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RESUMO

No presente trabalho sdo apresentados os dados fitoquimicos e
quimiotaxonémicos de cinco espécies do género Unonopsis (U. guatterioides, U.
stipitata, U. duckei, U. floribunda e U. rufescens) comumente encontradas na Regido
Amazonica. Folhas, galhos e cascas do tronco destes individuos foram coletados em
diferentes locais do Estado do Amazonas, sendo as folhas submetidas a hidrodestilacéo
e tratamento acido-base. Os Oleos essenciais e fragdes alcaloidicas obtidas foram
submetidos a anélises por GC-MS e ESI-MS, respectivamente, verificando-se apos
tratamento quimiométrico dos dados (PCA e HCA), significativa diferenca entre
espécies investigadas e seus respectivos pontos de coleta. Através da analise dos 6leos
essenciais por GC-MS foram identificados 57 constituintes, observando-se a
predominancia dos sesquiterpenos espatulenol e 6xido de cariofileno em praticamente
todas as espécies investigadas. A analise por ESI-MS das fragdes alcaloidicas
evidenciou alcaloides aporfinicos, proaporfinicos e tetrahidroprotoberberinicos como
responsaveis pela segregacdo das espécies estudadas, sendo estes tentativamente
identificados por ESI-MS". Devido a utilizagdo medicinal das folhas de U. stipitata e
cascas do tronco de U. floribunda, suas respectivas fracdes alcaloidicas, FASF e FAFC,
foram investigadas por ESI-MS" e HPLC-DAD-MS. O fracionamento cromatogréafico
de FASF resultou no isolamento dos alcaloides norisocoridina, norglaucina,
nornantenina, oxoglaucina e N-formil-norglaucina, enquanto o fracionamento de FAFC
resultou no isolamento dos alcaloides pallidina, asimilobina, liriodenina,
norushinsunina, nornuciferina, isopilina, anonaina, lisicamina, oxoxylopina e O-
metilisopilina. Todas as estruturas foram determinadas a partir da anélise de dados
espectroscopicos e comparacdo com dados da literatura. N-formil-norglaucina é

reportada pela primeira vez como produto natural. Pallidina, norisocoridina,
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nornantenina, isolipina, oxoxylopina e O-metilisopilina sdo descritos pela primeira vez
no género Unonopsis. Em adigéo, o triterpeno policarpol foi confirmado por TLC e MS
nos galhos e cascas do tronco de U. duckei, U. floribunda, U. rufescens e U. stipitata,

reforcando sua importancia como marcador quimico do género.

Palavras-Chave: ~ Unonopsis, Alcaloides, Annonaceae, Oleos essenciais,

Espectrometria de massas
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ABSTRACT

In the present work are presented phytochemicals and chemotaxonomic data
from five species of the Unonopsis genus (U. guatterioides, U. stipitata, U. duckei, U.
floribunda and U. rufescens) commonly found in the Amazon region. Leaves, twigs and
trunk barks from each species were collected in different locations in the Amazonas
State, being the leaves submitted to hydrodistillation and acid-base treatment. The
obtained essential oils and alkaloidal fractions were subjected to analysis by GC-MS
and ESI-MS, respectively, verifying after chemometric data processing (PCA and
HCA), significant difference between investigated species and their collection points.
Through the essential oils analysis by GC-MS were identified 57 constituents,
observing the predominance of the sesquiterpenes spathulenol and caryophyllene oxide
in practically all investigated species. Analysis by ESI-MS of the alkaloidal fractions
evidenced aporphine, proaporphine and tetrahydroprotoberberine alkaloids as
responsible for the segregation of the studied species, which are tentatively identified by
ESI-MS". Due to the medicinal use of leaves of U. stipitata and trunk barks of U.
floribunda, their respective alkaloidal fractions, FASF and FAFC, were investigated by
ESI-MS" and HPLC-DAD-MS. The chromatographic fractionation of FASF resulted in
the isolation of the alkaloids norisocorydine, norglaucine, nornatenine, oxoglaucine and
N-formyl-norglaucine, while the fractionation of FAFC resulted in the isolation of the
alkaloids pallidine, asimilobine, liriodenine, norushinsunine, nornuciferine, isopiline,
anonaine, lysicamine, oxoxylopine and O-methylisopiline. All the structures were
determined from the spectroscopic data analysis and comparison with literature data. N-
formyl-norglaucine is reported for the first time as natural products. Pallidine,
norisocorydine, nornantenine, isolipine, oxoxylopine and O-methylisopiline are

described for the first time in Unonopsis genus. In addition, the recurrent lanostane-type
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triterpene polycarpol was confirmed by TLC and MS in the aerial parts (twigs and trunk
barks) of U. duckei, U. floribunda, U. rufescens and U. stipitata, reinforcing its

significance as chemical marker of the genus.

Keywords: Unonopsis, Alkaloids, Annonaceae, Essential oil, Mass spectrometry
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1. INTRODUCAO

O reino vegetal tem contribuido significativamente com o fornecimento de
metabolitos secundérios, substancias de notério potencial farmacolégico (DEWICK,
2009). Desde o inicio do século XIX, com o advento da quimica farmacéutica, estas
substancias desempenham papel fundamental no desenvolvimento de novos farmacos
(PINTO et al., 2002). Dentre as diferentes classes de metabolitos secundarios reportadas
na literatura, destacam-se os alcaloides, eficientes agentes terapéuticos no tratamento
das mais diversas doencas (BACAB & RODRIGUEZ, 2001; ROCHA et al., 2005;
MISHRA et al., 2009).

A floresta Amazonia é considerada o maior reservatorio natural da diversidade
vegetal do planeta, onde o contingente floristico é rico e variado, sendo muitas vezes
exclusivo de determinado ambiente (OLIVEIRA & AMARAL, 2004). Em meio a esta
grande diversidade, inimeras espécies pertencentes a familia Annonaceae destacam-se
devido o seu uso na medicina popular (VAN ANDEL, 2000; YANG et al., 2002;
KVIST et al., 2006; ADAMS et al., 2007; FRAUSIN et al., 2014).

O género neotropical Unonopsis, atualmente constituido por cerca de 50 espécies,
apresenta ampla distribuicdo na Regido Amazonica (MAAS et al., 2007), tendo algumas
espécies utilizadas na medicina popular (JOVEL, et al., 1996; VAN ANDEL, 2000;
ADAMS et al., 2007). Do ponto de vista fitoquimico este género se apresenta como
uma fonte promissora de alcaloides aporfinoides lato sensu (SILVA et al., 2012a).

O género Unonopsis apresenta problemas taxonémicos, claramente observados
através das inumeras tentativas de posiciona-lo dentro da familia Annonaceae, ou
mesmo pela dificuldade de classificar algumas espécies, como é o caso de U.

guatterioides, que em 2007 passou a ter 13 espécies consideradas sinonimias (MAAS et



al., 2007). Como auxilio a taxonomia, a quimiotaxonomia ou quimiossistematica,
ciéncia através da qual caracteres quimicos sdo empregados na sistemética formal de
plantas, fungos, etc., vem sendo considerada uma ferramenta que juntamente com a
morfologia, anatomia e citogenética, pode auxiliar grandemente no trabalho de
organizacdo sistematica (WATERMAN & GRAY, 1987). Observa-se, contudo, que o
sucesso desta abordagem depende da méaxima acumulacdo de informagGes acerca da
distribuicio dos metabdlitos secundarios dentro de um determinado taxon
(WATERMAN, 2007).

Com o avan¢o significativo da instrumentacdo, principalmente nas éareas da
espectrometria e cromatografia (CHIARADIA et al., 2008), as anélises quimicas tém se
tornado mais féaceis e rapidas, e como consequéncia, um grande volume de dados
quimicos é facilmente obtido, fazendo-se necessaria a utilizacdo de ferramentas
estatisticas para a maxima exploracdo destas informacbes (MOITA NETO & MOITA,
1998; MATOS, 2003; BARROS NETO et al., 2006;).

Visando contribuir para o conhecimento fitoquimico e quimiotaxonémico do género
Unonopsis, o0 presente trabalho teve como énfase a investigacdo de fragdes alcaloidicas
e Oleos essenciais de cinco espécies do género Unonopsis através de instrumentacao

analitica e ferramentas quimiométricas, bem como o isolamento de novas substancias.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A Familia Annonaceae Juss

Annonaceae, uma das maiores familias da ordem Magnoliales, é atualmente
constituida por cerca de 2500 espécies distribuidas em 130 géneros. Esta familia é
composta por arvores, arbustos e trepadeiras, tendo sua distribuicdo geografica
predominantemente nas regides tropicais e subtropicais (Figura 1) (RICHARDSON et
al.,, 2004). Estima-se que aproximadamente 950 espécies (51 géneros) estejam
distribuidas entre a Asia e a Australia, 450 espécies (40 géneros) distribuidas na Africa
e Madagascar, e 740 espécies (38 géneros) distribuidas no continente americano
(LEBOEUF et al., 1982). No Brasil, sdo registradas 392 espécies distribuidas em 29
géneros, sendo 162 espécies endémicas. A Regido Norte detém pouco mais de 70%
desta diversidade (284 espécies), possuindo o Estado do Amazonas 203 espécies

registradas (MAAS et al., 2015) (Figura 2).
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Figura 1. Distribuicdo geografica da familia Annonaceae.
Fonte: HEYWOOD, 1978.
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Figura 2. Distribuicdo da familia Annonaceae no Brasil. Espécies por: (A) regido
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Fonte: MAAS et al., 2015.



A familia Annonaceae é popularmente conhecida por seus frutos comestiveis, o
que tem agregado valor econémico a familia. Neste contexto, o género Annona se
destaca, sendo seus frutos cultivados em pomares comerciais ou coletados de forma
extrativista (SAO JOSE et al., 2014). Das 13 espécies de Annona que produzem frutos
comestiveis, 5 possuem maior importancia econémica, destacando-se no mercado as
espécies Annona muricata (graviola), A. squamosa (pinha, fruta do conde, ata), A.
cherimola (cherimdlia) e o hibrido de A. squamosa com A. cherimola (atemoia) (Figura
3). Outras espécies, tais como A. mucosa (biriba), A. diversifolia (ilama), Annona
crassiflora (marolo) e Annona coriacea (araticum) séo cultivadas em maior ou menor
escala em diversas partes do mundo (CORREA, 1984; SAO JOSE et al., 2014). No
geral, essas frutas sdo comercializadas in natura ou sob a forma de polpa fresca ou
congelada, sendo empregadas no preparo de sucos, geleias, iogurtes, sorvetes, entre

outras finalidades alimentares (CORREA, 1984; SAO JOSE et al., 2014).

Figura 3. Principais frutas de Annonaceae cultivadas no mundo. (A) Annona muricata
(graviola), (B) A. squamosa (pinha, fruta do conde, ata), (C) hibrido de A. squamosa
com A. cherimola (atemoia) e (D) A. cherimola (cherimdlia).
Fonte: A-http://saude.umcomo.com.br.

B-http://alimentossaudaveis.net.

C- http://www.casacamponesa.com.br.

D- http://penninckxplantes.penninckx.org.



2.1.1. Etnobotanica da Familia Annonaceae

Espécies de diversos géneros tais como Annona, Guatteria, Unonopsis e Xylopia

tém sido utilizadas na medicina popular, algumas das quais no tratamento de doencas

negligenciadas, tais como a malaria (TSABANG et al., 2012; FRAUSIN et al., 2014).

Na Tabela 1 sdo apresentados exemplos de espécies da familia Annonaceae utilizadas

para fins medicinais.

Tabela 1. Usos medicinais de algumas espécies da familia Annonaceae.

Espécie

Uso popular

Annona muricata

A. exsucca

A. mucosa

A. squamosa
Duguetia megalophylla
D. pauciflora
Guatteria boliviana
G. cardoniana
Unonopsis floribunda
U. stipitata

U. glaucopetala
Xylopia aethiopica

X. parviflora

X. cf. frutescens

Maléria e febre (FRAUSIN et al., 2014).

Febre e prevencdo de aborto espontaneo (VAN ANDEL,
2000).
Tratamento de tumores (KUO et al., 2001).

Ulceras, feridas (YLANG et al., 2002) e maléria
(FRAUSIN et al., 2014).

Picadas de cobras (VAN ANDEL, 2000).

Picadas de cobras (VAN ANDEL, 2000).

Vermes e febre (MAHIOU et al., 2000).

Repelente de inseto (PAREDES et al., 2001).

Artrites, bronquites, reumatismo, diarreia e malaria
(JOVEL, et al., 1996; KVIST et al., 2006).

Doencas cognitivas (ADAMS et al., 2007).

Picadas de cobras (VAN ANDEL, 2000).

Bronquites, disenterias (BOYOM et al., 2003) e malaria
(FRAUSIN et al., 2014).

Disturbios estomacais (WOGUEM et al., 2014).

Analgésico e anti-inflamatério (DI STASI & HIRUMA-
LIMA, 2002).

Algumas espécies como Anaxagorea dolichocarpa, Annona symphyocarpa e

Bocageopsis multiflora tém suas cascas utilizadas como amarras. Outras espécies tais
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como Xylopia cayennensis e Xylopia cf. surinamensis tém sua madeira utilizada na

construcdo civil (VAN ANDEL, 2000).

2.1.2. Fitoquimica da Familia Annonaceae

Apesar do perfil de metabolitos secundarios bastante diversificado, a familia
Annonaceae € caracterizada pela presenca de alcaloides derivados do esqueleto
isoquinolinico (LEBOEUF et al., 1982) e acetogeninas (1 e 2) (Figura 4), classe
quimica restrita a esta familia, cuja crescente lista de atividades bioldgicas tem atraido

grande interesse nos ultimos anos (RUPPRECHT et al., 1990; FANG et al., 1993;

CUNHA et al., 2009).

(1) uvaricina =

(2) annonina |

Figura 4. Exemplos de acetogeninas previamente isoladas de Annonaceae.
Fonte: RUPPRECHT etal., 1990.

Embora alcaloides sejam considerados seus principais metabolitos secundarios,
outras classes podem ser encontradas nesta familia, tais como: flavonoides (3 e 4),
terpendides (5 e 6), compostos aromaticos (7 e 8), entre outros (9) (Figura 5)

(LEBOEUF et al., 1982).



OCH; O

3CO O O
| |
3Co:,ij/‘(4

) 2,4-dihidroxi-3,4,6-trimetoxichalcona

OCHz; O
(3) 5,6,7-trimetoxiflavona

(5) &cido (-)-caur-16-en-19-oicc

/
OCH,

H3CO OCH,4
OCH,

(8) (E)-isomiristicina

(9) altolactona

Figura 5. Exemplos de constituintes ndo alcaloidicos reportados na familia
Annonaceae.
Fonte: LEBOEUF et al., 1982.

2.1.2.1. Alcaloides de Annonaceae

Apesar de outras classes de alcaloides tais como pirimidino-p-carbolinicos e B-
carbolinicos (10 e 11) estarem presentes na familia (LEBOEUF et al., 1982; SOARES
et al., 2015), os alcaloides derivados do esqueleto isoquinolinico sdo considerados
predominantes, podendo ser divididos nas seguintes classes: isoquinolinicos simples
(12), benziltetrahidroisoquinolinicos (13), bisbenziltetrahidroisoquinolinicos (14),
bisbenzilisoquinolinicos (15), protoberberinicos (16), tetrahidroprotoberberinicos (17),
aporfindides sensu lato, incluindo aporfinicos sensu stricto (18), oxoaporfinicos (19),

fenantrénicos (20) e alcaloides “miscelaneos” (21) (LEBOEUF et al., 1982) (Figura 6).
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(20) aterosperminina
Figura 6. Exemplos de alcaloides reportados na familia Annonaceae.
Fonte: LEBOEUF et al., 1982; SOARES et al., 2015.

(@)

(17) tetrahidropalmatina H,CO

2.2 . Espectrometria de massas (MS) aplicada ao estudo de alcaloides derivados do

esqueleto isoquinolinico
A caracterizacdo de alcaloides em matrizes bioldgicas através de técnicas

espectromeétricas € uma pratica que ja vem sendo desenvolvida ha bastante tempo



(ROUSH & COOKS, 1984), sendo particularmente atrativa devido a sua sensibilidade e
seletividade (KOULMAN et al., 2007). Estudos com infusdo direta em fonte de
electrospray (ESI) tém demonstrado a potencialidade da técnica no screening de
alcaloides de Annonaceae dos géneros Unonopsis (SILVA et al., 2012a, 2014) e
Bocageopsis (SOARES et al.,, 2015). Esta técnica fornece imediata informacéo
composicional das substancias mais ionizaveis, tais como produtos de reagdo acido-
base, de complexacéo e reacédo redox (CROTTI et al., 2006), permitindo a identificagdo
de compostos caracteristicos em extratos (ABREU et al., 2007; SCHIOZER et al.,
2012).

Embora a analise por infusdo direta em fonte ESI apresente problemas relatados ao
efeito de matriz, resultando em reducéo de sensibilidade e capacidade de identificacdo
de metabolitos (LIN et al., 2010), a técnica tem sido aplicada com sucesso como um
método rapido de screening (ABREU et al., 2007; SILVA et al., 2014, SCHIOZER et
al.,, 2012; SOARES et al.,, 2015), em alguns casos, apresentando capacidade de
classificacdo e predigdo comparavel a analise de LC-MS (LIN et al., 2010).

Alcaloides aporfinicos sensu stricto quando investigados através de fonte de ESI
revelaram um padrdo de fragmentacdo Util na caracterizacdo de diferentes grupos
substituintes (STEVIGNY et al., 2004). Enquanto na primeira etapa de fragmentacéo é
observada a perda do grupo amino e seus substituintes (NH; ou CH3NH, -17 ou -31 u,
respectivamente), na etapa seguinte observa-se a saida dos grupos periféricos (Figura 7).
Na segunda etapa, perdas consecutivas de CH3OH (-32 u) e CO (-28 u) sdo atribuidas a
estruturas contendo grupos OH e OCHj vicinais, enquanto estruturas contendo grupo
metilenodioxi apresentam perdas consecutivas de CH,O (-30 u) e CO (-28 u)
(STEVIGNY et al., 2004). Outra fragmentagdo chave caracteristica ¢ observada para

estruturas contendo grupos metoxilas vicinais, observando-se na segunda etapa perdas
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competitivas de -CHgs (-15 u) e ‘OCH3 (-31 u), e consecutivas de -CH3 (-15 u) (SILVA et
al., 2014; SOARES et al., 2015) (Figura 7). As fragmentacOes chave observadas para
alcaloides aporfinicos parecem ser vélidas para alcaloides proaporfinicos (SILVA et al.,

2014; SOARES et al., 2015).

