescens foram coletados no Sitio Bons Amigos, localizado no Km 19
da rodovia Br 174, este material vegetal foi identificado pelo Prof. Dr. Anténio Carlos
Webber e sua exsicata foi depositado no herbario da UFAM (Tabela 2).

Tabela 2. Dados de coleta e identificagdo do material botanico de Bocageopsis.

Partes
da Quantidade Data da Local de Registro

planta Coleta Coleta n° Herbario

Espécie

Folhas, Sitio Bons

galhos Amigos -

finose 500g,200ge Br174,

cascas 10 g A LIAVLE Km 19
do

tronco

Folhas,

galhos

finos,

galhos

grossos 1Kg,700g,1  20/01/2017
e kg e 200 g

cascas
do

tronco

B. canescens 10234 UFAM

B

. Campus
multiflora

UEAM 5987 UFAM
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Folhas,

galhos Reserva
_ B. finose 500g,200ge 06/02/2018 Florestal 183127 INPA
pleiosperma  cascas 159 Adolpho
do Ducke
tronco

4.5.2. Processamento do material Botanico
O material botanico (folhas, galhos e cascas do tronco) apds seco em
temperatura ambiente durante 20 dias, foi pulverizado em moinho de 4 facas para

posterior obtencao das fracdes e 6leos essenciais.

4.6. Obtencdo dos Oleos essenciais de B. canescens, B. multiflora e B.
pleiosperma.

Aproximadamente 100 g de material botanico triturado (folhas, cascas do tronco
e galhos) foram submetidos ao processo de hidrodestilacdo em aparelho do tipo
Clevenger. As amostras foram colocadas em um balédo de destilacdo de 4 L e imersas
em 2 L de agua destilada. Os 6leos essenciais foram coletados em um frasco pequeno
de vidro (tipo ambar), o material foi filtrado e lavado com diclorometano (CH2Cl2) e
posteriormente adicionado sulfato de sodio anidro (Na2S0Oa4) para retirar a 4gua do meio.
Apds evaporacdo do solvente, os Oleos essenciais foram pesados, o rendimento

calculado e armazenados a -15 °C até o dia das analises.

4.7. Analises por CG-EM dos 6leos essenciais de B. canescens, B. multiflora e B.
pleiosperma.

Para as analises dos 0leos essenciais foi utilizado hélio como gas de arraste,
com fluxo de 1,0 mL/min. A solucdo de injecdo foi preparada dissolvendo-se
aproximadamente 15 mg de cada 6leo em 1 mL de acetato de etila. Foi injetado 1 pL
da solucéo estoque, usando um split de 1:30. A temperatura da coluna foi programada
de 60 a 280°C com gradiente de 3°C/min. A temperatura do injetor e da fonte foi

configurada para 220°C e 260°C, respectivamente. Para obtencdo do indice de
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retencdo foi injetada uma série homologa de hidrocarbonetos (C7-Cszo). O calculo do
indice de retencéo (IR) foi feito de acordo com a equacédo de Van der Dool e Kratz (Dool
& Kratz, 1963) e as identificacbes dos constituintes foram baseadas na comparacéo
dos espectros de massas obtidos com agueles armazenados na biblioteca Wiley 82
edicdo do equipamento e comparacédo dos indices de retencdo com dados da literatura
(ADAMS, 2007b).

IR = 100i Ir(X) - Tr(HA) + 100N
— UNTr(HD) — Tr(HA)

Onde: IR = indice de retencdo; Tr (X) = tempo de retencdo do composto
problema; Tr (HA) = tempo de retencao do hidrocarboneto que elui antes do composto
(X); Tr (HD) = tempo de retencao do hidrocarboneto que elui depois do composto (X); i
= diferenca do numero de carbonos entre os hidrocarbonetos que eluem depois e antes;

N = numero de carbonos do hidrocarboneto que elui antes do composto (X).

4.8. Obtencdo dos extratos aquosos de B. canescens, B. multiflora e B.
pleiosperma.

Os extratos aquosos do material vegetal (folhas, galhos finos, galhos grossos e
cascas do tronco) foram obtidos por infusdo de acordo com metodologia adaptada
(AGRA et al., 2013; SILVA et al., 2019). Foram pesados 1 g de material vegetal e
transferido para um frasco de Erlenmeyer, neste foram adicionados 100 mL de agua
destilada a 100°C durante 15 minutos. Posteriormente foi realizado uma filtracéo
simples e o material foi liofilizado, e encaminhado para analises de EM, CLAE-EM,

CLAE semi-preparativo e RMN 1D/2D (Figura 21).
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1 g do material vegetal

l Transferir

Ve 3 EM, CLAE-EM,
% CLAE semi-preparativo e

+100 mL H,0 a g
) Filtrag&o simples RMN 1D/2D
+

100 °C por 15 min Filtragdo simples

& — ¥ '

Liofilizador

Figura 21. Obtenc&o dos extratos aquosos.

4.9. Analises em fonte de ionizacdo ambiente — Leaf spray (LS-MS) das espécies
de Bocageopsis.

Com a fonte de ionizacdo ambiente (LS-MS) foi possivel obter os ions e seus
fragmentos diretamente da folha. Essas analises foram realizadas em um
espectrémetro de massas tipo ion trap (LCQ Fleet). As folhas secas de cada espécie
de Bocageopsis foram cortadas em pedacos na forma de triangulo (base e altura de 10
mm cada) e mantida por um grampo de metal a uma distancia de 10 mm da entrada do
espectrometro de massas (Figura 20). Uma alta tenséo (4,5 kV, positivo) foi aplicada
diretamente ao tecido vegetal e posteriormente 10 yL de MeOH grau HPLC foram
colocados em cima desse tecido, visando gerar um spray de goticulas carregadas que
transportam produtos quimicos enddgenos para a entrada no espectrometro de
massas. A temperatura da entrada do capilar para o espectrdmetro foi de 150°C e a
tenséo da lente do tubo foi de 85 V. Os espectros de massas foram adquiridos em um

modo de monitoramento continuo. Para experimentos EM/EM, o hélio (He) foi usado

como gas de colisdo com energias de colisdo variando de 20 a 30 eV.

4.10. Marcha alcaloidica (Pequena Escala e Maior Escala)

Para a obtencdo das fracdes alcaloidicas em pequena escala, foi utilizada a
metodologia previamente relatada por SOARES e colaboradores (2015a):
aproximadamente 500 mg de cada parte da planta, pulverizada, foram transferidos para
tubos de ensaio, sendo em seguida submetidos a maceracdo com 5 mL de hidroxido

de amoénio - NH4OH a 10% e 5 mL diclorometano - DCM (CH2Cl2). Apos agitagéo
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vigorosa, a fase DCM foi transferida para outro tubo de ensaio, onde foi adicionado 5
mL de uma solucéo 10% de &cido acético. Em seguida, o tubo foi submetido a agitacéo
vigorosa, a fase aquosa foi transferida para outro tubo de ensaio, sendo acrescentado
NH4OH até atingir pH 10. Finalmente, foi adicionado 5 mL de DCM ao tubo e novamente
os tubos foram submetidos a agitacéo vigorosa. A fase DCM foi recolhida, seca sob

uma corrente de nitrogénio gasoso e submetida a analises de EM (Figura 22).

Agitacédo
0 1
5mL NH-:OH 10% minuto 5mL CH COZ
i i 0,
5 mL CH,Cl, 10% \

Agitagdo

Fase CH2C|2 | 1 minuto
! N Agitacéo Agitacdo ¥
Agitagdo 1 minuto ., 1 minuto
1 t
minuto 5 mL CH,Cl, i 0,5 mLpﬁHfoOH ate i

Fase CH,CI, Fase Aquosa

Fragéo Alcaloidica ??iu’\jzgﬁdsgirg
Analises de EM

Figura 22. Esquema da extragao alcaloidica em pequena escala.
Fonte: Adaptado de SOARES, 2014.

Para a obtencdo das fracGes alcaloidicas em maior escala, foi utilizada a
metodologia previamente relatada por SOARES e colaboradores (2015a), conforme
descrito a seguir: 400 g do material vegetal foram submetidos a maceracdo com 2 L de
NH4OH a 10%, seguida da adicdo de 2 L de DCM e mantido em repouso por 72 hs. A
fase DCM foi transferida para um novo recipiente onde a extracéo foi realizada com 1

L de solugéo de acido acético 10%. Posteriormente a camada acida foi transferida para
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outro recipiente e acrescentado volume de NH4OH suficiente para elevagdo do pH até
10. Em seguida, foi feita a extracdo com 300 mL (2x) de DCM e este material foi
concentrado em evaporador rotatério para a obtencdo da fracdo alcaloidica, que foi
submetida a anélises de EM, CLAE-EM, CLAE semi-preparativo e RMN 1D/2D (Figura

23).

Maceragao
72 horas Fase CH,Cl,
+

2 L NH,OH 10% +
— 2 L CH,Cl, —
1 L CH,CO,H 10%
Agitacéo

Agitagéo ) Agitacdo /
600 mL CH,Cl, — 100 mI;JSHﬁ)OH ate — Fase Aquosa
Fase CH,CI, ’

-

.-}/ ¢ 5 P Ressuspender em
-~ //5) W) | Fragao Alcaloidica  mmm—p 1 L MeOH.HPLG
>3

Analises de EM,
CLAE-EM/EM,
CLAEsemi-prep.
RMN 1D/2D

Figura 23. Esquema da extracao alcaloidica em maior escala.
Fonte: Adaptado de SOARES, 2014.

4.11. Anélises espectrométricas das fracOes alcaloidicas e ndo alcaloidicas das
espécies de Bocageopsis.

Foi pesado 1 mg de cada fracéo alcaloidica para o preparo da solucdo estoque
(Img/mL). A partir da solucéo estoque foram preparadas solucdes de 10 ppm em MeOH
grau HPLC e analisadas por insercdo direta em espectrdmetro de massas do tipo ion
trap (LCQ Fleet) equipado com fonte de ionizacdo quimica a pressao atmosférica

(APCI) e operando em modo positivo de aquisi¢do. Para a obtencdo dos espectros

foram utilizadas energias de colisdo entre 15 e 20% da capacidade do equipamento.
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4.12. Anélises usando CLAE-PDA-EM/EM

Preparou-se uma solucdo estoque na propor¢do de 1 mg/mL em MeOH grau
HPLC de cada frac&o alcaloidica e ndo alcaloidica, sendo injetado automaticamente 10
ML, de cada fracdo em um sistema CLAE Accela (Thermo Scientific, CA, EUA) usando
uma Coluna Phenomenex Luna C18 (5 um, 150 mm x 4,6 mmi.d.) (Torrance, CA, EUA).
Foram usadas duas fases moveis, solucdo aquosa a 1% de &cido férmico (A) e MeOH
(B). O sistema consistiu em um fluxo de 1 mL/min, com um gradiente inicial de 80% de
A a 20% de B durante 14 minutos, seguido de 10 minutos a 80% de B com duracédo
total de 24 minutos para cada corrida, desconsiderando o tempo de gradiente de volta.
Os espectros da regido do UV foram registrados com varredura de 200 nm a 400 nm
com detector de PDA. A saida do detector foi conectada por meio de uma valvula de
divisdo com fluxo de 300 pL, sendo essa conectada diretamente a fonte do
espectrometro de massas TSQ Quantum triplo quadripolo Access (Thermo Cientifico).
A ionizacéo foi realizada com fonte APCI operando em modo positivo de aquisicdo

[(M+H)"].

4.13. Purificacdo das fragcbes alcaloidicas e ndo alcaloidicas por CLAE-
semipreparativo.

Foram desenvolvidos métodos de isolamento em cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia analitico (CLAE-PDA-EM), com posterior ajuste das condi¢des para a escala
semi-preparativa (CLAE-UV-semi-preparativo), para purificacdo das fracdes que se
apresentaram promissoras no sentido de fornecer substancias ainda néo identificadas
no género Bocageopsis. Aproximadamente 50 mg de cada fracao foram dissolvidas em
100 pL de metanol grau HPLC, usando um loop de 100 uL, observados em dois
comprimentos de onda (280 nm e 354 nm), que foram escolhidos apds a andlise dos

resultados obtidos na corrida analitica. A coluna usada foi C18 (semi-preparativa).
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As analises foram feitas com fluxo de 3,5 mL/min com gradiente inicial de 20%
de A a 80% de B durante 14 minutos, seguido de 10 minutos a 80% de B com duracdo
total de 24 minutos para cada corrida, desconsiderando o tempo de gradiente de volta.
As fragbes foram coletadas manualmente em tubos falcon de 5 mL previamente

pesados.

4.14. Avaliagdo das atividades biolégicas dos 0leos essenciais das espécies de
Bocageopsis.
4.14.1. Avaliacéo da atividade antimicrobiana das espécies de Bocageopsis.

Os experimentos para a avaliagdo da atividade antimicrobiana das amostras

obtidas das espécies de Bocageopsis foram realizados no Laboratoério de Microbiologia
Geral do Centro de Biotecnologia da Amazonia — CBA, sob supervisao da MSc. lvanete
Ferreira de Souza. Os experimentos foram realizados sob as recomendacgdes
estabelecidas na norma do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) /ANVISA

(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria) com pequenas modificacdes.

4.14.1.1. Preparo dos meios de cultura.

O meio de cultura Luria Bertani — LB foi preparado utilizando triptona (10 g/L),
extrato de levedura (5 g/L), cloreto de sédio (10 g/L) e agar 20 g/L. Primeiramente foi
avolumada uma quantidade necessaria de agua desionizada em um baldo volumétrico.
Posteriormente foram pesados o extrato de levedura, a triptona e o cloreto de sédio. Na
sequéncia o material pesado foi adicionado ao baldo volumétrico e agitado até
dissolver.

Apo6s o material ser solubilizado, foi adicionado o agar e submetido a agitacéo
até homogeneizacdo total. O volume foi completado com agua até o volume final
desejado (1 L) e submetido a agitacdo manual. Por fim, o meio de cultura foi esterilizado

na autoclave a 120 °C durante 20 minutos.
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4.14.1.2. Preparo do material biolégico.

A reativacao das culturas foi realizada em caldo LB, a 37 °C £1, sob rotacéo de
2,38 g em incubadora microbiolégica. Desse cultivo foram retiradas aliquotas para
ajuste da densidade de crescimento do indculo entre 0,08 a 0,1UFC (Unidade
Formadora de Coldnia)/mL, correspondendo ao numero de turvacdo 0,5 (1,5x108
UFC/mL) da escala de McFaland conforme norma regulamentadora (M2-A8-Vol. 23,
nol). Para cada patégeno foram utilizados controles positivos especificos conforme

descrito no quadro 5.

Quadro 5. Antibi6ticos controles e microorganismos utilizados no ensaio antimicrobiano.

Antibiodtico Microorganismos
Amoxilina Staphylococcus aureus ATCC 25923
Ciclohexamida Candida albicans ATCC 10231

Serratia marcens ATCC14756

Klebsiella peneumoniae ATCC 13883

Bacillus cereus ATCC 11778

Estreptomicina Enterococcus faecalis ATCC 19433

Escherichia coli ATCC 25922

Burkholderia cepacia

Mycobacterium smegmatis

4.14.1.3. Preparo das amostras e microorganismos parainoéculo.
4.14.1.4. Teste de difusdo em &gar.

Para a avaliacdo do potencial antimicrobiano por difusdo em agar foi utilizado
a técnica descrita por Bauer & Kirby (1966). Foram utilizadas placas de Petri de 14 cm
de diametro contendo o meio de cultura, nestas foram espalhados 100 yL do patégeno
com uma al¢a de Drigalski. Posteriormente foram feitos pocos no meio de cultura (5

mm de diametro), nos quais 100 pyL do extrato bacteriano e controles positivos diluidos
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a 2mg/mL, além de controle negativo, uma solucdo contendo 10% de DMSO e H20
destilada. A incubacédo ocorreu a 37°C £1 e foi acompanhada por 24 e 48 horas, apos
estes periodos foram medidos os halos de inibicdo formados em torno da cavidade. Os
didmetros das zonas de inibicdo foram medidos em centimetros-cm com auxilio de
régua. Esse teste foi realizado em triplicata, calculando-se ao final a média do diametro

dos halos.

4.14.1.5. Teste da avaliacao da concentracgdo inibitéria minima (CIM).

Apoés efetivacdo do ensaio antimicrobiano foi realizada a reativacdo dos
microrganismos teste em placas contendo os meios solidos adequados através da
técnica de esgotamento em estrias cruzadas que foram incubadas em estufa
bacteriologica a 37 °C +1. Foram retiradas dessas placas com o auxilio de uma alca de
platina uma col6nia do patdgeno, posteriormente ocorreu a transferéncia para um tubo
com tampa enroscavel contendo 5 mL do meio liquido LB a ser incubado a 37 °C 1
sob rotacdo de 2,38 g por 24 horas. A partir desse cultivo, fez-se a diluicédo
correspondente ao nivel 1 da escala de McFaland para bactérias e para as leveduras
foi utilizado o nivel 5, esses niveis foram medidos de acordo com a densidade de
crescimento dos microorganismos em espectrofotbmetro.

Para montagem do experimento utilizou-se microplacas estéreis do tipo Elisa e
em cada poco designado para o teste com o 6leo adicionou-se 100 pL de LB e 100 pL
da amostra, procedeu-se a diluicdo seriada, e posteriormente adicionou-se 10 L da
solucdo de microrganismo.

Para o controle negativo adicionou-se 100 pL de LB, 100 pL da solucao utilizada
(DMSO e H20) e 10 pL da suspensado de patdégeno. Para o controle positivo foram

adicionados 100 pL de LB, 100 pL de antibiético e 10 pyL da suspensao de patdégeno.
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Apbs o preenchimento, as placas foram vedadas e incubadas em BOD
(Biological Oxygen Demand) a 37 °C £1 por 24 horas. Apoés esse periodo de incubacao
adicionou-se 10 pL do reagente revelador (resazurina a 10 pg/mL) em cada poco e
reincubou-se. A resazurina é um corante azul usado como indicador de oxirreducéo em
ensaios de atividade antimicrobiana, a mudanca de coloragdo durante os ensaios

representa a auséncia (cor azul) ou a presenca (vermelho) do crescimento microbiano.
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5.1. Andlises dos 06leos essenciais de B. canescens, B. multiflora e B.
pleiosperma.

5.1.1. Extracdo dos 6Oleos essenciais.
A partir de 100 g de material vegetal (folhas, galhos finos e galhos grossos) foram

obtidos por técnica de hidrodestilacdo os Oleos essenciais das 3 espécies de
Bocageopsis, e posteriormente os rendimentos e a densidade foram calculados (Tabela
3).

Da espécie B. canescens foram coletados material botanico de 2 individuos na
mesma época (janeiro de 2016) e no mesmo local sendo codificados como BcOl e
Bc02. Tais individuos possuiam altura e diametros de tronco diferentes, sendo que o
Bc01 possuia o maior porte e estava com frutos.

Devido a espécie Bc02 ser de pequeno porte e aparentemente mais jovem
guando comparado ao Bc01, foram coletados apenas folhas para obtencdo do Oleo
essencial, e do BcO1 foram coletados folhas e galhos finos. Os rendimentos do Oleo
essencial das folhas de Bc01 e Bc02, foram respectivamente 0,28% e 0,15%, enquanto
dos galhos finos de Bc01 foi de 0,20%, tais 6leos essenciais apresentam coloragao
amarelo-esverdeado (Tabela 3).

A espécie B. multiflora apresentou o rendimento de 0,25% para folhas, 0,22%
para os galhos finos e 0,23% para os galhos grossos. Os 6leos essenciais de B.
multifiora apresentaram coloracdo verde escuro (Tabela 3). Ao se avaliar os
constituintes principais e rendimentos observa-se que sdo semelhantes aos dados ja
descritos para esta espécie (OLIVEIRA et al., 2014; ALCANTARA, 2015).

Os oOleos essenciais das folhas e dos galhos finos de B. pleiosperma
apresentaram o rendimento de 0,26% e 0,24% respectivamente, um forte odor e uma
coloracdo amarelo esverdeado-claro (Tabela 3). Esses dados estdo condizentes com
0s ja relatados por Soares e colaboradores (2015b), onde tais rendimentos foram de
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0,28% e 0,25% respectivamente. Também foram comparados com o0s obtidos em
literatura referente as espécies da familia Annonaceae (CAROLLO et al., 2005; COSTA,
2009; PALAZZO et al., 2009; OLIVEIRA, 2012; ALCANTARA, 2015).

Em estudos realizado por Palazzo e colaborados (2009) apresentam dados
relacionados a seis espécies (Desmopsis bibracteata, D. microcarpa, Guatteria
costaricensis, G. diospyroides, G. oliviformis, and Unonopsis costaricensis) da familia
Annonaceae, que foram submetidas a estudos e os rendimentos dos 6leos essenciais
foram de 0,21%, 0,03%, 0,07%, 0,15%, 0,30% e 0,20%, respectivamente.

Estudos com as folhas Xylopia frutescens revelaram 1,00 = 0,09% de rendimento
de 6leo essencial com uma coloracéo incolor (FERRAZ et al., 2013).

Oliveira e colaboradores (2014) relatam a diferenca nos rendimentos para o0s
Oleos essenciais das folhas de B. multiflora de acordo com as esta¢des do ano, 0s quais
no periodo chuvoso foi de 0,3% e durante a época de seca o resultado foi de 0,04%.
Alcantara (2015) também menciona o rendimento dos oOleos essenciais das folhas e
dos galhos finos de B. multiflora, os quais foram de 0,34% e 0,11% respectivamente.

Lima e colaboradores (2016) investigaram fitoquimicamente os 0leos essenciais
de Onychopetalum amazonicum, e apdés a extracdo seus rendimentos foram
calculados: as folhas tiveram 0,18%, os galhos finos 0,34% e as cascas do tronco
0,37%.

Meira e colaboradores (2016) descreveram na literatura a composi¢cao quimica
do 6leo essencial (folhas) das espécies Guatteria friesiana e G. pogonopus, 0S quais
apresentaram rendimentos de 1,17% e 0,22% respectivamente. Ferreira e
colaboradores (2017) relataram para o 6leo essencial das folhas de dois individuos de

G. elliptica R. E. Fries rendimentos de 0,11% e 0,21%, respectivamente. O 06leo
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essencial obtido das folhas da espécie Anaxagorea brevipes extraido por
hidrodestilag&o apresentou um rendimento de 0,52% (ALENCAR et al., 2015).

Para a espécie Onychopetalum periquino estudada por Lima e colaboradores
(2019Db), foi observado para o 6leo essencial das folhas um rendimento de 0,24%.

As folhas da espécie Duguetia gardneriana foram submetidas a extragdo para
obtencé&o do 6leo essencial e seu rendimento foi de 0,13% (RODRIGUES et al., 2015).
O Oleo essencial das folhas de Duguetia furfuraceae foram extraidos através de
hidrodestilagéo e o rendimento apresentado foi de 0,73% (CAROLLO et al., 2005).

Os dados acima mostram que o rendimento das espécies de Bocageopsis
(tabela 3) estdo em um intervalo compativel com relatos descritos na literatura para
espécies da familia Annonaceae.

Tabela 3. Aspectos fisicos-quimicos e rendimento obtidos dos 6leos essenciais das espécies
de Bocageopsis.

L As,p_ecto Rendimentos Densidade
Espécies Amostra Fisico-
- (%) g/mL
Quimico
Bc01-Folhas 0,28 0,430
Bocageopsis  pogs Folhas Amarelo 0,15 0,923
canescens esverdeado ’ ’
Bc01-Galhos
finos 0,20 1,275
Bmu- Folhas 0,25 0,842
Bocageopsis )
multiflora Bmu-Galhos Verde escuro 0.23 1.244
grossos
Bmu—'Gthos 0.22 1112
Finos
Bp-Folhas 0,26 0,770
Bocageopsis Amarelo
pleiosperma Bp-Galhos esverdeado claro
Finos 0,24 0,902
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5.1.2. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) dos
Oleos essenciais das folhas e galhos finos de B. canescens.

A partir das analises por CG-EM dos 06leos essenciais obtidos das folhas de BcO1
e Bc02 e dos galhos finos de Bc01, foi possivel caracterizar 98,80%, 96,5% e 96,0%,
respectivamente, dos constituintes dos 6leos essenciais de B. canescens (Tabela 4).
Observou-se a predominancia de hidrocarbonetos sesquiterpenicos e hidrocarbonetos

sesquiterpenicos oxigenados, e auséncia de monoterpenos, em acordo com relatos da

literatura (FOURNIER et al., 1999).

Tabela 4. Principais constituintes dos 6leos essenciais das folhas e galhos finos B. canescens
determinados por CG-EM.

BcO1-F Bc02-F  BcO01-GF

a b

LA LA Compostos (%) (%) (%)
1335 1333 0-elemeno 8,5 4,0 1,6
1348 1345 a-cubebeno 0,8 1,0 -
1374 1377 a-copaeno 15 2,2 0,3
1387 1387 B-bourboneno 3,1 4,5 2,2
1389 1393 B-elemeno 8,3 2,5 2,0
1417 1421 E-cariofileno 14,8 13,6 3,4
1430 1434 [B-copaeno 0,5 - 0,2
1434 1435 y-elemeno 1,9 - -
1437 1446 a-guaieno 0,2 - -
1439 1441 aromadendreno - 0,6 -
1452 1456 a-cariofileno 4,1 2,9 1,3
1458 1451 allo- 0,5 . 0,1

aromadendreno
1480 1479 germacreno-D 19,5 4,5 0,4
1489 1488 B-selineno - - -
1495 1497 y-amorfeno 0,5 - 0,5
1500 1499 biciclogermacreno 9,7 4.8 3,2
1500 1502 a-muuroleno - 0,4 -
1511 1510 0-amorfeno 0,4 0,1 0,2
1522 1526 0-cadineno 3,8 5,2 1,8
trans-cadinal,4-
1533 1535 dieno 0,1 - -
1548 1553 elemol - - 1.4
1559 1560 germacreno-B 6,0 3,3 1,2
1577 1581 espatulenol 52 24,1 2,7
oxido de

1582 1586 cariofileno 1,9 9,8 4,6
1590 1588 globulol 0,3 - 0,2
1592 1595 viridiflorol - 0,3 2,8
1600 1595 guaiol - - 0,1
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5-epi-7-epi-a-

1607 1600 cudesmol 3,0 4,0 2,0
epoxido de i

1608 1612 humuleno i 1,2 2,5
1,10-di-epi-

1618 1618 cubenol - - -

1630 1627 y-eudesmol - - -

1636 1634 B-acorenol - - 16,0

1633 1627 isoespatulenol 3,7 8,5 2,0

1644 1646 a-muurolol - 1,0 40,0

1645 1645 cubenol - 0,6 -

1649 1654 B-eudesmol - - 0,5

1652 1659 a-cadinol 0,5 0,1 1,8

14-hidroxi-(2)
1666 1666 cariofileno - 0,3 0,7
1668 1662 14-hidroxi-9-epi- i i 01

(E)-cariofileno
2-a-hidroxi-amorfa-
1775 1771 4,7(11)-dieno - - 0,1
<(5E,9E)>farnesil

1913 1910 P - - - 0,1

Total identificado 98,80 96,5% 96,0%

I.A% indice de retencéo encontrado em literatura (Adams, 2007b); I.A®: indice de retencéo calculado; (-)
substancia ndo identificada.

Das folhas Bc0l, foi possivel identificar como constituintes principais
germacreno-D, E-cariofileno, biciclogermacreno e &-elemeno com teores de 19,5%,
14,8%, 9,7% e 8,5% respectivamente, 0 que representa 52,5% dos constituintes do

Oleo essencial (Figura 24).

e

Germacreno D

19.5% (E)-cariofileno 6-elemeno Biciclogermacreno
,0%0

14,8% 8,5% 9,7%
Figura 24. Principais constituintes do 6leo essencial das folhas de BcO1.
Das folhas Bc02, foi possivel identificar como constituintes principais
espatulenol, E-cariofileno, 6xido de cariofileno e isoespatulenol com teores de 24,1%,
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13,6%, 9,8% e 8,5% respectivamente, 0 que representa 56,0% dos constituintes do

Oleo essencial (Figura 25).

Espatulenol (E)-cariofileno Oxido de cariofileno Isoespatuleno
24,1% 13,6% 9,8% 8,5%

Figura 25.Principais constituintes do 6leo essencial das folhas de Bc02.
Em relagdo aos galhos finos de BcO1 os constituintes principais foram a-muurolol
com 40% e o B-acorenol com 16,0%, o que representa 56,0% dos constituintes do 6leo

essencial (Figura 26).

OH

e

OH

a-muurolol B-acorenol
40,0% 16,0%

Figura 26. Principais constituintes do dleo essencial dos galhos finos de BcO1.

Esse é o primeiro relato sobre os constituintes terpénicos da espécie B.
canescens, onde ao comparar 0os componentes dos Oleos essenciais dos dois
individuos estudados, destaca-se a presenca de trés componentes sesquiterpenos
(espatulenol, cariofileno e o6xido de cariofileno) predominantes nas folhas de B.
canescens do individuo Bc02, e minoritarios em Bc01 (Figura 27). Os sesquiterpenos
oxigenados espatulenol e 6xido de cariofileno tém sido considerados como marcadores
taxondmicos em alguns géneros de Annonaceae, como Xylopia, Annona, Duguetia e

Guatteria (MAIA et al., 2005a e 2005b; SIQUEIRA et al., 2011; ARAUJO et al., 2015).
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O (E)-cariofileno foi identificado nas folhas dos dois individuos, tendo se
apresentado em concentracdes ligeiramente diferentes em Bc01 (14,8%) e Bc02
(13,6%), e nos BcO0l-Galhos finos (3,4%). Os outros trés componentes
sesquiterpénicos identificados principalmente nas folhas de Bc0O1, foram: germacreno
D, em maior concentragcdo com 19,5%, seguido do biciclogermacreno (9,7%), ©-
elemeno (8,5%) e B-elemeno (8,3%). Essa diferenca de teores sesquiterpénicos pode
estar relacionada a idade e o periodo frutifero de BcO1, mas para confirmacéo faz-se
necessario estudos mais aprofundados.

Em relacdo aos galhos finos de BcO1 (Figuras 26 e 27), foi possivel identificar
dois sequiterpenos em altas concentracdes, o a-muurolol com 40% e o 3-acorenol com
16%, constituintes ausentes nas folhas. Este fato revela uma grande diferenca dos
constituintes presentes nas folhas e nos galhos finos. O constituinte 3-acorenol ja foi
relatado no Oleo essencial extraido dos frutos da espécie Xylopia sericea St. Hill por
Pontes e colaboradores (2007).

Ao comparar esses resultados com os relatados em literatura fica evidente o
potencial da planta em relacéo a atividade biologica. A composi¢cao quimica do oleo
essencial das folhas de BcO1-F esta de acordo com revisao da literatura realizada por
Fournier e colaboradores (1999) e trabalhos mais recentes, para 6leos essenciais de
Annonaceae (MAIA et al., 2005a e 2005b; SIQUEIRA et al., 2011; SOARES et al.,
2015b; SITI et al., 2016), diferentemente de Bc02-F, onde se destacam os
sesquiterpenos oxigenados. Verificou-se a co-ocorréncia do espatulenol e seus
supostos precursores biogenéticos (CHAVES et al., 2003), germacreno-D e
biclogermacreno nos 2 individuos. Foi observada a diminuicdo da concentracdo dos
dois sesquiterpenos no individuo mais jovem (Bc02-F), em relacdo ao de maior porte

(Bc01-F), em paralelo, a uma correspondente variacdo do espatulenol em ambos.
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Figura 27. Comparativo dos constituintes majoritarios dos 6leos essenciais das folhas e galhos
finos de B. canescens.

E conhecido que os oOleos essenciais tm uma grande diversidade de
constituintes, de ocorréncia generalizada em varias espécies, muitos dos quais séo
caracteristicos de determinados taxons. O espatulenol, considerado um dos
marcadores quimiotaxondmicos de alguns géneros de Annonaceae (MAIA et al., 2005a
e 2005b; SITI et al., 2016) tem presen¢ca marcante em B. multifiora, como um dos
principais compostos encontrados no Oleo essencial das folhas (16,2-13,0%)
(OLIVEIRA et al., 2014), contudo, estando ausente em B. pleiosperma (SOARES et al.,
2015b). Em estudos realizados com as folhas de espécies de Unonopsis e
Onychopetalum, géneros préximos ao Bocageopsis, foi reportado uma concentracdo
do composto espatulenol de 4,80 % a 40,2% (SILVA et al., 2015b), no primeiro, e 10,4%

no segundo (LIMA et al., 2016). No presente trabalho, o espatulenol foi detectado, em
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concentragcdo de 24,1 e 5,2%, ratificando a frequéncia desse sesquiterpendide em
Annonaceae.

Na espécie Guatteria pogonopus o 6leo essencial (folhas) apresentou como
principais constituintes o espatulenol com 24,8%, (E)-cariofileno com 4,8% e 6xido de
cariofileno com 3,97%, e ao ser submetido a testes bioldgicos conseguiu inibir o
crescimento de Plasmodium falciparum com 6,8 pg/mL, contra epimastigota 28,0 pug/mL
e tripomastigota 41,3 pg/mL (MEIRA et al., 2016).

