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RESUMO

O género Annona L. com cerca de 166 espécies, pertencente a familia Annonaceae, €
considerado o mais importante da familia em razdo do valor econdmico de seus frutos
comestiveis, bem como das propriedades medicinais de varias de suas espécies. Embora
seja um género com muitos estudos, ha espécies ainda desconhecidas do ponto de vista
guimico e biologico. Dentre estas encontra-se a Annona neoinsignis H. Rainer (sinonimia
Rollinia insignis R. E. Fries), que produz frutos amarelos quando maduros e com a casca bem
crespa, com varias sementes e polpa de sabor agradavel. Desse modo, neste trabalho foi
realizado o estudo fitoquimico das folhas de A. neoinsignis direcionado para a investigacao
da citotoxidade in vitro dos extratos, fracdes, 6leo essencial e substancias isoladas. O estudo
da frag&o alcaloidica resultou no isolamento e na caracterizacdo de seis alcaloides contendo
0 esqueleto isoquinolinico e uma lactona. Para o isolamento destes foram empregadas
técnicas cromatogréficas classicas, como CC e CCDP e, para a identificacdo estrutural foram
usadas técnicas espectroscopicas (RMN de H e *C 1D/2D) e espectrométricas (EM). A
extracdo do Oleo essencial das folhas foi realizada em seis periodos diferentes, sendo obtido
por hidrodestilacao e seus constituintes quimicos determinados e quantificados por CG-DIC
e CG-EM. Os alcaloides isolados e identificados pertencem as classes dos oxoaporfinos
(liriodenina e lisicamina), aporfinos (nornuciferina, anonaina e asimilobina) e
tetrahidroprotoberberinos (estefolidina), além de uma lactona (loliolida). O estudo do 6leo
essencial mostrou que o composto majoritario para o periodo de jun/23 foi o germacreno D
(24,11%), para out/24 foi o (E)-cariofileno (26,38%) e para jul/24, jan/25, abr/25 e jul/25 o B-
elemeno foi 0 majoritério representando 29,61%, 24,61%, 30,0% e 27,8%, respectivamente.
A avaliacéo citotdxica in vitro do 6leo essencial de jun/23 apresentou promissora citotoxidade
frente as células tumorais HCT116 e HepG2 com valor de Clso de 28,71 e 27,90 ug/mL,
respectivamente, além de ndo apresentar citotoxidade para células normais e, unido ao
estudo in vitro e in vivo do 6leo de julho/24, pode-se constatar que este foi capaz de causar
morte celular em células de cancer de figado. Além do mais, trés alcaloides apresentarem
atividade citotGxica promissora. Sendo assim, os resultados obtidos encontram-se de acordo
com aqueles descritos na literatura para diversas espécies do género Annona, além de
contribuir para o conhecimento de espécies de Annonaceae do Amazonas. Além disso, todos
os resultados obtidos s&o descritos para primeira vez na espécie indicando mais uma espécie
de Annonaceae como fonte promissora de substancias citotoxicas contra linhagens de células

tumorais humanas.

Palavras-Chave: Annona neoinsignis; Annonaceae; Oleo essencial; Alcaloides; Citotoxidade.



ABSTRACT

The genus Annona L., with approximately 166 species, is part of the Annonaceae
family and is regarded as the most significant within this family due to the economic
value of its edible fruits and the medicinal properties of several species. Despite being
well-studied, there are still some species that remain unexplored from both chemical
and biological perspectives. One such species is Annona neoinsignis H. Rainer
(synonym: Rollinia insignis R. E. Fries), which produces yellow fruits when ripe. These
fruits have a very rough skin, contain several seeds, and feature a pleasantly flavored
pulp. This study focused on the phytochemical examination of A. neoinsignis leaves,
particularly evaluating the in vitro cytotoxicity of extracts, fractions, essential oil, and
isolated compounds. The analysis of the alkaloid fraction resulted in the isolation and
characterization of six alkaloids that contain an isoquinoline skeleton, along with one
lactone. For the isolation of these compounds, classical chromatographic techniques
such as column chromatography (CC) and thin-layer chromatography (TLC) were
utilized. Structural identification was conducted using spectroscopic techniques
(1D/2D 'H and 3C NMR) and spectrometric techniques (MS). The essential oil was
extracted from the leaves during six different time periods using hydrodistillation, and
its chemical constituents were identified and quantified using gas chromatography with
flame ionization detection (GC-FID) and gas chromatography-mass spectrometry (GC-
MS). The isolated and identified alkaloids belong to various classes: oxoaporphines
(liriodenine and lysicamine), aporphines (nornuciferine, anonaine, and asimilobine),
and tetrahydroprotoberberines (stepholidine), along with a lactone (loliolide). The
essential oil study showed that the major compound for the June/23 period was
germacrene D (24.11%), for October/24 was (E)-caryophyllene (26.38%), and for
July/24, January/25, April/l25, and July/25, the major compound was B-elemene,
representing 29.61%, 24.61%, 30.0%, and 27.8%, respectively. The in vitro cytotoxic
evaluation of the June/23 essential oil showed promising cytotoxicity against HCT116
and HepG2 tumor cells with I1Cso values of 28.71 and 27.90 ug/mL, respectively, while
showing no cytotoxicity against normal cells. Combined with the in vitro and in vivo
studies of the July/24 oil, it was found that the latter was capable of inducing cell death
in liver cancer cells. Furthermore, three alkaloids demonstrated promising cytotoxic
activity. Therefore, the results obtained are in agreement with those reported in the

literature for several species of the Annona genus and contribute to the knowledge of



Annonaceae species from the Amazon. Additionally, all the results reported here are
described for the first time for this species, indicating yet another Annonaceae species

as a promising source of cytotoxic substances against human tumor cell lines.

Keywords: Annona neoinsignis; Annonaceae; Essential oil; Alkaloids; Cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais como medicamento representa a técnica mais
antiga na medicina tradicional em todo o mundo durante séculos (Marrelli, 2021; Attiq
et al., 2017). Diversas partes das plantas, como folhas, sementes, cascas e frutos
ainda sao utilizadas tradicionalmente, as quais sdo submetidas a diferentes métodos
de preparagdo tais como, infusdes, pastas e decocg¢des, empregadas como
medicamento para o tratamento de véarias doencas (Al Kazman; Harnett; Hanrahan,
2022).

As plantas sdo produtoras de uma variedade de moléculas bioativas, sendo
utilizadas como fonte de agentes medicinais. A partir disso, e com o desenvolvimento
da ciéncia quimica e da farmacognosia, foi possivel o isolamento de produtos
guimicos a partir de plantas medicinais. Como exemplo, tem-se a morfina,
originalmente isolada da Papaver somniferum L. pelo farmacéutico aleméao Friedrich
Wilhelm Adam em 1804, sendo este alcaloide ainda utilizado até os dias atuais para
tratamento de dor crbnica, especialmente em pacientes terminais com cancer
(Barreiro; Bolzani, 2009). Outro exemplo refere-se a quinina, isolada da Cinchona
officinalis L. pelo farmacéutico francés Peletier e Caventou em 1920, em que estudos
posteriores ratificaram os efeitos terapéuticos referentes a quinina e seus derivados,
a qual inclui atividades antiparasitarias, antibacterianas, antivirais, antifingicas e
anticancer (Saranraj et al., 2016; Kacprzak, 2013; Mohammadi; Niarak, 2023) (Figura
1).

= H
H2C/
NCH 4
H Nx
HO
Dal :
H3CO X
O
HO OH
=
N
morfina quinina

Figura 1. Estrutura quimica da morfina e quinina.
Fonte: Autora (2025).
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As atividades biolégicas apresentadas pelas plantas medicinais geralmente
decorrem da presenca de metabdlitos especiais (anteriormente chamados de
metabdlitos secundarios) (Frank, 2020). Inicialmente, estes compostos eram
conhecidos por serem sintetizados pela planta como forma de defesa contra
predadores e atracdo de polinizadores, posteriormente, com o desenvolvimento de
pesquisas, foi constatado que inumeros metabodlitos especiais sdo capazes de
proteger os humanos contra uma variedade de doencgas. Os metabdlitos especiais
podem ser classificados como terpenos, flavonoides, alcaloides, lignoides,
fenilpropanoides, compostos fendlicos, quinonas, acidos graxos, entre outros, 0s
guais exibem propriedades biologicas, como atividade antioxidante, antimicrobiana e
antitumoral, além de serem considerados protetores e preventivos contra doencas
degenerativas, tais como, o0 envelhecimento, Alzheimer, distirbios

neurodegenerativos, aterosclerose e inflamacéo (Dewick, 2009; Saranraj et al., 2016).

O cancer é uma patologia que causa alteracdes fisiopatolégicas no estagio de
divisdo celular e que possui alto indice de mortalidade, o qual vem aumentando ano
apos ano por todo o0 mundo. A recente estimativa para o ano de 2020, realizada pelo
Observatério Global de Céancer (GLOBOCAN), indica que ocorreram,
aproximadamente, 19,3 milhdes de incidéncias e 10 milhbes de mortes por cancer.
Para o Brasil, a estimativa de novos casos para 2023 foi de mais de 239 mil para
homens e 244 mil para mulheres (exceto pele ndo melanoma), sendo 0s canceres
mais incidentes o de préostata, mama feminino e o de coélon e reto. Como
consequéncia, hd um crescente interesse no desenvolvimento de novos produtos
farmacéuticos com potencial atividade anticancer (Chhikara; Parang, 2023; INCA,
2022).

Os metabdlitos especiais de diferentes fontes e estruturas derivadas deles ou
um “farmacéforo” desempenham um importante papel na descoberta e
desenvolvimento de medicamentos baseados em produtos naturais. Entre 0os anos de
1946 e final de 2019, foram desenvolvidas 321 moléculas com atividade antitumoral,
dentre as quais 79% (206) sdo derivadas ou inspiradas em produtos naturais.
Ademais, até o final de 2017, moléculas derivadas de produtos naturais ocupavam as
posicdes 1 e 4 no ranking de medicamentos mais vendidos no EUA (Newman; Cragg,
2020).
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A regido Amazbnica abrange uma area de sete milhdes de quildmetros
guadrados, a qual abriga a floresta amazonica, o ecossistema mais abundante do
mundo, com aproximadamente 16 mil espécies de plantas catalogadas (Lima Barros
et al., 2022). Dentre elas, encontra-se a familia Annonaceae, com grande importancia
econdmica, dos quais seus frutos sdo empregados na culinaria, sua madeira € leve e
duravel, sendo usado para suprir diferentes necessidades humanas, como na
construcdo de casas, navios e barcos, moéveis, utensilios domésticos, implementos
agricolas, compensados e lenha, além das diversas atividades farmacoldgicas
apresentadas pelos metabdlitos especiais, sobretudo os alcaloides, terpenos,
acetogeninas, flavonoides e 6leos essenciais produzidos pelas espécies desta familia
e que inspiram novos medicamentos (Al Kazman; Harnett; Hanrahan, 2022;
Handayani; Yuzammi, 2021; Menezes et al., 2021).

Assim, constata-se 0 potencial quimico-farmacolégico das espécies de
Annonaceae, das quais muitas espécies ainda ndo possuem estudos relatados na
literatura. Dentre estas espécies, encontra-se a Annona neoinsignis H. Rainer, a qual
nao apresenta registros de estudos nas bases de buscas disponiveis. Dessa forma, o
presente trabalho tem como proposta a investigacao fitoquimica e atividades
bioldgicas dos extratos brutos, fragdes, substancias isoladas, e do dleo essencial das
folhas de A. neoinsignis, afim de contribuir para o conhecimento quimico e biolégico

das anonaceas do Amazonas.

Importante salientar que este trabalho ndo esta limitado apenas a descoberta
e caracterizacdo de compostos bioativos de plantas endémicas da regido amazonica,
mas encontra-se também, em concordancia com os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS). Desse modo, a bioprospeccdo de novas plantas para uso na
medicina, bem como, o descobrimento de compostos que apresentem acao contra
doencas, estdo diretamente ligadas o ODS 3 (Saude e Bem-Estar), enquanto a
adocdo de métodos de extracdo e analise que minimizam o impacto ecoldgico,
contribui para o ODS 12 (Consumo e Producédo responsaveis), reduzindo a geracao
de residuos e, consequentemente, diminuicdo dos impactos negativos sobre a saude
humana e o meio ambiente. A0 mesmo tempo, o desenvolvimento de técnicas
sustentaveis compreende as ODS 13 (Combate as altera¢ges climaticas) e ODS 15
(Vida sobre a terra) e, ao considerar 0s conhecimentos tradicionais no

desenvolvimento da pesquisa cientifica, estabelecendo parcerias entre comunidades
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locais e instituicbes de pesquisa, estimulam os ODS 9 (Industria, Inovacdo e
Infraestrutura) e 17 (Parcerias e Meios de Implementacéo). Nesse sentido, a pesquisa
colabora tanto para o conhecimento farmacol6gico como para o desenvolvimento
sustentével, evidenciando como a ciéncia pode ser considerado como um incentivador

na transformacéo social e ambiental (Kumar et al., 2021).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Familia Annonaceae

Annonaceae Juss. representa uma das maiores familias das Magnoliales, a
gual € composta por arvores, arbustos e raramente lianas, compreendendo cerca de
122 géneros e 2440 espécies (Rangel et al.,, 2024; Guo et al., 2017). Possui
distribuicdo tropical e subtropical, presente em varios continentes como Asia,
Australia, Africa, América do Sul e Central (Figura 2). No Brasil, sdo descritas mais de
385 espécies distribuidas em 31 géneros, com 268 espécies ocorrendo na regido
amazonica e 98 espécies com ocorréncia na Mata Atlantica (Cascaes et al., 2021,

Annonaceae in Flora e funga do Brasil; Al Kazman; Harnett; Hanrahan, 2022).

Espécimes de Meridiano Principal Tipos de Bioma: Desert? . Florestas temperadas
Annonaceae Equador Pradaria/Campina Taiga
Trépico de Cancer B Florestas Tropicais Tundra

Trépico de Capricérnio

Figura 2. Distribui¢cdo global de Annonaceae com base em 67.966 espécimes.
Fonte: Adaptada de Erkens et al. (2023).

Esta familia € marcada pela presenca de uma pluralidade de caracteristicas
primitivas e arcaicas, as quais induziram a serem definidas por Darwin como “fésseis
vivos”, em virtude de sua capacidade em sobreviver a periodos com grandes riscos
de extingdo (Al Kazman; Harnett; Hanrahan, 2022), fato que condiz com a faclil
adaptabilidade de suas espécies as mudancas das condi¢cfes edafocliméticas, como
o clima, temperatura, umidade do ar, entre outros. De modo geral, as anonaceas

possuem casca fibrosa e aromatica, folhas alternadas, disticas e inteiras com frutos
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constituidos de monocarpos livres ou fundidos de um para muitos. Além disso, muitas
espécies de Annonaceae produzem frutos comestiveis, dos quais sédo cultivados em
hortas comerciais ou apanhados de modo extrativista, evidenciando a importancia

econOmica desta familia (Erkens et al., 2023; S&o José et al., 2014).

Espécies de Annonaceae sdo comumente utilizadas no tratamento de doencas,
em que diferentes partes das plantas, incluindo folhas, sementes, cascas, frutos,
caules, raizes e galhos sdo empregadas na medicina tradicional. A titulo de exemplo,
no Brasil, o fruto de Annona dioica St. Hill € usada para cicatrizacdo, enquanto a
mistura dos extratos das folhas e dos galhos de Duguetia chrysocarpa Maas sdo
empregadas no tratamento de Ulceras gastrointestinais, sendo também usado como
remédio para doencas intestinais. Na Indonésia, as folhas secas de Annona muricata
L. sdo usadas por via oral para efeito analgésico, enquanto em Burkina-Faso (Africa),
sua casca e raizes sao usadas para tratar disenteria, além de ser considerado um
medicamento anti-helmintico (Al Kazman; Harnett; Hanrahan, 2022). Na regiao
amazonica, Africa, América Central, india e Malasia, tem sido relatada espécies do
género Annona e Xylopia que possuem atividade antimalarica, por exemplo, a Xylopia
aromatica (Lam.) Mart. usada por populacdes locais de Brasilia para o tratamento

desta doenca (Frausin et al., 2014).

2.2.Aspectos farmacoldgicos da familia Annonaceae

O crescente interesse em estudar as plantas de Annonaceae é devido a
abundancia estrutural e atividades biolégicas demonstradas por seus metabdlitos
especiais (Handayani; Yuzammi, 2021). Estudos recentes com espécies dessa familia
tém corroborado com tais afirmacdes. Os 6leos essenciais de Annonaceae exibem
propriedades anticancerigenas significativas, a exemplo, o 6leo essencial de Guatteria
friesiana (W. A. Rodrigues) Erkens & Maas que apresentou atividade antitumoral in
vitro e in vivo, e o0 6leo da Duguetia gardneriana Mart. mostrou ser capaz de inibir
células de melanoma em camundongos (Lima Barros et al., 2022). Assim como, 0S
Oleos essenciais das folhas de Monodora myristica (Gaertn.) Dunal e dos frutos de
Xylopia parviflora Spruce e Xylopia aethiopica A. Rich. possuem atividade antifungica
promissora frente as cepas de Candida albicans (ATCC24433), Candida parapsilosis

(ATCC22019) e Cryptococcus neoformans (IP95026), além de inibirem a proliferacéo
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de células cancerigenas de cancer de mama (MCF-7) (Bakarnga-Via et al., 2022).
Extratos vegetais das folhas de Annona coriacea Mart., Duguetia lanceolata A.St.-Hil.
Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.) Saff, Guatteria australis A.St.-Hil apresentaram
promissora atividade antimalarica in vitro frente as cepas de Plasmodium falciparum
(Frausin et al., 2014). Em relacdo as substancias isoladas, as acetogeninas
annocherimolina e annomolina, isoladas das sementes da Annona cherimola Mill.
mostraram-se citotoxicas contra linhagens de células de cancer de mama (MCF-7) e
célon (HT-29) e contra a linhagem de células tumorais de préstata humana (PC-3),
respectivamente (Biba et al., 2014). Ainda, os diterpenos &cido caurenoico e acido
xilopico, presentes em diversas espécies de Annonaceae, apresentam diferentes
atividades bioldgicas, como atividade anti-inflamatéria, antifingica, leishmanicida e
hepatoprotetora para o acido caurenoico e atividade antimalarica, antimicrobiana,

antiproliferativa e analgésico para o acido xilépico (Ibrahim et al., 2023) (Figura 3).

OH OH OH

(H,©0)10
annocherimolina
CH (acetogenina)
3
OH OH :
_(CHp) 0

OH OH (@)

annocherimolina
(acetogenina)

acido caurenoico acido xilopico
(terpeno) (terpeno)

Figura 3. Estrutura quimica das acetogeninas e diterpenos isolados de espécies de Annonaceae.
Fonte: Autora (2025).
A tabela a seguir descreve algumas espécies da familia Annonaceae e seus
respectivos usos medicinais e atividades farmacolodgicas.
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Tabela 1. Espécies de Annonaceae usadas na medicina tradicional e suas respectivas atividades

biolégicas segundo a literatura.

- Parte da Atividade a
Espécie Uso popular P Referéncia
planta farmacolbgica
- Tratamento de
feridas, Ulceras,
tuberculose,
reumatismo,
Annickia infeécgglfj?:[rato Analgésica, anti- Bele et al.,
chloranta (Oliv.) Casca cao g 1 inflamatéria e ndo  2011%; Mezui
urinario N )
Setten & Maas . ulcerogénica et al., 2022-.
- Antipirético no
tratamento de
febre!
- Contra vbmitos
e fadiga!
Tratamento de
Fruta e bronquite, asma .
Xylopia Casca e dores o _ Ekrhlrhle, .
aethiopica estomacais? An_algesmap_ azntl- Moke, 2014I ;
A Rich. rave Tratamento de inflamatéria Enezrgise;t al.,
feridas?® :
Sementes Vermifugo?!
. Tratamento de
Duguetia malaria e Rangel et al
staudtii (Engl. & Casca Anti-inflamatéria g "
: problemas 2024
Diels) S
respiratorios
Antibacteriano, Continua. ..
Polyalthia f ?)ntlflénglco, Handayam;
longifolia ebre, doencas Hipotensor e Anti- Yuzammi,
Casca de pele, , - 2021%; Katkar
(Sonn.) . hipertensivo | 5.
Thwaites .dlabeteNS, e@ al., 20107
hipertenséao e Vieira, 20223
helmintiase'?
Tratamento de Antinociceptiva,
Dennettia Folhas e febre, tosse, anti-inflamatoria, Muhammed
tripetala Barker sementes asma, dor de antioxidante, etal 2021
F. dente e antimicrobiana, "
reumatismo inseticida
Tratamento de
Xylopia Frutos e . do_en(;as . R'be'rf’
. digestivas, efeito o o, 2016%;
aromatic (Lam.) outras . Antimicrobiana .
Mart artest carminativo, Nascimento
' P estimulante e etal., 20182
diurético’
Al Kazman;
Duguetia Tratamento de Harnett
Folhas e , . . ) Hanrahan,
chrysocarpa Ulceras Antinociceptiva L
galhos . Y 20224,
Maas gastrointestinais )
Almeida et
al., 2012?
. Efeito
Guatteria 5 o . N Rabelo,
boliviana Winkl Casca Antltermlcole Antiparasitaria 2008%:
Vermifugo
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Mabhiou et al.,

20002
Rabelo,
Guatteria Casca do Efeito inseticida Antiparasitaria e 2008%;
foliosa Benth. caule? e antiparasitario* antiviral? Mabhiou et al.,
19942

123 Relagdo das informacdes descritas na tabela e suas respectivas referéncias.

Em

Annonaceae, os alcaloides e o0s

relacdo aos metabdlitos especiais sintetizados por

espécies de
terpenos representam as classes de compostos

majoritarios. Os alcaloides presentes sdo isoquinolinas, porém os principais nucleos

precursores sao: isoquinolina simples, aporfina, proaporfina, belzilisoquinolina,

protoberberina e fenantreno. Os terpenos estdo presentes em todas as subclasses

(monoterpenos, diterpenos, sesqu

classe dos diterpenos. Os esquel

iterpenos e triterpenos) com maior ocorréncia da

etos de diterpenos mais comuns sdo os do tipo

caurano, labdano, traquilobano e atisano (Figura 4) (Menezes et al., 2021).
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protoberberino
(alcaloide)

labdano
(diterpeno)

Figura 4. Estrutura quimica geral dos
diterpernos mais comu

Fonte: Adaptada de Araujo et al (2020),

I
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(alcaloide)
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traquilobano
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alcaloides derivados do esqueleto isoquinolinico e dos
ns encontrados na familia Annonaceae.
Singh et al (2021), Bailly (2024) e Menezes et al (2021).
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2.3.Género Annona

2.3.1. Aspectos Gerais

O género Annona é considerado o segundo maior género pertencente a familia
Annonaceae, compreendendo cerca de 166 espécies, sendo encontrada na Africa
tropical e subtropical, Madagascar, México, América Tropical, Asia e no Territorio do
Norte e Queensland, localizado na Australia. O nome ‘Annona’ é derivado da palavra
‘anon’, do latim, o qual significa ‘produgcdo anual’ (Amala; Joseph, 2021). Nesse
sentido, este género € conhecido como 0 mais importante dentre as anonaceas devido
aos seus frutos comestiveis de grande valor econdmico, destacando-se a A. muricata

(“graviola”), Annona squamosa L. (“fruta do conde”), Annona reticulata L. (“pinha”) e

Annona crassiflora Mart. (“araticum”) (Figura 5) (Al Kazman; Harnett; Hanrahan, 2022;
Yassin et al., 2025; Joseph; Dev; Kanchana, 2023).

Figura 5. Frutos da A. muricata (graviola), A. squamosa (fruta do conde), A. reticulata (pinha) e A.
crassiflora (araticum), da esquerda para a direita, respectivamente.
Fonte: https://www.nparks.gov.sg/florafaunaweb; https://vgrgardens.com/;

https://frutosatrativosdocerrado.bio.br/. Acesso em: 12 de fevereiro de 2025

As espécies pertencentes ao género Annona séo classificadas como arvores
ou arbustos, sendo a maioria moderadamente ereta, com casca cinza ou marrom
escura e altura podendo variar de 5 a 11 metros. O sistema radicular € composto por
uma raiz principal pouco pronunciada e muitas raizes laterais finas. A sua folhagem
possui margens lisas ordenadas alternadamente em duas fileiras ao longo dos caules,
sendo as laminas das folhas finas, macias e peludas. Em geral, as flores séo
perfumadas, arranjadas em forma circular de dois verticilos, seis pétalas e trés sépalas
verdes. Seus polinizadores naturais sdo 0s besouros, 0s quais sao atraidos pelo odor
adocicado das flores e, apos a fertilizacdo, um anico fruto com varios sincarpos é
produzido por flor, em que cada sincarpo é constituido de apenas uma semente. A

guantidade de frutos, tamanho e formato depende da polinizagcdo por insetos e, a
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polpa destes frutos comestiveis sao ricas em vitaminas, minerais e fibras alimentares
(Al Kazman; Harnett; Hanrahan, 2022; Joseph; Dev; Kanchana, 2023).

2.3.2. Aspectos quimicos

2.3.2.1. Constituintes Quimicos

Do ponto de vista fitoquimico, as espécies do género Annona sdo marcadas
pela presenca de diferentes classes de metabdlitos especiais, dentre elas, encontram-
se os alcaloides, terpenoides, flavonoides, compostos fendlicos, acetogeninas e
acidos graxos. Além do mais, a polpa das frutas de espécies de Annona sao uma fonte
importante de acucar, minerais, vitaminas e compostos fendlicos, podendo ser
encontrados até 3 g de compostos fendlicos para cada 100 g de polpa. Entre estas
classes, as acetogeninas sdo consideradas substancias caracteristicas da familia
Annonaceae, e os alcaloides sdo os mais frequentemente relatados para espécies
pertencentes a este género (Anaya-Esparza et al., 2020; Joseph; Dev; Kanchana,
2023; Nugraha et al., 2019).

O estudo de alcaloides tem crescido expressivamente desde o isolamento do
primeiro deles, a anonaina, isolada a partir das cascas de A. muricata, em 1931
(Nugraha et al., 2019). Os alcaloides mais abundantes em plantas do género Annona
sdo, principalmente, os derivados do esqueleto isoquinolino, destacando-se as
classes dos benzilisoquinolinos (A), os aporfinos (B) e oxoaporfinos (C) (Figura 6)
(Brar et al., 2014).
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Figura 6. Estruturas quimicas de alguns alcaloides reportados em espécies de Annona.
Fonte: Autora (2025).