1% etapa R = H ou CHy)

MSZ - NHs (-17 u) ou - CHyNH, (- 31 u)

/ N\

22 etapa 2% etapa

2% etapa 3
MS’ - CH:OH (-32 u) , ﬂ? 2:3 (ig’ u) e OCHs (-31 1)
MS" - CO (-28 u) MS - CHO (-30 u) 3(-15u)
MS"- CO (-28 u)

Figura 7 Exemplos de fragmentacfes chave observadas para alcaloides aporfinicos
sensu stricto.
Fonte: STEVIGNY et al., 2004; SILVA et al., 2012; 2014; SOARES et al., 2015.
InvestigagOes através de sistema ESI-MS demonstraram que alcaloides do tipo -
benzilisoquinolinicos também possuem fragmentacGes chave (ions diagnostico) através
das quais € possivel determinar os substituintes em duas partes essenciais do esqueleto
benzilisoquinolinico (unidade benzilica e isoquinolinica) (SCHMIDT et al., 2005). lons
do tipo b e e informam sobre a substituicdo das unidades isoquinolinica e benzilica,
respectivamente, enquanto os do tipo a indicam a presenca de substitui¢cdo no nitrogénio

(H ou CHj3) (Figura 8).
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HO

HyC” HO
N+/H fonb
HO CH,

H;C

HiC~o jona

Figura 8. Fragmentacdes chave observadas para o alcaloide benzilisoquinolinico
reticulina.
Fonte: SCHMIDT et al., 2005; SOARES et al., 2015.

Interessantes fragmentagcOes devido a reacOes retro-Diels-Alder (RDA) foram
reportadas para alcaloides do tipo tetrahidroprotoberberinicos quando investigados por
ESI-MS. Suas fragmentacgdes chave (ions diagnostico a e b) permitem a determinacao

do padrdo de substituicdo dos anéis A e D (SHIM et al., 2013), conforme pode ser

observado na Figura 9.
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fonb
Figura 9. FragmentacOes chave observadas para alcaloides do tipo

tetrahidroprotoberberinicos.
Fonte: SHIM et al., 2013; SOARES et al., 2015.

2.3. O género Unonopsis

O género neotropical Unonopsis, um dos 130 géneros da familia Annonaceae
(RICHARDSON et al., 2004), é constituido por arbustos e &rvores, apresentando
distribuicdo limitada a regido entre a América do Sul tropical e a América Central. Seu
nome é derivado do antigo género Unona L.f. (= Xylopia L.) e da palavra “opsis” (do
grego antigo “face”), devido & similaridade superficial. O género foi primeiramente
publicado por Robert E. Fries em 1900, alcangando o numero de 27 espécies em 1959,
Em revisdo recente foram reconhecidas 47 espécies, das quais 25 sdo novas (MAAS et
al., 2007).

No Brasil sdo registradas 16 espécies do género Unonopsis, sendo sua
ocorréncia limitada & Amazonia, Cerrado e Mata Atlantica (Figura 10) (MAAS et al.,

2007, 2015). As especies endémicas do Brasil sdo apresentadas na Tabela 2.
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- Regido Norte
[ ] Regiao Centro-Oeste

- Regido Nordeste
- Regido Sudeste

- Regido Sul

Figura 10. Ocorréncia de espécies de Unonopsis no Brasil.
Fonte: MAAS et al., 2015.

Tabela 2. Espécies do género Unonopsis endémicas do Brasil.

Espécie Estado

Unonopsis aurantiaca Maas & westra Espirito Santo

Unonopsis bahiensis Maas & Orava Bahia

Unonopsis bauxitae Maas Minas Gerais

Unonopsis duckei R.E.Fr Amazonas, Para, Rondonia
Unonopsis heterotricha Maas & Westra Para

Unonopsis renati Maas & Westra Espirito Santo

Unonopsis riedeliana R.E.Fr Rio de Janeiro

Unonopsis sanctae-teresae Maas & Westra Espirito Santo

Fonte: MAAS et al., 2007, 2015.
No Estado do Amazonas existem registros de 7 espécies, sendo elas: U.
floribunda, U. rufescens, U. duckei, , U. guatterioides, U. stipitata, U. spectabilis, e U.

veneficiorum (MAAS et al., 2007).
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O género Unonopsis apresenta problemas taxondmicos, claramente observados
através das inumeras tentativas de posicionad-lo dentro da familia Annonaceae, ou
mesmo pela dificuldade de classificar algumas espécies, como é o caso de U.
guatterioides, que em 2007 passou a ter 13 espécies como sinonimias (MAAS et al.,
2007). Devido a similaridades morfoldgicas este género é considerado botanicamente

préximo dos géneros Onychopetalum e Bocageopsis (MAAS et al., 2007).

2.3.1. Etnobotéanica do género Unonopsis

Algumas espécies do género Unonopsis sdo empregadas na medicina popular.
Como exemplo, as cascas do tronco de U. floribunda tém sido utilizadas no tratamento
de artrites, bronquites, reumatismo, diarréia (JOVEL, et al., 1996) e malaria (KVIST
et al., 2006), enquanto as folhas de U. stipitata e U. veneficiorum tém sido empregadas
por povos indigenas no tratamento de doencas cognitivas (ADAMS et al., 2007). O uso
das cascas de U. spectabilis tem sido reportado devido a suas propriedades
antirreumaticas e antimicrobianas (SATALAYA et al., 2009). Em adicdo, as cascas de
U. glaucopetala séo consideradas um eficiente remédio contra picadas de cobras (VAN
ANDEL, 2000). Existem relatos sobre o uso de U. veneficiorum no preparo de veneno
de caca e como agente antifertilizante (SCHULTES, 1993), além do uso de U.

spectabilis no processo de inicializagdo xamanica (JAUREGUI et al., 2011).

2.3.2. Fitoquimica do género Unonopsis

O género Unonopsis é quimicamente caracterizado pela presenca de alcaloides
aporfinoides sensu lato, incluindo aporfinicos sensu stricto (22), oxoaporfinicos (23),
azafluorenonas (24), fenantrénicos (25) e bisaporfinicos (26) (Figura 11) (SILVA et al.,

2012a). Embora alcaloides sejam considerados seus principais metabdlitos secundarios,
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outras classes tais como esteroides, terpenoides e fendlicos podem ser encontradas neste
género. Trabalhos fitoquimicos relevantes sdo citados a seguir:
H,CO
L
H4CO N N=
H;CO O %O \ /
OO © e

(23) lisicamina

(oxoaporfinico) (24) onichina
CHs (azafluorenona)
I
(22) nomuciferina N\CH3 <O
(aporfinicosensu strictg NH
O O
o HN O>
o o
(25) talictuberina (26) unonopsina
(fenantrénico) (bisaporfinico)

Figura 11. Classes de alcaloides reportadas no género Unonopsis.
Fonte: SILVA et al., 2012a.

Das cascas do tronco da espécie U. spectabilis foram isolados os alcaloides
bisaporfinicos urabaina, unonopsina e heteropsina; as azafluorenonas onichina, 6-
hidroxionichina, macondina, ursulina e isoursulina, além dos alcaloides oxoaporfinicos
liriodenina e lisicamina. Os esterdides estigmasterol e p-sitosterol também foram
isolados de suas cascas (LAPREVOTE et al., 1987, 1988).

Em estudo realizado com as cascas do tronco de U. pacifica foram isolados o0s
alcaloides unonopsina, heteropsina, liriodenina, norushinsunina e norcepharadiona A

(ARANGO, et al., 1988).
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O estudo fitoquimico das cascas do tronco da espécie U. buchtienii resultou no
iIsolamento dos alcaloides liriodenina, lisicamina, O-metilmoscatolina e unonopsina,
além dos esteroides estigmasterol ¢ B-sitosterol ( WAECHTER et al., 1999).

O fracionamento biomonitorado das cascas do tronco de U. lindmanii permitiu o
isolamento dos alcaloides liriodenina, lisicamina e unonopsina (SIQUEIRA et al.,
1998). Em trabalho recente foram isolados os alcaloides anonaina, asimilobina,
liriodenina e  5,8-dimetdxi-7-hidroxi-1-metil-4-azafluoren-9-ona,  além  do
megastigmano (-)-(5R,6S)-megastigman-3-ona-10,7-olidio, sendo estes dois Ultimos
inéditos. Em adicdo foi reportado o isolamento das seguintes substancias néo
alcaloidicas: hidroxi-megastigma-6,7-dien-9-ona  (grasshopper cetona), N-trans-
feruloiltiramina e (-)-siringaresinol (YOSHIDA et al., 2013).

S8o escassos 0s trabalhos com éleos essenciais de Unonopsis, sendo descritos na
literatura os estudos dos 6leos essenciais das raizes, cascas e frutos de U. guatterioides
(FOURNIER et al., 1997), das flores de U. stipitata (TEICHERT et al., 2009) e das
folhas de U. costaricensis (PALAZZO et al., 2009).

Outra caracteristica quimica marcante no género é a presenca do triterpeno
policarpol (6) (Figura 5), tendo esta substancia sido reportada das cascas de U.
glaucopetala, U. guatterioides, U. spectabilis e U. pacifica (JAYASURIYA et al.,
2005; TOUCHE et al., 1981; SILVA et al., 2012b, LAPREVOTE et al., 1987;
ARANGO et al.,, 1988). Policarpol apresenta uma crescente lista de atividades
bioldgicas descrita na literatura, ja tendo sido confirmadas suas atividades antifilarica
(NYASSE et al., 2006), antineoplasica (MATOS et al., 2006), antitripanossémica

(NGANTCHOU et al., 2009) e antiinflamatoria (SAADAWI et al., 2012).
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2.3.3. A espécie Unonopsis guatterioides (A. D.C.) R. E. Fr.

U. guatterioides € uma espécie constituida por arbustos e arvores, chegando a
atingir 10 metros de altura. Sua distribuicdo ocorre principalmente na Regido
Amazodnica (Colémbia, Venezuela, Peru, Bolivia e Brasil) (MAAS et al., 2007).

No Brasil essa espécie pode ser encontrada nos principais dominios
fitogeograficos do pais (Amazodnia, Cerrado e Mata Atlantica), tendo sido registrada nas
RegiGes Norte (Acre, Amazonas, Amapa, Para, Rondbnia e Tocantins), Nordeste
(Maranhdo), Centro-oeste (Goias, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso), Sudeste
(Espirito Santo, Minas Gerais e S&o Paulo) e Sul (Parand) (Figura 12) (MAAS et al.,
2007, 2015). U. guatterioides pode ser encontrada em florestas de igap0, de terra-firme
ou de varzea (MAAS et al., 2007).

Devido a sua ampla variabilidade morfol6gica, essa espécie € considerada a de
mais dificil classificacdo dentro do género Unonopsis, tendo atualmente 13 espécies
consideradas sinonimias, dentre as quais se destacam U. buchtienii e U. lindmanii
devido aos estudos fitoquimicos recentes. No Brasil, assim como na Coldémbia,
Venezuela, Peru e Bolivia, diversos nomes populares sdo reportados para esta espécie

(Tabela 3).

Tabela 3. Nomes populares registrados para a espécie U. guatterioides.

Pais Nome popular

Bolivia bilibéte (yuracare), chocolatillo, laurel, midha dhahua (tacana), monte-
chirimoya, piraquina e xahuisi (chacobo).

Brasil araticum, ariticum, ata do igap0, atinha, cundurd, envira, envira da varzea,
envira do caiso, envira do igapd, envira preta, envira preta do igapd, envira
surucucu, envira surucucu da varzea, invira, mejo de porco, mutambi,
muxiba, pindaiba, pindaiba branca e pindaiba preta.

Colémbia cajao dujecu (muinane), duguecu (muinane), foonidujecu de hoja pequefia
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(muinane), sifcé (andoque), weé-goo-moo (makuna) e yaw-tdt (makuna).
achuana, anonilla, bara, bara caspi, barra, ciwanim yais, copal, espintana,

Peru hicoja, hicoja amarilla, hicoja negra, hoja hedionda, icoja, namakia yais,
uchi yais, yais e ycoje.

Venezuela majaue, palo salao, pojoloa.

Fonte: MAAS et al., 2015.

|:| Regido Norte

[ ] Regito Nordeste
- Regido Sudeste

- Regido Sul

Figura 12. Distribuicdo geogréafica de U. guatterioides no Brasil..
Fonte: MAAS et al., 2015.

U. guatterioides foi a primeira espécie do género Unonopsis estudada
fitoguimicamente. No inicio dos anos 80 foram reportados os aminoacidos arginina,
histidina e lisina em suas folhas, bem como policarpol em suas raizes (TOUCHE et al.,
1981). Em trabalho posterior de sreening fitoquimico foi confirmada a presenca de
alcaloides, flavonoides e leucoantocianinas nas folhas e cascas do tronco, além de
saponinas e cumarinas nas cascas do troco (FORGAGS et al., 1983). O primeiro
isolamento de alcaloides de U. guatterioides ocorreu no ano de 1984, sendo reportados

os alcaloides asimilobina, anonaina, lisicamina, liriodenina e norushinsunina
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(GUINAUDEAU et al., 1988). Em trabalho recente, o alcaloide nornuciferina foi
reportado nesta espécie, juntamente com outros alcaloides previamente descritos
(SILVA et al., 2012a). Outro trabalho recente descreve a presenca de policarpol nas
cascas do tronco e galhos de U. guatterioides (SILVA et al., 2012b).

Andlises de GC e GC-MS dos 0leos essenciais das raizes e frutos de U.
guatterioides revelaram o-cadinol (21,6%), 1-terpinen-4-ol (15,7%) e Oxido de
cariofileno (15,3%) como constituintes majoritarios dos frutos, enquanto B-cariofileno
(22,5%), a-pineno (11,7%) e Oxido de cariofileno (10,4%) foram descritos como

principais constituintes das raizes (FOURNIER, et al., 1997).

2.3.4. A espécie Unonopsis stipitata Diels

Unonopsis stipitata é constituida por arvores e arvoretas, podendo atingir 12
metros de altura. Esta espécie encontra-se distribuida na Regido Amazbnica da
Coldémbia, Venezuela, Peru e Brasil, além das 3 Guianas (MAAS et al., 2007). No
Brasil, essa espécie apresenta distribuicdo restrita a Regido Norte (Acre, Amazonas,
Amapa, Para, Ronddnia), sendo conhecida como envira cascuda, envira preta, envira
surucucu, envireira, pindaiba e pindaiba preta (MAAS et al., 2007, 2015).

Estudos fitoquimicos relataram a presenca dos alcaloides fenantrénicos
argentinina, stiptatina e talictuberina nessa espécie (GUINAUDEAU et al., 1988). Néo

existem relatos desta classe de alcaloides em outras espécies do género Unonopsis.

2.3.5. A espécie Unonopsis duckei R. E. F

Essa espécie é constituida exclusivamente por arvores, podendo alcangar 30
metros de altura. E uma espécie endémica do Brasil, sendo encontrada apenas na Regi&o
Norte do pais (Amazonas, Pard e Ronddnia) (MAAS et al.,, 2007). No Brasil é

conhecida como envira, envira cascuda, envira preta, envira surucucu e envireira. U.
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duckei apresenta florescéncia de junho a dezembro e frutos durante todo o ano, podendo
ser encontrada em florestas de terra firme (MAAS et al., 2007, 2015).

Os alcaloides anonaina, asimilobina, glaucina, norglaucina, nornuciferina,
liriodenina, lisicamina e glaziovina foram reportados recentemente nesta espécie

(SILVA et al., 2014).

2.3.6. A espécie Unonopsis rufescens (Baill.) R.E. Fr.

Unonopsis rufescens € uma espécie constituida exclusivamente por arvores. Essa
espécie tem distribuicdo na Guiana, Suriname, Guiana Francesa e Brasil. No Brasil, essa
espécie apresenta distribuicdo restrita a Regido Norte (Amazonas, Amapa, Para).
Unonopsis rufescens apresenta florescéncia de abril a dezembro e frutos durante todo o
ano, sendo encontrada em floresta de terra firme (MAAS et al., 2007). E conhecida
como envira, envira preta e envireira (MAAS et al., 2007, 2015). Na literatura ndo

existem estudos relativos a sua composic¢éo quimica.

2.3.7. A espécie Unonopsis floribunda Diels

Essa espécie € constituida exclusivamente por arvores. Sua distribuicdo ocorre
em toda Regido Amazénica da Coldmbia, Peru, Equador, Bolivia e Brasil, sendo
encontrada em florestas de terra-firme e varzea. Unonopsis floribunda apresenta
florescéncia e frutos durante todo o ano, o que facilita a sua identificacdo no campo
(MAAS et al., 2007). No Brasil, essa espécie apresenta distribuicdo restrita a Regido
Norte (Acre, Amazonas), sendo conhecida como envira, envira preta e envireira,
mesmos nomes dados a espécie U. floribunda (MAAS et al., 2007, 2015). Na literatura

ndo existem estudos relativos a sua composi¢éo quimica.
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2.4. Quimiotaxonomia e quimiometria

A quimiotaxonomia ou quimiossistematica pode ser entendida como a ciéncia que
faz uso do conhecimento quimico, tal como a distribuicdo restrita de determinadas
classes de metabdlitos secundarios em familias boténicas (ex. acetogeninas em
Annonaceae; quassindides em Simaroubaceae; limondides em Rutaceae e Meliaceae),
para auxiliar na sistemética formal de plantas, fungos, etc., sendo considerada uma
ferramenta que juntamente com a morfologia, anatomia e citogenética, auxilia no
trabalho de identificacdo sistematica (SILVA & GOTTLIEB, 1987; WATERMAN &
GRAY, 1987; SILVA et al., 1988; FANG et al., 1993). Observa-se, contudo, que 0
sucesso desta abordagem depende da méaxima acumulacdo de informagBes acerca da
distribuicdo desses metabdlitos dentro de um determinado td&xon (WATERMAN &
GRAY, 1987; WATERMAN, 2007).

Com o avango significativo da instrumentacdo, principalmente na area de
espectrometria de massas e cromatografia (CHIARADIA et al., 2008), um volume de
dados quimicos cada vez maior € gerado em um curto espaco de tempo, sendo
fundamental a utilizacdo de ferramentas estatisticas para a melhor compreensao destas
informagdes (MOITA NETO & MOITA, 1998; BARROS NETO et al., 2006).

