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RESUMO

O presente trabalho descreve o estudo fitoquimico e bioldgico de
Bocageopsis pleiosperma Maas, uma espécie com distribuicdo restrita a Regiao
Amazonica. O material botanico (folhas, galhos e cascas) foi coletado na
Reserva Florestal Adolpho Ducke e submetido a hidrodestilacdo para obtencéo
dos Oleos essenciais e tratamento acido-base para obtencdo das fragbes
alcaloidicas. Através do estudo dos 6leos essenciais das folhas, galhos e cascas
foi possivel identificar 51 compostos, sendo observado [(-bisaboleno como
composto majoritario. A andlise por ESI-IT-MS" das fracdes alcaloidicas em
escala analitica evidenciou diversos ions de m/z par. Estes ions tiveram seus
padrées de fragmentacdo estudados. Através da andlise por ESI-IT-MS" foi
possivel identificar a fracdo alcaloidica das folhas como promissora para o
isolamento de substancias inéditas no género Bocageopsis. A partir do
fracionamento da fracdo alcaloidica das folhas de B. pleiosperma, obtida em
escala preparativa, foi possivel isolar e caracterizar por métodos de ressonancia
magneética nuclear uni e bidimensionais (RMN 1D/2D) e espectrometria de
massas (EM), alcaldides do tipo aporfinico, proaporfinico, oxoaporfinico,
benziltetraisoquinolinico e B-carbolinico. Dentre esses foram isolados os
alcaloides nornuciferina, isoboldina, asimilobina e tetrahidroharmano e obtidos
em mistura de dois e trés compostos, os alcaloides reticulina e laurotetanina;
anonaina e liriodenina; estefarina, isoboldina e N-metillaurotetanina. Todos os
alcaloides estdo sendo descritos pela primeira vez no género Bocageopsis,
sendo o alcaloide tetrahidroharmano descrito pela primeira vez na ordem
Magnoliales. Os Oleos essenciais apresentaram baixa atividade antimicrobiana

contra C. albicans and P. aeruginosa.



Palavras-Chave: Annonaceae, Bocageopsis pleiosperma, Alcaloides

aporfinicos, 6leos essenciais.
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ABSTRACT

The present work describes the phytochemical and biological studies of
Bocageopsis pleiosperma Maas, a specie with restricted distribution to the
Amazon Region. The plant material (leaves, twigs and bark) was collected in the
Adolpho Ducke Forest Reserve and submitted to hydrodistillation to obtain the
essential oils and acid-base treatment to getting the alkaloidal fractions. In the
study of the essential oils from leaves, twigs and bark it was identified 51
compounds, being B-bisabolene observed as major compound. The analysis by
ESI-IT-MS" of alkaloidal fractions in analytical scale showed several ions of m/z
pair. These ions had their fragmentation patterns studied. Also through analysis
by ESI-IT-MS" it was possible to identified the alkaloidal fraction of the leaves as
a promising source for the isolation of new compounds in the genus Bocageopsis.
From the fractionation alkaloidal fraction of the leaves of B. pleiosperma obtained
in preparative scale, it was isolated and characterized by nuclear magnetic
resonance and unidimensional methods (NMR 1D/2D) and mass spectrometry
(MS), alkaloids of aporphine type, proaporphine, oxoaporphine,
benzyltetrahydroisoquinoline and (-carboline. Among these were isolated
nornuciferine alkaloids, isoboldine, asimilobine and tetrahydroharmine and
obtained as a mixture of two and three compounds, the reticulin and laurotetanine
alkaloids; anonaine and liriodenine; estefarine, isoboldine and N-
methyllaurotetanine. All alkaloids are being described for the first time in the
Bocageopsis genus, being tetrahydroharmine alkaloid described for the first time
in Magnoliales order. The essential oils showed low antimicrobial activity against

C. albicans and P. aeruginosa.
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Os produtos naturais sdo explorados had anos e as plantas tem
representado a principal fonte natural de compostos usados na medicina
popular. A humanidade sempre utilizou produtos naturais para aliviar suas dores
e moléstias, mesmo sem conhecer 0s principios ativos e modos de acéo,
buscando sempre melhorar suas condi¢des de vida (CRAGG & NEWMAN, 2013;
STROBEL et al.,, 2004). Uma amostra destes procedimentos sdo os relatos
historicos referentes aos sumérios que em torno de 4.000 a.C., ja utilizavam o
tomilho (Thymus vulgaris), o 6pio (Papaver somniferum), o alcaguz (Glycyrrhiza
glabra), a mostarda (Brassica sp.) e o elemento quimico enxofre, para fins
medicinais (BEVILACQUA et al., 2010).

Devido a vasta quantidade de substancias ativas presentes nas plantas
(Figura 1), estas acabam sendo exploradas com a finalidade de descobrir novos
farmacos. Como exemplo de sucesso destas praticas, temos a descoberta do
taxol (anticancer), isolado de espécies do género Taxus e comercializado pela
primeira vez como farmaco em 1992; a descoberta da quinina (antimalarico),
isolado pela primeira vez das cascas de espécies de Cinchona (C. officinalis) e
comercializada como farmaco em 1820; e a descoberta da morfina, isolada do
opio (Papaver somniferum) em 1804, devido as suas propriedades analgésicas
e soporiferas, porém sendo comercializada apenas em 1853. Além da morfina,
outros alcaloides produzidos pelo 6pio sdo conhecidos, como: a codeina, a
tebaina, a narcotina e a papaverina (HOSTETTAMANN et al., 2003; VIEGAS JR.

et al., 2006, CRAGG & NEWMAN, 2013).
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Figura 1: Medicamentos originados de produtos Naturais. Fonte: Hostettamann et al., 2003.

Além dos tipos de substancias oriundas de plantas, € valido citar a busca
por substancias bioativas produzidas por microrganismos, a qual é considerada
mais recente. A descoberta da penicilina por Fleming, em 1929, tornou-se um
marco para o inicio das pesquisas de metabdlitos bioativos derivados de
microrganismos para tratamento de infeccbes bacterianas, e essas pesquisas
resultaram em um grande numero de farmacos com uma variedade de
indicacdes terapéuticas (PUPO et al, 2007).

Dentre esses compostos incluem-se: agentes antibacterianos como a
cefalosporina de Cephalosporium cryptosporium e tetraciclina de espécies de
Streptomyces; agentes imunossupressores, como a rapamicina de

Streptomyces sp. e ciclosporina de Beauveria nivea; agentes redutores do
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colesterol sangulineo, tais como a mevastatina de Penicillium citrinum e
lovastatina de Aspergillus terreus; anti-helminticos e antiparasitarios, tais como
a ivemerctina de Streptomyces sp.; ergotamina um alcaloide utilizado como
vasoconstritor isolado de Claviceps purpurea; acido clavulanico de Streptomyces
clavuligerus; cloranfenicol de Streptomyces venezuela (Figura 2; NEWMAN &

CRAGG, 2007; PUPO et al, 2007; DEWICK, 2009; GUIMARAES et al., 2010).

H @) OH

Il\l H Eh'l/\):r
W -3 CHs o// W)O
[k o oo 4

// Acido clavulanico
“CooH
Penicilina
Ergotamina
R NH S
O;jl\‘l// OH
0~ OH Tetraciclina HN gH
Cefalosporina O,N =
Cloranfenicol Cljid

Figura 2: Substancias oriundas de microrganismos. Fonte: Newman & Cragg, 2007; Pupo et al,
2007; Dewick, 2009; Guimardes et al., 2010

A historia mostra que apesar de muitos produtos naturais serem eficazes
no tratamento das mais diversas doencas, apenas 6% dos produtos
comercializados como farmacos sdo totalmente naturais, sendo 56% dos

farmacos comercializados de origem sintética (Figura 3) (HOSTETTAMANN et
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al., 2003). Apesar desta realidade, ainda hoje grande parte da populacéo
mundial, principalmente a que reside em paises em desenvolvimento, usa
extratos ou pocdes oriundas de plantas para fins medicinais (NODARI et al.,
2000; MONTANARI & BOLZANI, 2001; HOSTETTAMANN et al., 2003;
KIATKOSKI, 2011). O conhecimento da etnobotanica, transmitido ao longo dos
anos, somado a crescente busca pela compreensdo da quimica de produtos
naturais, € considerado um fator essencial na descoberta de novas substancias,
sejam elas toxicas ou terapéuticas (MACIEL et al. 2002; VIEGAS JR. et al., 2006;

KIATKOSKI, 2011).

Produtos
sintéticos
modelados a
partir de
produtos
naturais; 9%

Produtos
sintéticos;
56%

Derivados de
produtos
naturais; 24%

Produtos
naturais; 6%

Biologicos;
5%

Figura 3: indice de aplicabilidade dos produtos naturais como farmacos.

Fonte: Hostettamann et al., 2003.

A floresta amazonica, a maior floresta tropical existente no mundo (6
milndes de Km?), possui 1/3 das florestas tropicais Umidas do planeta. No
territorio brasileiro, a area verde compreende 60% da floresta amazénica. No
entando, somente as regides do Tapajés, Xingu e Belém sdo totalmente
brasileiras e consideradas areas endémicas. Estas areas endémicas restringem
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tipos de organismos para determinadas zonas geograficas, e sdo importantes
por serem consideradas como as menores unidades geograficas para analise de
biogeografia histérica com diversos fatores responsaveis pela sua natureza e
extensdo. O Brasil € considerado o Unico pais que possui areas representativas
de todas as regides de endemismo (DIRZO & RAVEN, 2003; DA SILVA et al.,
2005).

Estima-se que na Regido Amazobnica existam pelo menos 40.000
espécies de plantas, das quais aproximadamente 1200 sejam comercializadas
como plantas medicinais, demonstrando a importancia que esta floresta possui
como maior reservatorio natural da diversidade vegetal do planeta (OLIVEIRA &
AMARAL, 2004; DA SILVA et al., 2005).

Em meio a esta grande diversidade, encontram-se espécies
pertencentes a familia Annonaceae. Esta familia compreende aproximadamente
2500 espécies, cuja importancia medicinal, justifica as abordagens fitoquimicas
realizadas nos ultimos anos (SILVA et al.,, 2012). Como resultado destas
investigacdes, diversas informacgdes sobre a quimica da familia Annonaceae séo
conhecidas, podendo-se destacar o amplo conhecimento adquirido sobre a
guimica de alcaloides, terpendides e acetogeninas na familia (LEBOEUF et al.,
1982). Diversos representantes destas classes tiveram suas atividades
bioldgicas reconhecidas, destacando-se a atividade antitumoral, antimicrobiana
e antiparasitaria (ALALI et al., 1999; COSTA et al., 2006 e 2008). Apesar de ser
uma familia bastante explorada do ponto de vista fitoquimico, existem géneros
com pouco ou hunca estudado, como € o caso do género Bocageopsis, com
apenas uma espécie submetida a alguma investigagao fitoquimica (OLIVEIRA,

2012).
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Visando contribuir para o conhecimento quimico e biologico do
género Bocageopsis, o0 presente trabalho tem como objetivo, realizar o estudo
dos oOleos essenciais e das fracOes alcaloidicas (folhas, cascas do tronco e
galhos) de B. pleiosperma, para o conhecimento da sua composicdo de
alcaloides e terpenoides, e em busca de novos agentes com potencial

antimicrobiano.
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2.1 A Familia Annonaceae

A classificagcdo filogenética caracteriza as Annonaceae como
pertencente ao grupo de plantas denominado Angiosperma. Tal familia localiza-
se no subgrupo Magnoliidae, e € descrita como a mais diversificada familia da
ordem das Magnoliales, sendo esta ordem composta por seis familias
(Annonaceae, Degeneriaceae, Eupomatiaceae, Himantandraceae,
Magnoliaceae e Myristicaceae), 160 géneros e mais de 3000 espécies. Os
membros das Magnoliales ocorrem como arvores e arvoretas, e raramente como
lianas (COSTA, 2009a; BREMER et al., 2009; AMINIMOGHADAMFAROUJ et
al., 2011; MAAS et al., 2011; CHATROU et al., 2012a).

A familia Annonaceae é composta por cerca de 2500 espécies,
distribuidas em 130 géneros. Os individuos desta familia normalmente se
apresentam como arvores, arbustos e trepadeiras, sendo sua distribuicdo
geografica do tipo pantropical (Figura 4), com cerca de 900 espécies (40
géneros) na regidao dos neotrépicos (RICHARDSON et al., 2004; CHATROU et
al., 2004). No Brasil sao registradas 260 espécies em regides de endemismo que
se distribuem aproximadamente em 26 géneros (MAAS et al.,, 2001). Uma
caracteristica marcante da familia Annonaceae € o forte odor caracteristico
exalado quando seu tronco ou ramos séo cortados. Além da presenca de fibras
longas e resistentes nas cascas (conhecida popularmente como envira), a
presenca de folhas disticas e pelas marcas de chamas quando feito um corte

transversal no tronco (RIBEIRO et al., 1999).
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Figura 4: Distribuicdo geografica da familia Annonaceae.

Fonte: http://www.thecompositaehut.com/www_tch/webcurso_spv/familias_pv. Acessado em
02/10/2013.

2.1.1 Etnobotanica da Familia Annonaceae

Esta familia representa um importante papel na economia de varios
paises devido a comercializacdo de seus frutos e produtos derivados, além da
atividade farmacoldgica de algumas espécies, e de sua aplicabilidade como
matéria-prima para fabricacdo de cosmeéticos e na industria de perfumes e
aromatizantes (ISMAN, 2006; NASCIMENTO et al., 2003).

Os frutos comestiveis sdo exemplificados (Figura 5), pelas espécies dos
géneros Annona (graviola, pinha e cherimolia), Rollinia mucosa (biriba) e Asimina
(pawpaw). Destas espécies € importante ressaltar a Rollinia mucosa, devido sua
origem na Amazénia (MURILLO-A, 2001; COSTA, 2009a; SOBRINHO, 2010;
CHATROU et a., 2012b). Este género foi incorporado ao género Annona devido
estudos moleculares e analises filogenética (RICHARDSON et al.,, 2004;
RAINER, 2007; CHATROU et a., 2012a).

Outro fruto interessante € oriundo da espécie Annona diversifolia

conhecido popularmente na regido mexicana como ilama (Figura 5), interessante

pela coloracdo vermelha de sua polpa, uma excecdo aos padrées conhecidos
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sobre os frutos provenientes de espécies da familia Annonaceae no Brasil
(SOBRINHO, 2010).

As espécies dos géneros Annona (Figura 5) ocorrem na América Central
e na parte norte da América do Sul. No Brasil os estados da Bahia e S&o Paulo
sdo os maiores produtores e exportadores de seus frutos e polpas. Um hibrido
das espécies A. cherimolia e A. squamosa, conhecido popularmente como
atemoia, teve sua comercializacdo nos mercados brasileiros na década de 1980.
Esta espécie é cultivada nas regides Sul, Sudeste e Nordeste do Brasil. Por se
tratar de uma mistura entre duas espécies, exige a incorporacao de tecnologias
diferenciadas para o aumento de producéo, qualidade e sustentabilidade. Esta
fruta tem algumas vantagens que estdo fazendo toda diferenca na hora da
comercializacdo, devido apresentar um menor numero de sementes e
consequentemente mais polpa, tem um melhor tempo de prateleira pos-colheita,
apresenta auséncia de rachaduras e um mecanismo melhor de defesa contra
pragas e doencas (LOBAO et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2006; SOBRINHO,
2010).

Algumas sementes sao fonte para 6leos essenciais que podem ser
utilizados na produgcdo de 6leos comestiveis e sabdo. Madeiras do género
Annona possuem aplicabilidade na producao de papel. As flores perfumadas da
espécie Cananga odorata, sdo utilizadas como matéria-prima para producéao de
perfumes (LEBOEUF et al., 1982; PAULINHO-NETO & OLIVEIRA, 2006; BENINI
et al., 2012; CHATROU et al., 2012b).

Esses usos comerciais e domésticos representam certas aplicabilidades
de partes de espécies que compdem a familia Annonaceae, todavia algumas

espécies também possuem um vasto uso na medicina natural, aplicabilidade na
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industria  farmacéutica e agricola, devido apresentarem atividades
antimicrobianas, inseticidas, citotéxicas e antitumoral ja descritas em literaturas

(STEVIGNY et al., 2005; TORRES et al., 2007; BOYOM et al., 2011).

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 (ateméia)3; (D)
A. squamosa (pinha, ata ou fruta-do-conde)?; (E) R. deliciosa (biriba)®; (F) R. mucosa (biriba)s;
(G) Asimina (pawpaw)’; (H) A. diversifolia (ilama)®.
Fonte:http://www.flipper.diff.org/app/items/3958%;  http://www.prota4u.info?.  Acessado em
03/05/2013; http://www2.zaffari.com.br3; http://www.belezadacaatinga.blogspot.com.br/4.
Acessado em 03/05/2013; www.seedvill.com®. Acessado em 02/05/2013;

http://www.fazendacitra.com.bré. Acessado em 03/05/2013; http://www.koju.de/pflanzen’.
Acessado em 03/05/2013; http://www.picasaweb.google.com8. Acessado em 03/05/2013.

Diversas espécies séo utilizadas na medicina tradicional, dentre estas se
destacam as espécies dos géneros Annona, Xylopia e Rollinia por seu uso

frequente na Regido Amazénica. Como exemplo, a espécie A. squamosa (fruta-
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do-conde) tem suas folhas pulverizadas (Figura 6) empregadas no tratamento
de Ulceras e feridas, e as cascas como um tonico contra diarréia (YANG et al.,
2002; COSTA, 2009a); a espécie X. aethiopica (Figura 6) é utilizada para dores
no estbmago, bronquite e disenterias (BOYOM et al., 2003); e a espécie A.
mucosa (biriba) tem varias partes usadas no tratamento de tumores (KUO et al.,
2001).

O suco do fruto de Annona muricata Liin € utilizado como diurético e o
po de seus frutos triturados, possui aplicabilidade no tratamento de disenterias
(CONSOLACION et al., 2012). Os frutos secos de Xylopia aethiopica quando
cozidos sao utilizados para o tratamento de bronquite, asma, artrite, reumatismo,
dores de cabeca e colicas, aléem de serem utilizados como tabaco na Libéria
(BELE et al.,2011; OBIRI et al., 2014). O 6leo essencial de X. parviflora (Figura
6) é utilizado na Africa como aromatizante em molhos e bebidas. A raiz cozida é
usada para curar disturbios estomacais. As cascas tém aplicabilidade analgésica
e antiespasmoédica e suas folhas sao aplicadas no tratamento da malaria
(WOGUEM et al., 2014).

Algumas utilizacdes empiricas foram relatadas por Schultes (1993) e
Adams et al. (2007) referentes ao género Unonopsis, onde menciona-se 0 uso
de U. veneficiorum (Figura 6) por indios da floresta Amazoénica para o tratamento
de deméncia senil em pacientes idosos, utilizacdo como veneno em pontas de
flechas e como antifertilizantes. As folhas pulverizadas de U. stipitata sao
utilizadas na comida daqueles que apresentam dificuldade na fala (SILVA et al.,
2014). A espécie U. lindmanii apresentou atividade citotoxica contra células
tumorais do tipo KB (linhagem de células tumorais formadas de queratina),

pulm&o e tumor de cdélon de Utero (SIQUEIRA et al., 1998).
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Na Regido Amazodnica, espécies de Annonaceae sao popularmente
conhecidas como “cargueiros”; devido suas cascas serem resistentes, possuindo
assim aplicabilidade para o suporte no transporte de cargas, atividade bastante
comum nessa regiao devido a atividade agricola e madeireira em vilas distantes
dos centros comerciais. Entre as espécies com essa aplicabilidade destacam-se
Bocageopsis spp., Fusae longifolia, Guatteria megalophylla, G. stipitata,
Oxandra polyanthia, O. lanceolata, Xylopia aethiopia e X. villosa (KESSLER,
1993; SANCHEZ, 1997; MURILLO & RESTREPO, 2000).

De acordo com Revilla (2002) o uso na confeccéo de caibros e em linhas
de construgéo sao bastante comuns com madeiras de X. amazonica F. E. Fries.
Felfili e colaboradores (2010) ressaltam o uso de A. coridcea na fabricacdo de
vigas, caibros, batentes de portas, janelas, molduras, laminas, postes, moirbes
e dormentes; A. crassiflora tem sua madeira aplicadas na producao de
caixotarias, miolo de portas e painéis; as madeiras de X. aromatica (Figura 6)
sdo aplicadas na confeccdo de forros e caixas leves; X. sericea tem suas
madeiras aplicadas na producdo de cabos de ferramentas e de cepas para

tamancos e escovas.
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Figura 6: Algumas espécies pertencentes a familia Annonaceae: (A) A. squamosa?; (B) X.
aethiopica?; (C) X. parvilfora3; (D) U. veneficiorum#; (E) X. amazonica®

Fonte: http://portuguese.alibaba.com/product-tp/annona-squamosal. Acessado em 10/12/2013;
http://linebylineproductions.com/My%20Spices/negro_pepper.htm?2. Acessado em 10/12/2013;
http://lwww.eastafricanplants.senckenberg.de/root3. Acessado em 10/12/2013;
http://biogeodb.stri.si.edu/bioinformatics/dfm/metas/view/17962%. Acessado em 10/12/2013;
http://www.kew.org/science/tropamerica/imagedatabase®. Acessado em 10/12/2013.

2.1.2 Fitoquimica da Familia Annonaceae

A busca por constituintes quimicos de espécies vegetais é algo
imprescindivel para o conhecimento fitoquimico. Esse interesse pelos
constituintes quimicos fez com que aumentasse a pesquisa em relacdo a
guimica de produtos naturais. Essa ampliacdo fitoquimica foi acompanhada pelo
avanco de técnicas que proporcionam isolamento e andlise dos compostos
bioativos em plantas, além da facilidade de busca por informacfes em varios
sistemas de bases de dados (SIMOES, 2000a; NIERO et al, 2003; KIATKOSKI,
2011).

Em algumas espécies da familia Annonaceae, tem sido encontrado

alcaloides, principalmente aqueles derivados do esqueleto isoquinolinicos,
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terpendides e acetogeninas (Figura 7), estas consideradas como marcadores
quimicos, pois sdo encontradas somente em espécies de Annonaceae. Os
géneros mais estudados fitoquimicamente sdo Annona, Monodora, Rollinia,
Uvaria, Xylopia e Duguetia. O género Annona possui relatos na literatura
relativos ao isolamento de numerosas acetogeninas tetra-hidrofuranicas com
potencial anti-parasitario (LEBOEUF et al., 1982; BERMEJO et al., 2005;
RINALDI, 2007).

As acetogeninas de Annonaceas sao metabolitos secundarios produzidos
pela via do acido acético, derivadas de acido graxos de cadeia longa, podendo
conter de 35 a 37 atomos de carbono, sustentando um anel y-lactdnico terminal,
anéis tetra-hidrofuranicos ou tetra-hidropiranicos, epoxidos ou ligacdes duplas,
e variado grau e oxigenacao. Essas substancias sdo conhecidas por possuirem
capacidade de inibir o complexo mitocondrial | (NADH-ubiquinona redutase) e
indutores de apoptoses célulares. Elas apresentam interessantes atividades
bioldgicas, como: citotoxica, pesticida, vermicida, abortiva, imunossupressora,
antiemética, inibidora do apetite e antimalarica (ALALI et al., 1999;
NASCIMENTO et al., 2003; ISMAN, 2006; DERBRE et al., 2008).