O sequiterpeno (E)-cariofileno foi identificado em concentracdo de 31,48% no
oleo essencial (folhas) da espécie Xylopia frutescens, que apresentou atividade contra
células cancerigenas, sendo também encontrado como maior constituinte nos 6leos
essenciais das folhas em Annona pickelii (27,8%) e A. salzmannii (21,4%)
apresentando atividade antitumoral (FERRAZ et al., 2013; COSTA et al.,, 2013c e
2013d).

O sequisterpeno germacreno-D demostrou propriedades antimicrobianas
(YANG et al., 1999; PETRAKIS et al., 2005). O composto Oxido de cariofileno
apresentou atividade sedativa em concentracédo de 40 mg/L* e o espatulenol 51,2 mg/L-
! promovendo anestesia profunda sem efeitos adversos em Jundias (BENOVIT et al.,
2012). O oxido de cariofileno também revelou atividade inibidora de Protein tyrosine
phosphatase 1B (PTP1B) com concentracdo de 31,32 + 0,38 uM, sendo esta enzima
relacionada a obesidade e diabetes (WANG et al., 2017).

A composicao quimica dos 0Oleos essenciais é afetada por varios fatores, como
sazonalidade, ritmo circadiano, altitude, disponibilidade de agua e nutrientes no solo,
temperatura, estagio de desenvolvimento dos érgéos, fenologia, genética e idade da
planta (GOBBO-NETO & LOPES, 2007; LAMIEN-MEDA et al., 2010; LEE & DING et

al., 2016). Nesse contexto, a variacdo no teor dos Oleos essenciais, superior no de
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maior biomassa, e nas respectivas concentracées dos constituintes majoritarios, pode
ser associada a diferenca de idade dos individuos estudados. O arsenal enziméatico de
defesa e desenvolvimento das plantas as habilita a realizar a rota biossintética
germacreno-biciclogermacreno-espatulenol, como ocorre na fase vegetativa, nos
individuos mais jovens, porém, a fase final dessa rota pareceu menos ativada no
individuo mais maduro, o qual se encontrava no periodo de frutificagdo, observando-se
0 acumulo de sesquiterpenos em detrimento da producdo de sesquiterpenos
oxigenados biossinteticamente a eles relacionados.

A composicao quimica dos 6leos essenciais de folhas de Porcelia macrocarpa
(Annonaceae) (SILVA et al., 2013), verificada em coletas, realizadas durante um ano,
em periodos estéreis e no fim do evento de frutificacao, ilustra a oscilacdo da sua
producdo em varios estagios da vida do vegetal. Observaram-se no ultimo periodo, a
emergéncia de espatulenol e o declinio da producgéo dos precursores germacreno-D e
biciclogermacreno, comparada a concentracdo dos ultimos, no periodo estéril. A
discrepancia com os nossos dados pode ser atribuida a numerosas variaveis
envolvidas no processo, realcadas pelas diferencas nas condicdes experimentais.

Assim, estudos mais aprofundados e integrados, com a espécie B. canescens, sao

necessarios para melhor compreender e explicar os resultados obtidos.
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5.1.3. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) dos

Oleos essenciais das folhas, galhos finos e galhos grossos de B. multiflora.

De acordo com as analises por CG-EM dos 6leos essenciais obtidos das folhas,

galhos finos e galhos grossos de B. multiflora, foi possivel caracterizar 86,22%, 85,46%

e 92,19%, respectivamente, dos constituintes dos 6leos essenciais. O perfil quimico

apresentou predominancia de sequiterpenos hidrogenados para esses O6leos

essenciais, destacando-se,

entretanto, 0 sesquiterpenoide espatulenol

majoritario nas folhas (tabela 5).

como

Tabela 5. Principais constituintes dos 6leos essenciais das folhas, galhos finos e galhos
grossos de B. multiflora determinados por CG-EM.

Bmu- Bmu- Bmu-
I.A2 I.LAP Compostos F GF GG
(%) (%) (%)
1335 1333 0-elemeno 0,34 - -
1387 1379 B-bourboneno 2,23 - -
1389 1387 B-elemeno - 1,00 2,07
1390 1387 7-epi-sesquithujeno 1,29 - -
1409 1404 a-gurjuneno - 3,00 15,42
1417 1414 (E)-cariofileno 2,69 1,47 0,43
1432 1431 a-trans-bergamoteno 31,23 21,92 25,32
1449 1440 a-himachaleno 0,38 - -
1458 1455 allo-aromadendreno - - 1,23
1479 1471 ar-curcumeno 0,62 - -
1490 1490 B-selineno 1,00 28,16 19,57
1495 1490 y-amorfeno - - 8,15
1505 1504 B-bisaboleno 1,00 1,63 1,17
1511 1519 o-amorfeno - - 0,67
1513 1509 y-cadineno - 0,62 1,43
1528 1523 (E)-iso-y-bisaboleno - - 1,57
1532 1540 y-cupreneno - 1,02 -
1544 1543 a-calacoreno - 1,00 1,02
1546 1541 hedicariol 1,21 1,00 -
1548 1546 elemol - 2,88 -
1561 1559 (E)-nerolidol 1,09 1,00 -
1577 1571 espatulenol 35,14 4,33 -
1582 1576 Oxido de cariofileno 2,00 3,00 1,94
1599 1595 widdrol 1,00 2,00 2,44
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1638 1635 epi-a-cadinol 3,00 4,22 6,60

1639 1647 allo-epoxido de 200 361 ]
aromadendreno

1733 1742  isobiclclogermacrenal - 3,60 3,16

Total identificado 86,22% 85,46% 92,19%

I.A% indice de retencdo encontrado em literatura (Adams, 2007b); I.AP: indice de retenc&o calculado; (-)
substancia nao identificada.

Para o Oleo essencial das folhas de B. multiflora os constituintes que se
destacaram foram o a-trans-bergamoteno e o espatulenol (Figuras 28 e 31) com teores
de 31,23% e 35,14%, respectivamente, 0 que representa 66,37% dos constituintes do
Oleo essencial. Em estudos realizados por Oliveira e colaboradores (2014) foram
apresentados resultados, onde o Oleo essencial das folhas coletadas na Reserva
Florestal Adolpho Ducke (Manaus — AM), durante a estacdo seca (setembro de 2010),

apresentou o espatulenol (16,2%) como composto majoritario.

HO

X

Espatulenol a-trans-bergamoteno
35,14% 31,23%

Figura 28. Principais constituintes do 6leo essencial das folhas de B. multiflora.

O dleo essencial dos galhos finos evidenciou a predominancia dos constituintes
a-trans-bergamoteno e B-selineno (Figuras 29 e 31) com teores de 21,92% e 28,16%,
respectivamente, representando 50,08% dos constituintes do 6leo essencial. Tais
resultados séo diferentes dos trabalhos realizados anteriormente por Alcantara (2015),
onde o Oleo essencial extraido de galhos finos coletados no campus do Instituto de
Pesquisas da Amazobnia, durante a estacdo chuvosa mostrou diferenca na composicao
dos seus O6leos, onde os compostos acetato de exo-2-norborneol (10,3%) e ar-
curcumeno (10,2%) foram identificados como majoritarios.
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\\\\\\\J\

X

a-trans-bergamoteno B—selineno
21,92% 28,16%

Figura 29. Principais constituintes do 6leo essencial dos galhos finos de B. multiflora.
Esse é o primeiro relato sobre os constituintes terpénicos presentes no 6leo
essencial dos galhos grossos de B. multiflora. Foi possivel caracterizar como
constituintes principais os compostos a-gurjuneno, a-trans-bergamoteno e (3-selineno
(Figuras 30 e 31) com teores de 15,42%, 25,32% e 19,57% respectivamente,

totalizando 60,31% dos constituintes do 6leo essencial.

‘\\\\\\\\

a-trans-bergamoteno pB-selineno a-gurjuneno
25,32% 19,57% 15,42%

Figura 30. Principais constituintes do 6leo essencial dos galhos grossos de B. multiflora.
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Figura 31. Comparativo dos constituintes majoritarios dos 6leos essenciais das folhas, galhos
finos e galhos grossos de B. multiflora.
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Muitos desses compostos identificados em 6leos essenciais de espécies da
familia Annonaceae ja foram relatados (FOURNIER et al., 1999), incluindo espécies de
Onychopetalum amazonicum, O. periquino, Unonopsis guatterioides e U. stipitata que
sdo consideradas espécies proximas a estudada (LIMA et al., 2016; SILVA et al., 2015a;
LIMA et al., 2019). A alta concentragdo dos compostos a-trans-bergamoteno, espatulol,
B-selineno e a-gurjuneno é de grande importancia, pois o0 6leo essencial rico nesses
compostos possui atividades ja descritas na literatura como: antioxidante,
antimicrobiano, antitumoral, larvicida e farmacolégico (TAN et al., 2007; CHANDRA et

al., 2017; ARAUJO et al., 2015; BOMFIM et al., 2016; MAGALHAES et al., 2010).
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5.1.4. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) dos
6leos essenciais das folhas e galhos finos de B. pleiosperma.

Através das analises por CG-EM dos dleos essenciais obtidos das folhas e
galhos finos de B. pleiosperma, foi possivel caracterizar 95,70% e 86,16%,
respectivamente, dos constituintes dos 6leos essenciais. O sesquiterpeno 3-bisaboleno
foi o constituinte majoritario, com concentracdes de 89,64% nas folhas e 33,75% nos
galhos finos. O Oleo essencial extraido dos galhos finos apresentou os
sesquiterpenoides (2Z,6Z)-farnesol (11,89%) e criptomeriona (25,76%) em
concentracgdes significativas (Figuras 32 e 33), estando, o primeiro ausente nas folhas
e 0 segundo em menor concentracio nesta parte da planta (Tabela 6). E interessante
observar o decréscimo na concentracdo do bisaboleno nos galhos finos, paralelo ao
aparecimento do (2Z,6Z)-farnesol e aumento da concentracdo da criptomeriona,
sesquiterpenoides estruralmente a ele relacionados (DEWICK, 2009).

Tabela 6. Principais constituintes dos Oleos essenciais das folhas e galhos finos de B.
pleiosperma determinados por CG-EM.

l.A2 [.LAP Compostos B((I?/;)F B?%();F
1373 1371 a-ylangeno 0,27 -
1432 1432 a-trans-bergamoteno 2,50 -
1440 1439 (2)-B-farneseno 0,58 -
1453 1448 geranil acetona 0,13 -
1454 1454 (E)-B-farneseno 1,26 -
1505 1505 B-bisaboleno 89,64 33,75
1608 1607 B-atlantol - 3,97
1639 1630 epoxido de allo- i 0.93
aromadendrene
1649 1648 B-eudesmol - 0,74
1651 1652 pogostol - 4,25
1666 1675 121;:3]["'2‘:102 . 2,76
1698 1691 (2Z, 62) - farnesol - 11,89
1724 1722 criptomeriona 1,32 25,76
1742 1740 (2E- 6E)-farnesol - 2,11
Total identificado 95,70% 86,16%

I.A% indice de retenc&o encontrado em literatura (Adams, 2007b); I.AP: indice de retencéo calculado; (-)
substancia nao identificada.
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B-bisaboleno
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OH
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OH

Figura 32. Principais constituintes do Oleo essencial das folhas e galhos finos de B.
pleiosperma.
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Figura 33. Comparativo dos constituintes majoritarios dos 6leos essenciais das folhas e galhos
finos de B. pleiosperma.

Os dados descritos estao coerentes com o0s ja relatados em espécies da familia

Annonaceae, onde em investigacdes fitoquimicas ja foi observado um teor consideravel

e atividades biologicas de 6leos essenciais que possuem o sesquiterpeno B-bisaboleno

em sua composicao. Soares e colaboradores (2015b) apresentaram o B-bisaboleno
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como constituinte majoritario para o Oleo essencial de B. pleiosperma, com
concentragdes de 55,77% para as folhas, 34,37% para os galhos e 38,53% para as
cascas do tronco.

Rodrigues e colaboradores (2015) identificaram o composto B-bisaboleno em
uma concentracdo equivalente a 80,99% no Oleo essencial extraido das folhas de
Duguetia gardneriana.

Outras espécies da familia Annonaceae apresentaram menores teores em
relacdo aos sesquiterpenos em questdo, como: a espécie Guatteria blepharophylla
onde foram identificados 0,6% e 0,4% de B-bisaboleno no 6leo essencial das folhas e
galhos, respectivamente (ALCANTARA, 2015). Alencar e colaboradores (2015) fizeram
o estudo fitoquimico do Oleo essencial das folhas da espécie Anaxagorea brevipes e
dentre os compostos caracterizados esta o 3-bisaboleno com 4,10% e para a espécie
Uvariastrum pierreanum foi identificado 28,20% de (3-bisaboleno nas cascas e 4,30%

nas folhas (BOYOM et al., 2011).
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5.2. Ensaios biol6gicos dos 6leos essenciais das espécies de Bocageopsis.

5.2.1. Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais pelo método de
difusdo em agar.

Na avaliagdo antimicrobiana pelo método de difusdo em agar foram observados
pequenos halos de inibigdo (Tabela 7 e Quadro 6).

Tabela 7. Resultados do método de difusdo em agar dos OEs.

Leitura 24 hs Leitura 48 hs

Microorganismos Amostras Poco (cm) (cm)
Bmu-GF 1 1,4 1,4

Staphylococcus Bmu-GG 2 2,0 2,0
aureus BcO1-F 5 1,3 1,3
Bc02-F 6 1,3 1,3

Controle 10 3,0 3,0

Bmu-F 9 1,3 1,3

Bmu-GF 6 1,3 1,3

Bmu-GG 7 1,3 1,3

Serratia marcens SIS L0 L L
Bc02-F 1 1,3 1,3

Bc02-GF 4 1,3 1,3

Bp-F 8 1,3 1,3

Controle 5 3,0 3,0

Bmu-F 4 1,3 1,3

Bmu-GF 1 1,3 1,3

. . Bmu-GG 2 1,3 1,3
Candida albicans BCOL-F 5 15 15
Bc02-F 6 1,5 1,5

Controle 10 3,0 3,0

Bc02-F 6 2,0 2,0

Mycobacterium SISl 2 L LS
smegmatis Bmu-GG 7 15 15
Bp-F 8 0,5 0,5

Controle 10 3,0 3,0

Os resultados dos testes antimicrobianos pelo método de difusdo em &agar
(Tabela 7 e Quadro 6) apresentaram uma atividade inferior quando comparado com 0s
antibioticos usados como controle (amoxilina - 3,0 cm, estreptomicina - 3,0 cm e
ciclohexamida — 3,0 cm, respectivamente). O 6leo essencial referente aos galhos
grossos da espécie B. multiflora (Bmu-GG) foi o que apresentou o maior halo de inibicéo

(2,0 cm) para Staphylococcus aureus. Todos os 6leos essenciais testados para Serratia
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marcens apresentaram um halo de inibicdo de 1,3 cm. Para o fungo Candida albicans
0s Oleos essenciais que apresentaram maior halo de inibicdo (1,5 cm) foram os
referentes aos 6leos essenciais das folhas da espécie B. canescens (BcOl1l-F e Bc02-
F). E o 6leo essencial de Bc02-F apresentou o maior halo de inibigdo (2,0 cm) e o Bp-

F o menor halo de inibicdo (0,5 cm) para Mycobacterium smegmatis.

Quadro 6. Resultados dos testes antimicrobianos pelo método de difusdo em agar dos OE.

Microorganismos Placas de Petri Microorganismos Placas de Petri

Staphylococcus Serratia marcens

aureus

Micobacterium

smegmatis

Candida albicans
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5.2.2. Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais pelo método
de diluicdo seriada.

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais das espécies de Bocageopsis
gue deram atividade contra S. aureus (Bmu-GF, Bmu-GG, Bc02-F), Serratia marcens
(Bmu-GF, Bmu-GG, Bc02-F), C. albicans (Bmu-GF, Bmu-GG e BcOl-F) e
Mycobacterium smegmatis (Bc01-F, Bmu-GF, Bmu-GG e Bp-F) foram avaliadas para
determinacao da concentracgdo inibitéria minima — CIM, obtida através da realizagcédo do
método de diluicdo seriada em microplaca tipo Elisa (Tabela 8). Esse método é bastante
utilizado em pesquisas de novos antimicrobianos, devido apresentar boa sensibilidade,
ser um teste de baixo custo, possuir maior reprodutibilidade, além de apresentar com
isso maior confiabilidade dos resultados (OSTROSKY et al, 2008).

A mudanca de coloracdo quando acrescentado o revelador resazurina (7-
hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido), um corante que indica 0 crescimento
microbiano, sendo um indicador de oxidorreducéo, onde a cor azul indica auséncia de
crescimento microbiano (Figuras 34 e 35), enquanto as coloracdes rosa e amarelo
indicam a presengca de ceélulas vidveis em crescimento, dessa maneira, na
concentracédo indicada o 6leo nao foi eficaz ao ponto de matar as bactérias e o fungo

(O’'BRIEN et al., 2000; BONAN et al., 2010; ARAUJO & LONGO, 2016).

NADH /H* NAD*/H,O

oo 00N

Resazurina (cor purpura) Resarufima (cor roésea)

Figura 34. Reacéo de oxirreducdo da resazurina em organismos Vivos.
Fonte: O'BRIEN et al., 2000.

(+)Z—O

A figura 35 apresenta, por meio da coloragao, o efeito antimicrobiano diante
das cepas distintas. Na tabela 8 estdo os resultados da leitura da microdiluicdo seriada,
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evidenciando assim, o efeito bactericida e fungicida que cada o6leo essencial

desempenha.

Tabela 8. Atividade antimicrobiana dos OEs das espécies de Bocageopsis pelo método de
diluicdo seriada.

Atividades antimicrobianas dos 6leos essenciais (CIM,

Cepas Hg/mL)
BcO1-F Bc02-F Bmu-GG Bmu-GF  Bp-F  Controle
Staphylococcus i 500 500 500 - 15,62
aureus
canelet 250 . 250 250 . 31,25
albicans
Serratia i 500 500 500 - 250
marcens
Mycobacterllum 625 . 62,5 31,25 62,5 15,62
smegmatis

(B)

’ - i - [~ ) o o~ < 'v' “ RV

= - -
P ’
y .

-

Figura 35. Resultado da atividade antimicrobiana dos OE das espécies de Bocageopsis pelo

método de diluico seriada em placa de Elisa.
(A) Candida albicans; (B) Staphylococcus aureus; (C) Serratia marcens; (D) Mycobacterium

smegmatis.
Fonte: lvanete Ferreira de Souza.
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Os resultados para as CIM mostram que as amostras dos 0leos essenciais de
B. canescens (BcO1-F) e B. multiflora (Bmu-GG e Bmu-GF) inibiram o crescimento do
fungo C. albicans até a terceira diluicdo (250 ug/mL). E para a bactéria gram-positiva
Mycobacterium smegmatis os 6leos essenciais que apresentaram inibicdo para o
crescimento até a quinta diluicdo (62,5 pg/mL) foram Bc01-F, Bmu-GG e Bp-F (B.
pleiosperma), além de uma inibicdo até a sexta diluicdo (31,25 ug/mL) para o 6leo
essencial de Bmu-GF.

Os Oleos essenciais possuem compostos lipofilicos, tornando as bactérias
gram-positivas mais susceptiveis a acdo antimicrobiana do que as bactérias gram-
negativas, devido a dificuldade dos 6leos essenciais em difundir a membrana externa,
por conta da existéncia da barreira hidrofilica que impede a passagem de
macromoléculas e combinacdes hidrofobicas. Embora ndo sejam totalmente
impermeaveis, tornam as bactérias gram-negativas relativamente resistentes a
combinacgdes de antibidticos hidrofébicos e drogas toxicas (MARQUES et al., 2012).

Os Oleos essenciais das espécies de Bocageopsis exibiram um efeito
antibacteriano relevante e fungicida moderado (BARDAJI et al., 2016) (Tabela 8),
respectivamente, contra a bactéria Gram-positiva M. smegmatis (CIM = 125 pg/mL) e a
levedura C. albicans ATCC 10231 (CIM = 250 pg/mL). A M. smegmatis tem sido usada
com sucesso para screens de atividade antimicobactéria de extratos de plantas, devido
a caracteristicas de rapido crescimento e facil manuseio sendo considerada um
provavel previsor de atividade contra a patogénica M. tuberculosis, ressalvando-se que
mais pesquisas sao necessarias para sua validacdo como modelo para tais screens
(BOLIGON et al, 2012). A atividade antimicrobiana observada para OEs das folhas de
B. canescens, restrita a BCO1-F, pode ser associada a mais alta concentracao de

espatulenol (24,1%) neste espécime, estando de acordo com pesquisas envolvendo
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OE que possuem este composto majoritario como agente antimicrobiano (MONTANARI
et al., 2011; SITI et al., 2016; MONGGOOT & PRIPDEEVECH, 2017), destacando-se
gue em ensaios antimicobactéria, o espatulenol revelou, moderada acdo contra M.
tuberculosis (NASCIMENTO et al, 2018). A presenca deste alcool sesquiterpenico e de
oxido de cariofileno, ambos de reconhecida acdo anti-fUngica, em proporcéo
significativa em BCO02-F, e relativamente menor no outro individuo, pode justificar a
moderada acdo contra C. albicans. Adicionalmente, a presenca de outros compostos
terpenicos minoritarios, podem ter contribuido sinergisticamente para a atividade
antimicrobiana apresentada (NAIGRE et al., 1996; NASCIMENTO et al., 2018).

A significativa atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais extraidos de B.
multiflora (Bmu-GG e Bmu-GF) podem ser atribuidas ao alto teor de sesquiterpenos
(85,46% e 94,26%, respectivamente). A presenca do composto a-trans-bergamoteno e
do B-selineno em grande quantidade influenciam, uma vez que estudos relatam que
Oleos essenciais ricos nesses compostos possuem atividade biologica (SINGH et al.,
2006; TAN et al., 2007; MAGALHAES et al. al., 2010; YAVARI et al., 2011; WEI et al.,
2016).

Para a espécie B. pleiosperma a alta atividade antimicrobiana € atribuida ao
sesquiterpeno B-bisaboleno encontrado em concentracdo elevada no 6leo essencial
das folhas (89,64%), devido relatos ja descritos em literatura que comprovam atividades
bioldgicas para Oleos essenciais que possuem esse composto em alta concentracéo
(COSTA et al., 2008; RODRIGUES et al., 2015; ALENCAR et al., 2015; SILVA et al.,
2017a; SNENE et al., 2017; SILVA et al., 2018b). Trabalhos de Soares e colaboradores
(2015b) apresentaram atividade antimicrobiana consideravel contra S. epidermidis
ATCC 1228 (CIM = 250 pg/mL) para o 6leo essencial extraido das cascas do tronco de

B. pleiosperma.
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Estudos fitoquimicos com espécies de familias distintas de plantas evidenciam
a presenca e atividades bioldgicas para 6leos essenciais que possuem o 3-bisaboleno
na sua composicao (SNENE et al., 2017; SILVA et al., 2017a). Yeo e colaboradores
(2015) isolaram os isbmeros do sesquiterpeno bisaboleno (a, B e y) do dleo essencial
de Opoponax (Commiphora guidottii), esses compostos representam mais de um tergo
do éleo essencial e o constituinte B-bisaboleno exibiu atividade citotdxica consideravel

para células cancerigenas.
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5.3. Estudo dos Extratos Aquosos obtidos das Espécies de B. canescens, B.
multiflora e B. pleiosperma.
5.3.1. Obtencao dos extratos aquosos

Apos a extracao por infusdo seguida de liofilizagdo do material vegetal (folhas,
galhos finos, galhos grossos e cascas do tronco) foi possivel obter uma biomassa em
po. Sendo observado que os extratos aquosos das folhas das espécies de Bocageopsis
tiveram os rendimentos mais elevados, variando de 124,2 mg a 146,68 mg e o extrato
aguoso obtido dos galhos grossos de B. multiflora obteve o menor rendimento com 32,2

mg (Tabela 9).

Tabela 9. Massa dos extratos aquosos das espécies de Bocageopsis.

Espécies Partes da cédiao Massa obtida
P Planta g (mQ)
Bocageopsis Folhas CH-BcF 146,68
canescens — Bc01  Galhos Finos CH-BcGF 84,2
Folhas CH-BmuF 124,2
Bocageopsis Galhos Finos CH-BmuGF 64,1
multiflora Galhos
CH-BmuGG 32,2
Grossos
Tronco CH-BmuT 98,7
Bocageopsis Folhas CH-BpF 138,9
pleiosperma Galhos Finos CH-BpGF 70,9
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5.3.2. Andlise do Perfil Quimico dos Extratos Aquosos Obtidos por

Espectrometria de Massas das espécies de Bocageopsis.

5.3.2.1. Perfil Quimico Obtido por Espectrometria de Massas da Espécie B.
canescens.

Analisando os espectros de ions totais das fracdes aquosas das folhas e galhos
finos de B. canescens (Figura 36), foi observado um padrao de ions diferentes da fracao
alcaloidica para esta espécie. Foram destacados devido sua intensidade os ions de m/z
391, 433 e 579 Da ([M+H]*) para as folhas e os ions de m/z 289, 433, 579 e 725 Da
([M+H]*) para os galhos finos. Essas fracdes foram submetidas a analises por CLAE-
EM analitico para verificar o perfil de pureza da fracdo aquosa.
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Figura 36. Espectros de ions totais dos extratos aquosos das folhas e galhos finos de B.
canescens.
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5.3.2.2. Perfil Quimico Obtido por Espectrometria de Massas da Espécie B.
multiflora.

Nos espectros de ions totais das fragcdes aquosas das folhas, galhos finos,
galhos grossos e cascas do tronco de B. multiflora (Figura 37), foi observado um padréao
de ions diferentes aos da fracao alcaloidica para esta espécie, também foi destacado
devido sua intensidade os ions de m/z 113, 191 e 351 Da ([M+H]*) para as folhas, os
fons de m/z 113, 129, 179, 191, 209 e 239 Da ([M+H]*) para os galhos finos, os ions de
m/z 127, 153, 187, 223 e 255 Da para os galhos grossos e os ions de m/z 179, 191,
221, 239, 275 e 285 Da ([M+H]*) para s cascas do tronco. Essas fracbes foram

submetidas a analises por CLAE-EM analitico para verificar o perfil de pureza da fragéo
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Figura 37. Espectros de ions totais dos extratos aquosos das folhas, galhos finos, galhos
grossos e cascas do tronco de B. multiflora.
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5.3.2.3. Perfil Quimico Obtido por Espectrometria de Massas da Espécie B.
pleiosperma.

Para os espectros de ions totais das fracdes aquosas das folhas e galhos finos
de B. pleiosperma (Figura 38), do mesmo modo foi observado um padrdo de ions
diferentes aos da fracéo alcaloidica para esta espécie. Foram destacados devido sua
intensidade os ions de m/z 111, 146, 187, 223, 255, 279, 329, 355, 391 e 427 Da
([IM+H]*) para as folhas e os ions de m/z 111, 146, 193, 223, 255, 279, 329, 391 e 427
Da ([M+H]*) para os galhos finos. Essas fragcbes foram submetidas a andlises por

CLAE-EM analitico para verificar o perfil de pureza da fracdo aquosa.
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Figura 38. Espectros de ions totais dos extratos aquosos das folhas e galhos finos de B.
pleiosperma.
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5.3.3. Analises por CLAE-EM dos Extratos Aquosos das espécies de
Bocageopsis.

Os cromatogramas de ions totais obtidos pela CLAE-EM/EM (TIC) dos extratos
aguosos referentes a extracdo das folhas e galhos finos da espécie B. canescens
(Bc01) (Figura 39 e Tabela 10), sdo compativeis com os resultados obtidos através das
analises do perfil quimico por ESI-IT-EM (Figuras 36).

Ao analisar os cromatogramas e 0s espectros de massas dos extratos aquosos
das folhas foi possivel destacar como o componente mais abundante o ion de m/z 579
com tempos de retencdo (Tr) de 10,34 minutos, seguido do pico de m/z 725 com Tr
10,67 minutos, ambos apresentaram perdas sucessivas de 146 Da caracteristicas de
uma ramnose, gerando o0 ion com m/z 287, o que caracteriza duas substancias
glicosiladas, a primeira com duas unidades de acucar e a segunda com trés unidades

(Ll et al., 2015).
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Figura 39. Cromatogramas obtido por CLAE-EM/EM (TIC) dos extratos aquosos de B.
canescens.

Gradiente de eluicdo: 20-80% de Metanol/solucdo aquosa acida (1% acido formico) em 14
minutos (1 mL/min.). DAD: 200-400 nm. Coluna: C-18 (5 H, 150 x 4,60 mm).
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Tabela 10. Perfil de fragmentacéo dos ions identificados nos extratos aquosos da espécie B.
canescens por CLAE-EM/EM.

Tempo de Comorimento de m/z MS [ MS?
retencao onda m%ximo (A max) (intensidade (intensidade
(TR) relativa) relativa) ]
Folhas 9,94 264 e 340 209 (100) 191 (100)
287 (25) e 433
10,34 264 e 334 579 (100) (100)
10,67 264 e 334 725 (100) 257 (29, A8

(100) e 579 (25)

O ion com m/z 209 presente na amostra com Tr 9,94 minutos ao ser submetido
a fragmentacdo teve uma perda de 18 Da gerando o ion com m/z 191 o que
supostamente pode caracterizar um acido organico caracteristico com o perfil do acido

mducico (Figura 40) (NUENGCHAMNONG et al., 2011).

OH

anlll o
T
@)

HO

0 OH OH
Figura 40. Estrutura do acido mucico.

Os ions presentes nos picos Tr 5,28 e 6,63 minutos, também observados no
extrato aquoso das folhas estavam com baixa intensidade ndo podendo diferencia-los
dos ruidos do equipamento. Em relacéo galhos finos, néo foi obtido uma boa separacéo
em seus constituintes o que impossibilitou a atribuicdo dos ions devido aos picos ndo
estarem definidos.

Os cromatogramas de ions totais obtidos pela CLAE-EM/EM (TIC) dos extratos
aguosos referente a extracdo das folhas, galhos finos, galhos grossos e cascas do
tronco da espécie B. multifiora (Figura 41 e Tabela 11), estdo de acordo com 0s
resultados obtidos através das analises do perfil quimico por ESI-IT-EM (Figuras 37).
Nos extratos das folhas, galhos finos e casas do tronco com Tr 5,66, 5,60 e 5,57

minutos, respectivamente, foi possivel identificar o ion com m/z 353 com perda de 162
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Da gerando o ion com m/z 191 o que se assemelha ao composto acido clorogénico

(Figura 42) (MARIA & MOREIRA, 2004).

Nas cascas do tronco também foi possivel observar o mesmo ion com m/z 353

com Tr 5,19 minutos o que pode se tratar de um isdmero do acido clorogénico. Para o

extrato aquoso obtido dos galhos grossos ndo foi possivel identificar substancias,

devido o cromatograma ter apresentado indicios de uma extragéo nao eficiente.

m/z 353
RT: 0,00-19,71 SM: 7B
566 Bmu-Folhas
60000 (\
50000 [\
1,76 | 6,94
40000 I Gv""‘/\ i\ 743 786 goq 933
30000 407 440 536 ! ) /i 1025
20000 169 (188 aer ' © 1067 1178 550 1312 1496 1535 1594 1663 1766 1874
. (278 315 %= - T
10000 .
114 158 ]
° 176
30000 5,60 m/z 353 H
25000 Bmu-Galhos Finos
20000
15000 169 | 187 f .
583 6,87
10000 a01 460 53 1 T T8 748 838 930 058 1000 1078
5000 | 247 318 388 ! T 1187 1219 1308 1388 1512 1560 1635 1718 1743 1871
ol 052 187 |, = g :
176
25000 Bmu-Galhos Grossos
20000
1,04 1,68
15000 ﬂ 1.87
10000 l I
9,37 963 1048 15,65
5000 028 \ 211 295312 419 464 59589 706 75 828 N 451089 1154 1796 1337 1495 70 1620 17,02 1816 187
01> ‘ [ | >
80000
Bmu- cascas do
60000 m/z 353 m/z 353
128 557 Tronco
40000 /f 519 ‘(\
o100 | 177 i i . 06
110 J L1584 O82.702 750 515  ie1 995 40ss
P B 363 400 459 ! ' ST 15,59
o T T T T T T T T T T T T e T “ :
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1
Time (min)

Figura 41. Cromatogramas obtido por CLAE-EM/EM (TIC) dos extratos aquosos de B.

multiflora.

Gradiente de eluicdo: 20-80% de Metanol/solu¢do aquosa acida (1% acido formico) em 14
minutos (1 mL/min.). DAD: 200-400 nm. Coluna: C-18 (5 y, 150 x 4,60 mm).

Tabela 11. Perfil de fragmentag&o dos ions identificados nos extratos aquosos da espécie B.

multiflora por CLAE-EM/EM.