Nas Gltimas décadas a aplicacdo de analises multivaridas, tais como a anélise de
componentes principais (PCA) e analise de agrupamento hierarquico (HCA) na
interpretagédo de conjuntos significativos de dados tem se tornado recorrente. Diversos
sdo os trabalhos que relatam com sucesso a utilizacdo destas ferramentas para melhor
compeensdo de dados quimicos (DUNLOP et al., 2000; AZEVEDO et al., 2001;
SKALTSA et al., 2001; FRANCISCO et al., 2008; KAPETANOS et al., 2008; DEV et

al., 2010; STASHENKO et al., 2010; WESTON, 2010; GONG et al., 2014).
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Contribuir para o conhecimento fitoquimico e quimiotaxonémico do género

Unonopsis, a partir de investigacdes por técnicas instrumentais e quimiomeétricas.

3.2. Especificos

- Identificar por GC-MS os principais constituintes dos 6leos essenciais das folhas de U.
floribunda, U. rufescens, U. duckei, U. guatterioides e U. stiptata;

- Caracterizar por ESI-MS as fracOes alcaloidicas das folhas de U. floribunda, U.
rufescens, U. duckei, U. guatterioides e U. stiptata,

- Realizar analises multivariadas (HCA e PCA) dos conjuntos de dados obtidos por GC-
MS e ESI-MS;

- Investigar as fracGes alcaloidicas biologicamente promissoras por ESI-MS" e HPLC-
DAD-MS;

- Elucidar através de técnicas de NMR 1D/2D e MS as substéancias isoladas;

- Realizar a prospeccdo de policarpol nos galhos e cascas do tronco das espécies

estudadas.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Analises cromatograficas

4.1.1. Cromatografia em camada delgada (TLC)

As anélises em camada delgada foram realizadas em cromatoplacas de silica gel
60 (Merck), com espessura de 0,25 mm suportadas em aluminio e indicador de
fluorescéncia Fys4. Os spots foram relevados com luz UV (254 e 366 nm), bem como

revelador vanilina sulfurica.

4.1.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As analises em HPLC analitico foram realizadas em cromatdgrafo modelo
Surveyor Plus® (Thermo Scientific) equipado com bomba Surveyor LC Pump Plus,
autoamostrador Surveyor Autosampler Plus, valvula de injecdo Rheodyne (25 pL),
operando simultaneamente com detector de arranjo de diodos (DAD) Surveyor PDA
Plus Detector e de espectrometria de massas (MS) (TSQ Quantum Acess).

As andlises em HPLC semi-preparativo foram realizadas em cromatografo
modelo UFLC® (Shimadzu) equipado com duas bombas LC-6AD, degaseificador
DGU-20As, detector de ultravioleta (UV) SPD-20AV, modulo de comunicacdo CBM-

20A e valvula de injegdo Rheodyne (200 ou 500 pL).

4.1.3. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

As andlises de GC-MS foram realizadas no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Roraima (UFRR) em colaboracdo com o Prof. Dr. Luiz
Antonio M. A. da Costa, utilizando-se um equipamento Shimadzu modelo GC2010/
QP2010 Plus.

4.2. Solventes
Todos os solventes utilizados nos procedimentos cromatograficos e em

experimentos de MS eram grau de pureza HPLC da Tedia. Solventes deuterados da
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marca Merck foram utilizados para obtencdo dos espectros de Ressonancia Magnética
Nuclear (NMR). Agua ultrapura foi obtida a partir de um sistema Milli-Q, modelo

Synthesis (Millipore).

4.3. Métodos espectroscopicos/espectrométricos

As anélises de NMR foram realizadas no Departamento de Quimica da
Universidade Federal do Parana (UFPR) em colaboracdo com o Prof. Dr. Andersson
Barison. Os espectros de uma e duas dimensbes (1D e 2D) foram adquiridos em
equipamentos Bruker, modelo AVANCE 400 ou AVANCE 11l 600, operando a 9,4 e
14,1 Tesla (T), observando *H a 400,13 e 600,13 MHz, respectivamente, e *C a 100,62
e 150,90 MHz, respectivamente. As amostras foram solubilizadas em cloroférmio
deuterado (CDCI3), metanol deuterado (CD3sOD) ou acetona deuterada ((CDs3),CO).
Todos os deslocamentos quimicos () foram expressos em ppm relativos ao sinal do
tetrametilsilano (TMS). As constantes de acoplamento (J) foram registradas em Hertz
(H2).

As analises de MS foram realizadas no Laboratorio de Espectrometria de Massas
da UFAM. Os espectros foram registrados em equipamento do tipo ion-trap, modelo
LCQ Fleet® (Thermo Scientific), ou Triplo Quadrupolo, modelo TSQ Quantum Acess
Thermo Scientific), operando com fonte de electrospray (ESI) ou com fonte de

ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI).

4.4. Coleta e identificacdo do material botanico

O material botanico (folhas, galhos e casca do tronco) de U. guatterioides, U.
stipitata, U. duckei, U. floribunda e U. rufescens foi coletado em setembro de 2012 nos
trés principais sitios de coleta do Estado do Amazonas: Reserva Florestal Adolpho
Ducke (RFAD), Distrito Agropecuario da SUFRAMA (DAS) e campus da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM) (Figura 13). 4 espécimes de U. duckei, 2
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de U. floribunda e 1 de U. rufescens foram coletadas em DAS; 2 espécimes de U.
duckei foram coletadas em RFAD; 2 espécimes de U. stipitata e 1 de U. guatterioides
foram coletados na UFAM. Espécimes coletadas em RFAD e DAS foram previamente
identificadas e marcadas, enquanto especies coletadas na UFAM foram identificadas
pelo Prof. Dr. Anténio Carlos Webber, do Departamento de Biologia da UFAM. A

exsicata de cada individuo esta depositada de acordo com a tabela 4.

Distrito Agropecuario
- da SUFRAMA (DAS)

WELTT X Reé“er\(a Florestal
45.< .~ AdolphoDucke (RFAD)..

Campu;idﬁ Upivefsidé ef |
~_Federal do Amazbnas{UFAM)

“ I

Figura 13. Sitios de coleta proximos a area metropolitana de Manaus.

Tabela 4. Informagdes sobre o material botanico coletado.

Espécie Cddigo Local de coleta N° da exsicata
U. duckei DRA RFAD 2627°

U. duckei DRB RFAD 3289°

U. duckei DDA DAS 3478°

U. duckei DDB DAS 3504°

U. floribunda FDA DAS 6701°

U. floribunda FDB DAS 7394°

U. rufescens RD DAS 3767°

U. duckei DDC DAS 80"

U. duckei DDD DAS 610°
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U. stipitata SUA UFAM 8164°
U. stipitata SUB UFAM 8250 ¢
U. guatterioides  GU UFAM 8249°

*Herbario do INPA (Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia); "Colecéo Botanica do PDBFF/INPA
(Projeto Dinamica Bioldgica de Fragmentos Florestais); “Herbario da UFAM (Universidade Federal do
Amazonas).

4.5. Obtencdo dos 6leos essenciais

Apos a coleta, as folhas de cada individuo foram secas a temperatura ambiente
por um periodo de 20 dias. 100 g das folhas secas de cada individuo foram pesadas,
trituradas e submetidas a extracdo por hidrodestilacdo em aparelho do tipo Clevenger
por um periodo de quatro horas. Os 6leos essenciais foram extraidos com CH,Cl,, secos
sobre Na,SO, anidro e filtrados. Apds evaporacdo do solvente e pesagem, o rendimento
de cada 6leo essencial foi calculado dividindo-se a massa do 6leo pela massa de folhas
secas e o resultado multiplicado por 100 (Tabela 5). Os 6leos foram acondicionados em

vials e armazenados na temperatura de -15°C até as analises.

Tabela 5. Rendimento dos 6leos de espécies de Unonopsis obtidos por hidrodestilagéo.

Espécie Cadigo Rendimento (%)
U. duckei DRA 0,089 (89 mq)
U. duckei DRB 0,056 (56 mg)
U. duckei DDA 0,063 (63 mg)
U. duckei DDB 0,065 (65 mgq)
U. floribunda FDA 0,429 (429 mg)
U. floribunda FDB 0,380 (380 mg)
U. rufescens RD 0,527 (527 mg)
U. duckei DDC 0,064 (64 mg)
U. duckei DDD 0,088 (88 mg)
U. stipitata SUA 0,150 (150 mg)
U. stipitata SUB 0,137 (137 mg)
U. guatterioides  GU 0,105 (105 mg)
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4.6. Analise por GC-MS dos 0leos essenciais e tratamento quimiometrico dos dados

As analises dos 6leos essenciais foram realizadas em um equipamento GC-MS
modelo GC2010/ QP2010 Plus (Shimadzu) usando detector seletivo e coluna capilar
Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (Restek). Hélio foi utilizado como gas de arraste
com fluxo de 1,02 mL.min. A solucdo de injecdo foi preparada dissolvendo-se
aproximadamente 15 mg de 6leo em 1 mL de acetato de etila bidestilado, sendo injetado
1uL de solugdo em modo Split, na razdo 1:50. A programacéo da temperatura da coluna
foi de 60 a 280°C, com aumento gradativo de 3°C.min™. As temperaturas do injetor, da
fonte de ions e linha de transferéncia foram de 220, 260 e 280 °C, respectivamente.

Para obtencdo dos indices de retencdo (IR) foi injetada uma série homologa de
hidrocarbonetos lineares (C;-Csp) € 0 célculo foi feito de acordo com a equacao de Van

Den Dool e Kratz (1963):

IR =100n + 100i x trx) — tr(ha)
tR(hp)~ tR(na)
Onde:
try = Tempo de retengdo da substancia alvo
tr(ha) = Tempo de retengéo do hidrocarboneto anterior
tr(hp) = Tempo de retencédo do hidrocarboneto posterior
n = Numero de carbonos do hidrocarboneto posterior
i = Diferenca entre o nimero de carbono dos hidrocarbonetos anterior e posterior.
A percentagem de cada substancia foi determinada pela area do componente
dividida pela area total de todas as substéncias presentes na amostra e o resultado

multiplicado por 100. A identificagdo dos constituintes foi baseada na comparacédo dos
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espectros obtidos com aqueles armazenados na biblioteca Wiley 82 edicdo e comparagéo
dos indices de retencdo com dados da literatura (Adams, 2007).

A anélise multivariada dos dados obtidos através da analise de GC-MS foi
realizada através do software Chemoface versdo 1.5 (NUNES et al., 2012). A andlise
dos componentes principais (PCA) foi calculada através da normalizacdo da variacéo
das 54 substancias identificadas, sendo a analise hierarquica de cluster (HCA) calculada
através da distancia euclidiana e média de ligagdo das trés principais componentes cuja

variancia acumulada representou 93,45%.

4.7. Marcha alcaloidica em escala analitica

As fragOes alcaloidicas em escala analitica foram obtidas como descrito por
SOARES et al., 2015. Apds a coleta, as folhas de cada individuo foram secas a
temperatura ambiente por um periodo de 20 dias e pulverizadas. O material pulverizado
(500 mg de cada planta, exceto FDA, FDB, RD e GU, onde foi utilizado 1 g) foi
vigorosamente agitado utilizando um misturador vortex (1 min) com uma mistura de
hidroxido de aménio 10 % (NH4OH) (5 mL) e diclorometano (CH.CI;) (5 mL) em um
recipiente de vidro. A fase organica foi transferida para outro recipiente de vidro e
submetido a agitacdo vigorosa (1 min) com éacido acético (CH3CO,H) 10% (5 mL). A
fase aquosa foi removida e tratada com NH;OH até alcancar pH 10, sendo em seguida
submetida a vigorosa agitacdo (1 min) com CH,Cl, (5 mL). A fase organica foi
separada, seca sobre Na,SO, anidro e transferida para um novo recipiente de vidro. As
fracdes alcaloidicas (Tabela 6) foram obtidas apds evaporacdo do solvente organico sob

corrente de nitrogénio gasoso.
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Tabela 6. Massa das fragGes alcaloidicas obtidas em escala analitica.

Espécie Cadigo Fracdes alcaloidicas (mg)
U. duckei DRA 1,2 (0,24%)
U. duckei DRB 1,1 (0,22%)
U. duckei DDA 1,1 (0,22%)
U. duckei DDB 1,2 (0,24%)
U. floribunda FDA 1,1 (0,11%)
U. floribunda FDB 1,0 (0,10%)
U. rufescens RD 1,1 (0,11%)
U. duckei DDC 1,1 (0,22%)
U. duckei DDD 1,2 (0,24%)
U. stipitata SUA 1,0 (0,20%)
U. stipitata SUB 1,0 (0,20%)
U. guatterioides  GU 1,1 (0,11%)

4.8. Analise por ESI-MS das fracgdes alcaloidicas e tratamento quimiométrico dos
dados

SolucBes estoque (1 mg.mL™) das fracdes alcaloidicas das folhas foram
preparadas em metanol. Aliquotas (5 pL) das solucdes estoque foram posteriormente
diluidas a 5 pg.mL™?, sendo as solugdes resultantes analisadas por infusdo direta no
espectrometro de massas.

Todos os espectros de massas foram registrados em modo de monitoramento
continuo (Thermo LCQ Fleet Tune application) utilizando-se um equipamento LCQ
Fleet, equipado com fonte de ESI e operando no modo positivo de aquisi¢do para as
analises de ESI-MS e ESI-MS" Os espectros foram obtidos a partir da média de pelo
menos 10 espectros adquiridos. As amostras foram infusionadas na fonte de ESI através
da bomba seringa do equipamento (10 pL.min™). As condicdes analiticas da anélise
foram as seguintes: spray voltage, 5 kV; sheath gas, 10 arb; auxiliary gas, 5 arb; sweep
gas, 0 arb; capillary temp, 200 °C; capillary voltage, 40 V; tube lens, 115 V; mass
range, m/z 200 a 400; colision gas, He. Os espectros de ESI-MS" foram obtidos a partir

da aplicacao de energia de 20 a 30%.
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As analises multivariadas dos dados obtidos a partir das analises por ESI-MS
foram realizadas através do software Chemoface versdo 1.5 (NUNES et al., 2012). fons
com intensidade abaixo de 5% relativa aos ions mais abundantes foram negligenciados,
durante a andlise dos dados (SCHIOZER et al., 2012). A andlise de compontentes
principais (PCA) foi calculada através da variagdo dos ions registrados (variaveis),
sendo a anélise de HCA calculada através da distancia euclidiana e média de ligacdo das

quatro principais componentes, cuja variancia acumulada representou 99,18 %.

4.9. Prospeccéo de policarpol por TLC e MS

A extracdo de policarpol das espécies U. duckei, U. floribunda, U. rufescens e
U. stipitata foi realizada de acordo com o método adaptado anteriormente descrito para
a espécie U. guatterioides (SILVA et al., 2012b). Aproximadamente 10 g de material
botanico pulverizado (galhos e cascas do tronco) foram macerados por trés dias com
hexano (80 ml). Os extratos foram concentrados em evaporador rotatorio. O precipitado
formado foi lavado com hexano e recristalizado em acetato de etila. Aproximadamente
1 mg de cada amostra foi separada para analises de TLC e MS. Os experimentos de
TLC e MS foram conduzidos em comparacdo com um padrdo autentico de policarpol
previamente isolado e caracterizado por NMR (SILVA et al., 2012b).

As analises de MS foram realizadas em equipamento LCQ Fleet equipado com
fonte de APCI e operando no modo positivo. Todos os espectros foram adquiridos no
modo de monitoramento continuo. Solucdes estoque (1 mg.mL™) das amostras foram
preparadas em acetato de etila. Aliquotas (5 pL) das solucdes estoque foram
posteriormente diluidas a 5 pg.mL™, sendo as solucBes resultantes infusionadas na fonte

de APCI através da bomba seringa do equipamento (30 pL.min™).
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As analises de TLC foram realizadas utilizando a mistura hexano/acetato de etila
(7:3) como fase mdvel e vanilina sulfarica e luz UV (254 e 366) como reveladores.

Todas as amostras foram solubilizadas em acetato de etila (1 mg.ml™).

4.10. Investigacdo das fracGes alcaloidicas biologicamente promissoras por ESI-
MS" e HPLC-DAD-MS

Devido a aplicagdo medicinal das folhas de U. stipitata e das cascas de U.
floribunda, suas respectivas fracoes alcaloidicas foram selecionadas para investigaces
por ESI-MS" e HPLC-DAD-MS. A fracdo alcaloidica das cascas de U. floribunda
(FDA) (1,2 mg) foi obtida de acordo com a metodologia descrita no item 4.7, sendo
utilizado 1 g de material botanico. Ambas as amostras foram analisadas por ESI-MS" de
acordo com a metodologia descrita no item 4.8.

10 pL de cada solugdo estoque (1 mg.mL™) foram analisados em sistema HPLC-
DAD-MS, tal como descrito no item 4.1.2. Foi utilizada durante a analise uma coluna
C18 (Luna) (5um, 150 x 4,60 mm) da Phenomenex. Como fases moveis foram
utilizadas uma solucéo aquosa acida (0,01% TFA) (A) e metanol (B), com gradiente de
eluicdo de 30-80% (B) em 14 minutos (1 mL.min™), seguido de 80% por mais 10
minutos. O detector de DAD monitorou a faixa de 200-400 nm. Os parametros
analiticos utilizados na fonte de APCI foram os seguintes: discharge current: 5 PA;
vaporizer temperature: 350 °C; capilary temperature: 270 °C; sheath gas: 35 psi; aux

gas: 15 arb, mass range, m/z 150-800.

4.11. Marcha alcaloidica em escala preparativa

As fracGes alcaloidicas em escala preparativa foram obtidas como descrito por
SOARES et al., 2015. 300 g de material botanico pulverizado, folhas de U. stipitata
(SUA) e cascas do tronco de U. floribunda (FDA), foram extraidos com NH,OH 10%
(2 L) e CH,Cl; (2 L) a temperatura ambiente por 72 horas. A fase organica recuperada
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foi transferida para um funil de separacdo e extraida com solugdo aquosa de CH3CO,H
10% (2x 1 L). A fase aquosa acida foi removida e tratada com NH,OH até alcancar pH
10, sendo em seguida extraida com CH,Cl, (2x 0,3 L). As fracbes CH,Cl, foram
separadas e concentradas em evaporador rotatorio, fornecendo as fracbes alcaloidicas
das folhas de U. stipitata (FASF) (668 mg) e das cascas do tronco de U. floribunda

(FAFC) (344 mg).

4.12. Fracionamento cromatografico das fracdes alcaloidicas das folhas de U.
stipitata (FASF) e das cascas de U. floribunda (FAFC)

Cerca de 100 mg das amostras FASF e FAFC foram solubilizados,
individualmente, em 500 pL de metanol/diclorometano (1:1) e submetidos a
fracionamento em cromatdgrafo semi-preparativo, tal como descrito no item 4.1.2.
Nesta etapa utilizou-se uma coluna C18 (Luna) (5um, 250 x 15,00 mm) da
Phenomenex. As fases moveis, assim como o gradiente de eluicdo, foram as mesmas
utilizadas no item 4.10, sendo monitorados os comprimentos de onda de 250 e 280 nm.
O fluxo utilizado em ambas as anélises foi de 6 mL.min™. O fracionamento de FASF
resultou em 30 fracdes, enquanto o fracionamento de FAFC resultou em 32 fracdes.
Apbs anélises por MS e MS? em equipamento TSQ Quantum Acess, sete fracoes
(Tabela 7) foram encaminhadas para analises de NMR 1D e 2D.