Os alcaloides sao bases organicas nitrogenadas encontradas
principalmente em plantas (Figura 8), mas também encontrados em menor
guantidade em micro-organismos e animais. Eles séo classificados de acordo
com o aminoacido precursor (ornitina, lisina, acido nicotinico, tirosina, histidina,
acido antranilico e triptofano), sendo alguns obtidos através de reacdes de

transaminacao (DEWICK, 2009).
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Figura 7: Acetogeninas isoladas de espécies da familia Annonaceae. Fonte: Nascimento et al.,
2003, Alali et al., 1999.

Em estudos realizados com as espécies Duguetia panamensis e D.
glabriascula, foram obtidas respectivamente as substancias (Figura 8) 2,4,5-
trimetoxilestireno (7) e (+)-10b,14-allo-aromadendranodiol (8), que apresentaram
baixa toxicidade e atividade tumoral (7), além de baixa atividade antimicrobiana

(8) (SIQUEIRA et al., 2001).
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Figura 8: Substancias isoladas de espécies da familia Annonaceae: (3) discretaminal, (4)
azalhurenona?, (5) liriodenina3, (6) lisicamina*, (7) 2,4,5-trimetoxilestireno®, (8) (+)-10b,14-allo-
aromadendranodiol®. Fonte: Almeida et al., 2007%, Silva et al., 20122, Siqueira et al., 199834,
Siqueira et al., 2001556,

Estudos realizados por Lucio (2011) com a espécie Anaxagorea
dolichocarpa Sprague & Sandwith levaram ao solamento do alcaloide
azafenantreno sampangina que possui atividades como: antifungica,
antimalarica, antibacteriana e antitumoral frente a células HL-60 (leucemia
mieldide aguda) e células humanas malignas de melanona (PETERSON et al.,
1992; KLUZA et al., 2003; AGARWAL et al., 2008).

Correa e colaboradores (2006) avaliaram a atividade antileishmanica de
alguns alcaloides isolados das folhas de Guatteria dumetorum, dentre os quais

se destacaram os alcaloides: isodomesticina (9), norisodomesticina (10),

nantenina (11) e neolitsina (12). Essa atividade foi relacionada pelos autores a
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presenca de substituintes metilenodioxi nas posicées 1 e 2 (anel A) de cada

estrutura (Figura 9).
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Figura 9: Alcaloides isolados de Guatteria dumetorum: isodomesticina (9), norisodomesticina

(10), nantenina (11) e neolitsina (12). Fonte: Correa et al., 2006.

Outros tipos de substancias como carboidratos, lipidios, aminoéacidos,

proteinas e polifendis também podem ser encontrados nessa familia. Estudos

relatam a importancia econdémica dos acucares, lipidios e proteinas encontrados

em Annona (FARNSWORTH et al., 1974; LEBOEUF et al., 1982).

Uma classe de alcaloides muito encontrada nessa familia € a dos

alcaloides aporfinicos ou aporfindides, que possuem algumas atividades

antitumorale antimicrobiana (SILVA et al., 2007; ANISZEWSKI, 2007; COSTA,

2009 a e b).
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2.2 Alcaloides aporfindides

Os alcaloides aporfindides (13), ou aporfinicos (Figura 10) sdo um grupo
extenso e ainda em fase de ampliacdo de alcaloides isoquinolinicos, possuindo
até o momento mais de 500 compostos isolados de mais de 90 géneros de
plantas ou sintetizados (ZANIN & LORDELLO, 2007). Esses alcaloides
constituem-se de bases tetraciclicas (Figura 9), incluem também os
oxaporfinicos (14), que possuem esqueleto aromatico e a presenca de um grupo
carbonilico no carbono sete. Estes compostos sao formados pelo acoplamento
direto dos anéis aromaticos A e D (Figura 12) do ndcleo

benziltetraidroisoquinolino (SILVA et al., 2007).

14

Figura 10: Estrutura basica de alcaloides aporfinicos(13) e oxaporfinicos (14). Fonte: Silva et
al., 2007.

Na familia Annonaceae os alcaloides aporfinicos sdo encontrados como
principais produtos biossintéticos, além de serem encontrados em outras
familias como Berberidaceae, Lauraceae, Magnoliaceae, entre outras
(STEVIGNY et al., 2005).

Na literatura existem diversas atividades bioldgicas descritas para a

classe dos alcaloides isoquinolinicos, tais como: antifungica, antiflamatoria,
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antiviral, antioxidante, antimicrobiana e citotdéxica (ANISZEWSKI, 2007; COSTA
et al., 2013a). Na Figura 11 sédo apresentados os alcaloides O-metilmoschatolina
(15) e guatteriopsina (16), cujos respectivos potenciais citotoxico (SILVA et al.,

2007) e antimicrobiano (COSTA, 2009a) foram descritos na literatura.

15

Figura 11: Alcaloides aporfindides com potencial citotéxico e antimicrobiano, O-
metilmoschatolina (15) e guatteriopsicina (16). Fonte: Silva et al., 2007; Costa, 2009a.

Os alcaloides aporfinicos tém sua origem biossintética (Figura 12) no
aminoacido L-tirosina, que sofre inicialmente duas reacbes paralelas:
descarboxilagdo, seguida de oxidagdo para formacdo de dopamina e
transaminacdo seguida de descarboxilagdo, para originar o 4-hidroxifenil
acetaldeido. Em seguida, ocorre a condensacdo dos dois produtos da
descarboxilacdo através da reagdo do tipo Mannich, originando o alcaloide
benzilisoquinolinico (S)-norcoclaurina (DEWICK, 2009).

Ao ocorrer a O-metilacéo da (S)-norcoclaurina forma-se a (S)-coclaurina,
esta sofre N-metilacéo e fornece a (S)-N-metilcoclaurina. Depois dessas etapas,
o anel D sofre uma oxidacdo formando a (S)-3’-hidroxi-N-metilcoclaurina, que
sofre uma O-metilac&o formando a (S)-reticulina (DEWICK, 2009; LUCIO, 2011).
A (S)-reticulina € precursora dos alcaloides aporfinicos, protoberberinicos e
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benzofenantridinas, que séo formados por acoplamentos oxidativos (STEVIGNY

et al., 2005; LUCIO, 2011).

HO
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Figura 12: Rota biossintética dos alcaloides aporfinicos. Fonte: Dewick, 2009.
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Além dos alcaloides aporfinicos derivados do esqueleto
benzilisoquinolinico (17), outros alcaloides (18, 19 e 20) frequentes na familia

Annonaceae sdo oriundos desse esqueleto (Figura 13).

R N—
17 18
N
N—
O

Figura 13: Substancias derivadas do alcaloide benzilisoquinolinico (17), cularina (18),
isoquinolona (19), protoberberina (20). Fonte: Cavé, 1985.

2.3 Oleos essenciais na Familia Annonaceae

Os Oleos essenciais sdo produtos lipossoluveis, volateis e viscosos
obtidos de plantas e podem ou nao exalar odor. S0 componentes responsaveis
pelo aroma e fragrancia das plantas, e estdo presentes nas suas cascas, caule,
flores, folhas, frutos, rizomas e sementes. Sao constituidos principalmente de
mistura de substancias de natureza terpénica e arilpropandide, incluindo
derivados alcodlicos e aldeidos. Comercialmente, possuem aplicabilidade na
industria farmacéutica, cosméticos e inseticidas (SIMOES et al., 1999; SIMOES

& SPITZER 2000b; SARTORATTO et al., 2004; SHAALAN et al., 2005).
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Os terpenos séo classificados de acordo com o numero de unidades de
isoprenos (Figura 14): hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos
(C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25), triterpenos (C30) e tetraterpenos
(C40) (DEWICK, 2009; FLORAO, 2006).

Tem sua origem a partir de duas vias biossintéticas denominadas, via do
mevalonato e via deoxixilulose fosfato, que por conversédo enzimatica formando
o difosfato de isopentenil (IPP) e o dosfosfato de dimetilalil (DMAPP), ambos com
cinco unidades de carbonos (Figura 14). A partir desses ocorre a combinacao de
unidades de isopreno formando as moléculas mais simples: geraniol (C10),
farnesol (C15) e geranilgeraniol (C20) (Figura 14) e as mais complexas
esqualeno (C30) e fitoene (C40). Nas moléculas mais simples as ligacdes entre
as unidades de isoprenos sdo descritas como cabeca-cauda e as mais
complexas tem no centro de uma das moléculas ligacdes do tipo cauda-cauda

(DEWICK, 20009).

| Acido mevalénico | [ efieeritritol Fosfato
)Mopp NOPP Hemiterpenos (C5)
Dimetilalil PP Isopentenil PP
DMAPP — C5 Y IPP-C5
Monoterpenos (C10)
Cc10 Iridoides
IPP \{
= C15 Sesquiterpenos (C15)
X2 IPP i
— 20 ~ Diterpenos (C20)
IPP
x2 ﬂ
c25 - Sestertepenos (C25)
c30 triter;Ienos (C30)
Esteroides (C18-C30)
c40 ~  Tetraterpenos (C40)

Carotenoides

Figura 14: Rotas biossintéticas para formacéo de terpenos. Dewick, 2009.
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Em estudos realizados por Costa (2009a) verificou-se que as espécies
Guatteria hispida, G. blepharophylla e G. friesiana possuiam mais de 90% de
sesquiterpenos, e que 0s principais constituintes (Figura 15) eram: o 6xido de
cariofileno (21) com 69,25% para G. blepharophylla; o B-eudesmol (22) com
51,60%, y-eudesmol com 23,70% e o a-eudesmol (23) com 14,56% para a G.
friesiana, e o B-pineno (24) com (38,18%), o a-pineno (25) com (30,77%) e a B-
cariofileno com (20,59%) G. hispida.

Valter e colaboradores (2008) apresentaram um estudo sobre a variacédo
quimica em O6leos essenciais presentes nas folhas de alguns individuos de
Duguetia furfuracea, os quais apresentaram como constituintes majoritarios o 3-

felandreno (42,2%), o sabineno (25,1%) e o biciclogermacreno (29,1%).
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Figura 15: Compostos majoritarios identificados em espécies de Guatteria. Fonte: Costa et al.,
2009a; Dewick, 2009.

Para a obtencéo desses 0leos existem inUmeras técnicas de extracao:
destilacdo a vapor, hidrodestilacdo, extracdo com solvente organico, destilagéo

assistida por microondas, hidrodifusdo de microondas e gravidade, extracao de
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solvente a alta presséao, extracao supercritica com COg, extracdo ultra-sénica e
extracdo de microondas sem solvente. Essas técnicas devem estar de acordo
com o0s conhecimentos quimicos sobre a matéria-prima utilizada, pois suas
propriedades fisico-quimicas podem sofrer alteracdes de acordo com o méetodo
utilizado (SANTOS et al., 2004; OKOH et al., 2010). No entanto, os métodos mais
utilizados séo:

| - Extracdo hidrodestilacdo: € o método mais comum para extracdo dos

Oleos essenciais. Nele o material vegetal é colocado completamente imerso em
agua destilada, sempre observando a temperatura para evitar a perda de
compostos mais sensiveis. Nesta técnica o vapor faz com que ocorra a quebra
das paredes celulares, fazendo com que o 6leo que esta entre as células acabe
evaporando junto com a agua. O Oleo depois € arrefecido e separado por
diferenca de densidade. Depois que o 6leo é recolhido, a agua que sobra é
chamada hidrolato, e pode reter compostos com propriedades terapéuticas. Em
extracBes em escala analitica o aparelho utilizado é o Clevenger (SIMOES et al.,
2000a; DIAS, 2013; WOGUEM et al., 2014).

Il - Extracdo com solvente: neste método as partes da planta mais

utilizadas sado as flores e as folhas aromaticas. Este € um método de extragcdo
onde utiliza-se solvente organico com baixo ponto de ebulicdo, que varia de 60
T a 80 T (pentano, éter de petréleo, benzeno, clor eto de metileno, etc.). Essa
técnica apresenta a vantagem por consumir pouca energia e agua, pois é
realizada sob condi¢cdes de temperatura e presséo leve (REIPERT et al., 2011;
DIAS, 2013).

Il - Extracdo com método de enfloracdo: é utilizado como matéria-prima

para extracdo, das pétalas de flores delicadas, como violeta e jasmim. Esta
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técnica é relativamente cara, devido exigir muita méao-de-obra. Nesta extracao
as pétalas sao colocadas em molduras de vidro untadas com gordura vegetal.
Nessa moldura irdo se impregnar oS compostos aromaticos, originando um
produto denominado de pomada floral, muito utilizado na industria farmacéutica
como pomada para massagem (DIAS, 2013).

IV - Prensagem a frio: este método de extracdo € bastante usado para a

obtencéo do 6leo essencial de frutas citricas como, a laranja e o limdo. Nele as
frutas sdo prensadas extraindo tanto o 6leo essencial como o sumo. Em seguida,
é feita uma centrifugacédo ou decantacdo da mistura para a separacao do oOleo
essencial (OKOH et al., 2010; DIAS, 2013).

V - Extracdo com diéxido de carbono liguido: € um método utilizado para

extracdo de Oleos essenciais de extrema delicadeza, sendo esta técnica
considerada sustentavel. Nela usa-se o dioxido de carbono liquido (CO2 em fase
supercritica), o qual € inerte, ndo-toxico, e permite a extracio em menor
temperatura e baixa pressao. Este método é considerado o de maior eficiéncia
para extrair 6leos essenciais de melhor qualidade e de maior potencial
terapéutico.Esta técnica pode substituir os métodos tradicionais de extracdo
como, destilagdo, extracdo liquido-liquido e extragdo solido-liquido, sendo
considerada uma das mais promissoras para na industria alimenticia (DIAS,
2013; PORTO et al., 2014).

A aplicabilidade econdmica dos 6leos essenciais como fragrancia em
cosméticos, aromatizantes de alimentos, bebidas e produtos de utilidade
doméstica vem crescendo, devido ao aumento do cultivo de plantas com
potencial aromatizante (WOOLF, 1999; FLORAO, 2006). Os potenciais de suas

aplicabilidades relacionam-se a atividade antimicrobiana, devido sua capacidade
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de degradar a parede bacteriana e alterar a membrana plasmatica. Possuem
muitas atividades relatadas em literatura, justificando o crescente interese em
estudos relacionados aos constituintes dos O6leos essenciais pela industria

farmacéutica (BURT, 2004; GUSTAFSON et al., 1998; ULTEE et al., 2002).

2.4 Atividade Antimicrobiana na Familia Annonaceae

Estudos cientificos realizados ao longo dos anos confirmam as
propriedades dos produtos naturais e revelam o seu potencial para o controle de
doencas infecciosas. Tendo em vista 0 aumento Nos casos de micro-organismos
resistentes aos farmacos antimicrobianos conhecidos tem aumentado o
incentivo a procura de mais produtos naturais para suprir tais necessidades
(SOUZA et al., 2004; ASSIS et al., 2009; COSTA et al., 2011a; KOOLEN et al.,
2012).

Algumas espécies de Annonaceae possuem atividade antimicrobiana
descritas na literatura. A espécie Annona cherimolia € utilizada para o tratamento
de doenca de pele; das espécies A. muricata e A. reticulata, foram isoladas
algumas acetogeninas, as quais foram atribuidas algumas atividades biologicas
(ALALI et al., 1999). Algumas atividades sao atribuidas a alcaloides isolados
desta familia, como a jatrorhizina, O-metilmoschatolina, liriodenina, anonaina e
nornuciferina (GRICOVA et al., 2007; COSTA et al., 2010 a e b; CHEN et al.,
2013).

Costa e colaboradores (2010a) estudaram as cascas de Guatteria
hispida, e isolaram varios compostos. Neste estudo também observaram a agéo
antimicrobiana para essa espécie contra Staphylococcus epidermidis e Candida

dubliniensis com valores de MIC entre 12.5-100 pyg/mL.
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Das cascas de G. blepharophylla dentre os compostos isolados o
alcaloide isomoschatolina, apresentou atividade antifingica contra C. albicans,
significativa quando comparada com o seu controle positivo (MIC = 50.81 pmol
L1, MIC = 54.00 umol L! respectivamente) (COSTA et al., 2011).

Alguns Oleos essenciais de plantas sao eficientes no controle do
crescimento de uma ampla variedade de microrganismos, incluindo fungos
filamentosos, leveduras e bactérias. O interesse por essas esséncias capazes
de destruir ou minimizar o crescimento de patégenos esta crescendo no mundo
(SOUZA et al., 2004; DUARTE, 2006; KOOLEN et al., 2012).

As atividades antimicrobianas dos 6leos essenciais estdo na maioria das
vezes associadas a presenca de compostos oxigenados de baixo peso
molecular, devido serem capazes de estabelecer pontes de hidrogénio. Estes
compostos atuam modificando a permeabilidade da membrana externa dos
micro-organismos e inibindo enzimas da cadeia respiratoria, comprometendo o
balanco energético da célula (DIAS, 2013)

No Brasil, as investigacdes relacionadas a produtos naturais com
atividade antimicrobiana aumentaram nos ultimos anos. Ainda assim, apesar da
rica diversidade biologica, somente estdo disponiveis dados referentes a 44
espécies de plantas pertencentes a 20 familias, com atividade positiva, onde
estdo incluidas espécies nativas e exoticas. Esse baixo niumero de registros
pode esta relacionada com a divulgagéo restrita dos resultados de pesquisa, por
vezes apenas em eventos cientificos locais ou regionais. Contudo, faz-se
necessarias mais investigacdes cientificas que visem a determinacdo do

potencial terapéutico das plantas, pois existe um déficit de estudos cientificos
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experimentais que confirmem as possiveis propriedades antibidticas da ampla
maioria de plantas amazoénicas (DUARTE, 2006; OSTROSKY et al., 2008).
Dentre os varios micro-organismos utilizados em testes antimicrobianos
pode-se ressaltar pela importancia epidemiologica as bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa (SOUZA et al., 2004; ANTUNES et al., 2006; ASSIS

et al., 2008).

2.5 O Género Bocageopsis

O género neotropical Bocageopsis, um dos 130 géneros da familia
Annonaceae, € 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 Amazoénica
sdo as B. multiflora (Figura 16) e B. pleiosperma (MAAS, 2001 e 2007;
CHATROU et al., 2012a). Apenas a B. multiflora foi submetida a algum estudo
fitoquimico, relacionado a constituicdo quimica dos 6leos essenciais explorada
(OLIVEIRA et al., 2014).

Devido as suas similaridades morfologicas, o género Bocageopsis e 0s
géneros Onychopetalum e Unonopsis pertenciam a um anico grupo, denominado
“Grupo-Unonopsis”, que também incluia cinco géneros da Africa (Dennettia,
Dielsiothamnus, Polyceratocarpus, Uvariastrum e Uvariodendron) e um da Asia
(Neouvaria) (MAAS, 2007). No entanto, avaliacbes mais recentes colocaram em
questao a autenticidade da semelhanca entre esses géneros (RICHARDSON et

al., 2004; KOEK-NORMAN & WESTRA, 2012).
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Richardson e colaboradores (2004) analisaram a biogeografia historica
da familia Annonaceae através de procedimentos filogenéticas, além de
sequenciamento de DNA. Dois anos mais tarde, taxonomistas chegaram a
conclusado, que o género Unonopsis é monofilético, ou seja, € um grupo que
descende de um uUnico ancestral, e que os demais géneros que compunham o
chamado “Grupo-Unonopsis” possuem uma insuficiéncia de informacdes
capazes de possibilitar distincdes ou seu possivel agrupamento (MAAS, 2007).

Koek-Norman & Westra (2012), aprofundaram os estudos sobre
anatomia microscopica da madeira dos géneros da familia Annonaceae,
acabaram proporcionando um melhor entendimento da classificacao filogenética
dos géneros da familia em estudo. O autor realca que os trés géneros
Bocageopsis, Onychopetalum e Unonopsis estdo intimamente relacionados e
pertencentes ao mesmo clado. No estudo sdo descritos os raios largos e grandes
vasos, como sendo caracteristica comum nos trés géneros. No entanto, é
necessario um estudo aprofundado relacionando fatores filogenéticos e
determinacdes por DNA para que se tenha certeza da proximidade dos trés
géneros. Adicionalmente, estudos quimissistematicos podem dar importantes

contribuigoes.
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Figura 16: Espécies de Annonaceae - Bocageopsis multiflora: (A) tronco, (B) fruto, (C) folha.
Fonte: http://www.kew.org/science/tropamerica/imagedatabase/large49/cat_single49-4.htm.
Acessado em: 15/01/2014.

2.5.1 A espécie Bocageopsis pleiosperma Maas

A espécie B. pleiosperma Maas se apresenta como uma arvore, cuja
altura pode atingir 28 metros (40 cm de didmetro). Sua distribuicdo é restrita a
Regido Amazobnica (Amazonas e Para — Figura 17), sendo comumente
encontrada em florestas ndo inundadas, com solo argiloso ou areia argilosa, e
em baixas altitudes. No Brasil € conhecida popularmente como envira preta e
jurueira sangue. Suas frutificagcbes ocorrem entre os meses de agosto a
novembro. Esta espécie se diferencia das outras espécies do seu género pelo
maior nimero de sementes do monocarpo (RIBEIRO et al., 1999; MAAS et al.,
2007). Nao existem dados na literatura sobre a composi¢cdo quimica desta

espécie.
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Figura 17: Distribuicdo Geografica do género Bocageopsis pleiosperma Maas. Fonte: Maas et
al., 2007.
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3.1 Geral:

Contribuir para o conhecimento quimico e biolégico do
género Bocageopsis através da analise fitoquimica dos Oleos essenciais e das
fracOes alcaloidicas de B. pleiosperma Maas, e da busca por novos agentes com

potencial antimicrobiano.

3.2 Especificos:

v’ Caracterizar por CG-MS os principais constituintes dos o6leos
essenciais das folhas, galhos e cascas do tronco de B. pleiosperma;

v' Caracterizar os principais alcaloides presentes nas fracbes
alcaloidicas das folhas, galhos e cascas do tronco de B. pleiosperma através de
analises por ESI-IT-MS, obtidas através da extracdo em escala analitica do
material vegetal;

v" Investigar substancias ainda ndo descritas no género Bocageopsis
atraves de analises cromatograficas, RMN 1D/2D e MS das fra¢cdes promissoras
obtidas por marcha alcaloidica em escala preparativa;

v Avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais.
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4.1 Anélises Cromatograficas

4.1.1 Cromatografia em camada delgada - CCD

As andlises foram realizadas em cromatoplacas pré-fabricadas de silica
gel de 0,2 mm de espessura e indicador de flourescéncia F2s4, da Sorbent
Technologies. Para deteccdo dos compostos usou-se irradiacdo com lampada
ultravioleta (UV) (264 e 365 nm), seguida de revelacdo com reagente de

Dragendorff.

4.1.2 Cromatografia em coluna — CC

Utilizou-se uma coluna de vidro de 24 cm de altura por 3,5 cm de
diametro. As separacdes cromatograficas foram realizadas utilizando-se como
suporte silica gel 60 (70-230 mesh) — Machery Nagel®, previamente tratada com
bicarbonato de sodio (NaHCOs3) a 10%. Como fases moveis foram utilizados os

solvetes hexano, acetato de etila e metanol.