Tempo Comprimento 2
de de onda m/z (intensidade , MS [ MS
~ o . (intensidade
retencéao maximo (A relativa) :
relativa) |
(TRr) max)
Folhas 5,66 246 e 324 353 (100) 191 (100)
(?:glhos 5,60 246 e 324 353 (100) 191 (100)
inos
Cajcas 5,19 246 e 324 353 (100) 191 (100)
0

Tronco 5,57 246 e 324 353 (100) 191 (100)
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OH

OH

OH
Figura 42. Estrutura do &cido clorogénico.

Os cromatogramas de ions totais obtidos pela CLAE-EM/EM (TIC) dos extratos
aguosos referente a extracdo das folhas e galhos finos da espécie B. pleiosperma (Bp)
(Figura 43 e Tabela 12), estdo de acordo com os resultados obtidos através das
andlises do perfil quimico por ESI-IT-EM (Figura 38).

Nos extratos aquosos referente as folhas e galhos finos de B. pleiosperma foram
observados picos com Tr de 5,60 e 5,53 minutos, respectivamente. Foi possivel
identificar o ion com m/z 353 com perda de 162 Da gerando o ion m/z 191 ja reportado
anteriormente nas folhas galhos finos e cascas do tronco de B. multiflora e
tentativamente identificado como o &cido clorogénico.

Os ions com Tr 8,68, 8,88 e 9,32 minutos observados no extrato aquoso das
folhas, apresentaram perdas semelhantes todas gerando como menor fragmento o ion

m/z 311, o que pode caracterizar moléculas com 0 mesmo esqueleto principal.
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Figura 43. Cromatogramas obtido por CLAE-EM/EM (TIC) dos extratos aquosos de B.

pleiosperma.

Gradiente de eluicdo: 20-80% de Metanol/solugdo aquosa acida (1% acido formico) em 14
minutos (1 mL/min.). DAD: 200-400 nm. Coluna: C-18 (5 y, 150 x 4,60 mm).

Tabela 12. Perfil de fragmentacéo dos ions identificados nos extratos aquosos da espécie B.
pleiosperma por CLAE-EM/EM.

Tempo Comprimento 2
de de onda m/z (intensidade . MS [ MS
~ . . (intensidade
retencao maximo (A relativa) relativa) |
(Tr) max)
Folhas 5,60 246 e 324 353 (100) 191 (100)
8,68 268 e 332 593 (100) O (1(%%))‘3 S
8,88 268 e 332 473 (100) 311 (100)
9,32 268 e 332 431 (100) 311 (100)
Galhos
Finos 5,53 246 e 324 353 (100) 191 (100)
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5.3.4. Analises por CLAE semi-preparativo do Extrato Aquoso da espécie B.
canescens.

O extrato aquoso das folhas de B. canescens foi submetida as analises em
CLAE-UV semi-preparativa (Figura 44), devido ter apresentado melhor resultado em
relacdo a separacdo, intensidade e pureza dos ions. No cromatograma obtido foi
possivel observar a presenca dos ions de m/z 209, 579 e 725 Da ([M+H]*), nos Tr
14,435, 15,010 e 15,255 minutos, respectivamente. O método em escala semi-
preparativa proporcionou uma separagdo entre as substancias, resultando em 3
fracdes, com rendimentos de 3,0 mg, 25 mg e 15 mg, respectivamente. Apés o célculo
dos rendimentos as fracdes foram submetidas a analises de MS", na qual obtiveram o
mesmo perfil apresentado anteriormente nas analises de CLAE-EM (Tabela 10) e

posteriormente, as que tiveram melhor perfil e rendimento foram submetidas a anélises

de RMN 1D/2D para determinagao estrutural.
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Figura 44. Cromatograma de CLAE-UV do extrato aquosa obtido das folhas de B. canescens
em escala semi-preparativa.
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5.4. Estudo do Perfil Alcaloidico por LS-MS das Espécies B. canescens e B.
multiflora.

Para a espécie B. canescens foi selecionado para o estudo o individuo de maior
porte, codificado como Bc01. O espectro de massas em modo positivo de LS-MS das
suas folhas (Figura 45), apresentou os ions de m/z 266, 328, 282, 312 e 342 Da
([M+H]*) com abundancia relativa de 100%, 50%, 30%, 35% e 20% respectivamente,
caracteristicos de alcaloides protonados. O espectro de MS" apresentou para o ion de
m/z 266 perdas de 17 Da (m/z 266 - 249), seguidas por perdas de 30 Da (m/z 249 >
219) e 28 Da (m/z 219 - 191) (Figura 46), tipicas de substancias aporfinicas contendo
uma ponte metilenodioxi no anel A, e auséncia de N-metila, em acordo com o perfil de
fragmentacdo, onde sugere-se que seja o alcaloide aporfinico anonaina (Figura 46)

(STEVIGNY et al., 2004; SOARES et al., 2015a).

Bc_LS#938 RT: 15,57 AV:1 NL: 6,60E3
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]

100+
95%
90
85
soé
75
707
657
60
557 349
507

3 328
459

207 317 | 335

)
< 342 :)
| 365 399

385

)

359
309
1 249
259
] 401
[ 413

[ 447 469
379 || 388 488
1 H’ L ‘
aaay

104 Ll ‘\\“M “ ‘ ‘H‘ H“‘u “\“ \“‘\ “" |‘ ‘

B R B o R T
100 150 200 250 300 350 400 450
m/z

Figura 45. Espectro de massas em modo positivo de LS-MS das folhas (Bc02) de B.
canescens.
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Para o espectro de MS? do fon de m/z 328 foi observado uma perda inicial com

tetrahidroprotoberberinico (Figura 47) (SCHMIDT et al., 2005; SOARES et al., 2015a;

LIMA et al., 2020). A formacdo do ion de m/z 178 é o fragmento chave para esse tipo
de esqueleto, e esta de acordo com o produto formado na reacao via retro-Diels-Alder
no anel C, onde sédo observados ions diagndsticos (a, b, ¢ e d) (Figura 48) (CHEN &
MACLEAN, 1968). De acordo com esse perfil 0 alcaloide tetrahidroprotoberberinicos
apresenta grupo metoxila e hidroxila no anel A. Tal perfil de fragmentacao € similar ao

relatado por Lima e colaboradores (2019a) para o alcaloide estefolidina (Figura 47),

isolado da espécie Onychopetalum amazonicum.
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Figura 47. Espectro de massas em MS? do ion de m/z 328 ([M+H]"), obtido das folhas de B.

canescens.
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
R0
ORI SRROTE
@
@ = — NG ~
F N S
R0 ~ mo/// /// ore

R,O

Figura 48. Proposta de fragmentacéo para os alcaloides tetrahidroprotoberberinicos.

Fonte:

Adaptado de CHEN & MACLEAN, 1968.
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No espectro de MS? do ion de m/z 312 foi observado uma perda inicial de 15 Da
(m/z 312 > 297), ndo reportado anteriormente para alcaloides aporfinicos, perdas de
elevada massa (124 e 109 Da, m/z 312 - 188 e m/z 297 ->188), além de uma perda

de 32 Da (m/z 188 - 156) (Figura 49).
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Figura 49. Espectro de massas em MS? do ion de m/z 312 ([M+H]"), obtido das folhas de B.
canescens.

Para o espectro de MS? do ion quasi-molecular de m/z 282 foi observado uma
perda inicial de 18 Da (m/z 282 - 264) e uma perda de 42 Da (m/z 282 - 240) (Figura
50). A presenca desses fragmentos nos evidencia a possivel presenca de dois isbmeros
com m/z 282, onde a perda de 18 Da € caracterizada como uma perda incomum para
esqueletos do tipo aporfinicos, evidenciando presenca de hidroxila na molécula, essa
perda ja foi relatada para o alcaloide norushinsunina (Figura 50). Para a segunda perda
de 42 Da pode-se sugerir a presenca do fragmento CHsCHN na estrutura (STEVIGNY

et al., 2004, SILVA et al., 2012, SOARES et al., 2015a).
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Figura 50. Espectro de massas em MS? do ion de m/z 282 ([M+H]*), obtido das folhas de B.

canescens.

O ion quasi-molecular de m/z 342 apresentou uma perda inicial de 31 Da (m/z

342 - 311), seguida de perdas de 15 e 31 Da (m/z 311 - 296 e m/z 311 - 280) e

perdas sequenciais de 15 e 28 Da (m/z 296 - 281 - 253) (Figura 51). Portanto, foi

sugerido tratar-se de uma substancia com uma N-metila e metoxilas adjacentes no anel

A, encontradas em estruturas aporfinicas do alcaloide N-metil-laurotetanina (LEBOEUF

et al., 1982c; SOARES, 2014).
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Figura 51. Espectro de massas em MS°®do ion de m/z 342 ([M+H]"), obtido das folhas de B.
canescens.

O espectro de massas em modo positivo de LS-MS das folhas de B. multiflora

(Figura 52) apresentou os ions de m/z 266, 328 e 342 Da ([M+H]*) com abundéancia

relativa de 100%, 73% e 55%respectivamente. O espectrode MS’ apresentouparao
iondem/z 266 perdas de 17 Da (m/z 266 - 249), seguidas por perdas de 30 Da (m/z
249 - 219) e 28 Da (m/z 219 - 191) (Figura 46), estas perdas sdo semelhantes as
apresentadas para o alcaloide anonaina também observado na espécie B. canescens

anteriormente (Figura 46).
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Figura 52. Espectro de massas em modo positivo de LS-MS das folhas de B. multiflora.

Para o espectro de MS? do ion de m/z 328 o mesmo apresentou uma perda inicial

de 150 Da (m/z 328 -> 178) (Figura 53), sugerindo se tratar de um alcaloide

tetrahidroprotoberberinico estefolidina, observado também na espécie B. canescens

(Figura 47).
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Figura 53. Espectro de massas em MS? do ion de m/z 328 ([M+H]"), obtido das folhas de B.

multiflora.
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O ion de m/z 342 quando submetido a analise de fragmentacédo, evidenciou
perdas sequenciais de 16 Da (m/z 342 - 326), 31 Da (m/z 342 - 311), 31 Da (m/z 311
- 280) (Figura 54), sugerindo uma estrutura aporfinica contendo uma N-metila e
metoxila adjacente no anel A, o mesmo perfil de fragmentacéao foi relatado por Soares
(2014) para o alcaloide N-metil-laurotetanina (Figura 54), isolado da espécie
Bocageopsis pleiosperma (SOARES et al., 2015a). E anteriormente relatado para a

espécie B. canescens (Figuras 51).
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Figura 54. Espectro de massas em MS? do ion de m/z 342 ([M+H]"), obtido das folhas de B.
multiflora.

Essas analises preliminares sdo importantes para observar o perfil in vivo do
material vegetal a ser estudado. Entretanto, é importante ressaltar que a analise direta
desse material vegetal pode ser comprometida pelo efeito da matriz, dificultando o
reconhecimento dos isbmeros e compostos minoritarios, tornando necessaria analises

posteriores por técnicas como CLAE-EM ou CLAE-EM/EM (LIN et al., 2010).
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5.5. Andlises por ESI-IT-MS" das fracdes obtidas em pequena escala das espécies
de Bocageopsis.

5.5.1. Analises espectrométricas das fracdes alcaloidicas das folhas, galhos finos
e cascas do tronco da espécie de B. canescens (Bc01).

Comparando os espectros de ions totais das fracdes alcaloidicas das folhas,
galhos finos e cascas do tronco da espécie B. canescens (Bc01) obtidas em pequena
escala (Figura 55), foi possivel observar diversos ions com m/z par, indicando possiveis
alcaloides. Destacou-se por sua intensidade e repetibilidade, nas trés fracbes

alcaloidicas, os ions de m/z 342, 328, 298 e 266 Da ([M+H]*). Estes foram submetidos

ao processo de fragmentacdo em sequéncia (tandem ou MS").
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Figura 55. Espectro de massas das fracOes alcaloides das folhas, galhos finos e cascas de B.
canescens (Bc01).

Analisando o espectro de MS" do ion de m/z 342 (Figura 56) das fragcbes
alcaloidicas das folhas, galhos finos e cascas do tronco, observa-se uma diferenca no
perfil de fragmentacdo. Na fracdo alcaloidica das folhas o perfil apresenta perdas
sequenciais de 31 Da (m/z 342 - 311), 15 Da (m/z 311 - 296), 31 Da (m/z 311 >
280), 15 Da (m/z 296 - 281) e 28 Da (m/z 281 - 253), 0 que sugere a presenca de

uma N-metila e metoxilas. Estas metoxilas estao presentes no anel A de uma estrutura
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aporfinica,

sugerindo

tratar-se do alcaloide

(LEBOEUF et al., 1982c; SOARES, 2014).

N-metil-laurotetanina (Figura 56)
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Figura 56. Espectro de massas em MS" do ion de m/z 342 ([M+H]").

As fracdes alcaloidicas dos galhos finos e cascas do tronco apresentaram para

o ion de m/z 342, um padrédo de fragmentacao diferente do ion detectado nas folhas,
com perda inicial de 164 Da, m/z 342 - 178 (Figura 57), comuns em alcaloides do tipo
tetrahidroprotoberberinicos, que apresentam perdas elevadas de massa durante o
processo de fragmentacdo (Figura 47 e 48). Perdas semelhantes j& foram relatadas por
Lima e colaboradores (2019a)

para o alcaloide tetrahidroprotoberberinico

isocoripalmina (Figura 55).
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Figura 57. Espectro de massas em MS? do ion de m/z 342 ([M+H]").

Analisando o espectro de MS" do ion de m/z 328 (Figura 58) para a fracao
alcaloidica das folhas, observa-se uma perda inicial de 17 Da (m/z 328 - 311), além
de uma perda de 31 Da (m/z 328 - 297), seguida de 32 Da (m/z 297 - 265) (estruturas
aporfinicas ndo N-metiladas e N-metiladas) e uma perda de elevada massa, gerando o
ion de m/z 178 (150 Da), anteriormente observado em alcaloides do tipo
tetrahidroprotoberberinicos (Figura 48). Neste caso, constata-se que na fracdo
alcaloidica para o ion com m/z 328, existam pelo menos 3 substancias, sendo elas:
dois alcaloides aporfinicos contendo ou ndo uma N-metila e uma acrescida de hidroxila
adjacente a uma metoxila, junto a um alcaloide do tipo tetrahidroprotoberberinico como

ja relatado por Soares (2014) para a espécie B. pleiosperma.
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Figura 58. Espectro de massas em MS" do ion de m/z 328 ([M+H]").

Para a fracao alcaloidica dos galhos finos e cascas do tronco foi observado o
mesmo padrdo de fragmentacdo para o ion de m/z 328 (Figura 59), observado para
alcaloides do tipo tetrahidroprotoberberinicos, o qual tem uma perda elevada de massa
gerando o ion de m/z 178 (Figura 47 e 48), sendo possivel sugerir se tratar do alcaloide

estefolidina.
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Figura 59. Espectro de massas em MS? do ion de m/z 328 ([M+H]*"), para alcaloides do tipo
tetrahidroprotoberberinicos.
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No espectro de MS" do ion de m/z 298 (Figura 60) presente nas fracdes
alcaloidicas das folhas e cascas do tronco de BcOl, foram observadas perdas
sequenciais de 17 Da (m/z 298 - 281), 15 Da (m/z 281 - 266), 31 Da (m/z 281 -
250) e 15 Da (m/z 266 - 251), sugerindo a presenca de hidrogénio ligado ao nitrogénio
(N-H) e metoxilas adjacentes ao anel A. Este tipo de fragmentagéo esta de acordo com
a proposta por Soares e colaboradores (2015a) para o alcaloide proaporfinico estefarina

(Figura 61).
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Figura 60. Espectro de massas em MS" do ion de m/z 298 ([M+H]").

Para as trés fracdes alcaloidicas (folhas, galhos finos e cascas do tronco)
submetidas a analises de MS", foi observado para o ion de m/z 266 perdas de 17 Da
(m/z 266 - 249), seguidas por perdas de 30 Da (m/z 249 - 219) e 28 Da (m/z 219 -
191) (Figura 61). Essas perdas estdo de acordo com as propostas por Soares (2014),
e sugere tratar-se da substancia aporfinica anonaina que possui uma ponte

metilenodioxi no anel A, e auséncia de N-metila (Figura 61).
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5.5.2. Andlises espectrométricas das fracdes alcaloidicas das folhas, galhos

finos, galhos grossos e cascas do tronco das espécies de B. multiflora.

Comparando os espectros de ions totais (Figura 62) das fracdes alcaloidicas
obtidas em pequena escala das folhas, galhos finos e galhos grossos de B. multiflora
foi possivel observar os ions m/z 330, 328, 324, 300, 298, 292, 282, 264, 268 e 266 Da
([M+H]*) com m/z par, o que seria o indicativo de possiveis alcaloides. Os ions mais
frequentes nas quatro fracdes foram submetidos ao processo de fragmentagcdo em

sequéncia (tandem ou MS").
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Figura 62. Espectro de massas das fragdes alcaloides das folhas, galhos finos e cascas de B.
multiflora.

Fazendo a comparacao dos espectros de MS" dos ions de m/z 298 das fracdes
alcaloidicas das folhas e dos galhos grossos, observa-se que ambos possuem uma
perda inicial de 17 Da (m/z 298 - 281), 15 Da (m/z 281 - 266), além de uma perda
de 31 Da (m/z 281 - 250) nas folhas (Figura 63). Tal perfil &€ coerente com alcaloides
de natureza aporfinica, que possuem hidrogénio ligado diretamente ao nitrogénio no

anel B, como foi observado anteriormente nas fracées das folhas e cascas do tronco
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de B. canescens para o alcaloide proaporfinico estefarina (Figura 61) (SOARES et al.,
2015a).
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Figura 63. Espectro de massas em MS? do ion de m/z 298 ([M+H]").

Analisando o espectro de MS" do ion de m/z 328 das fracdes alcaloidicas das
folhas, galhos grossos e cascas do tronco (Figura 64), observou-se perdas de 150 Da
(m/z 328 -> 178), anteriormente observado nas analises de LS-MS das fracdes
alcaloidicas das folhas de B. canescens (Figura 47) e B. multiflora (Figura 53),
relacionando a alcaloides do tipo tetrahidroprotoberberinicos (Figura 48), analogo a

estefolidina.
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Figura 64. Espectro de massas em MS?do ion de m/z 328 ([M+H]").

Ao analisar os espectros de MS? referente o ion de m/z 268 (Figura 65) das

fracdes alcaloidicas das folhas e galhos grossos, foi observado o mesmo padréo de

fragmentacgao para alcaloides do tipo aporfinicos, a qual tem uma perda inicial de 17 Da

(m/z 268 > 251), seguida de perda de 32 Da (m/z 251 - 219). Tais estudos de

fragmentacdo apontam que essas perdas estdo associadas ao hidrogénio ligado

diretamente ao nitrogénio do anel B e a presenca de uma metoxila no anel A, sugerindo

tratar-se do alcaloide asimilobina (Figura 65) (SILVA et al., 2012; SOARES et al., 2015a,;

SILVA et al., 2016a; LIMA et al., 2020).
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Figura 65. Espectro de massas em MS? do ion de m/z 268 ([M+H]").

O espectro de MS? referente o ion de m/z 266 (Figura 66), observado na fracdo

alcaloidica das cascas do tronco, apresentou um padrdo de fragmentagcédo (m/z 266 >

249 > 219) caracteristico do alcaloide aporfinico anonaina destacado anteriormente

nas analises por LS-MS nas folhas (Figura 46) e por ESI-IT-EM" das folhas, galhos

finos e cascas do tronco (Figura 61) nas fracdes alcaloidicas da espécie B. canescens.
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5.6. Andlises por CLAE-EM/EM das fracfGes alcaloidicas obtidas em pequena
escala e maior escala das espécies de Bocageopsis.

5.6.1. Andlises por CLAE-EM/EM da espécie B. canescens (Bc01).
Os cromatogramas de ions totais obtidos pela CLAE-EM/EM (TIC) das fractes

alcaloidicas referente a extracdo em maior escala das folhas, galhos finos e em
pequena escala das cascas do tronco da espécie B. canescens (Bc01) (Figura 68 e
Tabela 13), estdo de acordo com os resultados obtidos através das analises de LS-MS
e o perfil quimico observado na extracdo em pequena escala por ESI-IT-EM" (Figuras
45 e 55), contudo apresentando algumas diferencas, certamente também devidas as
diferencas de matrizes.

Ao analisar os cromatogramas e os espectros de massas das fracdes foi possivel
destacar como o componente mais abundante o ion de m/z 266 com tempos de
retencdo (Tr) de 9,89 minutos (folhas), 9,77 minutos (galhos finos) e 9,89 minutos
(cascas do tronco), sendo que esse apresentou um perfil de fragmentacao (m/z 266 -
249) com perda de -17 Da que estd de acordo com o alcaloide aporfinico ndo N-
metilado anonaina (Figura 67), amplamente descrito em espécies da familia
Annonaceae (STEVIGNY et al., 2004; SILVA et al., 2016a; SOARES et al., 2015a;
RINALDI et al., 2017; SANTOS et al., 2018; LIMA et al., 2020), ja descrito anteriormente
nas andlises da fracdo alcaloidica em pequena escala (Figura 61) e nas analises de
LS-MS (Figura 46).

Também vale destacar os outros ions mais abundantes: O ion m/z 328 com Tr
de 5,71 e 7,41 minutos (folhas), 5,05 minutos (galhos finos) e 5,06 (cascas do tronco).
No Tr 5,71 minutos foi observado perda inicial de 31 Da, seguida de perda de 32 Da
(m/z 328 > 297 > 265) tipica de alcaloides aporfinicos N-metilados (STEVIGNY et al.,
2004) e condizente com o alcaloide isoboldina (Figura 67), descrito anteriormente em

B. pleiosperma (SOARES et al., 2015a).

150



A andlise do pico com Tr 7,41 minutos indicou um alcaloide com esqueleto
aporfinico ndo N-metilado apresentando um padrao de fragmentacdo com perda inicial
de 17 Da, seguida de perdas de 15 Da (m/z 328 - 311 - 296 - 281), cuja sequencia
de fragmentacédo esta de acordo com o alcaloide laurotetatina (Figura 67) (SOARES et
al., 2015a).

O ion m/z 328, eluindo nos Tr 5,05 minutos (galhos finos) e 5,06 minutos (galhos
grossos), apresentou perfil de fragmentacdo, respectivamente, caracteristico de
alcaloides com esqueleto tetrahidroprotoberberinico e aporfinico N-metilado, o que
indica que nesse pico existe uma mistura de duas substancias isoméricas. Para o
esqueleto do alcaloide tetrahidroprotoberberinico é observado um padrdo de
fragmentacao que resulta em uma perda de elevada massa gerando um ion de m/z 178
(m/z 328 ->178). O ion de m/z 178 gerado é descrito como fragmento chave para
compostos tetrahidroprotoberberinicos que possuem metoxilas e grupos hidroxilas
adjacentes no anel A (STEVIGNY et al., 2004; SOARES et al., 2015a; SILVA et al.,
2016a; LIMA et al., 2020). E a substancia N-metilada apresentou perdas de 31 Da e 45
Da (m/z 328 - 297 - 252), a primeira perda é caracteristica de alcaloides aporfinicos,
porém a segunda é incomum para esse tipo de alcaloides.

Foram observados outros alcaloides aporfinicos minoritarios que nao possuem
N-metila protonados, como no caso do alcaloide com m/z 298 que foi identificado nos
Tr de 8,46 minutos (folhas), 8,34 minutos (galhos finos) e 5,06 (cascas do tronco). O
padrédo de fragmentacéo do ion de m/z 298 (m/z 298 - 281) nas folhas e galhos finos
apresentou perda inicial de 17 Da, sendo que essa fragmentacdo ja tinha sido
observado na analise de ESI-IT-EM para a fracdo alcaloidica em pequena escala,
sendo confirmado nas analises de CLAE-EM/EM, o que nos possibilitou atribuir esse

padrdo ao alcaloide proaporfinico estefarina (Figura 67), ja relatado em outra espécie
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do género Bocageopsis e em espécies da familia Annonaceae (LEBOEUF et al., 1981,
SOARES et al., 2015a; MAJRASHI et al., 2018). O ion m/z 298 com Tr 5,06 minutos
presente nas cascas do tronco, apresenta perda inicial de 18 Da, caracterizando uma
substancia hidroxilada, o que ndo condiz com a estrutura da estefarina, além de ter
tempo de retencéo diferente das demais estruturas, reforcando a ideia de que seja um
alcaloide ainda ndo descrito neste trabalho, necessitando de mais analises
espectrométricas e espectroscopicas para sua identificacao.

Para o ion de m/z 282 detectado em Tr 5,06 minutos, nas cascas do tronco,
observa-se o0 padrdo de fragmentacdo -caracteristico do alcaloide aporfinico
nornuciferina (Figura 67) com perda de 17 Da (m/z 282 - 265), relatado anteriormente

em espécies da familia Annonaceae (SOARES et al., 2015a; LIMA et al., 2020).

T 0L

N\\°NH

S ® e
OH

m/z 266
Anonaina o
m/z 328 m/z 328
Isoboldina Laurotetanina
/O 0
/
N
HO
\O
(0]
OH
m/z 328 S
Estefolidina m/z 282 m/z 298

Nornuciferina Estefarina

Figura 67. Estruturas de substéncias sugeridas referente a analise por CLAE-EM/EM da
espécie B. canescens (Bc01).
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Nessas andlises € possivel observar ions ndo relatados anteriormente nos
estudos por EM/EM na pequena escala, os quais foram reunidos em dois grupos: o
primeiro grupo é dos alcaloides ndo N-metilados, e o segundo, de alcaloides, que no
lugar de metoxilas ou hidroxilas, os quais séo representados pelos alcaloides com
perdas iniciais de 15 Da (-CHs) e 18 Da (-Hz20), ou seja, esses alcaloides sao, N-
metoxilados e N-hidroxilados respectivamente.

Assim, os alcaloides ndo N-metilados sé@o caracterizados pela perda inicial de 17
Da (NH3). Nesse grupo esta o ion m/z 194 com Tr 1,93 minutos (folhas) que apresentou
padrdo com perda de 17 Da (m/z 194 - 177), além de uma outra perda inicial de 43
Da (m/z 194 - 151), correspondente a CHsCHNH. As outras perdas subsequentes sao
de 32 Da e 28 Da respectivamente (m/z 177 - 145 - 117), caracteristico de CH3OH
e CO, o que sugere uma estrutura de um alcaloide derivado do esqueleto isoquinolinico,
substituido com hidroxila e metoxila vicinais (WU & HUANG, 2006).

Os ions de m/z 418 com Tr 8,98 (folhas), m/z 314 Tr 5,60 minutos (galhos finos),
m/z 300 Tr 6,84 (cascas do tronco) possuem perda inicial de 17 Da (NHs), e até o
momento ndo puderam ser identificados. Em situacdo semelhante estdo os ions que
possuem perdas iniciais de 15 Da, como: m/z 316, Tr 3,52 minutos (folhas); m/z 324,
Tr 7,41 minutos e 8,56 minutos (folhas) e 7,57 minutos (cascas do tronco). O ion m/z
352, Tr 8,98 minutos (folhas) apresenta perda de 16 Da (CHa4), o que similarmente,
ocorre com o ion m/z 338 nos Tr 8,46 minutos e 10,13 minutos (folhas), Tr 8,21 minutos
(galhos finos), Tr 8,26 minutos, (cascas do tronco); m/z 292 nos Tr 12,51 minutos
(folhas) e Tr 13,46 minutos (galhos grossos); m/z 306 com Tr 13,53 minutos (folhas).
Esses compostos até o momento ndo foram identificados.

Do mesmo modo, os ions com m/z 288, Tr 8,15 minutos (folhas); m/z 358, Tr

7,44 minutos (galhos finos), m/z 276, Tr 9,77 minutos (galhos finos) e m/z 268, Tr 7,57
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minutos (cascas do tronco) apresentando perdas iniciais de 18 Da ndo foram
identificados até o momento.

O ion m/z 300 com Tr 8,15 minutos (folhas) que apresenta uma perda de 78 Da
gerando ion m/z 222, sugere a presenca de um anel benzénico, caracteristica de
fragmentacgéo de alcaloide benzilisoquinolinico, com anel C ndo substituido, porém sera
necessdéria purificacdo da fracdo para sua confirmacao.

As fracdes alcaloidicas das folhas e dos galhos finos foram encaminhadas para
andlises de RMN 1D/2D, visando elui¢cdo das substancias majoritarias.
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Figura 68. Cromatogramas obtido por CLAE-EM/EM (TIC) das fracdes alcaloidicas de B.

canescens.
Gradiente de eluicdo: 20-80% de Metanol/solugdo aquosa acida (1% acido formico) em 14

minutos (1 mL/min.). DAD: 200-400 nm. Coluna: C-18 (5 y, 150 x 4,60 mm).
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Tabela 13. Perfil de fragmentagéo dos ions identificados na espécie B. canescens por CLAE-

EM/EM.
Tempo Comprimento . . . .
de de onda m/z (intensidade MS [MS? (intensidade
retencao o A relativa) relativa)]
(TR) maximo (A max)
194 [177 (50), 162 (30),
1,03 245 194 (100) S, B et
316 [301 (20), 272 (100),
3,52 245 316 (100) e 5vy 0 238 (60)]
5,71 246 e 230 328(100) 328297 (100) e 265 (30)]
328 [311 (100), 297 (30)]
328(100) e 324 e 281 (20)]
741 247230 (50) 324 (309 (100) e 280
(100) [270 ( (80))] (40)]
288 (100) e 300 288 [270 (100) e 210 (40
-2 OB e (45) 300 [222 (100)]
338 [(323 (100) e 294
Folhas 8,46  246,271e339 50 (1(%%))3 298 30)]
298 [281 (100)]
8,56 246 € 274 324 (100) e [(309(’8(3)(]’0) DA
352 (100) e 418 352 [336 (100) e 308 (20)]
8,98 246 € 275 (30) 418 [401 (10) e 339 (100)]
9,89 255 e 275 266 (100) 266 [249 (100)]
338 (323 (100), 308 (20)
10,13 247 € 272 338 (100) 2 292 (30)]
1251 237,249 272 292 (100) 292 [277 (100) e 260 (15)]
1353  237,253e278 306 (100) 306 [291 (100)]
328 [297 (30), 252 (30) e
5,05 282 328 (100) )
314 [297 (15), 283 (100) e
5,60 282 314 (100) {89 (20)]
7,44 274 358 (100) 358 [340 (100) e 194 (30)]
8,21 237 e 254 338 (100) 338 [323 (100)]
8,34 237 e 254 298 (100) 298 [280 (100)]
GFalhos 266 (100) € 276 266 [249 (100)]
Inos 9,77 260 e 274 (30) 276 [258 (100) e 248
(100)]
9,03 238 e 271 25 (o) 266 [249 (100)]
298 [280 (100)]
506  236,250e280 200 (1(%(1))6 328 3281297 (30), 252 (30) e
178 (100)]
6,84 238 e 269 300 (100) 300 [283 (100)]
Cascas
268 (100) e 324 268 [250 (100), 91 (44)],
eig 7,57 238273 (28.75) 324 [309 (100)]
tronco
282 (100) e 338 282 [265 (100)]
— e (88,05) 338 [323 (100)]
9,80  238,271e 306 266 (100) 266 [249 (100)]
13,46 236 e 262 292 (100) 292 [277(100), 219 (73)]
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5.6.2 Analises por CLAE-EM/EM da espécie B. multiflora.
Os cromatogramas de ions totais obtidos pela CLAE-EM/EM (TIC) das fracdes

alcaloidicas referente a extracdo em maior escala das folhas, galhos finos e galhos
grossos de B. multiflora (Figura 71 e Tabela 14), estdo de acordo com os resultados
obtidos através das analises de LS-MS e o perfil quimico observado na extracdo em
pequena escala por ESI-IT-EM (Figuras 55 e 62), com pequenas diferencas peculiares
as matrizes analisadas.

Ao analisar os espectros das fracdes foi possivel destacar os ions mais
abundantes com m/z 298, 282, 268 e 266 presentes nas folhas, galhos finos e galhos
grossos.

O ion m/z 298 apresentou trés isbmeros com tempos de retencdo e perfil de
fragmentacdo diferentes. O ion de m/z 298 com Tr 5,03 minutos (folhas) e galhos finos
e 5,00 minutos (galhos grossos), apresentou perfil de fragmentagcéo que indica duas
substancias, uma com perda inicial de 17 Da (m/z 298 - 281 - 269), ja descrito, e
outra com uma perda de elevada massa (m/z 298 - 192 - 161) caracteristica de
alcaloides benzilisoquinilicos (Figura 69).

Alcaloides benzilisoquinolinicos possuem uma perda de massa caracteristica
gerando o ion de m/z 192, essa perda de massa acontece quando o anel isoquinolinico
contém uma N-Metila (SCHMIDT et al., 2005; SOARES et al., 2015a; LIMA et al., 2020).