Tabela 7. Fragdes submetidas a analises de NMR 1D e 2D.

Cadigo Massa obtida (mg)
FASF13 3,8

FASF16 67,7

FASF18 54

FASF22 3,7

FASF29 1,3

FAFC5 63,4

FAFC15 3,1
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4.13. Purificacédo das subfracdes de FAFC

As amostras FAFC12 (3,2 mg), FAFC13 (1,8 mg), FAFC14 (5,6 mg), FAFC18

(3,4 mg), FAFC20 (2,0 mg) e FAFC21 (1,6 mg) foram solubilizadas, individualmente,

em 200 puL de metanol/diclorometano (1:1) e submetidas a fracionamento em

cromatografo semi-preparativo, tal como descrito no item 4.1.2. Nesta etapa utilizou-se

uma coluna fenil-hexil (Luna) (5um, 250 x 10,00 mm) da Phenomenex. As fases

moveis, bem como os comprimentos de onda utilizados foram os mesmos descritos no

item 4.12. As anélises foram conduzidas em modo isocratico de eluicdo (Tabela 8) por

15 min, com fluxo de 3 mL.min™. Apds anélises por MS e MS? em equipamento TSQ

Quantum Acess as fracGes purificadas (Tabela 8) foram encaminhadas para anélises de

NMR 1D e 2D.

Tabela 8. Subfracdes de FAFC submetidas a fracionamento em cromatdgrafo semi-

preparativo.
Amostras Fase movel Fracdes Massa obtida (mg)
FAFC12 (B —50%) FAFC12.3 15
FAFC13 (B — 50%) FAFC13.3 11
FAFC14 (B —50%) FAFC14.4 3,8
FAFC18 (B —50%) FAFC18.3 0,5
FAFC18.4 2,1
FAFC20 (B — 60%) FAFC20.3 0,6
FAFC20.4 0,5
FAFC21 (B - 60%) FAFC21.3 1,0
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Oleos essenciais de Unonopsis e quimiotaxonomia

Os o6leos essenciais obtidos por hidrodestilagdo apresentaram coloracdo amarelo-
esverdeada, com rendimentos variando entre 0,064% e 0,527% (Tabela 5). U. duckei
apresentou os rendimentos mais baixos, enquanto os melhores rendimentos foram
observados para U. floribunda e U. rufescens.

Na anélise dos 06leos essenciais por GC-MS foram identificados 57 constituintes
diferentes (Tabela 9), sendo a porcentagem de identificacdo de 76,02 a 95,72%. Dentre
as substancias identificadas foi observada a predominancia de sesquiterpenos, enquanto
tracos de monoterpenos foram registrados em espécimes de U. duckei.

Os sesquiterpenos espatulenol (27) e éxido de cariofileno (28) foram observados
como principais constituintes dos 6leos essenciais para todas as espécies, com exce¢do
de U. guatterioides e U. stipitata. Como pode ser observado na tabela 9, as maiores
concentragfes de espatulenol foram registradas em espécimes de U. duckei (19,10-
40,20%) e as menores em U. guatterioides (4,80%), enquanto as maiores concentragoes
de 6xido de cariofileno foram registradas em U. rufescens (15,95%) e as menores em U.
guatterioides (4,80%).

U. stipitata apresentou altas concentracdes de (E)-cariofileno (29) (7,99-18,76%)
e biciclogermagreno (30) (8,86-19,97%), juntamente com elemol (31) (11,20%) para a
espécime SUB, o que ndo foi observado em outras espécies.

Tabela 9. Composicdo percentual dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais das
diferentes espécies de Unonopsis.

RI? Substancias GU° SUA SUB FDA FDB RD DRA DDA DDC DDD DRB DDB
1095 Linalol - - - - - - 029 - - 0,25

1223  Citronelol - - - - - - - - 0,40

1335  3-Elemeno 251 099 - 027 - - 048 046 0,70 129 2,07

1345  a-Cubebeno 119 - - 083 061 024 034 - 017 021 0,36 018
1350  Acetato de citronelila - - - - - - - - 0,60

1369 Ciclosativeno 0,71 0,11 0,27 0,27 0,38 - 0,40 - 0,33 0,17
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1373
1374
1387
1387
1389
1409
1417
1431
1434
1437
1439
1449
1452
1458
1478
1484
1489
1492
1496
1500
1500
1509
1513
1522
1533
1537
1544
1548
1554
1559
1561
1565
1567
1577
1582
1590
1592
1594
1599
1600
1600
1602
1608
1631
1644
1649

a-Ylangeno
a-Copaeno
3-Bourboneno
-Cubebeno
f3-Elemene
a-Gurjuneno
(E)-Cariofileno
B-Gurjuneno
v-Elemeno
a-Guaieno
Aromadendreno
Sinulareno
a-Humuleno
allo-Aromadendreno
y-Muuroleno
Germacreno D
B-Selineno
5-Selineno
Valenceno
Biciclogermacreno
a-Muuroleno
a-Bulneseno
y-Cadineno
§-Cadineno
(E)-Cadina-1,4-dieno
a-Cadineno
a-Calacoreno
Elemol
B-Vetiveneno
Germacreno B

(E)-Nerolidol

(32) Benzoato de hexenila

1,5-Epoxisalvial-4(14)-eno

Espatulenol

Oxido de cariofileno
3-Copaen-4a-ol
Viiridiflorol
Salvial-4(14)-en-1-ona
Widdrol

Guaiol

Rosifoliol

Ledol

Epoxi de humuleno 11
Isospatulenol
a-Muurolol

3-Eudesmol

0,40

131

18,76

2,38
0,21
5,18

0,45
4,56
0,30
0,22

19,97
0,23
0,40
0,26
0,70

1,29
0,53
0,56

0,88
20,46
8,41
0,27
1,60
0,47

0,85
0,80

0,98
1,60

0,74

1,13

0,90
0,64

8,86
0,25
1,46
0,67
0,60
0,21

11,20
1,07

1,75
17,9
8,47

0,87
0,26

5,06

2,82
2,69
0,36
0,86
0,97

0,17
6,26
1,24
0,84
0,89
0,19
4,06
0,15
0,12
2,48

0,94

4,18
1,54
0,80
0,53
2,10
1,55
1,93
1,69
4,96
5,37
0,43
0,39
2,16
1,30
1,14
0,52

0,30
15,66
9,77
0,75
0,99

1,14
1,43

2,26
3,14
1,35
1,10

0,60
6,96
148
0,74
1,00
016
4,04
020

2,30

1,06

3,90
1,17
1,17
0,24
1,30
0,70
2,13
1,70
3,54
2,90

0,41
2,31
1,70
1,46
0,50

0,33
13,96
10,54
0,81
1,30

1,36
1,60

332
1,47
4,30
151

0,31
3,71
1,44
0,26
0,42

3,97
0,32

2,58

0,84

6,37
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1652  a-Cadinol 364 059 1,70 1,62 18 209 305 29 207 29 358 200

1670  Bulnesol 2,65 - 1,85 0,70 0,69 0,80 2,40 1,49 0,52 0,48 - 1,03
1675 Cadaleno - - - 048 041 062 052 - - 056 023 0,36
1845  (2E, 6E)-Acetato de farnesila - - - - - - 0,24 - - 0,29
1913  (5E, 9E)-Farnesil acetona 1,52
Monoterpenos - - - - - - 0,29 - 1,00 0,25
Sesquiterpenos Hidrocarbonetos 46,28 57,52 31,54 48,48 43,37 4423 19,28 14,14 2350 1460 1952 11,20
Sesquiterpenos Oxigenados 37,10 38,20 56,76 4151 4474 4755 6426 71,81 5510 61,17 5993 7284
Total Identificado (%0) 83,38 9572 8830 8999 8811 91,78 8383 8595 7960 7602 7945 84,04

RI = Indice de retengdo descrito na literatura (Adams, 2007)."GU - U. guatterioides (UFAM); SUA - U. stipitata (UFAM); SUB - U. stipitata (UFAM);
FDA — U. floribunda (DAS); FDB - U. floribunda (DAS); RD - U. rufescens (DAS); DRA - U. duckei (RFAD); DDA - U. duckei (DAS); DDC - U.
duckei (DAS); DDD - U. duckei (DAS); DRB - U. duckei (RFAD); DDB - U. duckei (DAS).

As espécies U. floribunda e U. rufescens apresentaram em sua composi¢do
quimica a presenca de a-guaieno (32) (2,30-2,58%), a-calacoreno (33) (2,16-2,56%) e
widdrol (34) (0,63-1,36%), substancias nao observadas nas outras espécies investigadas,
com exce¢do de a-calacoreno, detectado em nivel de traco em umas das espécimes de
U. duckei (0,19%). A auséncia de aromadendreno foi outra importante particularidade
observada para as espécies U. floribunda e U. rufescens.

A espécie U. guatterioides foi a Unica que apresentou a-copaeno (35) (11,26%)
como constituinte majoritario. A predominancia de sesquiterpenos nos 6leos essenciais
de espécies de Unonopsis (Tabela 9) esta de acordo com estudo prévio realizado com U.
costaricensis (PALAZZO et al., 2009), onde foram reportados como constituintes
majoritarios dos 6leos essenciais das folhas os sesquiterpenos germacreno D (62,9%),
viridiflorol (12,1%) e biciclogermagreno (10,0%). Sesquiterpenos também foram
observados como constituintes majoritarios dos 6éleos essenciais das raizes e frutos de
U. guatterioides (FOURNIER et al., 1997), sendo descritos 6-cadinol (21,6%) e (E)-
cariofileno (22,5%) como principais constituintes das raizes e frutos, respectivamente.
Estas observagdes estdo de acordo com estudos prévios realizados com espécies de
Annonaceae (FOURNIER & LEBOEUF, 1999).

Embora monoterpenos tenham sido observados em nivel de tragco em U. duckei

e ndo tenham sido observadas nas outras espécies, trabalhos prévios reportam esta
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classe em altas concentracOes nas flores de U. stipitata (TEICHERT et al., 2009), sendo

sugerido que estas substancias desempenham uma importante fungdo no processo de

polinizacdo.

Il

(27) espatuleno (28) 6xido de cariofilen o
(29) (E)-cariofileno

~
e
/
(30) biciclogermacrent (31)2I|_émo| (32) a-guaieno
N
IC .
(33) o-calacorenc (34) widdrol (35) a-copaeno

A andlise estatistica (PCA e HCA) dos dados de GC-MS dos 6leos essenciais
permitiu inequivocas correlacdes entre as espécies estudadas (Figuras 14 e 15). Quatro
grupos principais foram observados no dendrograma de HCA, sendo U. guatterioides
(Grupo 1) e U. stipitata (Grupo Il) claramente separadas das demais espécies. O grupo
I11 foi constituido pelas espécies U. rufescens e U. floribunda, onde uma composicéao

quimica ligeiramente diferente foi observada. Para U. floribunda observou-se a presenga
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de ciclosativeno, a-gurjeneno, &-selineno e valenceno, substancias ndo observadas em

U. rufescens.

U. guatterioides (GU) UFAM Grupo-|
U. stipitata (SUB) UFAM Grupo H
U _stinitata (SUA)
U. rufescens (RD)
U. floribunda (FDB) j —DAS—Grupe-Hi
L floribunda (EDA)
U.duckei (DRB) V1 RFAD
U. duckei (DRA) :
U. duckei (DDD) Grupo IV
U. duckei (DDC) (AVALl
S

U. duckei (DDB)
U duckei (DDA)

r r r r r

01 02 03 04 05 06 07 08 09
Distancia euclidiana

Figura 14. Dendrograma de HCA das diferentes espécies de Unonopsis baseado na
composi¢do quimica dos Gleos essenciais.

r r r

O

O grupo IV (Figura 14) foi constituido por espécimes de U. duckei, com
formacdo de dois subgrupos (IV.I e IV.11), sendo estes correspondentes aos diferentes
sitios de coleta. Analisando a variabilidade quimica destas populacdes é possivel
observar que individuos coletados em RFAD exibiram maior diferenca na composicédo
quimica quando comparados a individuos coletados em DAS. Quando a variabilidade
quimica do grupo IV é comparada com a do grupo Ill é possivel observar como U.
floribunda e U. rufescens sdo quimicamente proximas.

No grupo Il (Figura 14) observa-se baixa similaridade quimica entre o0s espécimes
de U. stipitata, SUA e SUB, se comparada aos demais grupos formados, sugerindo que
espécimes de U. stipitata apresentam alta variabilidade quimica na constituicdo dos

Oleos essenciais.
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O grupo |, constituido por U. guatterioides, apresentou a maior variabilidade
quimica. Esta observacdo ndo é surpresa, uma vez que U. guatterioides é de longe a

espécie mais problematica e variavel dentro do género Unonopsis (MAAS et al., 2007).

Grupo |

atterioides (GU)

0.1+

0- Grupo Il

wm&sqam)
Uyprufescens (RD)

Ugstipitata (SUB)

-0.1 4

-0.2 -

-0.3

PC3 (5.87%)

-0.4 »
Uystipitata (SUA

-0.5 -
-0.4

0.6 0.2

-0.9

0.8 PC2 (7.64%)
PC1 (79.94%)

Figura 15. Grafico de PCA das diferentes espécies de Unonopsis baseado na
composic¢do quimica dos dleos essenciais.
5.2. Perfil alcaloidico de Unonopsis e quimiotaxonomia

As fracdes alcaloidicas foram obtidas com rendimentos variando entre 0,10% e
0,24% (Tabela 6). U. guatterioides, U. floribunda e U. rufescens apresentaram o0s
rendimentos mais baixos, enquanto os melhores rendimentos foram observados para U.
duckei e U. stipitata.

O fingerprint por infusdo direta das fracdes alcaloidicas das folhas revelou
diversos ions de m/z par (Figuras Al a A12 do material anexo), sugerindo a potencial
presenca de alcaloides. Esta proposta foi baseada em estudos previos realizados com

diferentes alcaloides derivados do esqueleto isoquinolinico, tais como aporfinicos,
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tetrahidroprotoberberinicos, benzilisoquinolinicos e proaporfinicos, onde o processo de
protonacdo ocorre em maiores proporgdes quando comparados a outras reacgdes (SILVA
et al., 2012a, 2014, SOARES et al., 2015). Os picos base correspondendo aos ions de
m/z 268, 298 e 342 [M+H]" foram observados nos espectros de massas das espécies U.
guatterioides, U. duckei e U. stipitata, respectivamente, enquanto o pico base de m/z
328 [M+H]" foi observado nos espectros das espécies U. floribunda e U. rufescens
(Figura 16). Diversos outros ions com valores de m/z par foram observados, apontando

para amostras complexas com alta diversidade de alcaloides.
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Figura 16. Espectro de ions totais das fracGes alcaloidicas das folhas de U.
guatterioides (A), U. duckei (B), U. stipitata (C), U. floribunda (D) e U. rufescens (E).
* denota o pico base para cada amostra.

A andlise dos espectros de MS revelou que 54 ions permaneceram apos
eliminacdo dos ions abaixo de 5% (Tabela Al). Estes ions e suas intensidades relativas
foram submetidas a analises de PCA e HCA.

No grafico de escore de PCA (Figura 17A) foram observados quatro grupos
principais, onde os especimes de U. guatterioides (Grupo 1), U. stipitata (Grupo 1) e U.
duckei (grupo 1) foram claramente segregadas, sendo o grupo IV constituido pelos
especimens de U. rufescens e U. floribunda, o que ndo é surpresa, uma vez que estas

espéecies botanicamente proximas (MAAS et al., 2007) foram observadas ser
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quimicamente proximas (item 5.1).
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Figura 17. Grafico de escore de PCA (A) e biplot (B e C).

De acordo com o biplot de PCA (Figura 17 2B e 2C), os ions de m/z 268, 298,
328 e 342 [M+H]", foram os principais responsaveis pela segregacéo dos grupos I-1V.
Através dos espectros de MS" destes ions (Figura A13 a A17 do material anexo) foram
observadas fragmentacGes chave previamente descritas para alcaloides aporfinicos,
proaporfinicos e tetrahidroprotoberberinicos (SILVA et al., 2012a, 2014; SOARES et
al., 2015; Stévigny et al., 2004).

O espectro de MS" dos fons de m/z 268 e 298 [M+H]" apresentou fortes
evidencias de esqueleto aporfinico, sendo observadas perdas iniciais de 17 (-NH3) (m/z

268 — 251) e 31 u (-NH,CHj3) (m/z 298 — 267), 0 que esta em acordo com a presenca e
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auséncia, respectivamente, de metila no nitrogénio do heterociclo, além de perdas
subsequentes de 32 (-CH3OH) (m/z 251 — 219 e m/z 267 — 235) e 28 u (-CO) (m/z 219
— 191 e m/z 235 — 207), 0 que estd em acordo com a presenca de grupos metoxil e
hidroxil vicinais (STEVIGNY et al., 2004). O padréo de fragmentac&o observado para o
ion de m/z 268 é consistente com a estrutura do alcaloide aporfinico asimilobina (35)
(SILVA et al., 20123, 2014; SOARES et al., 2015), previamente reportado nas folhas de
U. guatterioides (SILVA et al., 2012a), enquanto a fragmentacdo observada para o ion
de m/z 298 est& de acordo com a estrutura do alcaloide proaporfinico glaziovina (36),
previamente reportado nas folhas de U. duckei. (SILVA et al., 2014).

No espectro de MS? do fon de m/z 328 foram observados diversos fons
fragmento, destacando-se o intenso produto de m/z 178 e um ion menor de m/z 151.
Altas perdas de massa sdo incomuns em alcaloides aporfinicos, porém comuns em
alcaloides benzilisoquinolinicos e tetrahidroprotoberberinicos (SOARES et al., 2015;
SCHMIDT et al., 2005; SHIM et al., 2013). Os ions de m/z 178 e 151 foram
previamente descritos como fragmentos chave de compostos
tetrahidroprotoberberinicos contendo grupos metoxil e hidroxil no anel A (SOARES et
al. 2015). Embora seja possivel predizer o padrdo de substituicdo da substancia (tipo
escoulerina) (37), ndo é possivel garantir a exata posi¢do de substituicdo, uma vez que
para este esqueleto diferentes posi¢cbes com 0s mesmos substituintes irdo fornecer os
mesmos ions fragmentos.