4.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia anal itica — CLAE

Utilizou-se um cromatografo Acella® (Thermo Scientific), operando
simultaneamente com um detector PDA e um detector de EM (TSQ Quantum
acess - Thermo Scientific). As analises foram realizadas em uma coluna analitica
amino (NH2) de 150 x 4,6 mm (100A, 5u) - Phenomenex. As fases modveis

utilizadas foram metanol e agua.
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4.1.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia semi -preparativa — CLAE
semi-preparativa

O isolamento em escala semi-preparativa foi realizado em cromatografo
modelo Shimadzu®, CBM — 20A, equipado com detector de UV SPD-20A,
degaseificador DGU-20A e sistema binario de solventes LC-6AD. As analises
foram realizadas em uma coluna analitica amino (NH2) de 150 x 10,0 mm (100A,

5u) - Phenomenex. As fases moveis utilizadas foram metanol e agua.

4.2 Solventes e reagentes reveladores

4.2.1 Solventes

Foram utilizados solventes grau PA (Nuclear®) durante o fracionamento
cromatografico em coluna aberta e preparo dos extratos. Para as analises
cromatograficas em CLAE e CLAE semi-preparativa, bem como em analises por
EM utilizaram-se solventes grau HPLC (TEDIA®). Os espectros de RMN foram

obtidos em solventes deuterados.

4.2.2 Reagentes reveladores

Reagente de Dragendorff (modificacdo de Munier) (MUNIER, 1953
apud Merck, 1971): Solucéo A: 1,7 g de nitrato de bismuto Il e 20,0 g de acido
tartarico dissolvidos em 80 mL de agua destilada. Solucdo B: 16,09 de iodeto de
potassio dissolvidos em 40 mL de agua destilada. A mistura de partes iguais
destas solucdes constitui a solucao estoque. Para borrifacdo das cromatoplacas,
adicionaram-se 10,0 g de acido tartarico, dissolvidos em 50 mL de agua
destilada. Apos borrifacdo das placas cromatograficas os spots das substancias
alcaloidicas apresentaram coloracao laranja.

4.3 Métodos espectrométricos e espectroscopicos
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Os espectros de massas foram registrados em espectrébmetro do tipo
fon-trap, modelo LCQ Fleet (Thermo scientific), operando com fonte de
eletronspray (ESI); e espectrometro do tipo triplo-quadrupolo, modelo TSQ
Quantum Acess, operando com fonte de ionizacdo quimica a pressao
atmosférica (APCI). As analises de EM foram realizadas no laboratorio de
Cromatografia e Espectrometria de Massas (Central Analitica) da Universidade
Federal do Amazonas - UFAM.

As analises de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas foram realizadas em um equipamento GC-MS, modelo GC2010/
QP2010 Plus (Shimadzu®,) usando detector seletivo e coluna capilar Rtx-5 MS
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um). As analises foram realizadas no Laboratorio de
Quimica da Universidade Federal de Roraima — UFRR.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H e 3C
foram obtidos em equipamento modelo Bruker Avance 600 (600 MHz), do
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parand — UFPR. As
amostras foram  solubilizadas em cloroférmio  deuterado (CDCls).
Tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como padrdao de referéncia interna. Os
deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (8) e as constantes de

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

4.4 Outros equipamentos
v Evaporador rotatorio: Heidolph, tipo Heizbad OB;
v’ Liquidificador Industrial: Modelo JBM35 - Motor: 1/2 CV - 50/60
Hz;
v Estufa de circulagdo de ar: Deleo, tipo A6 sefaf;

v Ultravioleta (UV): Lampada de 264-365 nm, da Solab;
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v/ Balanca analitica: Bel engineerinhg, classe 1 (max. 220 g — min.
10 mg);
v’ Pipeta automatica: Gilson®, P 1000 e P 100;

v Ultrasson: Unique, modelo USC-2800.

4.5 Material Botanico

4.5.1 Coleta e identificacdo do material botanico

O material botanico (folhas, galhos e casca do tronco) de B. pleiosperma
foi coletado em Marco de 2013 na Reserva Florestal Adolpho Ducke (RFAD),
localizada no Km 26 da estrada AM-010 (Manaus-Itacoatiara). Foi feita a coleta
de um individuo previamente marcado (2573) e identificado durante a execucéo
do Projeto Flora da Reserva Ducke, estando a sua exsicata (183125) depositada

no Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA).

4.5.2 Processamento do material Botanico

O material botanico (folhas, galhos e casca do tronco) de B. pleiosperma
Maas, apds secagem em temperatura ambiente durante 20 dias, foi pulverizado
em liquidificador industrial modelo Bel Engineering, para posterior obtencéo das

fracOes alcaloidicas e Oleos essencial.

4.6 Extracdo dos Oleos essenciais

Aproximadamente 100 g de material botanico triturado (folhas, cascas
do tronco e galhos) foram submetidos ao processo de hidrodestilacdo em
aparelho do tipo Clevenger modificado. As amostras foram colocadas em um
baldo de destilacdo de 4 L e imersas em 2 L de agua destilada. Os o6leos

essenciais foram coletados em um frasco pequeno de vidro tipo ambar, sendo
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adicionado sulfato de sodio anidro (NazSO4) para remover residuos de agua. Em
seguida, o material foi filtrado e lavado com diclorometano (CH2Cl2). ApGs
evaporacao do solvente, os 0leos foram pesados, e o rendimento de cada 6leo
essencial foi calculado dividindo-se a massa do 6leo pela massa do respectivo
material vegetal seco e o resultado multiplicado por 100. Os Oleos foram

acondicionados em vidros pequenos e armazenados a -15 T até as analises.

4.7 Andlises por GC-MS dos 6leos essenciais

Para as analises dos 6leos essenciais foi utilizado hélio como géas de
arraste, com fluxo de 1.02 mL/min. A solucdo de injecdo foi preparada
dissolvendo-se cerca de 15 mg de cada 6leo em 1 ml de acetato de etila. Foi
injetado 1 uL da solucdo estoque, usando um split de 50. A temperatura da
coluna foi programada de 60 a 280C com gradiente de 3T/min. A temperatura
do injetor e da fonte foi configurada para 220T e 2 60<C, respectivamente. Para
obtencdo do indice de retencdo foi injetada uma série homédloga de
hidrocarbonetos (C7-C30). O calculo do indice de retencdo (IR) foi feito de
acordo com a equagéo de Van der Dool and Kratz (Dool & Kratz, 1963) e as
identificacbes dos constituintes foram baseadas na comparacao dos espectros
de massas obtidos com aqueles armazenados na biblioteca Wiley 82 edi¢cao do
equipamento e comparacdo dos indices de retencdo com dados da literatura

(ADAMS, 2007).

4.8 Marcha alcaloidica (escala analitica e escala p reparativa)

Para a obtencéo das fracfes alcaloidicas em escala analitica (Esquema
1), foram feitas modificacbes e adaptacdes do método utilizado por Silva e

colaboradores (2007), conforme descrito a seguir: aproximadamente 500 mg de
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cada parte da planta, pulverizado, foram transferidos para tubos de ensaio,
sendo em seguida submetidos a maceragdo com 5 mL de hidréxido de aménio -
NH4OH a 10% e 5 mL diclorometano - DCM (CH2Cl2). Apés agitacdo vigorosa
por 1 minuto a fase DCM foi transferida para outro tubo de ensaio, onde foram
adicionados 5 mL de uma solucéo 10% de acido acético. Em seguida, o tubo foi
submetido a agitacdo vigorosa por 1 minuto. Feito isso, a fase aquosa foi
transferida para outro tubo de ensaio e acrescentado 0,5 mL de NH4OH para
levacdo do pH até 10. Posteriormente adicionou-se 5 mL de DCM ao tubo e
novamente os tubos foram submetidos a agitacdo vigorosa. A fase DCM foi
transferida para um novo tubo de ensaio e seco sob uma corrente de nitrogénio
gasoso. Em seguida foi pesado e calculado seu rendimento, resultando em
aproximadamente 2 mg. Cada material foi ressuspenso em 1 mL de metanol —

MeOH grau HPLC, filtrado e transferido para vials.
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Agitacdo
! ! ! 5mL de NH40H310% 1 min 'R N
= + o ¥ NN
5 mL CH,Cl,
500 mg
Fase DCM
| N N L
Agitagio Aglt-at;ao
1 min 1 min
0,5 mLde NH,OH
+ e s | 5 mLde solucao
5 mLde DCM 10 % CH,;CO,H
Fase aquosa
Agitacdo
1 min
| e B LS S S 1
get i Ressuspenso i
— 2 mg — j emimL
1 1
Fr. alcaloidica i MeOHgrau |
- -
Fase DCM

Secacom N, gas.

Esquema 1: Extracéo alcaloidica em escalz;ggilitica. Adaptado e modificado de Silva et al.,

Para a obtencdo das fracOes alcaloidicas em escala preparativa
(Esquema 2), foram feitas modificacées e adaptacdes do meétodo utilizado por
Silva et al., 2007, conforme descrito a seguir: 400 g das folhas foram submetidas
a maceracgao com 2 L de NH40H a 10%, seguida da adicédo de 2 L de DCM e
mantido em repouso por 72 h. A fase DCM foi transferida para um novo recipiente
onde a extracdo fora realizada com solugcdo de acido acético 10%.
Posteriormente, transferiu-se a camada acida para outro recipiente e
acrescentado volume de NH4OH suficiente para elevagédo do pH até 10. Em
seguida realizou-se a extracdo com 300 mL de DCM. Esse procedimento final foi

realizado duas vezes, resultando em uma fracao alcaloidica com 346,00 mg.
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2L NH,OH 2 10% | g™

+
2L DCM decantacido

Fase DCM

!

#, &= Fase 1 Lde solucio
' | <l DCM de CH;CO,H
—a el
—
Fase aquosa -
137 mL
l de NH,OH
pH10 + 600 mL

346,00 mg
Fr. Alcaloidica

Esquema 2: Extracéo alcaloidica em escala preparativa. Fonte: Adaptado e modificado de Silva
et al., 2007.

4.9 Andlises por ESI-IT-MS " das fracdes alcaloidicas das folhas, galhos e

cascas do tronco de B. pleiosperma obtidas em escala analitica.

Separou-se 1 mg das fracdes alcaloidicas para o preparo da solucéo
estoque (Img\mL). A partir da solugédo estoque foram preparadas solugbes com
10 ppm em metanol grau HPLC e analisadas por insercdo direta em
espectrometro de massas do tipo ion trap (LCQ Fleet) equipado com fonte de
eletrospray e operando em modo positivo de aquisicdo. Para a obtencédo dos
espectros foram utilizadas energias de colisdo entre 15 e 20% da capacidade do

equipamento.

73



4.10 Isolamento, caracterizacao e identificacdo estr  utural das substancias

obtidas em escala preparativa das folhas de  B. pleiosperma

A fracdo alcaloidica das folhas (236,5 mg) foi tratada em coluna de silica
gel (previamente tratada com bicarbonato 10% (70-230 mesh), conforme
ilustrado no esquema 3, sendo utilizados como fase mével hexano, acetato de
etila e metanol em ordem crescente de polaridade, fornecendo 25 fracdes. Apds
a andlise por CCD e andlises de espectrometria de massas, as fracdes
semelhantes foram reunidas, pesadas e codificadas. Posteriormente as fragoes
codificadas como BpF1 (4,2 mg), BpF2 (4,0 mg), BpF3 (4,5 mg), BpF4 (13,0 mg),
BpF6 (8,2 mg), BpF9 (11,0 mg), BpF11 (20,5 mg), BpF13 (10,3 mg) e BpF15
(12,4 mg) foram submetidas a analises de MS" e RMN 1D e 2D para
determinacao estrutural, sendo a fracdo BpF11l submetida a processos para
purificagéo devido seu rendimento como descrito abaixo.

Nas analises preliminares de espectrometria de massas, a fracdo BpF11
(20,5 mg), apresentou um pico intenso referente ao ion quasi-molecular em m/z
328, porém apresentou também algumas impurezas, sendo a fracdo submetida
a analise em CLAE analitico acoplado a espectrometria de massas (LC/MS) para
desenvolvimento do método de purificacdo e posterior escalonamento para
CLAE semi-preparativo (Figura 18, 19, 20). O método utilizado no processo de
purificacédo foi o seguinte: fluxo de 2,5 mL por minuto, gradiente de 60 a 100%
(MeOH), UV1 =280, UV2 = 305, coluna amino (NHz) de 250 x 10,0 mm (5u, 100A
- Phenomenex). Deste processo pbde-se obter a subfragdo codificada como

BpF11.1 com 12,2 mg.
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y& ExtAlc 3,
" Folhas
236,5mg

¥ CC-5,08 g dessilica gel (70-230 mesh) impregnada com NaHCO,
v'h=24cm ¢=3,5cm

¥ Empacotada em Hex/AcOEt 7:3

¥ Eluigio em polaridade crescente

Hex/ AcOEt Hex/ AcOEt / MeOH Hex/AcOEt/MeOH | Hex/AcOEt/MeOH | MeOH
73 6:3:1 5:32 433 100%
(18 | [Fro14 | [Fr.1516 | Fr.17-19 | | Fr. 2025 |
=MS =MS =MS
*RMN =RMN *RMN
. ottt 1
*Reunir "LCMS BpF. 15 ' Armazenadas |
*CLAE semi-prep 2Amg | 07T
BpF. 1 BpF.3 BpF. 6-7 BpF. 11
4,2mg 45mg 82mg 20,5 mg
BpF. 13
=Reunir 10,3 mg
BpF.2 BpF. 4
40mg 13,0mg BpF. 9-10
11,5mg
Esquema 3: Representagdo do estudo quimico da fracdo alcaloidica das folhas de B.
pleiosperma.
206,00 NL:
100+ 1,98E5
] frac_11#29
» 80 6-341 RT:
= ] 098-1,13
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é 60
< ]
2 40
= ]
© ]
o 20 281,00
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Figura 18: Espectro de UV/visivel do pico m/z 328 presente na amostra BpF11, o espectro acima
é referente a impurezas presentes na amostra.
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Relative Abundance
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Figura 19: Espectro de massas da amostra BpF11. R.T.: 1.18 (acima) e 1.68 (abaixo), obtidos

em CLAE analitico.
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Figura 20: Cromatograma da amostra BpF11 (CLAE semi-preparativo).
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4.11 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos 6leo s essenciais das folhas
de Bocageopsis pleiosperma Maas.

Os experimentos para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais das cascas do tronco, folhas e galhos de B. pleiosperma foram
realizados no Laboratorio de Micro-organismos da Amaz6nia da Universidade

Federal do Amazonas — UFAM.

4.11.1 Modo de preparo dos meios de cultura

a) BHI (Brain Heart Infusion) - Agar

Extrato BHI 10g
Dextrose 49
Agar Microbiol6gico 15¢g
Agua destilada 1L

ApoOs pesados o extrato de BHI, a dextrose e o agar, foram colocados
em um Erlenmeyer de 1 L e adicionado a 4gua destilada. O meio de cultura foi

autoclavado a 121 °C por 15 minutos para esterilizacéo.

b) Sabouraud - Agar

Extrato Sabouraud 109
Dextrose 49
Agar 15 g
Agua destilada 1L

ApOs pesados 0 extrato Sabouraud, a dextrose e o agar, foram
colocados em um Erlenmeyer de 1 L e adicionado a agua destilada. O meio de

cultura foi esterilizado conforme descrito anteriormente.
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4.11.2 Preparo do material biolégico

As culturas microbianas foram reativadas em meio sélido apropriado, a
37°C, em incubadora microbiologica. Para Candida albicans usou-se o meio de
cultura Sabouraud Agar e para Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus e Enterococcus faecalis usou-se o meio de cultivo BHI Agar. Apos 24
horas os patdgenos foram entdo passados para os meios de cultura liquido
correspondente com um volume de 10 mL.

Os controles positivos utilizados foram especificos para cada patogeno:

C. albicans — Fluoconazol (2 mg/mL);

P. aeruginosa — Tetraciclina (2 mg/mL);

S. aureus e E. faecalis — Ampicilina (2 mg/mL);

Para C. albicans usou-se INT (Cloreto de lodonitrotetrazolio) como
revelador e para as demais bactérias, usou-se TTC (Cloreto de 2,3,5-

Trifeniltetrazolio).

4.11.3 Preparo das amostras e micro-organismos para inoculo.

Os oleos essenciais, assim como os antibioticos foram colocados em
microtubos do tipo eppendorf e diluidos em DMSO até a concentracdo de 2
mg/mL. ApGs o crescimento do micro-organismo em meio liquido, ele foi ajustado
para a concentragdo de células de acordo com o tubo de nimero 1 (3 x 108 mL)

da escala de Mc Farland — MF.

4.11.4 Teste de difusdo em Agar

Para a avaliagdo de antibiose por difusdo em agar foram utilizadas
placas de Petri de 14 cm de diametro contendo o meio especifico para cada
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micro-organismo (item 4.9.1.2), onde foram espalhados 100 pL da suspenséao de
células com auxilio de uma alca de Drigaslki. Posteriormente foram feitos pogos
no meio de cultura (5 mm de diametro), nos quais 100 puL das amostras foram
aplicadas. A incubacéo ocorreu a 37°C e foi acompanhada por 24 e 48 horas,

apos este periodo foram medidos os halos de inibicdo formados.

4.11.5 Teste de diluicado seriada em microplaca

Primeiramente foram aplicados 100 pL do meio de cultura
correspondente em cada pog¢o da microplaca de Elisa. A microplaca foi dividida
em quatro conjuntos marcados com cores diferentes, cada um contendo trés
fileiras de pocgos. As duas primeiras fileiras de cada conjunto continham as
solu¢Bes das amostras de Oleos essenciais e a terceira o controle - antibiotico
(Figura 21).

Em seguida foram aplicados 100 pL das solucdes de Oleos essenciais e
dos antibidticos (para obtermos uma concentragdo de 1 mg/mL nos pogos da
fileira A. ApOs isso, foi realizada a diluicdo seriada de um poco para o posterior
como mostrado na figura 21.

Apés a diluicdo foram inoculados 10 pL da suspensdo de micro-
organismo teste, obedecendo a escala de MF garantindo assim a mesma

quantidade de células em todos os pocos.
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Amostral

Poco 1 - 1000 pg/mL
Poc¢o2 - 500 ng/mL
Po¢o3 - 250 ng/mL
Poco4 - 125 ng/mL
Poco5-62,5pg/mL
Poco 6 —31.25 pg/mL
Poco 7- 15,63 ng/mL

Poco8-7.82 ng/mL

Amostra2

2a 2b

%

Amostra3

9,9,9,9,9,9,
0,9,9,9,0,9,
0,0,0,9,00
0.0,0,0/0,0
0/0,0,0,0,0,
0,090,000,
0,0.0.0.0.9
000000

3a 3b *

Figura 21: Esquema utilizado na realizacdo do teste de diluicdo seriada em microplaca (*pocos
controles com antibiético). Fonte: Adaptado do site http://www.gendiag.com.br.

Com 24 horas do inoculo em microplaca, os pocos foram revelados pela

aplicacdo de 10 pL de INT para C. albicans e TTC para as demais bactérias.

Também foi avaliada a eficacia das amostras contra o crescimento das coldnias

dos patdégenos com a reinoculacdo do terceiro po¢o que ndo apresentou

crescimento celular em meios de cultura apropriados e depois cultivados por 24

h, a 37°C. Este reinoculo permite avaliar se a acdo das substancias sao letais ou

apenas estaticas.
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5.1 Extracao dos oleos essenciais de  B. pleiosperma Maas

A partir da extragdo por hidrodestilagdo dos 6leos essenciais da espécie
em estudo, foi obtido o rendimento dos 6leos essenciais (Tabela 1). As folhas
renderam 0,28%, as cascas 0,17% e os galhos 0,25%. Esses dados foram
comparados com literatura relacionada a familia Annonaceae.

O dleo essencial dos frutos secos de Xylopia parviflora foi estudado por
Woguem e colaboradores (2014), tendo apresentado um rendimento de 0,60%
e um forte odor, além de uma coloragcdo amarela claro. Os 6leos essenciais das
folhas de Guatteriopsis blepharophylla, G. friesiana e G. hispida também foram
submetidos a estudos, e os rendimentos desses 0leos foram de 0,24%, 0,50% e
0,41% respectivamente (COSTA et al., 2008).

Estudos das folhas de X. frutescens realizados por Ferraz e
colaboradores (2013) revelaram 0,09% de rendimento de 6leo essencial com
uma coloracao incolor.

Os constituintes quimicos dos 6leos essenciais provenientes das cascas
do caule e das folhas da espécie X. aromatica foram estudados por Fournier e
colaboradores (1994). O rendimento para o 0leo da casca do caule foi de 0,85%
e o das folhas de 0,50%. Os 6leos essenciais de X. phloiodora e X. aethiopia
foram extraidos para avaliacdo anti-plasmodial e seus rendimentos foram de
0,12% e 0,6% respectivamente (BOYOM et al., 2003). Esses dados mostram
gue o rendimento dos 6leos da espécie B. pleiosperma (Tabela 1) esta em um
intervalo significante quando comparados com outras espécies da familia

Annonaceae.
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Tabela 1: Aspectos fisico-quimicos e rendimentos dos 6leos essenciais obtidos das amostras
de B. pleiosperma Maas.

Amostra Aspecto Fisico - Rendimento %
quimico
Cascas 0.17
Folhas Amarelo-esverdeado 0.28
claro '
Galhos 0.25

5.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS)

do 6leo essencial das folhas de  Bocageopsis pleiosperma Maas

Através da analise por CG-MS do 6leo essencial obtido das folhas de B.
pleiosperma, foi possivel caracterizar 87,64% dos constituintes do 6leo
essencial, além de observar a predominancia dos constituintes B-bisaboleno,
trans-a-bergamoteno e B-farneseno (E), com teores de 55,71%, 6,94% e 6,05%
(Figura 22), respectivamente, o que representa 68,70% dos constituintes do dleo
essencial. Outros constituintes minoritarios (Figura 22) também foram

observados e estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2: Principais constituintes do 6leo essencial das folhas de B. pleiosperma Maas
determinados por CG-MS.

Composto Teor (%) I.A (calc.) [.A* (lit.)
a-copaeno 1,16 1376 1374
sesquitujeno<7 -epi> 0,56 1390 1390
Trans- a-bergamoteno ( E) 6,94 1436 1432
B-farneseno ( 2) 2,09 1443 1440
B-farneseno ( E) 6,05 1457 1456
curcumeno<ar> 0,74 1483 1479
B-selineno 0,29 1486 1489
a-muuroleno 0,25 1501 1500
B-bisaboleno 55,71 1514 1505
6-cadineno 1,42 1525 1522
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a-calacoreno 1,00 1544 1544
Ep6xido de humuleno I 2,80 1610 1608
cubenol<1 -epi-> 0,41 1629 1627
epoxi -allo -aromadendreno 0,60 1633 1639
a-muurolol 0,22 1643 1644
a-cadinol 0,47 1655 1652
cariofileno<14 -hidroxi -Z-> 0,36 1663 1666
calamen -10-ol<E> 0,23 1669 1668
B-bisabolo | 0,47 1672 1675
cadaleno 0,22 1675 1675
a-bisabolol 1,45 1684 1685
farnesol (2 E,62) 0,98 1714 1714
Cryptomerion a 2,58 1728 1724
B-bisabolenol 0,64 1788 1789
TOTAL 87,64

I.A* (lit.): indice Aritmético encontrado na literatura; I.A (calc.): indice Aritmético calculado; (-)
substancias néo identificadas.
Fonte : Adams, 2007.