Schmidt e colaboradores (2005) realizaram estudos de fragmentagcdo com varios
alcaloides benzilisoquinolinicos, o qual foi possivel sugerir padrdes caracteristicos (a,
b, c, e), sendo possivel determinar sitios de substituicdo na parte isoquinolinica e

benzilica (Figura 69).
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Figura 69. Proposta de fragmentacdo para alcaloides benzilisoquinolinicos.
Fonte: Adaptado de SCHMIDT et al., 2005.

O outro isdbmero com m/z 298 foi observado apenas nos galhos finos com Tr 8,69
minutos e apresentou perda de 18 Da (m/z 298 - 280) o que pode indicar eliminacdo
de agua. Para uma proposta de identificacédo sera necessario o isolamento da substancia
e posteriores analises em espectrometria de massas e RMN 1D/2D.

O ion m/z 268 apresenta dois isdmeros com tempos de retencao diferentes: um
com Tr 7,57 minutos (folhas), Tr 7,53 minutos (galhos finos) e Tr 7,51 minutos (galhos
grossos), que ja foi descrito, neste trabalho, anteriormente como o alcaloide asimilobina
(Figuras 65 e 70); o outro ion em m/z 268 com Tr 12,51 (galhos finos) apresenta uma
perda de massa elevada de 137 Da gerando o fragmento em m/z 131, sendo por isso
descartada a possibilidade de ser alcaloide aporfinico.

O ion com m/z 282 também apresenta dois isdbmeros um com Tr 8,26 minutos
(folhas), Tr 9,35 minutos (galhos finos) apresentando perda inicial de 17 Da, descrito

na etapa anterior (CLAE-EM) como o alcaloide nornuciferina (Figuras 67 e 70), para B.
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canescens; e o outro, Tr 8,20 (galhos grossos) apresentando perda inicial de 18 Da,
propria de uma substéncia hidroxilada, ainda nao identificada.

O ion m/z 266 identificado com Tr 9,87 minutos (folhas), Tr 9,83 minutos (galhos
finos) apresentam o perfil de fragmentacéo que se assemelha ao descrito anteriormente
para a anonaina; no Tr 9,71 minutos e 9,83 minutos (galhos grossos) existe a
possibilidade de duas formas isoméricas do ion m/z 266, devido aparecerem em Tr
diferentes, sendo uma a anonaina (Figura 70) e a outra ainda ndo identificada.

Os ions minoritarios m/z 324, Tr 7,57 minutos (folhas), Tr 7,53 minutos (galhos
finos) e Tr 7,51 minutos (galhos grossos); m/z 338, Tr 8,26 minutos (folhas), Tr 8,20
minutos (galhos finos); m/z 300, Tr 6,18 minutos (galhos finos); m/z 328, Tr 5,00
minutos (galhos grossos); m/z 276, Tr 9,71 minutos (galhos grossos) apresentaram
perfis de fragmentacdo que sdo semelhantes os ions identificados na espécie B.
canescens.

Existem ions que ndo foram observados anteriormente que, dentre esses vale
destacar um dos quatro ions majoritarios identificados na fragcéo alcaloidica dos galhos
grossos, com Tr4,31 e m/z 198, esse apresenta perdas sequenciais de 15 Da (198 >
183), 17 Da (198 - 181) e 18 Da (198 - 180), indicando que essa pequena estrutura
possua metoxilas, hidrogénio ligado ao nitrogénio e hidroxila. Tendo em vista que a
substancia néo foi relatada em trabalhos anteriores, sera necessario isolamento da
substancia para sua identificacao.

As fracdes de folhas, galhos finos e dos galhos grossos que possuem maior
concentracdo de moléculas ndo identificadas foram encaminhadas para analises de

RMN 1D/2D e elucidacéo das substancias majoritarias.
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m/z 266 m/z 282 m/z 268
Anonaina Nornuciferina Asimilobina

Figura 70. Estruturas de substancias sugeridas referente a andlise por CLAE-EM/EM da
espécie B. multiflora.
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Figura 71. Cromatogramas obtido por CLAE-EM/EM (TIC) das fracBes alcaloidicas de B.
multiflora.

Gradiente de eluicdo: 20-80% de Metanol/solu¢do aquosa acida (1% acido formico) em 14
minutos (1 mL/min.). DAD: 200-400 nm. Coluna: C-18 (5 y, 150 x 4,60 mm).
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Tabela 14. Perfil de fragmentacédo dos ions identificados na espécie B. multiflora por CLAE-

EM/EM.
Tempo de Comdprlmgn_to de m/z (intensidade ~ MS [MS?(intensidade
retencao (TR) onda maximo relativa) relativa)]
(A max)
298 [281 (30), 269
5,03 235,248 281 298 (100) e 328 (30)  (52) 192( 4%;)]0) & dledl
268 [251 (100
7,57 239 e 272 268 (100) e 324 (20) 54 [308 (100)]
282 [265 (100)]
8,26 238 e 272 22 (%fg()))e cEs) 338 [323 (100) e
294(10)]
9,87 238 e 272 266 (100) 266 [249 (100)]
298 [281 (30), 269
(35), 192 (100) e 161
5,03 235,250 280 298 (1393?())’ (?ég(lo) E (40)]
330 [313 (20) e
283(100)]
300 [283 (100)]
300 (80), 330 (100) e 330 [313 (20) e
6,18 238, 256 e 275 244 (20) 263(100)]
344 [326 (100) ]
6,35 254 296 (100) e [28(2(%%) S22
Galhos 268 [251 (100)]
Finos 7,53 238 e 272 268 (100) e 324 (30) 324 [309 (100) e 280
(10)]
8,20 258 338 (100) 338 [323 (100)]
8,69 258 298 (100) 298 [280 (100)]
9,35 238 e 272 282 (100) 282 [265 (100)]
9,83 258 266 (100) 266 [249 (100)]
302 [287 (40), 272
11,08 258 302 (100) ) e ot
12,51 274 268 (100) 268 [131 (100)]
198 [183 (30), 181
431 295 e 321 198 (100) LGS
298 [281 (30), 269
(35), 192 (100) e 161
5,00 235,248 281 298 (100) e 328 (20) (40)]
328 [311 (15) e 178
(100)]
Galhos 268 [251 (100) e 219
Grossos 7,51 240 e 271 268 (100) e 324 (10) (20)]
324 [309 (100)]
8,20 240 e 271 282 (100) 282 [264 (100)]
266 [249 (100) e 190
9,71 238 e 271 266 (30) e 276 (100) (30)]
276 [258 (100)]
9,83 238 e 271 266 (100) 266 [249 (100)]
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5.7. Fracionamento das frac@es alcaloidicas das espécies de Bocageopsis.

5.7.1. Fracionamento por CLAE-UV das fracfes alcaloidicas das folhas da espécie
B. canescens e B. multiflora.

A fracdo alcaloidica das folhas de B. canescens (Bc01) foi submetida as anélises
em CLAE-UV semi-preparativa (Figura 72). No cromatograma obtido foi possivel
observar a presenca de diversos alcaloides, sendo os majoritarios com m/z 266 e 264
Da (Tr 14,892 e 12,852 respectivamente). O método em escala semi-preparativa
proporcionou uma separacdo entre os alcaloides, resultando em 13 fragbes (Tabela

15). Essas fragOes tiveram seus rendimentos calculados e foram submetidas a anélises

de MS" e RMN 1D/2D para determinagao estrutural.
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Figura 72. Cromatograma de CLAE-UV da fragdo alcaloidica das folhas de B. canescens em
escala semi-preparativa.

A fracdo alcaloidica das Galhos Grossos de B. multiflora foi submetida as
analises em CLAE-UV semi-preparativa (Figura 73). No cromatograma obtido foi
possivel observar a presenca de diversos alcaloides, sendo os majoritarios com m/z

268 e 328 (Tr 11,851 e 5,097 respectivamente). O método em escala semi-preparativa



proporcionou uma separacdo entre os alcaloides, resultando em 12 fragbes (Tabela

15). Essas fragdes tiveram seus rendimentos calculados e foram submetidas a analises

de MS" e posteriormente, as que tiveram melhor perfil e rendimento foram submetidas

a analises de RMN 1D/2D para determinacdo estrutural.

Na tabela 15, sao

apresentados os resultados das analises realizadas em CLAE-UV em escala semi-

preparativa e EM.
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Figura 73. Cromatograma de CLAE-UV da fracdo alcaloidica das folhas de B. multiflora em

escala semi-preparativa.
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Tabela 15. Fracdes obtidas pelas anélises em CLAE-UV em escala semi-preparativa e perfil de
fragmentacdo dos ions identificados na espécie Bocageopsis.

Tempo
de .
. » L MS [MS2 (intensidade Rendimento
retencao
Espécies (TR% Cadigo m/z relativa)] (mg)
194 [177 (50), 145 (100), 151
3,753 BCFFrl 194 o) 417 (69 27
8,178 BCFFr2 328 328[311(100) 297 (30)] e 25
8,887 BCFFr3 o0g 208[191 (10%’0%]7 6 (50) e 161 1,0
328 [313 (20), 297 (40), 266
9,514 BcFFr4 328 (35)e 178 2,2
(100)]
10,100 BCFFr5 342 342[311 (1((’%0%96 (50), 280 1,0
11,435 BCFFr6 328 328 [(297 (50) e 265 (100)] 08
11,822 BCFFr7 328 328 [(310)] 35
12852 BeEEr8 ogq 264 [240 (30), 235 (50) e 208 42
. (100)]
canescens 13,595 BCFFro 298 298 [281 (100), 266 (55) e 251 05
(Folhas) (40)]
14,211 BCFFr10 280 280248 (50), 216 (50) e 202 1,8
(100)]
14,892 BCFFril 266 266 [249 (100) e 190 (30)] 6,5
15,886 BCFFr12 276 276 [261 (80) e 232 (100)] 37
16,659 BCFFri3 206 2961278 (20)(’5%?]4 (100) e 236 13
TOTAL 30,0
5,097 BmuFFrl 328 328 [178 (100)] 2,0
7,100 BMUFFr2 328 328[178 (100) e 151 (20)] 08
9,174 BmuFr3 328  328[178 (100) e 151 (10)] 12
9,728 BmuFFr4 314 314297 (10(05)6)%70 (70), 239 08
300 [283 (70), 268 (40), 192
10,091 BmuFFr5 300 (50), 107 0,6
(100)]
11,851 BMUFFr6 268 268[251 (10%’0%]19 (80) e 191 7.2
14,216 BmMUFFr7 266 206[249 (10%0%19 (50) e 191 3.1
B. 16,692 BmMUFFr8 415 415 [119 (100)] 2,0
multiflora
(Galhos 17,665 BMUFFr9 338 338[321 (50), 115 (100)] 1,0
Grossos) 18,230 BMUFFr10 521 521 [298 (100)] 13
18,829 BmuFFri1 415 415 [119 (100)] 0,9
445 [414 (50), 369 (20), 353
21,573 BmuFFr12 445 (60), 323 0,5
(100)]
TOTAL 21,4
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5.8. Determinacéo estrutural das substancias obtidas das fragdes alcaloidicas do
género Bocageopsis.

5.8.1. Determinacéao estrutural das fracfes alcaloidicas da espécie B. canescens.

5.8.1.1. Determinacéao estrutural dos alcaloides identificados na fracao alcaloidica
obtida das folhas da espécie B. canescens (Bc01-F).
De acordo com a tabela 13, o componente principal da fracdo alcaloidica das

folhas € a substancia com Tr 9,89 minutos referente ao ion de m/z 266 [M+H],
correspondente a molécula protonada (Figura 74). Esse ion foi submetido a analise de
MS" (Figura 75), sendo observado um padrdo de fragmentacéo, com perdas de 17, 30
e 28 Da (m/z 266 > 249 > 219 - 191), esse perfil de fragmentacdo € caracteristico
de alcaloides aporfinicos, ndo N-metilado, que possuem uma ponte metilenodioxi no
anel A. O perfil de fragmentacdo é compativel com o alcaloide aporfinico anonaina
(STEVIGNY et al., 2004; SOARES et al., 2015a). Essa afirmacéo foi comprovada a
partir dos dados de RMN de 'H (Figura 76) e mapas de correlagcdes HSQC (Figura 77)

e HMBC (Figura 78)
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Figura 74. Espectro de massas do ion de m/z 266 presente na fracao alcaloidica das folhas de
B. canescens.

164



100+ e a9 21,51:152
80 -17 MS?
60 @ NH;

20
266
L
0 219 NL:

180E2

80 0 B -30 Ms3
60 NH
_

CH,0

101 249
20 [V VAV VRV V.V V¥ 9 203
1 229
191 NL:
5,07

Mms*

Figura 75. Espectro de massas em MS" do ion de m/z 266 ([M+H]").
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Figura 76. Espectro de RMN de *H (500,13 MHz em CDCls) da fracdo alcaloidica das folhas de
B. canescens.
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Figura 77. Mapa de correlagbes HSQC (125,76 MHz em CDCls) da fracao alcaloidica das folhas
de B. canescens.
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Figura 78. Mapa de correlagcbes HMBC (125,76 MHz em CDCls) da fracdo alcaloidica das
folhas de B. canescens.

Na ampliacdo do espectro de RMN de 'H e mapas de correlagcbes HSQC e
HMBC (Figura 79) foi possivel verificar os sinais caracteristicos dos hidrogénios da
ponte metilenodioxi em & 6,11 (1H, d, 1,3 Hz) e & 5,96 (1H, d, 1,3 Hz), ligados ao
carbono em & 101,2. No mapa de correlacdes HMBC, verificou-se a correlacéo desses
hidrogénios com os carbonos em & 143,32 (C-1) e & 147,73 (C-2), caracterizando a

presenca de uma ponte metilenodioxi e a ndo planaridade da molécula (Figura 79).
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Figura 79. Ampliacdo do espectro de RMN de *H (A) (500 13 MHz em CDCI3) mapas de
correlacbes HSQC (B) e HMBC (C) (125,76 MHZ, CDCls) referente regido dos hidrogénios da
ponte metilenodioxi.

O simpleto em & 6,57 (1H, s), ligado ao carbono na posicédo 3 em & 107,66,
confirma a presenca e localizacdo da ponte metilenodioxi, pelas suas correla¢cées no
HMBC aos carbonos aromaticos em & 143,32 (C-1), & 147,73 (C-2) e 6 123,19 (C-3b),
completando a estrutura do anel A, e ao carbono metilénico em & 26,57 (C-4),
pertencente ao anel B (Figura 80).

Também foi possivel observar um dupleto na regido aromatica em & 8,06 (1H, d,
8,0 Hz), ligado ao C-11 em & 127,15, no HSQC (Figura 81), e correlacionado aos
carbonos C-7a, C-9 e C-1a (6 133,03, 6 128,11 e & 116,12, respectivamente), no HMBC

(Figura 81).
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Figura 80. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (A) (500,13 MHz em CDCIlz), mapas de
contornos HSQC (B) e HMBC (C) (125,76 MHZ, CDCIs) referente regido do simpleto em 6 6,57.
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Figura 81. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (A) (500,13 MHz em CDCls), mapas de
contornos HSQC (B) e HMBC (C) (125,76 MHZ, CDCI3) referente regido com um dubleto em &
8,06.
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Os dados de RMN de *H e os mapas de correlacdes HSQC e HMBC (Figuras
76, 77 e 78) foram confrontados com dados da literatura e estéo descritos na tabela 16,
confirmando a identificacdo da substancia como o alcaloide aporfinico anonaina (Figura
82). A proposta de fragmentacéo (Figura 83) estd de acordo com a apresentada no
espectro de MS* (Figura 75).

Anonaina tem sido amplamente reportados em espécies da familia Annonaceae,
sendo apontado como um dos seus marcadores quimiotaxondmico (LEBOEUF et al.,
1981; PAULO et al., 1992; ORTIZ et al., 2007; COSTA et al., 2013d; SOARES et al.,
2015a; SANTOS et al., 2018; LIMA et al., 2020).

Li e colaboradores (2013) relatam em um artigo de revisdo os efeitos
farmacol6gicos para esse alcaloide como: atividades antioxidante, antidepressiva,

anticancer, vasorelaxante, antiplasmaodica, antibacteriana e antifungica.

Figura 82. Estrutura e principais correlacfes do alcaloide anonaina.
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m/z 266

Figura 83. Proposta de fragmentacgéo para po alcaloide anonaina.

m/z 191

Tabela 16. Dados de RMN de *H, HSQC e HMBC para o alcaloide anonaina.

Posicdo 'Y (mult., J
em Hz)a

1 -

la =

2 -

3 6,57 (1H, s)

3a -

3b -
4pseudoax _
Apseudocn 2,76 (1H, m)
5peseudoax _
5peseudoeq _

6a -
7peseud0ax _
7peseudoeq 297 (1H S)

7a -

8 7,24 (1H, d, 3,9)

9 7,24 (1H, d, 3,9)

7,32 (1H, dd,
10 8.1¢€ 4.0)
11 8,06 (1H, d, 8,0)

Anonaina (m/z 266)

'H& (mult, HSQC®  HsQC’
Jem Hz)b

- 14332 14334

- 116,12  116.82

- 14773 147.86
6,57 (1H,s) 107,66 107,87

- - 128,76

; 12319 12671

281(1H, 26,57 20,50
m)

274(1H, 26,57 29,50
m)

3,10 (1H, ] 1201
m)

3,52 (1H, ) 1201
m)

3,83 (1H,

dd,47e 52,98 53,72

12,0)

28L(H, 3443 35,59
m)

297 (1H, 34,29 35,50
m)

i 133,03 13477
7.24(1H,m) 12811 128,12
724(1H.m) 12811 12812

782(AH 49746 127,10
m)
8,08 (1H, d,
o 12715 127,10

HMBC®

26,57; 123,19;
143,32 e
147,73

52,98, 123,19
e 133,03

34,13
127,15 e
133,03

128,11

116,12; 128,11
e 133,03

HMBC "

29,50; 126,71;
143,34 e
147,86

126,71 e
107,87

53,72; 128,76

116,82;
128,76

53,72; 126,71,
134,77

128,12 e
131,38
116,82;
128,12 e
134,77
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11a - - - 131,38 - -
6,11 (1H,d, 1,3) 6,11 (1H,d, 101,02 100,97 143,32; 147,73 143,34

O-CH2-0 1,3)
596 (1H,d,1,3) 596 (1H,d, 101,02 100,97 143,32; 147,73 143,34

1,3)

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para 'H e 125,76 MHz para HSQC e HMBC em CDClIs,
utilizando o TMS como padréo interno. "Dados da literatura de acordo com Soares, 2014 (*H 600 MHz,
CDCI3). (8) Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.

Dando continuidade ao estudo da fracéo alcaloidica das folhas, foi observado o
ion correspondente a molécula protonada em m/z 328 [M+H]*, (Figura 84), cuja anélise
de MS? (Figura 85), apresentou um padréo distinto de fragmentacdo com perdas 31 e
32 Da (m/z 328 - 297 - 265), correspondendo as perdas sequenciais de CH3NHz e
CH3OH, na molécula, caracteristicas de alcaloides aporfinicos que possuem N-metila
no anel B e uma metoxila no anel A (STEVIGNY et al., 2004), sugerindo a presenca do

alcaloide aporfinico isoboldina (Figura 88), isolado anteriormente da espécie B.

pleiosperma (SOARES et al., 2015a).
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m/z

Figura 84. Espectro de massas do ion de m/z 328 e cromatograma obtido da andlise de LC-
EM da fracdo alcaloidica das folhas de B. canescens.
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Figura 85. Espectro de massas em MS? do ion de m/z 328 ([M+H]").

No espectro de RMN de 'H (Figura 76) e mapa de correlacdes HSQC (Figura
77) foi possivel observar alguns sinais caracteristicos dos hidrogénios arométicos, com
deslocamentos em & 6,53 (1H, s), © 6,80 (1H, s) e 6 8,03 (1H, s), ligados aos carbonos
em 0 108,40, & 114,40 e & 111,38 (Figura 86), atribuidos, por comparacdo com a
literatura, ao C-3, C-8 e C-11 da isoboldina. Adicionalmente, a presenca do sinal em
0 2,67 (3H, s) ligado ao carbono em & 41,36, no HSQC, confirmou a presenca de
nitrogénio N-metilado, enquanto dois sinais observados em & 3,81 (3H, s) e 3,82 (3H,
s), ligados a cabonos em & 56,0, evidenciaram as duas metoxilas (Figura 87 e Tabela
17), em acordo com a literatura (STEVIGNY et al., 2004; SOARES et al., 2015a). Estes
dados corroboram com a identificacdo da isoboldina (Figura 88) na fracédo alcaloidica

de BcO1-F.
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Figura 86. Ampliacdo do mapa de correla(;oes HSQC (125 76 MHz, CDCI3) referente a reglao
dos sinais de hidrogénios aromaticos da fracéo alcaloidica das folhas de B. canescens.
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Figura 87. Ampliacdo do mapa de correlagcdes HSQC (125,76 MHz, CDCIls) referente regido
com um dubleto em & 2,67, 3,82 e 3,81 respectivamente.
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OH
Figura 88. Estrutura do alcaloide isoboldina.

Tabela 17. Dados de RMN de *H, HSQC e HMBC para o alcaloide isoboldina.

Isoboldina (m/z 328)

IH & (mult., J em

Posicéo 'H & (mult., J em Hz)®

Hz)?
1 - -
la - -
2 - -
3 6,53 (1H, s) 6,55 (1H, s)
3a - -
3b - -
4pseudoax 2,95 (1H, m) 2,64 (1H, dd, 15,9 e 3,4)
4pseudoeq 3,17 (1H, m) 3,15 (1H, m)
Bpseudoax 2,53 (1H, m)
Spseudoeq = 3,05 (1H, m)
6a - 3,05 (1H, m)
7 pseudoax 2,57 (1H, m)
Tpseudoeq - 3,00 (1H, dd, 13,8 e 4,2)
7a - -
8 6,80 (1H, s) 6,83 (1H, s)
9 = -
10 - -
11 8,03 (1H, s) 8,02 (1H, s)
1la - -

HSQC?

HSQCP
140,5
1194
145,8
108,9
127,5

28,9
28,9
53,6
53,6
62,7
34,5
34,5
130,0
1140
1445
145,2
111,7

124.3
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N-CHs 2,67 (3H, s) 2,55 (3H, s) 41,36 44,0
2-OCHs 3,81 (3H, s) 3,92 (3H, s) 56,00 56,3
10-OCHs 3,82 (3H, s) 3,94 (3H, s) 56,00 56,3

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para *H e 125,76 MHz para HSQC em CDCls, utilizando o
TMS como padrao interno. ®PDados da literatura de acordo com Soares et al., 2015a (H; 600 MHz, CDCls).
(6) Deslocamento quimico em ppm. (-) nao identificado.

Nas analises realizadas, foi possivel identificar com base no espectro de RMN
de 'H (Figura 76) e mapa de correlagdes HSQC (Figura 77) para a substancia com Tr
8,46 minutos (Tabela 18) com o ion de m/z 298 ([M+H]*), correspondente a molécula
protonada (Figura 89). Este ion foi submetido a analise de MS? (Figura 90), sendo
observado um padréo de fragmentacdo com perdas 17 Da (m/z 298 - 281) e 15 Da

(m/z 281 > 266).

BC02_F_LC_MSMS #615 RT: 8,39 AV:1 Mi-227E2

F: ITMS + ¢ APCl corona Full ms [100,00-10C
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10003
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400
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3105 266 282 ||300
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Figura 89. Espectro de massas do ion de m/z 298 e cromatograma obtido da andlise de LC-
EM da fracdo alcaloidica das folhas de B. canescens.
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Figura 90. Espectro de massas em MS? do ion de m/z 298 ([M+H]").

Na regido dos hidrogénios aromaticos no espectro de RMN de *H (Figura 76) foi
possivel observar sinais com deslocamentos de 6 6,41, 6 6,29 e d 6,87, correlacionados
no mapa de correlagbes HSQC (Figura 91) com os carbonos em & 128,45 (C-9), &
127,66 (C-11) e & 152,68 (C-12) respectivamente, sistema caracteristico de sinais
localizados no anel D de um esqueleto proaporfinico (SILVA et al., 2014a). O hidrogénio
com deslocamento em & 6,67 € compativel com o H-3 do anel A dissubstuido, e esta

acoplado ao carbono 6 114,4 (C-3) (Figura 91).
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Figura 91. Ampliagdo do mapa de correlagdes HSQC (125,76 MHz, CDCls) referente a regiéo
dos sinais de hidrogénios da fragéo alcaloidica das folhas de B. canescens.

Através do espectro de RMN de 'H foi possivel observar ainda os sinais em o
3,81 (3H, s) e & 3,65 (3H, s), referentes aos hidrogénios metoxilicos, e de acordo com
0 mapa de correlagcdes HSQC estes hidrogénios estdo acoplados aos carbonos em &
56,0 (2-OCHzs) e 60,0 (1-OCHpgs), respectivamente (Figura 92), confirmando a presenca

de duas metoxilas.

N oA
53,81 53,65 :
%—50 3
8
556,0/2-OCH, -
F55 &
P8
- £
5
- w60 O
- 560,07 1-OCH, o
T35 30 885 380 ars | sr0 365 360

F2 Chemical Shift (ppm)
Figura 92. Ampliacdo do mapa de correlagdes HSQC (125,76 MHZ, CDCls) referente a regido
dos sinais de hidrogénios metoxilicos da fragéo alcaloidica das folhas de B. canescens.

O perfil de fragmentacdo (Figura 90 e 94) é semelhante aos alcaloides
aporfinicos que possuem hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel B e metoxilas

adjacentes no anel A. Esse mesmo perfil de fragmentacédo foi descrito na espécie B.
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pleiosperma (SOARES et al., 2015a) e identificado como o alcaloide proaporfinico
estefarina (Figura 93 e tabela 18) (STEVIGNY et al., 2004).

O alcaloide estefarina vem sendo relatado em literatura em vérias espécies da
familia Annonaceae como: Xylopia laevigata (COSTA et al., 2013e), Asimina triloba

(MAJRASHI et al., 2018).

O
Figura 93. Estrutura do alcaloide estefarina.

m/z 298

m/z 266 m/z 250
Figura 94. Proposta de fragmentacao para o alcaloide estefarina.
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Tabela 18. Dados de RMN de *H, HSQC e HMBC para o alcaloide estefarina.

Estefarina (m/z 298)

Posicdo
1
la
2
3
3a
3b
4
5

6a

Ta

10
11
12

2-OCHs
1-OCH3

Hs
(mult., J em Hz)?

6,67 (1H, s)

2,78 (2H, m)

4,33 (1H, m)

6,41 (1H, dd,
10,00 e 1,8)

6,29 (1H, dd, 10,0
e 1,8)

6,87 (1H, m)
3,81 (3H, s)
3,65 (3H, s)

H3
(mult., J em Hz)®

6,64 (1H, s)

2,80 (2H, m)

3,46 (1H, dd, 6,6 e 1,2)
3,16 (1H, dd 5,4 e 1,8)

4,31 (1H, dd 10,5 e 6,6)
2,41 (2H, dd 12,0 e 6,6)

7,03 (1H, dd, 3,0 e
10,0)

6,42 (1H, dd, 10,0
1,8)

6,30 (1H, dd, 9,6 e 1,8)

6,89 (1H, dd, 10,0 e
3,0)
3,82 (3H, )

3,61 (3H, s)

HSQC
(1H_13c)a

128,45

127,66

152,68
56,0
60,0

HSQC (*H-
lSC)c

145,20
133,13
154,20
112,63
128,63
135,67
26,76
45,40
58,22
48,53
51,82
150,30
128,97
186,88
127,80
153,70

56,74
61,39

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para H e 125,76 MHz para HSQC e HMBC em CDClIs,
utilizando o TMS como padr&o interno. PDados da literatura de acordo com Soares, 2014 (H; 600 MHz,
CDCl3). (6) Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.
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5.8.1.2. Determinacdo estrutural dos alcaloides identificados na frac&o alcaloidica
obtida dos galhos finos da espécie B. canescens.

Para a fracdo alcaloidica dos galhos finos da espécie B. canescens foi possivel
somente identificar a substancia com Tr 9,93 minutos, referente ao ion de m/z 266
([M+H]") (Tabela 13 e Figura 95), correspondende a molécula protonada. Este ion foi
submetido a andlise de MS?, sendo observado um padrdo de fragmentacdo visto
anteriormente na fracdo alcaloidica das folhas de B. canescens (Figuras 74 e 75). O
perfil de fragmentacao ja foi descrito na espécie B. pleiosperma e identificado como o
alcaloide aporfinico anonaina (Figura 99), essa afirmacao foi comprovada a partir da
comparacao dos dados de RMN 1D (Figura 96) e 2D (Figuras 97 e 98) com os ja
descritos em literatura (Tabela 19) (STEVIGNY et al., 2004; SOARES et al., 2015a;

RINALDI et al., 2017).

BC02_GF #1671 RT: 9,96 AV:1 NL:52
F: ITMS + ¢ ESI Full ms [150,00-1000,00]
266

50000

45000

40000

350004 e

300004 L

25000

20000 - /\

15000
10000 267

5000 249
115

344
oLl 179 195 211 227 241|250 268 200 55 331 | 39 361 383 413 410 436 445 467 483 492 509 541 849 567 592 5op
e I P R
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

m/z

Figura 95. Espectro de massas e cromatograma obtido da analise em LC-EM do ion de m/z
266 ([M+H]+).
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Figura 96. Espectro de RMN de 'H (500,13 MHz em CDCls) da fracdo alcaloidica dos galhos
finos de B. canescens.
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Figura 97. Mapa de correlagbes HSQC (125,76 MHz em CDClz) da fracdo alcaloidica dos
galhos finos de B. canescens.
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Figura 98. Mapa de correlacdes HMBC (125,76 MHz em CDCls) da fracdo alcaloidica dos
galhos finos de B. canescens.

Figura 99. Estrutura e correlacBes do alcaloide anonaina.
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Tabela 19. Dados de RMN de *H, HSQC e HMBC para o alcaloide anonaina.

Anonaina (m/z 266)

Posicédo

la

3a
3b

4Pseudoax

4Pseudoeq

5Pseudoax

5Pseudoeq

6a

Pseudoax

Pseudoeq

7a

10

11

1la

'H & (mult.,
Jem Hz)a1

6,57 (1H,s)

2,77 (1H,
m)

3,11 (1H,
m)

3,59 (1H,
m)

7,24 (1H,
m)

7,24 (1H,
m)

7,31 (1H,
m)

8,07 (1H, d,
7,94)

'H & (mult.,
Jem Hz)b

6,57 (1H, s)

2,81 (1H, m)

2,74 (1H, m)
3,10 (1H, m)

3,52 (1H, m)

3,83 (1H, dd,
47 e 12,0)
2,81 (1H, m)

2,97 (1H, m)

7,24(1H, m)
7,24(1H, m)
7,32 (1H, m)

8,08 (1H, d,
8,1)

HsQcC °

143,16
116,23
148,21

107,68

128,26
124,80
26,98

26,98

41,63

41,63

52,81

133,48

128,13

128,13

127,45

127,12

HsQC”

143,34
116,82
147,86

107,87

128,76
126,71
29,50

29,50
42,91

42,91

53,72

35,59
35,59

134,77

128,12
128,12

127,13

127,10

131,38

HMBC

(lH-13C)a

26,98;
123,98;
143,16 e
148,21

107,68 e
124,80

52,81,
124,80 e
128,26

52,81le
124,80

127,10 e
133,48

128,13
116,23;

128,13 e
133,48

HMBC
(1H_:I.3c)b

29,50;
126,71,
143,34 e
147,86

107,87 e
126,71

53,72;
128,76

116,82;
128,76

53,72,
126,71;
134,77

128,12 e
131,38

116,82;
128,12 e
134,77
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6,11 (1H,d, 6,11 (1H, d,

1,3) 1,3) 101,02 10097 14332 143,34
_CH.- 148,0
O-CH,-0
596 (IH,d, 596 (1H,d, 101,02 100,97  ,. ., 143,34
1,3) 1,3) ’

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para H e 125,76 MHz para HSQC e HMBC em CDClIs,
utilizando o TMS como padréo interno. "Dados da literatura de acordo com Soares, 2014 (H; 600 MHz,
CDClz3). (6) Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.

184



5.8.2. Determinagao estrutural das substancias isoladas da fragéo alcaloidica das
folhas da espécie B. canescens.

5.8.2.1. Determinacéao estrutural da amostra BcFFrl.
A amostra codificada como BcFFrl (2,5 mg) apresentou-se com caracteristica

de sdlido amorfo. A analise por espectrometria de massas (Figura 100) desta amostra
apontou para a presenca de uma substancia pura, sendo observado majoritariamente
o ion quasi-molecular com m/z 266 ([M+H]*). Esse ion foi submetido a analises de MS"
(Figura 101), sendo observados padrbes distintos de fragmentacdo do alcaloide
aporfinico anonaina, com perda inicial de 17 Da (m/z 266 > 249), seguida de perdas
sequenciais de 30 e 28 Da (m/z 249 -> 219 - 191) identificado como majoritario

anteriormente na fracao alcaloidica das folhas de B. canescens (Figuras 74 e 75).

v
00{Detecior ACRLZ60nm

o
B
266 2 miz266 Fsoo

175
Fes.0

150{ Frs5.0
1254

100{ N ° Fs00
g 8

T T T T T T T T
00 25 50 5 100 125 150 175 200 25 250 25 i

465 480
36,8,,374 393 411 421 440 460

499

200 250 300 350 400 450 500
m/z

Figura 100. Espectro de massas e cromatograma obtido da analise em LC-EM do ion de m/z
266 ([M+H]Y).
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Figura 101. Espectro de massas em MS* do ion de m/z 266 ([M+H]").