No espectro de MS" do fon de m/z 342, além da perda inicial 17 u (-NHz) (m/z
342 — 325), perdas de 15 u (-CH3) (m/z 325 — 310) e 31 u (‘(OCH3) (m/z 325 — 294)
em MS3, e perda de 15 u (-CHs) (m/z 310 — 295) em MS* foram observadas. Estas
fragmentacdes chave estdo de acordo com a presenca de esqueleto aporfinico N-

metilado e grupos metoxil adjacentes (STEVIGNY et al., 2004). O padrdo de
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fragmentacdo observado para o ion de m/z 342 é consistente com a estrutura do
alcaloide norglaucina (38) previamente reportado nas folhas de U. duckei (SILVA et al.,
2014). Todas as fragmentacdes observadas estdo sumarizadas na tabela 10.

Tabela 10. fon precursor e fragmentos chave observados por ESI-MS".

Espécies [M+H]" MS? MS® Ms* Tipo de esqueleto

. guatterioides 268*  251°(-17u)®  219°(-32u) 191 (-28u) Aporfinico

. duckei 208*  267%(-17u)  235%(-32u) 207 (-28u) Proaporfinico

. stipitata 342*  325%(-17u)  310%(-15u) 295 (-15u) Aporfinico

294 (-31u)

. floribunda 328% 178 (-150u) - - Tetrahidroprotoberberinico
151 (-177u)

. rufescens 328* 178 (-150u) - - Tetrahidroprotoberberinico
151 (-177u)

#lon precursor; °Perdas neutras observadas.

A andlise de PCA mostrou que os alcaloides tentativamente identificados
asimilobina (aporfinico), glaziovina (proaporfinico) e norglaucina (aporfinico)
desempenham um papel fundamental na segregacdo das espécies U. guatterioides, U.
duckei e U. stipitata, respectivamente, enquanto o alcaloide tetrahidroprotoberberinico
desconhecido foi responsavel pela formacéo do grupo IV constituido por espécimes de
U. floribunda e U. rufescens.

No dendrograma de HCA (Figura 18) foram observados dois subgrupos com
espécimes de U. duckei (grupo 1l1), sendo estes correspondentes aos diferentes sitios de
coleta (RFAD e DAS). A variabilidade quimica observada entre estas espécimes foi
préxima a observada entre espécimes de U. stipitata (grupo Il), enquanto para U.
floribunda e U. rufescens (group 1VV) maior variabilidade quimica foi observada. Maior
similaridade quimica foi observada entre os grupos Il e 1V, sendo este grupo maior
quimicamente proximo de grupo I. O grupo Il apresentou menor similaridade quimica

quando comparado aos demais grupos.
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Figura 18. Dendograma de HCA e substancias tentativamente identificadas através das
andlises de fragmentac&o.

Embora a analise multivariada dos 6leos essenciais tenha apresentado diferenca
significativa entre espécies e sitios de coleta (item 5.1), a variabilidade quimica entre as
espécies estudadas se mostrou superior a observada com a abordagem alcaloidica,
sugerindo que constituintes ndo volateis (alcaloides) apresentam melhor potencial para
propostas quimiotaxonémicas do que constituintes volateis (terpendides). Outro fator
que contribui para o uso de fingerprint de alcaloides em abordagens quimiotaxonémicas
é a presenca recorrente destas substancias no género Unonopsis.

A presenca de tetrahidroprotoberberinicos em U. rufescens e U. floribunda é um
fato importante uma vez que este tipo de alcaloide ndo foi reportado no género
Unonopsis. Estas observagdes juntamente com as observadas no item 5.1 poderiam

suportar uma futura aproximacéo boténica entre estas espécies.
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5.3. Policarpol no género Unonopsis e quimiotaxonomia

Das cascas do tronco e galhos de U. duckei, U. floribunda, U. rufescens e U.
stipitata foi possivel obter um sélido branco ap6s procedimento de extracdo e
recristalizacdo. Na analise por TLC, em comparacdo com um padrdo auténtico de
policarpol (SILVA et al., 2012b), observou-se que todas as amostras apresentaram o
mesmo fator de retencdo (Rs = 0,6) quando eluidas com uma mistura de hexano-acetato
de etila (7:3) e revelada com vanilina sulfurica (spot azul) e luz UV (254 nm). A
observacao de um intenso spot azul em todas as amostras esta de acordo com resultados
esperados para triterpenos (OLESZEK et al., 2008).

As amostras quando submetidas a andlise de MS em modo full scan,

apresentaram ions majoritarios de m/z 441, 423 e 405 (Figura 19).
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Figura 19. Espectro de massas e proposta de fragmentacdo para as perdas sequenciais
do policarpol observadas na fonte de APCI.

O ion de m/z 441 corresponde a molécula protonada esperada para o policarpol,
enquanto os ions de m/z 423 e 405 s&o consistentes com perdas sequenciais neutras de
H,O. Triterpenos parecem apresentar este comportamento dissociativo devido a
aplicacdo da alta temperatura de dessolvatacdo em experimentos de APCI (KOOLEN et

al., 2013). Todas as amostras apresentaram esses mesmos trés ions quando submetidas a
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anélises de MS. Estas evidéncias juntamente com as observacbes por TLC auxiliaram
na confirmacdo da presenca de policarpol nos galhos e cascas do tronco das espécies
investigadas, sendo essa substancia reportada pela primeira vez nessas especies.

A importancia quimiotaxonémica do policarpol para a familia Annonacae foi
primeiramente reconhecida por LEBOEUF et al. (1982) durante pesquisas sistematicas
com diversas espécies pertententes a familias vizinhas, tais como Lauraceae,
Monimiaceae e Menispermaceae. Na oportunidade, ndo foi encontrado policarpol
nessas familias, sendo sugerido pela primeira vez como marcador quimiotaxondémico.
Essa ideia foi sustentada por anos (GOULART et al., 1986; JUNG et al., 1990).
Recentemente foi reportado seu isolamento de Duguetia glabriuscula (PEREIRA et al.,
2003), Duguetia furfuraceae (SILVA et al., 2007), Artabotrys madagascariensis
(MURPHY et al., 2008), Piptostigma preussi (NGANTCHOU et al., 2009) e Artabotrys
spinosus (SICHAEM et al., 2011), todas espécies da familia Annonaceae, reforcando a
proposta inicial deste composto como marcador quimiotaxonémico. Considerando sua
ampla ocorrencia em nivel de género € apropriado restringir o termo “marcador
quimiotaxondmico” em nivel de familia, sendo sugerido o uso do termo “marcador
quimico” para nivel de género.

No género Unonopsis, o policarpol foi reportado em U. glaucopetala
(JAYASURIYA et al., 2005), U. guatterioides (TOUCHE et al., 1981; SILVA et al.,
2012b), U. spectabilis (LAPREVOTE et al., 1987) e U. pacifica (ARANGO et al.,
1988). A recorrente observacdo de policarpol em espécies do género Unonopsis, o qual
foi reportado em todas as espécies submetidas a abordagens fitoquimicas, demonstra o
potencial quimiotaxondmico desta substancia, sendo policarpol sugerido como

marcador quimico regular do género Unonopsis.
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5.4. Analises de ESI-MS" e HPLC-DAD-MS da amostra FASF (U. stipitata)
Conforme discutido no item 5.2, a anélise do perfil alcaloidico da fracdo FASF
por ESI-MS" evidenciou a presenca de diversos alcaloides, sendo o pico base

tentativamente caracterizado como norglaucina.
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Figura 20. Cromatograma obtido por HPLC-DAD para a amostra FASF. Gradiente de
eluicio: 30-80% de B em 14 minutos (1 mL.min™). Fases méveis: solucdo aquosa acida
(0,01% TFA) (A) e metanol (B). DAD: 200-400 nm. Coluna: C18 (5 um, 150 x 4,60
mm).

Através da analise do cromatograma obtido por HPLC-DAD da amostra FASF
(Figura 20), observou-se 6 picos cromatograficos majoritarios a, b, ¢, d, e e f,
correspondendo o pico d a substancia de m/z 342 (Figura A18), enquanto os demais
picos a, b, ¢, e e f foram atribuidos as substancias protonadas de m/z 328, 328, 356, 326
e 352 [M+H]", respectivamente (Figura A18).

A anélise do perfil de DAD dos picos majoritarios na regido do UV (200-400
nm) (Figura 21) evidenciou similaridades espectrais entre as substancias b-e, alem de

revelar absorcdes caracteristicas, de grande valor para o diagnostico de estruturas

aporfinicas e oxoaporfinicas.
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Figura 21. Espectros de DAD dos picos majoritarios (a-f) presentes na amostra FASF e
esqueleto do alcaloide norglaucina.

Segundo SANGSTER & STUART (1965), quando as posi¢fes 10 e 11 de
esqueletos aporfinicos ndo estdo substituidas, o espectro apresenta um maximo de
absorcéo entre 270-280 nm e pode apresentar um pico de absor¢do menor entre 310-320
nm. Embora a substituicdo nas posi¢fes 10 e/ou 11 ndo sejam recorrentes, todos 0s
alcaloides aporfinicos sdo invariavelmente substituidos nas posices 1 e 2.
(SANGSTER & STUART, 1965). Substancias com auséncia de substituicdo na posi¢ao
11 apresentam méximo de absor¢do em 282 e 303-310 nm, ambos com intensidade
equivalente, enquanto as substancias substituidas nesta posicao apresentam um maximo
de absorcao entre 268-272 nm e outra absor¢do de menor intensidade entre 303-310 nm
(SANGSTER & STUART, 1965). Em geral, diversos alcaloides aporfinicos apresentam
um maximo de absor¢do em torno de 220 nm e dois na regido de 270-310 nm, sendo a
forma da curva e a intensidade dos ultimos dois maximos dependente das substituicdes
no anel D. Para alcaloides oxoaporfinicos o espectro de UV é descrito com extensdo de

absorcdo entre as regides do UV e visivel (400-800 nm).
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Considerando as informacgdes apresentadas anteriormente a cerca das absorcdes
caracteristicas de alcaloides aporfindides, juntamente com a observacdo de similaridade
espectral entre as substancias b-e (Figura 21), é possivel propor que as substancias b, c,
e e apresentem substituicdo na posicao 10, e possivelmente na 9, além de auséncia de
substituicdo na posicdo 11, tal como o alcaloide norglaucina (substancia d),
tentativamente identificada no item 5.2.

Os maximos de absorcao observados para a substancia a em 269 nm e 301 nm
(menor intensidade) estdo de acordo com estruturas substituidas na posicdo 11
(SANGSTER & STUART, 1965), ndo existindo relatos sobre esse tipo de substituicdo
em estruturas isoladas de espécies de Unonopsis.

Devido a extensdo de absorcdo observada entre as regiGes do UV e visivel para
a substancia f, bem como o reconhecimento deste perfil de UV para alcaloides
oxoaporfinicos (SANGSTER & STUART, 1965), é possivel propor que tal substancia
seja um representante da classe dos oxoaporfinicos, tal como o alcaloide liriodenina,
anteriormente reportado nas espécies U. guatterioides (GUINAUDEAU et al., 1988), U.
spectabilis (LAPREVOTE, et al., 1988), U. pacifica (ARANGO, et al., 1988), U.
lindmanii (SIQUEIRA et al., 1998), U. buchtienii (WAECHTER et al., 1999) e U.

duckei (SILVA et al., 2014).

5.5. Analises de ESI-MS" e HPLC-DAD-MS da amostra FAFC (U. floribunda)

No espectro de ions totais da amostra FAFC (Figura A19) foi possivel verificar a
presenca de diversos ions, destacando-se como pico base o de m/z 328. Embora esta
mesma observacdo tenha sido feita para a fracéo alcaloidica das folhas de U. floribunda
(item 5.2), observaram-se fragmentacfes distintas para ambas as amostras através da

analise de MS" (Figura 22).
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Figura 22. Espectro de ESI-MS" (modo positivo) do ion de m/z 328 presente na amostra
FAFC.

Para o ion de m/z 328 presente nas folhas foram observadas perdas elevadas de
massa, enquanto para o ion presente nas cascas foram observadas perdas competitivas,
incluindo as perdas observadas para o ion presente nas folhas, 0 que sugere a presenca
de isomeros. Apesar do complexo espectro de MS?, foram observadas nos espectros de
MS2-MS* evidencias de esqueleto aporfinico contendo metilagdo no nitrogénio e

metoxila adjacente a hidroxila (STEVIGNY et a., 2004).
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Figura 23. Cromatograma obtido por HPLC-DAD para a amostra FAFC. Gradiente de
eluicdo: 30-80% de B em 14 minutos (1 mL.min™). Fases méveis: solucdo aquosa acida
(0,01% TFA) (A) e metanol (B). DAD: 200-400 nm. Coluna: C18 (5 um, 150 x 4,60
mm).

51



Através da andlise do cromatograma obtido por HPLC-DAD da amostra FAFC
(Figura 23), foram observados 6 picos cromatograficos majoritarios g, h, i, j, k e 1,
correspondendo 0s picos majoritarios g e h a substancias de m/z 328 [M+H]" (Figura
A20). Os picos i e | foram atribuidos aos fons de m/z 266 e 268 [M+H]",
respectivamente, enquanto os picos j e k se apresentaram como isdbmeros de m/z 282
[M+H]", sendo observada perda de H,O (-18 u) na fonte (Figura A20) para o pico j, 0

que é incomum em estruturas aporfinicas.
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Figura 24. Espectros de DAD dos picos majoritarios g-l presentes na amostra FAFC.

A andlise do perfil de DAD dos picos majoritarios na regido do UV (200-400
nm) (Figura 24) revelou similaridades espectrais entre as substancias g e h, além das
substancias i, k e I. Embora a substancia j tenha apresentado um méximo de absorcéo
em torno de 270 nm, conforme observado para as substéncias i, k e I, foi observada uma
distorcdo no maximo de absor¢do em torno de 230 nm, sendo seu espectro considerado
proximo ao da substancia .

Conforme discutido no item 5.4 a auséncia de substituicdo nas posi¢oes 10 e 11
de esqueletos aporfinicos sdo acompanhadas por um maximo de absorcéo entre 270-280
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nm, podendo apresentar em adicdo um pico de absor¢cdo menor entre 310-320 nm
(SANGSTER & STUART, 1965). Com base nestas informagdes, e através da
comparagdo com 0s espectros de substancias tetrasubstituidas Figura 21, é possivel
sugerir para as substancias i-l estruturas aporfinicas ndo substituidas no anel D.

Os maximos de absor¢do observados para as substancias g e h (Figura 24) nao
refletem as absor¢es esperadas para estruturas aporfinicas, sendo 0s seus respectivos

espectros diferentes dos demais analisados (Figuras 21 e 24).

5.6. Determinacéo estrutural das substancias isoladas

5.6.1. Substancias isoladas da fracdo alcaloidica das folhas de U. stipitata (FASF)

H4CO
norisocoridina OCHjy _
(FASF13) norglaucina nornantenina
(FASF16) (FASF18)

H;CO
OCHj4 OCHg,
oxoglaucina N-formil-norglaucina
(FASF22) (FASF29)
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5.6.1.1. Determinacéo estrutural da amostra FASF13

A amostra codificada como FASF13 (3,8 mg), apresentou-se como um solido
amorfo de coloracdo marrom. No espectro de massas (Figura A21) foi observado um
pico base de m/z 328 [M+H]". Quando submetido a fragmentagéo, este ion apresentou
perda inicial de 17 u e perdas competitivas de 15 e 31 u, estando este padrdo, como
discutido anteriormente, em acordo com estruturas aporfinicas apresentando auséncia de
metilacdo no nitrogénio e metoxilas adjacentes no anel A (Figura 25) (STEVIGNY et

al., 2004; SILVA et al., 2014; SOARES et al., 2015).
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Figura 25. Espectro de MS? da amostra FASF13.

No espectro de NMR de 'H (Figura 26) foram observados sinais de trés
hidrogénios aromaticos, distribuidos em dois anéis benzénicos: um sinal em & 6,75 (1H,
s), compativel com o H-3 do anel A 1,2,3,4,5-pentassubstituido de estrutura aporfinicas,
e dois sinais de hidrogénios orto acoplados em & 6,82 (1H, d, 8,24 Hz) e 6,87 (1H, d,
8,24 Hz), compativeis com um anel D 1,2,3,4-tetrasubstituido. Foram ainda observados
sinais de trés hidrogénios metoxilicos em & 3,74 (3H, s), 3,92 (3H, s) e 3,93 (3H, s), seis
hidrogénios metilénicos em & 2,96 (1H, m), 6 2,99 (1H, m), 3,12 (1H, m), 3,22 (1H, m),
3,45 (1H, m) e 3,76 (1H, m), além de um hidrogénio metinico em 6 4,10 (1H, m),
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confirmando as caracteristicas de alcaloides aporfinicos, evidenciadas nas analises dos
espectros de massas.

Através dos mapas de contorno HSQC e HMBC (Figura 27 e 28) foi possivel
ratificar as substituicBes propostas para o anel A. Foram observadas as correlagdes J*
dos hidrogénios das metoxilas em 6 3,74 e 3,93 com os carbonos em 6 62,3 ¢ 56,1, ¢ a
longa distancia com os carbonos em & 143,1 e 153,0. Observou-se que o hidrogénio
aromético mais blindado (tipico H-3) em & 6,75 (1H, s), apresentava correlagdo J* com o
carbono em & 111,2 (C-3) e correlagdo a longa distancia com os carbonos em & 153,0
(C-2), 143,1 (C-1), 122,8 (C-3a) e em & 25,6 (C-4), confirmando assim o padréo de
substituicdo do anel A. A correlagéo J° do sinal em & 6,75 (1H, s) com o carbono em &
25,6 assinalado como C-4, é uma observacdo importante para confirmar o hidrogénio

aromatico da posicdo H-3. (GUINAUDEAU et al., 1975, 1979, 1983, 1988, 1994).
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Figura 26. Espectro de NMR de *H (400 MHz, CDCls) da amostra FASF13.
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Figura 28. Mapa de contorno HMBC (*H 400 MHz, **C 100 MHz, CDCls) da amostra
FASF13.