O precursor biossintético dos alcaloides isoquinolinicos € o aminoacido
aromatico tirosina e, a formacéo destes compostos pode ser simplificada em trés fases
principais. A primeira € a formacéao do alcaloide benzilisoquinolinico (S)-norcocalurina,
por meio da condensacao e ciclizacdo entre a dopamina e 4-hidroxifenilacetaldeido,
ambos derivados da tirosina. Em seguida, a (S)-norcocalurina sofre reacoes
enzimaticas de hidroxilacdo e metilacdo, gerando ao final a (S)-reticulina, a qual é o
intermediario comum na biossintese de grande parte dos esqueletos isoquinolinos.
Por fim, a (S)-reticulina sofre transformacao através de reacfes enzimaticas do tipo
acoplamento C-C ou C-O, levando a formacao de algumas classes de alcaloides,
como os benzilisoquinolinos, protoberberinos e aporfinos (Figura 7) (Plazas et al.,
2022; Ramawat, 2019).
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Figura 7. Biossintese dos principais alcaloides do tipo isoquinolinos.

NCS: (S)-norcoclaurina sintase, 6’0OMT: norcoclaurina 6-O-metiltransferase, CNMT: coclaurina N-
metiltransferase, NMCH: N-metilcoclaurina-3-hidroxilase, 4’OMT: 3-hidroxi-N-metilcoclaurina-4-O-
metiltransferase.

Fonte: Adaptada de Dewick (2009); Plazas et al. (2022) e Ramawat (2019).

Muitas classes e subclasses de alcaloides contém um nucleo de isoquinolina
simples, os quais séo classificados de acordo com sua complexidade estrutural
(Figura 8) (Ramawat, 2019). Além disso, é importante salientar que o0s
benzilisoquinolinos s&o derivados dos benziltetrahidroisoquinolinos, no entanto,

muitos trabalhos ainda se referem a estas subclasses como sendo as mesmas.
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Figura 8. Classificacdo esquematica dos principais alcaloides do tipo isoquinolinos
encontrados em Annonaceae (R = -H ou -CHs).
Fonte: Adaptada de Plazas et al. (2022) e Ramawat (2019).

Os alcaloides anonaina, asimilobina, liriodenina e reticulina tém sido descritas
em uma variedade de espécies de Annona, dentre elas estdo a A. atemoya Mabb., A.
foetida Mart., A. glabra L., A. mucosa Jacq., A. reticulata e A. squamosa. Por esta
razao, estes alcaloides sdo frequentemente sédo considerados como marcadores

quimiofenéticos do género (Brar et al., 2014; Anaya-Esparza et al., 2020).

Além dos alcaloides, o interesse em acetogeninas presentes em espécies de
Annona também cresceu desde quando estas foram identificadas e relacionadas a
atividades antitumorais. As acetogeninas sdo uma classe de metabolitos secundarios
provenientes da via do policetideo, em que estas sdo caracterizadas por uma
combinacdo de &cidos graxos de cadeia longa (C-32 ou C-34) contendo anéis de

tetrahidrofurano (THF), juntamente com uma unidade 2-propanol em C-2, formando
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um anel ylactona o,p-insaturado terminal substituida por um grupo metil, além de
varios grupos hidroxila, acetoxila e acetona ao longo de uma cadeia linear e alifatica
de hidrocarbonetos. Ademais, as acetogeninas de anonaceas podem ser classificadas
de acordo com suas estruturas centrais, principalmente, com relagéo as posi¢cdes dos
anéis THF (Figura 9) (Barbalho et al., 2012; Neske et al., 2020; Mangal; Khan;
Agarwal, 2016).
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Estrutura geral das acetogeninas

OH R OH R
(e} (@) (@]
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. . inear/ sem
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OH OH OH
(e} O
bis-THF néao
adjacente

Figura 9. Estrutura geral das acetogeninas e de diferentes posicdes de anéis tetrahidrofuranos de
acordo com sua classificagéo.
Fonte: Adaptada de Neske et al. (2020); Mangal; Khan; Agarwal (2016) e Spurr; Brown (2010).

Desde a identificacdo da uvaricina, a partir de extratos das raizes de Uvaria
accuminata Oliv. em 1982, varias acetogeninas foram isoladas e identificadas em 16
géneros da familia Annonaceae, onde muitas delas foram relatadas em, ao menos,
20 espécies de Annona. Geralmente, as acetogeninas encontradas em anonaceas
possuem de duas a cinco hidroxilas, sendo uma ou duas delas adjacentes a um a trés
anéis THF e as demais localizadas em outros pontos da cadeia de acidos graxos
(Neske et al., 2020; Mangal et al., 2016) (Figura 10).
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cherimolina-1

Figura 10. Estruturas de algumas acetogeninas frequentemente reportadas em espécies de Annona.
Fonte: Autora (2025).

Os flavonoides, como a catequina, epicatequina e rutina, sao frequentemente
encontrados nas folhas, frutos e sementes, as quais ja foram identificadas em
espécies de A. crassiflora, A. atemoya, A. coriacea e A. muricata (Ramos et al., 2022).
Terpenos, especialmente os do tipo caurano, estdo presentes principalmente nos
frutos, galhos e cascas, como em A. glabra, Annona vepretorum Mart. e A. squamosa
(Al Kazman; Harnett; Hanrahan, 2022; Anaya-Esparza et al., 2020; Dutra et al., 2014)
(Figura 11).
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Figura 11. Estruturas quimicas de flavonoides e terpenos reportadas em espécies de Annona.
Fonte: Autora (2025).

2.3.2.2. Oleo Essencial

Os 6leos essenciais sdo constituidos por metabdlitos especiais volateis,
lipossoluveis e de forte aroma, podendo ser extraidos de diferentes partes das plantas,
como folhas, cascas, galhos, sementes, flores, raizes e caule. No geral, os 6leos
essenciais sdo incolores, entretanto, podem apresentar outras colora¢des, como
verde, laranja ou azul a depender da parte da planta, condicdes de extracdo e/ou
presenca de pigmentos ou outros compostos que favorecem o aparecimento destas
cores. A importancia da producéo de 6leos essenciais pelas plantas esta relacionada
a funcéo de defesa contra pragas e predadores, como também, para atrair insetos,
animais ou passaros que auxiliem na polinizagdo ou disseminagcdo de sementes.
Ademais, devido as propriedades medicinais exibidas pelos Oleos essenciais, estes
tém sido amplamente utilizados pelas industrias farmacéuticas, perfumaria,

cosméticos e de alimentos (Joseph; Dev; Kanchana, 2023; Ben Miri, 2025).

Os o6leos essenciais sao divididos em dois grupos fundamentais: os compostos
oxigenados, 0s quais sdo responsaveis pelo sabor e odor, e os hidrocarbonetos

terpénicos com féormula geral (CsHs)n. Os constituintes quimicos frequentemente
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identificados nos 6leos essenciais sao pertencente as classes dos terpenos (mono e
sesquiterpenos), 0s isoprenoides e compostos aromaticos, os quais ocorrem de
diversas formas quimicas, como aldeidos, cetonas, alcoois, 6xidos, ésteres, aminas,
amidas, fenois, compostos de nitrogénio e enxofre, além dos heterociclos. Os
diterpenos, triterpenos e tetraterpenos sdo encontrados em baixas concentracfes
(Joseph; Dev; Kanchana, 2023; Ben Miri, 2025).

A unidade C5 ativa do isopreno, o isopentenil pirofosfato (IPP), e o seu isobmero
dimetilalil pirofosfato (DMAPP) sé@o os precursores universais de todas as classes dos
terpenos, onde os terpenos e isoprenoides sdo produzidos pelas vias do mevalonato
e MEP (Figura 12) (Rehman et al., 2016; Aqgeel et al., 2023).

Acidos graxos —» Derivados de acidos graxos
(|)| i H3C OH
(0] .
” OPO, PP Monoterpenos (C,,)
OH OH Sesquiterpenos (C
MEP q p (Cis)
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H OH OH OH H 0 X[ Diterpenos (C,,)
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T 1 | Triterpenos (C,,)
HoH oA ooH H OH DMAPP Tetraterpenos (C,,)
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N—C—
— | 3 Comp9§tos
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OH |
Chiquimato N

Aminoacidos
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Figura 12. Rota biossintética simplificada dos principais constituintes quimicos volateis dos 6leos
essenciais.
MEP: 2-metil-eritritol-4-fosfato, IPP: isopentil pirofosfato).
Fonte: Adaptada de Rehman et al. (2016) e Ageel et al. (2023).

No Brasil, dados publicados entre os anos de 2011 e 2021, mostram que a
maior parte dos estudos realizados com 0leos essenciais da familia Annonaceae séo
pertencentes as espécies dos géneros Annona, Guatteria e Xylopia, sendo ainda,
constatado que as coletas do material vegetal ocorreram principalmente nos estados
do Amazonas e Sergipe. Estimativas apontam que foram obtidos aproximadamente

100 constituintes quimicos volateis a partir de 0leos essenciais de anonaceas. Dentre
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estes compostos, aqueles considerados majoritarios foram o (E)-cariofileno,
biciclogermacreno, germacreno D, limoneno, espatulenol, a-pineno, B-pineno e [3-

elemeno (Figura 13) (Cascaes et al., 2021; Joseph; Dev; Kanchana, 2023).
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(E)-cariofileno biciclogermacreno germacreno D limoneno
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espatulenol a-pineno B-pineno B-elemeno

Figura 13. Estruturas quimicas de alguns constituintes majoritarios reportados nos 6leos essenciais
de espécies de Annonaceae, principalmente as pertencentes ao género Annona.
Fonte: Autora (2025).

2.3.3. Aspectos farmacologicos do género Annona

Desde os tempos antigos, espécies de Annona tem sido empregue na medicina
tradicional para o tratamento de uma ampla variedade de doencgas por todo o mundo.
Historicamente, varias partes da planta, o que inclui as folhas, cascas, frutos,
sementes e raizes, sdo submetidas aos métodos de decoccéo, maceracao ou infusédo
para extragédo de seus compostos bioativos, com a finalidade de tratar febre, diarreia,
disenteria, hematuria, uretrite, asma, doencas parasitarias e hepaticas (Joseph; Dev;

Kanchana, 2023; Anaya-Esparza et al., 2020).

Estudos apresentam uma gama de atividades farmacoldgicas para espécies de
Annona, principalmente para as folhas e sementes, as quais incluem propriedades
antibacteriana, antinociceptiva, anticancer, anticonvulsionante, antimalarica, anti-
inflamatodria, antioxidante, anti-leshimania, anti-diarréica, anti-diabética, atuando
também como antidepressivo (Tabela 2) (Al Kazman; Harnett; Hanrahan, 2022;

Anaya-Esparza et al., 2020). As espécies que detém um grande numero de estudos
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sdo A. muricata, A. montana, A. squamosa, A. senegalensis, A. glabra, A. reticulata,

A. cherimola, A. crassiflora e A. coriacea (Quilez et al., 2018).

Tabela 2. Espécies de Annona usadas na medicina tradicional e suas respectivas atividades
farmacolégicas reportadas na literatura.

Espécie Parte da Uso popular Atividade Referéncia
P planta bop farmacolbgica
Tratamento de
estomatite,
neuralgia,
reumatismo, Anti icepti
ohes doresde AeccePive
cabeca, inflargaté’ria Rocha et al.,
furdnculo, antioxidante’ 2021a; Quilez
A. coriaceae dermatite e antitumoral ’ etal., 2018;
. Mart Ulceras anseoll’ticas’ Al Kazman;
) Tratamento antiulcerosas, Harnett;
contra . . ’ Hanrahan,
Sementes ectoparasitas |n_set|c_|d_a, 2022
o leshimanicida e
(ex.: piolho) . :
tripanocida.
p Uso como
Raizes
laxante natural
Cascas Tratamento de
trombose
Tratamento de Antioxidante,
A. dioica A. St. . . antiproliferativa, Quilez et al.,
X Folhas diarreia e - L
Hill. reumatismo anti-inflamatoria e 2018
antiglicémica.
- Tratamento de Antioxidante,
Folhas, febre, doencas antimicrobiana,
A pickelii sementes, de pele, histeria, larvicida,
(f)i%ls) H raizes, feridas, antitumoral, Quilez et al.,
. ) caule, disenteria ansiolitica, anti- 2018
Rainer , : 1
cascas, sanguinea inflamatoria,
frutos - antibactericida e
Anticoncepcional analgélsico
Anticonvulsionante,
antiviral,
antidiabética, anti- Al Kazman;
Tratamento de - i )
, Partes . hipertensiva, Harnett;
A. muricata . diabetes, ; -
aéreas malaria e cancer antimutagénica, Hanrahan,
vasodilatador, 2022
cardio-depressiva e
antiespasmadico
Tratamento de
histeria, . .
Folhas desmaios, A;rﬂlb d"’i‘ggeér tlﬁl:r;a,
A. sguamosa iceras e antioxidante, Bhattacharya;
-9t desinteria . ’ Chakraverty,
Linn. antitumoral,
Tratamento de . ! 2016
Frutos antimalarica e
tumores ) o
Tratamento de antigenotoéxica _
Cascas ra - . Continua...
diarreia
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Raizes

Tratamento de

disenteria
Tratamento de aﬁgﬁ\?ﬁgzgﬁé Cascaes et
A. salzmannii Folhas e diabetes, " : al., 2021%;
larvicida, y
A. DC. cascas tumores e antitumoral e Quilez et al.,
inflamagao? . ) 20187
tripanocida
Al Kazman;
Harnett;
Anticancerigena, Hanrahan,
Tratamento de - - 1
1 anti-inflamatoria, 2022%;
A. glabralL. Folhas febre e . )
reumatismo? antimicrobiana e Cascaes et
antioxidante® al., 20212
Sinchana et
al., 20243
Al Kazman;
Folhas, Harnett;
sementes, . . Hanrahan,
Tratamento para Antitumoral, anti- 1.
A. montana caule, . ) o 2022%;
Macfad. galhos e picada qle cot1>r2a ”.‘f'amaio“f"‘ e3 Cascaes et
suco da e obesidade® hipoglicémica al., 20217
polpa Quilez et al.,
20183
Al Kazman;
Tratamento de Antioxidante, Harnett;
. Folhas, . P .
A. reticulata bronquite, asma analgésica, anti- Hanrahan,
. sementes e . - . o 0y
Linn. frutos e inflamacéo inflamatéria e 2022+,
intestinal' citotoxica? Barbalho et
al., 20122
Al Kazman;
. . Harnett;
A. foetida Mart. Fc(zggzse Trat?gl]o(?;]}o . Anttrlile;sﬁ(;g%r;? € Hanrahan,
P 2022%; Quilez
et al., 20182

123 Relag&o das informagdes descritas na tabela e suas respectivas referéncias.

Os 6leos essenciais exibem numerosas atividades bioldgicas, tais como efeitos
antioxidante, anti-inflamatorio, citotoxico, antibactericida, inseticida e alelopatico. Os
sesquiterpenos, presente em muitos Oleos essenciais, sdo encontrados contendo
diferentes grupos funcionais em sua estrutura, 0 que 0s proporciona propriedades
antifangicas e antibacterianas (Joseph; Dev; Kanchana, 2023). Nesse sentido,
estudos apontam que o Oleo essencial das folhas de A. vepretorum e A. pickelli exibem
promissora atividade antimicrobiana, antioxidante e antitumoral, enquanto que, o 6leo
das folhas de A. sylvatica possui atividades anti-inflamatdria e antiproliferativa, a A.
coriaceae exibe propriedades anti-leishamnia e a A. squamosa apresenta ser

tripanocida e antimalarica (Cascaes et al., 2021).
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As acetogeninas identificadas e isoladas apresentaram efeitos antimicrobiano,
antimalarico, antiviral, anti-helmintico, antiprotozoarios, imunossupressor e pesticidas
(Barbalho et al., 2012). A exemplo, estudos mostram que a anonacina, esquamocina
e cherimolina-1 (Figura 10) possuem significativa atividade antiproliferativa in vitro
frente a linhagem celular de linfoma histiocitico (U-937) (Amala; Joseph, 2021). Outro
exemplo séo os alcaloides e flavonoides, os quais tém sido empregues no tratamento
de pele, vermes intestinais e inflamacdes oculares devido a atividade antibacteriana
demonstrada por muitos deles (Joseph; Dev; Kanchana, 2023). Estudos apontam que
os alcaloides oxoaporfinos liriodenina e lisicamina exibem efeitos antiproliferativos
promissores, enquanto a asimilobina apresenta atividade antioxidante e
antimicrobiana (Figura 6) (Egydio-Brandéo et al., 2017). A Tabela 3 apresenta um
resumo de algumas das atividades bioldgicas reportadas para alcaloides isolados de
espécies do género Annona (Figura 14).

Tabela 3. Atividades biolédgicas reportadas na literatura para alcaloides encontrados em varias
espécies de Annona.

NP Composto Espécie/Parte da Atividade Referéncia
Bioativo planta farmacol6gica
A. foetida (Cascas e _ _ _ .
1] annomontina galhos) Tripanocida e Egydio-Brandao
A. purpurea (Raizes) antileishmania et al., 2017
. : . : Antioxidante e Egydio-Brandéo
[2] discretamina A. pickelli (Cascas) antimicrobiana etal. 2017
- A. montana . Lucio et al.,
[3] atherospeminina A. muricata (Folhas) Sedativo 2015
A. glabra (Folhas)
A. pickelli (Cascas) Inibidor de . ~
[4] anolobina A. coriacea (Folhas) acetilcolinesterase Egé/tdg-Bzrgzgao
A. muricata (Folhas e e antimicrobiana N
sementes)
. A. cherimola (Folhas) . . Lucio et al.,
[5] nornantenina A. sericea (Folhas) Antileishmania 2015
. A. mgncat_a (Frutos) Antileishmania e Lucio et al.,
[6] nornuciferina A. pickelli (Folhas) . .
A. sericea (Folhas) antidepressivo 2015
A. salzmannii Antileishmania, Licio et al
[7] xilopina (Cascas) analgésico e 2015 "
A. montana sedativo
Antitumoral,
A purgtljgﬁ;)(lToda 2 antioxidante, Lucio et al
[8] isocoridina ansr??grfélrzno’ 2015%; Zhou et
A. squamosa (Folhas i o al. Cogpnea...
e caule)! antlp_larr]od_lco e
antiarritmico?
[9] isoboldina A. montana (Cascas)
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A. salzmannii

(Folhas)
A. senegalensis Lucio et al.,
(Caule) 2015

A. sericea (Folhas)
A. cherimola (Folhas)
A. ambotay (Tronco) Antileishmania,

O- : o Lucio et al.,
[10] metilmoschatolina A. foetida (Cascas e CI_tOtOXICfJ e 2015
galhos) tripanocida
A. cherimola Lucio et al.,
(Folhas)? 20151,
[11] lanuginosina Citotéxico? Mohamed;
A. squamosa .
(Folhas)! Hassan;
Ibrahim, 201072
A. foetida (Galhos)
- A. purpurea Anticancer e Lucio et al.,
[12] ~ atehrospermidina A. mucosa (Folhas e citotoxico 2015
sementes)
A. muricata (Folhas)!  Anti-hipertensivo, Lucio et al.,
[13] estefarina A. purpurea (Todas antiviral e anti- 2015%; Hao et
as partes)! envelhecimento? al., 20202
[14] promucosina A. purpurea (Tronco) Lucio et al,
2015
12 Relacdo das informag6es descritas na tabela e suas respectivas referéncias.
B-carbonilico Tetrahldroprotoberberlno Fenantreno Aporfino
H3CO
@g/w N ®
H3CO H3CO
O‘ ’
(2] (3]

Proaporfino Oxoaporfino

[4 OCH,0 H H H OH OCHyH

[5] OCH,OCH, H H H OCH,O H

[6] OCH,OCH,H H H H H H

[10] OCH,OCH,OCH, H H H H H H [1 OCHO H H H OCH; H H

[13] CH, CH, COOCH
P 1) OCHO H H H H OCH, H H [81 OCH;OCH; H CH; H H OCH; OH

14] CH, CH, H
Hal e, cHy [12] OCHO OCH, H H H H H H [9 OH OCHy H CH; H OH OCH; H

Figura 14. Estruturas quimicas de alcaloides isolados de diferentes espécies e partes das plantas
pertencentes ao género Annona.
Fonte: Autora (2025).
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2.4.A espécie Annona neoinsignis H. Rainer

Esta espécie foi originalmente identificada e catalogada como Rollinia insignis
var. pallida R. E. Fries em 1935 e, posteriormente, como Rollinia insignis R. E. Fries
em 1987, ambas localizadas no estado do Amazonas (Mendes-Silva et al., 2020). O
nome adotado e corretamente aceito atualmente é Annona neoinsignis H. Rainer, a
qual é conhecida popularmente como envira-bobd, envireira-bobd, araticum do mato,
cortico e cortica crespa. Esta espécie € muito semelhante as demais pertencentes
ao género, apresentando-se na forma de arvores, sendo facilmente reconhecida por

suas folhas e frutos (Figura 15).

A arvore pode ser cultivada na arborizacdo urbana ou em pracas, devido ao
seu pequeno porte. E indispensavel na recomposicéo florestal, pois seus frutos
alimentam aves e diversos animais terrestres, como pacas, porcos-do-mato, cutias,
antas e iraras. Os frutos sdo muito saborosos para o consumo in natura, embora as
sementes nao se soltem facilmente da polpa. Também podem ser despolpados, com
a polpa sendo congelada para uso futuro ou utilizada imediatamente no preparo de
mousses, sorvetes, massas, recheios de bolos e biscoitos. Além disso, os frutos dessa
espécie possuem casca resistente ao manuseio, 0 que 0s torna muito promissores
para o cultivo por agricultores familiares e a comercializacdo em feiras livres

(colecionando frutas, 2025).

Apesar desta espécie pertencer a um dos maiores géneros da familia
Annonaceae, a busca nos principais bancos de dados, tais como Scinfinder, Scopus,
Web of Science e Google Scholar, apresentou apenas um trabalho referente ao
estudo quimico dos constituintes volateis das flores, realizado por Jirgens; Webber;
Gottsberger (2000). Neste trabalho, o naftaleno foi descrito como sendo o constituinte

volatil majoritario das flores.

Contudo, é possivel verificar que os estudos acerca desta espécie se referem
principalmente as caracteristicas boténicas, ou seja as caracteristicas florais,
encontrando-se ainda uma caréncia de estudos relativos a sua composicédo
fitoquimica e propriedades farmacoldgicas, o que justifica o inicio do estudo desta
espécie neste trabalho direcionado para a investigacéo fitoquimica da composicao
guimica das suas folhas direcionado para a busca de principios ativos com
propriedades citotéxicas contra linhagens de células tumorais humana. Além disso,
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contribuir para conhecimento botanico, quimico e farmacoldgico desta espécie
gerando valor agregado a esta, tendo em vista que a mesma possui ainda frutos
comestiveis que sdo pouco conhecidos que poderiam ser explorados de modo
sustentével pela populacédo local, atrelado ao conhecimento quimico e farmacolégico

proveniente deste trabalho.

Figura 15. Caracteristicas botanicas de A. neoinsignis (a) Arvore; (b) e (c) detalhes das folhas e (d)
botdo de flor.
Fonte: Autora (2025).

3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo Geral

Realizar o estudo fitoquimico das folhas de Annona neoinsignis e investigar o
seu potencial citotoxico contra linhagens de células tumorais humana, contribuindo
assim para o conhecimento quimico e biolégico das espécies de Annonaceae do

Amazonas.

3.2.0bjetivos Especificos

e Extrair o 6leo essencial das folhas de A. neoinsignis e caracterizar por CG-EM,;

e |solar através dos métodos cromatograficos classicos os constituintes quimicos
presentes no extrato metanaolico das folhas de Annona neoinsignis;

e |dentificar os constituintes quimicos isolados por RMN 1D (*H, 13C e 3C-DEPT
135) e 2D (COSY, HSQC, HMBC e NOESY), bem como Espectrometria de
Massas;

e Avaliar a atividade citotdxica contra diferentes linhagens de células tumorais e
ndo tumoral humana do 6leo essencial, dos extratos, fracdes e substancias

isoladas das folhas de A. neoinsignis.
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4. METODOLOGIA

4.1.Cromatografia em coluna (CC)

Os fracionamentos cromatogréficos foram realizados em colunas de vidro
aberta, utilizando como fase estacionaria silica gel 60 com particulas entre 0,060-
0,200 mm (70-230 mesh) da Macherey-Nagel tratada previamente com solucdo de
bicarbonato de sédio 10% (NaHCOs3). A quantidade de silica utilizada na separagéo
cromatografica foi o equivalente a 25 vezes a massa do produto bruto a ser purificado
para o empacotamento da coluna e de 2 vezes para pastilha. O comprimento e o
didmetro das colunas variaram de acordo com as quantidades das amostras a serem

submetidas a cromatografia em coluna.

4.2.Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

As andlises em camada delgada analitica (CCDA) foram realizadas em
cromatofolhas de aluminio de silica gel 60 da Macherey-Nagel, com 0,2 mm de

espessura com indicador de fluorescéncia F254.

4.3.Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

As andlises por cromatografia em escala preparativa foram efetuadas em
cromatoplacas de vidro com dimensdes de 20 x 20 cm e espessura de 1,0 mm. As
placas foram preparadas pesando-se 23 g de silica gel 60 F254 da Macherey-Nagel
em um erlenmeyer, seguido da adi¢do de agua destilada (65 mL) e rigorosa agitacdo
por alguns minutos para obter uma solugdo homogénea. Posteriormente, verteu-se a
solucdo sob a cromatoplaca, dispondo de maneira uniforme e deixada para a
evaporacdo da agua a temperatura ambiente por 72h. Apds este periodo, as
cromatoplacas foram ativadas em estufa a 110 °C por 1h. As cromatoplacas foram
submetidas a luz ultravioleta de 254 nm para a visualizacdo das bandas. As amostras
foram recuperadas utilizando como solventes uma mistura de 9:1 de cloroférmio
(CHCI3) e metanol (CH3OH) ou acetato de etila (AcOEt) e metanol.
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4.4.Gel de silica tratada com NaHCOs3

A silica utilizada no fracionamento cromatografico em coluna aberta foi
previamente tratada com uma soluc¢éo de bicarbonato de sodio (NaHCO3). Para isto,
preparou-se 1000 mL de uma solucdo de bicarbonato de sodio 10%, a qual foi
adicionado 500 g de silica gel 60 com particulas entre 0,060-0,200 mm (70-230 mesh)
da Macherey-Nagel. Posteriormente, a solugcéo foi agitada para a eliminacdo de
bolhas e mantida em repouso por 24 horas. Decorrido este tempo, a silica foi filtrada
em funil de Buncher para remover 0 excesso da solucédo de bicarbonato de sédio e
armazenada em uma capsula de porcelana em estufa a 180°C, com agitacao
constante afim de evitar a formacdo de grumos, até a sua completa secagem
permanecendo a 180°C na estufa por 24h. ApGs esse tempo o material € resfriado a
temperatura ambiente, transferido para um frasco e posteriormente armazenado para

futuras analises cromatograficas.