Apdés uma comparacédo dos espectros de RMN de H, referentes a substancia
isolada de B. canescens (BcFFrl) e a identificada na fracéo alcaloidica das folhas de
B. canescens (Tabelas 16 e 20), foi possivel confirmar o alcaloide aporfinico anonaina

(Figura 102). O espectro de RMN de 'H esta disposto no anexo 1 (Figura 218).

Figura 102. Estrutura do alcaloide anonaina.

186



Tabela 20. Dados de RMN de H para o alcaloide anonaina.

Anonaina (m/z 266)

- 'H& (mult,Jem  'H& (mult, ]
Posicao a b
Hz) em Hz)
1 - -
la - -
2 - -
3 6,56 (1H,s) 6,57 (1H, s)
3a - -
3b - -
4pseudoax - 2,81 (1H, m)
4pseudoeq 2,79 (1H, m) 2,74 (1H, m)
Bpseudoax 3,14 (1H, m) 3,10 (1H, m)
Bpseudoeq 3,56 (1H, m) 3,52 (1H, m)
3,80 (1H,dd, 4,5¢ 3,83 (1H, dd,
6a 10,0) 4,7 € 12,0)
Pseudoax : 2,81 (1H’ m)
Pseudoeq B 2,97 (1H’ m)
7a - -
8 7,22 (1H, m) 7,24(1H, m)
9 7,22 (1H, m) 7,24(1H, m)
10 7,30 (1H, m) 7,32 (1H, m)
8,08 (1H, d,
11 8,09 (1H, d, 7,94) 8.1)
11a - -
6,11 (1H, d,
6,10 (1H, d, 1,3) 1,3)
O-CH,-O
5,94 (1H, d, 1,3) 5,96 (1H, d,
1,3)

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para *H, em CDClIs, utilizando o TMS como padr&o interno.
bDados da literatura de acordo com Soares, 2014 (600 MHz, CDCls). (8) Deslocamento quimico em ppm.
(-) ndo identificado.
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5.8.2.2. Determinacéao estrutural da amostra BcFFr2.
O ion de m/z 328 (3,0 mg) observado na amostra B¢cFFr2 (Figura 103), quando

submetido a andlise de fragmentacédo, evidenciou perdas de 31, 32 e 28 Da (m/z 328
- 297 - 265 > 237) (Figura 104), perdas semelhantes as observadas anteriormente
na fracdo alcaloidica das folhas de B. canescens para o alcaloide aporfinico identificado
como isoboldina (Figuras 84 e 85). Uma comparacéo dos dados de RMN de *H (Tabela
17 e 21) entre as amostras confirmou a presenca do alcaloide isoboldina como
substancia isolada (Figura 105). O espectro de RMN de 'H esta apresentado no Anexo

1 (Figura 219).
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434 452 467 480
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Figura 103. Espectro de massas e cromatograma obtido da anélise em LC-EM do ion de m/z
328 ([M+H]Y.
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Figura 104. Espectro de massas em MS? do ion de m/z 328 ([M+H]").

Figura 105. Estrutura do alcaloide isoboldina.
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Tabela 21. Dados de RMN de 'H para o alcaloide isoboldina.

Isoboldina (m/z 328)

Posicao
1
la
2
3
3a
3b

4pseudoax

4pseud0eq
5pseudoax
5pseudoeq
6a
7pseudoax

7pseudoeq

7a
8
9
10
11
1lla
N-CH3s
2-OCHjs
10-OCHs

'H & (mult., J em Hz)?

6,52 (1H, s)

2,97 (1H, m)

3,19 (1H, m)

6,84 (1H, s)
8,04 (1H, s)
2,60 (3H, )
3,85 (3H, s)
3,90 (3H, s)

'H & (mult., J em Hz)®

6,55 (1H, s)

2,64 (1H, dd, 15,9 e
3,4)

3,15 (1H, m)
2,53 (1H, m)
3,05 (1H, m)
3,05 (1H, m)
2,57 (1H, m)
3,0 (1H, dd, 13,8 € 4,2)
6,83 (1H, s)
8,02 (1H, s)
2,55 (3H, s)
3,92 (3H, s)
3,94 (3H, s)

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para RMN de *H em CDCls, utilizando o TMS como padrdo
interno. "Dados da literatura de acordo com SOARES et al., 2015a (600 MHz, CDCls). (8) Deslocamento
guimico em ppm. (-) ndo identificado.
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5.8.2.3. Determinacdao estrutural da amostra BcFFr3.

A fracado codificada como BcFFr3 (3,3 mg) apresentou-se como um sélido amorfo

de coloracdo marrom. Através da analise por espectrometria de massas, foi possivel

observar o ion quasi-molecular de m/z 298 ([M+H]*) (Figura 106). Esse ion foi

submetido a analises de MS" (Figura 107), na qual observou-se um padrdo de

fragmentacgdo distinto com perdas de 17 e 31 Da (m/z 298 - 281 - 250), além de uma

perda de 15 Da (m/z 281 - 266). Esse mesmo perfil de fragmentacao foi encontrado

nas analises da fracdo alcaloidica das folhas de B. canescens (Figura 90), sendo

sugerido pertencer ao alcaloide proaporfinico estefarina (Figura 108). Apos a

comparacédo dados de RMN de 'H (Tabelas 18 e 22) foi confirmado o isolamento desse

alcaloide. O espectro de RMN de 'H esta disposto no Anexo 1 (Figura 220).
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Figura 106. Espectro de massas e cromatograma obtido da andlise em LC-EM do ion de m/z

298 (IM+H]).
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Figura 107. Espectro de massas em MS2 do ion de m/z 298 ([M+H]").

o)
Figura 108. Estrutura do alcaloide estefarina.
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Tabela 22. Dados de RMN de 'H para o alcaloide estefarina.

Estefarina (m/z 298)

Posicao
1
la
2
3
3a
3b
4
5

6a

7a

10
11
12

2-OCHs
1-OCHz3s

H3
(mult., J em Hz)?

6,67 (1H, s)

2,78 (2H, m)

4,33 (1H, m)

6,41 (1H, dd,
10,00 e 1,8)

6,29 (1H, dd, 10,0
e 1,8)

6,87 (1H, m)
3,81 (3H, s)
3,65 (3H, s)

H5
(mult., J em Hz)®

6,64 (1H, s)

2,80 (2H, m)

3,46 (1H, dd, 6,6 e 1,2)
3,16 (1H, dd 5,4 e 1,8)

4,31 (1H, dd 10,5 e 6,6)
2,41 (2H, dd 12,0 e 6,6)

7,03 (1H, dd, 3,0 e
10,0)

6,42 (1H, dd, 10,0 e
1,8)

6,30 (1H, dd, 9,6 e 1,8)

6,89 (1H, dd, 10,0 e
3,0)
3,82 (3H, s)

3,61 (3H, s)

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para 'H e 125,76 MHz para HSQC e HMBC em CDClIs,
utilizando o TMS como padréo interno. ?Dados da literatura de acordo com SOARES, 2014 (600 MHz,
CDCl3). (6) Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.
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5.8.2.4. Determinacdao estrutural da amostra BcFFr4.

Para a amostra com o coédigo BcFFr4 (3,0 mg) com caracteristicas de solido

amorfo, apos a analise por espectrometria de massas (Figura 109), foi observado o ion

guasi-molecular de m/z 276 ([M+H]"). Posteriormente esse ion foi submetido a analises

de MS? (Figura 110), sendo observado padrdes de fragmentacdo semelhantes para

alcaloides oxaporfinicos (SILVA et a., 2012), com perda inicial de 28 Da (m/z 276 >

247).
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Figura 109. Espectro de massas e cromatograma obtido da analise em LC-EM do ion de m/z

276 ((M+H]Y).
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Figura 110. Espectro de massas em MS? do ion de m/z 276 ([M+H]").

A ampliacdo do espectro de RMN de 'H (Figura 111) apresenta sete sinais na
regido dos hidrogénios aromaticos, quatro atribuidos aos hidrogénios caracteristicos do
anel D do sistema aromatico ndo substituido em & 8,68 (1H, d 8,3 Hz), 6 7,81 (1H, ddd,
8,4,72e1,5),067,60(1H, m)e d 8,42 (1H, dd, 7,8 e 1,0), relacionados aos hidrogénios
H-11, H-10, H-9 e H-8, respectivamente. O sinal do hidrogénio H-3 do anel A, foi
observado em & 7,34 (1H, s), indicando a presenca desse sistema oxaporfinico

dissubstituido.
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Figura 111. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (500,13 MHz, CDCls) na regido dos
aromaticos da amostra BcFFr4.

Os sinais aromaticos observados no espectro de RMN de 'H (Figura 112) em &
7,76 (1H, d, 4,9) e & 8,71 (1H, d 4,9), sdo compativeis com o0 anel B do sistema
oxaporfinico para os hidrogénios H-4 e H-5 respectivamente, onde indicam
semelhanc¢as com um sistema piridinico (CHANG et al., 2004). A presenca de um grupo
metilenodidxi substituido nos carbonos C-1 e C-2, foi confirmada pelo sinal em & 6,44

(2H, s), observado no RMN de *H (Figura 113).
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Figura 112. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (500,13 MHz, CDCls) na regido dos
aromaticos referente ao sistema oxoaporfinico da amostra BcFFr4.
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Figura 113. Apliacdo do espectro de RMN de 'H (500,13 MHz, CDCls) referente ao grupo
metilenodioxi da amostra BcFFr4.

Apos as andlises do espectro de RMN de *H (Anexo 1 — Figura 221), foi realizada

a comparagdo com os dados relatados em literatura (Tabela 23), sendo possivel a

confirmacédo da amostra BcFFr4 como o alcaloide oxoaporfinico liriodenina (Figura 114)

e sua proposta de fragmentacdo estd disposta na figura 115. Alcaloide comum em

espécies da familia Annonaceae (TADIC, et al., 1987; SILVA et al., 2007a; SURESH et
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al., 2012; ZAWAWI, et al., 2012; EGYDIO et al., 2013; RABELO et al., 2014; SOARES
et al., 2015a; BAKRI et al., 2017; SILVA et al., 2017b; SANTOS et al., 2018; MAJRASHI
et al., 2018), o qual é considerado um marcador quimiotaxonémico dessa familia (DA
CRUZ et al., 2011; DUTRA et al., 2012; COSTA et al., 2013d).

O alcaloide liriodenina possui varias atividades relacionadas como antioxidante,
antimicrobiana, antitumoral, antiplaquetaria, antiplasmodica e antiproliferativa
(SURESH et al., 2012; CHEN et al., 2013; COSTA et al., 2013d; RABELO et al., 2014;

SANTOS et al., 2018).

m/z 248

m/z 276

Figura 115. Proposta de fragmentacéo do alcaloide liriodenina.
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Tabela 23. Dados de RMN de H para o alcaloide liriodenina.

Liriodenina (m/z 276)

Posicédo

'H & (mult., J em Hz)?

H & (mult., J em Hz)°

1
la
2
3
3a
3b
4
5
6a
7
7a
8

9
10

11
1la

(1-2)-
OCHs

7,34 (1H, s)

7,96 (1H, d, 4,9)
8,71 (1H, d 4,9)

8,42 (1H, dd, 7,8 e 1)

7,60 (1H, m)

7,81 (1H, ddd, 8,4, 7,2 e
1,5)
8,68 (1H, d 8,3)

6,44 (2H, s)

7,22(1H, s)

7,80 (1H, d 4,8)
8,90 (1H, d 4,8)

8,59 (1H, dd, 7,8 e
1,2)
7,59 (1H, t, 7,8 3x (2)

7,78 (1H, dd, 8,4 e
1,2)
8,69 (1H, d, 8,4)

6,38 (2H, s)

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para *H MHz em CDClIs, utilizando o TMS como padréo
interno. ®PDados da literatura de acordo com SOARES, 2014 (600 MHz, CDCls). (8) Deslocamento quimico

em ppm. (-) ndo identificado.
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5.8.2.5. Determinacdao estrutural da amostra BcFFr5.

A substancia codificada como BcFFr5 (1,2 mg), € um solido de coloracdo
marrom. A andlise usando espectrometria de massas evidenciou um ion quasi-
molecular de m/z 282 ([M+H]*) (Figura 116), o qual foi submetido a andlise de MS?
(Figura 117). Nos espectros de MS" foi possivel a observagéo da perda inicial de 17 Da
(m/z 282 - 265), sugerindo a auséncia da metila ligada ao nitrogénio do anel B do
esqueleto aporfinico, seguida de perdas sequenciais de 15 Da que indicam a presenca
de metoxilas adjacentes no anel A. O mesmo padrao foi observado nas anélises CLAE-
EM/EM para a espécie B. canescens (Tabela 13). Tal padrdo de fragmentacao
evidencia uma estrutura aporfinica sem N-metilacdo, com duas metoxilas adjacentes,

além de um anel D néo substituido.

282
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3000 257

2000 273 302 360 432

300 - 361
L 319 ot 395 4
03105 515 23—7—772‘ ‘ ‘ | H ‘ 368 593 | 407 a0 [C° 448 465 ‘
0 M\\‘wu‘hm‘\m h“\\H\HMJM T NMMM\\‘Hmwm\JJWMJL‘L\ ‘ | “m\\ i Mmmuw\u\u‘Mw‘\ bl als ol JH\\ |
] T T [T T T T IR T T T T T IRARRS IAaaR T T
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Figura 116. Espectro de massas do ion de m/z 282 ([M+H]") da amostra B¢cFFr5.
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Figura 117. Espectro de massas em MS? do ion de m/z 286 ([M+H]").

Na ampliacdo do espectro de RMN de 'H (Figura 118) foram observados sinais
referentes a hidrogénios arométicos em & 7,34 (1H, m), 6 7,36 (1H, m) e 6 8,41 (1H, d,
7,9 Hz), sinais estes caracteristicos de um esqueleto aporfinico ndo substituido, além
de um simpleto em & 6,68 (1H, s) que foi atribuido ao hidrogénio na posicéo H-3 do anel
A substituido, de um esqueleto aporfinico. Foram observados simpletos integrando para
trés hidrogénios em 0 3,68 (3H, s) e 6 3,91 (3H, s), caracteristicos de metoxilas ligadas
aos carbonos C-1 e C-2 do anel A do esqueleto aporfinico (Figura 119). Outras
correlacdes sdo apresentadas na tabela 24 e o espectro total de RMN de 'H esta no

Anexo 1 (Figura 222).
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Figura 118. Ampliacédo do espectro de RMN de 'H (500,13 MHz, CDCls) referente a regido dos
aromaticos da amostra BCFFr5.
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Figura 119. Ampliacéo do espectro de RMN de *H (500,13 MHz, CDCls) referente a regido das
metoxilas da amostra BcFFr5.

Com base nas andlises espectrométricas e espectroscopicas, identificou-se a

substancia BcFFr5, como sendo o alcaloide aporfinico nornuciferina (Figura 120). Os
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dados obtidos foram confirmados com relatos descritos em literatura (SOARES et al.,
2015a).

O alcaloide aporfinico nornuciferina, € comum em espécies da familia
Annonaceae, como: Bocageopsis pleiosperma (SOARES et al., 2015a), Annona
leptopetala (DE CASTRO RODRIGUES et al., 2016), Asimina triloba (MAJRASHI et al.,
2018), Guatteria pogonopus (SANTOS et al., 2018), Unonopsis floribunda (SILVA et al.,
2018a). Este alcaloide possui atividades citotoxica (SANTOS et al., 2018) e

antidepressiva (MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 2012) ja descritas em literatura.

Figura 120. Estrutura do alcaloide nornuciferina.
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Tabela 24. Dados de RMN de H para o alcaloide nornuciferina.

Nornuciferina (m/z 282)

Posicao

'H & (mult., J em Hz)?

H & (mult., J em Hz)?

1
la
2
3
3a
3b

4

6a
7
7a
8
9
10
11
1lla
1-OCHs
2-OCH3

6,68 (1H, s)

2,97 (1H, dd 17,0 e 3,5)

3,26 (1H, m) e 3,40
(1H,m)

4,29 (1H, m)

7,34 (1H, m)
7,36 (1H, m)
8,41 (1H, d, 7,9)
3,68 (3H, s)
3,91 (3H, s)

6,67 (LH, s)

2,78 (1H,dd, 16,1 e
3,4)
e 3,20 (1H, m)
3,10 (1H, m) e 3,54
(1H, m)

3,98 (1H, m)

2,92 (1H, m) e 3,06
(1H, m)

7,25 (1H, m)
7,25 (1H, m)
7,33 (1H, m)
8,40 (1H, d, 7,8)
3,68 (3H, s)
3,90 (3H, s)

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz em CDClIs, utilizando o TMS como padré&o interno. "Dados da
literatura de acordo com SOARES et al., 2015a (600 MHz, CDCls). (8) Deslocamento quimico em ppm.

(-) ndo identificado.

204



5.8.2.6. Determinacdao estrutural da amostra BcFFr6.
A fracédo purificada codificada B¢cFFr6 (3,5 mg) trata-se de um solido amorfo, cuja

analise por espectrometria de massas (Figura 121) evidenciou um ion quasi-molecular
de m/z 328 ([M+H]*). Na analise de MS? (Figura 122) foi observado uma perda inicial
de 17 Da (m/z 328 - 311), coerente com um padrdo observado para esqueletos
aporfinicos (STEVIGNY et al., 2004; SOARES et al., 2015a; LIMA et al., 2020).

No estudo de fragmentacao verificou-se ser a amostra BcFFr6 um alcaloide
aporfinico com auséncia de N-metilacdo. Foi proposta a localizagdo de duas metoxilas
adjacentes no anel A, e com base na diferenca de massas, foi sugerida a presenca de
um anel D substituido com uma metoxila e uma hidroxila, adjacentes ou né&o

(STEVIGNY et al., 2004).

328
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220005
20000

miz 328

18000

16000

14000

12000

10000 e P A
8000 329
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40005 232

326

491
330 344 362 386 404 423 434 450 458 472 482\492
h LLJ‘JUJ‘ uw g A“H“Y JAYX 11 bt ‘ Sy L1 \‘
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Figura 121. Espectro de massas e cromatograma obtido da analise em LC-EM do ion de m/z
328 ([M+H]*) da amostra BcFFr6.
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Figura 122. Espectro de massas em MS? do ion de m/z 328 ([M+H]*) da amostra BcFFr6.

Na ampliacdo do espectro de RMN de H da regido dos aromaticos (Figura 123)
sé@o observados trés simpletos em & 8,06 (1H, s), d 6,79 (1H, s) e ® 6,59 (1H, s),
compativeis a presenca dos substituintes nas posi¢cdes C-1, C-2, C-9 e C10, do
esqueleto aporfinico proposto. Foram observados trés sinais de metoxilas (Figura 124)
em & 3,66 (3H, s), 6 3,88 (3H, s) e 6 3,89 (3H, s) e de acordo com 0 mapa de correlagao
HSQC (Figura 125) esses hidrogénios estao ligados aos carbonos 6 60,30 (1-OCHs), &
56,11 (2-OCHzs) e 8 56,11 (10-OCHz), respectivamente e se correlacionando de acordo
com o mapa de correlacdo HMBC (Figura 126) com os carbonos em & 145,59 (C-1), 6
152,65 (C-2) e © 144,48 (C-10), respectivamente. Outras correlacdes sdo apresentadas

na tabela 25.
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Figura 123. A ampliacdo do espectro de RMN de 'H (500,13 MHz, CDCl;) da regido dos
aromaticos da amostra BcFFr6.
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Figura 124. Ampliacédo do espectro de RMN de 'H (500,13 MHz, CDCls) referente a regido das
metoxilas da amostra BcFFr6.
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Figura 125. Ampliacdo do mapa de correlacdo HSQC (125,76 MHz, CDCls) referente a regido
dos hidrogénios de metoxilas da amostra BcFFr6.
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Figura 126. Ampliacdo do mapa de correlagdo HMBC (125,76 MHz, CDCls) referente a regiéo
dos hidrogénios de metoxilas da amostra BcFFr6.

Apos as analises dos espectros de massas, RMN 1D e 2D e compara¢cao com
dados relatados em literatura (Tabela 25), foi proposto o alcaloide aporfinico
laurotetanina (Figuras 127 e 128) com m/z 328. O espectro total de RMN de *H e mapas
de correlagbes HSQC e HMBC séo apresentados no Anexo 1 (Figuras 223, 224 e 225).

Este alcaloide j& foi reportado em diversas espécies da familia Annonaceae,
como: Xylopia laevigata (COSTA et al., 2013e), Bocageopsis pleiosperma (SOARES et
al., 2015a), Annona leptopelata (DE CASTRO RODRIGUES et al., 2016), Alphonsea

(TADIC et al., 1985; BAKRI et al., 2017), bem como suas atividades bioldgicas vem
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sendo reportadas em literatura: atividade antimalarica (FADAEINASAB et al., 2015;

ZAHARI et al., 2016) e leishmanicida (FOURNET et al., 2007).

Figura 128. Principais correlagdes observadas para o alcaloide laurotetanina.
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Tabela 25. Dados de RMN de *H, HSQC e HMBC para o alcaloide laurotetanina.

Laurotetanina (m/z 328)
H5 HSQC HSQC HMBC HMBC

1
Posicao \I;I:ngrr_lzl)t; (mult., J (mult., J  (mult.,,J  (mult., J (mult., J
emHz)® emHz)? emHz)® emHz)® emHz)P
1 i - 14559 144,66 - ;
1a - - 126,84 127,19 - i
1b i ; 126,24 126,10 - :
2 ; - 152,65 152,70 ; ;
27,94: 28,17;
6,60 (s, 126,24:  126,10;
3 6,59 (s, 1H) o 11085 11060  oee  Tagce
15265 152,70
3a - - - 128,80 ; i
Apsen . ; 27,94 2817 - :
Spseu . 3'91?45”" : 53,10 . :
6a i - 61,00 - :
Toseu - ; 3580 35,30 - i
7a i 129,11 129,10 ; :
- 35,80; 35,34;
8 679(s, 1H) 080 44416 11407 12358 123,68;
L) 14536 14528
9 i - 14536 145,28 - ;
10 - - 14448 144,60 ; i
123,58;
11 8,06 (s, 1H) 8’%)(5’ 11150 111,60 gg'fif i
145,36
11a ; ; 12358 123,68 ; .
1-OCH3 3,66 (s, 3H) 3’g|7_|)(5’ 60,30 60,00 14559 144,66
2-0CH3 3,88 (s, 3H) 3’?3)(5’ 5611 5575 152,65 152,70
10-0CH3  389(s,3H 221 5611 5502 14448 144,60

0 3H)
experimento foi realizado a 500,13 MHz para H e 125,76 MHz para HSQC e HMBC em CDCls, utilizando
o TMS como padréo interno. "Dados da literatura de acordo com SOARES, 2014 (*H 600 MHz, CDCls).
(6) Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.
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5.8.2.7. Determinacdao estrutural da amostra BcFFr7.
A amostra codificada como BcFFr7 (3,5 g) € um solido amorfo. Através da

espectrometria de massas (Figura 129) foi observado um ion quasi-molecular com m/z
338 ([M+H]*). Esse ion foi submetido a analises de MS? e apresentou perda inicial de
15 Da (m/z 338 - 323) seguida de perda de 28 Da (m/z 323 - 294) (Figura 130),
apontando para uma estrutura sem caracteristicas aporfinicas. Um padrdo de
fragmentacdo similar observado foi relatado em estudos anteriores de alcaloides
contendo o nitrogénio na forma imino, como o0s observados em alcaloides
oxoaporfinicos (SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2014a; SOARES et al., 2015a; LIMA

et al., 2020).

338

339

276 438
284 319 360
215 225 241 272_ | &% 301 |, 3¢ 340 | s8 407 414 428 |443 465 482 493
o HH‘HHY‘I JH‘ / el e TR A , ER M Y PR e
200 250 300 350 400 450 500
m/z

Figura 129. Espectro de massas do ion de m/z 338 ([M+H]*) da amostra BcFFr7.
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Figura 130. Espectro de massas em MS? do ion de m/z 338 ([M+H]*) da amostra BcFFr7.

Na ampliacdo do espectro de RMN de *H (Figura 131), foram observados cinco
sinais de hidrogénios aromaticos em & 7,51 (1H, s), 6 8,02 (1H, d, 5,4 Hz), & 8,74 (1H,
d, 5,0 Hz), 6 7,83 (1H, s) e 6 8,86 (1H, s), atribuidos aos hidrogénios H-3, H-4, H-5, H-
8 e H-11, respectivamente. Tais sinais sdo compativeis com o padrao de multiplicidade
de estruturas oxoaporfinicas tetrasubstituidas nas posicées C-1, C-2, C-9 e C-10
(GUINAUDEAU et al., 1975, 1979, 1983, 1988, 1994). De acordo com as caracteristicas
apresentadas os hidrogénios orto acoplados em 6 8,02 e d 8,74, com constantes de
acoplamento de 5,0 Hz-5,4 Hz, foram atribuidos aos hidrogénios a e B respectivamente,
do anel piridinico do esqueleto oxoaporfinico (Figura 132) (GUINAUDEAU et al., 1975,

1979, 1983, 1988, 1994).
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Figura 131. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (500,13 MHz, CDCls) na regido dos
aromaticos da amostra BcFFr7.

Figura 132. Estrutura do anel piridinico.

Na ampliacdo do mapa de correlacbes HSQC (Figura 133) foi possivel observar
que os hidrogénios em & 8,02 e d 8,74, estao acoplados aos carbonos 6 124,31 (C-4)
e O 143,85 (C-5) respectivamente, sendo o carbono C-5 atribuido como o mais
desblindado, por causa da presenca do nitrogénio adjacente. Através da ampliacdo do
mapa de correlacbes HMBC (Figura 133) foi possivel observar as correlcdes dos
hidrogénios do anel piridinico. O hidrogénio em & 8,02 esta se correlacionando a J3 com

os carbonos em & 106,38 (C-3) e & 121,31 (C-11c) e o hidrogénio em & 8,74 esta se
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correlacionando a J?> com o carbono em & 124,31 e a J% com os carbonos & 144,71 (C-

6a) e 5 136,23 (C-3a).
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Figura 133. Ampliacdo dos espectros de RMN de 'H (A) (500,13 MHz, CDCls), mapas de
correlagbes HSQC (B) e HMBC (C) (125,76 MHz, CDCls) dos sinais em & 8,74 e & 8,02.

Para o hidrogénio mais blindado na posi¢cdo H-3 em & 7,51 (1H, s), foi possivel
através da ampliacdo do mapa de correlacbées HSQC (Figura 134) atribuir que esse
hidrogénio possui uma correlagdo a J* com o carbono & 106,38 (C-3) e com 0 mapa de
correlacdes HMBC (Figura 134), foi possivel atribuir correlacdo a J?> com o carbono &

157,46 (C-2) e a J3com os carbonos & 124,31 (C-4), 6 121,31 (C-11c), 151,78 (C-1).
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Figura 134. Ampliacdo dos espectros de RMN de 'H (A) (500,13 MHz, CDCl;), mapas de
correlagbes HSQC (B) e HMBC (C) (125,76 MHz, CDClIs) do simpleto em & 7,51.

Na ampliacdo do espectro de RMN de 'H (Figura 135) apresentou sinais de
hidrogénios metoxilicos em 6 4,08 (3H, s), 8 4,12 (3H, s) e 6 4,09 (3H, s) e através dos
mapas de correlacbes HSQC e HMBC (Figura 136) foi possivel observar os
acoplamentos desses hidrogénios com os carbonos & 60,05 (1-OCHs), & 55,53 (2-
OCHs3s) e © 55,14 (10-OCHz3), respectivamente, e as correla¢cdes a longa distancia com
os carbonos em & 151,78 (C-1), & 157,46 (C-2) e & 153,39 (C-10), respectivamente,

confirmando assim a presenca de substituicdo no anel A e no anel D.
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Figura 135. Ampliacdo dos espectros de RMN de 'H (500,13 MHz, CDCl;) dos sinais em &

4,12,54,09 e 6 4,08.
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Figura 136. Ampliacdo dos mapas de correlagcdes HSQC (A) e HMBC (B) (125,76 MHz, CDCls)
dos sinaisem 6 4,12, 6 4,09 e 0 4,08.

Para o hidrogénio em & 7,83 (1H, s), posicdo H-8, através do mapa de

correlagdes HSQC (Figura 137) foi possivel verificar o acoplamento ao carbono em &

113,53 (C-8) e confirmar essa posicao através do mapa de correlagcdes HMBC (Figura

137), no qual apresentou correlacdo a longa distancia com os carbonos em & 181,30

(C-7), 5 153,39 (C-10) e & 128,22 (C-11a) e a J°> com o carbono em & 147,51 (C-9).
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Figura 137. Ampliacdo dos mapas de correlagcdes HSQC (A) e HMBC (B) (125,76 MHz, CDCl5)
do sinal em & 7,83.

Para o hidrogénio em & 8,86 (1H, s), posicado H-11, foi possivel através do mapa
de correlacdes HSQC (Figura 138), observar o acoplamento com o carbono em &
110,51 (C-11), bem como no HMBC (Figura 138) apresentou as correlacdes a J?> com
os carbonos em & 128,22 (C-11a) e & 153,39 (C-10) (confirmando a presenca da
metoxila no C-10) e a J® com os carbonos em & 147,51 (C-9) e & 126,64 (C-7a). Os
dados foram tabelados (Tabela 26) e confrontados com dados j4 existentes em
literaturas (FIENENA et al., 2016), e a amostra BcF7 foi identificada como o alcaloide
oxaporfinico atherolina (Figuras 139), sendo este o primeiro relato do alcaloide
oxaporfinico tetrasubstituido nas posi¢cdes 1,2, 9 e 10 no género Bocageopsis. Os
dados espestrais de RMN de *H, HSQC e HMBC estdo dispostos no anexo 1 (Figuras
226, 227 e 228)

Esse alcaloide oxoaporfinico ja foi relatado nas cascas da espécie Atherosperma
moschatum (BICK & DOUGLAS, 1965), nas cascas de Hernandia sonora (CHEN et al.,

1995) e nas cascas da espécie Colubrina decipiens da familia Rhamnaceae (FIENENA
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et al., 2016), além de isolado na em espécies da familia Hernandiaceae e tendo sua

atividade antiplaquetaria testada (LAKSHMI et al., 2009).
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Figura 138. Ampliacdo dos mapas de correlacdes HSQC (A) e HMBC (B) (125,76 MHz, CDCls)
do sinal em & 8,86.

OH
Figura 139. Estrutura do alcaloide atherolina.
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Tabela 26. Dados de RMN de *H, HSQC e HMBC para o alcaloide atherolina.

Atherolina (m/z 338)

1 1 HSQC HSQC HMBC HMBC
Posicado Hsngrw;l)t; J H:rrgrr_gl)tk;, d (mult., J (mult., J (mult., J (mult., J
em Hz)? em Hz)P em Hz)? em Hz)P
1 - - 151,78 152,5 - -
2 - - 157,46 158,5 - -
3 7,51 (1H, s) 7,23 (1H, s) 106,38 107,4 15178, 125,5;
157,46 1525
3a - - 136,23 137,0
106,38; 107,4;
4 8,02 (1H,d, 5,4) 7,79 (1H, d, 8) 124,31 125,5 12131 122 3
124,31, 137.0:
5 8,74 (1H,d, 5,00 8,55 (1H, d, 8) 143,85 144,1 136,23; o
144,4
144,71
6a - - 144,71 1444 - -
7 - - 181,30 182,0 = =
7a - - 126,64 127,5 - -
128,22,
147,51, 129,2;
8 7,83 (1H, s) 7,57 (1H, s) 113,53 114,5 15330, 1535
181,30
9 - - 147,51 148,0 - -
10 - - 153,39 153,5 = =
119,16; 119,8;
126,64, 127,5;
11 8,86 (1H, s) 8,49 (1H, s) 110,51 111,8 128,22 129,2;
147,51, 148,0;
153,39 153,5;
1lla - - 128,22 129,2 - -
11b - - 119,16 119,8 - -
1lic - - 121,31 122,3 - -
1-OCH3 4,08 (3H, s) 3,96 (3H, s) 60,05 60,9 151,78 152,5
2-OCHs 4,12 (3H, s) 4,03 (3H, s) 55,53 56,7 157,46 158,5
10-OCHs 4,09 (3H, s) 4,00 (3H, s) 55,14 56,6 153,39 153,5

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para H e 125,76 MHz para HSQC e HMBC em CDCls,
utilizando o TMS como padréo interno. ?Dados da literatura de acordo com FIENENA et al., 2016 (*H
500,19 MHz e C 125,78 MHz, CDCls). () Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.