Através da andlise das correlagdes observadas para os hidrogénios orto-
acoplados em ¢ 6,82 (1H, d, 8,24 Hz) e 6,87 (1H, d, 8,24 Hz) no mapa de contorno
HSQC (Figura 27) e HMBC (Figura 28) foi possivel atribuir inequivocamente 0s
substituintes do anel D. Para o hidrogénio em & 6,82 (H-8), correlacionado J' com o
carbono em & 119,6 (C-8) foram observadas correlagdes J* com os carbonos em & 34,7

(C-7), 119,2 (C-11a) e 150,1 (C-10), enquanto para o hidrogénio em & 6,87 (H-9)
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correlacionado J* com o carbono em & 111,6 (C-9) foram observadas correlacdes J° com
os carbonos em & 126,2 (C-7a) e 144,5 (C-11). No geral, a correlagdo J® observada com
o0 hidrogénio em torno de 6 34 (C-7) é uma evidéncia util para caracterizar o hidrogénio
aromético H-8. A confirmacdo da metoxilacdo no carbono em & 150,1 (C-10) foi
possivel através das correlacdes J* dos hidrogénios da metoxila em & 3,92 e do
hidrogénio em & 6,82 (H-8) com este carbono. Considerando o ion molecular do
composto, restava incluir um grupamento hidroxila na estrutura, o qual foi
adequadamente posicionado no carbono desblindado em & 144,5 (C-11). A partir da
comparacdo dos dados obtidos (Tabela 11) com dados da literatura (CHANG et al.,
2001) foi confirmada a estrutura do alcaloide norisocoridina (Figura 31), sendo este
reportado pela primeira vez no género Unonopsis. Este também é o primeiro relato de

alcaloide substituido na posicéo 11 no género.

Tabela 11. Dados de NMR de *H e *C da amostra FASF13.

FASF13 (Norisocoridina)

Posicéo 'H § (mult., J em Hz)? 'H § (mult., J em Hz)" 13cac HMBC?
1 - - 143,1 -
la - - - -
2 - - 153,0 -
3 6,75 (1H, s) 6,90 (1H, s) 111,2 25,6; 122,8; 143,1 e 153,0
3a - - 127,1 -
3b - - 122,8 -
4 2,96 (1H, m) e 3,45 (1H, m) - 25,6 41,0;122,8 e 127,1
5 3,22 (1H, m) e 3,76 (1H, m) - 41,0 53,4e127,1
6a 4,10 (1H, m) 3,63 (1H, d, 3,6) 53,4 -
7 2,99 (1H, m) e 3,12 (1H, m) - 34,7 53,4, 119,2: 1228 ¢ 126,2
7a - - 126,2 -
8 6,82 (1H, d, 8,24) 6,87 (1H, d, 8,4) 119,6 34,7;119,2 e 150,1
9 6,87 (1H, d, 8,24) 6,95 (1H, d, 8,4) 111,6 126,2 € 144,5
10 - - 150,1 -
11 - - 1445 -
11a - - 119,2 -
1-OCH,4 3,74 (3H, s) 3,67 (3H, s) 62,3 143,1
2-OCHj 3,93 (3H, ) 3,90 (3H, s) 56,1 153,0
10-OCH, 3,92 (3H, s) 3,87 (3H, ) 56,1 150,1

30 experimento foi realizado a 400 MHz para *H e 100 MHz para *C em CDCl,, utilizando TMS como padrdo
interno.

®Dados da literatura de acordo com CHANG et al., 2001 ( CD;0D, 400 MHz)

“Carbonos protonados e quaternarios foram assinalados através dos dados de HSQC e HMBC, respectivamente.
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Figura 29. Estrutura do alcaloide norisocoridina.

5.6.1.2. Determinacéo estrutural da amostra FASF16

A amostra codificada como FASF16 (67,7 mg) apresentou-se como um sélido

amorfo de coloragdo marrom. No espectro de massas (Fig

pico base de m/z 342 [M+H]". Quando submetido a fragm

ura A22) foi observado um

entacdo este ion apresentou

perda inicial de 17 u e perdas competitivas de 15 e 31 u (Figura 30), tal como observado

para a amostra FASF13, sendo esperado padréo de substituicdo semelhante.
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Figura 30. Espectro de MS? da amostra FASF16.

No espectro de NMR de 'H (Figura 31) foram

observados sinais de trés

hidrogénios aromaticos, distribuidos em dois anéis benzénicos: um sinal em 6 6,88 (1H,

s), compativel com o H-3 de um anel A, similar ao do alcaloide norisocoridina

(FASF13), e dois sinais de hidrogénios com relagdo para em & 6,96 (1H, s) e 8,07 (1H,

s), compativeis com um anel D 1,2,4,5- tetrassubstituido. Ainda no espectro de NMR de
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'H foram observados quatro hidrogénios metoxilicos em & 3,71 (3H, s), 3,85 (3H, s),
3,87 (3H, s) e 3,91 (3H, s), seis hidrogénios metilénicos em & 2,99 (1H, m), 3,01 (1H,
m), 3,17 (1H, d, 13,8 e 4,6 Hz), 3,37 (1H, m), 3,41 (1H, m) e 3,81 (1H, m), além do
hidrogénio metinico em 6 4,37 (1H, dd, 14,2 e 4,6 Hz). Este padrdo de multiplicidade
para hidrogénios arométicos é tipicamente observado em estruturas aporfinicas
tetrasubstituidas nas posicgoes 1, 2, 9 e 10 (GUINAUDEAU et al., 1975, 1979, 1983,
1988, 1994).

Através dos mapas de contorno HSQC e HMBC (Figura 32 e 33) foi possivel
observar para o tipico hidrogénio H-3 em & 6,61 (1H, s), correlacionado J' com o
carbono em & 112,2 (C-3) e J° com os carbonos em & 26,6 (C-4), 122,3 (C-3b) e 146,2
(C-1). Ainda através dos mapas de contorno foram observadas as correlagdes J' dos
hidrogénios das metoxilas em & 3,71 e 3,91 com os carbonos em 6 60,3 e 56,4, e J® com
os carbonos em & 146,2 (C-1) e 154,6 (C-2), respectivamente, confirmando assim o

padréo de substituicdo do anel A.
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Figura 31. Espectro de NMR de *H (600 MHz, (CD5),CO) da amostra FASF16.
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Através da andlise das correlagbes observadas para os demais hidrogénios
aromaticos no mapa de contorno HMBC (Figura 33) foi possivel atribuir
inequivocamente os substituintes do anel D. A identificagdo do hidrogénio em 3 6,96
como sendo o hidrogénio H-8 foi possivel através da correlagdo J° com o carbono em &
34,0 (C-7). Outras correlagdes de H-8 foram observadas com os carbonos em & 124,9
(C-11a) e 149,4 (C-11). Para o hidrogénio em o 8,07 (H-11) foram observadas
correlagdes com os carbonos em 6 127,8 (C-7a) e 150,1 (C-9). Em geral, em estruturas
aporfinicas o hidrogénio mais desblindado é atribuido ao H-11 (GUINAUDEAU et al.,
1975, 1979, 1983, 1988, 1994). A confirmacdo das metoxilas nos carbonos em 6 149,4
(C-10) e 150,1 (C-9) foi possivel através da correlacdo J* dos hidrogénios em & 3,87 e
3,85, respectivamente, com estes carbonos. A partir da comparagdo dos dados obtidos
(Tabela 12) com dados da literatura (CHIU et al., 2012), FASF16 foi identificado como
o0 alcaloide norglaucina (Figura 34), tendo este alcaloide sido reportado anteriormente

nas folhas de U. duckei (SILVA et al., 2014).

Tabela 12. Dados de NMR de *H e *3C da amostra FASF16.

FASF16 (Norglaucina)

Posicéo 'H § (mult., J em Hz)? 'H § (mult., J em Hz)" B3cac HMBC?
1 - - 146,2
la -
2 - - 154,6
3 6,88 (1H, s) 6,61 (1H, s) 112,2 26,2;122,3 e 146,2
3a - - 127,7
3b - - 122,3
4 3,01 (1H, m) e 3,41 (1H, m) - 26,2
5 3,37 (1H, m) e 3,81 (1H, m) - 42,0 26,2; 53,7 e 127,7
6a 4,37 (1H, dd, 14,2 e 4,6) - 53,7
7 2,99 (1H, m) e 3,17 (1H, d, - 34,0 53,7;112,7;122,3; 1249 e
13,8 ¢ 4,6) 127,8
7a - - 127,8
8 6,96 (1H, s) 6,78 (1H, s) 112,7 34,0;124,9 e 149,4
9 - - 150,1
10 - - 149,4
11 8,07 (1H, s) 8,09 (1H, s) 113,6 127,8 e 150,1
11a - - 1249
1-OCH, 3,71 (3H, 5) 3,66 (3H, ) 60,3 146,2
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2-OCH; 3,91 (3H, s) 3,90 (3H, s) 56,4 154.6

9-OCHj, 3,87 (3H, s) 3,90 (3H, s) 56,2 150,1
10-OCHg; 3,85 (3H, s) 3,93 (3H, s) 56,4 149,4
30 experimento foi realizado a 600 MHz para *H e 150 MHz para *C em (CD;),CO, utilizando TMS como padréo

interno.
PDados da literatura de acordo com CHIU et al., 2012 ( CD;0D, 500 MHz)
“Carbonos protonados e quaternarios foram assinalados através dos dados de HSQC e HMBC, respectivamente.

H;CO

Figura 34. Estrutura do alcaloide norglaucina.

5.6.1.3. Determinacdo estrutural da amostra FASF18

A amostra codificada como FASF18 (5,4 mg) apresentou-se como um solido
amorfo de coloracdo marrom. No espectro de massas (Figura A23) foi observado um
pico base de m/z 326 [M+H]". Quando submetido & fragmentacéo este ion apresentou
perda inicial de 17 u e perdas competitivas de 15 e 31 u (Figura 35), tal como observado

para as amostras FASF13 e FASF16, sugerindo padrdo de substituicdo semelhante.
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01103 110 117 128133 143 155 165 173 177 187 192 200 211 214 223 229 236 247 251 261 265 277|279 294)|298 308|310 324
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100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

m/z

Figura 35. Espectro de MS? da amostra FASF18.
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No espectro de NMR de *H (Figura 36) foi possivel observar a presenca de
hidrogénios aromaticos em 6 6,63 (1H, s), 6,71 (1H, s) e 7,95 (1H, s), hidrogénios de
metoxilas em 6 3,68 (3H, s) e 3,89 (3H, s), hidrogénios tipicos de ponte metilenodioxi
em 6 5,98 (1H, d, 1,2 Hz) ¢ 6,00 (1H, d, 1,2 Hz), seis hidrogénios metilénicos em & 2,91
(1H, dd, 17,2 e 3,9 Hz), 3,03 (2H, m), 3,24 (1H, m), 3,40 (1H, m) e 3,74 (1H, m), além
do hidrogénio metinico em 6 4,21 (1H, dd, 13,3 e 4,7 Hz). Como discutido
anteriormente, este padrdo de multiplicidade para hidrogénios aromaticos é tipicamente
observado em estruturas aporfinicas tetrasubstituidas nas posi¢bes 1, 2, 9 e 10

(GUINAUDEAU et al., 1975, 1979, 1983, 1988, 1994).
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Figura 36. Espectro de NMR de *H (600 MHz, CDCls) da amostra FASF18.

Através dos mapas de contorno HSQC e HMBC (Figura 37 e 38) foi possivel
observar para o hidrogénio H-3 em & 6,63 (1H, s), correlagdo J* com o carbono em &
110,7 (C-3), e a longa distancia com os carbonos em & 153,7 (C-2), 145,7 (C-1) e 25,5
(C-4). Ainda através dos mapas de contorno foram observadas as correlacdes J* dos

hidrogénios das metoxilas em & 3,68 e 3,89 com os carbonos em 8 60,2 ¢ 55,9, e J® com
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os carbonos em 6 145,7 (C-1) e 153,7 (C-2), respectivamente, confirmando assim o

padrdo de substituicdo do anel A.

I OO N O Y Y 1

il J\JUM_

F1 Chemical Shift (ppm)

80 75 70 6.5 6.0 55 50 45 40 35 30
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 37. Mapa de contorno HSQC (*H 600 MHz, *C 150 MHz, CDCl5) da amostra
FASF18.
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Figura 38. Mapa de contorno HMBC (*H 600 MHz, **C 150 MHz, CDCls) da amostra
FASF18.
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Através da andlise das correlacBes observadas para os demais hidrogénios
aromaticos no mapa de contorno HMBC (Figura 38) foi possivel atribuir
inequivocamente os substituintes do anel D. A identificagdo do hidrogénio em & 6,71
como sendo o hidrogénio H-8 foi possivel através da correlagdo J° com o carbono em &
34,0 (C-7), sendo ainda observada correlagao com o carbono em ¢ 147,3 (C-9 e C-10).
Para o hidrogénio mais desblindado em 6 7,95 (H-11) foram observas correlagdes com
os carbonos em & 127,3 (C-7a) e 147,3 (C-9 e C-10). A confirmacgéo da presenca da
ponte metilenodioxi no anel D foi obtida a partir das correlacdes J* e J° dos hidrogénios
em & 598 e 6,00 com os carbonos em 6 101,1 (OCH,0) e 147,3 (C-9 e C-10),
respectivamente. A partir da comparagao dos dados obtidos (Tabela 13) com dados da
literatura (JOHNS et al., 1967) foi confirmada a estrutura do alcaloide nornantenina
(Figura 39), sendo este o primeiro relato de um alcaloide aporfinico contendo ponte

metilenoxiodi no anel D no género Unonopsis.

Tabela 13. Dados de NMR de *H e 3C da amostra FASF18.

FASF18 (Nornantenina)

Posicéo 'H § (mult., J em Hz)? 'H § (mult., J em Hz)" Beac HMBC?
1 - - 145,7
la - - -
2 - - 153,7
3 6,63 (1H, s) 6,57 (1H, s) 110,7 25,5; 145,7 e 153,7
3a - - 125,6
3b - - 121,0
4 2,91 (1H,dd, 17,2e3,9) e - 25,5 41,3;53,0; 110,7; 1210 e
3,40 (1H, m) 125,6
5 3,24 (1H, m) e 3,74 (1H, m) - 41,3 53,0 € 125,6
6a 4,21 (1H, dd, 13,3 e 4,7) - 53,0
7 3,03 (2H, m) - 34,0 53,0; 108,3; 121,0; 1250 e
127,3
7a - - 127,3
8 6,71 (1H, s) 6,69 (1H, s) 108,3 34,0e147,3
9 - - 147,3
10 - - 1473
11 7,95 (1H, s) 7,92 (1H, s) 109,1 127,3 ¢ 147,3
1la - - 125,0
1-OCH,4 3,68 (3H, s) 3,67 (3H, s) 60,2 1457
2-OCH; 3,89 (3H, ) 3,86 (3H, s) 55,9 153,7
O-CH»-O 5,98 (1H,d, 1,2) e 6,00 (1H, 5,92 (2H, s) 101,1 1473
d, 1,2)
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30 experimento foi realizado a 600 MHz para *H e 150 MHz para *C em CDClIs, utilizando TMS como padréo
interno.

®Dados da literatura de acordo com JOHNS et al., 1967 (60 MHz)

“Carbonos protonados e quaternarios foram assinalados através dos dados de HSQC e HMBC, respectivamente.

Figura 39. Estrutura do alcaloide nornantenina.

5.6.1.4. Determinacdo estrutural da amostra FASF22

A amostra codificada como FASF22 (3,7 mg) apresentou-se como um sélido
amorfo de coloracdo laranja. No espectro de massas (Figura A24) foi observado um
pico base de m/z 352 [M+H]". Quando submetido & fragmentacéo este ion apresentou
perda inicial de 15 u e perdas competitivas de 15 e 31 u (Figura 40), apontando para
uma estrutura ndo aporfinica. Estudos anteriores relataram este comportamento peculiar
para alcaloides contendo o nitrogénio na forma imino, tal como alcaloides

oxoaporfinicos (SILVA et al., 2012a, SILVA et al., 2014; SOARES et al., 2015)
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Figura 40. Espectro de MS? da amostra FASF22.
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Figura 41. Espectro de NMR de *H (600 MHz, CDCls) da amostra FASF22.

No espectro de NMR de 'H (Figura 41) foram observados cinco hidrogénios
aromaticos em & 7,20 (1H, s), 7,80 (1H, d, 4,8 Hz), 8,03 (1H, s), 8,81 (1H, s) e 8,93
(1H, d, 4,8 Hz), além de hidrogénios metoxilicos em 6 4,04 (3H, s), 4,07 (3H, s), 4,08
(3H, s) e 4,11 (3H, s). Os hidrogénios orto acoplados em & 7,80 e 8,93, com constantes
de acoplamento de 4,8 Hz, foram atribuidos aos hidrogénios o ¢ B do anel piridinico do
esqueleto oxoaporfinico, devido suas caracteristicas tipicas (GUINAUDEAU et al.,
1975, 1979, 1983, 1988, 1994). O padrdo de multiplicidade observado para os demais
hidrogénios aromaticos estd de acordo com estruturas oxoaporfinicas tetrasubstituidas
nas posigdes 1, 2, 9 e 10 (GUINAUDEAU et al., 1975, 1979, 1983, 1988, 1994).

Através do mapa de contorno HSQC (Figura 42) foi possivel observar a
correlagdo J' dos hidrogénios em & 7,80 e 8,93 com os carbonos em & 123,5 (C-4) e
144.6 (C-5), respectivamente, sendo o carbono mais desblindado atribuido como C-5,

devido a presenca do nitrogénio adjacente.
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Através dos mapas de contorno HSQC e HMBC (Figura 42 e 43) foi possivel
observar para o hidrogénio mais blindado em em & 7,20 (1H, s), correlacdo J* com o
carbono em 6 106,0 (C-3), a longa distancia com os carbonos em & 157,0 (C-2), 6 121,7
(C-3b), 1235 (C-4) e 151,2 (C-1). Ainda através dos mapas de contorno foram
observadas as correlacdes J* dos hidrogénios das metoxilas em & 4,04 e 4,11 com o0s
carbonos em & 60,6 e 56,1, e J* com os carbonos em & 151,2 (C-1) e 157,0 (C-2),

respectivamente, confirmando assim o padréo de substituicdo do anel A.
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Figura 42. Mapa de contorno HSQC (*H 600 MHz, *C 150 MHz, CDCl5) da amostra
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Figura 43. Mapa de contorno HMBC (*H 600 MHz, **C 150 MHz, CDCls) da amostra
FASF22.
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A identificagdo do hidrogénio em & 8,03 como sendo o hidrogénio H-8 foi
possivel através da correlacdo J® com o carbono carbonilico em & 181,5 (C-7),
observada através do mapa de contorno HMBC. Outras correlagdes J° do sinal do
hidrogénio H-8 foram observadas com os carbonos em 6 129,3 (C-11a) e 154,0 (C-10).