4 5. Reveladores

A revelagdo das manchas (spots) nas CCDAs e CCDPs foi realizada sob luz
ultravioleta (254 nm) e, posteriormente, com a solucdo de anisaldeido ou vanilina
sulfarica para revelacao de terpenoides e, reagente de Dragendorff para revelacao
alcaloides.

4.5.1. Solucéo de anisaldeido
Para 100 mL de solugdo de anisaldeido, foi adicionado 5 mL de anisaldeido em
90 mL de alcool etilico, 5 mL de acido sulfarico concentrado e 1 mL de acido acético

glacial.

4.5.2. Reagente Dragendorff com modificacdo de Munier

Solucéo A: 1,7 g de nitrato de bismuto Il e 20,00 g de acido tartérico dissolvidos
em 80 mL de agua destilada. Solucdo B: 16,00 g de iodeto de potassio dissolvidos em
40 mL de agua destilada. A solugcéo estoque constitui-se da mistura de partes iguais
(1:1) das solucdes A e B. Para a utilizagdo deste reagente sob as placas, adicionou-
se 5,0 mL da solucédo estoque a 10,0 g de acido tartarico dissolvido em 50 mL de 4gua
destilada (Munier, 1953 apud Merck, 1971).
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4.5.3. Vanilina Sulfurica

Para 100 mL de solucéo de vanilina sulfarica, primeiramente, preparou-se uma
solugcdo composta por 45 mL de agua destilada, 45 mL de &lcool etilico e 10 mL de
acido sulfurico concentrado. Posteriormente, dissolveu-se 1 g de vanilina nesta

solucéo e a mesma foi transferida e armazenada em um frasco ambar.

4.6.Solventes
Os solventes utilizados no desenvolvimento das técnicas cromatograficas
foram das marcas Synth, Qhemis e Honeywell. O preparo das amostras para analise
dos espectros de massas foi realizado utilizando solventes grau HPLC da marca Tédia

Brasil.

4.7.Equipamentos

4.7.1. Espectrometria de Massas (EM)

Os espectros de massas (EM) das fracdes e substancias isoladas foram obtidos
na Central Analitica do Centro de Apoio Multidisciplinar da Universidade Federal do
Amazonas (CA/CAM/UFAM) utilizando um espectrometro modelo LCQ Fleet
(ThermoScientific) com analisador de massas do tipo ion trap e equipado com uma
fonte de ionizacéo por eletrospray (ESI) programada para operar no modo positivo de
aquisicdo. Os dados obtidos foram analisados através do software LCQ Fleet Tune
(Thermo Xcalibur). As amostras foram solubilizadas em metanol grau HPLC e
injetadas no looping de 5 pL do equipamento. Utilizou-se uma bomba ACCELA 600
(Fluxo de 200 pyL min't de metanol grau HPLC) para levar as amostras do looping até

a fonte de ionizacéo.

4.7.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) unidimensionais (*H,
13C e 3C-DEPT 135) e bidimensionais (COSY, HSQC, HMBC e/ou NOESY) das

substancias isoladas foram obtidos utilizando dois espectrometros.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram obtidos na

Central Analitica do Centro de Apoio Multidisciplinar da Universidade Federal do
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Amazonas (CA/CAM/UFAM) utilizando um espectrometro de RMN BRUKER AVANCE
IIl HD operando a 11,75 Teslas (500 MHz para RMN de 'H e 125 MHz para RMN de
13C), e em um aparelho Bruker Avance I11-400 operando a 9,4 Teslas (400 MHz para
RMN de 'H e 100 MHz para RMN de %3C) do Departamento de Quimica da
Universidade Federal do Parana (DQ/UFPR). As amostras foram solubilizadas em
cloroformio deuterado (CDClIs), metanol deuterado (CDsOD), e/ou a misturas de

cloroférmio com gotas de metanol deuterados (CDClIs + gotas de CD30D).

As amostras foram solubilizadas em solventes deuterados utilizando o
tetrametilsilano (TMS) como padrédo de referéncia interno. Os deslocamentos
quimicos foram expressos em ppm (8) e as multiplicidades dos sinais indicadas
segundo a convencao: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto),
ddd (duplo dupleto), t (tripleto), dt (duplo tripleto), dtd (duplo triplo dupleto) e td (triplo
dupleto ou tripleto de dupleto). As constantes de acoplamento (J) foram registradas
em herts (Hz). A andlise dos dados espectroscopicos foi feita utilizando o software
Bruker TopSpin 3.7.0, versao gratuita.

4.7.3. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM e
CG-DIC)

A metodologia de andlise foi desenvolvida conforme proposto por Silva e
Colaboradores (2013). A analise do 6leo essencial foi realizada utilizando
cromatégrafo gasoso TRACE GC ULTRA/ ISQ (Thermo Scientific) acoplado a um
espectrometro de massas ISQ com amostrador automético modelo Tri Plus RSH e
detector de ionizagcdo de chama (DIC). A separacdo dos compostos por CG-DIC foi
desenvolvida utilizando uma coluna capilar de silica fundida DB-5MS (30 m x 0,25 mm
x 0,25 pum espessura do filme) revestida com 5%-fenil-arileno-95%-dimetilpolisiloxano.
O Hélio foi utilizado como gas de arraste mantendo um fluxo de 1,0 mL/min. A
temperatura inicial foi mantida a 40 °C por 4 minutos, posteriormente programada a
uma taxa de 4 °C/min até atingir 240 °C, depois a 10 °C/min até 280 °C, e por fim, a
280 °C por 2 minutos. A temperatura do injetor foi de 250 °C e do detector 280 °C. As
amostras foram preparadas dissolvendo-se aproximadamente 1 mg das amostras em
1 mL de acetato de etila grau HPLC, sendo injetado 1uL de solugdo em modo Split,
na raz&o 1:25. Os indices de retengdo foram gerados a partir de uma solugéo padréao
de n-alcanos (Cs-C20). As areas dos picos e os tempos de retencdo foram medidos de

modo eletrénico com um integrador. Para as analises por CG-EM, utilizou-se como
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fase estacionaria, uma coluna capilar de silica fundida DB-5MS 30 m x 0,25 mm x 0,25
pm espessura do filme) revestida com 5%-fenil-arileno-95%-dimetilpolisiloxano. Os
espectros de massas foram obtidos a 70 eV com intervalos de varredura de 0,5s e
fragmentos de 40-550 Da. As demais condi¢cbes de andlise foram analogas as

utilizadas para analise por CG-DIC.

O indice de retencéo foi calculado utilizando a equacdo de Van Den Dool e
Kratz, em comparacgéo a série homéloga de n-alcanos (Cs-C2o).

Try — Tr
IR=100ix —— "4 + 100N
Ter — TTHA

onde, Trx é o tempo de retencdo do composto em analise, Trua € 0 tempo de retencéo
do hidrocarboneto anterior, Trup € 0 tempo de retengéo do hidrocarboneto posterior,
N € o numero de carbonos do hidrocarboneto posterior e i é a diferenga entre o nimero

de carbono dos hidrocarbonetos anterior e posterior.

Para a identificacdo dos constituintes volateis, comparou-se 0s espectros de
massas adquiridos com aqueles disponiveis na literatura (ADAMS, 2007), bem como,
com base nos indices de retencdo. A percentagem de cada substancia foi
determinada pela area do componente dividida pela area total de todas as substancias

presentes na amostra e o resultado multiplicado por 100.

4.7.4. Outros Equipamentos

Evaporador rotativo: Fisatom em banho-maria com temperatura controlada;
Bomba de vacuo: Tecnal, modelo TE-0581;

Moinho: Modelo Marconi com quatro facas;

Estufa de esterilizacdo e secagem analdgica: MyLabor;

Estufa Incubadora: De Leo;

Lanterna de emisséo de radiacao ultravioleta: Boitton;

Balanca analitica: Shimadzu, modelo AUY220;

Balanca semi-analitica: Modelo UX6200H da marca SHIMADZU.
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4.8.Coleta do Material Vegetal

As folhas de A. neoinsignis foram coletadas no dia 12 de dezembro de 2023 no
Setor Sul do campus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) sob as
coordenadas 3°05’51,2’S e 59°58'34,7"W, na regidao metropolitana de Manaus,
Amazonas, Brasil. A espécie foi identificada pela bidloga Deisy Pereira Saraiva do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Amazonas. Para
consultas posteriores, uma exsicata da espécie foi depositada no herbario (HUAM) do
Departamento de Biologia da propria UFAM sob o numero 12577. O acesso
(espécime) foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestédo do Patriménio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o namero de registro
AGE79F4.

4.9.Preparo dos extratos

O material botanico em estudo (folhas de A. neoinsignis) foi seco em estufa
com circulacdo de ar a 40°C por 24h. Posteriormente, o material seco foi moido em
moinho de facas e a massa foi determinada em uma balanca semi-analitica, obtendo-
se 2.030,81 g de folhas. Em seguida, o material foi submetido a extracédo a frio em
temperatura ambiente pelo método de maceracdo (Fluxograma 1), utilizando um
frasco Mariotte com adicdo de solventes em ordem crescente de polaridade, com
renovacdo a cada 48 horas. Foram realizadas seis extragbes, primeiramente
utilizando hexano e, posteriormente, metanol. A cada etapa de maceracao, 0s extratos
obtidos foram concentrados em evaporador rotativo a presséo reduzida e temperatura
controlada entre 40-50°C. O solvente recuperado foi reutilizado em cada etapa de
maceragao, com um gasto inicial de 6,5 L de solvente, sendo a cada renovacgao
adicionado mais 500 mL, totalizando em um gasto 9 L de cada solvente. Ao término
do processo, o residuo vegetal proveniente da extracdo foi descartado. Apos
secagem, o0 extrato hexanico apresentou massa igual a 60,7491 g e o extrato
metanadlico 285,2025 g. Uma aliquota (30,0 mg) dos extratos hexanico e metandlico
foi enviada para realizacdo de ensaios de atividade citotdxica no Instituto Gongalo
Moniz (IGM) da Fundagao Osvaldo Cruz (Fiocruz) do estado da Bahia (Fiocruz-BA),

sob a coordenacgao do Dr. Daniel Pereira Bezerra.
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Fluxograma 1. Esquema da obtencé&o dos extratos pelo método da maceracao.

Folhas
m=2.030,81 g

- Maceragdo com hexano

- 6 extracdes com intervalo
de 48 h

- Concentragédo do extrato

Extrato Hexanico

m =60,7491 g

- Maceracao com metanol

- 6 extragcBes com intervalo
de48h

- Concentracao do extrato

Extrato Metanélico

(EMFAN) Residuo Desprezado
m = 285,2025 g
4.10. Tratamento acido-base do extrato metanolico (EMFAN)

Uma aliquota de 13 g do extrato metandlico foi reservada para andlises futuras
enquanto o restante (285,2025 g) foi submetido ao tratamento &cido-base
(Fluxograma 2), tendo como base a metodologia descrita no trabalho de Costa et al.
(2006).

Inicialmente, foi adicionado ao extrato 300 mL de CHClIs, o qual solubilizou parte
do extrato e, em seguida, foi realizada a acidificacdo por meio de extragao sucessiva
com &cido cloridrico 3% v/v (HCI) utilizando o mesmo volume de CHCIs (300 mL),
obtendo-se trés fases: a fase aquosa acida (Parte A), a fase cloroférmica neutra
(Parte B) e a fase insoluvel (Parte C). A fase aquosa acida foi separada e basificada
com hidréxido de aménio (NH4OH) até pH igual a 11, sendo submetida a extracdo

sucessiva em funil de separacdo com CHCls, produzindo duas novas fases: a fase
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aquosa basica (Parte D) e a fracdo alcaloidica (Parte E). A fracdo alcaloidica foi
coletada e concentrada em evaporador rotativo a presséo reduzida, enquanto a fase

aquosa basica foi descartada.

A fase cloroférmica neutra (Parte B), foi adicionado um volume de CHCIs,
sendo posteriormente submetida a filtragéo a vacuo utilizando funil de Buchner e papel
filtro. Em seguida, adicionou-se sulfato de sédio anidro ao filtrado e um volume da
solucao de bicarbonato de sédio 10% (NaHCOz3) (previamente preparada) até atingir
pH 7 (neutro). Posteriormente, o0 mesmo foi submetido a extracdo sucessiva com
CHCIs, formando duas fases: a fase insolavel (Parte C) e a fragdo neutra (Parte F). A
fracdo neutra foi coletada e concentrada em evaporador rotativo a pressao reduzida e

a fase insoluvel foi descartada.

Fluxograma 2. Esquema do tratamento acido-base.

Extrato Metandlico
(EMFAN)

m= 285,2025 g

- Adicao de 300 mL de
CHCl,

- Extrag&o com HCI 3%

Fase Cloroférmica Neutra Fase aquosa &cida
(Parte B) e Fase
Insoltvel (Parte C) (Parte A)
- Adicdo de CH,CI, - Basificacdo com
sulfato de sédio anidro NH,OH conc. (pH 11)

e NaHCO; 10%

~ - Extracéo com CHCl,
- Extrag&o com CHCl,

Frac&o Neutra (Parte F basi Fracdo Alcaloidica
Fase Insoltvel (Parte C) - FNFAN) Fase aquosa basica (Parte E - FAFAN)

m = 49,2742 g (17,28%) (Parte D) m = 2,1089 g (0,74%)
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ApoOs a secagem, a fracao alcaloidica apresentou massa igual a 2,1089 g e a
fase neutra apresentou massa igual a 49,2742 g. Uma aliquota de 30,0 mg tanto da
fracdo alcaloidica quanto da fracdo neutra foi enviada para a realizacdo dos ensaios
de atividade citotéxica pela Fundacéo Osvaldo Cruz (Fiocruz) do estado da Bahia.

4.11. Fracionamento cromatogréafico da fragdo alcaloidica (FAFAN)

Uma parte da FAFAN (1,87 g) foi submetida ao fracionamento por
cromatografia em coluna aberta (CC; ® x H de 3,5 x 60,0 cm) com silica tratada com
solucdo de NaHCOs a 10%, eluida com hexano, diclorometano, acetato de etila e
metanol em misturas binarias de polaridade crescente, obtendo-se 288 fracbes

(Fluxograma 3).

Fluxograma 3. Esquema do fracionamento cromatografico de FAFAN.

Fracédo Alcaloidica
(FAFAN)
2049

- Coluna de silica
- (CC; @ x Hde 3,5 x 60,0 cm)

Hexano Hexano:CH,Cl, CH.CI, CH,Cl,:AcOEt AcOEt AcOEt:MeOH
Fr.1-2 Er. Fr. 72-75 Er. Fr. 143-148 Fr.
90:10 3 90:10 76-79 9,5:0,5 149-154
80:20 4-7 80:20 80-88 90:10 155-161
70:30 8-11 70:30 89-97 8,5:1,5 162-167
60:40 12-18 60:40 98-104 80:20 168-172
50:50 19-30 50:50 105-113 70:30 173-179
40:60 31-43 40:60 114-122 50:50 180-188
30:70 44-53 30:70 123-129
20:80 54-64 20:80  130-136
10:90 65-71 10:90 137-142

ApoOs a secagem, as fracOes provenientes do fracionamento cromatografico
foram analisadas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) sendo
utilizado a irradiacdo de luz ultravioleta a 254 nm, seguido por revelacdo em solugao
de anisaldeido e reagente Dragendorff. As fragbes foram reunidas de acordo com

seus fatores de retencao (Rf), obtendo-se 26 grupos de fracdes (Tabela 4).
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Tabela 4. Reunido das fracfes provenientes do fracionamento cromatografico de FAFAN.

Grupo de Fragbes Cddigo Fracdes Massa (mg)
1 FAFAN-1 1-4 12,8
2 FAFAN-2 5-7 15,8
3 FAFAN-3 8-11 15,9
4 FAFAN-4 12-13 6,5
5 FAFAN-5 14-23 58,2
6 FAFAN-6 24-29 67,8
7 FAFAN-7 30-34 12,5
8 FAFAN-8 35-58 216,4
9 FAFAN-9 59-67 41,8

10 FAFAN-10 68-75 48,8
11 FAFAN-11 76-79 28,8
12 FAFAN-12 80-82 1714
13 FAFAN-13 83-86 130,2
14 FAFAN-14 87-91 69,8
15 FAFAN-15 92-97 63,0
16 FAFAN-16 98-115 122,1
17 FAFAN-17 116-126 64,2
18 FAFAN-18 127-133 33,1
19 FAFAN-19 134-141 37,0
20 FAFAN-20 142-153 28,1
21 FAFAN-21 154-160 79,0
22 FAFAN-22 161-165 65,9
23 FAFAN-23 166-173 606,5
24 FAFAN-24 174-175 83,7
25 FAFAN-25 176-183 282,8
26 FAFAN-26 184-188 243,4
4.12. Isolamento

Os grupos de fracdes listados na Tabela 4 foram selecionados para isolamento
conforme o perfil observado nas CCDAs. Dessa forma, agueles que apresentaram
fatores de retencao distintos e adequada definicdo para purificagéo, foram submetidos
a separacao utilizando cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP). Foi
utilizado como eluente CH2Cl2:MeOH ou CHCIs:MeOH (9,5:0,5 ou 9,7:0,3) ou
Hexano:AcOEt (8,5:1,5, 7,5:2,5 ou 6:4) entre uma a quatro elui¢cdes e, sendo a mistura
de CHCI3:MeOH (9,5:0,5) empregue para extrair as substancias da silica, sendo
posteriormente filtradas a vacuo em funil com placa porosa, rotaevaporadas e

pesadas.
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4.12.1. Estudo cromatogréafico do grupo de fracbes FAFAN-10
O grupo de fragbes FAFAN-10 (48,8 mg) foi submetido a analise por CCDP

utilizando como eluente Hexano:AcOEt (7,5:2,5) com quatro elui¢cdes, rendendo na

obtencao de 11 novas subfracdes, conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. FracGes provenientes da andlise por CCDP de FAFAN-10.

Grupo de Fragcdes Cédigo Massa (mg)
1 FAFAN-10.1 3,7
2 FAFAN-10.2 2,0
3 FAFAN-10.3 2,0
4 FAFAN-10.4 4,7
5 FAFAN-10.5 15
6 FAFAN-10.6 5,2
7 FAFAN-10.7 1,2
8 FAFAN-10.8 4,0
9 FAFAN-10.9 2,5
10 FAFAN-10.10 8,5

11 FAFAN-10.R 10,0

*Marcado em vermelho as fra¢@es trabalhadas posteriormente

A subfracdo FAFAN-10.R foi submetida a uma nova analise por CCDP
utilizando como eluente CHCIl3:MeOH (9,5:0,5) com uma eluicdo, rendendo no
isolamento de uma substancia com bom grau de pureza. Quando submetida a anélise
por CCDA e, ap0s a revelagdo com a solucédo de Dragendorff e anisaldeido seguido
de aquecimento, a substancia apresentou um unico “spot”’, bem como, quando
submetida a irradiacao de luz ultravioleta em 254 nm. A substancia foi codificada como
AN-1 e submetida as andlises de EM e RMN de 'H e *3C 1D/2D para identificacdo e
determinacao estrutural. O esquema do isolamento desta substancia é apresentado

no Fluxograma 4.
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Fluxograma 4. Esquema do isolamento de AN-1.

FAFAN-10.R
(20,0 mg)
CCDP
CHCl;:MeOH (9,5:0,5)
AN-1
(2,5 mg)
4.12.2. Estudo cromatografico do grupo de fracdes FAFAN-11

O grupo de fragcbes FAFAN-11 (28,8 mg) foi submetido a anélise de CCDP
utilizando como eluente Hexano:AcOEt (8,5:1,5) com quatro eluicdes seguido de
Hexano:AcOEt (7,5:2,5) com duas elui¢cdes, resultando na obtencdo de 9 novas

subfracdes, conforme apresentado na Tabela 6.

Tabela 6. Fracbes provenientes da andlise por CCDP de FAFAN-11.

Grupo de Fragbes Cddigo Massa (mQ)
1 FAFAN-11.1 1,7
2 FAFAN-11.2 15
3 FAFAN-11.3 1,3
4 FAFAN-11.4 14
5 FAFAN-11.5 5,7
6 FAFAN-11.6 1,3
7 FAFAN-11.7 3,2
8 FAFAN-11.8 51
9 FAFAN-11.R 7,4

*Marcado em vermelho as fra¢fes trabalhadas posteriormente

As subfracbes FAFAN-11.8 e FAFAN-11.R foram reunidas, sendo esta nova
fracdo codificada como FAFAN-11.R. Esta nova fragcdo foi submetida a analise de
CCDRP utilizando como eluente CHCI3:MeOH (9,5:0,5) com uma elui¢do, rendendo no
isolamento de duas substancias com bom grau de pureza. Quando submetidas a
analise por CCDA e, ap0s a revelagdo com a solucéo de Dragendorff e anisaldeido
seguido de aquecimento, a substancia apresentou um unico “spot”, bem como,
guando submetida a irradiacéo de luz ultravioleta em 254 nm. Uma das substancias

apresentou perfil quimico e fator de retencdo (Rf) semelhantes a AN-1, logo, foi
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codificada com 0 mesmo codigo, enquanto a outra substancia isolada foi codificada
como AN-2. As substancias foram submetidas as analises de EM e RMN de *H e 13C
1D/2D para identificagdo e determinagao estrutural. O esquema do isolamento destas
substancias é apresentado no Fluxograma 5.

Fluxograma 5. Esquema do isolamento de AN-1 e AN-2.

FAFAN-11.R
(12,5 mg)
CCDP
CHCI;:MeOH (9,5:0,5)
AN-1 AN-2
(2,5 mg) (1,7 mg)
4.12.3. Estudo cromatografico do grupo de fracdes FAFAN-12

Os grupos de fracbes FAFAN-12 a FAFAN-13 foram reunidas, rendendo em
301,6 mg, sendo esta nova fragcao codificada como FAFAN-12. Esta foi submetida ao
fracionamento cromatografico em coluna aberta (CC; @ x h de 2,3 x 60,0 cm) com
silica tratada com solucdo de NaHCOs a 10%, eluida com hexano (CeHi2),
diclorometano (CH2Cl2), acetato de etila (AcOEt) e Metanol (CH3OH) em misturas de

polaridades crescentes, resultando em 142 fragbes conforme o Fluxograma 6.
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Fluxograma 6. Esquema do fracionamento cromatografico de FAFAN-12.

Hexano
Fr.1

Hexano:CH,CI,

90:10
80:20
70:30
60:40
50:50
40:60
30:70
20:80
10:90

Fr.

2
3-8
9-13
14-18
19-23
24-34
35-46
47-52
53-56

CH,CI,
Fr. 57-60

FAFAN-12
301,6 mg

- (CC; @ x Hde 2,3 x 60,0 cm)

- Coluna de silica

CH,Cl,:AcOEt

90:10
80:20
70:30
60:40
50:50
40:60
30:70
20:80
10:90

Fr.
61-65
66-69
70-73
74-77
78-81
82-85
86-88
89-93
94-98

AcOEt
Fr. 99-104

AcOEt:MeOH
90:10 105-116
80:20 117-122
70:30 123-128
60:40 129-135
50:50 136-142

As fracBes provenientes do fracionamento foram submetidas a analises por

CCDA e as que apresentaram o mesmo Rf foram agrupadas, resultando em dezoito

(18) novos grupos de fracdes, como mostrado na Tabela 7. As placas foram eluidas
em CH2Cl2:MeOH (9,7:0,3), (9,5:0,5) e (9:1). A revelacao foi feita com luz UV 254 nm,

solucao de vanilina sulfarica e reagente de Dragendorff.

Tabela 7. Reunido das frag6es provenientes do fracionamento cromatografico de FAFAN-12.

Grupo de Fracdes Cédigo Fracbes Massa (mg)
1 FAFAN-12.1 1 4,4
2 FAFAN-12.2 2-3 40,7
3 FAFAN-12.3 4-12 38,5
4 FAFAN-12.4 13-21 315
5 FAFAN-12.5 22-24 8,2
6 FAFAN-12.6 27-27 12,5
7 FAFAN-12.7 28-37 28,5
8 FAFAN-12.8 38-41 9,4
9 FAFAN-12.9 42-45 6,5

10 FAFAN-12.10 46-68 19,7
11 FAFAN-12.11 69-105 34,6
12 FAFAN-12.12 106-107 8,7
13 FAFAN-12.13 108-110 25,5
14 FAFAN-12.14 111-121 30,2
15 FAFAN-12.15 122-123 4,7
16 FAFAN-12.16 124-127 10,5
17 FAFAN-12.17 128-136 12,2
18 FAFAN-12.18 137-142 11,8

*Marcado em vermelho as fra¢des trabalhadas posteriormente
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O grupo de fracbes FAFAN-12.2 (40,7 mg) foi submetido a analise por CCDP
utilizando como eluente CHCl3:MeOH (9,5:0,5) com uma eluicdo, rendendo no
isolamento de quatro substancias, sendo duas em mistura. Tal afirmagao foi verificada
pela analise por CCDA, apoés a revelagdo com a solucdo de Dragendorff e vanilina
sulfurica, bem como, quando submetida a irradiacdo de luz ultravioleta em 254 nm.
Dentre estas substancias, duas apresentaram perfil quimico e Rf semelhantes as
substancias codificadas como AN-1 e AN-2, dessa forma, receberam o mesmo
codigo, enquanto a mistura de duas substancias foi codificada como AN-3.
Posteriormente, as substancias foram submetidas as andlises de EM e RMN de H e
13C 1D/2D para identificacdo e determinacdo estrutural. Os esquemas do isolamento

estdo apresentados no Fluxograma 7.

Fluxograma 7. Esquema do isolamento de AN-1, AN-2 e AN-3.