219



5.8.2.8. Determinacao estrutural da amostra BcFFr8.1 e BcFFr8.2.

As fracbes purificadas que apresentaram massa e ions nao identificados no
espectro de RMN de 'H da fragdo alcaloidica foram enviadas para andlises de RMN 1D
e 2D. A amostra codificada como BcFFr8 (4,0 mg), com caracteristica de substancia
pura, evidenciou na andlise por espectrometria de massas um ion com m/z 194
([M+H]"), correspondendo a molécula protonada (Figura 140), sendo este, submetido a
andlise de MS? (Figura 141). Ao analisar o espectro de MS? foi possivel observar uma
perda inicial de 17 Da (NHs), seguida de perdas sequenciais de 43 Da (CH3CHNH), 32
Da (CHsOH) e 28 Da (CO) (m/z 194 > 177 / 194 > 151/ 177 > 145 > 117). Como
visto anteriormente perdas iniciais de 17 Da sugerem a auséncia da N-metila no anel
B, similarmente ao que acontece com um esqueleto aporfinico. Tal esqueleto foi
descartado com base na massa molecular da amostra. Adicionalmente a esses dados,
os ions resultantes da fragmentacdo MS?, sugeriram tratar-se de um alcaloide
isoquinolinico simples substituido, com grupos hidroxila ou metoxila vicinais (WU &
HUANG, 2006).
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Figura 140. Espectro de massas do ion de m/z 194 e cromatograma obtido da analise de LC-
EM da fracdo alcaloidica BcFFr5 das folhas de B. canescens.
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Figura 141. Espectro de MS? do ion m/z 194 ([M+H]*) da fragdo alcaloidica BcFFrl.

Ao observar o RMN de 'H da fracdo BcFFr5 (Anexo 1 — Figura 229) ficou
evidente que essa amostra possuia duas substancias devido a presenca de 4 sinais
nas regides de hidrogénios aromaticos na proporcdo de 2:1, logo estes compostos
foram codificados como BcFFr8.1 e BcFFr8.2. No espectro de RMN de *H foi possivel
observar o sinal referente a substancia majoritaria (BcFFr8.1), que possui 0s
hidrogénios aromaticos em & 6,69 (1H, s) e 6 6,56 (1H, s) (Figura 142) e no mapa de
correlagdes HSQC verificou-se que esses hidrogénios estédo ligados aos carbonos em
0 111,76 e 6 110,90, atribuidos, respectivamente, ao C-8 e C-5 do nucleo isoquinolinico
(Figura 143). A substancia minoritaria (B¢cFFr8.2) possui hidrogénios aromaticos em &
6,57 (1H, s) e 8 6,65 (1H, s) e no mapa de correlagdes HSQC foi observado a ligacéo
direta com os carbonos em & 108,09 (C-8) e & 114,45 (C-5) respectivamente (Figura

142 e 143).
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Figura 142. Espectro de RMN de !H (500,13 MHz, CDCls) e ampliacdo da regido dos
hidrogénios arométicos da amostra BcFFrl.
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Figura 143. Ampliacdo do mapa de correla¢cdes HSQC (125,76 MHZ, CDCls) referente a regiéo
dos hidrogénios aromaticos da fracdo BcFFrl. Em preto correlacdo majoritario e em azul
minoritario.

O mapa de correlagdes HMBC evidenciou que o *H aromatico (H-8) do composto

majoritario BcFFr8.1 com deslocamento em & 6,69, esta se correlacionando com o0s

carbonos em & 50,60 (C-1), 6 124,15 (C-4a), 6 144,40 (C-7) e 6 145,40 (C-6), e que 0
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H em & 6,56 esta correlacionando com os carbonos em & 27,10 (C-4), 128,94 (C-8a)
e 0 144,40 (C-7) (Figura 144). O hidrogénio aromatico do composto minoritario
BcFFr8.2 com deslocamento em d 6,65 se correlaciona com os carbonos em & 27,10
(C-4), 5 127,80 (C-8a), d 145,28 (C-6), e 0 *H em & 6,57 se correlaciona com os

carbonos em & 50,50 (C-1) e & 124,04 (C-4a) (Figura 144).
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Figura 144. Ampliacdo do mapa de correlagbes HMBC (125,76 MHz, CDCls) referente regido
referente aos hidrogénios aroméaticos da fracdo BcFFrl. Em preto correlacdo majoritario e em
azul minoritario.

Naregido em & 4,25 (1H, q, 6,7 Hz) (Figura 145) é possivel observar um quarteto
referente ao composto majoritario e um multipleto em & 4,30 (m) referente ao composto
minoritario, ambos ligados ao carbono metinico em & 50,60 (C-1). Além de um simpleto

em 0 3,85 (s) ligado ao carbono em & 55,90, que € o indicativo da presenca de metoxilas
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referente as duas substancias, devido a relacdo ser de 2:1 (Figura 145).
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Figura 145. Ampliacdo do mapa de correlagcdes HSQC (125,76 MHZ, CDCI3) referente regiao
do carbono metinico e metoxilas da fracdo BcFFrl.

Na ampliacdo do mapa de correlagbes HMBC, o sinal de 'H em & 4,25 da
substancia majoritaria BcFFr8.1 (Figura 146) se correlaciona com os carbonos em &
21,00 (CHs-C1), & 40,00(C-3), & 124,15 (C-4a), d 111,76 (C-8) e d 128,94 (C-8a).
Enquanto o sinal de *H em & 4,30 se correlaciona com os carbonos em & 21,00 (CHs-
C1) e © 127,80 (C-8a) (Figura 146). Ainda foi possivel observar o sinal em & 3,85 se
correlacionando com o carbono em & 145,40 (H3CO-6) e em & 146,34 (H3CO-7)
referentes aos constituintes BcFFr8.1 (majoritario)) e a BcFFr8.2 (minoritério)

respectivamente (Figura 146).
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Figura 146. Ampliacdo do mapa de correlagbes HMBC (125,76 MHz, CDCls) referente regido
do carbono metinico e metoxilas da fracdo BcFFr8.1 e BcFFr8.2. Em preto correlacdo

majoritario e em azul minoritario.

Na regiao de 6 1,58 (3H, d, J =6,7) e 1,60 (3,0 H, d, J = 6,7) do espectro de

RMN de 'H foram observados sinais de dois dupletos, ambos ligados ao carbono

metilico em & 21,00 (CHs-1) no HSQC, pertencentes respectivamente ao BcFFr8.1 e a

BcFFr8.2 (Figura 147). Esses sinais se correlacionam no HMBC com os carbonos em

0 50,60 (C-1) e & 128,94 (C-8a) para a substancia majoritaria, e em & 50,50 (C-1) e &

127,80 (C-8a) para a substancia minoritaria (Figura 148).
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Figura 148. Ampliacdo do mapa de correlacdes de HMBC (125,76 MHZ, CDCls) referente
regido do carbono metilico.

Com as andlises do espectro de RMN de *H, dos mapas de correlagdes HSQC
e HMBC (Anexo 1 — Figuras 229, 230 e 231), além de comparacdes com dados
presentes na literatura (Tabela 27 e 28), as substancias codificadas como BcFFr8.1 e
BcFFr8.2 foram identificadas como os alcaloides, isosalsolina (BcFFr8.1) e salsolina
(BcFFr8.2), portadores de esqueleto isoquinolinicos e pertencente a classe das
isoquinolinas simples. Sao derivadas do salsolinol, um alcaloide tetrahidroisoquinolina
gue é conhecido como uma substancia indutora do Parkinsonismo e indicativo, em
humanos, do consumo crénico de alcool (IWASA et al., 1991; KURNIK-LUCKA et al.,
2017). Salsolina e isosalsolina ocorrem apos metilagcdes nas hidroxilas presentes nos
carbonos 6 e 7, gerando os dois isbmeros constitucionais o 6-metoxi-(R)-salsolinol
(Isosalsolina) e o 7-metoxi-(R)-salsolinol (salsolina) (Figura 149) (KURNIK-LUCKA et

al., 2017).

226



(0]
Tirosina  HO
OH hidroxilase OH
—
NH, NH,

HO HO
L-tirosina L-DOPA

Dopamina
descarboxilase
HOD/\/ Nz
o HO
oy DOPAMINA (o)
’2, /\o -~
* ?) \

o . .
Acido pirtvico salsolinol sintase Acetaldeido NH

HO ""/////
HO HO H ’
6-metoxi-(R)-salsolinol
(Isosalsolina)
NH NH COMT
HO % HO %
HOOC “y H “y
Acido salsolinol-1-carboxilico (R)-salsolinol HO
-salsolino

\ NH

°© ""///
H ’//

HO
7-metoxi-(R)-salsolinol
(Salsolina)
N
/
HO

1,2-dehidrosalsolinol

Figura 149. Rota metabolica da dopamina para formagé&o da salsolina e isosalsolina no cérebro.
Fonte: Baseado em KURNIK-LUCKA et al., 2017.

O salsolinol ja foi reportado na espécie Annona reticulata (FORGACS et al.,
1981), todavia este € o primeiro relato de seus derivados, isosalsolina e salsolina
(Figura 151 e 152) na familia Annonaceae e aparentemente na ordem Magnoliales
(MENACHERY et al., 1986). Na literatura é relatado para esses alcaloides estudos
sobre sua toxicidade, os quais foram testados in vivo, e ambos alcaloides se
apresentaram 10-20 vezes menos téxicos pela via oral do que pela via intravenosa. Foi
observada atividade anti-hipertensiva em ratos espontaneamente hipertensos, e ainda

tremores, convulsbes e diminuicAo da atividade motora durante os testes
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comportamentais, além de ndo apresentarem atividade anti-Parkinson no teste de
reversdo de reserpina em camundongos (TEITEL et al., 1974).

As principais correlagdes sao apresentadas na figura 150 e os dados
espectrométricos estao dispostos nas tabelas 27 e 28 para composto majoritario (Figura
151) e para o composto minoritario (Figura 152) respectivamente, além da proposta de

fragmentacdo que esté apresentada na figura 153.

Figura 150. Principais correlacBes observadas na fragcdo BcFFr8.1 e BcFFr8.2.
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Figura 151. Componente majoritario Isosalsolina m/z 194 Da.

Tabela 27. Dados de RMN de 'H, HSQC e HMBC da substancia majoritaria presente na fragéo
alcaloidica BcFFr8.1.

Isosalsolina (m/z 194)

Posicéo

3a

3p

4a

8
8a
1-CHs
6-OCH3

'H & (mult., J
em Hz)?

4,25 (1H, q,
6,7)

3,38 (1 H, m)
3,15 (1 H, m)

2,85 (2H, m)

6,56 (1H, s)

6,69 (1H, s)

1,58 (3H, d,
6.7)

3,85 (3H, s)

H & (mult., J em

a a
Ho)" COSY HSQC
4,04 (1H,q,6.7) 1,58 50,60
- - 40,00
- - 40,00
- - 27,10
- - 124,15
6,59 (1H, s) - 110,90
- - 145,40
- - 144,40
6,74 (1H, s) 111,76
- - 128,94
1,41 (3H,d, 6.7) 4,25 21,00
3,88 (3H, s) 55,90

lSCb

51,18

41,92

41,92

29,48

125,2
111,11

145,0
143,8
111,90
132,4
22,62
55,93

HMBC (*H-*C)?

21,00, 40,00,
111,76, 124,15, e
128,94

27,10, 50,60 e
124,15

27.10, 50.60 e
124.15
40,02, 110,90 e
124,15

27,10, 128,94 e
144,40

50,60, 124,15,
144,40 e 145,40

50,60 e 128,94
145,40

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para H e 125,76 MHz para HSQC e HMBC em CDCls,
utilizando o TMS como padr&o interno. PDados da literatura de acordo com IWASA et al., 1991 (200 MHz
e 125 MHz em CDCIs). (8) Deslocamento quimico em ppm. (-) néo identificado.
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Figura 152. Componente minoritario salsolina m/z 194 Da.

Tabela 28. Dados de RMN de H, HSQC e HMBC da substancia minoritaria presente na fragéo
alcaloidica BcFFr8.2.

Salsolina (m/z 194)

'Hd (mult., Jem  'H & (mult., J em

Posic&o Hz)® Hz)" HSQC®  13C® HMBC (*H-°C)°
1 430 (1 H, m) 4.07 %_F;’)d' J= 5050 51,30 21,00 127,80
2 ; i ; i §
3 3,38 (1H, m) i 40,00 41,72 :
3p 3,15 (1 H, m) i 40,00 41,72 :
4 2,96 (1H, m) : 2710 2921 40,00 e 124,04
4a i 124,04 : :
5 6,65 (1H, s) 6,61 (1H,s) 11445 11473 2”&;%” e
6 i i 14528 144,03 :
7 : : 146,34 14512 :
8 6,57 (1H, s) 6,64 (1H,s) 10809 10831 50,50 e 124,04
8a i i 127,80 : :
1-CHs  1,60(30H,d,67) 4 (gf;")d' J= 2100 2284  5050e 127,80
6-OCH; 3,85 (3,0 H, ) 3,86 (3H, s) 5590 56,03 146,34

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para H e 125,76 MHz para HSQC e HMBC em CDClIs,
utilizando o TMS como padréo interno. "Dados da literatura de acordo com lwasa et al., 1991 (200 MHz
e 125 MHz em CDCIs). (8) Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.

230



o o °© o R
~ N P ~ - o,
NH NH, NH;
+ 2 NH, HO + ° _17Da
HO HO 2 | HO
m/z 194
b)
HOCH;
28 Da -32Da
m/z 117 m/z 145 m/z 177
y
o (0]
~ ~ +
—_—
NH, H H3CCNH2
HO + HO -43 Da
H,N
CH,4 CHs m/z 151

Figura 153. Proposta de fragmentagéo para o alcaloide isosalsolina.
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5.8.3. Determinacao estrutural das fracdes alcaloidicas da espécie B. multiflora.

5.9.3.1. Determinacdo estrutural dos alcaloides identificados na frac&o alcaloidica
obtida dos galhos grossos da espécie B. multiflora.

De acordo com a tabela 14, o componente principal da fracdo alcaloidica dos
galhos grossos € a substancia com Tr 7,51 minutos com ion de m/z 268 [M+H]",
correspondente a molécula protonada (Figura 154). Esse ion foi submetido a analise
de MS? (Figura 155), sendo observado um padréo de fragmentagéo, com perdas de 17
e 32 Da (m/z 268 > 251 > 219), esse perfil de fragmentacdo € caracteristico de
alcaloides aporfinicos ndo N-metilado e com a presenca de metoxila no anel A. O perfil
de fragmentacdo é compativel com o alcaloide asimilobina. Essa afirmacao foi
comprovada a partir dos dados do espectro RMN de *H e mapas de correlacdes HSQC
e HMBC, comparados aos da literatura (STEVIGNY et al., 2004; SOARES et al., 2015a;

LIMA et al., 2020).
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280000 3000005
260000 250000
240000 i
1 200000
1 ) 1 431 500
220000} ; ]
4 150000t
200000 ]
B 100000 1
180000 ] a1sf| 1y
] B | 9.83
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Figura 154. Espectro de massas do ion de m/z 268 e cromatograma obtido da analise de LC-
EM da fragéo alcaloidica dos galhos grossos da espécie B. multiflora.
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Figura 155. Espectro de MS? do ion m/z 268 ([M+H]*) da fracdo alcaloidica dos galhos grossos
de B. multiflora.

Na ampliacdo do espectro de RMN de 'H (Figura 156) é possivel observar na
regido dos aromaticos 3 sinais em & 7,25 (1H, d, 1,2 Hz), 6 7,32 (1H, m) e & 8,27 (1H,
d, 7,8 Hz), caracteristicos do anel D do esqueleto aporfinico ndo substituido. Esses
hidrogénios de acordo com o mapa de correlacbes HSQC estdo acoplados aos
carbonos com & 128,06 (C-9), & 127,73 (C-10) e & 127,42 (C-11) respectivamente
(Figura 157). No mapa de correlagdes HMBC pode-se observar as correlagdes desses
hidrogénios aromaticos com os carbonos adjacentes (Figura 158).

O espectro de RMN de !H evidencia também um simpleto em & 6,71, com
deslocamento caracteristico de H-3 do anel A dissubstituido (Figura 156). Nos mapas
de correlagbes HMBC (Figura 159) observa-se que tal hidrogénio, acoplado ao carbono
com & 114,49 (C-3), no HSQC (Figura 157), esta se correlacionando com os carbonos
em d 26,04 (C-4), d 123,89 (C-3b), d 143,42 (C-1) e d 149,31 (C-2). Em adicao, a
metoxila com hidrogénio em 6 3,58 (3H, s), acoplada ao carbono em & 60,30, no HSQC,
esta se correlacionando com o carbono em 6 143,42 (C-1), no HMBC, confirmando

assim a sua conectividade no anel A (Figura 160).
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Os dados estdo descritos na tabela 29 e foram confrontados com os existentes

em literatura, sendo possivel caracterizar a substancia como o alcaloide aporfinico

asimilobina (Figura 161). Os dados espectrais estao dispostos no anexo 1 (Figuras 232,

233 e 234). Esse alcaloide ja foi relatado em vérias espécies da familia Annonaceae

como: Annona salzmannii (DA CRUZ et al., 2011; COSTA et al., 2013d), Annona pickelii

(DUTRA et al.,, 2012), Annona vepretorum (TELES et al., 2015), Bocageopsis

pleiosperma (SOARES et al., 2015a), Unonopsis floribunda (SILVA et al., 2018a) e

Onychopetalum amazonicum (LIMA et al., 2020). Além de possuir atividades bioldgicas

como antioxidante e antimicrobiana relatada em literatura (COSTA et al., 2013d).
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Figura 156. Espectro de RMN de H (500,13 MHz, CDCls) e ampliagdo da regido dos
hidrogénios arométicos da fragéo alcaloidica dos galhos grossos de B. multiflora.
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dos hidrogénios aroméaticos da fragéo alcaloidica dos galhos grossos de B. multiflora.
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Figura 158. Ampliagéo do mapa de correlagdes HMBC (125,76 MHz, CDCls) referente a regiao
dos hidrogénios aromaticos da fracao alcaloidica dos galhos grossos de B. multiflora.
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alcaloidica dos galhos grossos de B. multiflora.
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9
Figura 161. Estrutura do alcaloide asimilobina.

Tabela 29. Dados de RMN de *H, HSQC e HMBC do alcaloide asimilobina.
Asimilobina (m/z 268)
.. H & (mult., 1H & (mult., HMBC HMBC
Posicaojl o HZ? 3 em HzP  OHSQCT gHSQCY sy dr-scyp
la - - 125,88 125,9 - -
- - 143,42 143,4 - -
- - 149,31 149,1 - -
26,04; 123,89; 28,04; 126,61;
3 6,71 (1H, s) 6,73 (1H, s) 114.49 114,5 143,42 e 143,45 e
149,31 149,97
3a - - - 129,3 - -
3b - - 123,89 126,6 - -
42,49; 114,61;
4pseudoeq - 2,75 (1H, m) 26,04 28,1 - 129,30 e
126,61
42,49, 114,61,
4pseudoax - 3,04 (1H, m) 26,04 28,1 - 129,30 e
126,61
Bpseudoeq - 3,04 (1H, m) - 42,4 . 28’0142’952'021 ©
28,04; 53,21 e
5pseudoax - 3,49 (1H, m) = 42,4 = 129,30
36,28; 42,49;
126,61;
6a - 3,93 (1H, m) - 53,2 - 129.30 e
135,61
53,15; 126,61;
— 2'1%78(?4 i;” ; 36,2 - 128,32, 131,92
' ' e 135,61
53,15; 126,61;
7pseudoax - 2,85 (1H, m) - 36,2 - 128,32; 131,92
e 135,61
7a - - 134,18 135,5 - -
36,28; 127,81
8 - 7,28 (1H, m) 128,23 128,3 - e 13101
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7,25 (1H, d, 127,42 e 127,44 e

9 1.2) 7,25 (1H, m) 128,06 128,0 T o
10 732(1H,m) 7,33(1H,m) 127,73 127,5 128,23 112%3518
8,27 (1H,d, 8,29 (1H, d, 125,88; 127,74 135,61; 125,86
11 7,8) 7.4) 127,42 1274 e 134,18 e 128,08
11a - - - 131,9 - —
1-CHsO 3,58 (3H,s) 3,59 (3H, s) 60,30 60,6 143,42 143,45

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para 'H e 125,76 MHz para gHSQC e gHMBC em CDCls,
utilizando o TMS como padr&o interno. °Dados da literatura de acordo com SOARES, 2014 e SOARES
et al., 2015a (600 MHz e 125 MHz em CDCls). (8) Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.

Dando continuidade ao estudo da fracéo alcaloidica dos galhos grossos, também
foi possivel identificar regides no espectro de RMN de *H e mapa de correlagées HSQC
(Anexo 1 — Figuras 232, 233 e 234) para a substancia com Tr 5,00 minutos (Tabela
14), referente ao ion de m/z 298 ([M+H]*), correspondente a molécula protonada (Figura
162). Esse ion foi submetido a analise de MS?, sendo observado uma perda inicial de
17 Da (m/z 298 - 281), tal perfil de fragmentacgéo ja foi observado neste trabalho na
fracao alcaloidica das folhas de B. canescens (Figura 63) e descrito também na espécie
B. pleiosperma (SOARES et al., 2015a) para o alcaloide aporfinico estefarina (Figura
163). A afirmacéo foi comprovada a partir da comparacao dos dados de RMN 1D e 2D
com os obtidos na fracéo das folhas de B. canescens e com os ja relatados em literatura
(Tabela 22 e 30), necessitando, entretanto, do isolamento da substancia, para

confirmacéo desta identificag&o.
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Figura 162. Espectro de massas e cromatograma obtido da analise em LC-EM do ion de m/z
268 ([M+H]").

0]
Figura 163. Estrutura do alcaloide estefarina.
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Tabela 30. Dados de RMN de 'H, HSQC e HMBC do alcaloide estefarina.

Estefarina (m/z 298)

Posicéao

1
la
2
3
3a
3b

6a

7a

10

11
12

2-OCH3
1-OCH3

H&
(mult., J em Hz)?

6,65 (1H, s)

6,95 (1H, dd, 10,0 e

3,0)

6,42 (1H, dd, 10,0 e

1,8)

6,30 (1H, dd, 10,0 e

1,8)

6,87 (1H, dd, 10,0 e

3,0)
3,82 (3H, s)

3,61 (3H, s)

Hs
(mult., J em Hz)P

6,64 (1H, s)

2,80 (2H, m)

3,46 (1H, dd, 6,6
el?2
3,16 (1H,dd 5,4 e
1,8)
4,31 (1H, dd 10,5
e
6,6)
2,41 (2H, dd 12,0
e
6,6)

7,03 (1H, dd, 10,0
e 3,0)

6,42 (1H, dd, 10,0
e 1,8)

6,30 (1H, dd, 9,6
e 1,8)
6,89 (1H, dd, 10,0
e 3,0)
3,82 (3H, s)

3,61 (3H, s)

HSQC
(1H_13C)a

112,05

149,13
128,46

127,69

153,71
56,24
61,0

HSQC
(1H_13C)c

145,20
133,13
154,20
112,63
128,63
135,67
26,76

45,40

58,22

48,53

51,82

150,30
128,97

186,88
127,80

153,70
56,74
61,39

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para *H e 125,76 MHz para gHSQC e gHMBC em CDCls,
utilizando o TMS como padré&o interno. PDados da literatura de acordo com IWASA et al., 1991 (200 MHz
e 125 MHz em CDCIs). (8) Deslocamento quimico em ppm. (-) néo identificado.

Ainda na andlise do espectro de RMN de 'H e mapas de correlacées HSQC e

HMBC (Figuras 232, 233 e 234) da fracao alcaloidica dos galhos grossos de B.

multiflora, foi possivel identificar a substancia com Tr 8,20 minutos (Tabela 14),

referente ao ion de m/z 282 ([M+H]*), referente a molécula protonada (Figura 164). Esse
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ion, quando submetido a andlise de MS? apresentou uma perda inicial de 18 Da (m/z
282 > 264) (Figura 165), uma perda incomum para esqueletos do tipo aporfinicos,
evidenciando presenca de hidroxila na molécula (STEVIGNY et al., 2004, SILVA et al.,

2012, SOARES et al., 2015a).
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Figura 164. Espectro de massas e cromatograma obtido da andlise em LC-EM do ion de m/z
282 ([M+H]").
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Figura 165. Espectro de MS? do ion m/z 282 ([M+H]*) da fragdo alcaloidica dos galhos grossos
de B. multiflora.

Na ampliacdo do espectro de RMN de 'H e mapas de correlagcées HSQC e
HMBC (Figura 166), inicialmente foram observados sinais referentes a ponte
metilenodioxi em & 6,11 (1H, d, 1,4) e 6 5,95 (1H, d, 1,4) acoplados ao carbono em &

101,00, e correlacionados com os carbonos em & 143,37 (C-1) e d 147,85 (C-2).
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Figura 166. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (A) (500,13 MHz, CDCl3) e mapas de
correlacbes HSQC (B) e HMBC (C) (125,76 MHz, CDCls3) na regido dos hidrogénios em & 6,11
e 0 5,95 da fragao alcaloidica dos galhos grossos de B. multiflora.

Na ampliacédo do espectro de RMN de H (Figura 167) e mapa de correlacées
HSQC (Figuras 168) observou-se um sistema de hidrogénios aromaticos em & 8,14
(QH, d, 7,2 Hz), 7,44 (1H, m), 7,40 (1H, m) e 7,32 (1H, m), cujos hidrogénios estao
acoplados aos carbonos 6 127,52 (C-11), & 129,55 (C-10), 6 129,46 (C-8) e 127,80 (C-
9) respectivamente, indicando uma estrutura com o anel D do esqueleto aporfinico ndo
substituido. No mapa de correlacées HMBC foi observado que o hidrogénio em & 8,14
esta correlacionando com os carbonos & 115,08 (C-11a), 6 127,80 (C-9) e 6 134,33 (C-
7a) e o hidrogénio em & 7,32 esta se correlacionando ao carbono em & 127,52 (C-11)
(Figura 169).

Um sinal de hidrogénio metinico alifatico mais desblindado foi observado em &
4,92 (1H, d, 3,3 Hz), com deslocamento caracteristico de hidrogénio carbindlico,
confirmado pelo acoplamento com o carbono em & 68,19. De acordo com o mapa de
correlagbes HMBC o hidrogénio em & 4,92 esta se correlacionando com os carbonos
em 0 56,68 (C-6a), 6 119,81 (C-3b) e & 129,46 (C-8) (Figura 170). Esses dados estao

de acordo com Guinaudeau e colaboradores (1988) que relatam hidroxilas néo
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fendlicas normalmente nas posi¢cdes C-4 ou C-7 em esqueletos aporfinicos, e na

estrutura atual foi localizada no C-7.
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Figura 167. Ampliagdo do espectro de RMN de 'H (500,13 MHz, CDCls) na regido dos
hidrogénios arométicos da fragc&o alcaloidica dos galhos grossos de B. multiflora.
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Figura 168. Ampliacdo do mapa de correlagfes HSQC (125,76 MHz, CDClIs) referente a regido
dos hidrogénios aromaticos da fracao alcaloidica dos galhos grossos de B. multiflora.
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Figura 169. Ampliagcdo do mapa de correlagées HSQC (125,76 MHz, CDCls) referente a regido
dos hidrogénios aromaticos da fracao alcaloidica dos galhos grossos de B. multiflora.
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Figura 170. Ampliacdo do espectro de RMN de H (A) (500,13 MHz, CDCls) e mapas de
correlagdes HSQC (B) e HMBC (C) (125,76 MHz, CDCls) na regido do hidrogénio carbindlico
em 0 4,92 da fragdo alcaloidica dos galhos grossos de B. multiflora.

Nos mapas de correla¢des foi possivel observar o sinal do hidrogénio aromatico
H-3 em & 6,58 (1H, s), em correlacdo a J' com o carbono em & 107,82, e a longa
distdncia com os carbonos em 6 26,54 (C-4), 6 119,81 (C-3b), 143,37 (C-1) e 6 147,85
(C-2) (Figura 171). Esses dados sugerem a similaridade desta estrutura com o alcaloide
anonaina observado na fracdo alcaloidica das folhas de B. canescens (Tabela 18).

A partir da comparagdo das analises espectrométricas e espectroscopicas
(Anexo 1 — Figuras 232, 233 e 234) com dados da literatura (Tabela 31) (ISMAIL et al.,

2012) foi possivel confirmar a estrutura do alcaloide norushinsunina (Figura 172 e 173),
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sendo este alcaloide reportado anteriormente nas espécies Alphonsea sclerocarpa

(TADIC et al., 1987), Unonopsis guatterioides (GUINAUDEAU et al., 1988), U. pacifica

(ARANGO et al., 1988), Annona reticulata (SURESH et al., 2012) e U. floribunda (SILVA

et al., 2018a), porém este é o primeiro relato no género Bocageopsis. Suresh e

colaboradores (2012) relatam um potencial citotdéxico para este alcaloide.
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Figura 171. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (A) (500,13 MHz, CDCls) e mapas de
correlagdes HSQC (B) e HMBC (C) (125,76 MHz, CDCls) na regido do hidrogénio carbindlico
em 0 6,58 da fracdo alcaloidica dos galhos grossos de B. multiflora.

Figura 172. Correlagbes observadas para o alcaloide norushinsunina.
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Tabela 31

9
Figura 173. Estrutura do alcaloide norushinsunina.

. Dados de RMN de *H, HSQC e HMBC do alcaloide norushinsunina.

Norushinsunina (m/z 282)

Posicédo

1

la

3a
3b

6a

7a
8

9

'H & (mult.,
J em Hz)?

6,58 (1H, s)

4,92 (1H, d,
3,3)

7,40 (1H, m)

7,32 (1H, m)

'H & (mult.,
J em Hz)°

6,59 (1H,s)

3,27 (1H, m)
e 2,92 (1H,
dd, 17,0 e

4,3)

3,74 (1H, m)

e 3,40 (1H,
m)

4,47 (1H, sl)

4,94 (1H, d,
3,3)

7,41 (1H, m)

7,35 (1H, m)

HSQC?

143,37

147,85

107,82

119,81

26,54

56,68
68,19

134,33
129,46

127,80

l3cb

143,8

148,7

107,7

1253
117,3

254

41,3
56,5
66,7

133,7
129,4
128,9

HMBC?

26,54,
119,81,
143,37 e
147,85

119, 81,
129,62,
56,68

127,52

HMBCP

25,4,
117,3, 143,8
e 148,7

41,3, 107,7,
1173 e
125,3

254,565 e
125,3
117,3

56,5, 117,3,
129,4 e
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66,7 e 129,9

1277 e
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7,45 (1H, . 1294
10 7as @ m RN 12955 1299 -
115,08,
11 8’147%;"’ d, 8'167%"’ d 19752 1277 127.80e 112’?’:3;278'9
! : 134,33 :
11a - : 115,08 1153 - i
6,11 (1H,d, 6,11 (1H, d, 4337 0 1438
OCH0  14)e595 15595 101,00 1015 ‘o 148,7
(1H,d, 1,4)  (1H.d, 1,2) :

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para H e 125,76 MHz para HSQC e HMBC em CDClIs,
utilizando o TMS como padréo interno. PDados da literatura de acordo com ISMAIL et al., 2012 (300
MHzem CDCIs) (8) Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.
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5.8.4. Determinagdo estrutural das substancias isoladas da fragdo alcaloidica dos
galhos grossos da espécie B. multiflora.

5.8.4.1. Determinacdo estrutural da amostra BmuGGFrl.1 e BmuGGFrl.2.
A amostra codificada como BmuGGFrl (3,3 mg), com caracteristica de

substancia pura, evidenciou na andlise por espectrometria de massas um ion com m/z
194 ([M+H]*), correspondendo a molécula protonada (Figura 174), sendo este ion,
submetido a analise de MS? (Figura 175) e ao analisar os espectros de fragmentacéo
foi possivel observar uma perda inicial de 17 Da (NH3), seguida de perdas sequenciais
de 43 Da (CH3CHNH), 32 Da (CHsOH) e 28 Da (CO) (m/z 194 > 177 /194 > 151/ 177
- 145 - 117). Sendo essas perdas observadas para as substancias salsolina e

isosalsolina isoladas das folhas de B. canescens (Figura 141).
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Figura 174. Espectro de massas do ion de m/z 194 ([M+H]") da amostra BmuGGFrl.1 e
BmuGGFrl.2.
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Figura 175. Espectro de massas em MS2 do ion de m/z 194 ([IM+H]*) da amostra BmuGGFrl.1
e BmuGGFrl.2.

Ao observar o RMN de 'H (Anexo — Figura 235) da fragdo BmuGGFr1 ficou
evidente que essa possuia dois compostos devido a presenca de 4 sinais nas regioes
de hidrogénios aromaticos na propor¢cdo de 1:1, logo estes compostos foram
codificados como BmuGGFrl.1 (substancia majoritaria) e BmuGGFrl.2 (substancia
minoritaria). Apés uma comparacgédo dos espectros de RMN de *H (Tabela 32), com os
referentes as substancias isoladas (BcFFr8.1 e BcFF8.2) das folhas de B. canescens
(Tabela 27 e 28), foi possivel identificar as substancias como sendo os alcaloides

isosalsolina e salsolina (Figura 176) também nos galhos grossos de B. multiflora.
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BmuGGFrl.1 = B¢cFFr8.1
Isosalsolina

BmuGGFrl.2 = B¢cFFr8.2

salsolina

Figura 176. Estrutura dos alcaloides salsolina e isosalsolina

Tabela 32. Dados de RMN de *H dos alcaloides isosalsolina e salsolina.