H CHs

CH; trans-a-bergamoteno

[-bisaboleno a-copaeno

_ \ 7 ~ S~ P

B-farneseno (E)

B-farneseno (2)

CHs
a-bisabolol

0-cadineno Epdxido de humuleno |l

Figura 22: Estruturas referentes aos constituintes majoritarios do 6leo das folhas de B.
pleiosperma. Fonte: Dewick, 2009.
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5.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS)

do oOleo essencial das galhos de Bocageopsis pleiosperma Maas

Através da analise de CG-MS do 6leo essencial obtido dos galhos de B.
pleiosperma, foi possivel identificar 75,96% dos constituintes do Oleo essencial,
além de observar a predominancia dos constituintes B-bisaboleno,
cryptomeriona e farnezol (2Z, 6Z) com teores de 34,37%, 9,60% e 7,20% (Figura
23), respectivamente, o que representa 48,06% destes constituintes do dleo
essencial. Outros constituintes minoritarios (Figura 23) podem ser observados

na tabela 3.

Tabela 3: Principais constituintes do 6leo essencial dos galhos de B. pleiosperma determinados
por CG-MS

Composto Teor (%) I.A (calc.) [.A* (lit.)
B-elemeno 0,22 1392 1389

trans -a-bergamoteno 2,49 1436 1432
aromadendren o 0,63 1444 1439
B-farneseno ( E) 1,04 1457 1456
curcumene<ar> 0,49 1483 1479
B-selineno 0,39 1486 1489
B-bisaboleno 34,37 1514 1505
v-bisaboleno <E> 0,62 1529 1528
dendrolasin 0.26 1574 1570
turme rol<ar> 0,72 1580 1582
salvial -4(14)-ene-1-one 0,31 1594 1594
B-atlanol 4,09 1610 1608
a-bisabolol 6xido B 1,43 1655 1656
B-atlanton a 0,74 1669 1668
B-bisabolol 0,94 1673 1675
a-bisabolol 1,89 1685 1685
epoéxido de allo -aromadendreno 1,79 1633 1639
a-bisabolol 6xido B 1,43 1655 1656
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Farnesol (2Z,62) 7,20 1694 1698
B-sinensal 0,35 1710 1699
Farnesol (2E,62) 3,54 1715 1714
cryptomerion a 9,60 1730 1724
farnesol (2E,6E) 0,50 1751 1742
a-sinensal 1,53 1765 1755
B-bisabolenal 0,62 1768 1768
B-bisab olenol 0,25 1789 1789
TOTAL 75,96

I.A* (lit.): indice Aritmético encontrado na literatura; I.A (calc.): indice Aritmético calculado; (-)
substancias néo identificadas.

Fonte: Adams, 2007.

X A G

B-farneseno (E) |

—O- -bisaboleno
trans-a-bergamoteno § espatulenol

Epoxido de humuleno I Epoxido de a-Oxido de bisabolol B

a-bisabolol

allo-aromadendreno

a-sinensal

Figura 23: Estruturas referentes aos constituintes majoritarios do 6leo essencial dos galhos de
B. pleiosperma. Fonte: Dewick, 2009.
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5.4 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS)

do Oleo essencial das cascas de Bocageopsis pleiosperma

Através da analise de CG-MS do 0Oleo essencial obtido das cascas de B.
pleiosperma, foi possivel a caracterizacéo de 97,11% dos seus constituintes do,
além de observar a predominancia de B-bisaboleno, d-cadineno, 3-selineno e a-
selineno com teores de 38,53%, 7,55%, 6,46% e 5,18% (Figura 24),
respectivamente, o que representa 57,72% dos constituintes do 6leo essencial.

Outros constituintes minoritarios (Figura 24) podem ser observados na tabela 4.

Tabela 4: Principais constituintes do éleo essencial das cascas de B. pleiosperma determinados
por CG-MS.

Composto Teor (%) [.A (calc.) [LA* (lit.)
a-cubebeno 1,62 1349 1345
a-copaeno 3,28 1375 1374
B-cubebeno 1,10 1390 1387
B-elemeno 0,88 1392 1389
B-longipineno 0,47 1399 1399
cariofileno ( E) 3,61 1419 1417
trans- a-bergamoteno 1,54 1436 1432
a-humulene 0,98 1453 1452
B-farnesene ( E) 1,24 1457 1456
Allo-aromadentreno 3,66 1460 1458
y-muuroleno 1,70 1477 1478
B-selineno 6,46 1486 1489
muurola-4(14),5-
diene (E) 0,35 1491 1493
a-selineno 5,18 1495 1498
a-muuroleno 0,96 1500 1500
B-bisaboleno 38,53 1510 1505
a-cadineno 1,60 1514 1513
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6-cadineno 7,55 1524 1522
a-calacoreno 0,52 1543 1544
germacreno B 0,32 1557 1559

oxido de cariofileno 3,00 1582 1582
gleenol 0,34 1585 1586
Epoxido de
T T 0,89 1609 1608
cubenol<l-epi-> 3,55 1628 1627
cubenol 3,20 1643 1644
a-muurolol 0,97 1647 1644
a-cadinol 0,37 1655 1652

a-bisabolol 2,21 1676 1685

cryptomeriona 1,03 1728 1724
TOTAL 97,11

I.A* (lit.): indice Aritmético encontrado na literatura; I.A (calc.): indice Aritmético calculado; (-)
substancias néo identificadas.
Fonte: Adams, 2007.

a-copaeno

ubebeno -
a-cubebeno fe trans-cariofileno  B-bisaboleno
H
2] é i
7 f
trans-a-bergamoteno  4j5.aromadendreno .
y-muuroleno B-selineno
) |
//m,,‘v
0 :
-
a-selineno : =
a-cadineno 6xido de cariofileno -
d-cadineno

Figura 24: Estruturas referentes aos constituintes majoritarios do 6leo essencial das cascas do
tronco de B. pleiosperma. Fonte: Dewick, 2009.
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5.5 Constituinte majoritario dos 0Oleos essenciais d as folhas, galhos e

cascas de Bocageopsis pleiosperma

Para a espécie B. pleiosperma foram identificados em maior quantidade
sesquiterpenos. As folhas apresentaram em sua composicdo 69,48% de
sesquiterpenos, nas cascas do tronco tem-se 78,37% de sesquiterpenos
identificados e nos galhos 49,27% da composi¢do é de sesquiterpenos, sendo
gue existem ainda componentes presentes nos 6leos essenciais que ainda néo
foram identificados.

Dentre os compostos, 0 que mais chamou atencao pelo seu teor em
cada amostra (galhos 34,37%, cascas 38,53% e plantas 55,71%) foi o
sesquiterpeno B-bisaboleno (Figura 25), que esta presente em uma quantidade

majoritaria.

Figura 25: Estrutura do -bisaboleno.

O B-bisaboleno provém da rota biossintética do geranil PP (Figura 26),
onde a priori ocorre uma quebra enzimética para formacgao do cétion alil, seguida
de uma adicao eletrofilica, formando assim um cétion terciario. Na sequencia
ocorre a perda de um préton, dando origem ao farnesil PP, que através de perdas

enzimaticas forma os cations E,E-farnesil e E,Z-farnesil. O E,Z-farnesil sofre uma
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ciclizacao para formacdo do cation bisabolil, seguida de uma perda proténica

para formacao do B-bisaboleno (DEWICK, 2009).
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Figura 26: Rota biossintética para formagédo do B-bisaboleno. Fonte: Dewick, 2009.

De acordo com estudos relatados na literatura, foi observado um teor
elevado em algumas espécies da familia Annonaceae para o constituinte -
bisaboleno. Por exemplo, para a espécie Uvariastrum pierreanum foi identificado

28,20% de B-bisaboleno nas cascas e 4,30% nas folhas. Varias espécies
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apresentaram menores teores, como Guatteria blepharophylla onde foram
identificados 0,31% de [-bisaboleno nas folhas e 0,94% nas cascas e
Cleistopholis patens, apenas 1,00% nas suas folhas (COSTA et al., 2008;
BOYOM et al., 2011).

Em grande parte dos trabalhos publicados com Oleos essenciais
dificilmente é relatado a acédo farmacolégica de apenas um componente, mas
sim de todo o 6leo essencial. Varios trabalhos tém evidenciado importantes
atividades biolégicas para 6leos essenciais ricos em B-bisaboleno. O o6leo
essencial das partes aéreas de Psammogeton canescens apresentou atividade
antioxidante satisfatoria, sendo este constituido por 33,35% de B-bisaboleno. A
atividade anti-plasmédica do Oleo essencial das cascas de Uvariastrum
pierreanum Engl. foi descrita e seu maior componente foi o 3-bisaboleno com
28,20% (GHOLIVAND et al., 2010, BOYOM et al., 2011).

Recentemente foi relatada a atividade anticonvulsivante através de
testes in vivo realizados com peixes-zebra e ratos, onde foi identificado o
bisaboleno, obtido a partir de purificacdo e fracionamento do 6éleo essencial de
Curcuma longa, este composto apresentou atividade anticonvulsivante em
concentracbes mais baixa que Valproato de sédio que é a droga usada em
tratamentos de epilepsia, anorexia nervosa, ataque de panico e outros
transtornos psicolégicos (PAUCAR, et al 2012). No trabalho de Oliveira e
colaboradores (2014) com o 6leo essencial obtido das folhas frescas de
Bocageopsis multiflora testado contra Leishmania amazonenses apresenta
como constituinte majoritario o bisaboleno e relata uma excelente atividade pro-

coagulante quando testado in vivo e comparado com o farmaco controle.
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Estes resultados demonstram uma relacdo do [-bisaboleno com
problemas do sistema nervoso e podem ser associados a observacfes da
medicina popular, ja que antigamente o género Bocageopsis pertencia ao grupo
do género Unonopsis e algumas espécies pertencentes a esse género eram
usadas por indios da Floresta Amazonica para o tratamento de deméncia senil
em pacientes idosos (SCHULTES, 1993; ADAMS et al., 2007, SILVA et al.,
2014).

A potencialidade farmacolégica do sesquiterpeno B-bisaboleno,
constituinte principal dos oleos essenciais das trés partes da espéce B.
pleiosperma, sugere a necessidade de um estudo aprofundado dos Oleos

essenciais do género Bocageopsis.
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5.6. Ensaios antimicrobianos dos 6leos essenciais

5.6.1. Avaliacéo da atividade antimicrobiana pelo m

agar

étodo de difusdo em

Nos testes de antibiose (item 4.9.1.4) foram observados pequenos halos

de inibicdo (Figura 27 e 28) do crescimento da bactéria gram-negativa P.

aeruginosa e da levedura C. albicans (Tabela 5).

Tabela 5: Resultado do teste em difusdo em agar de B. pleiosperma.

Poco Leitura Leitura Leitura
Amostra 48h 48h 48h
PLACA A PLACAB PLACAC
Candida albicans (Agar Sab; halos em mm)

Cascas 1 0,6

Folhas 2 0,6

Galhos 3 0,6

Fluconazol 5 2,7
(2mg/mL)

Pseudomonas aeruginosa (Agar B.H.1.; halos em mm)

Cascas 0,6

Folhas 0,6

Galhos 0,6

Tetraciclina 3,5
(2mg/mL)

Os resultados do método de difusdo em agar (Figura 27 e 28) mostraram

gue os Oleos tiveram atividade antimicrobiana inferior para C. albicans e P.

aeruginosa, quando comparado com os valores médios dos antibidticos

(fluconazol

2,56 mm e tetraciclina 3,46 mm) usados como controle

respectivamente para cada organismo testado. O valor médio referente aos

halos de inibicdo para os 0leos essenciais testados contra C. albicans (Figura

27) foram de 1,1 mm para as cascas e folhas, e 1,12 mm para os galhos.

Enquanto que os halos de inibicdo dos 6leos essenciais testados contra P.
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aeruginosa (Figura 28) foram de 0,6 mm para as cascas e folhas, e de 0,96 mm

para os galhos.

Frente Verso

Figura 27: Halos de inibicdo de Candida albicans das amostras das cascas do tronco (1), folhas
(2) e galhos (3) de B. pleiosperma apos 48 horas.

Figura 28: Halos de inibicdo de Pseudomonas aeruginosa das amostras das cascas do tronco
(1), folhas (2) e galhos (3) de B. pleiosperma ap6s 48 horas.

Foi observada uma diferenca inferior relacionada com o
desenvolvimento dos halos de inibicdo da placa C das amostras testadas contra
o fungo e a amostra dos galhos testada contra bactéria, os halos foram menores
gque nas placas A e B, e supde-se que este fato possa ter ocorrido devido o menor
crescimento ou concentracdo de bactéria e fungos na placa C (Figura 28) do que

nas demais placas.
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5.6.2. Avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo m étodo de diluicdo
seriada

A atividade antimicrobiana dos Oleos da espécie B. pleiosperma das
amostras que deram atividade contra C. albinans (cascas, folhas e galhos) e P.
aeruginosa (galhos) foram avaliadas para determinacdo da dosagem inibitoria
minima — DIM, obtida através da realizacdo do método de diluicdo seriada em

microplaca tipo Elisa (Figura 29 e 30).

Figura 29: Resultado do ensaio de concentracéo inibitéria minima para Candida albicans das
amostras das cascas (la-1b); folhas (2a-2b); e galhos (3a-3b). *Pocos controle (meio de
cultura, antibiético e bactéria).

Figura 30: Resultado do ensaio de concentracao inibitéria minima para Pseudomonas
aeruginosa da amostra dos galhos (3). Pocos controle (*meio de cultura, antibidtico e bactéria).
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A mudanca de coloracdo quando acrescentado os reveladores INT para
C. albicans e TTC para P. aeruginosa, indicam crescimento microbiano, ou seja,
a caracterizacao da reducao deste corante acusando a possibilidade bacteriana,
onde o Oleo nessa concentracdo nao foi eficaz ao ponto de matar as bactérias e
o fungo. Sendo a DIM aquela concentragcdo minima da amostra, ou seja, do 0leo
essencial capaz de inibir o crescimento dos micro-organismos utilizados no
ensaio antimicrobiano, verificado pela permanéncia da cor rosada (COSTA,
2009b). Os resultados para as DIM mostram que as amostras dos Oleos
essenciais de B. pleiosperma (galhos, folhas e cascas) inibiram o crescimento
do fungo C. albicans até a terceira diluicao (250 pg/mL), e para a bactéria gram-
negativa P. aeruginosa inibiram o crescimento até a quinta diluigcdo (62,5 pg/mL).
As bactérias gram-positivas sdo mais susceptiveis do que as bactérias
gram-negativas aos compostos lipofilicos dos o6leos essenciais, isso esta
relacionado com a dificuldade dos Oleos essenciais em difundir a membrana
externa, pois existe uma barreira hidrofilica que impede a passagem de
macromoléculas e combinac¢fes hidrofébicas, embora ndo seja totalmente
impermeavel. Por isso, as bactérias gram-negativas sao relativamente
resistentes a combinagées de antibioticos hidrofébicos e drogas toxicas
(MARQUES et al., 2012).
No entanto, isto ndo foi observado para o 6leo essencial dos galhos de
B. pleiosperma que apresentou atividade bacteriostatica para a bactéria gram-
negativa P. aeruginosa, ou seja, apenas inibiu o crescimento das bactérias,
porém ndo as inviabilizou (MARQUES et al., 2012). A acdo bacteriostatica foi
comprovada pelo crescimento bacteriano visualizado ap6s o procedimento de

reinoculo descrito no item 4.9.1.5 (Figura 31).
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Figura 31: Crescimento celular ap0s reinoculagéo para avaliagdo da acao bacteriostatica das
amostras que apresentaram melhor inibicao frente ao teste de diluicdo seriada foram: cascas
do tronco (1), folhas (2), galhos (3).

Os resultados dos testes antimicrobianos estdo compativeis com relatos
descritos na literatura para espécies diferentes de plantas, onde mostram que 0s
Oleos essenciais que possuem como constituinte majoritario ou em alta
concentracdo o B-bisaloleno, apresentam inibicdo fraca ou moderada frente a
bactérias gram-positivas.

Em estudos realizados por Stepanov & Kamarova, 1972 relatam que o
bisaboleno ndo possui atividade antimicrobiana contra a bactéria gram-positiva
S. aureus. Ibrahim e colaboradores (2009) realizaram estudos para verificar a
atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais das folhas secas, pseudocaules e
rizomas da espécie Alpinia conchigera Griff. (KL 5049). Dentre os constituintes
dos dleos essenciais das folhas secas, pseudocaules e rizomas estavam o (-

bisoleno como constituinte majoritdrio com 15,3%, 19,9% e 13,9%
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respectivamente. Os resultados da atividade antimicrobiana testadas contra as
bactérias gram-negativas P. cepacia e P. aeruginosa, e contra bactérias gram-
positivas S. aureus e S. epidermidis apresentaram fraca inibi¢ao.

Outro estudo comparativo da atividade antimicrobiana realizado por
Barman & Jha (2013) frente as bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus
e Bacillus subtilis; as bactérias gram-negativas P. aeruginosa, E. coli, S. flexneri
e K. pneumoniae; e os fungos C. albicans, Fusarium oxysporum, Aspergillus
niger e Penicillium sp. foi realizado utilizando 6leos essenciais de gengibre
organico e natural, apresentando o B-bisaboleno como constituinte, porém em
pequena quantidade, 6,1% e 5,8% respectivamente. Os resultados mostraram
uma atividade antimicrobiana significativa, onde o 6leo essencial de gengibre
organico apresentou uma maior atividade frente a S. aureus, P. aeruginosa, E.
coli, e frente a todos os fungos, menos Penicillium sp. em comparagdo com o
6leo de gengibre normal. Contudo, supfe-se que com o aumento do constituinte
B-bisaboleno a um 6leo essencial, a tendéncia da atividade antimicrobiana
diminua com o aumento da concentracdo desse sesquiterpeno, devido a
diminuicdo dos compostos oxigenados que acabam por inviabilizar o processo

da atividade antimicrobiana (BARMAN & JHA, 2013).
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5.7 Anadlises por ESI-IT-MS " das fracOes alcaloidicas obtidas em escala

analitica de B. pleiosperma

5.7.1 Analise espectrométrica da fracdo alcaloidica

pleiosperma

das folhas de B.

No espectro de ions totais das fragfes alcaloidicas das folhas, cascas do

tronco e galhos de B. pleiosperma (Figura 32) foram observados diversos picos

de m/z par, indicando possiveis alcaloides, destacando-se por sua intensidade

os ions de m/z 328, 298, 282 e 268 ([M+H]*). Estes foram submetidos ao

processo de fragmentacdo em sequéncia (tandem ou MS").

100
80

60

40+

207 221.10 2515 284 371.10
120710 | 2311 2511 \‘ ‘ ‘ 31118 34215 ‘ 359_11‘ 37630 39323
B I TR u‘u 0 H‘\ [T ‘HH AT . : MHMW L M\\TTH‘H\M\\\Tﬁ\-mmu‘\‘\\‘\mm\
0
100+
S 80
© -
o -
S 604 35501
Qo
< ]
é 40 22108 393.19
e 20: 31408 342.05
® T g0 |23 23884 55144 - 30711| 31816 ‘ ‘ % 37305
fo I i H\H\ 1L ‘M ‘\H\ A A ‘w\““\‘\ il \HM ‘H‘H L H\H‘ M‘H‘MH ‘HH‘\HH‘ HHH\‘HH\‘HM ‘H\ 1L
100
80
60
40
E 296.11
207 2zt 31825 |33019 34944 | 3605|3413 39320
2o TR et 2R ‘\28426‘ i H\ sl Ml L. i
0T eetepehibppees i‘ et N e HH \ \ | L) sl L | e \\M I ‘Mh‘w\\\ \u mm\ I m
200 220 240 260 28 300 320 340 360 380 400
mz

557E3

Figura 32: Espectro de massas das fracdes alcaloides das folhas, galhos e cascas de B.
pleiosperma, respectivamente de cima para baixa.

Folhas

Galhos

Cascas

Analisando o espectro de MS* (Figura 33) do ion de m/z 328, observam-

se perdas sequenciais de 31, 32 e 28 Da. De acordo com os padrbes de

fragmentacdes chaves propostas por Stévigny e colaboradores (2004) esta
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sequencia de fragmentacao ocorre em alcaloides aporfinicos, e a primeira perda

esta associada a saida do nitrogénio e respectivo substituinte, o qual pode ser -

H ou -CHs, com perdas de 17 ou 31 Da, respectivamente. A perda inicial de 31

Da do ion de m/z 328, portanto é coerente com um alcaloide aporfinico contendo

uma metila ligada diretamente ao nitrogénio (N-CHs).
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Figura 33: Espectro de massas em MS*do ion de m/z 328 ([M+H]*).

As perdas seguintes, observadas através dos espectros de MS2 e MS*

(Figura 33), estdo associadas aos substituintes dos anéis A do esqueleto

aporfinico. No caso do ion de m/z 328, a perda sequencial de 32 e 28 Da pode

ser associada a um grupo metoxila adjacente a um grupo hidroxila, uma vez que

esta perda de massa é considerada uma fragmentacdo chave para identificar

estes grupos em esqueletos aporfinicos.
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Analisando o espectro de MS? (Figura 34) do ion de m/z 298, observa-se
uma perda inicial de 17 Da, o que € coerente com uma estrutura aporfinica com
hidrogénio ligado ao nitrogénio, porém € possivel observar ainda uma perda de
elevada massa (resultando em um ion fragmento de m/z 192), o que € incomum
em alcaloides aporfinicos, porém comum em alcaloides benzilisoquinolinicos e
tetrahidroprotoberberinicos (Figura 35), apontando assim para uma mistura de

alcaloides de m/z 298.
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Figura 34: Espectro de massas em MS? do ion de m/z 298 ([M+H]*) presente nas fragfes
alcaloidicas das folhas e galhos, respectivamente de cima para baixo.
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Figura 35: Esqueleto de alcaloides benzilisoquinolinicos e tetrahidroprotoberberinicos.

Em estudo realizado por Schmidt e colaboradores (2005), diversos
alcaloides benzilisoquinolinicos foram submetidos a estudo de fragmentacéo,
sendo sugerido um conjunto de chaves (a, b, c e e) (Figura 36), através das
quais é possivel determinar o sitio de substituicio em duas partes essenciais do

esqueleto benzilisoquinolinico, a parte isoquinolinica e a parte benzilica.
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Figura 36: Proposta de fragmentacao para alcaloides benzilisoquinolinicos. Fonte: Schmidt et
al., 2005.
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O ion observado de m/z 192 para alcaloides benzilisoquinolinicos pode
ser assinalado como o fragmento chave do tipo b, observado em isoquinolinicos
contendo N-metila e metoxila adjacente a hidroxila, conforme observado para os
alcaloides N-metil-3-hidroxicoclaurina, reticulina e N-metilcoclaurina (Schmidt et
al., 2005).

Alcaloides tetrahidroprotoberberinicos também apresentam perdas
elevadas de massa durante o processo de fragmentacdo (Chen & Maclean,
1968). Em geral sdo formados durante o processo de fragmentacdo ions
diagnéstico (a, b, ¢ e d) (Figura 37), sendo estes ions resultado da abertura “retro

Diels-Alder” do anel C.