FAFAN-12.2
(40,7 mq)
CCDP
CHCl,:MeOH (9,5:0,5)
AN-1 AN-2 AN-3
(3,3 mg) (4,0 mg) (12,9 mg)

O grupo de fracbes FAFAN-12.3 (38,5 mg) foi submetido a analise por CCDP
utilizando como eluente Hexano:AcOEt (6:4) com uma eluicdo, seguido de
CHCI3:MeOH (9,7:0,3) com duas eluicdes, rendendo no isolamento de trés
substancias com bom grau de pureza. A analise por CCDA, apés revelacdo com a
solucdo de Dragendorff e anisaldeido, assim como, pela irradiagéo de luz ultravioleta
em 254 nm, mostrou que duas substancias apresentavam perfil quimico e Rf
semelhantes as substancias anteriormente codificadas como AN-1 e AN-2, logo,

receberam o mesmo codigo, enquanto a terceira substancia foi codificada como AN-
61



4, pois mostrou-se ser diferente das substancias ja isoladas. Posteriormente, as
substancias foram submetidas as analises de EM e RMN de 'H e 13C 1D/2D para
identificacdo e determinacdo estrutural. Os esquemas do isolamento estao
apresentados no Fluxograma 8.

Fluxograma 8. Esquema do isolamento de AN-1, AN-2 e AN-4.

FAFAN-12.3
(38,5 mg)
CCDP
Hexano:AcOEt (6:4) e
CHCI;:MeOH (9,7:0,3)
AN-1 AN-2 AN-4
(5,4 mg) (5,0 mg) (10,6 mg)

O grupo de fracbes FAFAN-12.6 (12,5 mg) foi submetido a analise por CCDP
utilizando como eluente Hexano:AcOEt (6:4) com quatro eluigcbes, rendendo no
isolamento de quatro substancias, sendo duas em mistura. A analise por CCDA, apés
revelacdo com a solucao de Dragendorff e anisaldeido, assim como, pela irradiacao
de luz ultravioleta em 254 nm, mostrou que estas substéncias apresentavam perfil
guimico e Rf semelhantes as substancias anteriormente codificadas como AN-1, AN-
2 e AN-3, logo, receberam o mesmo codigo. Posteriormente, as substancias foram
submetidas as andlises de EM e RMN de 'H e 3C 1D/2D para identificacdo e
determinacdo estrutural. Os esquemas do isolamento estdo apresentados no

Fluxograma 9.
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Fluxograma 9. Esquema do isolamento de AN-1, AN-2 e AN-3.

FAFAN-12.6
(12,5 mg)
CCDP
Hexano:AcOEt (6:4)
AN-1 AN-2 AN-3
(2,6 mq) (1,4 mq) (1,4 mq)
4.12.4. Estudo cromatogréfico do grupo de fracbes FAFAN-14

Os grupos de fracbes FAFAN-14 a FAFAN-18 foram reunidas, rendendo em
331 mg, sendo esta nova fracdo codificada como FAFAN-14. Esta foi submetida ao
fracionamento cromatografico em coluna aberta (CC; ® x h de 2,0 x 40,0 cm) com
silica tratada com solucdo de NaHCOs a 10%, eluida com hexano (CeHi2),
diclorometano (CH2Cl2), acetato de etila (AcOEt) e metanol (CH3sOH) em misturas de

polaridades crescentes, resultando em 165 fragdes conforme o Fluxograma 10.
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Fluxograma 10. Esquema do fracionamento cromatografico de FAFAN-14.

Hexano
Fr.1-2

Hexano:CH,CI,

90:10
80:20
70:30
60:40
50:50
40:60
30:70
20:80
10:90

Fr.
3-6
7-10
11-14
15-25
26-36
37-42
43-52
53-56
57-61

CH,CI,
Fr. 62-67

FAFAN-14
331 mg

- (CC; @ x Hde 2,0 x 40,0 cm)

- Coluna de silica

CH,CI,:AcOEt
Fr.

90:10 68-73
80:20 74-83
70:30 84-89
60:40 90-95
50:50 96-101
40:60 102-107
30:70 108-116
20:80 117-123
10:90 124-128

AcOEt
Fr. 129-134

AcOEt:MeOH
Fr.
90:10 135-146
80:20 147-155
70:30 156-160
50:50 161-165

As fragBes oriundas do fracionamento foram submetidas a anélises por CCDA

e as gque apresentaram o mesmo Rf foram agrupadas, resultando em quinze (15)

novos grupos de fracdes, como mostrado na Tabela 8. O eluente utilizado para as

placas foi CH2Cl2:MeOH (9:1). A revelagéo foi feita com luz UV 254 nm, solucéo de

vanilina sulfurica e reagente de Dragendorff.

Tabela 8. Reunido das fragBes provenientes do fracionamento cromatografico de FAFAN-14.

Grupo de Fragbes Cdédigo Fracbes Massa (mQ)
1 FAFAN-14.1 1-6 19,1
2 FAFAN-14.2 7-11 10,7
3 FAFAN-14.3 12-19 16,3
4 FAFAN-14.4 20-25 14,5
5 FAFAN-14.5 27-37 26,7
6 FAFAN-14.6 38-55 38,9
7 FAFAN-14.7 56-75 23,3
8 FAFAN-14.8 76-85 20,0
9 FAFAN-14.9 86-93 22,2

10 FAFAN-14.10 94-107 35,0
11 FAFAN-14.11 108-115 21,8
12 FAFAN-14.12 116-136 29,2
13 FAFAN-14.13 137-149 80,8
14 FAFAN-14.14 150-159 41,8
15 FAFAN-14.15 160-165 26,6

*Marcado em vermelho as fra¢des trabalhadas posteriormente
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O grupo de fracbes FAFAN-14.3 (16,3 mg) foi submetido a analise por CCDP
utilizando como eluente Hexano:AcOEt (6:4) com duas eluicbes seguido de uma
eluicdo usando como eluente CHCI3:MeOH (9,5:0,5), rendendo no isolamento de duas
substancias com bom grau de pureza. A analise por CCDA, apoés a revelagdo com a
solucéo de Dragendorff e anisaldeido, assim como, a irradiacao de luz ultravioleta em
254 nm, revelou que uma possui perfil quimico e Rf semelhante a AN-2, recebendo o
mesmo cOdigo enquanto a outra apresentou-se diferente das substancias
anteriormente isoladas, recebendo o cédigo AN-5. Posteriormente, foram submetidas
as andlises de EM e RMN de 'H e '3C 1D/2D para identificacdo e determinacéo

estrutural. O esquema do isolamento esta apresentado no Fluxograma 11.

Fluxograma 11. Esquema do isolamento de AN-2 e AN-5.

FAFAN-14.3
(16,3 mg)
CCDP
Hex:AcOEt (6:4)
CHCI;:MeOH (9,5:0,5)
ANA-2 AN-5
(1,1 mg) (1,0 mg)

O grupo de fracbes FAFAN-14.7 (23,3 mg) foi submetido a analise por CCDP
utilizando como eluente CHCI3:MeOH (9,7:0,3) com duas eluicbes, rendendo no
isolamento de duas substancias. A anélise por CCDA, apds a revelagdo com a solugéo
de Dragendorff e anisaldeido, assim como, a irradiacdo de luz ultravioleta em 254 nm,
mostrou que ambas as substancias apresentavam perfil quimico e Rf semelhantes as
substancias anteriormente codificadas como AN-1 e AN-2, recebendo entdo o mesmo
codigo. Posteriormente, foram submetidas as andlises de EM e RMN de 'H e 3C
1D/2D para identificacdo e determinagéo estrutural. O esquema do isolamento esta

apresentado no Fluxograma 12.
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Fluxograma 12. Esquema do isolamento de AN-1 e AN-2.

FAFAN-14.7
(23,3 mg)
CCDP
CHCI;:MeOH (9,7:0,3)
AN-1 AN-2
(2,0 mg) (1,4 mg)

O grupo de fracbes FAFAN-14.8 (20,0 mg) foi submetido a analise por CCDP
utilizando como eluente CHCI3:MeOH (9,7:0,3) com duas eluigbes, rendendo no
isolamento de uma substancia. A analise por CCDA, apés a revelagcado com a solugéo
de Dragendorff e anisaldeido, assim como, a irradiacédo de luz ultravioleta em 254 nm,
mostrou que tal substancia apresentava perfil quimico e Rf diferente das substancias
anteriormente isoladas, nesse sentido, foi codificada como AN-6. Posteriormente, foi
submetida as andlises de EM e RMN de 'H e 3C 1D/2D para identificacdo e
determinacao estrutural. O esquema do isolamento esta apresentado no Fluxograma
13.
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Fluxograma 13. Esquema do isolamento de AN-6.

FAFAN-14.8
(20,0 mg)
CCDP
CHCl;:MeOH (9,7:0,3)
AN-6
(5,0 mg)
4.12.5. Estudo cromatogréafico do grupo de fracbes FAFAN-15

O grupo de fragbes FAFAN-15 (63,0 mg) foi submetido a analise por CCDP
utilizando como eluente CH2Cl2:MeOH (9,5:0,5) com trés eluicbes, rendendo no
isolamento de trés substancias com bom grau de pureza. Quando submetidas a
analise por CCDA e, ap6s a revelacdo com a solucdo de Dragendorff e anisaldeido
seguido de aquecimento, as substancias apresentaram um unico “spot”, bem como
guando submetida a irradiacdo de luz ultravioleta em 254 nm. Assim, estas
substancias apresentavam perfil quimico e Rf semelhantes as substancias
anteriormente codificadas como AN-1, AN-2 e AN-5, logo, receberam o mesmo
codigo. As substancias foram entdo submetidas as analises de EM e RMN de 'H e
13C 1D/2D para identificacdo e determinacdo estrutural. O esquema do isolamento

destas substancias € apresentado no Fluxograma 14.
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Fluxograma 14. Esquema do isolamento de AN-1, AN-2 e AN-5.

FAFAN-15
(63,0 mg)
CCDP
CH,Cl,:MeOH (9,5:0,5)
AN-1 AN-2 AN-5
(5,7 mq) (3,5 mg) (5,5 mg)
4.13. Extracao de 6leo essencial

As folhas secas de A. neoinsignis, ap6s 24 horas em estufa com circulagéo de
ar a 40°C, foram moidas em moinho de quatro facas. A extracéo do 6leo essencial foi
realizada pelo método da hidrodestilagdo utilizando um sistema do tipo Clevenger,
vinculado a um balédo de fundo redondo de 4000 mL e uma manta aquecedora, com
temperatura a 100°C. As extracdes foram realizadas em triplicatas, em que para cada
extracdo, adicionou-se 300g do material vegetal seguido da adicdo de agua destilada
(3000 mL). O éleo essencial foi extraido por um periodo de trés horas. Terminado este
tempo, o 6leo foi recolhido e filtrado com sulfato de sodio anidro para remoc¢éao da
agua residual e armazenado em frasco ambar sob refrigeracéo, de modo a prevenir
possiveis perdas ou degradacdo dos compostos volateis. O rendimento do Oleo,

expresso em porcentagem, foi calculado utilizando a seguinte férmula

. . . massa do 6leo
Rendimento do Oleo Essencial (%) = - x100%
massa do material vegetal

E importante salientar que foram efetuadas trés coletas de material vegetal para

a extracdo do oOleo essencial, sendo elas em junho de 2023, julho de 2024 e outubro
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de 2024. ApOGs a obtencédo do Oleo essencial, 0 mesmo foi submetido as analises

cromatograficas e testes da atividade citotoxica.

4.14. Estudo bioldgico: atividade citotoxica do 6leo essencial

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

4.14.1. Preparo de amostra

Oleo essencial foi diluido em DMSO puro estéril na concentragdo de 5mg/mL.

A amostra foi testada em concentracdes que variaram de 0,19-50 pg/mL.

4.14.2. Células

Foram utilizadas células tumorais HCT116 (carcinoma de co6lon humano) e
HepG2 (carcinoma hepatocelular humano) obtidas da ATCC (colecdo de cultura
americana). As células foram cultivadas em garrafas para cultura de células (75 cm?,
volume de 250 mL), os meios utilizados foram RPMI 1640 e suplementados com 10%
de soro bovino fetal. As células foram mantidas em incubadoras com atmosfera de
5% de CO2 a 37 °C.

A avaliacdo da citotoxidade do Gleo essencial sobre a proliferacdo de células
nao tumorais foi realizada utilizando a célula MRC-5 (fibroblasto de pulmao humano),
também obtida pela ATCC.

O crescimento celular foi acompanhado diariamente com a utilizacdo de
microscoépio de inversao. O meio foi trocado sempre que o crescimento celular atingia
confluéncia necessaria para renovacao de nutrientes. Para a manutencao de células
aderidas utilizou-se tripsina (0,25%) para que as ceélulas se despregassem das
paredes das garrafas. As culturas de células apresentavam negativas para
microplasma, conforme avaliado pela colocagédo com Hoechst (Mycoplasma Stain Kit,
Cat. MYC1, Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA).

4.14.3. Ensaio de citotoxidade

Para avaliar a citotoxicidade do 6leo essencial, o ensaio do alamar blue foi

realizado apés 72 horas de exposicdo com as substancias teste. O reagente Alamar
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Blue é preparado com uma solugéo de resazurina (O'Brien et al., 2000), um indicador
fluorescente/colorimétrico com propriedades redox. A resazurina em seu estado
fundamental apresenta uma coloragéo azul nao fluorescente, indicando a presenca
de células ndo-vidveis, enquanto que sua forma reduzida, a resofurina, é rosea
fluorescente, indicando célula viavel. Assim, as células viaveis convertem a resazurina
em resorufina (Figura 16), possibilitando uma medida quantitativa da viabilidade

celular (Kumar et al., 2018).

5
N N
— >
. =
HO 0 \O Células O/ o) OH

Viaveis
Resazurina Resofurina

Figura 16. Estruturas da Resazurina e Resofurina.
Fonte: Autora (2025).

Inicialmente, as células foram plaqueadas em placas de 96 cavidades (100
pL/poco de uma solucdo de 0,3 x 106 células/mL para células em suspensédo e 0,7 X
105 células/mL para células aderidas). Apdés 24 horas de incubacéo, as substancias
testes dissolvidas em DMSO foram adicionadas em cada poco e incubadas por 72
horas. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. O controle negativo

recebeu a mesma quantidade de DMSO.

Quatro horas antes do final do periodo de incubacao, 20 uL da solucéo estoque
(0,312 mg/mL) de alamar blue (resazurina) foram adicionados a cada poco. Vale
ressaltar que a substéncia é dissolvida em DMSO puro 100% e depois diluido em meio
de cultura. A concentragcdo maxima de DMSO que entra em contato com a célula é
0,5%, o0 que nao afeta a viabilidades das células tumorais e ndo tumorais. O controle
negativo é tratado com o veiculo usado para diluir a substancia (DMSO a 0,5%). As
absorbancias foram mensuradas nos comprimentos de onda de 570 nm (reduzido) e

595 nm (oxidado) utilizando uma leitora de placa (Ahmed et al., 1994).

Para o célculo da proliferacéo celular, primeiramente, calcula-se um fator de
correcao (Ro), o qual é dado pela absorbancia do meio sozinho subtraida pela
absorbancia do meio mais o azul de Alamar Blue no comprimento de onda mais baixo

(AOLw), como também, para o comprimento de onda mais alto (AOnw)
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A0
Ro — Lw
AOuw

Posteriormente, € calculada a porcentagem de proliferacdo celular usando a

seguinte férmula:
% proliferacio celular = Ay — (Agw X Ry) X 100

Os termos Aww e Anw referem-se as absorbéancias do meio de cultura obtidas
no menor e maior comprimento de onda, respectivamente (Costa et al., 2015).

A porcentagem de inibicdo foi calculada e registrada a percentagem de inibicao
x log da concentracdo e determinado suas ICso realizado a partir de regresséo nao-
linear utilizando o programa Prisma versao 5.0 (GraphPad Software).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Identificacdo estrutural das substancias isoladas das folhas de A.
neoinsignis

O estudo fitoquimico das folhas de A. neoinsignis foi realizado empregando
técnicas cromatograficas convencionais, como CC, CCDA e CCDP, possibilitando o
isolamento e a caracterizacdo de sete (7) substancias conhecidas. A identificacdo das
substancias ocorreu por meio do uso de técnicas modernas de elucidacao estrutural,
tais como RMN de 'H e 13C 1D/2D e EM, além da comparac¢édo dos dados adquiridos
com os descritos na literatura. Dessa forma, as substancias isoladas e identificadas
sdo pertencentes a classes dos alcaloides do tipo isoquinolinicos, sendo eles os
oxoaporfinos (AN-1 e AN-2), aporfinos (AN-3a, AN-3b e AN-5) e,
tetraidroprotoberberino (AN-6) (Figura 17), além de uma lactona terpénica (AN-4).
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Oxoaporfino Aporfino Tetraidroprotoberberino

Figura 17. Esqueletos dos alcaloides identificados nas folhas de A. neoinsignis.
Fonte: Autora (2025).

As substancias isoladas que apresentaram ser iguais, ou seja, receberam o
mesmo coddigo, foram reunidas. A Tabela abaixo apresenta as fracfes trabalhadas e

as respectivas substancias isoladas, bem como, a massa total para cada.

Tabela 9. Substancias isoladas a partir do fracionamento cromatogréafico da fracéo alcaloidica das
folhas de A. neoinsignis.

Cddigo Substancia Isolada Massa (mg)

FAFAN-10.R AN-1 15
AN-1 2,5

FAFAN-11.R AN-2 17
AN-1 3,3

FAFAN-12.2 AN-2 4,0
AN-3 12,9

AN-1 54

FAFAN-12.3 AN-2 5,0
AN-4 10,6

AN-1 2,6

FAFAN-12.6 AN-2 14
AN-3 14

AN-2 1,1

FAFAN-14.3 ANS 1.0
AN-1 2,0

FAFAN-14.7 AN-2 14
FAFAN-14.8 AN-6 5,0
AN-1 57

FAFAN-15 AN-2 3,5
AN-5 55

AN-1 23,0

AN-2 18,1

AN-3 14,3

AN-4 10,6

AN-5 6,5

AN-6 50
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5.1.1. Identificacdo estrutural dos alcaloides do tipo oxoaporfino

5.1.1.1. Identificagdo estrutural de AN-1

A substancia AN-1 foi isolada como um soélido amarelo amorfo e a analise por
CCDA utilizando o reagente Dragendorff testou positivo para presenga de nitrogénio
na molécula (coloragéo alaranjada).

Pela andlise do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) (Figura 18)
obvervou-se a presenca de oito sinais indicativos de um alcaloide do tipo oxoaporfino
dissubstituido. Na regido dos hidrogénios aromaticos, foi possivel observar a presenca
de sete sinais, cada um integrando para um hidrogénio cada, incluindo um sinal em &
6,36 (2H, s, OCH20) caracteristico de grupo metilenodiéxido substituido em C-1 e C-
2 (Chen; Tsai; Chen, 1996; Ortiz; Suarez; Patifio, 2007).

1.6782

(1,2) O-CH,-O

11618
40000  b—

Figura 18. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIlz) de AN-1.

Além do mais, quatro sinais apresentaram multiplicidades relativos a auséncia
de substituicdo no anel D, sendo eles em & 8,61 (1H,dd,J=7,9e 1,4 Hz), 5 7,73 (1H,
ddd,J=8,1,7,4e1,5Hz),57,56 (1H,ddd, 7,9,7,4e 1,0 Hz) e 6 8,57 (1H,dd, J=7,9
e 1,4 Hz) atribuidos aos hidrogénios H-11, H-10, H-9 e H-8, respectivamente. O sinal
em 8 7,16 (1H, s) foi atribuido a H-3, sendo este relativo ao anel A dissubstittido,
enquanto os dupletos (J =5,2Hz) em 6 8,87 e 6 7,75 foram atribuidos aos hidrogénios
H-5 e H-4, respectivamente, os quais séo indicativos da presenca de um sistema

piridinico no anel B do sistema oxoaporfino (Figura 19).
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Figura 19. Ampliagdo da regiao aromatica (6 8,9-6,2 ppm) do espectro de RMN de 'H (400 MHz,

CDCls) de AN-1.

Os mapas de correlacdo HSQC (Figura 20) e HMBC (Figura 21), mostraram

sinais entre 6 182,6 — 102,3 relativos a 17 carbonos, sendo 15 aromaticos (6 151,9 -

103,1). O sinal em & 182,6, caracteristico de carbono carbonilico, foi atribuido ao C-7,

corroborando a presenca de um esqueleto oxoaporfino na estrutura. (Ortiz; Suarez;

Patifio, 2007).
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Figura 20. Mapa de correlacdo HSQC (*H: 400 MHz, 3C: 100 MHz, CDCIz) de AN-1.
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Figura 21. Mapa de correlacdo HMBC (*H: 400 MHz, 13C: 100 MHz, CDCIs) de AN-1.

Pelo mapa de correlagdo HSQC, foi observado a correlagédo entre o simpleto

em 0 6,36 com o sinal de carbono em & 102,3, indicando uma substituicdo em C-1 e

C-2, tipico de grupo metilenodioxi dissubstituido no anel A de um esqueleto

isoquinolino. Pela anédlise do mapa de correlacdo HMB

a correlagdo entre o sinal & 6,36 a 3J com os sinais

C, também foi possivel verificar

dos carbonos em 6 148,1 e ©

151,9. Ademais, o simpleto em & 7,16 (H-3) apresentou correlagdo com os sinais de

carbono em & 148,1 (3J) e em d 151,9 (3J), o qual permitiu a correta atribuicdo destes

sinais aos carbonos C-1 e C-2, respectivamente

(Figura 22), sustentando o

pressuposto da presenca do esqueleto oxoaporfino. A Figura 23 apresenta as

de,,mais correlacdes observadas para a estrutura em questao.
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Figura 22. Ampliacdo do mapa de correlagdo HMBC (*H: 400 MHz, 13C: 100 MHz, CDCIs) de AN-1.

75



Figura 23. Demais correlagcdes no mapa de correlacdo HMBC para AN-1.

A Tabela 10 apresenta os corretos valores de *H, 3C e correlacédo 'H-13C para
AN-1, os quais foram atribuidos de acordo com dados obtidos pelo espectro de H e
mapas de correlagdo HSQC e HMBC, assim como os dados da literatura, indicando

tratar-se do alcaloide oxoaporfino liriodenina.

Tabela 10. Dados de RMN de H e 13C de AN-1.

AN-1 liriodenina
. 1H
Posicéo H 0@ Al HMBC . @ .
5 (multi., J em Hz)? cO (EhEC e ° "““J.i;ﬁ o e
1 - 148,1C - - 147,9C
la - 108,1 C - - 107,9C
2 - 1519 C - - 151,6 C
108,1 (C-1a); 123,2 (C-3b);
3 7,16 (1H, s) 103,1CH  124,2 (C-4); 148,1 (C-1); 151,9 7,16 (1H, s) 103,2 CH
(C-2)
3a - 135,7C - - 135,7C
3b - 1232C - - 123,1C
103,1 (C-3); 123,2 (C-3b);
4 7,75 (1H, d, 5,2) 124,2 CH 135.7 (C-3a) 6 144,8 (C-5) 7,75 (1H,d,5,2) 1243 CH
123,2 (C-3B); 124,2 (C-4);
5 8,87 (1H, d, 5,2) 144,8 CH 135.7 (C-3a) 6 145.4 (C-62) 8,87 (1H,d,5,2)  144,7 CH
6a - 1454 C - - 1453 C
7 - 182,6 CO - - 182,5 CO
7a - 131,3C - - 131,2C
8,57 (1H,dd, 7.9 e 133,0 (C-11a); 133,7 (C-10) e 8,57 (1H, ddd, 7,9,
8 1.4) 128,9 CH 182.6 (C-7) 14e05) 128,8 CH
7,56 (1H, ddd, 7,9, 127,2 (C-11); 128,9 (C-8); e 7,56 (1H, ddd, 7,9,
9 7.4¢e1,0) 128,6 CH 131,3 (C-7a) 7.4€1,0) 128,5CH
7,73 (1H, ddd, 8,1, 127,2 (C-11); 128,6 (C-9); 7,73 (1H, ddd, 8,1,
10 7.4¢e15) 133,7 CH 128,9 (C-8) e 133,0 (C-11a) 7.4¢e1,4) 133,8 CH
8,61 (1H, ddd, 8,1, 108,1 (C-1a); 128,6 (C-9) e 8,61 (1H, ddd, 8,1,
11 1,0e0,5) 127,2 CH 131,3 (C-7a) 1,0 e 0,5) 127,3 CH
11a - 133,0C - - 132,8C
o(clzﬁ)z_o 6,36 (2H, s) 102,3CH,  148,1 (C-1) e 151,9 (C-2) 6,37 (2H,s)  102,4 CHz

aExperimento realizado a 400 MHz para *H e 100 MHz para 3C em CDCls, utilizando o0 TMS como padrao interno;
bMultiplicidades determinadas pelos espectros de HSQC e HMBC; cAtomos de carbono que mostraram correlacio
com os respectivos hidrogénios; 9Costa et al., 2011 (*H: 400 MHz, CDCIs); Costa, 2009 (*3C: 100 MHz; CDCIs) )
Deslocamentos em ppm. 76



A andlise por espectrometria de massas (Figura 24), obtida através de
ionizacao por eletrospray em modo positivo de aquisicdo de dados (ESI+), indicou
tratar-se de uma molécula protonada [M+H]* de ion molecular m/z 276 Da, compativel

com a féormula molecular C17H9NO:s.

276
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T

0 T TL “x ‘x”hx ‘y ptpepasp! y‘x‘x el T s L L L L A I B b f st T sy I Ty
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z

Figura 24. Espectro MS (ESI+) da AN-1.

A fragmentacdao deste ion resultou em uma perda inicial de -28 Da (-CO), o qual
€ indicativo de uma quebra na carbonila do sistema oxoaporfino e perdas consecutivas
de -30 Da e -28 Da permitidas pela deslocalizagao dos elétrons da ligagao 1T entre os
anéis A e B, em razdo da ruptura da ponte de diéxido de metileno (Da Silva et al.,
2017) (Figura 25), possibilitando uma proposta de fragmentacdo para a molécula
(Figura 26). Estes dados estao coerentes com a proposta para o alcaloide oxoaporfino
descrito a partir das analises de RMN.
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Figura 25. Espectro MS/MS (ESI+) da AN-1.
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Figura 26. Proposta de fragmentacéo para o alcaloide oxoaporfino liriodenina adaptada de Carnevale
Neto et al., 2020.