Isosalsolina e salsolina (m/z 194)

Posicio 'H& (mult.,J H3 (mult.,, Jem 'HS (mult.,J H & (mult., J em
¢ em Hz)¥ Hz)® em Hz)¥ Hz)P
4,45 (1H, q, 4,50 (1H, g,
1 6.4) 4,25 (1H, q, 6,7) 6.6) 4.30 (1 H, m)
2 - - - -
3a 3,48 (1H,m)  3,38(LH,m) 3,48 (1H, m) 3,38 (1H, m)
3B 3,30 (1H,m)  3,15(LH,m) 3,30 (1H, m) 3,15 (1 H, m)
4 - 2,85 (2H, m) - 2,96 (2H, m)
4a - - - -
5 6,56 (1H, s) 6,56 (1H, s) 6,67 (1H, s) 6.65 (1H, s)
7 - - - -
8 6,68 (LH, s) 6.69 (1H,s) 6,58 (1H, s) 6.57 (1H, s)
8a - . . .
) 1,66 (3H, d 1,68 (3H, d
1-CHs 5.2) 1.58 (3H, d, 6.7) 6.0) 1.60 (3H, d 6.7)
6-OCHs 3,85 (3H, s) 3,85 (3H, s) 3,85 (3H, s) 3.85 (3 H, s)

a.@'0 experimento foi realizado a 500,13 MHz para 'H e 125,76 MHz para HSQC e HMBC em CDCls,
utilizando o TMS como padré&o interno. PDados da literatura de acordo com IWASA et al., 1991 (200 MHz
e 125 MHz em CDCIs). (8) Deslocamento quimico em ppm. (-) néo identificado.
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5.8.4.2. Determinacdao estrutural da amostra BmuGGFr2.

A fracdo codificada como BmuGGFr2 (3,0 mg) apresentou-se como um solido
amorfo. As analises por espectrometria de massas apontaram a presenca do ion quasi-
molecular de m/z 312 ([M+H]*) (Figura 177). Esse ion foi submetido a andlise de MS? e
foram observadas perdas de 29 Da e perdas sequenciais de 15 Da (m/z 312 - 283 >
269 > 254) (Figura 178). A perda inicial de 29 Da é incomum, mas foi atribuida a
presenca de uma metila ligada diretamente no nitrogénio do anel B e as sequenciais a

metoxila adjacentes, no anel A.
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Figura 177. Espectro de massas do ion de m/z 312 ([M+H]+) da amostra BmuGGFr2.
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Figura 178. Espectro de massas em MS; do ion de m/z 312 ([M+H]*)

Através da ampliagdo do espectro de RMN de 'H (Figura 179) foi possivel
observar na regido dos hidrogénios aromaticos a presenca de quatro duplodupletos
(dd) em & 7,0 (1H, dd, 10,1 e 3,1 Hz), § 6,32 (1H, dd, 10,1 e 1,8 Hz), 5 6,45 (1H, dd, 9,8
e 1l,8Hz) e 6,81 (1H, dd, 9,9, 2,9 Hz), sistema esse relatado por Silva e colaboradores
(2014a) como sendo uma caracteristica do anel D de um esqueleto proaporfinico. No
mapa de correlacdes HSQC (Figura 180), foi observado as correlagcbes a J' desses
hidrogénios com os carbonos & 151,60 (C-8), 6 128,55 (C-9), 6 129,34 (C-11) e 6 147,23

(C-12), respectivamente.
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Figura 179. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (500,13 MHz, CDCI;) das regides dos
aromaticos da amostra BmuGGFr2.
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Figura 180. Ampliacdo do mapa de correlagbes HSQC (125,76 MHz, CDCIls) da regido dos
aroméaticos da amostra BmuGGFr2.

A ampliacdo do mapa de correlacbes HMBC (Figura 181) possibilitou a
observagdo das correlagées a J® dos hidrogénios em d 7,0 com os carbonos em &

147,23 (C-12) e & 185,53 (C-10, carbonila), os hidrogénios 6 6,32 e & 6,45 com o
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carbono spiro em 8 50,52 (C-7a) e o hidrogénio em 6 6,81 com os carbonos em & 151,60
e 0 185,53 (C-10, carbonila), confirmando assim a presenca de um anel D de uma

estrutura proaporfinica.

570 56,81 5 6,45 56,32
@ |

650,52 /C-7a

- 60

£ 80

F100 5
£ £
2 P
E ey
E %]
F120
— C L
3 =
[}
E o
=140 ©
= 5147,23/C-12 — i T
5 151,60/ C-8 B
160
E 180
? 5 185,53/ C-10 a
\\‘\\\\\\\\‘\\\\\\\\‘\\\\\\\\‘\\\\\\\\‘\\\\\\\\‘\\\\\\\\‘\\\\\\\\‘\\\\\\\\‘\\\7
7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2

F2 Chemical Shift (ppm)
Figura 181. Ampliacdo do mapa de correlagcbes HMBC (125,76 MHz, CDCls) da regido dos
aromaticos da amostra BmuGGFr2.

Com a ampliacdo do espectro de RMN de 'H (Figura 182), foi constatado a
presenca de sinais nas regides de hidrogénios de metoxilas em & 3,84 (3H, s) e 6 3,66
(3H, s). Através do mapa de correlacdes HSQC (Figura 182) foi observado correlacdes
a J' com os carbonos em & 56,34 (2-OCHzs) e & 61,13 (1-OCH?3), respectivamente. E
com o mapa de correlacdes HMBC (Figura 182) foi possivel atribuir as correlacdes a

longa disténcia com os carbonos em & 154,78 (C-2) e 6 145,26 (C-1), respectivamente.
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Figura 182. Ampliacdo do espectro de RMN de H (A) (500,13 MHz, CDC|3) e mapas de
correlagbes HSQC (B) e HMBC (C) (125,76 MHz, CDCls) referente a regiao de hidrogénios de

metoxilas da amostra BmuFr2.

T
3.80 375
Chemical Shift (opm)

Através das andlises de RMN de 'H e mapas de correlagées HSQC e HMBC
(Figura 183), realizadas em CDClIs, observou-se um dupleto em 6 2,94 (3H, d, 4,9 Hz),
correlacionando-se a J*com o carbono em & 41,46 e a longa distancia com os carbonos
O 54,60 (C-5) e & 65,42 (C-6a). Espectro preliminar de RMN de 'H, em metanol
deuterado — CD30D (Figura 183), apresentou simpleto em & 3,04 (3H, s), corroborando
com presenca de um grupo metila ligado ao nitrogénio, em acordo com o HSQC, HMBC
e espectro MS?. Ainda por intermédio de andlises de RMN de 'H e mapas de
correlagdes HSQC e HMBC (Figura 184) foi possivel observar um simpleto em 6 6,71
(1H, s), caracteristico da presenca do hidrogénio na posicdo H-3 de um anel A
dissubstituido, se correlacionando a J* com o carbono em & 111,85 (C-3), e a longa
distancia com os carbonos em & 154,78 (C-2), 6 25,13 (C-4), 6 126,32 (C-7c) e 6 145,26
(C-1), confirmando a proposta inicial sugerida pelas analises de fragmentacéo (Figura
178 e 186). Os demais sinais e correlacdes estao dispostos na tabela 33, e os dados

espectrais completos estao dispostos no anexo 1 (Figuras 236, 237 e 238).
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Com base nesses dados a amostra BmuGGFr2 foi identificada como o alcaloide

proaporfinico pronuciferina (Figura 185). A proposta de fragmentacédo (Figura 186) esta

de acordo com a apresentada no espectro de MS? na figura 178. Esse alcaloide possui

relatos na familia Annonaceae como nas espécies Xylopia bruxifolia (HOCQUEMILLER

et al., 1981), no hibrido atemoya (Annona cherimola x Annona squamosa) (RABELO et

al., 2015), além de estar presente no género Papaver (NOVAK & PREININGER, 1987)

e na espécie Nelumbo nucifera da familia Nelumbonaceae (CHAICHOMPOO et al.,

2018).
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Figura 183. Ampliacédo do espectro de RMN de *H (A) (500, 13 MHz, CD3;0D), RMN de H (B)
(500,13 MHz, CDCIl3) e mapas de correlagcdes HSQC (C) e HMBC (D) (125,76 MHz, CDCl3)
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Figura 185. Estrutura do alcaloide pronuciferina.
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m/z 283
m/z 269

Figura 186. Proposta de fragmentacéo do alcaloide pronuciferina.
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Tabela 33. Dados de RMN de *H, HSQC e HMBC do alcaloide pronuciferina.

Pronuciferina (m/z 312)

'H & (mult., J

Posicdo 'H & (mult., J em Hz)? em Hz)° HSQC? HSQCP HMBC
1 - - 145,26 144,40 -
2 - - 154,78 153,70 =
25,13,
126,32,
3 6,71 (s, 1H,) 6,61 (1H, s) 111,85 111,70 145.96 &
154,78
3a - - - 127,60 -
4 pseudoaxial - 2,95 (1H, m) 25,13 27,40 -
4
. 2,80 (1H, dd
pseudoequatori - ' "o 25,13 27,40
al 17,0, 4,8)
2,50 (1H, ddd,
5 - 17,4, 11,7, 54,60 54,80 =
5,2)
6a 4,39 (1H, m) 3’477(2)'*' t 6542 6560
64,93,
: 2,51 (2H, dd, 12,1 e ) 126,34,
7 pseudoaxial 6,3) 43,02 47,10 13228 ¢
147,14
7
. 2,24 (1H
pseudoequatori - ' ' 43,02 47,10 -
al dd,11.3, 10.6)
7a - - 50,52 51,40
7b - - 132,60 133,90 -
7c - - 126,32 126,34
6.87 (1H, 147,23 e
8 7,0 (1H, dd, 10,1 e 3,1) dd,9,9, 2.8) 151,60 153,50 185,53
9 6,32 (dd, 10,1 e 1,8) 6’%89(1;;3;“’ 128,55 128,20 50,52
10 - - 185,53 186,40 -
11 6,45 (1H, dd, 9,8 e 1,8) 22/ ;1;') 99, 12934 126,60 50,52
7,01 (1H, dd, 151,60 e
12 6,81 (1H, dd, 9,9, 2,9) 9,9, 2,2) 147,23 150,20 18553
2-OCHgs 3,84 (3H, s) 3,78 (3H, s) 56,34 56,20 154,78
1-OCHzs 3,66 (3H, s) 3,56 (3H, s) 61,13 60,90 145,26
2,94 (3H, d, 4,9) 5460 e
6-NCHs *3,04 (3H, s), em 2,37 (3H, s) 41,46 43,20 65 42

CD30D

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para 'H e 125,76 MHz para HSQC e HMBC em CDClIs,
utilizando o TMS como padr&o interno. °Dados da literatura de acordo com CHAICHOMPOO et al., 2018
(400 MHz em CDClIz3). (8) Deslocamento quimico em ppm. (-) néo identificado. *Experimento preliminar
de RMN de 'H, 500 MHz em CDsOD.
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5.8.4.3. Determinacdao estrutural da amostra BmuGGFr3.1 e BmuGGFr3.2.

A amostra codificada como BmuGGFr3 (3,5 mg) foi obtida como um sdlido
amorfo com coloracdo amarela. As andlises por espectrometria de massas (Figura 187)
evidenciaram um ion quasi-molecular de m/z 326 ([M+H]*). Quando este ion foi
submetido as andlises por MS? apresentou perdas iniciais de 32 e 45 Da (m/z 326 -
294) e (m/z 326 - 281), seguida de perdas sequenciais de 15 e 17 Da (m/z 281 - 266

- 249) (Figura 188).
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Figura 187. Espectro de massas do ion de m/z 326 ([M+H]*) da amostra BmuGGFr2.
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Figura 188. Espectro de MS?do ion de m/z 326 da amostra BmuGGFr3.

Nas analises dos espectros de RMN de 'H foram observados sinais de quatro
hidrogénios duplicados na regido dos aromaticos na proporcdo 3:1 (Figura 189). Os
sinais em & 6,71 (1H, s), 8 7,04 (1H, dd 9,9 e 2,9), 5 6,33 (1H, dd, 10,1 e 1,8) e 8,35
(1H, d, 1,2) foram atribuidos a substancia majoritaria. E os sinais & 6,73 (1H, s), © 6,98
(1H,dd 9,9 e 2,9), 6 6,34 (1H, dd, 9,8 € 1,8) e & 8,32 (1H, s) a substancia minoritaria.

Na ampliacéo do espectro de RMN de *H (Figura 190) também foram observados
sinais duplicados na regidao dos hidrogénios das metoxilas: os sinais em & 3,84 (3H, s)
e 0 3,62 (3H, s) foram atribuidos a substancia majoritaria, e em & 3,85 (1H, s) e & 3,64
(1H, s) a substancia minoritaria. Foram ainda observados sinais em & 5,12 (1H, dd, 10,4
e 6,1) acoplados com os hidrogénios em 6 2,22 (1H, dd, 12,4 e 10,4) e 6 3,04 (1H, dd,
12,4 e 6,1), para o majoritario; e & 5,02 (1H, dd, 10,1 e 6,1), acoplados com os
hidrogénios em & 2,46 (1H,dd 11,9 e 10,1) e 2,70 (1H, dd, 11,9 e 6,1) para o minoritario,

compativeis com as posi¢cdes C-6A e C-7 de estruturas proaporfinicas.
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Os mapas de correlagbes HSQC e HMBC (Figura 191) possibilitaram observar
que os hidrogénios em 6 8,35 (1H, d, 1,2) e 6 8,32 (1H, s), estavam se correlacionando
a J' com o carbono em d 163,47 e a longa distancia com os carbonos & 54,05 e 5 44,65
para a substancia majoritaria; e & 39,60 para minoritaria. Estas observacdes séo
analogas ao descrito para esqueletos aporfinicos que possuem um grupo formil ligado
diretamente ao nitrogénio, o qual permite a formacdo de rotameros (Z) e (E) na

proporgao 2:1 (GUINAUDEAU et al., 1983; 1988; 1994; SILVA et al., 2016b).
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Figura 191. Ampliacdo dos mapas de correlacdes HSQC (A) e HMBC (B) (125,76 MHz, CDCls)
dos sinais em 6 8,35 e 0 8,32 da amostra BmuGGFr3.

Através das analises dos mapas de correlacdes HSQC e HMBC (Figura 192)
para os hidrogénios referente ao composto majoritdrio em & 6,71 (H-3) e para o

composto minoritario em & 6,73 (H-3) observou-se a correlagdo a J* com o carbono em
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6 111,87 (C-3). Para o composto majoritario foi possivel observar correla¢des a longa
distancia com os carbonos em 6 131,60 (C-1a), 6 145,39 (C-1), 153,62 (C-2) e £ 29,19
(C-4). Para a substancia minoritaria foi possivel observar correlacdo a J3, com o

carbono em & 29,19 (C-4).
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Figura 192. Ampliacdo dos mapas de correlacdes HSQC (A) e HMBC (B) (125,76 MHz, CDCls)
dos sinais em 6 6,73 e 0 6,71 da amostra BmuGGFr3.

No espectro de RMN de 'H e nos mapas de correlacées HSQC e HMBC (Figura
193) foram observados para os hidrogénios em & 3,84 (3H, s) e & 3,62 (3H, s) da
estrutura majoritaria, e para a estrutura minoritaria sinais de hidrogénios em 6 3,85 (3H,
s) e 0 3,64 (3H, s), suas correlagdes a J* com os carbonos em & 56,57 e & 61,25,
respectivamente, e a longa distadncia com os carbonos em & 153,57 e & 145,38,
respectivamente, confirmando a presenca de substituintes metoxilicos em C-2 e C-1 do

anel A de alcaloides aporfinicos e proaporfinicos.

264



5 3,64)) 63,62

(B) 32
40 ’g
561,25/ 1-OCH, -l
&
53,62 ® 3
(3H, s) “
53,84 - 7
(3h's) 7 ‘4.(‘)5‘4[‘}0‘3,‘135‘3‘90‘3.}‘35‘3‘80‘3,‘75‘3‘70‘3.‘65‘3.‘60‘3‘55‘3‘50‘3)5‘3.30‘3:‘45
- F2 Chemical Shift (ppm)
5 3,64
(38H, s) 53385)\5384 5364 ) | 5362
r? (C) 135
5145,38/C-1 w §
145 i
_ 515357/C-2 £
150 g
| T 5
5 ) 155 O
g AP PPr PP 150
3‘90 j 3.%5 j 3.‘80 j

A B M T T
3.75 370 365 3.60 355
F2 Chemical Shift (opm)

Figura 193. Ampllagéo do espectro de RMN de *H (A) (500,13 MHz, CDCls) e dos mapas de
correlacbes HSQC (B) e HMBC (C) (125,76 MHz, CDCIs) dos sinais de metoxilas da amostra
BmuGGFr3.

No espectro de RMN de 'H (Figura 194) para a substancia majoritaria foram
verificados sinais de hidrogénios em & 2,83 (1H, m) e 6 2,78 (1H, t, 2,7 Hz), atribuidos
aos hidrogénios metilenicos em H-4. Com os mapas de correlacbes HSQC e HVBC
(Figura 195) foi constatado correlagées a J* com o carbono em 8 29,19 (C-4) e a J com
os carbonos em 6 111,87 (C-3), 6 130,04 (C-3a) e & 131,62 (C-3b). Ainda no espectro
de RMN de 'H e mapas de correlacdes HSQC e HMBC (Figura 196 e 197) foram
observados os sinais de hidrogénios em & 3,93 (1H, dd, 4,1 e 2,6) e 6 3,90 (1H, dd, 4,0
e 2,4), correlacionando-se a J* com o carbono em & 44,65 (C-5) e a longa distancia com
os carbonos & 29,19 (C-4), 6 54,05 (C-6a), 6 130,04 (C-3a) e 6 163,47 (CHO).

Para a substancia minoritaria no espectro de RMN de 'H (Figura 194) foi
observado sinais de hidrogénios metilénicos em & 2,75 (1H, t, 2,7) e 6 2,86 (1H, m),
atribuidos aos hidrogénios na posicdo H-4, e através do mapa de correlagdo HSQC
(Figura 195) foi atribuido uma correlagdo a J* com o carbono & 29,19 (C-4). No espectro

de RMN de 'H (Figura 196) também foram observados sinais em 8 4,2 (1H, t, 4,6) e d
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4,17 (1H, t, 4,6), correlacionando-se a J* com o carbono & 39,60 (C-5) e a J° com 0s

carbonos em © 29,19 (C-4), & 54,92 (C-6a), d 130,01 (C-3a) e 6 163,47 (CHO) (Figura
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Figura 194. Na ampliacdo do espectro de RMN de *H (500,13 MHz, CDCls) foi possivel
observar sinais de hidrogénios metilenicos em H-4 na amostra BmuGGFr3.
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266



63,93

(1H,dd, 4,1 e 53.90
2,6 Hz) ;
(1H, dd, 4,0 e
2,4 Hz)
54,2 .
@ o
(1H, t, 4,6) L2 7 g
sTg 2 ANT
04,17 R %
(1H,t, 4,6) 8
0.2u |
] 5
] 54 <
<
] 3
0.154 o 3
> 1 hi
2z ]
5§
2 ]
° ]
g ] W
3 0.104
g 1 072 078
s 1 026 ! | |
] yv‘yv‘,x‘,‘,‘,‘y 394 393 392 391 39 389
422 421 420 419 418 417 41 Chemical Shift (ppm)
] Chemi ift (ppm)
005 X
] 22352588
] <8535y 3 820 0am9Te
v“f;ﬁ; rp\mﬁ\ =
0
0.260 0.720.78
22505 1
460 455 450 445 440 435 430 425 420 415 410 405 400 395 3.90

Chemical Shift (ppm)

Figura 196. Ampliacdo do espectro de RMN de *H (500,13 MHz, CDCIs) dos sinais em & 4,2, &
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Figura 197. AmpliacGes dos mapas de correlagcdes HSQC (A) e HMBC (B) (125,76 MHz, CDCl5)
dos sinaisem 8 4,2, 6 4,17, 8 3,93 e 8 3,90 da amostra BmuGGFr3.

A presenca de quatro duplodupletos (dd) observados na ampliacéo do espectro
de RMN de *H (Figura 198) em & 7,04 (1H, dd 9,9 e 2,9), 5 6,41 (1H, dd, 9,9 € 2,0),

6,33 (1H, dd, 10,1 e 1,8 Hz) e 6 6,83 (1H, dd, 10,1 e 2,7) para a estrutura majoritaria, e
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para a estrutura minoritaria 6 6,98 (1H, dd, 9,9 € 2,9), 6 6,45 (1H, dd, 10,1 e 1,8), 6 6,34
(1H, dd, 9,8 e 1,8 Hz) e 6 6,88 (1H, dd, 10,1 e 3,1 Hz), justificam as estruturas com
caracteristicas proaporfinicas referente a um anel D como relatado por Silva e
colaboradores (2014a), como visto anteriormente neste estudo para as substancia

pronuciferina e estefarina (Tabelas 18 e 33).
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Figura 198. Ampliacdo do espectro de RMN de H (500,13 MHz, CDCls) referente a regido dos
hidrogénios aroméaticos do anel D do esqueleto proaporfinico da amostra BmuGGFr3.

O mapa de correlacdo HSQC (Figura 199) para as substancias majoritaria e
minoritaria, apresentou correlagdes a J* dos hidrogénios 5 7,04, 5 6,41, 56,33 e 5 6,83
com os carbonos & 149,08 (C-8), 6 128,62 (C-9), 6 128,06 (C-11) e & 152,46 (C-12),
respectivamente.

Correlacdes a longa distancia foram observados através do mapa de correlacdes
HMBC (Figura 200) para a substancia majoritaria, para os hidrogénios em & 7,04 com
os carbonos em & 51,34 (C-7a) (carbono spiro), 6 186,09 (C-10, carbonila) e & 152,46
(C-12); o hidrogénio & 6,41 com o carbono em & 51,34 (C-7a) (carbono spiro); o

hidrogénios em & 6,33 com o carbono spiro em & 51,34 (C-7a) e 6 128,62 (C-9); e 0
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hidrogénio em & 6,83 com os carbonos em & 149,08 (C-8), 6 51,34 (C-7a, carbono spiro)
e 06186,09 (C-10, carbonila). Para a substancia minoritaria foram observadas
correlagdes a longa distancia dos hidrogénios em & 6,98 com os carbonos & 51,65,
152,15 e & 186,09; do hidrogénio em & 6,45 com o carbono em & 51,65; do hidrogénio
em 0 6,34 com os carbonos em & 51,65 e 6 128,72 e do hidrogénio em & 6,88 com os
carbonos em & 149,08 e © 186,09. Estes dados ratificam a presenca do anel D do

alcaloide proaporfinico.
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Figura 199. Ampliacdo do mapa de correlagdes HSQC (125,76 MHz, CDCIs) referente a regido
dos hidrogénios aromaticos do anel D do esqueleto proaporfinico da amostra BmuGGFr3.
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Figura 200. Ampliacdo do mapa de correlagcbées HMBC (125,76 MHz, CDClIs) referente a regido
dos hidrogénios arométicos do anel D do esqueleto proaporfinico da amostra BmuGGFr3.

A partir da comparacdo dos dados obtidos (Tabelas 34 e 35) com os dados
reportados em literatura (IWASA et al., 1991; SHANGGUAN et al., 2018) foi identificado

como uma mistura de rotameros do alcaloide N-formil-estefarina (Figura 201), sendo o
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rotamero (Z) o constituinte majoritario. A proposta de fragmentacéo (Figura 202) esta
de acordo com o perfil de fragmentacéo apresentado no espectro de MS? (Figura 188)
para a substancia, e os dados espectrais completos estdo no anexo 1 (Figuras 239,
240 e 241).

O alcaloide proaporfinico N-formil-estefarina ja foi relatado nas folhas e raizes
da espécie Stephania kwangsiensis da familia Menispermaceae, utilizada com
frequéncia na medicina popular chinesa (SHANGGUAN et al., 2018), porém nunca

reportada em espécies da familia Annonaceae.

o]
N-formil-estefarina (2) N-formil-estefarina (E)

Figura 201. Estruturas dos alcaloides N-formil-estefarina.

m/z 326

by | HOCH
32 Da

0 CC
f @
/

m/z 294 m/z 266 m/z 249

Figura 202. Proposta de fragmentacao para o alcaloide N-formil-estefarina.
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Tabela 34. Dados de RMN de *H, HSQC e HMBC do alcaloide N-formil-estefarina (2).

N-formil-estefarina (Z) (m/z 326)

 x 'H& (mult.,J 'H3 (mult.,J a b a b
Posicao em Hz)? em Hz)° HSQC HSQC HMBC HMBC
1 i 14538 14520 i
1a ] : 131,60 133,13 - i
2 - : 15357 154,20 i i
29,19 26,76;
P 128,63;
3 671(1H,5)  665(1H,5) 11187 11063  jogo0’ 13567,
3% 1a520e
! 154,20
3a ; : 130,04 128,63 i
3b ; : 131,62 135,67 i :
2,78 (1H, t 111,87, 45,40;
4 2.7) 281 (2H,m) 29,19 26,76 130,04  128.63€
2,83 (1H, m) 131,62 135,67
29,19
3,93 (1H, dd, 54,05
ale26)  >A46(QH.m) 130,04 e
5 44,65 45,40 163,47 26,76
3,90 (1H, dd 58,22 &
40e24)  >150AHmM 128,63
512 (1H,dd, 4,38 (1H, dd 48,36,
6a 104¢61) 10,3 6,50) 54,05 58,02 131,62 135,67
54,06,
131,60,
22 Eel'i'é‘i‘; 2,28 (1H, dd, 133,26,149,
4€104) 15 0e10,05) 24 58,22;
7 48,53 13313 e
3’1024 4(tHé ‘i;’ 239 (1H,dd, 842 51,34; 135,67
(O E S, 12,2 ¢ 6,5) 54,06
149,20;
152,45
7a ; : 51,34 51,82 i i
51,34;
7,04 (1H,dd 7,03 (1H, dd, 34 15370
8 14908 150,30 152,46,
9,9 € 2,9) 9.9 ¢ 2.9) e 09 186,88
6,41 (1H, dd, 6,38 (1H, dd, 51,82 ¢
9 boe ) oo e 12862 128,97 51,34 s
10 ; : 186,09 186,88 - i
6,33 (1H,dd, 6,26 (1H, dd, 51,34; 51,82 e
11 10,1 e 1,8) 9.9€1.9) 128,06 127,80 128,62 128,97
51,34
6,83 (1H,dd, 6,90 (1H, dd, 34 150306
12 15246 15370 149,08,
101e27) 99 e209) 00 186,88
2-OCHa 3,84 (3H,s) 3,79 (3H.S) 56,57 56,74 153,57 154,20
1-OCHa 362(3H,s) 361(3Hs) 6125 61,39 145,38 145,20
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8,35 (1H, d,

N-CHO 1,2)

8,35 (1H, s)

163,47

162,30

44,65,
54,05

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para H e 125,76 MHz para HSQC e HMBC em CDCls,
utilizando o TMS como padr&o interno. PDados da literatura de acordo com IWASA et al., 1991 (200 MHz
e 125 MHz em CDCIz) e SHANGGUAN et al., 2018 (600 MHz em CDCIz3). () Deslocamento quimico em

ppm. (-) ndo identificado.

Tabela 35. Dados de RMN de H, gHSQC e gHMBC do alcaloide N-formil-estefarina (E).

N-formil-estefarina (E) (m/z 326)

PosicAo 'H & (mult., J
& em Hz)?
1 -
la -
2 -
3 6,73 (1H, s)
3a -
3b -
2,75 (1H, t
4 2,7)
2,86 (1H, m)
4,2 (1H, t, 4,6)
2 4,17 (1H, t,
4,6)
sa 5,02 (1H, dd,
10,1 e 6,1)
2,46 (1H, dd
11,9 e 10,1)
! 2,70 (1H, dd,
11,9 e 6,1)
7a -
g 6,98 (1H, dd
9,9€2,9)
9 6,45 (1H, dd,
10,1 e 1.8)
10 -
6,34 (1H, dd,
11 9.8 ¢ 1.8)
15 6,88 (1H, dd,
10,1 e 3,1)

'H & (mult., J
em Hz)®

6,65 (1H, s)

2,81 (2H, m)

3,46 (1H, m)

3,15 (1H, m)

4,38 (1H, dd
10 3 6,50)

2,28 (1H, dd,
12,0 e 10,05)

2,39 (1H, dd,
12,2 e 6,5)

7,03 (1H, dd,
9,9€2,9)

6,38 (1H, dd,
9,9e1,9)

6,26 (1H, dd,
9,9 e1,9)
6,90 (1H, dd,
9,9, e 2,9)

HSQC?
145,39
132,04
153,62

111,87

130,01
131,46

29,19

39,60

54,92

48,68

51,65
149,08

128,62
186,09
128,06

152,46

HSQCP
145,20
133,13
154,20

110,63

128,63
135,67

26,76

45,40

58,02

48,53

51,82
150,30

128,97
186,88

127,80

153,70

HMBC?

29,19

29,19;
54,92;
130,01 e
163,47

131,46

51,65;
54,92;148,3
8 e 152,11

54,92;
132,04 e
148,38;

51,65;
152,15;
186,09

51,65

51,65,

128,72
149,08;
186,09

HMBCP

26,76;
128,63;
135,67

145,20 e

154,20

45,40;
128,63 e
135,67

26,76;
58,22 e
128,63

135,67

58,22;
133,13 e
135,67

153,70 e
186,88

51,82 e
127,80

51,82 e
128,97
150,30 e
186,88
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2-OCH; 3,85(3H,s) 3,79 (3H,s) 56,57 56,74 153,57 154,20
1-OCHs 3,64 (3H,s) 3,61 (3H, s) 61,25 61,39 145,38 145,20
N-CHO 8,32 (1H,s) 8,35 (1H, s) 163,47 162,30 39,60 -

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para H e 125,76 MHz para HSQC e HMBC em CDClIs,
utilizando o TMS como padré&o interno. PDados da literatura de acordo com IWASA et al., 1991 (200 MHz
e 125 MHz em CDCIz) e SHANGGUAN et al., 2018 (600 MHz em CDCIs). (8) Deslocamento quimico em
ppm. (-) ndo identificado.
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5.9. Determinacédo estrutural das substancias isoladas do extrato aquoso de B.
canescens.

5.9.1. Determinacédo estrutural da fracdo BCcEAFr1.

A fracdo BCEAFr1 obtida do extrato aquoso (25 mg) apresentou-se como sélido
amorfo amarelo, com maximo de absorcao no UV de 264-340 (Figura 203). As analises
por espectrometria de massas em modo positivo usando fonte APCI apontaram a
presenca do ion quasi-molecular de m/z 579 ([M+H]*). Esse ion presentou duas
guebras sequenciais de 146 Da, (m/z 579 - 433 > 287) (Figura 203), sendo esta
guebra compativel com moléculas de flavonoides glicosilados ligadas a duas unidades
de ramnose. Como observado anteriormente nas analises de perfil quimico (Figura 36)
e CLAE semi-preparativo (Figura 39 e tabela 10) do extrato aquoso das folhas de B.

canescens.

26400
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Figura 203. Espectro de massas do ion de m/z 579 da fracdo BCEAF1.
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Por meio do espectro de RMN de 'H (Figura 204) foi possivel observar a
presenca de quatro dupletos em & 6,46 (1H, d, 2,1 Hz), 6 6,79 (1H, d, 2,1 Hz), 6 6,93
(2H, d, 8,9 Hz) e & 7,80 (2H, d, 8,9 Hz), caracterizando um sistema simétrico,
encontrado comumente em anel B de flavonoides (Figura 205). Adicionalmente dois
simpletos em & 10,25 (1H, s) e ® 12,61 (1H, s) caracteristico de hidrogénios fendlicos,
o mais desblindado em ponte de hidrogénio intramolecular com o atomo de oxigénio da

cetona (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).
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Figura 204. Espectro de RMN de 'H (500,13 MHz, C,Ds0S) do ion de m/z 579 da fracdo
BCcEAFr1.
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Figura 205. Ampliacdo do espectro de RMN de *H (500,13 MHz, C;D¢OS) da regido dos

hidrogénios aromaticos e fenéis da fracao BcEAFrl

No mapa de correlagdes HSQC (Figura 206), foram observadas as correlagdes

dos quatro hidrogénios aroméaticos & 6,46 (1H, d, 2,1 Hz), 8 6,79 (1H, d, 2,1 Hz), 6 6,93

(2H, d, 8,9 Hz) e 6 7,80 (2H, d, 8,9 Hz) com os carbonos em & 99,45 (C-6), & 94,59 (C-

8), © 115,41 (C-3', C-5') e 6 130,70 (C-2',C-6'), respectivamente. Em relacdo aos dois

simpletos dos hidrogénios fendlicos, ndo foi observado correlacées em HSQC o que

confirma que esses hidrogénios nao estao ligados a carbonos.
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Figura 206. Mapa de correlagées HSQC (125,76 MHz, C,DsOS) e ampliagdo na regido dos

hidrogénios em & 6,46, 6 6,79, 6 6,93 e 6 7,80 da fracdo BCEAFr1.
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No mapa de correlagbes HMBC (Figura 207 e 208) foi observado que o
hidrogénio em & 6,46 (C-6) do anel aromético esta se correlacionando com os carbonos
em & 94,59 (C-8) e 5 105,78 (C-10) e d 161,69 (C-7), e o hidrogénio em d 6,79 (C-8)
esta se correlacionando com os carbonos 6 99,45 (C-6), & 105,78 (C-10), 6 156,09 (C-
9) e d 161,69 (C-7), sendo os carbonos C-7 e C-9 sado caracteristicos de carbonos
ligados diretamente a atomos de oxigénio.