B ] R,0
—_— >
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Figura 37: Proposta de fragmentacdo para os alcaloides tetrahidroprotoberberinicos. Fonte:
Chen & Maclen, 1968).

Apesar do estudo de Chen & Maclean (1968) ter sido realizado com ions

radicalares, estudos realizados com alcaloides tetrahidroprotoberberinicos
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(dados nao publicados) protonados apontam para a formagdo de ions
fragmentos caracteristicos, conforme demonstrado na figura 38. Ambos os
alcaloides (isolados anteriormente por nosso grupo de pesquisa) apresentaram
elevada perda de massa, gerando o ion de m/z 178, podendo este ser
caracterizado como ion chave do tipo a, também observado para os alcaloides
escoulerina e caseamina, 0s quais apresentam uma metoxila e uma hidroxila no

anel A do esqueleto tetrahidroprotoberberinico.
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Figura 38: Espectro de massas em MS? obtidos de dois padrdes de alcaloides protoberberinicos

(discretina e discretamina) no sistema lon Trap. lons de m/z 342 e 328 respectivamente de cima

para baixo.
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Analisando o espectro de MS® (Figura 39) do ion de m/z 282, observou-
se uma perda inicial de 17 Da, seguida por perdas de 15, 15 e 28 Da. A perda
inicial sugere a auséncia de uma metila ligada ao nitrogénio do heterociclo.

Perdas de 15 Da (-CHs) em sequéncia sdo um indicativo da presenca de grupos
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metoxilas adjacentes ligados a um dos anéis aromaticos. Estas caracteristicas
estdo de acordo com o alcaloide nornuciferina (Figura 40), substancia
anteriormente descrita em Unonopsis guatterioides (SILVA et al., 2012), além de
diversas outras espécies da familia Annonaceae como Annona pickelii (DUTRA
et al., 2012), Duguetia flagellaris Huber (NAVARRO et al., 2001) e Rollinia ulei
(MISKI et al., 1995). Estudos in vivo realizados com partes aéreas da planta
Annona cherimolia, mostraram que o0 extrato bruto que possuia entre seus
constituintes o alcaloide nornuciferina (Figura 40) apresentou potencial

terapéutico como agente antidepressivo (MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 2012).
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Figura 39: Espectros de massas até MS® do ion de m/z 282 ([M+H]*) presente na fragcao das
folhas de B. pleiosperma.
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Figura 40: Estrutura do alcaloide Nornuciferina.

O ion de m/z 268 (Figura 41), guando submetido a analise de MS#, revelou
perdas de 17, 32 e 28 Da. Como discutido anteriormente, estas perdas estéo
associadas a auséncia de metila no nitrogénio do heretociclo e presenca de
metoxila adjacente a hidroxila no anel aromético. Estas -caracteristicas
estruturais estdo de acordo com o alcaloide asimilobina (Figura 42) substancia
anteriormente descrita em U. lindmanii e U. guatterioides, (SILVA et al., 2012),
além de descrita em diversas outras espécies da familia Annonaceae como
Annona cherimolia (MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 2012) e Annona crassiflora
Mart. (EGYDIO et al., 2013). O alcaloide aporfinico asimilobina possui atividades
antimicrobiana (VILLAR et al., 1987; PAULO et al., 1992; COSTA et al., 2013b)

e citotoxica (CORRECHE et al., 2008), ja descritas em literaturas.
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Figura 41: Espectros de massas até MS* do ion de m/z 268 ([M+H]+) presente na fracdo
alcaloidica das folhas de B. pleiosperma.
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Figura 42: Estrutura da asimilobina.
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5.7.2 Andlise espectrométrica da fracdo alcaloidica  dos galhos de B.
pleiosperma

A andlise por ESI-IT-MS da fracao alcaloidica dos galhos revelou um perfil
alcaloidico muito semelhante ao observado para a fracédo alcaloidica das folhas
(Figura 32), destacando-se apenas uma maior intensidade do ion de m/z 330. A
andlise do espectro de MS? do ion de m/z 330 (Figura 43) apontou para uma
elevada perda de massa gerando um ion de m/z 192, caracteristico de alcaloides
isoquinolinicos. Além do ion chave do tipo b, foi possivel observar os ions chave
a (m/z 299) e ¢ (m/z 175), apontando assim para uma estrutura contendo N-
metila, metoxila e hidroxila no anel A, aléem de metoxila e hidroxila no anel C.
Uma comparagédo entre os espectros de MS-MS do alcaloide de m/z 298
presente nas folhas e do alcaloide de m/z 330 presente nos galhos é
apresentado na figura 44.
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Figura 43: Espectro de massas MS? do ion de m/z 330 (acima), presente na fracéo alcaloidica
dos galhos de B. pleiosperma, e do ion de m/z 298 (abaixo) presente na fracéo alcaloidica das
folhas de B. pleiosperma.
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Analisando o espectro de MS? do ion de m/z 328 (Figura 44), observa-se

uma perda inicial de 17 Da, além de uma perda inicial de 31 Da, seguida de 32

Da, e uma perda de elevada massa, gerando o ion de m/z 178, anteriormente

observado em alcaloides do tipo tetrahidroprotoberberinicos. Neste caso,

suspeita-se que existam ao menos 3 substancias de m/z 328 nos galhos, sendo

elas: um alcaloide aporfinico contendo uma N-metila e uma hidroxila adjacente

a uma metoxila (mesma substancia presente nas folhas), um alcaloide aporfinico

sem N-metila e um alcaloide do tipo tetrahidroprotoberberinico.

Relative Abundance

297.02 NL:
1005 33863
904
80 Folhas
703 -31
607 -32 NH,CH;
3 D ———
50 CH,0OH
404 —
305 265.03 l‘]r-l-,
207 3
107 311.06
oL 10514 12334 13615 151.14 17809 19225 211.03 23707 253.11 28510 | | ( 32801
29703 :
1009 1.86E3
903 178.07
803 31 Galhos
703 -32 -NH,CH;
3 D ————
604 CH;OH
509 31103
40; 265.04 -17
307 NH;
E —
20; <
10- 192.11
(9514 11911 13744 15144 18300 | Cp 21112 28007 5311 | 21908 \ B0
R e e e e e e M0 A s e el e e A A Al Lt A A A s Rt W e A s L e e B G e !
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

m/z

Figura 44: Espectro de massas até MS? do ion de m/z 328, presente respectivamente na fracao

alcaloidica das folhas e galhos de B. pleiosperma.
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5.7.3 Analise espectrométrica da fracdo alcaloidica das cascas de B.
pleiosperma

No espectro de ions totais da fracdo alcaloidica das cascas (Figura 32)
sao observados principalmente os picos de m/z par 328 e 356. O espectro de
MS? do ifon de m/z 328 (Figura 45) revela um padrdo de fragmentacéo
semelhante aos alcaloides estudados por ESI-IT-MS, sendo proposto um
esqueleto do tipo tetrahidroprotoberberinico com o0 mesmo padrao de
substituicdo para os anéis A e D. O espectro de MS? do fon em m/z 356 (Figura
46) aponta para uma mistura de substancias, podendo-se destacar o ion
fragmento de m/z 192, sugerido anteriormente como ion caracteristico de

alcaloides benzilisoquinolinicos.
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Figura 45: Espectro de massas em MS? do ion de m/z 328 presente na fragdo alcaloidica das
cascas de B. pleiosperma e do alcaloide tetrahidroberberinico utilizado como padréo.
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Relative Abundance

5.8 Andlises por ESI-MS e APCI-MS da fracéo alcalo

em escala preparativa de B. pleiosperma
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Figura 47: Espectro comparativo dos modos de ionizacdo ESI e APCI, para a fracéo alcaloidica

das folhas.

Analise comparativa da fracao alcaloidica das folhas obtida em escala

preparativa atraves de duas técnicas de ionizacdo diferentes (APCI e ESI)

(Figura 47), ndo evidenciou significativa diferenca entre os espectros, estando

0s constituintes majoritarios de acordo com aqueles observados na analise em

micro extracdo. Desta forma foi possivel destacar os ions de m/z 268, 282, 298,

328 e 330, os quais se destacam por sua intensidade, além do ion de m/z 187.
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5.9 Determinacdo estrutural das substancias isolada s da fracéo alcaloidica

das folhas de B. pleiosperma Maas

5.9.1 Determinacao estrutural da amostra BpF3.

A amostra codificada como BpF3 (4,5 mg) apresentou-se como um
sélido amorfo de coloracdo marrom. A analise de massas desta amostra
evidenciou um ion quasi-molecular de m/z 282 [M+H]* (Figura 48), sendo este,
submetido a analise de MS" (Figura 49). No espectro de MS" é possivel observar
além da perda inicial de 17 Da, perdas sequenciais de 15 Da, o mesmo padréo
observado nas analises em escala analitica (Figura 39). A perda inicial de 17 Da
sugere a auséncia da metila ligada ao nitrogénio do anel B do esqueleto
aporfinico, enquanto que as perdas sucessivas de 15 Da apontam para a
presenca de metoxilas adjacentes no anel A. Estas evidencias apontam para
uma estrutura aporfinica sem N-metilacdo (Figura 50), com duas metoxilas

adjacentes e sem substituicdo do anel D.
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Figura 48: Espectro de massas do ion de m/z 282 presente na fracéo alcaloidica BpF3 das

folhas de B. pleiosperma.
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Figura 49: Espectro de massas em MSnh do ion de m/z 282 ([M+H]+).
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Figura 50: Estrutura aporfinica sem N-metilagéao.

No espectro de RMN de 'H (Figura 51, Figura 133 — Anexo 1) foi possivel
observar os sinais referentes aos hidrogénios aromaticos em & 7,24 (m, 2H),
7,31(m, 1H) e 8,40(d, 7,8 Hz, 1H), caracteristicos do anel D de esqueletos
aporfinico ndo substituido, um singleto em & 6,66 (s, 1H), com deslocamento
caracteristico da posicao H-3 do esqueleto aporfinico com substituicdes no anel
A, além de dois singletos (Figura 52) em & 3,68 (s, 3H) e 3,90 (s, 3H), cada um
integrando para trés hidrogénios, caracteristico de metoxilas. Nos mapas de

contorno de HSQC e HMBC (Figura 53, Figura 134 e 135 — Anexo 1) verifica-se
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que o hidrogénio em & 6,66, ligado ao carbono em & 111,90 (C-3), se
correlaciona com os carbonos em & 145,6, 152,8 e 28,24, as duas primeiras,
apontando para um anel A dissubstituiido. Este fato fora confirmado através dos
mapas de contornos HSQC e HMBC (Figura 54 e 55), onde foi observado para
os hidrogénios das metoxilas em & 3,68 e 3,90, ligadas aos carbonos 60,2 e 55,3,
uma correlacdo com os carbonos em & 1456 (C-1) e 152,8 (C-2),
respectivamente. Outras correlacdes significativas sdo apresentadas na Tabela
6 e o espectro total de RMN de *H e mapas de contornos HSQC e HMBC séo

apresentados no Anexo 1 (Figura 133, 134 e 135).
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Figura 51: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCls) referente a regido dos
hidrogénios aroméaticos da amostra BpF3.
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Figura 52: Ampliacédo do espectro de RMN de 1H (600 MHz, CDClIz) referente a metoxilas da
amostra BpF3.
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Figura 53: Ampliacdo dos mapas de contornos HSQC e HMBC (600 MHz, CDClz) referente a
regido do H-6 (d 66,6) da amostra BpF3.
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Figura 54: Ampliacao do mapa de contornos HSQC (600 MHz, CDCIs) referente aos hidrogénios
metoxilicos da amostra BpF3.

JM

53.90 53.68 F s

5 145.60/C-1 P10

& 152.8/C-2

Figura 55: Ampliacdo do mapa de contornos HMBC (600 MHz, CDCIs) referente aos
hidrogénios metoxilicos da amostra BpF3.

A partir das analises dos dados espectrométricos e espectroscopicos, foi
possivel propor que a amostra em questdo se trata do alcaloide aporfinico
nornuciferina (Figura 56 e 57), o que foi confirmado por comparacdo com dados
existentes na literatura (Tabela 6; GUINAUDEAU et al., 1994; HASRAT et al.,
1997; ORTIZ et al., 2007; DUTRA et al., 2012).

O alcaloide aporfinico nornuciferina, € uma substancia comumente

encontrada em espécies da familia Annonaceae, como Rollinia pittieri (TORRES
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et al., 2007), Annona muricata (GUINAUDEAU et al., 1988; HASRAT et al.,
1997), Annona sericea (CAMPOS et al.,, 2008), Unonopsis guatterioides,
Unonopsis duckei (SILVA et al., 2012; SILVA et al.,, 2014). Esta substancia
possui atividades antidepressiva (MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 2012) e atividade

leishmanicida ja descrita em literatura (MONTENEGRO et al., 2003).

H3C—O 2

H,C—0" ¢

9

Figura 57: Principais correlagfes observadas para amostra BpF3.
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Tabela 6: Dados de RMN de 'H, gHSQC e gHMBC da amostra BpF3.

BpF3 (Nornuciferina)

Posicdo H & (mult., J em Hz) 2 IH & (mult., J em Hz) ° gHSQC?  3cCe gHMBC (*H-13C)2
1 — — 145,64 145,5 —
la = = 126,76 126,71 =
2 — — 152,86 152,54 —
3 6,66 (s, 1H) 6, 65 (1H, s) 111,90 111,77 28.24,
145,64; 152,86;
126,82
3a — — 128,04 128,15 —
3b = = 126,82 127,08 =
Apseudoax 3,13 (1H, m) 3,12 (1H, m) 28,24 2831 -
4pseudoeq 2,77 (1H, dd, 15,9 e 3,3) 2,76 (1H, dd, 15,8 e 2,6) 28,24 28,24 128,04
Spseudoax 3,06 (1H, dd, 12,3 e 4,2) 3,06 (1H, dd, 12,0 e 2,6) 42,55 42,67
Spseudoeq 3,50 (1H, dd, 11,1 e 5,40) 3,49 (1H, dd, 12,0 e 5,0) 42,55 42,67 128,04; 53,37; 28,24
6a 4,03 (1H, dd, 13,56 e 4,8) 3,93 (1H, dd, 13,6 € 4,8) 53,37 53,41 —
7 Pseudoax 2,88 (1H, t, 13,8 Hz) 2,86 (1H,t, 13,7) 36,43 36,68 =
7 Pseudoeq 2,98 (1H, dd, 13,8 € 4,4) 2,97 (1H, dd, 13,8 € 4,7) 36,43 36,68 —
7a = = 135,43 135,47 =
8 7,24 (1H, m) 7,23 (1H, m) 127,0 127,91 132,10; 127,43
9 7,24 (1H, m) 7,23 (1H, m) 127,60 127,57 135,43
10 7,31 (m, 1H) 7,31 (1H, m) 127,43 127,21 127,90
11 8,40 (1H, d, 7.8) 8,39 (1H, d, 7,7) 128,32 128,48 135,43; 127,60
1la - — 132,10 132,03 —
1-OCHs 3,68 (3H, s) 3,66 (3H, s) 60,25 60,28 145,60
2-OCH3 3,90 (3H, s) 3,89 (3H, s) 5593 55,95 152,86
N-H 2,08 (1H, s) - = — _

20 experimento foi realizado a 600 MHz para *H em CDCls, utilizando o TMS como padr&o interno. **Dados
da literatura de acordo com Dutra et. al., 2012 e Ortiz et al., 2007 (H; 400 MHz, CDCIs). (8) Deslocamento
quimico em ppm. (-) ndo identificado.
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5.9.2 Determinacao estrutural da amostra BpF13.

A amostra codificada como BpF13 (10,3 mg) apresentou-se como um
sélido amorfo. A anélise de spectrometria de massas (Figura 58) desta amostra
apontou para a presenca de duas substancias, sendo observados
majoritariamente o0s ions quasi-moleculares de m/z 328 e 330 [M+H]*. Estes ions
foram submetidos a analise de MS" (Figura 59 e 60), sendo observados padrées
distintos de fragmentacdo. Enquanto o ion de m/z 328 apresentou perda inicial
de 17 Da, seguida de perdas sequenciais de 15 Da, coerente com o padréo
observado para esqueletos aporfinicos, o ion de m/z 330 apresentou uma perda
de 138 Da, gerando um ion de m/z 192. Alcaloides isoquinolinicos tendem a
gerar ions de m/z par, a partir de perdas de massa elevada quando o anel

isoquinolinico contém uma N-Metila.

teste_elza #3951 RT: 35,13 AV:1 NL: 1,05E7
T: + ¢ APCIQ1MS [100,000-1000,000]

1004 33038
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Figura 58: Espectro de massas do ion de m/z 328 e 330 presente na fracdo alcaloidica BpF13
das folhas de B. pleiosperma.
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Figura 59: Espectro de massas em MS" do ion de m/z 328 ([M+H]*).
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Figura 60: Espectro de massas em MS" do ion de m/z 330 ([M+H]*).

Sabendo-se que o ion de m/z 192 trata-se na verdade dos anéis A e B,

contendo uma metila ligada ao nitrogénio, o que é confirmado através do sinal

caracteristico de N-metila em & 2,55 no espectro de RMN de 'H (Figura 61), e a

perda de 138 Da referente a saida do anel C, do esqueleto isoquinolinico. E
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possivel propor que existam em cada fragmento uma metoxila e uma hidroxila

(Figura 60).
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Figura 61: Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDClz) e ampliagéo do sinal relacionada a N-
metila.

No espectro de RMN de 'H (Figura 62) é possivel destacar na regido de
aromaticos os sinais em & 6,78 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-2"), 6 6,73 (1H, d, J=8,1
Hz, H-5) e 6 6,54 (1H, dd, J = 8,1 e 2,1 Hz, H-6"), cujas constantes de
acoplamento estdo de acordo com o anel C isoquinolinico dissubstituido nas
posicdes C-3’ e C-4’, sendo confirmado através dos mapas de contornos HSQC
e HMBC (Figura 63 e 64). No mapa de contornos HSQC é possivel observar as
correlagdes dos hidrogénios em H-2’, H-5’ e H-6’, com os carbonos em & 116,05,
110,60 e 121,21 respectivamente. Além das correlacdes observadas no mapa

de contornos HMBC para o H-5' (3 110,60), o qual se correlaciona a J3 com o C-
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1’ (5 131,52) e a J? com o C-4’ (d 145,30), e para o H-6’ foram observadas as
correlacdes a J3 com os carbonos C-2' e C-4' (5 116,02 e 145,30).

No espectro de RMN de 'H aparecem dois singletos em d 6,54 e 3 6,23,
indicando que a metoxila esteja adjacente a hidroxila nas posi¢cdes C-6 ou C-7
do anel A isoquinolinico, em acordo com a sugestéo do espectro de massas. Os
hidrogénios em & 2,55 ligados ao carbono da N-metila, cujo sinal é observado
em 0 41,00, correlacionam-se no HMBC com os carbonos em & 45,50 (C-1) e
64,45 (C-3). Estas informag0es estruturais apontam para o alcaloide reticulina
(Figura 66 e 67), um alcaloide isoquinolinico comumente descrito na familia
Annonaceae, sendo conhecido como precursor dos alcaloides aporfinicos em
geral (LEBOEUF et al., 1981; ICHIMARU et al. 1997; DEWICK, 2009). Na tabela
7 sao apresentadas as comparacées com dados da literatura com o0s sinais
atribuidos para a estrutura da reticulina. O espectro total de RMN de 'H e mapas
de contornos HSQC e HMBC sao apresentados no Anexo 1 (Figuras 136, 137 e

138).
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Figura 62: Ampliagéo do espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCls) referente aos sinais de
hidrogénios aromaticos da amostra BpF13.

66,78 66,73

6 110.60 112

6116.05 6121.20

6.75 6.70 6.65 6.60 6.55 6.50

Figura 63: Ampliagéo do mapa de contornos HSQC (600 MHz, CDCls) referente a regido dos
hidrogénios arométicos da amostra BpF13.
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Figura 64: Ampliacdo do mapa de contornos HMBC (600 MHz, CDCIs) referente a regido dos
hidrogénios aromaticos da amostra BpF13.
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Figura 65: Ampliacdo dos mapas de contornos HSQC e HMBC (600, MHz) referente a regido
da N-metila da amostra BpF13.
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Figura 66: Estrutura do alcaloide reticulina.
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Figura 67: Principais correlagBes observadas para o alcaloide reticulina

A reticulina € amplamente encontrado em espécies da familia
Annonaceae como A. cherimolia, A. muricata, A. reticulata, X. parviflora, D.
trunciflora Maas (LEBOEUF et al., 1982; LEBOUF et al., 1981; STADLER et al.,
1987; ICHIMARU et al. 1997; FECHINE et al., 2002).

Em estudo realizado com células cancerigenas por Suresh e
colaboradores (2012), mostra que o alcaloide reticulina isolado das raizes de
Annona reticulata, tem uma atividade citotéxica satisfatéria (13.0-19.8 ug/mL),
podendo ser usada como agente quimiopreventivo na terapia para o tratamento

contra o cancer.

Tabela 7: Dados de RMN de 'H, gHSQC e gHMBC da amostra BpF13.

BpF13 (Reticulina)

Posigdo IH & (mult., J em Hz) 2 H & (mult., J em Hz) © gHSQC? gHMBC (*H-13C)2
1 — 3,72 (1H, dd, 7,0 € 5,2) 64,45 _
2 _ - _ _
3 - 3,17 (1H, m)
2,80 (1H, m) 45,50 -
4 _ 2,86 (1H, m)
264 (1H, m) 24,04 64,45
4a _ - 123,70 -
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5 6,54 (1H, s) 6,55 (1H, s) 24,04; 127,92; 144,60;

L1080 145,45
6 - - 145,45 -
7 _ - 144,60 -
8 64,45; 123,70; 144,60;
6,23 (1H, s) 6,20 (1H, s) 114,13 145 40
8a _ - 127,92 _
. 3,10 (1H, dd, 14,0 e 5,0) 3,07 (1H, dd, 13,8 € 5,2) 40,00 -
2,74 (1H, dd, 13,8 e 7,0)
1 _ _ 131,52 _
2 6,78 (1H, d, 2,1) 6,70 (1H, d, 2,0) 116,05 -
3' — — — —
4 — - 145,30 -
5' 6,73 (1H, d, 8,1) 6,74 (1H, d, 8,2) 110,60 131,52; 145,30
6 6,54 (1H, dd, 8,1e2,1) 6,54 (1H, dd, 8,2 e 2,0) 121,20 116,02; 145,30
6-OCHs 3,85 (3H, s) 3,83 (3H, s) 55,70 145,45
4-OCH3 3,86 (3H, s) 3,84 (3H, s) 55,90 145,30
N-CHs 2,55 (3H, s) 2,47 (3H, s) 41,00 45,50; 64,45

agxperimento realizado a 600 MHz para *H em CDCls, utilizando o TMS como padréo interno. "Dados da
literatura de acordo com Da Cruz et al., 2011 (H; 400 MHz, CDCls). (8) Deslocamento quimico em ppm. (-)
néo identificado.