Assim, apés a deducdo da formula molecular pelo espectro de massas sendo
C17H9NO3 e as fragmentacdes indicarem a presenca de um alcaloide oxoaporfino,
também tendo como base os dados espectrais obtidos e os dados descritos na
literatura (Tabela 10) (Da Silva et al., 2017; Chen; Tsai; Chen, 1996; Ortiz; Suarez;
Patifio, 2007; Costa et al., 2011 e Costa, 2009), foi possivel confirmar a substancia de

cbdigo AN-1 como sendo a liriodenina (Figura 27).
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9

Figura 27. Estrutura do alcaloide liriodenina.

5.1.1.2. Identificacdo estrutural de AN-2

A substancia AN-2 foi isolada como um sélido amarelo em forma de agulhas e
pela analise por CCDA utilizando o reagente Dragendorff também revelou uma

coloracgédo laranja, confirmando a presenca de nitrogénio na molécula.

Os espectros de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs) (Figura 28), RMN de 3C (125
MHz, CDCIls) (Figura 29) e os mapas de correlagdo HSQC (Apéndice 1) e HMBC
(Apéndice 2) apresentaram sinais muito semelhantes aos dados espectrais obtidos
para a AN-1 (liriodenina), diferenciando-se pela auséncia de sinal de grupo
metilenodidxi e, consequentemente, o aparecimento de dois simpletos, um em & 4,03
e outro em & 4,11 (3H, s, OCHs3s), assim como, dois sinais de carbono em & 56,2 e

outro em 60,6, caracteristicos de grupos metoxila (Taha, 2016).

Pela andlise do mapa de correlacdo HSQC, foi observado a correlacéo entre o
simpleto em & 4,03 com o sinal de carbono em & 60,6 e o simpleto em & 4,11 com o
sinal de carbono em & 56,2, enquanto que, pelo mapa HMBC nao foi possivel
identificar demais correlagcdes com estes sinais, 0s quais corroboram na afirmacao de
dupla substituicdo de grupos metoxila no anel A de um esqueleto isoquinolino. Dessa
maneira, estes sinais foram atribuidos aos carbonos C-1 e C-2, respectivamente
(Figura 30), sustentando o pressuposto da presenca do esqueleto oxoaporfino. As
correlacdes observadas pelo mapa HMBC foram as mesmas daquelas descritas para
AN-1 (liriodenina) (Figura 23).
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Figura 30. Ampliagcdo do mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CDCIs) de AN-2.



A Tabela 11 apresenta os corretos valores de 'H, 13C e correlacédo 'H-*3C para

AN-2, os quais foram atribuidos de acordo com dados obtidos pelo espectro de H,

13C e os mapas de correlacdo HSQC e HMBC, assim como os dados da literatura,

indicando tratar-se do alcaloide oxoaporfino lisicamina.

Tabela 11. Dados de RMN de 'H e 13C de AN-2.

AN-2 lisicamina
Posicéo H Al HMBC H d
5(multi, JemHze < ©® (1H-15C)e 5(multi, JemHze < ©®
1 ; 152,0 C i ; 1521 C
1a - 119,9C : : 119,8C
2 - 156,9 C : : 156,9 C
119,9 (C-1a);, 122,2
C-3b); 123,5 (C-4);
3 7,24 (1H, s) 1064 CH (152,0)(01) ° (156,23 7,23 (1H, s) 106,5 CH
(C-2)
3a : 1355 C i i 1356 C
3b : 122,2C i i 122.2C
1064 (C-3); 122,2
4 781 (1H,d,52)  1235CH (C-3b); 1355 (C-3a) 7,81 (1H,d,52)  123,6 CH
e 1451 (C-5)
1222 (C-3b), 123.5
5 892 (1H,d,52)  1451CH  (C-4);1355(C-3a)  891(1H,d,52) 1450 CH
e 145,4 (C-6a)
6a - 145,4 C - - 145,4 C
7 ; 182,7 CO ; ; 182,7 CO
7a ; 132,1C ; ; 132,1C
8,60 (1H, dd, 7.8 1343 (C-1laeC- 8,58 (1H, ddd, 7.9,
8 1.5) 1289CH  "0)'e 182.7 (C-7) 1,6 ¢ 0,5) 128,9 CH
128,4 (C-11); 128,9
9 798 (H, ‘idg)* 78 1288cH  (c8p1321(C7a) BT ‘idf)’ 79 1288 CH
0el, e 134,3 (C-10) 2el,
1284 (C-11); 128.8
10 80 ‘it% 8370 jazcH  (co9p189(cee I ‘idg)’ 84, 13a3cH
: 1343 (C-11a) 2el,
9,19 (1H, ddd, 8.3, 119,0 (C-1a); 128,8 9,18 (1H, ddd, 8.4,
1 1,0 € 0,6) 1284CH  c9)e 1321 (C-7a) 1,1e0,5) 128,5 CH
11a i 1343 C ; i 1343C
1-0CHs 4,03 (3H, 5) 60,6 CHs 152,0 (C-1) 4,02 (3H, ) 60,7 CHs
2-0CHs 4,11 (3H, s) 56,2 CHs 156.9 (C-2) 4,10 (3H, s) 56,2 CHs

agxperimento realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz para 13C em CDCIs, utilizando o TMS como padrédo
interno; "Multiplicidades determinadas pelos espectros de HSQC e HMBC; cAtomos de carbono que
mostraram correlacdo com os respectivos hidrogénios; 9De Oliveira Teles et al., 2015 (*H: 600 MHz; 13C:
150 MHz; CDCl); (8) Deslocamentos em ppm.

A analise por espectrometria de massas (Figura 31), obtida através de

ionizacao por eletrospray em modo positivo de aquisicdo de dados (ESI+), indicou

tratar-se de uma molécula protonada [M+H]* de ion molécular m/z 292 Da, compativel

com a férmula molecular C1sH13NOs. A fragmentacado deste ion resultou em uma perda

inicial perda de 15 Da, correspondendo a uma perda radicalar de *CH3, seguido de
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uma perda de 28 Da (-CO) (Da Silva et al., 2017) (Figura 32), possibilitando uma

proposta de fragmentacédo para a molécula (Figura 33). Estes dados estdo coerentes

com a proposta para o alcaloide oxoaporfino descrito a partir das analises de RMN.
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Figura 31. Espectro MS (ESI+) da AN-2.
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Figura 32. Espectro MS/MS (ESI+) da AN-2.
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Figura 33. Proposta de fragmentacéo para o alcaloide oxoaporfino lisicamina adaptada de Carnevale
Neto et al., 2020.

Assim, apos a deducado da formula molecular pelo espectro de massas sendo
Ci1sH13NOs e as fragmentacdes indicarem a presenca de um alcaloide oxoaporfino,
também tendo como base os dados espectrais obtidos e os dados descritos na
literatura (Tabela 11) (Da Silva et al., 2017; Carnevale Neto et al., 2020; De Oliveira
Teles et al., 2015; Taha, 2016), foi possivel confirmar a substancia de cédigo AN-2

como sendo a lisicamina (Figura 34).

Figura 34. Estrutura do alcaloide lisicamina.
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5.1.2. Identificacdo estrutural dos alcaloides do tipo aporfino

5.1.2.1. Identificacdo estrutural de AN-3

A substancia AN-3 foi isolada como um sélido marrom amorfo e a analise por
CCDA utilizando o reagente Dragendorff testou positivo para presencga de nitrogénio

na molécula (coloracéo alaranjada).

A andlise do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) (Apéndice 3) de 3C
(100 MHz, CDCls) (Apéndice 4) e os mapas de correlacdo HSQC (Apéndice 5) e
HMBC (Apéndice 6) indicaram sinais referentes a mistura de dois alcaloides, os quais
foram codificados como AN-3a e AN-3b, 0s quais serdo discutidos de forma

independente.

A andlise do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) (Figura 35) para AN-
3a, mostrou sinais de quatro sinais de hidrogénios ligados a anel benzénico, cada um
integrando para um hidrogénio, sendo eles em & 8,39 (1H, dl, J = 7,8 Hz), 6 7,31 (1H,
m) e & 7,25 (2H, m) tipicos de hidrogénios aroméaticos H-11, H-10 e H-9/H-8, os quais
estao correlacionados no HSQC com os sinais de carbonos em 6 128,4, 5 127,2 e o
127,9 (Figura 37), respectivamente, sendo assim, atribuidos a C-11, C-10, C-8 e C-9,
0s quais sao indicativos do anel D do esqueleto aporfinico ndo substituido. Ademais,
o simpleto em & 6,65 (1H, s) ligado ao carbono em & 111,7, apresentou deslocamento
tipico do anel A do sistema aporfinico dissubstituido, sendo estes sinais atribuidos ao

H-3 e C-3, respectivamente (Figuras 35 e 37).
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Figura 35. Ampliacdo da regido aromatica (o 8,5-5,8 ppm) do espectro de RMN de 'H (400 MHz,
CDClz) de AN-3a.
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Também, foi possivel observar sinais de hidrogénios diasterotopicos para trés
grupos metilénicos em 6 3,13 (1H, m)/ & 2,74 (1H, m), & 3,47 (1H, m)/ & 3,08 (1H, m)
e 62,94 (1H, m)/d 2,83 (1H, m) (Figura 36), tipicos de hidrogénios H-4pax/ H-4peq, H-
5peg/H-5pax e H-7peg/H-7pax, 0s quais encontram-se correlacionados a 1J com os
sinais dos carbonos em & 28,5 (C-4), 8 42,8 (C-5) e 6 36,9 (C-7) (Figura 38). Ademais,
foi constatado um sinal de hidrogénio metinico em & 4,02 (1H, m) relativo a posicéo
H-6a correlacionando a 1J com o carbono em & 53,5 (C-6a) (Blanchfield et al., 2003)
(Figuras 36 e 38). Além do mais, foi possivel verificar dois simpletos em & 3,67 € 6
3,89, ambos integrando para trés hidrogénios, e correlacionando a 1J com os carbonos
em 6 60,3 e & 55,9 (Figuras 36 e 38), tipicos de grupos metoxilicos substituidos em
C-1 e C-2, respectivamente (Guinaudeau et al., 1975, 1979, 1983, 1988 e 1994),

indicando tratar-se de um alcaloide do tipo aporfino sensu stricto dissubstituido.
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Figura 36. Ampliacdo da regiao ndo aromética (o 4,3-2,5 ppm) do espectro de RMN de *H (400 MHz,
CDCl3) de AN-3a.
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Figura 37. Ampliacdo na regido aromatica do mapa de correlagdo HSQC (*H: 400 MHz, 13C: 100
MHz, CDCls) de AN-3a.
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Figura 38. Ampliacdo na regido ndo aromatica do mapa de correlagdo HSQC (*H: 400 MHz, 13C: 100
MHz, CDCl3) de AN-3a.

O mapa de correlacao HMBC (Figura 39) permitiu a correta atribuicdo das
posicbes dos grupos metoxilicos no anel A do esqueleto aporfino. Assim, foi
observado forte correlagéo a 3J do sinalem & 6,65 (H-3) com o sinal de carbono em &
145,4 (C-1), como também, correlacéo a 2J com o sinal do carbono em & 152,4 (C-2),
confirmando a posi¢do dos grupos metoxilicos nas posi¢cdes C-1 e C-2. Este mesmo
sinal (5 6,65), apresentou correlagéo a 3J com o sinal do carbono metilénico em & 28,5
(C-4), confirmando assim a conectividade do anel A (Tabela 12). A Figura 45

apresenta as demais correlacdes observadas.
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Figura 39. Ampliacdo do mapa de correlagdo HMBC (*H: 400 MHz, 13C: 100 MHz, CDCIs) de AN-3a.

Em relacdo a AN-3b, a analise do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls)
(Apéndice 3), de 13C (100 MHz, CDClIs) (Apéndice 4) e os mapas de correlacdo HSQC
(Apéndice 5) e HMBC (Apéndice 6), também apresentaram sinais indicativos de um
alcaloide do tipo aporfino sensu stricto. Nesse sentido, os dados espectrais obtidos
para AN-3b, apresentaram sinais muito semelhantes aos dados espectrais obtidos
para a AN-3a, diferenciando-se pela presenca de dois dupletos em 6 6,09 (1H,J=1,4
Hz) e 6 5,94 (1H, J = 1,4 Hz), correlacionados a 1J ao sinal de carbono em & 100,7
(Figuras 40 e 42), tipicos de grupo metilenodiéxi substituido em C-1 e C-2 e,
consequentemente, auséncia de sinais referentes aos grupos metoxilicos observados

para AN-3a.
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Figura 40. Ampliacao (d 6,2-5,8 ppm) do espectro de RMN de H (400 MHz, CDCIs) de AN-3b.
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A correta atribuicdo dos hidrogénios aromaticos H-11 e H-3 de ambos os
compostos (AN-3a e AN-3b), foi possivel devido aos diferentes deslocamentos
qguimicos observados, fator fundamental para a distincdo de ambos 0s compostos.
Dessa forma, para AN-3b, os sinais em 6 8,08 (1H, d, J = 7,7 Hz) e & 6,57 (1H, s)
foram atribuidos a H-11 e H-3, sendo estes sinais correlacionados a 1J com os sinais
de carbonos em 6 127,2 e & 107,9 (Figuras 41 e 43), respectivamente, enquanto que,
os sinais de H-11 e H-3 para AN-3a foram observados em & 8,39 e ® 6,65, como
discutido anteriormente. Ainda, os sinais atribuidos ao H-3/C-3 séo indicativos de uma
substituicdo em C-1 e C-2, tipico de grupo metilenodiéxi dissubstituido no anel A de
um esqueleto isoquinolino. Os demais sinais apresentaram deslocamentos quimicos
muito proximos, além de sobreposicdes, os quais foram diferenciados a partir dos
mapas de correlacdo HSQC e HMBC.
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Figura 41. Ampliagao (5 8,2-5,7 ppm) do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) de AN-3b.
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Figura 42. Ampliagcdo do mapa de correlagdo HSQC (*H: 400 MHz, 13C: 100 MHz, CDCIs) de AN-3b.
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Figura 43. Ampliagdo do mapa de correlagdo HSQC (*H: 400 MHz, 13C: 100 MHz, CDCIs) de AN-3b.

Ainda, o mapa de correlagdo HMBC (Apéndice 6) permitiu a correta atribuicdo
das substituicdes no anel A do esqueleto aporfino. Para AN-3b, o sinal em & 6,57 (H-
3) apresentou forte correlacdo com os sinais de carbonos oxigenados em & 142,6 (3J)
e 8 146,9 (3J), confirmando o grupo metilenodioxi substituido em C-1 e C-2 de AN-3b
(Figura 44), enquanto que para AN-3a, observou-se que o sinal em & 6,65
apresentava correlacdo com o sinal dos carbonos oxigenados em 145,4 (3J) e 152,4
(3J) (Figura 39). Também, este mesmo sinal (5 6,57), apresentou correlagéo a 3J com
0s sinais de carbono em & 28,8 (C-4) e em & 127,2 (C-3b), confirmando assim a
conectividade do anel A (Tabela 13). A Figura 45 apresenta as demais correlagdes

observadas.
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Figura 44. Ampliagcdo do mapa de correlagdo HMBC (*H: 400 MHz, 13C: 100 MHz, CDClz) de AN-3b.
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Figura 45. Demais correlagdes no mapa de correlacdo HMBC para AN-3a e AN-3b.
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As Tabelas 11 e 12 apresentam os corretos valores de 'H, 13C e correlacéo *H-

13C para AN-3a e AN-3b os quais foram atribuidos de acordo com dados obtidos pelo

espectro de 'H e mapas de correlagdo HSQC e HMBC, assim como os dados da

literatura, indicando tratar-se de uma mistura de alcaloides aporfinicos sensu stricto

nornuciferina e anonaina, respectivamente. Estas substancias sdo frequentemente

relatadas em espécies da familia Annonaceae, podendo ser consideradas marcadores

quimiofenéticos.

Tabela 12. Dados de RMN de 1H e 13C de AN-3a.

AN-3a nornuciferina
Posicéo H & ab HMBC H & q
d (multi., J em Hz)?2 cw (*H-13C)c d (multi., J em Hz)¢ c

1 - 145,4 C - - 1453 C
la - 126,6 C - - 126,5C

2 - 152,4C - - 152,4C

28,5 (C-4), 127,5 (C-3b),

3 6,65 (1H, s) LL7CH 102 (C1) e 152.8 (C-2) 6,65 (1H, s) 111,9 CH
3a - 128,4 C - - 127,8C
3b - 1275C - - 126,8 C

4 peq 2,74 (1H, m) 111,7 (C-3) e 128,4 (C- 2,75 (1H, m)

4 pax 3,13 (1H, m) 28,5 CHz 3b) 3,10 (1H, m) 28,1 CHz

5 peq 3,47 (1H, m) 53,5 (C-6a) e 128,4 (C- 3,48 (1H, m)

5 pax 3,08 (1H, m) 42,8 CH 3a) 3,05 (1H, m) 43,0 CH
6a 4,02 (1H, m) 53,5 CH i 403 (H, g;j' 139e  g35cH

7 peq 2,94 (1H, m) 53,5 (C-6a), 127,5 (C-3b), 3,01 (1H, m)

7 pax 283 (1H, m) 36,9CH. 132,0 (C-117a§)e 135,6 (C- 296 (1H, m) 36,8 CH:
7a - 135,6 C - - 135,3C

8 7,25 (1H, m) 1279CH  127,2 (C-10), 128,4 (C- 7,22 (1H, m) 127,9 CH

9 7,25 (1H, m) 1279cH D 135’?0(3'1;"’;) e132,0 7,22 (1H, m) 127,9 CH
10 7,31 (1H, m) 127,2 CH 127.9 (0'2)12)132’0 (- 7,31 (1H, m) 127,4 CH

126,6 (C-1a), 127,2 (C-9)
11 8,39 (1H, dl, 7,8)  128,4 CH e 135.6 (C.70) 8,39 (1H, d, 7,7) 128,6 CH
11a - 132,0C - - 1315C
1-OCHj 3,67 (3H, s) 60,3 CHs 1454 (C-1) 3,66 (3H, s) 60,6 CHs
2-OCHj 3,89 (3H, s) 55,9 CHs 152,4 (C-2) 3,89 (3H, s) 56,0 CHs

agxperimento realizado a 400 MHz para 'H e 100 MHz para *3C em CDClIs, utilizando o TMS como padrao
interno; PMultiplicidades determinadas pelos espectros de 13C, HSQC e HMBC; ‘Atomos de carbono que
mostraram correlacdo com os respectivos hidrogénios; 9Costa., 2009 (*H: 400 MHz; 13C: 100 MHz; CDClz+gotas
CD30D); (d) Deslocamentos em ppm.
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Tabela 13. Dados de RMN de H e 13C de AN-3b.

AN-3b anonaina
Posicao H o8 ab HMBC H & q
5(multi, JemHze < ® (1H-15C)e 5 (multi., J em Hz)¢ c
1 - 142,6 C - - 142,6 C
1a - 116,1 C - - 116,1 C
2 - 146,9 C - - 147,1C
28,8 (C-4), 127,2 (C-3Db),
3 6,57 (1H, s) 107,9CH 1426 (C-1) e 146,9 (C- 6,57 (1H, s) 108,0 CH
2)
3a - 128,3C - - 127,8C
3b - 127,2C - - 126,6 C
4 peq 2,71 (1H, m) 107,9 (C-3) e 127,2 (C- 2,70 (1H, m)
4 pax 3,05 (1H, m) 28,8 CHz 3b) 3,05 (1H, m) 28,5 CHz
S peq 3,44 (1H, m) 53,4 (C-6a) e 128,3 (C- 3,46 (1H, m)
5 pax 3,04 (1H, m) 43,1 CH 3a) 3,06 (1H, m) 43,0 CH
6a 3,92 (1H, m) 53,4 CH : 392 (1A, g;j' 140e  g35cH
7 peq 2,97 (1H, m) 53,4 (C-6a), 127,2 (C- 2,99 (1H, m)
36,6 CH> 3b), 132,0 (C-11a) e 36,8 CH>
7 pax 2,88 (1H, m) 134.3 (C.72) 2,87 (1H, m)
7a - 134,8C - - 134,5C
8 7,23 (1H, m) 1276 CH  127,2 (C-10), 134,8 (C- 7,22 (1H, m) 127,7 CH
9 7,23 (1H, m) 127,6 CH 7a) e 132,0 (C-11a) 7,22 (1H, m) 127,7 CH
10 7.31 (1H, m) 1272cH  127.6(C-8)e 1320 (C- 7.31 (1H, m) 127,2 CH

11a)

116,1 (C-1a), 134,8 (C-

11 8,08 (1H, d, 7,7 Hz) 127,2 CH 8,08 (1H, d, 7,6) 127,1 CH

7a) e 127,6 (C-9)

1la - 132,0C - 1315C
56,09 (1H,d,J =
1,2)- 1,4 Hz) 142,6 (C-1) e 146,9 (C- 6.09(1H.d 14
—— 100,7 CH; 100,8 CH2
OCHO 8594 (1H,d, J = 2) 5,94 (1H, d, 1,4)
1,4 Hz) ’ o

agxperimento realizado a 400 MHz para 'H e 100 MHz para 3C em CDClIs, utilizando o TMS como padréo
interno; PMultiplicidades determinadas pelos espectros de 13C, HSQC e HMBC; cAtomos de carbono que
mostraram correlacdo com os respectivos hidrogénios; 9Costa., 2009 (*H: 400 MHz; 13C: 100 MHz; CDClz+gotas
CD30D); (6) Deslocamentos em ppm.

A analise por espectrometria de massas (Figura 46), obtida através de
ionizacdo por eletrospray em modo positivo de aquisicdo de dados (ESI+), indicou
tratar-se de duas moléculas majoritarias protonadas [M+H]* de ion molecular m/z 282
e 266 Da, compativel com as férmulas moleculares CisH19NO2 e Ci7HisNOz,

respectivamente.

Quando submetido a fragmentacédo, o ion com m/z 282 apresentou uma perda
inicial de 17 Da, caracteristica do grupo -NHs, seguido de perdas competitivas de 15
(m/z 265—250) e 31 (m/z 265—234) Da, as quais indicam perdas radicalares de
grupos —CHzse e -OCHse (Figura 47), respectivamente. Esta via de fragmentacéo mista

€ consistente com um alcaloide aporfino substituido com grupos metoxila no anel A,
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além de indicar auséncia de grupo N-metil (De Lima et al, 2020; De Almeida et al.,

2025), possibilitando uma proposta de fragmentacdo para a molécula (Figura 49).

Estes dados estdo coerentes com a proposta para o alcaloide aporfino descrito a partir

das anélises de RMN.
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Figura 46. Espectro MS (ESI+) da AN-3.
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Figura 47. Espectro MS/MS (ESI+) da AN-3a.

Ja para fragmentacdo do ion com m/z 266 (referente a AN-3b) também foi

constatado uma perda inicial de 17 Da, caracteristica do grupo -NHs, seguido de

perdas consecutivas de 30 e 28 Da, caracteristicas de perdas de grupos —CH20 e —
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CO (Figura 48) (Da Silva et al, 2024; De Lima et al, 2020), possibilitando uma proposta
de fragmentacdo para a molécula (Figura 50). Estes dados estdo coerentes com a

proposta para o alcaloide aporfino descrito a partir das analises de RMN.
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Figura 48. Espectro MS/MS (ESI+) da AN-3b.
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Figura 49. Proposta de fragmentag&o para o alcaloide aporfino sensu stricto nornuciferina adaptada
de De Lima et al., 2020.
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Figura 50. Proposta de fragmentagéo para o alcaloide aporfino sensu stricto anonaina adaptada de
De Lima et al., 2020.

Assim, apos a deducdo da formula molecular pelo espectro de massas sendo
C1sH19NO2 e C17H15sNO:2 e as fragmentacdes indicarem a presenca de dois alcaloides
aporfinos sensu stricto, também tendo como base os dados espectrais obtidos e 0s
dados descritos na literatura (Tabelas 12 e 13) (Blanchfield et al., 2003; Guinaudeau;
Leboeuf; Cave, 1975, 1979, 1983, 1988, 1994; De Lima et al, 2020; De Almeida et al.,
2025; Costa, 2009; Da Silva et al, 2024), foi possivel confirmar as substancias de
codigo AN-3a e AN-3b como sendo a nornuciferina e anonaina, respectivamente
(Figura 51).

9 9
nornuciferina anonaina

Figura 51. Estrutura dos alcaloides nornuciferina e anonaina.
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5.1.2.2. Identificacédo estrutural de AN-5
A substancia AN-5 foi isolada como um sélido marrom amorfo e a analise por
CCDA utilizando o reagente Dragendorff revelou uma coloragéo laranja, confirmando

a presenca de nitrogénio na molécula.

Pela andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 52) verificou-se a presenca de
cinco sinais de hidrogénios aromaticos entre & 8,31 — 6,68, trés hidrogénios
metilénicos entre & 3,36 - 2,70 e um hidrogénio metinico em & 3,81, indicando a
presenca de um alcaloide do tipo aporfino sensu stricto (Guinaudeau; Leboeuf; Cavé,
1975, 1979, 1983, 1988, 1994).
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Figura 52. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs + gotas de CDsOD) de AN-5.

Os quatro sinais de hidrogénios arométicos em & 7,24 (1H, m), 6 7,34 (1H, m)
e 0 8,31 (1H, dd, J = 8,3 e 0,7 Hz), tipicos de H-9, H-10, H-8 e H-11, estédo
correlacionados no HSQC com os sinais de carbonos em & 127,6, 6 128,0, 6 127,3 e
0 127,6, respectivamente, sendo assim, atribuidos a C-9, C-10, C-8 e C-11, os quais
séo indicativos do anel D do esqueleto aporfinico ndo substituido. Ainda, o simpleto
em & 6,68 (1H, s) ligado ao carbono em & 115,1, apresentou deslocamento tipico do
anel A do sistema aporfinico dissubstituido, sendo estes sinais atribuidos ao H-3 e C-

3, respectivamente (Figuras 53 e 56).
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Figura 53. Ampliacdo da regido aromatica (5 8,5-6,6 ppm) do espectro de RMN de 'H (400 MHz,
CDCIlz + gotas de CDsOD) de AN-5.