Os hidrogénios em & 6,93 (C-3', C-5') estéo se correlacionando com os carbonos
5 115,41 (C-3', C-5'), 5 120,34 (C-1’) e 160,15 (C-4’), enquanto os hidrogénios em d
7,80 (C-2',C-6') estdo se correlacionam-se com os carbonos em & 130,70 (C-2',C-6"),
6 157,78 (C-2) e & 160,15 (C-4’) os carbonos C-2 e C-4 sdo caracteristicos de carbonos
ligados diretamente a atomos de oxigénio (Figura 208).

O hidrogénio em & 10,25 (H-O) esta correlacionado aos carbonos em & 115,41
(C-3, C-5) e 6 160,15 (C-4’) reforcando a presenca na estrutura do grupo fenol na
molécula simétrica, o sinal do hidrogénio em & 12,61 (H-O), além de correlacionar-se
aos carbonos em 6 99,45 (C-6), 6 105,78 (C-10), 6 160,92 (C-5) e o grupo ceto 6 177,93
(C-4), justificando sua desblindagem pela formacao de uma ponte de hidrogénio com a
carbonila em C-4 (Figura 209).

Esses dados quando comparados na literatura confirmam o esqueleto do

flavonol kaempferol como aglicona na estrutura (LI et al., 2015).
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Figura 207. Mapa de correlacées HMBC (125,76 MHz, C,DsOS) da fracdo BCEAFr1.
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Figura 208. Ampliacdo do mapa de correlagdes HMBC (125,76 MHz, C,DsOS) e ampliacéo da
regido dos hidrogénios em & 6,46, 6 6,79, 6 6,93 e & 7,80 da fracdo BcEAFr1.

278



Ja 12,61 (H-O) !La 10,25 (H-O)

E 90

— 5 99,45 (C-6) = 100
— & 105,78 (C-10) E
E 110
& 115,41 (C-3'-C-5) E _
£120 E
e e
- 1 =130 £
] 2 2
-140 F
- o B
E150 &
E O
— E —
—= @ 5160,92(C-5) 5 160,15 (C-4) £ 160 L
7 170
5 177,93 (C-4) ~ 180
T T ‘ L T T L T T ‘ T T L T L T ‘ T L T L L ‘ T T L T T T T ‘ T L T T T L ‘ T
125 12.0 115 11.0 105 10.0

F2 Chemical Shift (ppm)
Figura 209. Ampliacdo do mapa de correlagbes HMBC (125,76 MHz, C,DsOS) referente a
regido dos hidrogénios fendlicos em 6 10,25 e 6 12,61 da fracdo BCEAFr1.

Na parte glicosidica da molécula foram feitas as seguintes observacdes. Os
dupletos em & 5,30 (1H, d, 1,5 Hz) e & 5,55 (1H, d, 1,5 Hz) (Figura 210), indicam a
presenca de duas unidades de acucar referentes aos hidrogénios anoméricos. Os
dupletos com valor baixo de constante de acoplamento indicam que esses hidrogénios
estdo na configuracdo alfa (GURST, 1991; CHATURVEDULA & PRAKASH, 2011).

Os mapas de contorno HSQC e HMBC (Figura 210) indicam que o hidrogénio
anomérico em & 5,30 esta correlacionado a J* com carbono em & 101,87 (C-17), J?d
70,06 (C-2") e J*em & 134,53 (C-3) confirmando a posicdo da ramnose em C-3 do
kaempferol. O hidrogénio em & 5,55 esta se correlacionando a J* com o carbono em &
98,42 (C-1"), J?em 8 70,08 (C-5"") e a J3com o carbono em & 161,69 (C-7) confirmando

a posicao da outra ramnose em C-7 do kaempferol.
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Figura 210. Ampliacdo do espectro de RMN de *H (A) (500,13 MHz, C,DsOS) e mapas de
correlacbes HSQC (B) e HMBC (C) (125,76 MHz, C,Ds0OS) referente a regido dos hidrogénios
anoméricos da fracdo BCEAFr1.

Os dupletos em 6 0,81 (3H, d, 5,6 Hz) e 6 1,13 (3H, d, 6,2 Hz) de hidrogénios
metilenicos associados ao mapa de correlacdes de HSQC com deslocamento em &
17,46 (C-6”) e 6 17,90 (C-6’), respectivamente (Figura 211), confirmam a proposta
avaliada pelo perfil de fragmentacédo de que as unidades de acucar fossem a ramnoses

(Figura 203).
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Figura 211. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (A) (500,13 MHz, C,DsOS) e mapa de
correlagdes HSQC (B) (125,76 MHz, C,D¢OS) dos sinaisem 6 1,13 e 0,81 da fracdo BcEAFr1.

No espectro de RMN de 'H (Figura 212) também observou-se seis dupletos entre
4,60 e 5,20 ppm com constantes de acoplamento em torno de 6 4,5 Hz e & 5,7 Hz, que
ndo apresentaram correlacdo em J' com nenhum carbono, mas apresentaram
correlacdes a J?, J3e COSY que séo referentes aos hidrogénios das hidroxilas das duas

ramnoses (Figura 213).
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Figura 212. Ampliagdo do espectro de RMN de H (500,13 MHz, C.DsOS) referente a regiéo
dos hidrogénios das hidroxilas das ramnoses da fracdo BCEAFr1.
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Figura 213. Ampliacdo do mapa de correlagbes HMBC (125,76 MHz, C,DsOS) referente a
regiao dos hidrogénios das hidroxilas das ramnoses da fracdo BCEAFrl.

A associacdo dos mapas de correlacdées de HSQC, HMBC (Figuras 206 e 207),
e COSY 'H x 'H, (Anexo 1 — Figura 243) permitiu assinalar todos os deslocamentos
quimicos dos RMN de *H (Figura 204) e RMN de 3C (Anexo 1 — Figura 242) da aglicona
e das ramnoses que sao apresentados na Tabela 36, permitindo identificar a fracao
BCEAFrl como o composto kaempferol-3,7-O-a-L-dirhamnoside conhecido como
kaempferitina (Figura 214).

O flavonoide kaempferitrina possui relatos de identificacdo em varias espécies

de plantas como Aralia chinensis (Araliaceae), Ixora coccinea (Rubiaceae), Epimedium
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brevicornum (Berberidaceae), Sedum dendroideum (Crassulaceae), Hibiscus
cannabinus (Malvaceae) e Cleome viscosa (Cleomaceae) (QI et al., 2010; IDOWU et
al., 2010; RHO et al., 2011; SILVA et al., 2014b; LI et al., 2015; NGUYEN et al., 2017).
Nguyen e colaboradores (2005) reportaram a presenca desse flavonoide na espécie
Fissistigma capitatum, tornando este segundo relato desse flavonoide na familia

Annonaceae.

Figura 214. Estrutura do flavonoide kaempferol-3,7-O-a-L-dirhamnoside.

Tabela 36. Dados de RMN de H, HSQC e HMBC do flavonoide kaempferol-3,7-O-a-L-
dirhamnoside.

Kaempferol-3,7-O-a-L-dirhamnoside (m/z 579)
'H3d (mult.,J 'HS (muilt., J

e a /13, 13~b a a
Posicédo em Hz)? em Hz)® HSQC?-C C COosy HMBC
2 ~ ~ 157,78 157, _ _
3 _ _ 13453 1348 _ _
4 ~ ~ 177,93 177.9 ~ _
99,45;
- 105,78;
50H) 1561 (1H,s) 1267(H,s) 16092 1609 - 160,92;
177,93
6,46 (1H, d, 6,46 (1H, d, 94,59;
6 2.1) 2,0) 99,45 99.4 - 105,78;
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161,69

7 ~ ~ 161,69  161,7 _ _
99,45;
105,78;
8 6,792(1;4, d, 678 (11 0. 94,59 94,6 ~ 15609,
' .0) 161,69
9 _ ~ 156,09  156,0 _ _
10 - _ 105,78 1056 _ ~
T _ _ 120,34 1202 ~ _
130,70;
2.6 7*808%;"' d, 783 d 13070 1306 693 157,78
: ! 160,15
115,41;
3 5" 6*938%;*' d, 6v958(é"'- d 11541 1155 7,80 12034
! 8) 160,15
4(0OH)  1025(1H,s) 10,27 (1H,s) 160,15 1603 ~ 11%%"115;
opaae  530(1H.d, 550 (1H, br, 70,67;
(3-0-Rha)1 e S 101,87 10,1 3,99 {ones
" 3,99 (1H, t, 4,01 (1H, d, 4,97;
2" (H) 25 3 70,06 813 306 ~
. 4,97 (1H, d, 70,06:
2" (OH) v ~ 70,06 ~ 3,99 10187
3" (H) 3,49 (1H, m) 3’(‘?‘,‘4‘3;;? 70,31 70,1 ~ ~
3" (OH) 4*645(é;*' d, _ 70,31 ~ 3,49 70,31
4" (H) 3,14 (1H, m) 3,13 (Sl)H br, 7158 71,7 _ 71,06
4" (OH) 4’795(&13')*' e _ 71,58 _ 3,14 71,58
5" 3,14 (1H, m) 3’(‘12,_,'3;;1‘;'8 71,58 702 081 ~
0,89 (3H, d
. 0,81 (3H, d, : . d, 70,23;
6 A5 6.4) 17,46 173 314 o
m 555 (1H, d, 70,08;
(7-O-Rha)1 1.5) 5,55 (1H, br s) 98,42 98,5 3,84 161,69
2" (H) 3’82%)“' b 384(1H,s) 69,80 69,8 5,13 _
5,13 (1H, d 69,80;
2" (OH) e ~ 69,80 ~ 3,84 08 2
3,64 (1H, ddd,
3" (H) 02 66 58 362(Hm 70,23 70,2 i :
3" (OH) 4’744(:1)")*' d, ~ 70,23 ~ 3,13 70,23
3,26-3,30 17,90;
4™ (H) 3,30 (1H, m) e 71,58 71,6 _ .08
4,91(1H, d, 70,08;
4" (OH) 5,7) - 71,58 - 3,30 71,58
3,44 (1H,dd,  3,40-3,45 (1H,
5 o i 70,08 700 1,13 71,58
1,13(3H,d, 1,12 (3H,d, 70,08;
6 52 5.0 17,90 178 344 i

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para 'H e 125,76 MHz para HSQC e HMBC em C2Ds0S,
utilizando o TMS como padréo interno. PDados da literatura de acordo com LI et al., 2015 (400 MHz em
CDCl3). (6) Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.
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5.9.2. Determinagéo estrutural da fragdo BCcEAFr2.

A fracdo BCEAFr2 obtida do extrato aquoso (15 mg) apresentou-se como solido

amorfo amarelo, com maximo de absorgcédo no UV de 264-340 (Figura 215). As analises

por espectrometria de massas (Figura 215) apontaram semelhangcas com o perfil de

BcEAFr1 sugerindo que as substancias possuem semelhanca estrutural, a diferenca foi

a adicdo de mais uma unidade de ramnose com 146 Da, sendo observado o ion quasi-

molecular de m/z 725 ([M+H]*). Esse ion apresentou trés quebras sequenciais de 146

Da, (m/z 725 - 579 - 433 > 287) (Figura 215) sendo esta quebra semelhante de

moléculas de flavonoides glicosilados ligadas a trés unidade de ramnose. Como

observado anteriormente nas analises de perfil quimico (Figura 36) e CLAE semi-

preparativo (Figura 39 e tabela 10) do extrato aquoso das folhas de B. canescens.

Cha_met_1#3099-3144 RT: 10,33-10,48 AV: 46 NL:7,68E5 microAU

264,00

cha_met _1#623 RT: 10,74 AV:1 NL: 1,87E7 3
T: + ¢ APCIQ1MS [100,000-1000,000] e
100 433,29 ]
705
| 340,00
90 60
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80 40é
30é
70 287,26 ]
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60 \ o CH%)H 10% 396,00
| 415,00
OH 200 250 300 350 400 450 500 550 600
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()
-146 \ on
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3 +——
107 112535 21130 29336 449,24 72547
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Figura 215. Espectro de massas do ion de m/z 725 da fracdo BCEAFr2.
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A associacdo dos espectros massas, RMN de 'H, RMN de 13C, HSQC, HMBC e

COSY 'H x 'H, (Anexo 1 — Figuras 244 - 248) demonstrados na tabela 37 permitiu

associar a estrutura de BCEAFr2 ao substancia kaempferol-3,7-O-a-L-dirhamnosidio
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identificada na fracdo BCEAFrl, com a adi¢do de um dupleto em & 4,19 (1H, d, 7,8 Hz)
que estéa correlacionado a J* com carbono em d 105,9 (C-1"") e se correlaciona a J3com
00 71,6 (C-5")e com o © 81,23 (C-2”) (Figura 216) confirmando que essa terceira

unidade de ramnose esta ligada ao carbono 2 (C-2”) da ramnose ligada ao C-3 do

kaempferol.
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Figura 216. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (500,13 MHz, C,DsOS) e mapas de
correlagbes HSQC e HMBC (125,76 MHz, C,DsOS) do sinal em & 4,19 referente a terceira
unidade de Ramnose.

Ao comparar esses dados com os ja descritos em literatura foi possivel
correlacionar o flavonoide identificado na fragdo BCcEAFr2 com o flavonoide kaempferol-
3-0-a-L-rhamnopiranosil-(1—2)-a-L-rhamnopiranosil-7-O-a-rham-nopiranosideo
(Mateflavosi- deo A), possuindo uma Unica diferenca na configuracdo do hidrogénio
anomeérico referente a terceira unidade de ramnose H-1"" (6 4,19 - 1H, d, 7,8 Hz), que
apresentou uma constante de acoplamento caracteristica de hidrogénios anomérico de
glicosideos de configuracdo 3. Baseado nessas evidéncias o flavonoide identificado na
fracdo BCEAFr2 foi considerado uma nova molécula como kaempferol-3-O-a-L-
rhamnopiranosil-(1—2)-B-L-rhamnopiranosil-7-O-a-L-rhamnopiranosideo nomeado

canescentina (Figura 217). Para confirmar a massa molecular da nova substéncia foi
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realizado andlise de MS e MS? em alta resolugcéo em equipamento Q-TOF-II que consta
no anexo 1 (Figuras 249 e 250).

Os flavonoides glicosideos séo recorrentes em Annonaceae, sendo a quercetina
e kaempferol mono- e diglicosideos o principal representante dentro desta familia.
Estes compostos foram previamente relatados em Xylopia emarginata (MOREIRA et
al., 2003), X. ferruginea (ZAWAWI et al., 2012), Piptostigma fasciculata (SEIDEL et al.,
1999), Oxandra sessiliflora (SOUSA et al.,, 2014), Artabotrys hexapetalus
(SOMANAWAT et al., 2012), e de varias espécies de Annona (NOVAES et al., 2018).
Os triglicésideos de Kaempferol, em especial os triraminosideos, como a canescentina,
sdo incomuns em Annonaceae. A ocorréncia destes compostos foi previamente
reportada em Matteuccia struthiopteris (Onocleaceae) (LI et al., 2015), Cassinopsis
madagascariensis (Icacinaceae) (RASOANAIVO et al., 1990) e Justicia spicigera

(Acanthaceae) (EULER & ALAM, 1982).

Figura 217. Estrutura do flavonoide canescentina.
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Tabela 37. Dados de RMN de 'H, 3C e COSY do flavonoide canescentina.

Canescentina (m/z 725)

Position

10
1'

2'.6'

3.5
4' (OH)
(3-O-Rha)1”
2" (H)
3" (H)
4" (H)

5"

6"

(2"-ORha)1™
2" (H)

3" (H)

'H'& (mult.
Jin Hz)

12,66 (1H,
s)

6,46 (1H,
d, 2,1)

6,79 (1H,
d, 2,1)

7,83 (1H,
d, 8,8)

6,94 (1H,
d, 8,9)

10,27 (1H,
S)
5,48 (1H,
d, 1,2)
4,04 (1H,
d, 2,4)
3,55 (1H td
9,6%(2).
3,3)
3,14 (1H,
m)
3,46 (1H,
m)

0,89 (3H,
d, 5,6)

4,19 (1H,
d, 7,8)
2,98 (1H,
m)
3,30 (1H,
m)

'H & (mult. J
em Hz)®

12,67 (1H, s)

6,46 (1H, d,
2,0)

6,78 (1H, d,
2,0)

7,83 (1H,

6,95 (1H,
d, 8,8)

10,27 (1H, s)

5,50 (1H, br,
S)
4,01 (1H,

3,54-3,58
(IH, m)
3,13 (1H,
br, s)

3,42-3,48
(1H, m)

0,89 (3H,
d, 6,4)

4,12 (1H, m)

3,26 -3,30
(1H, m)
3,26 -3,30
(1H, m)

13C & (mult. J in

ppm)
157,5

134,8
178,0

161,0

99,4

161,7

94,7

156,1
105,7
120,2

130,7

1155

160,4
101,1

81,2

70,1

71,6

70,2

17,4

105,9
74,0

75,9

lSCb

157,5
134,8
177,9

160,9

99,4

161,7

94,6

156,0
105,6
120,2

130,6

1155

160,3

101,12

81,3

70,1

71,7

70,2

17,3

106,6
70,9

73,1

COSY

6,94

7,83

4,04

3.55

0,89

3,43

2,98

4,19

HMBC

99,4;
105,7;
161,0
94,7:
105,7;
161,7

99,4;
105,7;
156,1;
161,7

115,5;
130,7;
157,5;
160,4
115,5;
120,2;
160,4
115,5;
160,4

134.8

71,6

70,2;
71,6

81,2;
71,6

75,9;
105,9
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4" (H)

-
&
(7-O-Rha)1"
o
gm

4IIII
5llll

6””

2,75 (1H,
td, 9,1x(2).
5)
3,07 (1H
m)

1,0 3H d
6,2)
5,55 (1H
d 1.4)
3,84 (1H
S)
3,63 (1H
m

3,30 (1H
m)
3,45 (1H
m)
1,12 (3H
d 6,4)

3,35 -3,40
(1H, m)

3,35 -3,40
(1H, m)
0,98 (3H, d,
6,4)
5,55 (1H,
br s)

3,84 (1H, s)
3,62 (1H,
m

3,26-3,30
(1H, m)

3,40-3,45
(1H, m)

1,12 (3H,
d, 6,0)

75,1

71,6
17,7
98,4
69,8
70,2
71,6
70,1

17,9

70,4

70,7
16,2
98,5
69,8
70,2
71,6
70,0

17,8

3,07

3,07
3,84

3,63
3,30

1,12

3,43

71,6;
75,9

71,6
75,1
70,2;
161,7

70,2

71,6

71,6;
70,1

30 experimento foi realizado a 500,13 MHz para *H e 125,76 MHz para HSQC e HMBC em C2D¢0S,
utilizando o TMS como padr&o interno. °Dados da literatura de acordo com LI et al., 2015 (400 MHz em

CDClzs). (8) Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.
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Os estudos realizados neste trabalho nos forneceram importantes resultados e
levaram as consideracdes e conclusfes abaixo descritas:

As andlises dos 6leos essenciais possibilitaram a caracterizacdo de um total de
63 substancias para a espécie B. canescens, B. multiflora e B. pleiosperma. Muitas das
estruturas ja foram relatados na literatura para o género Bocageopsis e para espécies
do género Unonopsis e Onychopetalum, que s&o considerados taxonomicamente
géneros proximos ao estudado.

A andlise por CG/EM dos 6leos essenciais das trés espécies revelou presenca
exclusiva de sesquiterpenos e seus derivados e auséncia de monoterpenos.

O espatulenol e o 6xido de cariofileno, considerados marcadores de varios
géneros de Annonaceae, foram confirmados em todas as partes da espécie B.
canescens, e folhas e galhos finos de B. multiflora e ausentes em B. pleiosperma.
Esses dados dificultam conclusdes sobre o significado quimiotaxdbnomica desses
marcadores para 0 género Bocageopsis e sinalizam para a necessidade de estudos
mais aprofundados.

Os ensaios antimicrobianos dos Oleos essenciais revelaram atividade
bacteriologica dos 6leos dos galhos finos e galhos grossos de B. multiflora, e das folhas
de B. canescens e B. pleiosperma frente as cepas de Staphylococcus aureus, Serratia
marcens e Mycobacterium smegmatis, além da atividade fungicida dos 6leos essenciais
das folhas de B. canescens, galhos finos e galhos grossos de B. multiflora frente ao
patdgeno Candida albicans.

O resultado da atividade biolégica do Oleo essencial de B. canescens, em
relacdo a M. smegmatis € importante por se tratar de micobactéria ndo patogénica
associada ao estudo de M. tuberculosis, causadora de tuberculose, que ainda é um dos

mais graves problemas de salude do mundo.
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As abordagens integrativas como a espectrometria de massas de ionizagao
ambiente (LS-MS), as técnicas de cromatografia hifenada a espectrometria de massas
(CG-EM, CLAE-EM e CLAE-EM/EM) e RMN 1D e 2D, foram importantes no
reconhecimento das espécies, parte da plantas, extratos e fracdes portadoras de
estruturas alcaloidicas conhecidas e/ou com potencial para isolamento e identificacao
de novas substancias de natureza alcaloidicas ou néo.

As analises exploratérias espectrométricas e espectroscopicas preliminares da
fracdo alcaloidica das folhas do individuo maduro de B. canescens (Bc01) permitiram
a identificacdo de trés alcaloides oriundos do esqueleto isoquinolinico, anonaina,
estefarina e isoboldina, e nos galhos finos foi identificado apenas o alcaloide anonaina.
Para a fracao alcaloidica dos galhos grossos de B. multiflora foi possivel identificar os
alcaloides asimilobina, estefarina e norushinsunina.

A purificacdo da fracdo alcaloidica das folhas de B. canescens resultou no
isolamento de dois alcaloides isbmeros da classe dos isoquinolinicos simples,
isosalsolina e salsolina, além dos alcaloides anonaina, liriodenina, atherolina,
nornuciferina e laurotetanina. O fracionamento da fracdo alcaloidica dos galhos grossos
de B. multiflora resultou no isolamento dos alcaloides salsolina, isosalsolina,
pronuciferina e dos rotameros de N-formil-estefarina.

A partir do fracionamento do extrato aquoso das folhas de B. canescens foi
possivel o isolamento dos flavonoides kaempferol-3,7-O-a-L-dirhamnosideo
(kaempfertrina) e do novo flavonoide kaempferol-3-O-[a-L-rhamnopiranosil-(1—2)-6-L-
rhamnopiranosil]-7-O-a-L-rhamnopiranoside, nomeado canescentina, incomum em
Annonaceae.

Todas as substancias identificadas e isoladas s&o inéditas nas espécies

estudadas, sendo os alcaloides norushinsunina, atherolina, pronuciferina e N-formil-
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estefarina, além do flavonoide kaempferol-3,7-O-a-L-dirhamnosideo, inéditos no
género Bocageopsis, enquanto os alcaloides salsolina e isosalsolina, foram isolados
pela primeira vez na ordem Magnoliales.

Portanto, os resultados obtidos neste trabalho, reforcam a importancia do
género Bocageopsis para a familia Annonaceae e para 0 conhecimento quimico e

biolégico de espécies botanicas da flora amazonica.
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1. Subject and source

Bocageopsis Is & Neotroplcal genus constituted by four specles, B
pletosperma Maas, B, muddflora (Mart.) REFr, B. maorogrossensis
(FLEFr.) REFr., and B. canescems (Benth.) FLEFr., all restricted to
troplcal South America and to the East of the Andes (Maas et al., 2007).
Bocogeopsts presents morphologlcal, phylogenetic and phytochemical
similarities with Onychoperzlum and Unonopsis, therefore belng con-
sidered closely related genera (Maas et al., 2007; Silva et al., 2015).
Although some Unonopsis specles are used In traditional medicine, such
as U venefictorum and U sopiomta (Adams et al., 2007), there are no
reports about medicingl wses of Bocogeopsts specles.

In the present study, the leaves of B. canescens were collected In
January 2018 at the Ranch good friends (19km along the Br-174
highway, In the city of Manaus, Amazonas state, Brazil, 60705713.1"W
2°40°55.275), and identified by Prof. Antonlo Carlos Webber from the
Department of Blology from Federal University of Amazon (UFAM). The
plant was ldentified by comparison of thelr morphology and taxonomy
characteristics with that described In Flora of Brazil (Maas et al., 2007,
2015). A voucher specimen (# 10234) was deposited In the Herbartum
of UFAM.

* Corresponding author.
E-mail addresc elzaling. ufami@gmail.com (E.R. Soares]).

hitpsz//doiong/10.1016/].bee. 200 9.05.00F

2, Previous work

Previous phytochemical investigations polnt out Bocepeopsts species
as 8 promising source of alkalodds, particulardy soquinoline-dertved
(Soares et al., 2015), and terpenodds (Sikva et al., 2015; Olivelra et al.,
2014; AlcAntara et al., 2017). There are no previous phytochemical
Investigations on B. canescens.

3. Present study

The dried and powdered leaves of B. canescens (300 g) were directly
subjected to an acld-base extraction {Soares et al., 2015) to give an
alkalold-rich fraction (300 mg), and It was also extracted with distilled
water (1g) (5ilva et al., 2019) to give a flavonold glycosides-rich ex-
tract (120 mg). Therefore, a part of the alkaloldal fraction (100 mg) was
subjected to fractlonation by semi-preparative HPLC, model UFLC
(Shimadm - Columbla, MD, USA), using a formic acld aqueous solution
(2.0%, vov) (A) and methanol (B) a5 mobile phases. The gradlent elution
was a5 follows: 0-14 min, 20-100% B (v-v], at a flow rate of 3.5 mL/min.
A C18 column (250 mm » 15 mm, 5 pm) (Phenomenex - Torrance, CA,
USA), was employed on the fractionation belng monitored the UV
channels at 280 and 354 nm. Four Injections were carrled Into the
column In MeOH (100 pL) affording compounds 1 (3.5 mg), 2 (3.0 mg),

Received 8 April 201%; Received in revissd form 10 May 2019; Accepted 15 May 2019

Available online 04 June 201%
DI05-1978/ & 2019 Elsevier Led. All rights ressrved.
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{3) namueifenne R, = Ry = OCHs, Ry R, 8 Rg® H
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Fig. 1. Chemical structures of isoquinaline-derived alkaloids and

3(1.2mg), 4 (25mg), 5 (3.0mg), 6 (3.5mg), a mixture of 7 and 8
(4.0mg), and 9 (3.3 mg). The aqueous extract was submitted to the
same chromatographic protocol, belng monltored the UV channels at
260 and 345 nm, affording compounds 10 (10mg) and 11 (15mg).

In this study, one new flavonold glyceside (11), one known flave-
nold glycoside (10), and nine soquinoline-dertved alkaloids (1-9)
(Fig. 1) were Isolated from the leaves of B canescens. The known
compounds were ldentifled as laurotetanine (1) (Soares et al., 2015,
isoboldine (2) {(Soares et al., 2015), nomucifedne (3) (Silva et al,
2018a), anonalne {4) (Soares et al., 2015), Idodenlne {5} (Silva et al.,
2018a), atheroline (&) (Flenena et al . 2016}, salsoline (7)), isosalsoline
(8) (Kurnik-Lucka et al, 2017), stheparine {9) (Soares et al., 2015),
and  kaempferol-3,7-0-g-L-dirhamnoside  (kaempferitrin}) (10}
(Chamrvedula and Prakash, 2011}, based on thetr NMR and MS data
(Supplementary Materlal), as well as comparison with data previously
reported In the lterature.

Compound 11 was obtalned as a yellowlsh, amorphous powder. Its
molecular formula wes determined as CasHaeoOhg by 'C-NMR and
HRESIMS, afford a protonated molecule at m/z 725.2300 [M + H]*
(caled. 725.2203). In additton, the MS/MS spectra of compound 11
showed fragment lons at mz 5701714, 433.1133, and 287.0542
[Agll*, suggesting the presence of three deoxyhexose units In 11. The
TH-MME, C-NMR, HSQC, and HMBC spectra of 11 exhibited similar
signals to the previously reported kaempferol glycoside named
kaempferol-3-0-g-L-rhamnopyranosyl-(1 — 2)-o-L-rhamnopyranosyl-7-
Ota-L-rhamnopyranoside (L1 et al, 2015), presenting as unigue

flavencid glycosides isclated from the leaves of B, canescens.

difference the conflguration of the anomeric proton H-17" (6 4.19,1H,
d, 7.8 Hz). This configuration was atiributed as § through the char-
acteristic chemical shift and large coupling constant expected for 8
anomeric hydrogens (Gurst, 1991). Based on the above evidence,
compound 11 was determined as kaempferol-3-0-a-L-rhamnopyr-
anasyl-(1 — 2)-§-L-rhamnopyranosyl-7-0-a-L-rhamnopyranoside,
named canescentin (Flg. 1)

4, Chemotaxonomic significance

The aporphine alkalolds laurotetanine, soboldine, nornuciferine,
and anonalne, along with the proaporhine alkalodd stepharine, were
previously reported In B. pletosperma (Soares et al, 2015} Nomud-
ferine, anonalne and stepharine were also reported In several species
from the close related genus Unonopsts (Rocha et al., 2018; Silva et al.,
2012; 2014a; 2018z; 2018b). The oxeaporfine alkalodd atheroline was
previously bdentified in Gumiterto scandens (Hocquemdller et al., 1983)
and more recently In Colubring decipéens (Balll ) Capuron (Rhamnaceas)
{Flenena et al., 2016). This Is the second report In the Annonaceae fa-
mily. The simple Isoquinoline alkalokds salsoline and isosalsoline are
derlved from salsolinol, a tetrahydrolsoquineline alkalold known as
Inductor of parkinsonism and Indicative, In humans, of chronlc alcohol
consumpton (Iwesa et 8l 1991). These alkalodds are synthesized from
the methylations of the C-6 and C-7 hydroxyl groups of salsolinol,
generating the two constitutional Isomers (Kumik-Lucka et al., 20017).
The precursor salsolinol has been reported in Annona redeular {Forgacs
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et al,, 1981}, however, this Is the first report of salsoline and isosalso-
line in the Annonacese family. The favonold ksempferol-3,7-0-g-L-
dirhamnaoside, also known as kasempferitrin, Is quite reported In several
specles of plants, such as Sedum dendroideum (Crassulaceae) (Silva
et al_, 2014b) Victa foba (Fabaceae) (Tselepl et &l , 201 1), Cleoms wiscosa
(Cleomaceas) (Mguyen et al, 2017}, Hibisows cannobdnws (Malvaceae)
(Rho et al., 2011), Dryopteris crasstridzoma (Dryopteridaceae) (Jlang
et al., 2013), and Ixora coccinea (Rublaceas) ([down et al, 2010).
MNonetheless, this Is the second report of kaempferitrin In the Annona-
ceae family, belng this compound previously 1dentified In Fisssigma
capirarum (Mguyen et al, 2005). Flavonold glycosides are recurrent In
Annonaceae, belng quercetin and kaempferol mono- and diglycosides
the maln representative within this family. These compounds were
previously reported from Xyloplo emarginany (Morelra et al., 2003), X
Sfermuginen (Zawawl et al, 2012), Pipiosdgma foesciodaia (Seldel et al.,
10090, Oxandra sessthiflora (Sousa et al., 2014), Arohoorys hexapetalus
(Somanawat et al., 2012), and from several Anrona species (Novees
et al., 2018). Kaempferol triglycosides, In speclal trirhamnosides, such
85 canescentn, are unusual In Annonacese. The ocowrence of these
compounds was previously reported tn Matencca smuthiopeerts (Omo-
cleaceae) (L1 et al., 2015), Cosstnopsts modepascartensts (Icacinaceas)
(Raspanalve et al., 1990), and Justcia spicigera {Acanthaceae) (Euler
and Alam, 1982). Our findings in the phytochemical study of B. ce-
nescens relnforce the chemotaxonomic significance of flavonold ghyoo-
sldes and Isoquinolide-dertved alkalolds for Annonacese family, partl-
cularly, to the Bocegeopsts and close-related genera.
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