ApOs atribuir os demais sinais da reticulina, a partir da comparacao com
os dados da literatura, foi possivel observar quais sinais pertencem a substancia
de m/z 328. Como evidenciado através do estudo de fragmentacao, o alcaloide
de m/z 328 trata-se de um composto aporfinico sem N-metilacdo, com duas
metoxilas adjacentes do anel A, porém, com substituicdes no anel D. A diferenca
de massa aponta para a presenca de uma metoxila e uma hidroxila no anel D,
ndo definindo ainda se sdo adjacentes ou ndo. No espectro de RMN de 'H
(Figura 68), sdo observados trés singletos em & 8,07 (s, 1H), & 6,80 (s, 1H), &
6,60 (s, 1H), confirmando o padrdo de substituicdo 1, 2, 9, 10, do anel aporfinico.
Ainda nos espectros de RMN de 'H, mapas de contornos HSQC e HMBC é
possivel observar trés sinais de metoxilas em & 3,67 (s, 3H), 3,89 (s, 3H) e 3,91
(s, 3H), ligadas aos carbonos em & 60,00 55,75 e 55,92, e correlacionando-se

com os carbonos em o 144,66, 152,70 e 144,60, correspondentes,
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respectivamente, a C-1, C-2 e C-10, conforme apresentado nas figuras 69, 70 e

71. Outras correlacdes importantes sdo apresentadas na tabela 8.
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Figura 68: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDClIz) referente aos sinais de
hidrogénios aroméaticos da amostra BpF13.
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Figura 69: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDClIz) referente aos sinais de
metoxilas da amostra BpF13.
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Figura 70: Ampliacdo do mapa de contornos HSQC (600 MHz, CDCls) referente aos sinais de
metoxilas da amostra BpF13.
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Figura 71: Ampliacdo do mapa de contornos HMBC (600 MHz, CDCls) referente aos sinais de
metoxilas da amostra BpF13.

Com base nestas evidéncias foi possivel propor o alcaloide laurotetanina
Figura 72 e 73), como sendo o alcaloide de m/z 328, sendo sua confirmacao
obtida através de comparacdo dos dados da literatura, bem com os dados
espectroscopicos (Tabela 8; Costa et al., 2013c). O espectro total de RMN de *H
e mapas de contornos HSQC e HMBC sé&o apresentados no Anexo 1 (Figuras
136, 137 e 138).

Este alcaloide ja foi encontrado em diversos géneros da familia
Annonaceae, como Xylopia, Guatteria (HOCQUEMILLER et al., 1983;

GUINAUDEAU et al., 1994; NISHIYAMA et al., 2006).
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Figura 72: Estrutura do alcaloide laurotetanina.

Figura 73: principais correlacdes observadas para a amostra BpF13.
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Tabela 8: Dados de RMN de 'H, gHSQC e gHMBC da amostra BpF13.

BpF13 (Laurotetanina)

Posicdo H (d) gHSQC gHMBC H (d) BC(d)°
(mult., J em Hz)?2 (*H-EC)° (*H-EC)2b (mult., J em
Hz)¢
1 - 144,66 - - 144,30
la - 127,19 - - 127,10
1b - 126,10 - - 126,50
- 152,70 - - 152,20
6,60 (s, 1H) 110,60 fffgé;llzgg% 6,61 (1H,s) 110,70
3a _ 128,80 - - 128,40
Apseudoaxial - 28,17 - 2,75 (1H, m) 28,20
4peseudoequatorial _ _ _ 3,04 (1H, m)
3 pseudoaxial 3,90 (m, 1H) 53,10 - 3,02 (1H, m) 42,50
5 pseudoequatorial _ _ — 3,41 (1H, m)
6 _ _ _ _ _
6a - - _ 384(dd, 145e o,
: 4.9) :
7 pseudoaxial B 35.30 _ 2,68 (idg,)14,5 e 35.70
7 pseudocquatora ~ B 2,78 (dd, 13,8 €
4,9)
7a = 129,10 = - 129,10
6,80 (s, 1H) 111,60 35,34; 123,68; 14528 6,77 (1H, s) 114,40
- 145,28 - - 145,60
10 - 144,60 - - 146,10
1 8,07 (s, 1H) 114,07 11223;"61%; 11‘;2’,21%; 8,06 (1H,s) 111,80
1la - 123,68 - - 123,60
1-OCHs 3,67 (s, 3H) 60,00 144,66 3,67 (3H, 9) 60,02
2-OCHs 3,89 (s, 3H) 55,75 152,70 3,89 (3H, s) 56,10
10-OCHs 3,91 (s, 3H) 55,92 144,60 3,90 (3H, s) 55,90

20 experimento realizado a 600 MHz para 'H em CDClIs, utilizando o TMS como padréo interno. °
Multiplicidade obtida pelo mapa de correlacéo e gHSQC. °Dados da literatura de acordo com Costa et. al.,
2013c (H; 400 MHz, CDCls). Atomos de carbonos que mostraram correlagdo com o0s respectivos
hidrogénios. (8) Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.
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5.9.3 Determinacao estrutural da amostra BpF15.

A amostra codificada como BpF15 (12,4 mg) apresentou-se como um
sélido amorfo. A anélise de massas (Figura 74) desta amostra apontou para a
presenca de duas substancias, sendo observados majoritariamente os ions
quasi-moleculares de m/z 266 e 276 [M+H]*. Estes ions foram submetidos a
analise de MS" (Figura 75 e 76), sendo observados padrdes distintos de

fragmentacao.
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Figura 74: Espectro de massas do ion de m/z 266 e 276 presente na fracdo alcaloidica BpF15
das folhas de B. pleiosperma.
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Figura 75: Espectro de massas em MS" do ion de m/z 266 ([M+H]*).
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Figura 76: Espectro de massas em MS" do ion de m/z 276 ([M+H]*).

Para o ion de m/z 266 foram observadas perdas de 17 Da, seguidas por
perdas de 30 Da e 28 Da, caracteristicas de substancias aporfinicas contendo

uma ponte metilenodioxi no anel A, e auséncia de N-metila, enquanto que para
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o ion de m/z 276, observou-se perda inicial de 28 Da, perda anteriormente
reportada para alcaloides oxaporfinicos (SILVA et al., 2012).

No espectro de RMN de 'H, e mapas de contornos HSQC e HMBC é
possivel observar 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 & 100,97, correlacionando-se com os carbonos em & 143,34 e &
147,86, respectivamente (Figura 77, 78 e 79), além do singleto em & 6,57, ligado
ao carbono em & 107,87, se correlacionando aos carbonos aromaticos em &
143,34 e 6 147,86, 126,71 e ao carbono metilénico em & 29,50 (Figura 80),
confirmando a estrutura do anel A. Estas evidéncias apontam para o alcaloide
anonaina (Figura 81 e 82) como o alcaloide de m/z 266, sendo sua confirmacéo
obtida através da comparacdo dos dados da literatura com os dados
espectroscopicos (Tabela 9). O espectro total de RMN de 'H e mapas de
contornos HSQC e HMBC sé&o apresentados no Anexo 1 (Figuras 139, 140 e
141).

Anonaina é um alcaloide amplamente isolado de espécies familia
Annonaceae, sendo apontado como um marcador quimiotaxonémico (LEBOUEF
et al., 1981; PAULO et al., 1999; ORTIZ et al., 2007).

Paulo e colaboradores (1999) relatam atividade antimicrobiana contra os
patogénos Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e S.
epidermidis para o alcaloide anonaina, isolado das cascas de Annona salzmanii

D.C.
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Figura 77: Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCls) e ampliagéo da regido referente aos
hidrogénios da ponte metilenodioxi da amostra BpF15.
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Figura 78: Ampliacdo do mapa de contornos HSQC (600 MHZ, CDCls) referente regiao
referente aos hidrogénios da ponte metilenodioxi da amostra BpF15.
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Figura 79: Ampliacdo do mapa de contornos HMBC (600 MHZ, CDCls) referente regido dos
hidrogénios da ponte metilenodioxi da amostra BpF15.
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MHz, CDCIs) referente ao sinal de hidrogénio aromatico em & 6,57 da amostra BpF15.
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Figura 81: Estrutura do alcaloide anonaina.

Figura 82: Principais correlagfes observadas para a amostra BpF15.
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Tabela 9: Dados de RMN de 'H, gHSQC e gHMBC da amostra BpF15.

BpF15 (Anonai na)

Posicao
1
la
2
3

3a

3b
4Pseudoax
4Pseud0eq
5Pseudoax
5Pseud0eq

6a
7Pseud0a><

7Pseudoeq
7a

10
11
1lla
O-CH»-O

H& (mult., JemHz) 2  'H & (mult., J em Hz)® gHSQC gHSQCP gHMBC (1H-13C)
_ _ 143,34 142,60 -
= = 116,82 116,10 =
— — 147,86 147,08 —
6,57 (1H, s) 6, 56 (1H, s) 107,87 107,98 29,50; 126,71; 143,34 e
147,86
_ — 128,76 127,80 -
_ - 126,71 126,55 -
2,81 (1H, m) 3,05 (1H, m) 29,50 28,51 —
2,74 (1H, m) 2,70 (1H, m) 29,50 28,51 126,71 e 107,87
3,10 (1H, m) 3,06 (1H, m) 42,91 43,03 —
3,52 (1H, m) 3,42 (1H, m) 42,91 43,03 53,72; 128,76
3,83(1H, dd, 4,7 e 12,0) 3,92 (1H, dd, 4,7 e 14,1) 53,72 53,48 116,82; 128,76
2,81 (1H, m) 2,87 (1H, m) 35,59 36,81 53,72; 126,71; 134,77
2,97 (1H, m) 2,99 (1H, m) 35,59 36,81 —
= = 134,77 134,51 =
7,24(1H, m) 7,23 (1H, m) 128,12 127,67 —
7,24(1H, m) 7,23 (1H, m) 128,12 127,67 _
7,32 (1H, m) 7,31 (1H, m) 127,13 127,17 128,12 e 131,38
8,08 (1H, d, 8,1) 8,08 (1H, d, 8,1) 127,10 127,14 116,82; 128,12 e 134,77
— - 131,38 131,53 —
6,11 (1H, d, 1,3) 6,09 (1H, d, 1,2) 100,97 100,76 143,34
5.96 (1H, d, 1.3) 5,94 (1H, d, 1,2) 100,97 100,76 147,86

20 experimento foi realizado a 600 MHz para *H em CDCls, utilizando o TMS como padr&o interno. PDados
da literatura de acordo com Lebouef et al., 1981 e Ortiz et al., 2007 (H; 400 MHz, CDCIs). () Deslocamento
quimico em ppm. (-) ndo identificado.

ApOs atribuir os sinais da anonaina, foi possivel observar quais sinais
pertencem a substancia de m/z 276. Foram observados no espectro de RMN de
'H (Figura 83) a presenca de sete sinais na regido aromatica, sendo quatro
atribuidos aos hidrogénios com deslocamentos em & 8,69 (1H, d, 8,4), & 7,78
(1H, dd, 8,4 e 1,2), d 7,59 (1H, t, 7,8 3X(2)), d 8,59 (1H, dd, 7,8 e 1,2),
relacionados aos H-11, H-10, H-9 e H-8 respectivamente. Tais hidrogénios séo
caracteristicos do anel D do sistema aromatico ndo substituido. Outro sinal em
0 7,22 (1H, s), foi associado ao H-3 do anel A, tipico de um sistema
oxoaporfinicos dissubstituido. De acordo com o mapa de contornos HSQC
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(Figura 84), os mesmos se correlacionam com os carbonos em 6 127,32, ©

133,80, 6 128,56, 6 128,81 e & 103,20 respectivamente (tabela 10).
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Figura 83: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCIz) referente aos sinais de
hidrogénios aroméaticos da amostra 15.
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Figura 84: Ampliacdo do mapa de contornos HSQC (600 MHZ, CDClIz) referente a regido dos
sinais de hidrogénios aromaticos da amostra BpF15.

Dois sinais aromaticos foram observados no espectro de RMN de 'H
(Figura 85) em © 7,8 (1H, d, 4,8) e 6 8,90 (1H, d, 4,8), e indicam semelhancas
com um sistema piridinico, compativel com o anel B do sistema oxoaporfinico,
foram atribuidos aos hidrogénios H-4 e H-5, respectivamente (CHANG et al.,
2004). Conforme o mapa de contornos HSQC (Figura 85), os mesmos estao se
correlacionando com os carbonos em 6 124,33 e & 144,74 (Tabela 10).

Analisando o mapa de contornos HMBC (Figura 86 e 87) pb6de-se
evidenciar as correlacbes desses hidrogénios aromaticos. Para o H-3 foram
observadas correlacées a J3 com os C-4 (5 124,4 x4) e C-1 (5 148,56), e J? para
0 C-2 (5 152,44); O H-4 apresentou somente correlagées J® com os C-3 (O
103,25), C-3b (6 123,93) e C-5 (© 144,95), e para o H-5 foram constatadas
correlagcdes a J° com os C-3a (5 136,38), C-6a (d 145,95) e J2 com o C-4 (
124,44); As correlagbes a J3 também foram verificadas para o H-8 com os C-10
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(9

H-

134,10) e C-7 (& 183,07), o H-9 com os C-11 (8127,42) e C-7a (6 131,97), 0

10 comos C-8 (6 129,06) e C-11a (d 133,55), e 0 H-11 com os C-1a (d 108,88),

C-9 (6128,80) e C-7a (6 131,97) (tabela 10).
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Figura 85: Ampliacdo do espectro de RMN de H e mapa de contornos HSQC (600 MHZ,
CDCls) referente a regido dos sinais de hidrogénios aromaticos da amostra BpF15.
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Figura 86: Ampliacdo do mapa de contornos HMBC (600 MHZ, CDCls) referente a regido dos
sinais de hidrogénios aromaticos da amostra BpF15.
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Figura 87: Ampliacdo do mapa de contornos HMBC (600 MHZ, CDCls) referente a regido dos
sinais de hidrogénios aromaticos da amostra BpF15.

142



Um sinal de hidrogénio foi observado em & 6,38 (2H, s), correlacionado
a um carbono em & 102,56, sugerindo a presenca de um grupo metilenodioxi
(Figura 88) substituido nos carbonos C-1 e C-2, este dado foi confirmado através
dos dados referentes ao mapa de contornos HMBC (Figura 88), onde evidenciou
correlagbes em J2 com os carbonos em & 148,56 e 152,44. Estes dados de
HMBC estdo de acordo com o0s observados na regido dos hidrogénios
aromaticos para o H-3 (5 103,25), devido este se correlacionar a J2 com o C-2 (5
152,44) e J® com C-1 (3 148,56), definindo a presenca desse grupo
metilenodiéxido na substancia Bpl5B. Ainda pelo mapa de contornos HMBC
(Figura 87), pode-se evidenciar a presenca de um grupo carbonilico na
substancia, revelado através de correlacdes do sinal do H-8 (5 8,59) a J% com o

carbono C-7 (6 183,07) (tabela 10).

elzalina_Fr15.001.esp 8
f
E 56.38
0,035
E ]
00803 6102.56
E %
0025: — »
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3 (2H, s) o e 6k 6% 6% 6k 6% 634 6% 6% 6% 6% 628
0,015
0,010
0,005 56.38
o 4
200
] 128
643 642 641 640 650 656 657 6.3t 136
6148.56 / C-1 1
515244 1C-2 2

Figura 88: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H, mapas de contornos HSQC e HMBC (600
MHZ, CDCls) referente a regido dos sinais da ponte metilediéxido da amostra BpF15.

Com as andlises do espectro de RMN de 'H, andlises dos mapas de
contornos HSQC e HMBC, além de comparacdes com dados presentes na
literatura (Tabela 10), foi possivel a confirmacdo da substancia BpF15 como
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sendo o alcaloide oxoaporfinico liriodenina (Figura 89 e 90), bastante encontrado
em especies da familia Annonaceae, o qual é considerado como um marcador
quimiotaxondmico (LAPREVOTE, et al., 1988; PINHEIRO et al., 2009; FECHINE
et al., 2002; ORTIZ et al., 2007; TORRES et al., 2007; COSTA et al., 2010a; DA
CRUZetal., 2011; EGYDIO et al., 2013). O espectro de RMN de *H total e mapas
de contornos HSQC e HMBC encontram-se no anexo 1 (Figura 139, 140 e 141).

Estudos mostram a importancia farmacolégica para esse alcaloide,
porém ainda ndo é comercializado como farmaco. Dentre suas inumeras
propriedades sédo destacadas a atividade antimicrobiana, antifungica,
antitumoral, antiplaquetaria e como sedativa do sistema nervoso central (CHEN
et al., 2013).

Estudos realizados com esse alcaloide mostram o potencial citotoxico
em varios tipos de células cancerosas humanas, exercendo efeitos indutores de
apoptose anti-proliferativo nas células de cancro do pulm&o humano (CHANG et
al., 2004). Em trabalhos realizados com as cascas de Guatteria hispida por Costa
e colaboradores (2010b), relatam a presenca de atividade contra os patégenos
S. epidermidis e C. dubliniensis, qual apresentou um valor de MIC na faixa de
12.5-100 pg/mL?1. Suresh e colaboradores (2012) apresentam resultados
citotoxicos satisfatorios (12.0 — 18.2 ug/mL) para o alcaloide em questao, isolado
das raizes de Annona reticulata, ressaltando a importancia de produtos sintéticos
para o tratamento de cancer, a partir de alcaloide aporfinicos.

O potente efeito tripanocida deste alcaloide foi evidenciado por Costa e
colaboradores (2011b), quando avaliado contra epimastigotas e tripomastigotas,

estes que sdo formas de Trypanosoma cruzi protozoario flagelo agente da
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doenca de Chagas. Nesse estudo ainda ressaltam atividades contra o

protozoario Leishmania braziliensis and L. guyanensis.

Figura 90: Principais correlagfes observadas para a amostra BpF15.
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Tabela 10: Dados de RMN de H, gHSQC e gHMBC da amostra BpF15.

BpF15 (Liriodenina)

Posicdo H & (mult., Jem Hz) @ 'H & (mult., J em Hz)® gHSQC

1 _ - 148,56

18 - - 108,88

2 - - 152,44

3 7,22 (1H, s) 7,16 (1H, s) 103,25

32 - - 136,38

3b - - 123,93

4 7,80 (1H, d, 4,8) 7,75 (1H, d, 5,2) 124,44

5 8,9 (1H, d, 4,8) 8,87 (1H, d, 5,2) 144,95

62 _ - 145,95

7 _ - 183,07

7* - - 131,97

8 8,59 (1I—1|:20)Id, 78e 857 (1I—1|:2d20)l, 7,93 e 183,07

9 7s5911H,1,7.83x2) 7 (1:"2‘?)' 793e 15880
10

7,78 (1I—1|:2d)d, 84e 7,73 (1He, 228 8174 13410

11 8,69 (1H, d, 8,4) 8,60 (1H, d, 7,94) 127,42

118 - - 133,55

SCZH)Z 6,38 (2H, s) 6,37 (2H, s) 102,56

gHSQCP
147,92
107,98
151,65
103,20
135,73
123,16
124,33
144,74
145,31
182,51
131,25

128,81
128,56

133,80

127,32
132,87

102,44

gHMBC (*H-C)

124,44, 148,56 e 152,44

103,25; 123,93 e 144,95
124,44, 136,38 e 145,95

134,10 e 183,07
127,42 e 131,97

129,06 e 133,55

108,80; 128,80 e 131,97

148,56 e 152,44

20 experimento foi realizado a 600 MHz para *H em CDCls, utilizando o TMS como padréo interno. "Dados
da literatura de acordo com Ortiz et al., 2007 (H; 400 MHz, CDCIls). (8) Deslocamento quimico em ppm. (-)

nao identificado.

146



5.9.4 Determinacao estrutural da amostra BpF11.

A fragdo BpF11, apos purificacdo em coluna semi-preparativa, forneceu
um sélido amorfo (12,2 mg). A analise de massas deste sélido evidenciou a
presenca de um ion intenso de m/z 328 (Figura 91). Quando submetido a
fragmentacdo em MS", o mesmo apresentou uma perda inicial de 31 Da, e
perdas sequenciais de 32 Da e 28 Da (Figura 92), sugerindo se tratar de um
alcaloide aporfinico contendo uma N-metila e uma metoxila adjacente a uma
hidroxila no anel A. Ainda no espectro de MS" foi possivel observar perdas
sequenciais de 32 Da e 28 Da, apontando para a presenca de uma metoxila e

hidroxila também no anel D.

elza_mmsms_larga_escala_elza_mmsms_larga_escala #2190-2288 RT: 15,41-15,82 AV: 67 NL: 7,13E4
T: IMMS + ¢ APCl corona Full ms [50,00-500,00]
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Figura 91: Espectro de massas do ion de m/z 328 presente na fracao alcaloidica BpF11 das
folhas de B. pleiosperma.
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Figura 92: Espectro de massas em MS" do ion de m/z 328 ([M+H]*).

Na andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 93) é possivel observar a
presenca de trés sinais na regido de aromaticos, em 8 6,55 (1H, s), 6,82 (1H,
d, 0,6), 8,02 (1H, s). A auséncia de outros sinais nesta regiao sugere um padréo
de substituicdo 1, 2, 9, 10 do esqueleto aporfinico. Ainda no espectro de RMN
de H (Figura 94) é possivel observar os sinais em d 3,92 (3H, s) e 3,94 (3H, s),
caracteristicos de metoxilas, estando uma presente no anel A, além do sinal da
N-metila em & 2,55 (3H, s), confirmando as informacdes obtidas através do
estudo de fragmentag&do. Outros sinais sdo apresentados na tabela 11 e o
espectro total de RMN de 'H e mapas de contornos HSQC e HMBC sé&o
apresentados no Anexo 1 (Figuras 142, 143 e 144). A confirmacao da estrutura
foi feita através da comparacdo dos dados de RMN de 'H com os dados
existentes na literatura, sendo identificado o alcaloide isolado neste trabalho
como isoboldina (Figura 95), comumente encontrado em espécies da familia
Annonaceae (GUINAUDEAU et al., 1988; PAULO et al., 1992; IWASA et al.,
2008; CAMPOS et al., 2008; VENDRAMIN et al., 2013).
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Para esse alcaloide ha registros na literatura de atividades biologicas, tal
como, antileishmania, anti-poliovirus e antimicrobiana (BOUSTIE et al., 1998;

CORREA et al., 2006; MOLLATAGHI et al., 2012).
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Figura 93: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDClIz) referente aos sinais de

hidrogénios aroméaticos da amostra BpF11.
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Figura 94: Ampliacdo do espectro de RMN de H (600 MHz, CDCls) referente aos sinais
metoxilas (esquerda) e N-metila (direita) presentes na amostra BpF11.
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Figura 95: Estrutura do alcaloide isoboldina.

Tabela 11: Dados de RMN de 'H da amostra BpF11.

BpF11 (Isoboldina)

Posicdo *H & (mult., J em Hz) @

1 —

la —

2 -

3 6,55 (1H, s)

3a —

3b _
Apseudonx 3,0 (1H, dd, 13,8 € 4,2)
Apseudoeq 2,64 (1H, dd 15,6 e 3,6)
Spseudoax 2,58 (1H, dd 13,8 e 0,6)
Spseudoeq 2,52 (1H, dd 12,0 e 4,2)

6a 3,15 (1H, m)
Tpseudoax 3,06 (1H, m)
Tpseudoeq 3,08 (1H, m)

7a —

8 6,82 (1H, d, 0.6)

9 —

IH & (mult., J em Hz)® gHSQC?