Ademais, observou-se a presenca de hidrogénios diastereotépicos em & 2,95
(AH, m), & 2,70 (1H, m), & 3,36 (1H, m) e & 3,01 (1H, m), tipicos dos sinais de
hidrogénios H-4peg/H-4pax e H-5peq/H-5pax, respectivamente, 0os quais encontram-
se correlacionados a *J com os sinais dos carbonos em & 28,3 (C-4) e d 42,8 (C-5),
caracteristicos do anel B do esqueleto aporfino. Os sinais em & 2,95 (1H, m) e 6 2,86
(1H, dd, J = 13,7 e 4,5 Hz) ligados ao carbono em & 36,9, foram atribuidos aos
hidrogénios H-7peq, H-7pax e ao carbono C-7, respectivamente, assim como o sinal
de hidrogénio metinico em & 3,81 (1H, dd, J = 13,7 e 4,5 Hz) relativo a posi¢cdo H-6a
correlacionando a 'J com o carbono em & 53,4 (C-6a). Também, foi possivel verificar
um simpleto em & 3,60 (3H, s), integrando para trés hidrogénios, o qual apresentou
correlacédo a 1J com o carbono em d 60,2, caracteristico de grupo metoxila (Figuras
54 e 57).
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Figura 54. Ampliacdo da regiao alifatica (6 5,5-2,5 ppm) do espectro de RMN de H (400 MHz, CDCls
+ gotas de CDsOD) de AN-5.
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Figura 55. Mapa de correlagdo HSQC (*H: 400 MHz; 13C: 100 MHz; CDCls + gotas de CDsOD) de
AN-5.
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Figura 56. Ampliacdo do mapa de correlacdo HSQC (*H: 400 MHz; 13C: 100 MHz; CDCls + gotas de
CDs30D) para os sinais na regido dos arométicos de AN-5.
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Figura 57. Ampliacdo do mapa de correlacdo HSQC (*H: 400 MHz; 13C: 100 MHz; CDCls + gotas de
CD30D) para os sinais na regido dos hidrogénios diasterotépicos de AN-5.

Pela andlise do espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCIz + gotas de CDsOD)
(Figura 55) foi verificado a presenca de 17 carbonos, sendo 12 aromaticos entre &
148,9 — 115,1, aléem de um sinal em & 148,9, caracteristico de carbono aromatico
oxigenado. As posicOes corretas foram determinadas conforme os mapas de
correlacdo HSQC (Figura 55) e HMBC (Figura 59), de acordo com a tabela 6.
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Figura 58. Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCIz + gotas de CDsOD) de AN-5.
O mapa de correlacdo HMBC (Figuras 59 e 60) permitiu a correta atribuicao
das posicbes dos grupos hidroxila e metoxilico no anel A do esqueleto aporfino. O
sinal em & 3,60 (3H, s) apresentou forte correlacéo a 2J com o sinal de carbono em &

143,5 (C-1), permitindo a atribuicdo do grupo metoxilico na posi¢cdo C-1, enquanto
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que, o sinal em & 6,68 (H-3) apresentou correlacédo a 2J com o sinal de carbono em &
148,9, tipico de carbono aromatico oxigenado, o qual foi atribuido a posicdo C-2, o
qual também néo apresentou nenhuma correlagéo com o sinal de hidrogénio do grupo
metoxilico. Ainda, esse mesmo sinal de hidrogénio (6 6,68), mostrou forte correlacao
a 3J com os sinais de carbono em & 28,3 (C-4), d 127,3 (C-3b) e d 143,5 (C-1),
confirmando assim a conectividade do anel A. A Figura 61 apresenta as demais

correlacdes observadas.
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Figura 59. Ampliacdo do mapa de correlacdo HMBC (*H: 400 MHz; 13C: 100 MHz; CDCls + gotas de
CD30D) de AN-5.
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Figura 60. Ampliacdo do mapa de correlagdo HMBC (*H: 400 MHz; *3C: 100 MHz; CDClIz + gotas de
CDs0OD) de AN-5.

Figura 61. Demais correlagdes observadas no mapa de correlagdo HMBC para AN-5.

A Tabela 14 apresenta os corretos valores de *H, 3C e correlacdo 'H-13C para
AN-5, os quais foram atribuidos de acordo com dados obtidos pelo espectro de H,
13C e mapas de correlacdo HSQC e HMBC, assim como os dados da literatura,

indicando tratar-se do alcaloide aporfino asimilobina.
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Tabela 14. Dados de RMN de H e 13C de AN-5.

AN-5 asimilobina
Posicao H & ab HMBC H & q
5(multi, JemHzg C©® (1H-15C)c 5 (multi., J em Hz)¢ c
1 ] 1435 C : ; 1435C
1a ; 1259 C } i 1259C
2 ; 148,9 C } i 148,9C
28,3 (C-4); 127,3 (C-3b);
3 6,68 (1H, s) 151CH 2o a6 (oa) 6,68 (1H, s) 115,1 CH
3a ; 1292 C ; ; 1292 C
3b ; 127.3C ; ; 127.4C
4 peq 2,95 (1H, m) 42,8 (C-5) e 129,2 (C-3a) 3,01 (1H, m)
4 pax 2,70 (1H, m) 28,3 CH. 115,1 (C-3) 2,70 (1H, m) 28,3 CH.
5 peq 3,36 (1H, m) 28,3 (C-4); 53,4 (C-6a) e 3,35 (1H, m)
5 pax 3.01 (10, m)  %8CHz 129.2 (C-3a) 3.02 (1H, m) 42,8 CH
6a 8! (16"'4 g;’ 137 534CcH  369(C7)e127,3(C-30) 81 (1"'4 g;j' 138e  g534cH
e 286(iH,dd 137 53.4 (C-6a), 127.3(C-8e 2,86 (1H, dd, 13,8
peq e 4,5) 36,9CH.  C-3b); 132,0 (C-11a) e 4,6) 36,9 CH2
7pax 2,76 (1H, dI, 13.7) 135,7 (C-7a) 2,76 (1H, dI, 13.8)
7a ; 1357 C : : 1357 C
128,0 (C-10) € 132,0 (C- 7,31 (1H, ddd, 6.7,
8 734 (1H, m)  127.3CH L 50606) 127,3 CH
9 7,24 (1H, m) 1276 CH 276 (C'l%)e 135,7 (C- 7,22 (1H, m) 127,6 CH
10 7.24 (1H, m) 1280cH 1273 (C-§)12)127,6 (C- 7,22 (1H, m) 128,0 CH
831 (1H, dd, 83 e 125,9 (C1a); 127.6 (C-9) 832 (1H, dd, 8.1 e
11 0.7 127,6 CH LAy (o) 0.0) 127,6 CH
11a ; 132,0C ; } 1329C
1-0CHs 3,60 (3H, 5) 60,2 CHa 143,5 (C-1) 3,60 (3H, 5) 60,2 CHa

aExperimento realizado a 400 MHz para H e 100 MHz para **C em CDCls + gotas de CDsOD, utilizando o TMS
como padrdo interno; PMultiplicidades determinadas pelos espectros de 13C, HSQC e HMBC; cAtomos de
carbono que mostraram correlacdo com os respectivos hidrogénios; 4Costa et al., 2015 (*H: 400 MHz e 13C: 100
MHz, CDCls + gotas de CD30D); (8) Deslocamentos em ppm.

A anadlise por espectrometria de massas (Figura 62), obtida através de
ionizacao por eletrospray em modo positivo de aquisicdo de dados (ESI+), indicou
tratar-se de uma molécula protonada [M+H]* de ion molecular m/z 268 Da, compativel
com a férmula molecular C17H17NO2. Quando submetido a fragmentacgédo este ion com
m/z 268 apresentou uma perda inicial de 17 Da, seguido de perdas de 32 e 28 Da, as
quais séo perdas caracteristicas dos grupos -NHs, -CH3OH e —CO, respectivamente
(Figura 63) (Da Silva et al, 2024; De Lima et al, 2020), possibilitando uma proposta de
fragmentacdo para a molécula (Figura 64). Estes dados estdo coerentes com a
proposta para o alcaloide aporfino descrito a partir das analises de RMN.
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Figura 64. Proposta de fragmentacgé&o para o alcaloide aporfino sensu stricto asimilobina adaptada de
De Lima et al., 2020.

Assim, apos a deducado da formula molecular pelo espectro de massas sendo
C17H17NO2 e as fragmentacdes indicarem a presencga de um alcaloide aporfino sensu
stricto, também tendo como base os dados espectrais obtidos e os dados descritos
na literatura (Tabela 14) (Da Silva et al., 2017; De Lima et al, 2020; Costa et al., 2015;
Guinaudeau; Leboeuf; Cavé, 1975, 1979, 1983, 1988, 1994), foi possivel confirmar a
substancia de cddigo AN-5 como sendo a asimilobina (Figura 65).

Figura 65. Estrutura do alcaloide asimilobina.
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5.1.3. Identificacdo estrutural dos alcaloides do tipo tetraidroprotoberberino

5.1.3.1. Identificacdo estrutural de AN-6

A substancia AN-6 foi isolada como um sélido amorfo marrom e a analise por
CCDA utilizando o reagente Dragendorff também revelou uma coloracdo laranja,

confirmando a presenca de nitrogénio na molécula.

O espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls + gotas de CDsOD) (Figura 66)
mostrou quatro sinais na regido dos aromaticos, sendo dois sinais tipicos de dupletos
em 0 6,76 (1H, d, J = 8,3 Hz) e & 6,80 (1H, d, J = 8,3 Hz), indicando um sistema
substituido em orto, como também, os simpletos em & 6,61 (1H, s) e & 6,76 (1H, s),
indicando um sistema substituido em para, caracteristico de alcaloides
tetraidroprotoberberinos (De Lima et al., 2020; Costa, 2009). O espectro de RMN de
13C (100 MHz, CDCIz + gotas de CD30D) (Figura 67) e os mapas de correlacdo HSQC
(Figura 70) e HMBC (Figura 74) evidenciaram a presenca de 19 carbonos, sendo 12
aromaticos entre & 147,4 e 6 111,4, dois metoxilicos em & 60,2 e & 56,0, um metinico
em 0 59,5 e quatro metilénicos em & 28,6 (C-5), & 35,7 (C-13), 6 51,9 (C-6) e 6 54,0
(C-8), o gual também indica a presenca do esqueleto tetraidroprotoberberino na

molécula.
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Figura 66. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIz + gotas de CDsOD) de AN-6.
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Figura 67. Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCls + gotas de CD3z0OD) de AN-6.

As corretas posicoes dos hidrogénios aromaticos foram estabelecidas pelas
andlises do espectro de 'H (Figura 68) junto aos mapas de correlacdo HSQC (Figuras
70 e 71) e HMBC (Figuras 74 a 75). Dessa forma, os sinais de hidrogénios em d 6,76
ligado ao carbono em & 115,3 e o0 sinal em & 6,80 ligado ao carbono em & 124,7, foram
atribuidos a H-11/C-11 e H-12/C-12, respectivamente, definindo o sistema orto no anel
D, enquanto os sinais em 6 6,61 e 6 6,76, ligados aos carbonosem 6 111,4e 6 112,0,
respectivamente, foram atribuidos a H-4/C-4 e H-1/C-1, definindo o sistema para no

anel A.
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Figura 68. Ampliagdo da regido aromatica (o 7,0-6,5 ppm) do espectro de RMN de 'H (400 MHz,
CDCIs + gotas de CD30OD) de AN-6.
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Ainda, a partir do mapa HMBC, a correlagédo do sinal & 6,61 (H-4) a 3J com o
sinal do carbono em & 28,6 (C-5), e do sinal em & 6,76 (H-1) com o sinal do carbono
em 0 59,5 (C-13a) confirma a posi¢do dos hidrogénios aromaticos do anel A (Figura
75). Por consequéncia, a correlagdo do sinal em & 6,80 (H-12) a 3J com os sinais dos
carbonos em & 35,7 (C-13), 6 127,8 (C-8a) e & 147,4 (C-10), e do sinal em & 6,76 (H-
11) a 3J com os sinais dos carbonos em & 126,4 (C-12a) e & 143,8 (C-9), confirmam
as posicdes definidas dos hidrogénios e carbonos do sistema orto no anel D (Figuras
75 e 76).

Na regido alifatica do espectro de RMN de 'H (Figura 69), foi observado a
presenca de sinais de hidrogénios diasterotopicos para quatro grupos metilénicos em
6 3,11 (1H, m)/ & 2,69 (1H, m), & 3,21 (1H, m)/ 2,67 (1H, m), & 4,20 (1H, d, J = 15,6
Hz)/ 6 3,55 (1H, d, J =15,6 Hz) e 3,28 (1H, dd, J = 16,0 e 3,9 Hz)/ 6 2,78 (1H, dd, J
= 16,0 e 11,4 Hz) tipicos dos hidrogénios, H- 5peq/H-5pax, H-6peg/H-6pax, H-8peq/H-
8pax, e H- 13peqg/H-13pax, correlacionados a J! aos sinais dos carbonos em & 28,6
(C-5),6 51,9 (C-6), 5 54,0 (C-8) e & 36,7 (C-13), respectivamente (Figura 72). Também
foi observado um sinal de hidrogénio metinico em & 3,57 (1H, dd, J = 11,4 e 3,9 Hz)
correlacionando no HSQC com o carbono em & 59,5 (Figura 73) e no HMBC com os
sinais em & 51,9 (C-6) e 144,5 (C-1) (Figura 74), sendo estes sinais atribuidos a H-
13a e C-13a. Estes sinais de hidrogénios metilénicos e metinicos sustentam o

pressuposto da presenca de um alcaloide da classe dos tetraidroprotoberberinos.

3.5894

3-OCHs| 9-OCHs

[ H-8 peq N H-6 pax [

H-13a H-8 pax

AR A |
S WA

H-13 pax H-5pax T

AP AT W
ARV AV RS W o

43,0000
7

JINNS 1 NS i S v W DS - N -

40 35 30 [ppm]
Figura 69. Ampliacdo da regido ndo aromatica (o 4,5-2,5 ppm) do espectro de RMN de 'H (400 MHz,
CDCIs + gotas de CD30OD) de AN-6.
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Figura 70. Mapa de correlagdo HSQC (*H: 400 MHz, 3C: 100 MHz, CDCls +

gotas de CD30D) de

T |

AN-6.
O
56,76 (1H, s, H-1) s
5 112,0 (C-1)
_ 56,61 (1H, s, H-4) -
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Figura 71. Ampliacdo do mapa de correlagdo HSQC (*H: 400 MHz, 13C: 100 MHz, CDCls+ gotas de

CD30D) para os grupos aromaticos de AN-6.
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Figura 72. Ampliagdo do mapa de correlagdo HSQC (*H: 400 MHz, 13C: 100 MHz, CDCls+ gotas de
CDs0OD) de AN-6.

Também, foi possivel verificar dois simpletos em & 3,86 (3H, s) e & 3,83 (3H,
s), ambos integrando para trés hidrogénios, correlacionado no HSQC com o sinal de
carbono em & 56,0 e em & 60,2 (Figura 73), respectivamente, 0s quais sdo
caracteristicos de grupos metoxila. Ademais, foi observado a presenca de dois sinais
de carbonos quaternarios em & 144,5 e ® 147,4, indicativos de carbono aromatico

oxigenado.

sy
i

- lC)l 83,86 (3H, s, 3-OCHs) -
= 5 56,0 (3-OCHs) H H H
o
HyC” I
5 3,57 (1H, dd, H-13a)
HO 5 59,5 (C-13a)

I, WS N
o) (-0

53,83 (3H, s, 9-OCH3)
5 60,2 (9-OCHs)

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
39 38 a7 36 35 F2[ppm]

Figura 73. Ampliacdo do mapa de correlagdo HSQC (*H: 400 MHz, *3C: 100 MHz, CDCls+ gotas de
CD30D) para os grupos metoxilicos e metinicos de AN-6.
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O mapa de correlacdo HMBC (Figuras 74 a 75) permitiu a correta atribuicao
das posicdes dos grupos hidroxila e metoxila no anel A e D. Nesse sentido, o sinal em
0 6,61 (H-4) apresentou forte correlacdo a 3J com o sinal de carbono em & 144,5,
indicando a localizag&do do grupo hidroxila na posigédo C-2. Da mesma forma, o sinal
em & 6,80 (H-12) correlacionou a 3J com o sinal de carbono em & 147,4, indicando a
localizacéo do grupo hidroxila em C-10 (Figura 76). A Figura 77 apresenta as demais

correlacdes observadas para a estrutura em questao.
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Figura 74. Mapa de correlacdo HMBC (*H: 400 MHz, 13C: 100 MHz, CDCls+ gotas de CD30D) de AN-

H
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Figura 75. Ampliacdo do mapa de correlacdo HMBC (*H: 400 MHz, 13C: 100 MHz, CDCls+ gotas de
CDsOD) de AN-6.
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Figura 76. Ampliacdo do mapa de correlagdo HMBC (*H: 400 MHz, 13C: 100 MHz, CDCls+ gotas de
CD30OD) de AN-6.

Figura 77. Demais correlacdes no mapa de correlacdo HMBC para AN-6.

A Tabela 15 apresenta os corretos valores de *H, 3C e correlacédo *H-13C para
AN-6, os quais foram atribuidos de acordo com dados obtidos pelo espectro de H,

13C e os mapas de correlacdo HSQC e HMBC, assim como os dados da literatura,
indicam tratar-se do alcaloide estefolidina.
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Tabela 15. Dados de RMN de H e 13C de AN-6.

AN-6 estefolidina
Posicao H ab HMBC H q
5(multi, JemHzp  C©© (1H-15C)e 5(multi, JemHzy C®
59,5 (C-13a); 1255
1 6,76 (1H, s) 112,0CH  (C-4a); 1445 (C-2) 6,77 (1H, s) 112,0 CH
e 146,2 (C-3)
2 - 1445 C ; : 144,6 C
3 - 146,2 C : : 146,3C
28,6 (C-5); 129,9 (C-
4 6,61 (1H, s) 111,4CH  13b); 1445 (C-2) e 6,61 (1H, 5) 111,4 CH
146,2 (C-3)
4a - 1255C i : 1255C
51,9 (C-6) € 125,5
5 peq 3,11 (1H, m) (C-4a) 3,11 (1H, m)
28,6 CH: 1255 (C-4a); 111,4 28,7 CH,
5 pax 2,69 (1H, m) (C-4) e 129.9 (C- 2,69 (1H, m)
13b)
6 peq 3,21 (1H, m) 1228é65(c'5) e 3,21 (1H, m)
5 (C-43)
519 CH2 g5 e 130) o 1255 52,0 CH.
6 pax 2,67 (1H, m) (C-43) 2,67 (1H, m)
59,5 (C-13a); 1264
8 peq 4,20 (1H, d, 15,6) (C-12a); 127.8 (C- 4,20 (1H, d, 15,6)
54,0 CH,  8a) e 143,8 (C-9) 54,1 CH,
51,9 (C-6); 59,5 (C-
8 pax 3,55 (1H, d, 15,6) P o 1oyo(oae  355(1H.d,156)
8a - 127.8C : ; 127.9C
9 - 143,8 C } ; 1438 C
10 - 147,4C } ; 147,5C
124,7 (C-12); 1264
11 6,76 (1H,d,83)  1153CH (C-12a)143.8 (C-9) 6,76 (1H,d,83) 1154 CH
e 147 4(C-10)
35,7 (C-13), 1278
12 6,80 (1H,d,83)  1247CH  (C-8a)e 147.4 (C- 6,80 (1H,d,83)  124,7 CH
10)
12a - 1264 C § : 1264 C
59,5 (C-13a); 124,7
13peq 328 (1H3, g;j, 16,0 e Ciors0a o 328 (1H3, g;j, 16,0 e
! 357CH.  12a); 127,8 (C-8a) : 35,8 CH,
3pax  278(1H.dd 160€ 59,5 (C-13a); 126,4 2,78 (1H, dd, 16,0 €
11,4) (C-12a); 11,4)
357 (1H, dd, 11,4 e 51,9 (C-6); 129.9 (C- 3,57 (1H, dd, 11,4 e
13a ( 3.9) 59,5 CH 13b)( e 1114,5 (C-(l) ( 3.9) 59,6 CH
13b - 129.9C ; ; 129.9C
3-0CH; 3,86 (3H, 5) 56,0 CHa 146,2 (C-3) 3,86 (3H, 5) 56,0 CHa
9-OCH; 3,83 (3H, 5) 60,2 CHs 143.8 (C-9) 3,83 (3H, 5) 60,2 CHa

aExperimento realizado a 400 MHz para *H e 100 MHz para 13C em CDCls, utilizando o TMS como padréo
interno; PMultiplicidades determinadas pelos espectros de HSQC e HMBC; cAtomos de carbono que mostraram
correlagdo com os respectivos hidrogénios; 9Costa et al., 2015 (*H: 400 MHz; 13C: 100 MHz; CDCIs); (d)
Deslocamentos em ppm.
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A andlise por espectrometria de massas, obtida através de ionizacdo por
eletrospray em modo positivo de aquisicdo de dados (ESI+), indicou tratar-se de uma
molécula protonada [M+H]+ de ion molecular m/z 328 Da, compativel com a férmula
molecular C19H2:1NO4. A fragmentacao deste ion molecular mostrou uma alta perda de
massa de 150 Da, tipica de alcaloides tetraidroprotoberberino contendo metoxila e
hidroxila como substituintes no anel A (De Lima et al., 2020) (Figura 78), possibilitando
uma proposta de fragmentacéo para a molécula (Figura 79). Estes dados estdo
coerentes com a proposta para o alcaloide tetraidroprotoberberino descrito a partir das

analises de RMN.

- -150 Da
35 e o TTTTTEmmTmTTTTTTTTTT
< 328
30
% 313
20
151 311
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163 179 279 297 329
5 119 176 251 314

| 131 136 146 | 152 || 280 192 219 235 ] 265 269 ‘281 “298 ‘ ‘

OFrrrrrrrrrrerprs et bt b Mo s e aa B LA  a Mataent
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

m/iz

Figura 78. Espectro MS/MS (ESI+) da AN-6.
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OH
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Figura 79. Proposta de fragmentac&o para o alcaloide tetraidroprotoberberino estefolidina adaptada
de De Lima et al., 2020.
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Assim, ap6s a deducao da férmula molecular pelo espectro de massas e as
fragmentacdes indicarem a presenca de um alcaloide tetraidroprotoberberino,
também tendo como base os dados espectrais obtidos e os dados descritos na
literatura (Tabela 15) (De Lima et al., 2020; Costa et al., 2015), foi possivel confirmar

a substancia de codigo AN-6 como sendo a estefolidina (Figura 80).

Figura 80. Estrutura do alcaloide estefolidina.

5.1.4. Identificacdo estrutural da lactona

5.1.4.1. Identificacdo estrutural de AN-4

A substancia AN-4 foi isolada como um soélido amorfo marrom e a analise por
CCDA utilizando o anisaldeido sulftrico revelou uma coloracdo azul e, posteriormente
roxo, devido ao aquecimento continuo, enquanto que, a revelacdo com o reagente
Dragendorff ndo revelou coloragéo alaranjada, indicando a auséncia de nitrogénio na

molécula, logo, sugere nao se tratar de um alcaloide.

O espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) (Figura 81) mostrou sinais
caracteristicos de hidrogénios metilénicos em 6 2,46 (1H, ddd, J = 14,5, 2,9 e 0,4 Hz),
51,97 (1H, ddd, J = 14,6, 2,8 e 2,4 Hz), 1,79 (1H, m) e 1,54 (1H, dd, J = 14,6 e 3,7),
os quais foram atribuidos a H-4, H-2, H-4’ e H-2’, respectivamente. Ainda, foi possivel
observar trés sinais integrando para trés hidrogénios, sendo eles em & 1,47 (3H, s), 6
1,27 (3H, s) e 1,78 (3H, d, J = 0,8), caracterizando os hidrogénios metilicos H-9, H-10

e H-11, respectivamente (Figura 82).
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Figura 81. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDClz) de AN-4.
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Figura 82. Ampliacao (d 2,6-1,0 ppm) do espectro de RMN de H (500 MHz, CDCIs) de AN-4.

Também, foi observado um sinal em & 5,70 (1H, s), caracteristico de hidrogénio
olefinico, sendo atribuido a H-7 e outro sinal em & 4,33 (1H, quinteto, J = 3,4 Hz),

tipico de hidrogénio oximetinico, sendo este atribuido a H-3 (Figura 83).
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Figura 83. Ampliacdo em (d 6,0-4,0 ppm) do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDClz) de AN-4.

Pela andlise do espectro de RMN de 3C (500 MHz, CDCIs) (Figura 84), DEPT-
135 (Figura 85), HSQC (Figura 86) e HMBC (Figura 87) foi verificado a presenca de
11 carbonos, sendo trés sinais caracteristicos de grupos metila em & 26,5 (C-9), &
27,0 (C-11) e 8 30,7 (C-10), um sinal em & 171,9 caracteristico de carbono carbonilico
relatico a C-8, além de um sinal em & 66,9 caracteristico de carbono oxigenado
portador de grupo hidroxila secundaria em C-3. Também, foi constatado dois sinais
referentes a carbonos olefinicos, sendo eles em & 182,3 (C-6) e & 113,0 (C-7).
Ademais, foi constatado sinais em 6 45,6, 6 47,3 e 835,9, os quais foram atribuidos

ao C-4, C-2 e C-1, respectivamente.

182.3432
171.8508
112.9559
86.6351
77.2696
76.7616
66.8667
—47.3210
—— 45.6261
——35.9214
_—30.6649
——29.7021
_—21.0142
= 26.4963
0.0001

C-2Cc4

c-6 } c-5 }
"

T T T T T T T T T T T T T T T T
150 100 50 ppm]

Figura 84. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCls) de AN-4.
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Figura 85. Espectro de DEPT-135 de 13C (125 MHz, CDClIs) de AN-4.

| . il

Figura 86. Mapa de correlacdo HSQC (*H: 500 MHz, 3C: 125 MHz, CDCIz) de AN-4.

O mapa de correlacdo HMBC (Figuras 87 a 89) mostrou a correlagédo a 3J do
sinal em & 1,78 (H-11) com o sinal de carbono metilénico em & 45,6 (C-4) e o sinal de
carbono em & 182,3 (C-6), assim como, a correlacao a 2J com o carbono em & 86,6
(C-5) (Figura 87). Ademais, também foi possivel constatar o sinal em & 1,47 (H-9)
correlacionando a 2J com os sinais de carbono em & 30,7 (C-10), 6 47,3 (C-2) e &
182,3 (C-6) e 2J com o sinal em & 35,9 (C-1) (Figura 88) e o sinal em & 1,27 (H-10)
correlacionando a 3J com os sinais de carbono em & 26,5 (C-9), 47,3 (C-2) e 5 182,3
(C-6) e a 2J com o sinal em & 35,9 (C-1) (Figuras 89).
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Figura 87. Mapa de correlagdo HMBC (*H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CDCIs) de AN-4.
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Figura 88. Ampliacdo do mapa de correlagdo HMBC (*H: 500 MHz, 3C: 125 MHz, CDCls) de AN-4.
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Figura 89. Ampliacdo do mapa de correlagdo HMBC (*H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CDCIs) de AN-4.
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A Tabela 16 apresenta os corretos valores de 'H, 13C e correlacédo 'H-*3C para

AN-7, os quais foram atribuidos de acordo com dados obtidos pelo espectro de H,

13C, DEPT-135 e os mapas de correlagcdo HSQC e HMBC, assim como os dados da

literatura, indicam tratar-se da lactona loliolida.