Para o hidrogénio em & 8,81 (H-11) foram observas correlagdes com o0s
carbonos em 6 127,0 (C-7a) e 149,7 (C-9). A confirmacdo da metoxilagdo dos carbonos
em & 149,7 (C-9) e 154,0 (C-10) foi possivel através da correlacdo J° dos hidrogénios
em 6 4,07 e 4,08, respectivamente, com estes carbonos. A partir desses dados e
comparacdo (Tabela 14) com os da literatura (HARRIGAN et al. 1994), FASF22 oi
identificado como o alcaloide oxoglaucina (Figura 44), sendo este o primeiro relato de

alcaloide oxoaporfinico tretrasubstituido nas posic¢des 1, 2, 9 e 10 no género Unonopsis.

Tabela 14. Dados de NMR de *H e 3C da amostra FASF22.

FASF22 (Oxoglaucina)

Posicéo 'H § (mult., J em Hz)? 'H § (mult., J em Hz)" 13cac HMBC?
1 - - 151,2
la - - 120,2
2 - - 157,0
3 7,20 (1H, s) 7,31 (1H, s) 106,0 121,7; 123,5; 151,1 e 157,0
3a - - -
3b - - 121,7
4 7,80 (1H, d, 4,8) 7,79 (1H, d, 5.3) 123,5
5 8,93 (1H, d, 4,8) 8,92 (1H, d, 5,3) 144.6
6a - - -
7 - - 181,5
7a - - 127,0
8 8,03 (1H, s) 8,03 (1H, s) 109,9 127,0; 129,3; 149,7; 154,0 e
181,5
9 - - 149,7
10 - - 154,0
11 8,81 (1H, s) 8,83 (1H, s) 110,2 120,2; 127,0; 129,3; 149,7 e
1540
11a - - 129,3
1-OCH,4 4,04 (3H, s) 4,03 (3H, s) 60,6
2-OCH; 4,11 (3H, s) 4,11 (3H, s) 56,1
9-OCH; 4,07 (3H, s) 4,08 (3H, s) 56,1
10-OCH, 4,08 (3H, s) 4,08 (3H, ) 56,1

30 experimento foi realizado a 600 MHz para *H e 150 MHz para *C em CDCls, utilizando TMS como padréo
interno.

®Dados da literatura de acordo com HARRIGAN et al. 1994 (CDCl,, 275 MHz).

“Carbonos protonados e quaternarios foram assinalados através dos dados de HSQC e HMBC, respectivamente.
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OCHj

Figura 44. Estrutura do alcaloide oxoglaucina.

5.6.1.5. Determinacéo estrutural da amostra FASF29

A amostra codificada como FASF29 (1,3 mg) apresentou-se como um soélido
amorfo de coloracdo amarela. No espectro de massas (Figura A25) foi observado um
pico base de m/z 370 [M+H]". Quando submetido & fragmentacéo este ion apresentou
perdas iniciais competitivas de 32 e 45 u, e perdas sequenciais de 28 e 17 u (Figura 45),

sendo este padrdo ainda ndo reportado na literatura dos alcaloides aporfinicos e
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Figura 45. Espectro de MS? da amostra FASF29.

No espectro de NMR de *H foram observados quatro hidrogénios duplicados na
regido dos aromaticos (Figura 46) na proporcdo de 2:1. Para a substancia majoritaria
foram atribuidos os sinais em 6 6,62 (1H, s), 6,80 (1H, s), 8,14 (1H, s) e 8,26 (1H, s),

sendo os sinais em 6 6,65 (1H, s), 6,77 (1H, s), 8,15 (1H, s) e 8,39 (1H, s) atribuidos a
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substancia minoritaria. Ainda no espectro de NMR de *H (Figura 47) foram observados
sinais de hidrogénios metoxilicos duplicados em & 3,68 (3H, s), 3,91 (6H, s) e 3,92
(3H, s), os quais foram devidamente atribuidos & substancia majoritéria, e 6 3,67 (3H,
s), 3,91 (3H, s) e 3,92 (3H, s) e 3,94 (3H, s), atribuidos a minoritaria. Sinais com
deslocamentos tipicos de hidrogénio H-6a de estruturas aporfinicas foram observados
em & 4,92 (1H, dd, 14,2 e 4 Hz) e 4,49 (1H, dd, 14,4 e 4,5 Hz). Ainda no espectro de
NMR de 'H (Figura 47) foram observados diversos hidrogénios metilénicos, destacando
se 0 hidrogénio em 6 4,43 (1H, dt, 12,9 e 4 Hz) com deslocamento atipico, atribuido a

estrutura minoritaria.
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Figura 46. Ampliac&o do espectro de NMR de *H (600 MHz, CDCls) da amostra
FASF29.
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Figura 47. Ampliacéo do espectro de NMR de *H (600 MHz, CDCls) da amostra
FASF29.

Através do mapa de contorno HSQC e HMBC (Figura 48 e 49) foi possivel
observar a correlagéo J* dos hidrogénios em & 8,26 ¢ 8,39 com o carbono em & 162,3, e
J% com o carbono em & 49,9. Hidrogénios com estas caracteristicas foram anteriormente
descritos em estruturas aporfinicas contendo um grupo formil ligado ao nitrogénio
(GUINAUDEAU et al., 1983, 1988, 1994). Esta funcionalidade no nitrogénio permite a
formacédo de rotameros (Z) e (E), estando estes na proporcéao de 2:1 (GUINAUDEAU et
al., 1983, 1988, 1994). Este fendmeno ndo se limita apenas a esqueletos aporfinicos,
tendo sido relatado em compostos de natureza sintética e natural (ZHANG et al., 2008;
SULIMA et al.,, 2013). Considerando esta proposta, o padrdo de multiplicidade
observado para os hidrogénios aromaticos estd de acordo com estruturas aporfinicas
tetrasubstituidas nas posicgdes 1, 2, 9 e 10 (GUINAUDEAU et al., 1975, 1979, 1983,
1988, 1994).

Nos mapas de contorno HSQC e HMBC (Figura 48 e 49) foi possivel observar

para o hidrogénio aromatico mais blindado do composto majoritario em ¢ 6,62 (H-3),
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correlagdo J* com o carbono em & 110,8 (C-3) e J* com os carbonos em & 31,2 (C-4),
124,8 (C-3b) e 145,3 (C-1), sendo o deslocamento quimico atipico de C-4 devido ao
efeito do grupo formil. Ainda através dos mapas de contorno foram observadas as
correlagdes J' dos hidrogénios das metoxilas em & 3,68 e 3,91 com os carbonos em &
60,3 e 56,1, e J® com os carbonos em & 145,3 (C-1) e 152,6 (C-2), respectivamente,

confirmando assim o padréo de substituicdo do anel A.
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Figura 48. Mapa de contorno HSQC (*H 600 MHz, *C 150 MHz, CDCl5) da amostra
FASF29.

A identificacdo do hidrogénio em 6 6,80 como sendo H-8 da substancia
majoritaria foi possivel através da correlacdo J* com o carbono em & 33,7 (C-7). Outras
correlagdes foram observadas com os carbonos em 6 124,1 (C-11a) e 147,8 (C-10). Para
o hidrogénio em & 8,14 (H-11) foram observas correlagdes com os carbonos em 6 129,3
(C-7a) e 148,4 (C-9). A confirmagdo da metoxilagdo dos carbonos em 6 147,8 (C-10) e

148,4 (C-9) foi possivel através da correlacdo J* dos hidrogénios em & 3,91 e 3,93,
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respectivamente, com estes carbonos, confirmando assim o padrdo de substituicdo do

" T M

anel D da substancia majoritaria.
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Figura 49. Mapa de contorno HMBC (*H 600 MHz, *3C 150 MHz, CDCls) da amostra
FASF29.

Através do espectro de NOESY 1D (Figura 50) foi possivel observar o
acoplamento espacial entre os hidrogénios do grupo formil em & 8,26 ¢ 8,39 com os
hidrogénios metilénico e metinico, respectivamente, em & 3,83 e 4,49, confirmando
assim o rotdmeo (Z) como sendo a substancia majoritaria. Esta observacdo esta de
acordo com dados da literatura, onde o rotdmero (Z) é reportado como majoritario na
proporcao de 2:1 em relagdo ao rotamero (E). A partir da comparacao dos dados obtidos
(Tabela 15) com dados da literatura (CHIOU et al., 2013) foi confirmada a estrutura do

alcaloide N-formil-norglaucina (Figura 51), sendo este alcaloide inédito como produto
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natural. Na Figura 52 é apresentada uma proposta de fragmentagdo para a estrutura

determinada.
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Figura 50. Espectro de NOESY 1D (*H 600 MHz, CDCls) da amostra FASF29.

Tabela 15. Dados de NMR de *H e **C da amostra FASF29 para o rotamero (Z).

FASF29 (N-formil-norglaucina) (Z)

Posicéo 'H § (mult., J em Hz)? 'H  (mult., J em Hz)" 13cac HMBC?
1 . - 145,3 -
la - - - -
2 _ - 152,6 -
3 6,62 (1H, s) 6,60 (1H, s) 110,8 31,2:124,8; 145,3 e 152,6
3a - - - -
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3b - - 1248 -
4 2,76 (1H, m) e 2,92 (1H, m) - 31,2 -
5 3,41 (1H, m) e 3,83 (1H, m) - 42,4 -
6a 4,92 (1H, dd, 14,2 e 4) 4,89 (1H, dd, 13,9 e 4,2) 49,9 -
7 2,75 (1H, m) e 3,07 (1H, dd, - 33,7 49,9; 111,5; 1249 e 129,3
13,6 € 4,4)
7a - - 129,3 -
8 6,80 (1H, s) 6,74 (1H, s) 111,5 33,7;124,1e 1478
9 - - 148.4 -
10 - - 1478 -
11 8,14 (1H, s) 8,11 (1H, s) 112,0 1484 € 129,3
11a - - 124.1 -
1-OCHj 3,68 (3H, 5) 3,65 (3H, 5) 60,3 1453
2-OCHs 3,91 (3H, s) 3,90 (3H, s) 56,1 152,6
9-OCHs 3,92 (3H, s) 3,90 (3H, s) 56,1 148,4
10-OCHs 3,91 (3H, s) 3,90 (3H, s) 56,1 1478
N-CHO 8,26 (1H, s) 8,23 (1H, s) 162,3 49,9

%0 experimento foi realizado a 600 MHz para *H e 150 MHz para “°C em CDCls, utilizando TMS como padréo
interno.

PDados da literatura de acordo com CHIOU et al., 2013 (CDCl3, 400 MHz)

Carbonos protonados e quaternarios foram assinalados através dos dados de HSQC e HMBC, respectivamente.

Tabela 16. Dados de NMR de *H e **C da amostra FASF29 para o rotamero (E).

FASF29 (N-formil-norglaucina) (E)

Posicéo 'H § (mult., J em Hz)® 'H § (mult., J em Hz)" Beac HMBC?
1 - - 145,2 -
la - - - -
2 - - 152,6 -
3 6,65 (1H, s) 6,63 (1H, s) 111,0 29,6; 124,2 e 145,2
3a - - - -
3b - - 1242 -
4 2,74 (1H, m)e 2,83 (1H, m) - 29,6 -
5 3,18 (1H, m) e 4,43 (1H, dt, - 36,7 -
12,9 e 4)
6a 4,49 (1H, dd, 14,4 e 4,5) 4,46 (1H, dd, 14,4 e 4,3 Hz) 53,8 -
7 2,73 (1H, m) e 3,09 (1H, m) - 37,6 -
7a - - 128,7 -
8 6,77 (1H, s) 6,78 (1H, s) 111,2 37,6; 124,3 e 148,0
9 - - 148,5 -
10 - - 148,0 -
11 8,15 (1H, s) 8,12 (1H, s) 112,0 128,7 € 148,5
1la - - 124,3 -
1-OCH, 3,67 (3H, 9) 3,65 (3H, 9) 60,3 145,2
2-OCH, 3,91 (3H, 9) 3,90 (3H, 9) 56,1 152,6
9-OCH, 3,94 (3H, 9) 3,90 (3H, 9) 56,1 148,5
10-OCHj 3,92 (3H, 9) 3,90 (3H, 9) 56,1 148,0
N-CHO 8,39 (1H, s) 8,37 (1H, s) 162,3 -

®0 experimento foi realizado a 400 MHz para *H e 100 MHz para *C em CDCl,, utilizando TMS como padrdo
interno.

PDados da literatura de acordo com CHIOU et al., 2013 (CDClj, 400 MHz)

Carbonos protonados e quaternarios foram assinalados através dos dados de HSQC e HMBC, respectivamente.
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OCH,

Figura 51. Estruturas dos rotameros (Z) (A) e (E) (B) do alcaloide N-formil-
norglaucina.
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Figura 52. Proposta de fragmentacdo para o alcaloide N-formil-norglaucina.
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5.6.2. Substancias isoladas da fracéo alcaloidica das cascas de U. floribunda
(FAFC)

asimilobina
(FAFC12.3)

liriodenina
pallidina (FAFC13.3)
(FAFC5)

nornuciferina
(FAFCL15)

norunshinsunina isobilina
(FAFC14.4) (FAFC18.3)

lisicamina
(FAFC20.3)
OCHj,4
anonaina .
oxoxylopina
(FAFC18.4) (FAFC20.4)

O-metilisopilina
(FAFC21.3)
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5.6.2.1. Determinacéo estrutural da amostra FAFC5

A amostra codificada como FAFC5 (63,4 mg) apresentou-se como um sélido
amorfo de coloracdo amarela. No espectro de massas (Figura A26) foi observado um
pico base de m/z 328 [M+H]". Quando submetido & fragmentagéo este ion apresentou
perda inicial de 31 u, além de perdas sequenciais de 32 e 28 u (Figura 53). Embora estas
perdas estejam em acordo com uma estrutura aporfinica contendo grupos metoxil e
hidroxil adjacentes (STEVIGNY et al., 2004; SILVA et al., 2014; SOARES et al.,
2015), a perda elevada de massa gerando o ion de m/z 178, previamente descritos como
fragmento chave de compostos tetrahidroprotoberberinicos (SOARES et al. 2015),

inviabiliza esta proposicéo.
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Figura 53. Espectro de MS? da amostra FAFCS.
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Figura 54. Espectro de NMR de *H (600 MHz, (CD5),CO) da amostra FAFCS5.

No espectro de NMR de *H (Figura 54) foram observados quatro hidrogénios
aromaticos em 6 7,29 (1H, s), 6,95 (1H, s), 6,72 (1H, s) e 6,51 (1H, s), dois hidrogénios
metoxilicos em & 3,88 (3H, s) e 3,78 (3H, s), hidrogénios metilicos em & 3,01 (3H, s),
seis hidrogénios metilénicos em 6 2,25 (2H, d, 5,5 Hz), 3,18 (1H, m), 3,35 (1H, m),
3,44 (1H, dd, 18 e 5,7 Hz), 3,69 (1H, d, 18 Hz), além de um hidrogénio metinico em &

4,62 (1H, d, 5,7 Hz).
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Figura 55. Espectro de NMR de **C (150 MHz, (CD3),CO) da amostra FAFC5.

No espectro de NMR de *3C (Figura 55) foram observados sinais compativeis
com carbonos olefinicos entre 6 129,8-110,9, e um tipico sinal de carbonila de sistema
a,B-insaturado em & 180,2, comum em esqueletos do tipo oxoaporfinicos,
proaporfinicos e morfinadienonas (SOARES et al., 2015; SILVA et al., 2015; CHENG
et al., 2008). A auséncia dos sinais caracteristicos dos hidrogénios a e¢ B do anel
piridinico do esqueleto oxoaporfinico, e do tipico sistema de multipletos do anel D do
esqueleto proaporfinico (SOARES et al., 2015) eliminou a hipdtese destes tipos de
esqueletos, sendo levantada a possibilidade da amostra se tratar de um alcaloide do tipo
morfinadienona. Esta hipoOtese foi reforcada pela presenca de um sistema ABX
representado pelos acoplamentos dos hidrogénios metilénicos [3,44 (1H, dd, 18 e 5,7)/

3,69 (1H, d, 18)], com o hidrogénio metinico em & 4,62 (1H, d, 5,7 Hz), compativel
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com o segmento C-10(H2)-C9(H), de estruturas de morfinodienonas (DOPKE et al.,
1968).

Com base nos dados de NMR e MS, juntamente com a limitada distribuigéo
deste tipo de esqueleto na familia Annonaceae, foram levantadas duas possibilidades
estruturais, os alcaloide isdmeros pallidina e flavinantina (Figura 56), ambos
previamente isolados de espécies da familia Annonaceae (HSIEH et al., 2001; CHANG

et al., 2000, SEGUINEAU et al., 1991, CASTEDO et al., 1991).

HO I
~
NCH, ‘ NCH;

H,CO |
®

HzCO

W,

HzCO

(A)

Figura 56. Possibilidades estruturais para a amostra FAFC5. (A) pallidina e (B)
flavinantina.

Através dos mapas de contorno HSQC e HMBC (Figura 57 e 58) foi possivel
confirmar o padrdo de substituicdo do anel A. Para o hidrogénio aromatico mais
desblindado em & 7,29 foi observada correlacéo a J* com o carbono em & 110,9 (C-4), e
3 com os carbonos em & 42,4 (C-13) e 147,7 (C-2), enquanto para o hidrogénio em &
6,72, foi observada correlagdo a J* com o carbono em & 115,4 (C-1), e J* com os
carbonos em & 129,8 (C-11) e 148,7 (C-3). A confirmacdo da metoxilagdo na posigdo C-
3 foi obtida a partir da correlagdo a 3 dos hidrogénios da metoxila em & 6,72 com o
carbono em 148,7 (C-3). A outra metoxila [ 3,79 (s, 3H) / 56,0] foi posicionada em C-
6 com base nos acoplamentos J° de seus hidrogénios com o carbono em 6 153,0. Um

singleto correspondente a um hidrogénio em 6 6,51, acoplado a longa distancia com os
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carbonos em 6 153,0 (C-6) e 6 180 (C=0) confirmou parte do sistema o, insaturado da
dienona. Estas observacdes aliadas a presenca de um carbono quaternario em & 154.,9
(C-14) e as correlagdes do hidrogénio metinico em 6 4,62 (H-9) com os carbonos em o
42,4 ( C-13) e 127,4 (C-8), completaram o anel diendnico. Outras correlacGes a longa
distancia foram observadas, destacando-se a dos hidrogénios da metila ligada ao
nitrogénio [ 3,91(s, 3H)/ 40,6] com os carbonos em & 47,0 (C-16) e 61,9 (C-9). A
partir da comparacédo dos dados obtidos (Tabela 17) com dados da literatura (ROBLOT
et al., 1984) foi confirmada a estrutura do alcaloide pallidina (Figura 59), sendo este o

primeiro relato de alcaloide morfinadienona no género Unonopsis.
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Figura 57. Mapa de contorno HSQC (*H 600 MHz, **C 150 MHz, (CD3),CO) da
amostra FAFCS5.
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Figura 58. Mapa de contorno HMBC (*H 600 MHz, **C 150 MHz, (CDs),CO) da
amostra FAFC5.