6,77 (1H, s)

2,94 (1H, m)
3,22 (1H, m) -
3,36 (1H, m) -
3,65 (1H, m) _
4,12 (1H, m) -
2,74 (1H, t, 13,5) -
3,18 (1H, m) -

6,83 (1H, s) 113,99

gHMBC®

29,29; 127,77 e
140,79

62,88; 114,06 e
124.37

33,56; 124,60;
129,97, 145,76 e
145,28

lscb
140,6
119,7
146,5
109,2

126,7
123,5

28,4

52,9

62,4

33,7

129,1

114,9

145,4
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10 _ _ _ _ 1453
11 8,02 (1H, s) 8,02 (1H, s) 111,89 119,74e 12460 1136
11a _ _ _ _ 123,0
N-CHa 2,55 (3H, ) 2,55 (3H, ) 4413 53,89 62,95 43,6
2.0CHs 3,92 (3H, ) 3,82 (3H, ) 56,25 145,44 55,8
olé)ﬁs 3,94 (3H, s) 3,85 (3H, 5) 56,25 145,28 55,8

20 experimento foi realizado a 600 MHz para *H em CDCls, utilizando o TMS como padro interno. "Dados
da literatura de acordo com Iwasa et. al., 2008 (LC-RMN de H; 500 MHz, MeOH/ACN). (8) Deslocamento
guimico em ppm. (-) ndo identificado.
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5.9.5 Determinacao estrutural da amostra BpF6.

A fracdo codificada como BpF6 (8,2 mg) apresentou-se como um solido
amorfo marrom. A analise de massas revelou a presenca de um ion de m/z 268
intenso (Figura 96). Quando submetido a fragmentacdo em MS", o mesmo
apresentou uma perda inicial de 17 Da, e perdas 32 e 28 Da em sequéncia
(Figura 97), apontando para uma estrutura aporfinica sem metilacdo no
nitrogénio, contendo uma metoxila adjacente a uma hidroxila no anel A, além de

nao apresentar substituicdo no anel D.

elza_mmsms_larga_escala_elza_mmsms_larga_escala #122 RT: 1,19 AV:1 NL: 1,68E5
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Figura 96: Espectro de massas do ion de m/z 268 presente na fracéo alcaloidica BpF6 das
folhas de B. pleiosperma.
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Figura 97: Espectro de massas até MS" do ion de m/z 328, presente na fragao alcaloidica BpF6
das folhas B. pleiosperma.

No espectro de RMN de *H (Figura 98) é possivel observar na regiédo de
aromaticos 4 sinais em 6 7,28 (1H, m), 6 7,25 (1H, ddd, 7,2 e 1,2 Hz), 6 7,33 (1H,
ddd, 7,8 e 1,8 Hz) € 6 8,29 (1H, d, 7,8 Hz), caracteristicos do anel D do esqueleto
aporfinico ndo substituido, além do singleto em & 6,73 (1H, s), com deslocamento
caracteristico de H-3 do anel A dissubstituido. Através do mapa de contorno de
HMBC (figura 99) é possivel observar a correlacdo do H-3 com os carbonos em
o 28,04 (C-4), d 126,61(C-3b), & 143,45 (C-1) e & 149,97 (C-2), além da
correlagcdo da metoxila em & 3,59 (3H, s), com o carbono em & 143,45 (C-1),
confirmando assim a conectividade do anel A (Figura 100). Estas evidencias
permitiram caracterizar a substancia BpF6 como sendo o alcaloide aporfinico
asimilobina (Figura 101 e 102), sendo sua confirmagdo obtida através da
comparacao dos dados espectroscépicos com os existentes na literatura (Tabela
12). O espectro total de RMN de *H e mapas de contornos HSQC e HMBC séo

apresentados no Anexo 1 (Figuras 145, 146 e 147).
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Figura 98: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDClz) referente aos sinais de

Figura 99: Ampliacdo do mapa de contornos HMBC (600 MHz, CDCls) referente ao sinal do H-3

hidrogénios aromaticos da amostra BpF6.
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Figura 100: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H e mapa de contornos HMBC (600 MHz,
CDCls) referente ao sinal de metoxila da amostra BpF6.

Asimilobina é um alcaloide comumente encontrado em géneros da
familia Annonaceae, como Xylopia, Annona e Guatteria (LEBOEUF et al., 1982;
HASRAT et al., 1997; VENDRAMIN et al., 2013; GUINAUDEAU et al., 1983),
podendo ser considerado como uma marcador taxondmico (DA CRUZ et al.,
2011).

Trabalho realizado por Costa e colaborados 2013b, com a espécie
Annona salzmannii, evidenciou resultados satisfatorios, relacionados a atividade
antioxidante e antimicrobiana para a asimilobina. Neste trabalho foi reportado
gue o alcaloide asimilobina possui atividade antioxidante de 2,09 TE relativo, e
0S ensaios antimicrobianos apresentoram valores CIM de 50 pug.mL* para os
patogénos Kocuria rhizophila (ATCC 9341), S. aureus penicilinase, S.
epidermidis (ATCC 12228).

Egydio e colaboradores (2013) conseguiram identificar o alcaloide
asimilobina por CG-MS e CG-FID em diferentes concentracdes na espécie

Annona crassiflora Mart. Em estudos realizados por Chen & Wu (2001) foi
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possivel o isolamento do alcaloide asimilobina a partir das folhas de A.

cherimolia.

9

Figura 102: Principais correlacdes observadas para o alcaloide asimilobina.
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Tabela 12: Dados de RMN de 'H da amostra BpF6.

BpF6 (Asimilobina)

Posicéo H & (mult., J em Hz)?2 1H & (mult., gHSQC Bk gHMBC (*H-'3C)
J em Hz)P
la _ - 125,86 124,97 -
1 _ _ 143,45 142,53 —
2 _ _ 149,97 147,96 -
€ 6,73 (1H, s) 6,50 (1H, s) 114,61 114,24 AGOH JAOIL LB &
149,07
3a _ _ 129,30 - -
3b _ - 126,61 127,82 -
4pseq 42,49;114,61; 129,30 e
2,73 (1H, m) - 28,04 28,35 126,61
4psax 42,49, 114,61, 129,30 e
2,76 (1H, m) - 28,04 28,35 196,61
opsax 3,49 (1H, m) - 42,49 42,74 28,04; 53,21 e 129,30
Spseq 3,04 (1H, m) - 42,49 42,74 28,04; 53,21 e 129,30
6a 3,87 (1H, dd, 36,28; 42,49; 126,61;
3.92(1H,dd.140e48) Ty g 53,15 53,15 199 30 & 135 61
7pseq 53,15; 126,61; 128,32,
2,97 (1H, dd, 13,8 e 4,4) - 36,28 36,83 131,01 & 135 61
7psax 53,15; 126,61; 128,32;
2,84 (1H, m) - 36,28 36,83 13102 & 135 61
7a _ - 135,61 135,62 -
8 36,28; 127,81 e 131,91
7,28 (1H, m) 7,28 (1H, m) 128,32 127,60
9 127,44 € 135,61
: ,ddd, 7,2 e 1, : ,m : :
7,25 (1H, ddd, 7,2 e 1,2) 7,20 (1H, m) 128,08 127,18
10 7,33 (1H, ddd, 7,8 e 1,8) 7,34 (1H, m) 127,81 126,95 128,32 € 131,91
11 8,29 (1H, d, 7,8) 8’287%')"' d, 127,44 126,82 135,61; 125,86 e 128,08
11a _ _ 131,91 139,49 -
1-CHs0 3,59 (3H, s) 3,58 (3H, s) 60,41 60,00 143,45

20 experimento foi realizado a 600 MHz para *H em CDCls, utilizando o TMS como padr&o interno. PDados
da literatura de acordo com Fischer et. al., 1999 (H, 300 MHz, CDClIs; C, 75,5 MHz, CDCIls) e Hasrat et al.,
1997. (8) Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.
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5.9.6 Determinacao estrutural da amostra BpF9.

A fracao codificada como BpF9 (11,0 mg) apresentou-se como um sélido
amorfo marrom. A andlise de massas apontou para a presenc¢a do ion majoritario
de m/z 298 (Figura 103), além de outros dois outros de m/z 328 e 342, sendo

este Ultimo observado como minoritario no espectro.

elzal0_13 15#144 RT: 2,46 AV:1 NL:552E5
T: +c APCIQ1MS [200,000-800,000]
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268,24 314,17
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MmlHu\‘\MMM\HMM\ummmmm \m‘hm‘\\\\“\m\H‘ il il ‘\ \Hu 391 a1 413 37 452 24 48013 50989 551 69 57584
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m/z
Figura 103: Espectro de massas dos ions de m/z 298, 328 e 342 presente na fracéo alcaloidica
BpF9 das folhas de B. pleiosperma.

50; 328,26

o

No espectro de MS" do ion de m/z 298 foram observadas perdas
sequenciais de 17, 15 e 31 Da (Figura 104), sugerindo a presenca de hidrogénio

ligado ao nitrogénio (N-H) e metoxilas adjacentes ao anel A.
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Figura 104: Espectro de massas em MS? do ion de m/z 298 ([M+H]*).

No espectro de RMN de 'H (Figura 105) foi possivel observar na regido
dos aromaticos a presenca de 4 duplodubletos (dd) em 6 7,03 (1H, dd, 3,0 e 10,0
Hz, H-8), 6 6,42 (1H, dd, 10,0 e 1,8 Hz, H-9), 6 6,30 (1H, dd, 9,6 e 1,8 Hz, H-11),
0 6,89 (1H, dd, 10,0 e 3,0 Hz, H-12), sistema caracteristico do anel D de
esqueleto proaporfinico (Silva et al., 2014). No mapa de contornos HSQC (Figura
106) foi possivel observar que estes hidrogénios estdo acoplados aos carbonos
em & 150,30 (C-8), 6 128,97 (C-9), 6 127,80 (C-11) e & 153,70 (C-12), sendo
confirmada a presenca do anel caracteristico do esqueleto proaporfinico através
das correlagBes dos hidrogénios de acordo com o mapa de contornos HMBC
(Figura 107) em & 6,42 e 6,30 com os carbonos em d 127,80 e 51,82 (carbono
spiro) e da correlagéo dos hidrogénios em & 6,89 e 7,03 com os carbonos em &
150,30 e 186,88 (carbonilas). A integragao destes sinais possibilitou concluir que

este sistema € parte do alcaloide majoritario.
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Figura 105: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCIs) referente aos sinais de
hidrogénios aromaticos da amostra BpF9.
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Figura 106: Ampliacdo do mapa de contornos HSQC (600 MHz, CDCls) referente aos sinais de
hidrogénios aroméaticos da amostra BpF9.
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Figura 107: Ampliacdo do mapa de contornos HMBC (600 MHz, CDCIs) referente aos sinais de
hidrogénios aromaticos da amostra BpF9.

No espectro de RMN de *H (Figura 108) foi possivel observar ainda os
sinais em & 3,82 (3H, s) e 6 3,61 (3H, s), referentes aos hidrogénios metoxilicos.
No mapa de contornos HMBC observou-se que estes correlacionam-se com 0s
carbonos em & 154,20 e & 145,20, respectivamente. Ainda no espectro de RMN
de 'H e mapa de contornos HMBC (Figura 109) é visualizado um singleto em &
6,64, caracteristico do H-3 do anel A dissubstituido, que se correlaciona com os
carbonos em & 26,77, 128,63, 135,84, 145,20 e 154,20, confirmando assim a
proposta inicial sugerida pela analise de fragmentacdo. Demais sinais e

correlacdes sao apresentados na tabela 13.
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Figura 108: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H e mapa de contornos HMBC (600 MHz,
CDClz) referente aos sinais de metoxilas da amostra BpF9.
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Figura 109: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H e mapa de contornos HMBC (600 MHz,
CDCls) referente ao sinal do H-3 da amostra BpF9.

A partir desses dados pode-se concluir que a substancia de m/z 298

trata-se do alcaloide proaporfinico estefarina (Figura 110 e 111). Este alcaloide
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ja foi relatado em espécies da familia Annonaceae como Xylopia laevigata, X.
parviflora, Alphonsea sclerocarpa, Annona muricata L. e Monodora brevippes
(LEBOEUF et al., 1981; TADIC et al., 1987; NISHIYAMA et al., 2006; HOANG
ANH et. al., 2007; DAI et al., 2012; COSTA et al., 2013c). Uma comparac&o entre
os dados espectroscopicos e os dados da literatura € apresentada na tabela 13.
E o espectro total de RMN de 'H e mapas de contornos HSQC e HMBC séo

apresentados no Anexo 1 (Figuras 148, 149 e 150).

Figura 110: Estrutura do alcaloide estefarina.
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Figura 111: Principais correlagcfes observadas para a amostra BpF9.

Tabela 13: Dados de RMN de 'H, gHSQC e gHMBC da amostra BpF9.

BpF9 (Estefarina)

. 1H & (mult., J em gHSQC gHSQC gHMBC
1 a
Posicéo H & (mult., J em Hz) Hz)e (1H-13C) (1H-13C)° (1H-13C)
1 — — 145,20 145,4 —
1a _ _ 133,13 135,1 _
2 — = 154,20 154,9 —
26,76; 128,63;
3 6,64 (1H, s) 6,65 (1H, s) 112,63 113,4 135,67; 145,20 e
154,20
3a — — 128,63 129,2 —
3b — — 135,67 — —
4 45,40; 128,63 e
2,80 (2H, m) 2,81 (2H, m) 26,76 26,4 135,67

3,46 (1H, dd, 6,6 € 1,2 3,46 (1H, m)

5 3,16 (1H, dd 5,4 e 45,40 45,5 26,76; 58,22 e 128,63
3,15 (1H, m)
1,8)

4,31 (1H,dd 10,5 e 4,38 (1H, dd 10,00
6a 6.6) ¢ 6,50) 58,22 58,4 135,67

2,41 (2H,dd 12,0 e 2,28 (1H, dd, 10,5 e 58,22; 133,13 e
7 6,6) 12,0) 48,53 48,1 135,67
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2,39 (1H,dd, 6,5e

12,0)
v _ _ 51,82 527 _
8 7,03 (1H,dd,30e  7,03(lH,dd, 29e
16,0) 0.9) 150,30 152.7 153,70 e 186,88
o 6,42 (1H, dd, 100e 6,38 (1H,dd, 1.9 e - - -
1,8) 9,9)
10 _ _ 186,88 188.1 _
il 6,30 (1H,dd, 9.6 6,26 (1H,dd, 1.9 e . — -
1,8) 9,9)
12 6,89 (1H, dd, 100 e 6,90 (1H, dd 2,9 e 153.70 156.1 150.30 & 186,88
3,0) 9,9)
Ok 3,82 (3H, s) 3,79 (3H, s) 56,74 56,7 154,20
LOCH: 3,61 (3H, s) 3,61 (3H, s) 61,39 61,3 145,20

20 experimento foi realizado a 600 MHz para *H em CDCls, utilizando o TMS como padr&o interno. PDados
da literatura de acordo com Hoang Anh et. al., 2007 (H; 300 MHz, CDCls) e Dai et al., 2012 (500 MHz,
CDCls). °Dados atribuidos de acordo com os dados da literatura e por comparagdo com o gHMBC. (d)
Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.

O ion de m/z 328 quando submetido & analise de fragmentacao,
evidenciou perdas de 31, 32 e 28 Da (Figura 112), perdas semelhantes as
observadas anteriormente para o alcaloide identificado como isoboldina (BpF11;
Figura 93). Uma comparacao dos de RMN de 1H entre as amostras confirmou a
presenca de isoboldina (Figura 113) também nesta amostra. As correlacdes
observadas nos mapas de HMBC e HSQC séo apresentadas na Tabela 14. Além
do espectro total de RMN de 'H e mapas de contornos HSQC e HMBC séo

apresentados no Anexo 1 (Figuras 148, 149 e 150).
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Figura 112: Espectro de massas em MS? do ion de m/z 328 ([M+H]*).
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Figura 113: Estrutura do alcaloide isoboldina.
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Tabela 14: Dados de RMN de 'H, gHSQC e gHMBC da amostra BpF9.

Figura 114: Principais correlacfes observadas para a amostra BpF9.

BpF9B (Isoboldina)

Posigao H & (mult., H & (mult., J HSQC 13C)P HMBC
J em Hz)?2 em Hz)® (*H-13C)ac (*H-3C)2
1 _ _ 141,15 140,6 _
1a _ _ 120,10 119,7 _
2 _ - 146,40 146,5 -
3 6,54 (s 1H) 6,77 (1H, s) 109,07 109,2 28 1211’653;0141'15 €
3a _ _ - 126,7 -
3b _ _ _ 123,5 _
_ _ 29,23 28,4 -
_ _ _ 52,9 _
6a - - - 62,4 -
7 - _ - 33,7 _
7a _ - 130,17 129,1 -
6,82 (1H,s) 6,83 (1H, s) 114,17 114,9 34,62; 124,55 e 145,70
_ _ 144,70 145,4 _
10 _ _ 145,70 145,3 _
11 8,02 (1H,s) 8,02 (1H,s) 112,00 113,6 120,10; 130,17 e 144,74
11a _ _ 124,55 123,0 _
N-CH3  255(3H,s) 2,55 (3H, s) 43,97 43,6 53,76 e 63,01
20CH3 3,91 (3H,s)  3,82(3H,s) 56,48 55,8 146,36
100CH3  3,93(3H,s)  3,85(3H, s) 56,48 55,8 145,58

20 experimento foi realizado a 600 MHz para *H em CDCls, utilizando o TMS como padr&o interno. PDados
da literatura de acordo com lwasa et. al., 2008 (H; 500 MHz, CDCIs). °®Dados atribuidos de acordo com os
dados da literatura e por comparagao com o HMBC. (8) Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.
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O ion de m/z 342 quando submetido & analise de fragmentacao,
evidenciou perdas sequenciais de 31, 15 e 31 Da (Figura 115), sugerindo uma

estrutura aporfinica contendo uma N-metila e metoxila adjacentes no anel A.
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Figura 115: Espectro de massas em MS" do ion de m/z 342 ([M+H]*).

Apés discriminar os sinais referentes a estefarina e isoboldina, a
integracdo dos sinais minoritarios possibilitou identificar no espectro de RMN de
'H (Figura 116) trés singletos em d 6,58 (s, 1H), 6,82 (s, 1H) e 8,06(s, 1H),
sugerindo um sistema aporfinico 1, 2, 9, 10, tetrasubstituido, além dos sinais em
0 3,88 (s, 3H), 3,65 (s, 3H) e 3,90 (s, 3H), referentes a presenca de trés metoxilas
(Figura 117), e um sinal em & 2,54 (s, 3H), caracteristico de N-metila. No mapa
de contornos HSQC (Figura 119) é possivel observar as correlagdes do
hidrogénio em & 6,58 (s, 1H), caracteristico da posi¢cdo H-3 do anel A, com o
carbono em 6 110,69. Enquano no HMBC (Figura 120) observam-se correlacdes
as suas correlagcbes com os carbonos em & 29,58, 127,53, 144,83 e 152,55,
confirmando a dissubstituicio do anel As correlagbes dos hidrogénios

metoxilicos (Figura 117) em & 3,88 e 3,65 com os carbonos em & 152,55 e 144,83
168
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respectivamente, confirmam a presenca das duas metoxilas no anel A. Ainda no
mapa de contornos HMBC (Figura 118) é possivel observar as correlacdes a J°
caracteristicas dos hidrogénios N-metilicos com os carbonos em 6 53,76 e 63,02,
ratificando assim a proposta obtida através do estudo de fragmentacdo. Outras
correlacdes significativas sdo apresentadas na Tabela 15 e o espectro total de
RMN de 'H e mapas de contornos HSQC e HMBC sé&o apresentados no Anexo

1 (Figuras 148, 149 e 150).
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Figura 116: Ampliacdo do espectro de RMN de H (600 MHz, CDCIs) referente a regido dos
hidrogénios aroméaticos da amostra BpF9.
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Figura 117: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H e mapa de contornos HMBC (600 MHz,
CDCls) referente a regido de metoxilas da amostra BpF9.
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Figura 118: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H e mapa de contornos HMBC (600 MHz,
CDCls) referente a regi@o de hidrogénios de N-metila da amostra BpF9.
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Figura 119: Ampliacdo do mapa de contornos HSQC (600 MHz, CDClz) referente ao H-3 da
amostra BpF9.
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Figura 120: Ampliacdo do mapa de contornos HMBC (600 MHz, CDCIs) referente ao H-3 da
amostra BpF9.

A estrutura do alcaloide de m/z 342 foi confirmada através da
comparacao dos dados espectroscopios com 0s existentes na literatura (Tabela
15). A substancia N-metillaurotetanina (Figura 121 e 122) é alcaloide aporfinico
comumente encontrado em espécies da familia Annonaceae, sendo descrita na
literatura sua atividade antiagregante plaquetaria, antileishamania e anti-
poliovirus (GUINAUDEAU et al., 1988; TADIC et al., 1987; BOUSTIE et al., 1998;

WU et al., 1998; SILVA, 2010).
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Chen e colaboradores (1996) relataram a acéo antiagregante plaquetéaria
para o alcaloide N-metillaurotetanina, o qual apresentou uma forte inibicdo de
acido araquidénico (AA) - agregacao de plaguetas induzida e também uma forte
inibicdo da agregacéo de plaquetas induzida pelo colageno.

Estudos realizados por Correa e colaboradores (2006) retratam a
atividade antileishmania para este alcaloide, o qual € capaz de reduzir a

producéo do parasita Leishmania mexicana.

Figura 122: Principais correlaces observadas para amostra BpF9.
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Tabela 15: Dados RMN de *H, gHSQC e gHMBC da amostra BpF9.

BpF9 (N-metillaurotetanina )

esfeie Hd (mult; J Hs (multi), lngS3QCa,:C gl;HSl?Cb ngl\{IgiBCa
em Hz) J em Hz) (*H-BC)> (*H-13C) (*H-12C)
1 _ - 144,83 144,7 _
la _ _ 146,45 _ _
2 _ - 152,55 152,7 -
3 6,58 (1H,s) 6,58 (1H, s) 110,69 110,4 e 1212’5’3%;5144'83 €
3a _ - - 128,2 _
3b _ _ 127,53 127,4 _
_ _ 29,58 28,1 -
_ - 53,76 53,1 _
6a _ - 63,02 62,5 _
7 _ - 34,62 33,5 _
7a _ _ 130,61 129,4 _
8 6,82 6,81 (1H, s) 114,17 114,2 34,62; 124,55 e 145,70
9 _ _ 145,23 145,7 _
10 _ - 145,70 145,3 -
11 8,06 (1H,s) 8,05 (1H, s) 111,57 111,4 127'53'e1f2é?jé eI
11a _ - 124,55 123,9 _
2-OCHs 3,88 (3H,s) 3,88 (3H,s) 56,02 55,9 152,55
1-OCHs 3,65(3H,s)  3,65(3H,s) 60,55 60,3 144,83
9-OCHs 3,90 (3H,s) 3,89 (3H, s) 56,06 55,9 145,23
N-CHa 2,54 (3H, s) - - 42,9 53,76 € 63,02

a0 experimento foi realizado a 600 MHz para 'H em CDCIs, utilizando o TMS como padrédo
interno. PDados da literatura de acordo com Aradjo, 2000 (H-300 MHz, CDCls; C-75 MHz, CDCls).
¢Dados atribuidos de acordo com os dados da literatura e por comparacdo com o gHMBC. (3)

Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.
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5.9.7 Determinacao estrutural da amostra BpF4.