Tabela 16. Dados de RMN de H e 13C de AN-4.

AN-4 loliolida
Posicéo H & ab HMBC H & d
5(multi, JemHzg < ® (1H-13C) 5 (multi., J em Hz)¢ C
1 - 359 C ] ; 36,0 C
) 1,97 (1H, ddd, 14.6, ] 1,08 (1H, dt, 14,4
2.8¢e2,4) 27)
> 1,54 (1H, dd, 14,6 e 47,3 CH: ] 1,53 (1H, dd, 14,4 e 47,2 CH
3,7) 3,5)
3 433 (1H, quint,, 3,4) 66,9 CH : 4,33 (1"'3' g)“'”t" J= ee8cCH
. 2,46 (1H, ddd, 14,5, ] 2.46 (1H, dt, 14,0 €
2.9€04) 45,6 CHz 179 (1H2,g2j Tige 455CH
4 1,79 (1H, m) ] , , dd, 14,
3,5)
5 - 86,6 C } } 86,9 C
6 - 182,3C } i 182,6 C
35.9 (C-1), 86,6 (C-
7 5,70 (1H, s) 113,0CH  5),171,9 (C-8) e 5,70 (1H, s) 113,0 CH
182,3 (C-6)
8 - 171,9 CO : : 1710 C
30,7 (C-10), 35,9 (C-
9 1,47 (3H, 5) 265CHs  1),47.3(C-2)e 1,47 (3H, s) 26,4 CHs
182.3 (C-6)
26,5 (C-9), 35.9 (C-
10 1,27 (3H, s) 307CHs  1),47,3(C-2)e 1,27 (3H, s) 30,6 CHs
1823 (C-6)
11 1,78 (3H,d,0,8)  27,0CH; *26(C-4), 866 (C- 1,78 (3H, sl) 27,0 CHs

5) e 182,3 (C-6)

aExperimento realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz para 3C em CDCls, utilizando o TMS como padrdo
interno; PMultiplicidades determinadas pelos espectros de 13C, HSQC e HMBC; cAtomos de carbono que
mostraram correlagdo com os respectivos hidrogénios; YConegero et al., 2003 (*H: 300 MHz; 13C: 75,5 MHz;

CDCIls); (d) Deslocamentos em ppm.

Assim, ap6s a analise dos dados espectrais obtidos e os dados descritos na

literatura (Tabela 16) (Conegero et al., 2003), foi possivel confirmar a substancia de

codigo AN-4 como sendo a lactona terpénica conhecida como loliolida (Figura 90).

10 9

HO™' 3 B

Figura 90. Estrutura da lactona terpénica loliolida.
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5.2.Estudo dos constituintes voléateis das folhas de A. neoinsignis

A determinacgdo e quantificacdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial
das folhas de A. neoinsignis foi realizado por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) e detector por ionizagdo de chama (CG-DIC). Os
compostos volateis foram identificados por meio de seus respectivos espectros de
massas e indices de retencdo, sendo comparados com os dados disponiveis na

literatura.

O 6leo apresentou coloracdo esverdeada e rendimento de 0,05% para o
periodo de jun/23, 0,18% para jul/24 e 0,07% para out/24, jan/25 e abr/25 e de 0,11%
para jul/25, em relagédo ao peso do material seco. De modo geral, a avaliacdo da
composicdo quimica do Oleo essencial das folhas de A. neoinsignis, obtido em
diferentes periodos, mostrou variacées no que concerne as substancias identificadas
e suas respectivas abundancias relativas, o qual pode ser observado pelos perfis
cromatograficos (Apéndices 7 a 12).

O oOleo essencial € constituido majoritariamente por hidrocarbonetos
pertencentes as classes dos monoterpenos e sesquiterpenos, como também, seus
derivados. Foram identificadas um total de 49 substancias correspondendo a 98,31%
do 6leo referente ao periodo de junho/23, 44 substancias correspondendo a 99,84%
para julho/24, 43 substancias correspondendo a 96,71% para outubro/24, 31
substancias correspondendo a 93,23% para janeiro/25, 35 substancias
correspondendo a 92,68% para abril/25 e 44 substancias correspondendo a 97,46%
para julho/25. Ao comparar tais resultados, observa-se que, no geral, os principais
constituintes quimicos presentes sdo 0S mesmos, ho entanto, apresentam
abundancias relativas variaveis, tal como o B-elemeno, (E)-cariofileno, y-elemeno,
germacreno D e d-elemeno (Figura 91). Além disso, foi possivel verificar a auséncia
de algumas substancias, assim como, o aparecimento de outras, variando conforme

a época de coleta e da extragdo do 6leo, como pode ser observado na Tabela 17.

A variacdo nos teores dos constituintes presentes no 6leo obtido em épocas
diferentes pode estar relacionada ao estagio de desenvolvimento da planta, pois o
material vegetal coletado em junho/23 néo apresentou botdes de flor, os quais sdo
indicadores do periodo fértil da planta e que foi possivel constatar para as folhas

coletadas em julho/24, j& em relacdo aos outros periodos, foram observados poucos
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botdes de flor quando comparado a julho/24. Outros fatores que também podem
influenciar na composicdo quimica do 6leo, mesmo em espécies diferentes
pertencentes ao mesmo género, referem-se a temperatura, sazonalidade,
disponibilidade de agua, nutrientes presentes no solo, ritmo circadiano e idade da

planta (Soares et al., 2022).

Tais resultados corroboram com aqueles descritos na literatura para os 6leos
essenciais de espécies de Annonaceae, em especial, aos do género Annona. A
predominancia de hidrocarbonetos sesquiterpénicos é frequente para 6leos extraido
das folhas de plantas pertencentes a esta familia (Souza et al., 2021) e os compostos
majoritarios identificados para o 6leo essencial de A. neoinsignis sdo semelhantes aos
caracterizados para diferentes espécies do género Annona, como para o 0leo das
folhas de A. coriacea (Siqueira et al., 2011), A. vepretorum (Costa et al., 2012), A.
squamosa L. (Verma et al, 2016). Ainda, a presenca do germacreno D,
biciclogermacreno e (E)-cariofileno como substancias mais abundantes, séo
similarmente relatados na composi¢ao quimica do Oleo das folhas de A. atemoya, A.

senegalensis, A. pickelii, A. glabra e A. foetida (Joseph; Dev; Kanchana, 2023).
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Figura 91. Teor dos principais constituintes volateis presentes no 6leo essencial das folhas de A.
neoinsignis.
Fonte: Autora (2025).
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Tabela 17. Constituintes presentes no 6leo essencial das folhas de Annona neoinsignis colhidas em diferentes épocas.

A a " Jun/2023 Jul/2024* Out/2024 Jan/2025 Abr/2025 Jul/2025
Classe Substancia IR IR % % % % % %
a-tujeno 925 924 0,05+0,01 - - - - -
a-pineno 932 932 0,13+0,04 - 0,15+0,01 - - -
sabineno 971 969 0,20+0,07 - 0,02+0,01 - - 0,04+0,01
B-pineno 975 974 0,10+0,02 0,04+0,00 0,17+0,07 - - -
3-p-Metene 982 984 - - - - 0,11+0,01 -
mirceno 989 988 1,01+0,14 0,11+0,01 0,36+0,20 - 0,05+0,00  0,05+0,01
Hidrocarboneto a-felandreno _ 1004 1002 0,06+0,01 - - - - -
Monoterpeno p-mentha-1(7),8-diene 999 1003 - - - - 0,02+0,00 -
a-terpineno 1015 1014 0,08+0,01 - - - - -
0-cimeno 1023 1022 0,26+0,07 - 0,08+0,06 0,04+0,01  0,08+0,00 -
limoneno 1028 1024 0,79+0,12 0,07+0,01 0,26+0,14  0,20+0,03 0,35+0,01 0,06+0,01
(2)-B-ocimeno 1036 1032 0,28+0,02 0,04+0,00 0,04+0,01 - - 0,05+0,01
(E)-B-ocimeno 1046 1044 0,55+0,06 0,20+0,02 0,06+0,03 0,01+0,00 - 0,47+0,11
y-terpineno 1057 1054 0,11+0,01 - - - - 0,02+0,01
terpinoleno 1084 1086 0,23+0,06 0,02+0,00 - - 0,05+0,00  0,03+0,01
6xido cis-linalool (furanoide) 1069 1067 - - - - 0,02+0,00 -
terpinen-4-ol 1179 1174 0,17+0,07 0,05+0,00 0,04+0,03 0,13+0,01  0,14+0,01 0,04+0,01
a-terpineol 1194 1186 1,49+0,19 0,24+0,05 0,46+0,33 0,67+0,08  0,39+0,02 0,22+0,05
linalool 1100 1095 3,04+0,10 0,39+0,02 1,88+0,93 0,84+0,22  0,86+0,04 0,47+0,10
trans-6xido de limoneno (Me vs. IPP) 1133 1137 - - - - 0,01+0,00 -
nerol 1224 1227 0,22+0,11 0,01+0,00 - - - -
geraniol 1250 1249 0,63+0,34 0,04+0,00 0,06+0,03 - - -
perilla aldeido 1274 1269 0,10+0,04 - - - - -
acetato de 6xido de trans-Linalool (piranoide) 1280 1287 0,17+0,07 - - - - 0,01+0,00
Monoterpenos a-cubebeno 1346 1348 0,40+0,09 0,64+0,07 0,39+0,11 0,39+0,10 0,71+0,02  0,43+0,08
oxigenados ciclosativeno 1364 1369 - - - - - 0,25+0,04
isoledene 1364 1374 - - - 0,69+0,16 - 1,87+0,25
a-ylangeno 1368 1373 0,23+0,03 0,41+0,10 0,68+0,17 - 0,51+0,13 -
a-copaeno 1375 1374 1,5740,24 2,52+0,25 3,67+0,48 3,42+1,31  2,87+0,04 -
B-elemeno 1390 1389 10,35+0,80 29,61+3,80 18,52+2,46 24,61+8,03 30,00+0,57 27,8+0,70
a-gurjuneno 1406 1409 0,35+0,07 - - - - -
a-cis-bergamoteno 1411 1411 - - 0,19+0,03 - - 0,05+0,00
(2)-cariofileno 1417 1408 - - - 16,63+4,04 - -
(E)-cariofileno 1420 1417 8,35+1,00 18,23+0,43  26,38+4,36 - 17,09+0,31 16,63+0,28
a-trans-bergamoteno 1433 1432 0,49+0,08 0,87+0,02 1,61+0,30 2,32+0,12  0,84+0,04 0,56%0,03
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y-elemeno 1429 1434 5,16+0,31 4,47+0,04 7,23+0,95 3,23+1,44  3,18+0,06  5,02+0,05
(2)-B-Farneseno 1450 1440 - - 0,05+0,01 - - -
aromadendreno 1449 1439 0,31+0,09 0,05+0,00 0,16+0,05 - - 0,03+0,01
6,9-guaiadieno 1444 1442 - - - - - 0,11+0,08
cis- muurola-3,5-dieno 1448 1448 - 0,10+0,00 - - - -
a-humuleno 1455 1452 1,51+0,18 3,33+0,06 5,07+0,23 3,76£0,43  4,35+0,09  3,82+0,02
allo-aromadendreno 1458 1458 - - - - - 0,03+0,01
cis-cadina-1(6),4-dieno 1461 1461 - 0,05+0,00 - - - -
9-epi-(E)-cariofileno 1471 1464 - - - 0,22+0,01  0,57+0,04 -
y-muuroleno 1476 1478 0,92+0,20 0,73+0,02 0,87+0,29 5,06+£0,59  0,89+0,04 -
germacreno D 1484 1480 24,11+1,97 15,34+2,13  7,24+3,31 - 2,73+0,11  18,44+0,68
B-selineno 1489 1489 0,91+0,14 1,69+0,07 2,81+1,16 3,70+0,56  3,10+0,18 0,79+0,06
y-amorfeno 1488 1495 - - - - - 0,10+0,01
viridifloreno 1492 1496 - - - - 2,36+0,04 -
a-selineno 1493 1498 - - 3,20+0,59 3,0040,19 - -
biciclogermacreno 1496 1500 5,15+0,18 4,61+0,15 - - - 4,57+0,10
a-muuroleno 1497 1500 - 0,20+0,01 0,26+0,18 - 0,20+0,05 0,10%0,01
trans-f-guaieno 1498 1502 - - - - - 0,11+0,08
B-bisaboleno 1505 1505 - - 0,425+0,14 0,87+0,06  0,28+0,02 -
germacreno A 1507 1508 1,27+0,03 0,82+0,08 - - - -
d-amorfeno 1518 1511 2,23+0,33 1,81+0,06 1,02+0,27 0,42+0,03 - 1,12+0,07
y-cadineno 1513 1513 0,72+0,09 0,28+0,00 0,31+0,24  0,41+0,08 0,28+0,04 0,14+0,01
trans-calameneno 1519 1521 - 0,12+0,04 0,05+0,01 0,20+0,04  0,36+0,06 0,16+0,04
B-sesquifelandreno 1521 1521 - - 0,01+0,01 - - -
(E)-y-bisaboleno 1525 1529 - 0,57+0,01 - - - 0,40+0,02
y-cupreneno 1532 1532 0,23+0,04 - - - - -
trans-cadina-1,4-dieno 1529 1533 - 0,21+0,01 0,02+0,02 - - 0,06+0,01
a-cadineno 1536 1537 0,55+0,01 0,32+0,01 0,14+0,08 0,82+0,08 - -
selina-3,7(11)-dieno 1538 1545 - 0,15+0,00 0,11+0,08 1,33+0,07 - -
germacreno B 1561 1559  19,30+0,88 6,80+0,39 1,90+1,06 3,50+0,64  3,05+0,02 7,11+0,18
hedicariol 1543 1546 - - - - - 0,16+0,01
(E)-nerolidol 1558 1561 - - - - 0,39+0,08 -
espatulenol 1576 1577 0,32+0,12 0,28+0,02 0,24+0,08 3,30+1,02  1,69+0,00 0,40+0,02
S : oxido de cariofileno 1581 1582 0,19+0,03 0,65+0,02 7,32+3,22  10,00+0,05 11,20+0,17 1,53%0,03
esquiterpeno
oxigenado - globulol 1584 1590 - 0,10+0,00 - - - -
epobxido de humuleno I 1606 1608 - - 0,88+0,58 1,44+0,40 1,40+0,12 0,07+0,01
1-epi-cubenol 1626 1627 - 0,33+0,00 - - - -
cis-Cadin-4-en-7-ol 1628 1635 0,34+0,16 - - - - -
epi-a-cadinol 1638 1638 - - - - - 0,29+0,03
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cubenol 1647 1645 0,25+0,07 0,25+0,01 - - - -
a-cadinol 1655 1652 0,67+0,18 0,27+0,01 0,06+0,03 0,30+0,05 - 0,59+0,01
neo-intermedeol 1657 1658 - 0,55%0,01 - - - -
selin-11-en-4-a-ol 1658 1658 0,27+0,09 - 0,21+0,06 - 1,73+0,09 0,68+0,01
eudesm-7(11)-en-4-ol 1697 1700 0,09+0,01 - - - - -
outros benzoato de cis—3—hexeni'la 1570 1565 0,43%0,09 - - - - -
(32)-benzoato de hexenil 1567 1565 - - - - - 0,10+0,02
MONOTERPERNOS (%) 9,68 1,22 3,57 1,87 2,07 1,45
SESQUITERPENOS (%) 88,63 98,63 93,14 91,36 90,61 96,00
TOTAL NAO IDENTIFICADO (%) 1,79 0,15 3,33 6,78 6,94 2,66
TOTAL IDENTIFICADO (%) 98,31 99,84 96,71 93,23 92,68 97,46

IR2 (média dos indices de reteng¢édo) calculados na coluna capilar TR-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963), com base em uma série
homologa de alcanos normais. IR? (indices de retengdo) segundo Adams (2007). *Dados retirados de Souza et al. (2025). Na tabela sdo apresentados os teores e seus
respectivos desvio padrdo. Em vermelho esta o composto majoritario para cada periodo.
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O estudo das variacfes € importante para entender as interacdes ecoldgicas
gue ocorrem entre a planta e o ambiente. Nesse sentido, os dados meteoroldgicos
foram coletados do Instituto de Nacional de Meteorologia (INMET) com o intuito de
correlacionar tais informagfes com o teor do 6leo essencial obtido em diferentes

periodos.

Tabela 18. Dados metereoldgicos dos periodos de coleta das folhas de A. neoinsignis.
Precipitacdo  Temperatura Temperatura  Umidade relativa

Periodo - Data

(mm) Méxima (°C) Minima (°C) do ar (%)
Junho/23 - 12/06/23 0,0 33,3 24,7 54,0
Julho/24 — 30/07/24 0,0 34,6 27,1 39,0
Outubro/24 — 31/10/24 8,0 31,0 24,8 64,0
Janeiro/25 - 27/01/25 80,0 32,0 23,5 62,0
Abril/25 - 14/04/25 0,0 31,7 23,5 61,0
Julho/25 - 18/07/25 0,0 34,6 26,5 45,0

Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia (INMET). Disponivel em: <http://www.inmet.gov.br>.
Acesso em 21 ago. 2025.

Estudos indicam que no verdo, onde é observado maior média da temperatura
maxima associada a um baixo nivel de precipitacdo média, ha uma maior producéo
de dleo essencial pela maioria dos espécimes, 0 que pode ser constatado para 0s
Oleos essenciais extraidos em julho de 2024 e julho de 2025, os quais exibiram maior
rendimento quando comparado aos demais periodos. Ainda, pode-se observar uma
relacdo entre o maior nivel de umidade do ar e menores rendimentos de 6leo essencial
(outubro, janeiro e abril), mesmo ainda que o més de janeiro tenha apresentado maior
precipitacdo média, indicando assim, que um dos principais fatores que afetam o teor
de dleo essencial produzido é a umidade do ar (Tabela 18) (Godinho, 2011). No
entanto, ndo foi possivel relacionar de forma convicta os dados climaticos com o
composto majoritario produzido pela planta, tendo em vista que o B—elemeno foi o
constituinte principal identificado nos 6leos essenciais de julho/24, janeiro/25, abril/25
e jul/25.

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

Os estudos de viabilidade celular e citotoxicidade utilizando o método Alamar
Blue (t6pico 4.14), tem sido empregue em uma variedade de sistemas biolégicos e
ambientais nas ultimas décadas, sendo considerado uma importante referéncia para
0 estudo com substancias. O produto ativo (resazurina), possui alta sensibilidade e

linearidade, flexibilidade (pode ser usado com diferentes tipos de células), escalavel,
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podendo ser usado com programas instrumentais baseados em fluorescéncia e/ou
absorbancia, além de ser sollvel em agua, ndo toxico e nao radioativo, justificando a
sua grande aplicabilidade devido, principalmente, a seguranca, tanto para o usuario
como para o meio ambiente (Baharum et al., 2016; Rampersad, 2012, O’Brien et al.,
2000).

Conforme descrito na literatura, sdo considerados ativos 0leos, extratos e
fragbes capazes de inibir ao menos 75% da proliferacéo celular e que apresentam
valores de Clso inferiores a 30,0 pyg/mL (Suffness; Pezzuto, 1991; Boik, 2001). Ainda,
de acordo com Badisa et al. (2009) e Monks et al. (1991), os critérios utilizados para
avaliacdo da atividade citotoxica de substancias puras, com base em valores de
referéncia confidveis na literatura cientifica, sdo: Clso < 10 ug/mL — Muito ativa, Cls,

entre 10 e 20 uyg/mL — Atividade moderada e Clso > 20 ug/mL — Atividade fraca.

A patrtir disso, o protocolo estabelecido pelos pesquisadores do Laboratorio de
Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia (LETI) do Centro de Pesquisas Goncalo
Moniz (CPqGM) da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Salvador, Bahia, considera
ativas as amostras que inibem cerca de 75% da proliferacdo das células tumorais,
afim de dar continuidade a investigacéo do calculo de Clso para as células tumorais

testadas.

5.3.1. Investigacdo da atividade citotoxica do Oleo essencial das folhas de A.
neoinsignis

O resultado obtido da atividade citotdxica do 6leo essencial das folhas de A.
neoinsignis, obtido no periodo de jun/23, esta apresentado na Tabela 19. O dleo foi
testado na concentracdo Unica de 50,0 ug/mL frente as linhagens de células tumorais
HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), HCT116 (carcinoma de célon humano) e
B16-F10 (melanoma murino) exibindo resultados significativos de atividade citotéxica,
apresentando valores de Clso proximos a 30,0 pg/mL para as trés células tumorais
testadas. Além disso, o 6leo apresentou baixa citotoxidade frente a célula néo tumoral

testada.
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Tabela 19. indice de inibigéo da proliferacéo celular em linhagens de células tumorais para o 6leo
essencial das folhas de A. neoinsignis.

Amostra Clso (ug/mL)?
HCT116 HepG2 B16-F10 MRC-5
28.71 27.90
Junho/23 2169-3801 21,13- 36,84 - >50
39.77 2273 49 41
Outubro/24 32,09 — 49,28 - 19.41 -26,61 40,85 —59,76
Janeiro/25 39.63 ] 2216 45,74
32.49 — 48,34 19,87 — 24,70 40,35 — 51,84
. 23.04 20,59 38.28
Abrilf25 19,15 — 27,72 ] 17,92 - 23,66 31,44 — 46,60
0,05 0,02 _ 1,96
Doxorrubicing® 0,03 - 0,07 0,001 - 1,11 1,37 - 2,80
0,08 ] 0,01 0,86
0,04 —0,15 013-005  061—121

aA tabela apresenta os valores de Clso (concentragdo inibitdria média) e o respectivo intervalo de
confianca de 95% obtido a partir de trés experimentos independentes realizados em duplicata pelo
método do Alamar blue apds 72 horas de exposi¢do com as células HCT116 (carcinoma de colon
humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), B16-F10 (melanoma murino) e MRC-5
(fibroblasto de pulmdo humano) obtidos por regressdo nado-linear através do programa GraphPad
Prisma versdo 5.0; "Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.

Pelos resultados obtidos, pode-se observar que os 6leos essenciais mostraram
ser mais citotoxicos frente a célula tumoral B16-F10, com valores muito abaixo de 30,0
Mg/mL, apresentando como seus constituintes majoritarios os sesquiterpenos (E)-
cariofileno, B-elemeno e germacreno D. Nesse contexto, estudos prévios apontam que
0 germacreno-D, frequentemente encontrado nas folhas, foi considerado como sendo
0 responsavel pela atividade citotoxica apresentada pelo 6leo de Pinus eldarica
Medw., como também, presume-se que o efeito sinérgico deste sesquiterpeno
juntamente com o biciclogermacreno exibem efeito citotéxico. Além disso, os
sesquiterpenos do tipo elemeno, sdo descritos como inibidores de proliferacdo e
estimulantes de apoptose, sendo ainda, o B-elemeno associado a atividade
anticancerigena frente as células do cérebro, laringe, pulm&o, mama, proéstata, colo

do utero, célon e do ovario (Lemes et al., 2017).

Ademais, o 6leo essencial obtido em julho de 2024 foi submetido aos estudos
in vitro e in vivo frente as linhagens tumorais HepG2 (cancer de figado humano),
HCT116 (cancer de célon humano), MCF-7 (cancer de mama humano), MD-MB-231
(cancer de mama humano), 4T1 (cancer de mama em comundongos) e B16-F10

(melanoma de comundongo), além da célula ndo tumoral MRC-5 (fibroblasto de
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pulmdo humano), apresentando valores de ICso de 27,90, 24,35, 37,50, 31,78, 21,64
e 12,28 pg/mL, respectivamente. Os resultados obtidos indicam que o 6leo essencial
de A. neoinsignis foi capaz de causar a morte celular apoptotica em células de cancer
de figado, como também, reduziu o crescimento tumoral em um modelo de
xenoenxerto de cancer de figado humano, o que sugere esta espécie com uma fonte

natural de farmacos com efeitos antitumorais (Souza et al., 2025).

Ressalta-se que estes constituintes sesquiterpénicos s&o comumente
encontrados nos 6leos essenciais de espécie de Annonaceae, 0S quais possuem
relatos de atividade citotoxica comprovada, como para o 0leo essencial das folhas de
Xylopia laevigata (Mart.) R.E.Fr. (constituido de 43,6% de germacreno D), Guatteria
australis A.St.-Hil. (constituido de 50,6% de germacreno B; 22,2% de germacreno D;
8,9% de (E)-cariofileno), Annona atemoya Mabb (constituido de 42,8% de germacreno
D) e A. squamosa (constituido de 22,9% de (E)-cariofileno e 21,3% de germacreno
D) (Cascaes et al., 2021; Joseph; Amala Dev; Kanchana, 2023).

5.3.2. Investigacdo da atividade citotoxica dos extratos das folhas de A.
neoinsignis

O resultado obtido da atividade citotoxica dos extratos das folhas de A.
neoinsignis esta apresentado na Tabela 20. O extrato metanélico (EMFAN) e o extrato
hexanico (EHFAN) foram testados na concentragcdo unica de 50,0 ug/mL frente as
linhagens de células tumorais HepG2 (carcinoma hepatocelular humano) e HCT116
(carcinoma de coélon humano), em que os resultados obtidos mostram que nenhum
dos extratos inibiram pelo menos 75% da proliferacdo das células tumorais HepG2 e
HCT116, indicando uma baixa atividade, podendo ser atribuida a alta concentracéo
de clorofila presente em ambos os extratos. Por outro lado, a fracdo neutra e
alcaloidica foram submetidas ao mesmo ensaio com a finalidade de se observar algum
efeito citotoxico apos o tratamento acido-base, no entanto, os ensaios ainda nao foram

concluidos.

128



Tabela 20. indice de inibigéo da proliferagéo celular em linhagens de células tumorais para os
extratos das folhas de A. neoinsignis.