A fracéo codificada como BpF4 (13,0 mg) apresentou-se como um solido
amorfo de coloragcdo marrom. Na analise de massas foi observado um ion
intenso de m/z 187 (Figura 123). Ao ser submetido a fragmentacdo em MS?, o
mesmo apresentou perda de 17 Da (Figura 124), coerente com a perda de NHs
caracteristica de alcaloides, assim como fragmentos de m/z par. Suspeitando-se
tratar de um alcaloide, o0 mesmo foi revelado com reagente de Dragendorff,
sendo confirmada sua natureza alcaloidica. Com base na massa impar
observada no espectro de massas, foi possivel propor que se tratava de um
alcaloide contendo um nuamero par de atomos de nitrogénio (GUTSCHE &

HERDERICH, 1998).
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folhas de B. pleiosperma.
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Figura 124: Espectro de massas em MS?2 do ion de m/z 187 ([M+H]").

No espectro de RMN de H (Figura 125; Tabela 16) sdo observadosvar
na regiao de aromatico os sinais em 6 7,44 (1H, d, 7,8 Hz), 8 7,09 - 7,11 (1H, m),
6715-7,18 (1H, m) e 6 7,33 (1H, d, 8,4 Hz), tipico de um anel aromatico com
dissubstituicbes adjacente, além de um singleto largo em 6 8,78 (1H, s). No mapa
de contornos HSQC (Figura 126) observa-se que os 4 primeiros hidrogénios
estdo ligados aos carbonos em & 119,73, 121,06, 123,63 e 112,54,
respectivamente, ndo sendo observado carbono ligado ao hidrogénio em & 8,78,
sugerindo se tratar de um hidrogénio ligado a heteroatomo, sendo sugerido o
nitrogénio, visto existir ao menos dois nitrogénios na estrutura, logo considera-
se o tamanho reduzido da molécula.

No mapa de contornos HMBC (Figura 127) foi possivel observar as
correlagdes dos hidrogénios presentes no anel aromético, assim como as
correlagdes do hidrogénio do heteroatomo. Estas correlagbes apontam para uma

substituicdo de um carbono no anel aromatico por um grupo N-H.
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Figura 125: Ampliacdo do espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCIs) referente a regido dos
sinais de hidrogénios aromaticos da amostra BpF4.
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Figura 126: Ampliacdo do mapa de contornos HSQC (600 MHz, CDCls) referente a regido dos
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Figura 127: Ampliacdo do mapa de contornos HMBC (600 MHz, CDCIs) referente a regido dos
sinais de hidrogénios aromaticos e do hidrogénio ligado ao heteroatomo da amostra BpF4.

No espectro de RMN de *H (Figura 128 e 129) foi observado um dupleto
intenso em & 1,54 (3H, d, 6,6 Hz) e um quarteto em & 4,37 (1H, q, 6,6 Hz),
caracteristico de hidrogénios de grupo metila ligado a carbono metinico. No
mapa de contornos HMBC observam-se as correlacbes dos hidrogénios
metilicos com os carbonos em & 49,34 (observado no mapa de contornos HSQC
como carbono metinico) e & 135,13 além das correlacdes do hidrogénio metinico
com os carbonos em & 20,65, 42,11, 108,48 e 135,13. O deslocamento em &
20,65 aponta para a presenca de hidrogénios metilénicos, enquanto o carbono
em O 42,11 estd de acordo com sinal decarbono adjacente a nitrogénio. A
correlacéo observada para ambos os hidrogénios do sistema descrito acima com
o carbono em 6 135,11, além da correlacdo do hidrogénio em & 8,78 (1H, s) com

este mesmo carbono, permitiu propor a estrutura da molécula (Figura 130 e 131).
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Os sinais dos hidrogénios metilénicos, assim como demais correlagcdes séo
descritas na tabela 16, além do espectro total de RMN de 'H e mapas de
contornos HSQC e HMBC sao apresentados no Anexo 1 (Figuras 151, 152 e
153). A comparacdo dos dados espectroscopicos com aqueles existentes na
literatura permitiram confirmar a amostra BpF4 como sendo o alcaloide
tetrahidrohaarmano (Figura 130 e 131) (BADGER & BEECHAN, 1951,
FERNANDES, 2005; SONG et al., 2014).

O alcaloide tetrahidroharmano  (1-Metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-3-
carbolina; Figura 130 e 131), também conhecido como elaeagnina (IDOWU et
al.,, 2006) é descrito pela primeira vez na familia Annonaceae, sendo
aparentemente inédito também na ordem Magnoliales (ANCOLIO et al., 2002;
TOLKACHEV et al., 2008). Na literatura existem diversas atividades descritas
para esta substancia, o que inclui atividade antimalarica, antiviral e fungicida

(FERNANDES, 2005; SONG et al., 2014).
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Figura 128: Ampliagdo do espectro de RMN de *H e mapa de contornos HSQC, HMBC (600
MHz, CDCIs) referente a regido dos hidrogénio metilicos amostra BpF4.
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Figura 130: Estrutura do alcaloide tetrahidroharmano.
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Figura 131: Principais correlagcfes observados para a amostra BpF4.

Tabela 16: Dados de RMN de *H, gHSQC e gHMBC da amostra BpF4.

BpF4 (Tetrahidroharmano )

Posicao
1
2
3Pseudoax
3Pseudoeq

4Pseudoa><

4Pseudoeq
42
4b

1H & (mult., J em Hz)?2
4,37 (1H, q, 6,6)

3,15 (1H, ddd 12,9, 7,5 € 5,6)

3,39 (1H, dt, 12,8 € 5,4)
2,81-2,86 (2H, m)

7,33 (1H, d, 8,4)
7,15-7,18 (1H, m)
7,09-7,11 (1H, m)
7,44 (1H, d, 7,8)

8,78 (1H, s)

1,55 (3H, d, 6,6)

H & (mult., J em Hz)
3,99-4,04 (1H, m)

2,81-2,87 (1H, m)
3,14-3,19 (1H, m)
2,51-2,62 (2H, m)

7,27 (1H, d, 8,0)
6,98-7,02 (1H, m)
6,91-6,95 (1H, m)
7,35 (1H, d, 8,0)

10,68 (1H, s)

1,36 (3H, d, 6,8)

gHSQCa

49,34

42,11
42,11
38,50
38,50
108,48
137,67
112,54
123,63
121,06
119,73
128,21
135,13
20,65

gHMBCa

20,65; 42,11, 108,48 e
135,13

20,65; 49,34 e 108,48
20,65; 49,34 e 108,48
42,11, 108,48 e 135,13

121,06 e 128,21
119,73 e 137,67
112,54 e 128,21
123,63 e 137,67

49,34 e 135,13

a0 experimento foi realizado a 600 MHz para 'H em CDClIs, utilizando o TMS como padrédo
interno. "Dados da literatura de acordo com Song et. al., 2014 (400, CDCls). () Deslocamento
guimico em ppm. (-) ndo identificado.
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Os alcaloides B-carbolinicos pertencem ao grupo de alcaloides inddlicos,
0S quais apresentam um nucleo inddlico, acoplado a um anel piridinico, cujo grau
de saturacdo leva a trés grupos de compostos (Tabela 17): os totalmente
aromaticos, as dihidro-p-carbolinas (harmalano) e os tetrahidro-B-carbolinas que

possuem um anel piridinico saturado (DEWICK, 2009).

Tabela 17: Classificagdo dos alcaloides B-carbolinicos.

Ry R, R3 Substancias
Sistema B-carbolina
H H Norharmano
/ N N H CH, harmano
OH CH, harmol
OCH i
N R, 3 CH, harmina
Ry H
Sistema dihidro- B-carbolina
OH CHs, harmalol
N OCHj,4 CH,4 harmalina
N\ /
Ry N Ro
Sistema tetrahidro- B-carbolina
H H H 1,2,3,4-tetrahidro-p-carbolina
Ry N~ R3 H H CH3 2-metil-1,2,3,4-tetrahidro-B-carbolina
N OCHj,4 H H 6-metoxi-1,2,3,4-tetrahidro-f-carbolina
” Ra H CHs, H 1-metil-1,2,3,4-tetrahidro-p-carbolina

Nas plantas, os alcaloides com esqueleto B-carbolinas séo derivados do
aminoacido triptofano (Figura 132). S&o formados a partir da reacédo que envolve
a triptamina, um produto da descarboxilacdo do triptofano, com um aldeido ou
um a-cetoacido, levando a formacgédo de uma imina, seguida da formacdo de um
novo anel heterociclico de seis membros. A posicdo 2 do sistema inddlico é
nucleofilica, logo pode participar de uma reacéo tipo Mannich/Pictet-Spengler,

atacando a imina gerada a partir de triptamina e de um aldeido (ou ceto-acido).
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A aromaticidade € restaurada por subsequente perda do proton em C-2

(DEWICK, 2009).

Reacdo Mannich: Carbono o
2 imi agindo como nucleofilo
NH, Formacéo da imina

usando aldeido

A\ . N e N
H® — »
\/ CHo NN J,
|k N R SN H R
H ! &
Triptamina
Tautomerismo para restaurgr
a aromaticidade
NH
N\ 7 o) NH
R -« <«———

I—=
I—=2 7
pu)

Figura 132: Rota biossintética dos alcaloides B-carbolinicos.

O Isolamento deste tipo de alcaloide como principal constituiunte de
espécie pertencendo a familia Annonaceae, conhecida por produzir
principalmente alcalbides derivados isoquinolinicos merece destaque, tendo em
vista sua ampla ocorréncia e potencialidade farmacolégica, como evidenciado a
sequir.

Estudos mostram uma distribuicao diversificada desse tipo de alcaloide
principalmente em plantas das familias Zygophyllaceae, Malphighiaceae,
Passifloraceae, Leguminosae, Myristicaceae e Eleganaceae (ANCOLIO et al.,
2002; TOLKACHEYV et al., 2008; IDOWU et al., 2006). As cascas e folhas da
espécie Banisteriopsis caapi (Malpighiaceae), séo utilizadas junto com as folhas
da espécie Psycotria viridis para a preparacédo de uma bebida conhecida como
ayahuasca, que apés fervura resultam em um potente alucinégeno (NARANJO,

1979; GROB et al., 1996; GRELLA et al., 1998).
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Em estudos fitoquimicos realizados por Tolkachev e colaboradores
(2008) com as cascas das espécies Hippophde rhamnoides L., Elaeagnus
angustifélia L., E. orientalis L., E. umbellata Thunb., E. multiflora Thunb. e E..
argentea Pursh, evidenciaram a presenca do composto tetrahidronamano em
todas as espécies, ressaltando a importancia desses compostos para a industria
farmacéutica. Outro estudo fitoquimico com a espécie Croton moritibensis
(Euphorbiaceae) relata o isolamento dos alcaloides (3-carbolina harmano e o
tetrahidroharmano como constituintes majoritarios, comprovados por dados de
RMN 1D e 2D (ARAUJO-JUNIOR et al., 2004).

Herraiz & Galisteo (2003) ressaltam que alguns alcalédes tetrahidro--
carbolinas séo encontrados naturalmente em algumas frutas e seus respectivos
sucos, como tomate, laranjas, maca, banana, onde atuam como antioxidantes.
Nos ensaios de ABTS realizados o0 mesmo apresentou resultado satisfatorio
guando comparado com o acido ascorbico, sugerindo que os alcaloides de tetra-
B-carbolina podem atuar como antioxidantes quando absorvido e acumulado no
organismo.

Algumas atividades biologicas ja foram atribuidas aos alcaloides [3-
carbolinicos. Estudos realizados com as raizes de Guiera senegalensis
(Combretaceae) e as folhas de Feretia apodanthera (Rubiaceae), evidenciaram
a existéncia de dois alcaloides B-carbolinicos, o harmano e tetrahidroharmano,
e tanto os dois alcaloide isolados como 0 extrato metanolico dessas espécies
apresentaram atividade antimalarica (ANCOLIO et al., 2002).

Outro tipo de atividade foi ressaltada em um trabalho de Badger &

Beecham (1951), no qual o alcaloide tetrahidroharmano foi isolado de
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Petalostyles labicheoides (Leguminosae) e apresentou antividade
antimicrobiana elevada, quando comparada com o antibigtico controle.

Estudo realizado com os cotilédones das sementes de Chrysophyllum
albidum (Sapotaceae), mostram o potencial de testes realizados in vivo com o
alcaloide tetrahidroharmano, o qual exibiu resultados satisfatério para os testes
antinociceptivo e anti-inflamatorio, porém uma propriedade antioxidante baixa,
mostrando que esse composto € o responsavel pelo uso etnobotanico nesta
espécie (IDOWU et al., 2006).

Em um trabalho com Guiera senegalensis J.F. Gmel (Combretaceae) é
ressaltado que suas folhas séo usadas em disturbios gastrointestinais, infec¢des
respiratorias, reumatismo, antimicrobiano e antimalarial. Através de estudos
fitoquimicos para essa espécie foi possivel o isolamento do tetrahidroharmano e
a realizacdo de testes antiplasmaodico e antitumoral, mostraram uma atividade
significante, associada a uma baixa citotoxidade (FIOT et al., 2006).

Um estudo in vivo realizado com 15 alcaloides B-carbolinicos sintéticos
por Grella e colaboradores (1998), dentre eles o tetrahidroharmano, mostra que
todos apresentaram atividade alucinégena, porém o alcaloide harmalina se
destacou, servindo como uma droga de treinamento em 3,0 mg/kg, havendo uma
semelhanca entre os efeitos de estimulos produzidos pela harmalina e o farmaco
comercializado 2,5-dimetoxi-4-metilanfetamina (DOM, STP), um derivado da
anfetamina.

Adicionalmente, o alcaloides [-carbolinicos sintéticos relatados na
literatura, confirmam as caracteristicas antileishmania, antimalarica e
antitumoral para este tipo de substancia (FERNANDES, 2005; GELLIS et al.,

2012; SONG et al., 2014).
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6. CONCLUSOES

Os resultados descritos neste trabalho permitem chegar as seguintes
conclusdes:

O estudo dos 6leos essenciais evidenciou a presenca de compostos ja
descritos na literatura para a espécie Bocageopsis multiflora e para espécies do
género Unonopsis, sendo este Ultimo considerado taxonomicamente préximo ao
género estudado.

A identificacdo de 51 substancias nos 6leos essenciais contribui para o
conhecimento fitoquimico do género Bocageopsis, sendo a observacédo do [3-
bisaboleno como composto majoritario uma informagdo extremamente
importante, desde que recentes atividades biolégicas foram atribuidas a 6leos
ricos nesta substancia, o que inclui atividade antimalarica.

Apesar da fraca ou ndo existente atividade antimicrobiana dos oleos
essenciais, os resultados observados aumentam o conhecimento biolégico sobre
0s Oleos essenciais obtidos a partir do género Bocageopsis, uma vez que esta é
a primeira avaliagédo da atividade antimicrobiana realizada no género.

As andlises em ESI-IT-MS" das fracGes alcaloidicas em escala analitica
auxiliaram o reconhecimento da fracdo alcaloidica das folhas como promissora
para o fornecimento de substancias ainda ndo descritas no género Bocageopsis.

O fracionamento cromatogréafico da fracdo alcaloidica das folhas de B.
pleiosperma Maas resultou no isolamento/cacterizacéo de dez alcaloides (dentre
substancias puras e em mistrura), sendo 6 aporfinicos (nornuciferina, anonaina,
laurotetanina, N-metillaurotetanina, isoboldina e asimilobina), 1 oxoaporfinico
(liriodenina), 1 proaporfinico (estefarina), 1 benziltetraisoquinolinico (reticulina) e

1 B-carbolinico (tetrahidroharmano).
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Todos os alcaloides s&o descritos pela primeira vez no género
Bocageopsis, sendo o alcaloide tetrahidroharmano descrito pela primeira vez na
ordem Magnoliales.

Esses dados corroboram com o estudo fitoquimico e biologico do
género Bocageopsis, tornando promissora a continuidade do estudo da espécie

Bocageopsis pleiosperma Maas, bem como as demais espécies desse género.
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8. ANEXOS 1 (Espectros de RMN de !H e mapas de contornos
HSQC e HMBC)
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Figura 133: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDClz) da amostra BpF3.
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Figura 134: Mapa de contornos HSQC (600 MHz, CDCI3) da amostra BpF3.
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Figura 135: Mapa de contornos HMBC (600 MHz, CDClz) da amostra BpF3.
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Figura 136: Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCls) da amostra BpF13.
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Figura 137: Mapa de contornos HSQC (600 MHz, CDClz) da amostra BpF13.

Lo

8 7 6 5 4 3 2 1 0
Figura 138: Mapa de contornos HMBC (600 MHz, CDCI3) da amostra BpF13.

50

100

150

205



elzalina_Fr15.0Q3-8SDROFORM-d @
DOTMOSTULULSOANLOOOMS AN OO0 OAOALOLO OO N O (2] (2] © o n o
MNOOOAOODOMANTOO NN OO~ OO OAO0OO 0 W <t 00 mn N n [e0) [ Ne)
CONMAONNNNDINM AN CORNOREOOILIMM A © © o @ SS9
[ A A N . TLOONONNMOMMMMMM o~ — —
(SRR S SRS S is i i CELERCOEEEE ¢ 717 7T R
0.07 3
0.06
0.05
0.04
0.03 3
0.02 3
E |
0.01 3
7 |
E I Iy !
i! ' | |||'|

1'W‘W‘WWW‘WTW
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 O
Figura 139: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCls) da amostra BpF15.
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Figura 140: Mapa de contornos HSQC (600 MHz, CDCIlz) da amostra BpF15.
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Figura 141: Mapa de contornos HMBC (600 MHz, CDClIs) da amostra BpF15.
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Figura 142: Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCls) da amostra BpF11.
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Figura 143: Mapa de contornos HSQC (600 MHz, CDCI3) da amostra BpF11.
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Figura 144: Mapa de contornos HMBC (600 MHz, CDClIs) da amostra BpF11.
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Figura 146: Mapa de contornos HSQC (600 MHz, CDCI3) da amostra BpF6.
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Figura 147: Mapa de contornos HMBC (600 MHz, CDClz) da amostra BpF6.
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Figura 148: Espectro de RMN de !H (600 MHz, CDCls) da amostra BpF9.
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Figura 149: Mapa de contornos HSQC (600 MHz, CDCI3) da amostra BpF9.
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Figura 150: Mapa de contornos HMBC (600 MHz, CDCls) da amostra BpF9.
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Figura 151: Espectro de RMN de H (600 MHz, CDClz) da amostra BpF4.
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Figura 152: Mapa de contornos HSQC (600 MHz, CDClz) da amostra BpF4.
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9. ANEXOS 2 (Publicacgdes)

Natural Product Research, 2015 Taylor &Francis
http://dx.doi.org/10.1080/14786419.2014.996148 Taylor & Francis Croup

SHORT COMMUNICATION

Chemical composition and antimicrobial evaluation of the essential oils
of Bocageopsis pleiosperma Maas

Elzalina R. Soares”, Felipe M.A. da Silva™*, Richardson A. de Almeida®, Bruna R. de Lima®,
Hector H.F. Koolen®, Caroline C. Lourengo®, Marcos J. Salvador®, Adriana Flach®,

Luiz Antonio M. A. da Costa®, Antonia Q.L. de Souza®, Maria L.B. Pinheiro® and Afonso
D.L. de Souza®

“Departamento de Quimica, Universidade Federal do Amazonas, 69077-000 Manaus, AM, Brasil;
PInstituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas, 13083 970 Campinas, SP, Brasil; “Instituto de
Biologia, DBV, Universidade Estadual de Campinas, 13083-970 Campinas, SP, Brasil; "Depanamemo de
Quimica, Universidade Federal de Roraima, 69304-000 Boa Vista, RR, Brasil; “Faculdade de Ciéncias
Agrdrias, Universidade Federal do Amazonas, 69077-000 Manaus, AM, Brasil

(Received 4 August 2014; final version received 4 December 2014)

Essential oils from the leaves, twigs and barks of Bocageopsis pleiosperma Maas were
obtained by using hydrodistillation and analysed by using gas chromatography coupled
1o mass spectrometry. Several compounds (51) were detected and identified. being
B-bisabolene the main component in all aenal parts of the plant. with higher
concentration in the leaves (55.77%), followed by barks (38.53%) and twigs (34.37%).
In order to increase the biological knowledge about the essential oil of Bocageopsis
species. antimicrobial activities were evaluated against the microorganisms
Escherichia coli. Staphylococcus epidermidis. Enterobacter aerogenes. Candida
tropicalis. Candida dubliniensis. Candida glabrata and Candida albicans. The
essential oil obtained from the barks exhibited a moderate effect against S. epidermidis
ATCC 1228 (MIC = 250 pg/mL). while the other oils did not exhibit antimicrobial
activity. These results represent the first report about the chemical composition of
B. pleiosperma and the first antimicrobial evaluation with a Bocageopsis species.

Keywords: Annonaceae: Bocageopsis pletosperma: essential oil: antimicrobial
evaluation

*Corresponding author. Email: felipesaquarema@bol.com.br: felipemas@ufam.edu.br
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Direct Infusion ESI-IT-MS» Alkaloid Profile and
Isolation of Tetrahydroharman and Other
Alkaloids from Bocageopsis pleiosperma Maas
(Annonaceae)

Elzalina R. Soares,® Felipe M. A. da Silva,®* Richardson A. de Almeida,®
Bruna R. de Lima,? Francinaldo A. da Silva Filho,® Andersson Barison,”
Hector H. F. Koolen,* Maria Ltcia B. Pinheiro® and Afonso D. L. de Souza®

ABSTRACT:

Introduction - The Annonaceae family s known as a promising abundant source of secondary metabolites, especialy
annonaceo us acetogenins, terpenoids and isoquinoline-derived akal oids Although widely investigated from the phytochemica
viewpoint, this family still presents some largely unexplored genera, eg. the Bacageopsis

Objective~- To investigate the alkaloid content of Bocageopsis pleiosperma Maas using direct infusion electrosprayionisation ion
trap tandem mass spectrometry (ES-IT-MS”) analyds.

Method olo gy - Dichl oromet hane extracts of aeria p arts were subjected to acid-base p artitioning to yield the alkaloi dal fractions.
These fractions were analysed by direct infusion into a (+ESHT-MS” system. The akaloidal fraction from the leaves was adso
obtained on a large scale and sub jected to chromatographic separation.

Results - The tentative MS"-based identification of akaloids in leaves, twigs and trunk bark showed that aporphine alkaloids
were restricted to the leaves and twigs, tetr sh ydroprotoberberine alka oids were only found in the twigs and trunk bark while
benxylisoquinoline alkaloids were found in the leaves, twigs and trunk bark Chromatographic separation of the leof alkaloida
frac tion yielded the aporphine alkaloids nornuciferine, asimi obine and isoboldine, the B-arboline akaloid tetrahydroharman
and some mixtures containing benxylisoquinoline and aporphine alkaloids, all described for the first time in the Bocageopss
genus, Furthermore, tetrahydroh arman has not previoudy been reported in the Magnokales order.

Condusion - Direct infusion ESHT-MS" analysis of alkal oids allowed fast recognition of alkaloidal d asses previoudy reported in
the Annonaceae family, aiding the chromatographic step and allowing a selective solation of compounds prevously not
identified in the Bocageopsis genus. Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.

215