Amostra Inibicdo da proliferacéo celular (%)?
HCT116 HepG2
EMFAN 14,86 + 0,59 4,46 + 0,53
EHFAN 1,76 £ 0,34 1,96 + 0,89
Doxorrubicina® 83,74 + 4,08 81,17 + 0,85

aA tabela apresenta os valores em porcentagem de inibicdo da proliferacdo celular e o respectivo
intervalo de confianca de 95% obtido a partir de trés experimentos independentes realizados em
duplicata pelo método do Alamar blue apés 72 horas de exposicdo com as células HCT116
(carcinoma de col6n humano) e HepG2 (carcinoma hepatocelular humano) obtidos por regresséo
ndo-linear através do programa GraphPad Prisma verséo 5.0; "Doxorrubicina foi utilizada como
controle positivo.

5.3.3. Investigacdo da atividade citotoxica das substancias isoladas de A.
neoinsignis

Os alcaloides sdo conhecidos por possuirem uma variedade de atividades

biolégicas, tais como antioxidante, antidepressivo, antimicrobiana, antibacteriana,

antifingica e, entre outras. Dentre as propriedades bioldgicas relatadas, a citotoxidade

contra células tumorais € a mais retratada, sendo amplamente investigada e tendo em

vista futuras aplicacbes medicinais por meio do seu uso para eliminacdo e/ou

regressao de células cancerosas (Aniszewski, 2007; Egydio-Brandéo et al., 2017).

Os alcaloides e a lactona terpénica isolados das folhas de A. neoinsignis foram
submetidos aos ensaios de atividade citotoxica contra trés linhagens de células
tumorais: HCT116 (carcinoma de célon humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular
humano) e HL-60 (leucemia humana), além de uma linhagem n&o tumoral MRC-5
(fibroblasto de pulmao humano), com o intuito de avaliar suas propriedades biolégicas

frente a células tumorais e ndo tumorais (Tabela 21).
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Tabela 21. indice de inibigéo da proliferagéo celular em linhagens de células tumorais para as
substancias isoladas das folhas de A. neoinsignis.

Substancia ICs0 ug/mL (umol/L)?
HCT116 HepG2 HL-60 MRC-5
Liriodenina A 2,33 (8,46) 1,65 (5,99) 10,11 (36,72)

(AN-1) 1,90 - 2,86 1,20 — 2,43 8,12 -13,75
Lisicamina 6,82 (23,41) 8,41 (28,87) 711 (24,40) 18,15 (62,30)

(AN-2) 5,57 — 8,95 4,80 — 14,71 4,43 11,39 11,09 -29,76
Nor(%‘:_gg;'”a NA >25 (88,87) >25 (88,87) >25 (88,87)

Anonaina 1517 (57,17) 12,74 (48,02)

(AN-3b) NA 12521725  8.76-14.82 >25(94,22)
AS'&;\'l‘_)EE’)'”a >25 (93,52) >25 (92,52) >25 (93,52) >25 (93,52)
ESt(eAf,‘\’I'_'g)'”a >25 (76,36) >25 (76,36) >25 (76,36) >25 (76,36)

L?A“NO.If)Ia 525 (127,39)  >25(127,39)  >25 (127,39) >25

. 0,50(0,86) 0,23 (0,39) 0,03 (0,05) 1,42 (2,44)
Doxorrubicina 0,31-0,82 0,12 — 0,44 0,01 —1,07 0,22 - 2,12

aA tabela apresenta os valores de Clso (concentragéo inibitéria média) e o respectivo intervalo de
confianca de 95% obtido a partir de trés experimentos independentes realizados em duplicata pelo
meétodo do Alamar blue ap6s 72 horas de exposi¢cdo com as células HCT116 (carcinoma de colon
humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), HL-60 (leucemia humana) e MRC-5 (fibroblasto
de pulm&o humano) obtidos por regressao nao-linear através do programa GraphPad Prisma verséo
5.0; "Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. NA (ndo avaliado) devido a viabilidade da
linhagem tumoral (contaminac&o).

Assim, os resultados obtidos mostram que os alcaloides liriodenina e lisicamina
possuem forte atividade citotdxica (Clso < 10 pg/mL) mas também, apresentam
citotoxicidade moderada frente as células ndo tumorais, enquanto o alcaloide
anonaina exibiu moderada atividade citotoxica frente as células tumorais HepG2 e HL-

60 e baixa citotoxidade frente a células ndo tumorais.

O estudo realizado por Costa e colaboradores (2024) evidenciou que o
alcaloide oxoaporfino lisicamina exibe forte atividade contra células HCT116
(carcinoma de colén humano), com um valor de Clso de 6,64 pg/mL (2,79 pmol/L),
assim como, este alcaloide exibiu valor de Clso de 3,9 yg/mL (1,1 ymol/L) para células
de MCF-7 (carcinoma de mama humano), sendo considerado ativo (Kwan et al.,
2015). A lisicamina apresentou-se ativa frente as linhagens de células tumorais HL-60
(leucemia promielocitica humana), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano) e K562
(leucemia mieloide cronica humana), com valores de Clso de 4,24, 28,86 e 38,75
umol/L, respectivamente, demostrando a promissora atividade citotoxica dessa

substancia (Souza et al., 2020). Em relagéo a liriodenina, a investigacao da atividade
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citotoxica deste alcaloide frente as células B16-F10 (melanoma de camundongo),
HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), HL-60 (leucemia promielocitica humana)
e K562 (leucemia mielocitica crénica humana), mostrou valores de Clso de 10, 8,3, 5,5
e 5,0 pyg/mL, respectivamente (Costa et al., 2016), podendo observar que o0s
resultados obtidos para esses dois alcaloides estdo de acordo com dados descritos

na literatura.

Wu e colaboradores (1989) desenvolveram um estudo para avaliar a
citotoxicidade de 53 alcaloides isoquinolinos e os seus N-Oxidos frente as células
tumorais A-549 (carcinoma de pulmao humano), HCT-8 (carcinoma de célon humano),
KB (carcinoma epidérmico de boca) e P-388 / L-1210 (leucemia promielocitica). Entre
0s varios esqueletos estruturais analisados, como tetraidroprotoberberinos,
protoberberinos, aporfinos, morfinanodienonas, oxoaporfinos, fenantrenos e seus
derivados N-Oxidos, os oxoaporfinos se destacaram por apresentarem uma atividade
mais significativa, sendo o alcaloide liriodenina o mais citotoxico contra todas as
linhagens de células testadas. Devido a isso, as propriedades bioldgicas deste
alcaloide tém sido amplamente investigadas, principalmente, em relacdo ao seu

potencial citotéxico (Lacio et al., 2015; Costa et al., 2016).

Considerando a relacdo estrutura-atividade dos alcaloides de esqueleto
oxoaporfino, a promissora atividade citotéxica apresentada por eles, sugere uma forte
contribuicdo da fungéo oxo, a qual permite que a molécula assuma uma conformacao
plana devido a hiperconjugacdo na estrutura, tornando o efeito citotdxico mais
pronunciado. Tal afirmacdo pode ser comprovada ao comparar a atividade citotoxica
entre os oxoaporficos e os aporfinos (ndo possuem a funcdo oxo), onde é possivel
observar uma reducéo significativa da atividade. Entretanto, alcaloides aporfinos que
continham um grupo 1,2-metilenodioxi, exibiram promissora atividade citotoxica frente
as células tumorais testadas, propondo que esse grupo funcional € um componente
essencial para sua bioatividade (Wu et al.,, 1989; Pang et al.,, 2014). Mas ainda,
Menezes (2015) atestou que o grupo 1,2-metiledioxi ndo concede propriedades
citotoxicas aos aporfinoides por si proprio, pois foi verificado que alcaloides que
apresentaram auséncia de substituinte metoxila na posicao 9 do anel D do sistema
aporfino, ndo exibiram citotoxidade, apontando outro elemento crucial na atividade
citotoxica apresentada pelos alcaloides aporfinos, fator que também foi relatado por

Pang et al. (2014). Estas afirmagbes podem ser observadas quanto aos ensaios
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citotoxicos realizados com os alcaloides aporfinos anonaina e nornuciferina, que

exibem baixa ou moderada atividade citotoxica (Li et al., 2013; Li et al., 2014).

Ainda, Stévigny; Bailly; Quetin-Leclercq (2005) revelaram que a liriodenina
apresentou valor de Clso de 48 pg/mL, enquanto a lisicamina mostrou Clso de 500
pMg/mL para as células Vero, mostrando que a liriodenina € mais ativa que a lisicamina.
Levando em consideracéo a relagao estrutura-atividade destes alcaloides, verifica-se
novamente que a inativacao da atividade citotoxica esta relacionada de alguma forma

ao grupo metilenodioxi.

Em relacdo aos alcaloides de esqueleto tetraidroprotoberberino, estudos
precedentes da atividade antitumoral in vitro, tem indicado que estes apresentam
baixa ou moderada citotoxicidade contra células tumorais (Kim et al., 2010; Costa et
al.,, 2013; Menezes et al., 2016; Santos et al.,, 2018). A exemplo, o alcaloide
estefolidina mostrou moderada atividade citotoxica contra as células de MCF-7
(cancer de mama), apresentando valor de ICso de 16,56 pyg/mL (Chang et al., 2006).

As lactonas apresentam diversas propriedades bioldgicas, especialmente,
aquelas relacionadas a atividade anti-inflamatdria e anticancer (Surowiak et al., 2021).
Um estudo realizado por Grabarczyk et al. (2015) com a lactona loliolida, mostrou a
sua capacidade em inibir o crescimento de células tumorais de carcinoma
nasofaringeo humano (KB) e leucemina linfocitica murina (P-388), indicando ser um

eficiente agente anticancerigeno.

A partir disso, tendo como base os resultados obtidos dos ensaios citotéxicos
e, também, os dados descritos na literatura, conclui-se que estas substancias
demonstram promissora atividade citotoxica, mostrando-se necessario realizar novas
investigacbes, a fim de definir de maneira mais assertiva a toxidade dessas
substancias, em busca de novos farmacos com acdo antitumoral e proveniente de

fontes naturais.

5.4.Importancia quimiofenética

O estudo fitoquimico da fracéo alcaloidica e do 6leo essencial das folhas de A.
neoinsignis, utilizando as técnicas cromatograficas classicas e, em conjunto com as

técnicas espectroscopicas e espectrométricas, possibilitou a identificacdo e
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guantificacdo de diferentes compostos volateis (6leo essencial), como também, o
isolamento e identificacdo de sete substancias ja descritas na literatura (fracdo
alcaloidica), porém, vale ressaltar, que todos sdo descritos pela primeira vez na

espécie.

A Tabela 22 apresenta os alcaloides e a lactona isolados e sua importante

relevancia quimiofenética para o género Annona, podendo ser encontrados em

diversas espécies, contribuindo para o conhecimento botanico da espécie, género e

familia em estudo, como também a filogenia, levando também em consideracao os

constituintes quimicos.

Tabela 22. Importancia quimiofenética dos alcaloides e a lactona isolados das folhas da A.

neoinsignis.
Alcaloide Espécie de Annona Referéncia
A. salzmannii De Oliveira Teles et al., 2015
A. tomentosa Lima et al., 2024
A. muricata Riley-Saldafa et al., 2017
T A. senegalensis Lall et al., 2017
asimilobina A. pickell Costa et al., 2015; Dutra et al.,
2012
A. atemoya (Annona cherimola x Rabélo et al., 2015
Annona squamosa)
A. salzmannii De Oliveira Teles et al., 2015
A. vepretorum De Oliveira Teles et al., 2015
. . Costa et al., 2015; Dutra et al.,
A. pickelli
. . 2012
liriodenina A. atemoya (Annona cherimola x
) Rabélo et al., 2015
Annona squamosa)
A. coriacea Rocha et al., 2021b
A. amazonica Pinheiro et al., 2009
A. glabra Linn Enema et al., 2024
A. vepretorum De Oliveira Teles et al., 2015
A. emarginata Da Silva et al., 2024
A. atemoya Egydio-Brandao et al., 2017
lisicamina : : Egydio-Brandéo et al., 2017;
A. pickelli Dutra et al., 2012
A. reticulata Egydio-Brandéo et al., 2017
A. sericea Egydio-Brandao et al., 2017
A. squamosa Egydio-Brandao et al., 2017
estefolidina A. tomentqsa Pinheiro et al., 2024
A. pickelli Costa et al., 2015
A. muricata
nornuciferina A. pickelii Lucio et al., 2015
A. sericea
A. muricata
anonaina A. montana Lucio et al., 2015
A. purpurea
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A. senegalensis

A. salzmannii
A. squamosa
A. coriacea Rocha et al., 2021
loliolida A. muricata Swantara et al., 2022
A. reticulata Khatun et al., 2022

A estefolidina ja foi relatada em outras espécies de Annonaceae, como em
Onychopetalum amazonicum R.E. Fr. (Lima, 2015), Fusaea longifolia (Aubl.) Saff.
(Tavares et al., 2005) e em Polyalthia longifolia (Sonn.) Thwaites (Dattatray; Baburao;
Shivaji, 2021), assim como, a lactona terpénica loliolia foi identificada nas folhas de
Pseudroxandra leiophylla (Diels) (Neto, 2021) e Duguetia pychastera A. St.-Hil.
(Nardelli et al., 2021). A identificacdo dos alcaloides asimilobina, liriodenina,
lisicamina, anonaina e nornuciferina corroboram com a afirmacdo de que estas
substancias sdo marcadoras quimiofenéticas do género Annona, como também, da
familia Annonaceae (Corréa et al., 2022; De Oliveira Teles et al., 2015; Brar et al.,
2014; Anaya-Esparza et al., 2020; Rabélo et al., 2015, Lucio et al., 2015).

O estudo dos constituintes quimicos volateis do 6leo essencial das folhas,
também é uma forma de contribuir para o conhecimento quimiofenético do género,
uma vez que a composi¢cdo quimica deste 6Oleo exibiu similaridades com estudos
anteriores realizados em diferentes espécies do género Annona (Cascaes et al., 2021,
Joseph; ya Dev; Kanchana, 2023; Campos et al., 2019; Souza et al., 2021). Estes
resultados demonstram a importancia do estudo fitoquimico de espécies de Annona
ainda ndo estudadas, a fim de enriquecer o conhecimento quimico e farmacoldgico do

género, como também, da familia.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo fitoquimico da fracdo alcaloidica (FAFAN) proveniente do extrato
metandlico (EMFAN) das folhas de A. neoinsignis, levou ao isolamento de sete
substancias pertencentes a classe dos alcaloides e lactona terpénica, sendo o
primeiro relato destas substancias na espécie. As substancias foram identificadas
estruturalmente com base nos espectros de RMN de 'H e 3C 1D/2D e comparacéo
com os dados da literatura. Assim, foram identificados dois alcaloides do tipo
oxoaporfino: liriodenina (AN-1) e lisicamina (AN-2); trés alcaloides do tipo aporfino
sensu stricto: nornuciferina (AN-3a), anonaina (AN-3b) e asimilobina (AN-5); um
alcaloide tetraidroprotoberberino: estefolidina (AN-6) e uma lactona terpénica: loliolida
(AN-4).

O estudo do 6leo essencial das folhas por CG/EM, extraido em seis épocas
diferentes, resultou na identificacdo e quantificacdo dos constituintes quimicos
volateis, evidenciando a presenca majoritaria dos sesquiterpenos, sendo 0s principais
o germacreno D, B-elemeno, (E)-cariofileno, y-elemeno e &-elemeno, variando em
suas abundancias relativas de acordo com a época de coleta. Ainda, de acordo com
dados metereoldgicos obtidos para as datas das coletas das folhas, pode-se observar
uma relacao do rendimento do 6leo essencial produzido com a temperatura, umidade

e precipitacao.

O ensaio de citotoxidade in vitro dos extratos e do 6leo essencial, assim como,
o0 estudo da citotoxidade das substancias isoladas com dados descritos na literatura,
indica o potencial antitumoral da espécie em estudo. O 6leo essencial de junho/23
apresentou pronunciada atividade citotoxica frente as linhagens tumorais HCT116 e
HepG2, com valores de Clso de 28,71 pg/mL e HepG2 27,90 ug/mL, enquanto que o
6leo de julho/24 apresentou promissora atividade citotoxica frente a linhagem tumoral
B16-F10 (Souza et al., 2025) e, ambos ndo apresentaram toxidade para as células
sadias MRC-5 (> 50,0 pg/mL). Os alcaloides oxoaporfinos liriodenina e lisicamina
apresentaram-se como fortemente ativos, enquanto a anonaina apresentou moderada
atividade citotoxica contra as células tumorais e baixa citotoxidade frente as células
nao tumorais, justificando a possibilidade em continuar o estudo fitoquimico da

espécie.
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Os resultados obtidos corroboram com as caracteristicas quimicas descritas
para a familia Annonaceae, indicando que a A. neoinsignis € uma espécie pertencente
a ela, além de ser uma fonte promissora de substancias bioativas, contribuindo assim,
para o conhecimento quimiotaxonémico da familia, assim como, do género, uma vez
gue as substancias isoladas e identificadas sdo frequentemente encontradas no

género Annona, bem como, na familia Annonaceae.

Os resultados obtidos tanto do estudo fitoquimico como do estudo de atividade
antitumoral para as folhas é descrito pela primeira vez para a espécie em estudo, 0
gue nos sugere a continuacdo do estudo com essa espécie com outras partes da
planta frente ao ensaio de atividade antitumoral proposto neste trabalho, bem como
outras atividades como antiparasitaria, antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria,

entre outras.

Os resultados inéditos obtidos neste trabalho ainda contribuem para o
conhecimento fitoquimico e farmacolégico das espécies de Annonaceae do
Amazonas, reconhecendo-as como novas fontes de substancias bioativas a serem
investigadas como modelos na busca por tratamentos alternativos frente a diversas
doencas. Além disso, por possuir também frutos comestiveis geram também valor
agregado para a espécie com base no seu potencial biolégico, levando a sua
preservacdo e a sua exploracdo sustentavel, principalmente para a populacdo de

baixa renda.
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7. PRODUCAO CIENTIFICA 2023-2025

Aqui estdo listadas as referéncias dos trabalhos desenvolvidos e publicados no
periodo de 18 meses de mestrado, o que inclui um artigo publicado, uma apresentacao
em poster referente aos resultados obtidos do Oleo essencial das folhas de A.

neoinsignis, e mais trés trabalhos desenvolvidos em colaboragéo.

1. SOUZA, M.P.; CASTRO, M.V.L.; BARBOSA, G.A.C.; CARVALHO, S.G.; COELHO,
A.M.R.M.; DIAS, R.B.; SOARES, M.B.P.; COSTA, E.V.; BEZERRA, D.P. Essential
oil from the leaves of Annona neoinsignis H. Rainer (Annonaceae) against liver
cancer: In vitro and in vivo studies. Molecules, v. 30, n. 14, p. 2971, 2025. DOI:
10.3390/molecules30142971 (Trabalho da Dissertacao)

2. SOUZA, M.P.; SILVA, F.M.A.; KOOLEN, H.H.F.; CASTRO, M.V.L.; SOARES,
M.B.P.; BEZERRA, D.P.; COSTA, E.V. Composicdo quimica e investigacao da
atividade antitumoral in vitro do Oleo essencial das folhas de Annona
neoinsignis (Annonaceae). In: XXVII Simpdsio de Plantas Medicinais do Brasil.
Anais eletronico Revista Brasileira de Plantas Medicinais. Fortaleza, Sociedade
Brasileira de Plantas Medicinais, Associacdo Brasileira de Farmacias Vivas, 2024.
Disponivel em:
https://www.sbpmed.org.br/admin/files/book/book kTPZBPrmKGbc.pdf (Trabalho
da Dissertacao)

3. MARQUES, E.M.; ANDRADE, L.G.S.; ALENCAR, L.M.R.; RATES, E.R.D;
RIBEIRO, R.M.; CARVALHO, R.C.; NUNES, G.C.S.; LERA-NONOSE, D.S.S.L,;
GONCALVES, M.J.S.; LONARDONI, M.V.C.; SOUZA, M.P.; COSTA, E.V;
GONCALVES, R.S. Nanotechnological Formulation Incorporating Pectis

brevipedunculata (Asteraceae) Essential Oil: An Ecofriendly Approach for
Leishmanicidal and Anti-Inflammatory Therapy. Polymers, v. 17, n. 3, p. 379, 2025.
DOI: 10.3390/polym17030379 (Trabalho de Colaboracao)

4. MARQUES, E.M.; ROCHA, L.R.; BRANDAO, C.M.; XAVIER, J.K.A.M.; CAMARA,
M.B.P.; MENDONCA, C.J.S.; LIMA, R.B.; SOUZA, M.P.; COSTA, E.V,;
GONCALVES, R.S. Development of an Eco-Friendly Nanogel Incorporating Pectis
brevipedunculata Essential Oil as a Larvicidal Agent Against Aedes aegypti.
Pharmaceutics, V. 16, n. 10, p. 1337, 2024. DOI:
10.3390/pharmaceutics16101337 (Trabalho de Colaboracao)

137



5. BRANDAO, C.M.; SANTOS, D.R;; SILVA, L.G.P.; FERREIRA, M.C.; MESQUITA,
J.M.F.; SOUZA, M.P.; HOLANDA, C.A.; GONCALVES, R.S.; COSTA, E.V,
MARQUES, G.E.C.; TELES, R.M.; CAVALCANTE, K.S.B. Influence of Polysorbate
80 on the Larvicidal and Ecotoxicological Profile of Dizygostemon riparius Essential
Oil Nanoemulsion: Insights into Green Nanotechnology. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, v. 73, n, 31, p. 19327-19339, 2025. DOl
10.1021/acs.jafc.5c04690 (Trabalho de Colaboracéao)
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Apéndice 1. Mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz, 3C: 125 MHz, CDClIz) de AN-2 (lisicamina).
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Apéndice 2. Mapa de correlagdo HMBC (*H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CDCls) de AN-2 (lisicamina).
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Apéndice 3. Espectro de RMN de H (400 MHz, CDClz) de AN-3 (nornuciferina+anonaina).
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Apéndice 4. Espectro de RMN de 2C (100 MHz, CDCls) de AN-3 (nornuciferina+anonaina).
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Apéndice 5. Mapa de correlagdo de HSQC (*H: 400 MHz, 13C: 100 MHz, CDCls) de AN-3

(nornuciferina+anonaina).
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Apéndice 7. Cromatograma de ions totais do 6leo essencial das folhas de A. neoinsignis para junho
de 2023.
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de 2024.

162



RT (min) - Substancia

RT: 6,00 - 42,03
28,66

100 27,18 — a-copaeno

95

%0 27,66 — 3-elemeno

85

» 28,66 — (E)-cariofileno

o 28,92 — y-elemeno

27,66

60

. 29,74 — a-humuleno

50

45 30,78 — 3-selineno

40

35 30,99 — a-selineno |2892

30

25 33,56 — 6xido de cariofileno 29;743078 33,56

20 2718 1L .,3099 ‘

15 17,43 1 !

12 1305 o 2097 25,83 \ ‘ J ‘31'6 | 3435 36,05 37,0

oi836 720 874 10F9 ] U 1533 1849 2042 * 2308 2538 | 4 44l ‘,JH‘,“J\ ﬁ\u‘mﬂ, b b Lo ke, i 3755 3041 4073

S o /05 o 5 O 3 N
Time (min)
Apéndice 9. Cromatograma de ions totais do dleo essencial das folhas de A. neoinsignis para
outubro de 2024.
RT (min) - Substéancia
RT: 10.01 - 49.95
100 33.50 NL:
27,12 — a-copaeno 1.40E8

95 TIC MS
90 jan_25
o5 27,57 — B-elemeno

80

75 28,53 — (2)-cariofileno 2757

70

65 28,97 — a-trans-bergamoteno 8P

60

22 30,72 —B-selineno

5 . 30.‘72 3335

0 30,93 — a-selineno .

15 27.12 | 28.97

20 33,35 — espatulenol

25 i3,0,-93 3494 36.00

20 33,50 — dxido de cariofileno 26t

5 s 37.05 3873

10 17.38 2093 26.89 . l L j\j Mf\ ’\39.28 0 14

53 1119 1283 1456 1680 1788 2040 2013 2394 2578 1)Ll N wM’WﬂH“,A,‘uLNW A.!kmlh’ I gl LR s NP aea 47,00 _47.70

O A o e L L A Bt oL B A B T L L o A

1 14 16 18 20 22 24 26 28 %0 32 34 36 a8 40 42 44 46 a8

Time (min)

Apéndice 10. Cromatograma de ions totais do 6leo essencial das folhas de A. neoinsignis para
janeiro de 2025.
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RT (min) - Substancia

RT: 10.01-49.95

27.71 NL:
100 27,14 — a-copaeno 111€9
95 TIC MS
90 oe_abr_1
. 27,71 — B-elemeno
28.63
80 . .
5 28,63 — (E)-cariofileno
70
65 29,70 — a-humuleno 3357
60
55 30,74 —B-selineno
50
- 30,95 - viridifloreno
5 29.70
|
30 32,83 — germacreno B oz 71| 250
25 - |
20 33,57 — oxido de cariofileno } ‘}f’o’gs s 8
15 34.32
10 17.37 e n ‘ M 171 * M\ 31: '5,3,38,.17 4030 4316
1127 1282 4 1676 | 2037ﬂ2i 22,02 23.94 25.66 l il h . I M F'\ 1, MW J;M Rk, Loy al. 2282 a0 4701 4769
m‘2““4“‘1%“‘1%”mwzmzamz%m%”‘3“"32”‘3‘4”"6“‘3‘8‘”4‘0””mwmwm
Time (min)

Apéndice 11. Cromatograma de ions totais do 6leo essencial das folhas de A. neoinsignis para abril

de 2025.
et 1001400 RT (MiN) - Substéncia
95 25,78 — 0-elemeno TIC MS
%0 OE7_25
85 27,67 — B-elemeno 3055
80 28.62
72 28,62 — (E)-cariofileno
7
65
o 28,87 — y-elemeno
55
50 29,68 — a-humuleno
45 32.84
40 30,55 — germacreno D 2887
35 30.94
30 30,94 - biciclogermacreno | 2968 |
25 ‘
20
s 32,84 — germacreno B i w0
10 | ’ 31.60
5 1528 1736 25.66 | J ‘ Lj l n e
011065 1302 1454 2038 2092 2304 LN { j Jad, Uk ) )*35 97 37.04 38.73 40,60 4165 4437 4702 4895
1‘2 1‘4 1‘6 1‘8 2‘0 2‘2 ‘ 2‘6 : 3 3‘2 ‘ ‘6 3‘8 ‘ 42 4‘4 4‘6 4‘8
Time (min)

Apéndice 12. Cromatograma de ions totais do dleo essencial das folhas de A. neoinsignis para julho
de 2025.
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