Tabela 17. Dados de NMR de *H e *C da amostra FAFCS5.

FAFCS5 (Pallidina)

Posicéo 'H § (mult., J em Hz)? 'H § (mult., J em Hz)" BBca HMBC?

1 6,72 (1H, s) 6,68 (1H, s) 115,4 129,8 e 148,7

2 - - 1477

3 - - 148,7

4 7,29 (1H, s) 6,75 (1H, s) 110,9 42,4,127,4 e 147,7

5 6,95 (1H, s) 6,32 (1H, s) 120,3 153,0 e 180,2

6 - - 153,0

7 - - 180,2

8 6,51 (1H, s) 6,30 (1H, s) 127,4 -

9 4,62 (1H, d, 5,7) 3,67 (1H, d, 6) 61,9 4241274

10 3,44 (1H,dd, 18e5,7)e3,69 2,99 (1H,dd, 17,5e6)e 334 61,9, 1154, 127,4 e 129,8

(1H, d, 18) 3,31 (1H, d, 17,5)

11 - - 127,4

12 - - 129,8

13 - - 42,4

14 - - 154,9

15 2,25 (2H, d, 5,5) 1,94 (1H, ddd, 13,0, 10,0 e 38,7 42,4 ¢ 129,8

7,0) e 1,82 (1H, ddd, 13,0,
3,0e2,5)

16 3,18 (1H, m) e 3, 35 (1H, m) 2,58 (2H, m) 47,0 -
3-OCH, 3,88 (3H, 9) 3,89 (3H, 9) 57,1 148,7
6-OCH, 3,78 (3H, 9) 3,79 (3H, 9) 56,0 153,0
N-CH, 3,01 (3H, ) 2,37 (3H, 5) 40,6 47,0e61,9

30 experimento foi realizado a 600 MHz para *H e 150 MHz para *C em (CD;),CO, utilizando TMS como padréo
interno.
®Dados da literatura de acordo com ROBLOT et al., 1984 (CDClj3, 400 MHz).
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Figura 59. Estrutura do alcaloide pallidina.

5.6.2.2. Determinacdo estrutural da amostra FAFC12.3

A amostra codificada como FAFC12.3 (1,5 mg) apresentou-se como um solido
amorfo de coloracdo marrom. No espectro de massas (Figura A27) foi observado um
pico base de m/z 268 [M+H]", apresentando perdas sequencias de 17, 32 e 28 u (Figura
60) quando submetido a fragmentacdo. Como observado anteriormente, este padrdo
sugere a presenca de um esqueleto aporfinico com grupos metoxil e hidroxil vicinais
(STEVIGNY et al., 2004), sendo estas perdas consistentes com a estrutura do alcaloide

asimilobina, previamente reportado em U. guatterioides e U. duckei (SILVA et al.,

2012, 2014).
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Figura 60. Espectro de MS? da amostra FAFC12.3.
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No espectro de NMR de *H (Figura 61) foram observados sinais de hidrogénios
aromaticos com multiplicidade caracteristica de esqueleto aporfinico com auséncia de
substituicdo no anel D em 6 8,36 (1H, d, 8,2 Hz), 7,35 (2H, m) e 7,29 (1H, m), além dos
tipicos hidrogénios H-3 em 6 6,79 (1H, s) e H-6a em & 4,29 (1H, dd, 13,8 e 3,9 Hz).
Ainda no espectro de NMR de 'H foram observados sinais caracteristicos de
hidrogénios metoxilicos em & 3,61 (3H, s). Seis hidrogénios metilénicos foram
observados em 2,90 (1H, dd, 16,5 e 3,9 Hz), 3,01 (1H, m), 3,21 (1H, dd, 13,8 e 4,5 Hz),
3,28 (1H, m), 3,35 (1H, m) e 3,74 (1H, m), sendo atribuidos aos seus respectivos
carbonos a partir da analise do mapa de contorno HSQC (Figura 62). A partir da
comparacdo dos dados obtidos (Tabela 18) com dados da literatura (SOARES et al.,
2015) foi confirmada a estrutura do alcaloide asimilobina (Figura 63), sendo este
alcaloide amplamente distribuido na familia Annonacaeae (GUINAUDEAU et al.,

1983, 1988, 1994).
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Figura 61. Espectro de NMR de *H (600 MHz, (CD3),CO) da amostra FAFC12.3
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Figura 62. Mapa de contorno HSQC (*H 600 MHz, *C 150 MHz, (CD5),CO) da
amostra FAFC12.3.

Tabela 18. Dados de NMR de *H e **C da amostra FAFC12.3.

FAFC12.3 (Asimilobina)

Posicéo 'H § (mult., J em Hz)? 'H § (mult., J em Hz)" Beac
1 - - -
la - - -

2 - - -

3 6,69 (1H, s) 6,73 (1H, s) 116,0
3a - - -
3b - - -

4 2,90 (1H, dd, 16,5e3,9) e 2,75 (1H, m) e 3,04 (1H, m) 26,2

3,28 (1H, m)
5 3,35 (1H,m)e 3,74 (1H, m) 3,04 (1H, m) e 3,49 (1H, m) 42,1
6a 4,29 (1H, dd, 13,8 € 3,9) 3,93 (1H, m) 53,6
7 3,01 (1H, m)e 3,21 (1H,dd, 2,85(1H, m)e2,97 (1H,dd, 34,8
13,8 e 4,5) 13.8e4.4)

7a - - -

8 7,29 (1H, m) 7,28 (1H, m) 128,5
9 7,35 (1H, m) 7,25 (1H, m) 128,6
10 7,35 (1H, m) 7,33 (1H, m) 128,6
11 8,36 (1H, d, 8,2) 8.29 (1H, d, 7.4) 128,5
11a - - -

1-OCH,4 3,61 (3H, s) 3,59 (3H,3) 60,2

30 experimento foi realizado a 600 MHz para *H e 150 MHz para **C em (CD,),CO, utilizando TMS como padréo
interno.

PDados da literatura de acordo com SOARES et al., 2015 (CDCls3, 600 MHz).

“Carbonos protonados assinalados através dos dados de HSQC.

F1 Chemical Shift (ppm)



Figura 63. Estrutura do alcaloide asimilobina.

5.6.2.3. Determinacéo estrutural da amostra FAFC13.3

A amostra codificada como FAFC13.3 (1,1 mg) apresentou-se como um solido
amorfo de coloracdo laranja. No espectro de massas (Figura A28) foi observado um
pico base de m/z 276 [M+H]". Quando submetido & fragmentagio este ion apresentou
perdas sequenciais de 28 u (Figura 64), apontando para uma estrutura ndo aporfinica.
Como observado anteriormente para a amostra FAFC22, este comportamento peculiar
estd de acordo com o esperado para alcaloides oxoaporfinicos, sendo estas perdas
consistentes com a estrutura do alcaloide liriodenina (SILVA et al., 2012a, SILVA et
al., 2014; SOARES et al., 2015), previamente reportado nas espécies U. guatterioides
(GUINAUDEAU et al., 1988), U. spectabilis (LAPREVOTE, et al., 1988), U. pacifica
(ARANGO, et al., 1988), U. lindmanii (SIQUEIRA et al., 1998), U. buchtienii

(WAECHTER et al., 1999) e U. duckei (SILVA et al., 2014) .
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Figura 64. Espectro de MS? da amostra FAFC13.3.

No espectro de NMR de *H (Figura 65) foram observados diversos hidrogénios
aromaticos, destacando-se 0s hidrogénios a e B do anel piridinico do esqueleto
oxoaporfinico em & 8,76 (1H, d, 5,3 Hz) e 8,03 (1H, d, 5,3 Hz), os hidrogénios em 6
8,81 (1H, d, 8,2 Hz), 8,50 (1H, dd, 8,1 e 1,2 Hz), 7,87 (1H, ddd, 8,3, 7,1 e 1,4 Hz) e
7,65 (1H, m), cujas multiplicidades sdo coerentes com auséncia de substituicdo do anel
D, além dos hidrogénios em & 6,48 (2H, s), com deslocamento e integracao
caracteristica de grupo metilenodioxi de estruturas oxoaporfinicas planares

(GUINAUDEAU et al., 1975, 1979, 1983, 1988, 1994).
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Figura 65. Espectro de NMR de *H (600 MHz, CDsOD) da amostra FAFC13.3.
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A partir da comparacdo dos dados obtidos (Tabela 19) com dados da literatura
(SOARES et al., 2015) foi confirmada a estrutura do alcaloide liriodenina (Figura 66),
sendo este alcaloide amplamente distribuido na familia Annonacaeae (GUINAUDEAU

etal., 1983, 1988, 1994).

Tabela 19. Dados de NMR de *H da amostra FAFC13.3.

FAFC13.3 (Liriodenina)

Posicao 'H 6 (mult., J em Hz)? 'H $ (mult., J em Hz)"
1 - -
la - -
2 - -
3 7,44 (1H, s) 7,22 (1H, s)
3a - -
3b - -
4 8,03 (1H, d, 5,3) 7,79 (1H, d, 5,0)
5 8,76 (1H, d, 5,3) 8,90 (1H, d, 5,2)
6a - -
7 - -
Ta - -
8 8,50 (1H, dd, 8,1 e 1,2) 8,59 (1H, dd, 7,8 e 1,2)
9 7,65 (1H, m) 7,59 (1H, t, 8,1)
10 7,87 (1H, ddd, 8,3, 7,1 e 1,4) 7,78 (1H, m)
11 8,81 (1H, d, 8,2) 8,68 (1H, d, 7,9)
1la - -
0-CH,-0 6,48 (2H, s) 6,38 (2H, s)

30 experimento foi realizado a 600 MHz para *H em CD;OD, utilizando TMS como padréo interno.
®Dados da literatura de acordo com SOARES et al., 2015 (CDCl, 600 MHz).

Figura 66. Estrutura do alcaloide liriodenina.
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5.6.2.4. Determinacdo estrutural da amostra FAFC14.4

A amostra codificada como FAFC14.4 (3,8 mg) apresentou-se como um solido
amorfo de coloracdo marrom. No espectro de massas (Figura A29) foi observado um
pico base de m/z 282 [M+H]", apresentando perdas sequencias de 18, 30 e 28 u (Figura
67) quando submetido a fragmentacdo. Embora a perda inicial de 18 u ndo tenha sido
relatada para esqueletos aporfinicos, as perdas sequenciais de 30 e 28 u sdo fortes
evidéncias da presenca de grupo metilenodioxi em tal esqueleto (STEVIGNY et al.,

2004, SILVA et al., 2012, SOARES et al., 2015).
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Figura 67. Espectro de MS? da amostra FAFC14.4.

No espectro de NMR de *H (Figuras 68 e 69) foi possivel observar similaridade
espectral entre o sistema de hidrogénios aromaticos em 6 8,17 (1H, d, 7,6 Hz), 7,45 (1H,
td, 7,6 e 1,5 Hz), 7,41 (1H, m) e 7,35 (1H, m) com o sistema da amostra FAFC12.3,
sugerindo auséncia de substituicdo no anel D do esqueleto aporfinico. Hidrogénios
tipicos de ponte metilenodioxi foram observados em & 6,01 (1H, d, 1,3 Hz) e 6,16 (1H,
d, 1,3 Hz). Sinais referentes aos hidrogénios metilénicos e ao tipico hidrogénio H-6a
foram também observados em 6 2,92-3,74, e 6 4,47 (1H, sl), respectivamente.

Ainda no espectro de NMR de *H foi observado um segundo sinal de hidrogénio
metinico mais desblindado em 6 4,94 (1H, d, 3,3 Hz), com deslocamento caracteristico

de hidrogénio carbindlico, sendo sua natureza confirmada através da correlagéo J* com
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o carbono em & 66,7 (Figura 70). Em geral, esqueletos aporfinicos apresentam
hidroxilas ndo fenodlicas preferencialmente nas posi¢des C-4 ou C-7 (GUINAUDEAU et
al., 1983, 1988).

Através do mapa de contorno HSQC (Figura 70) foi possivel observar a
presenca de sinais em o 254 e 41,3, atribuidos aos carbonos C-4 e C-5,
respectivamente, além da auséncia do sinal referente a posi¢do C-7 em torno de 6 34, 0

que esta de acordo com a proposta de substituicdo nesta posicao.
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Figura 68. Espectro de NMR de *H (600 MHz, CDCls) da amostra FAFC14.4.

Ainda através dos mapas de contorno (Figura 70 e 71) foi possivel observar para
o hidrogénio aromatico H-3 em & 6,63 (1H, s), correlagdo J* com o carbono em & 107,7,
e a longa distancia com os carbonos em ¢ 25,4 (C-4), 117,3 (C-3b), 143,8 (C-1) e 148,7
(C-2). A confirmacéo da presenca da ponte metilenodioxi no anel A foi obtida a partir
das correlagdes J* dos hidrogénios em & 6,01 e 6,16 com os carbonos em & 101,5, e J°
com os carbonos em 6 143,8 (C-1) e 148,7 (C-2). A partir da comparagdo dos dados

obtidos (Tabela 20) com dados da literatura (ISMAIL et al., 2012) foi confirmada a
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estrutura do alcaloide norushinsunina (Figura 72), sendo este alcaloide anteriormente
reportado em U. guatterioides (GUINAUDEAU et al., 1988) e U. pacifica (Arango et

al., 1988).
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Figura 69. Ampliacdo do espectro de NMR de 'H (600 MHz, CDCls;) da amostra
FAFC14.4

L T e

.
ERARE:
—_
S

F1 Chemical Shift (ppm)

— ;

=120

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 70. Mapa de contorno HSQC (*H 600 MHz, *C 150 MHz, CDCls) da amostra
FAFC14.4.
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Figura 71. Mapa de contorno HMBC (*H 600 MHz, *C 150 MHz, CDCls) da amostra

FAFC14.4.

Tabela 20. Dados de NMR de *H e *C da amostra FAFC14.4.

Posicéo 'H 6 (mult., J em Hz)?
1 -
la -
2 -
3 6,63 (1H, s)
3a -
3b -
4 3,27 (1H, m) e 2,92 (1H, dd,
17,0 e 4,3)
5 3,74 (1H, m) e 3,40 (1H, m)
6a 4,47 (1H, sl)
7 4,94 (1H, d, 3,3)
7a -
8 7,41 (1H, m)
9 7,35 (1H, m)
10 7,45 (1H, td, 7,6 e 1,5)
11 8,17 (1H, d, 7,6)
1lla -
O-CH,-O 6,16 (1H, d, 1,3) e 6,01 (1H,

d, 1,3)

FAFC14.4 (Norushinsunina)

'H § (mult., J em Hz)"

6.59 (1H, s)

3,37 (1H, ddd, 5,0,3,9
1,2) e 2,68 (1H, dd,
16,2 € 3,9)

4,06 (1H, d, 3,3)
4,61 (1H, d, 3,0)

7,40 (1H, dd, 8,1 € 0,9)
7,34 (1H,td, 7,2 e 1,2)
745 (1H, td, 8,7 e 1,2)
8,16 (1H, dd, 7,2 e 1,2)

6,11 (1H, d, 1,5) € 5,95
(1H, d, 1,2)

13Ca,c

143,8

148,7
107,7
125,3
117,3
25,4

41,3
56,5
66,7
133,7
129,4
128,9
129,9
127,7
115,3
101,5

HMBC?

25,4,117,3,143,8 e 148,7

41,3,107,7,117,3 e 125,3

25,4,56,5¢e 125,3
117,3
56,5, 117,3,129,4 e 133,7

66,7 e 129,9
127,7 e 133,7
129,4
115,3,128,9 e 133,7

143,8 e 148,7

®0 experimento foi realizado a 600 MHz para *H e 150 MHz para °C em CDClIs, utilizando TMS como padréo

interno.

®Dados da literatura de acordo com ISMAIL et al., 2012 (CDCl3, 300 MHz)

Carbonos protonados e quaternarios foram assinalados através dos dados de HSQC e HMBC, respectivamente.
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Figura 72. Estrutura do alcaloide norushinsunina.

5.6.2.5. Determinacéo estrutural da amostra FAFC15

A amostra codificada como FAFC15 (3,1 mg) apresentou-se como um sélido
amorfo de coloracdo marrom. No espectro de massas (Figura A30) foi observado um
pico base de m/z 282 [M+H]". Quando submetido & fragmentacéo este ion apresentou
perda inicial de 17 u e perdas competitivas de 15 e 31 u (Figura 73), tal como observado
para as amostras FASF13, FASF16 e FASF18, sugerindo o0 mesmo padrdo de
substituicdo. Estas perdas sdo consistentes com a estrutura do alcaloide nornuciferina,

previamente reportado em U. guatterioides e U. duckei (SILVA et al., 2012, 2014).
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Figura 73. Espectro de MS? da amostra FAFC15.
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No espectro de NMR de *H (Figura 74) foram observados sinais de hidrogénios
aromaticos semelhantes ao sistema das amostras FAFC12.3 e FAFC14.4 [6 8,40 (1H, d,
7,8 Hz), 7,35 (1H, m) e 7,25 (2H, m)], sugerindo auséncia de substituicdo no anel D do
esqueleto aporfinico, além do hidrogénio H-3 em 6 6,68 (1H, s) e H-6a em & 4,27 (1H,

d, 12,2 Hz).
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Figura 74. Espectro de NMR de *H (600 MHz, CDCl5) da amostra FAFC15.

Ainda no espectro de NMR de *H foram observados sinais caracteristicos de
hidrogénios metoxilicos em & 3,91 (3H, s) e 3,68 (3H, s). Hidrogénios metilénicos
foram observados em 6 2,94 (1H, dd, 16,9 e 3,2 Hz), 3,15 (2H, m), 3,26 (1H, m), 3.43
(1H, m) e 3,78 (1H, m), sendo atribuidos aos seus respectivos carbonos a partir da
analise do mapa de contorno HSQC (Figura 75). A partir da comparacdo dos dados
obtidos (Tabela 21) com dados da literatura (SOARES et al., 2015) foi confirmada a
estrutura do alcaloide nornuciferina (Figura 76), sendo este alcaloide reportado

previamente em U. guatterioides e U. duckei (Silva et al., 2012, 2014).
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Figura 75. Mapa de contorno HSQC (*H 600 MHz, *C 150 MHz, CDCls) da amostra
FAFC15.

Tabela 21. Dados de NMR de *H e *C da amostra FAFC15.

FAFC15 (Nornuciferina)

Posi¢o 'H § (mult., J em Hz)? 'H § (mult., J em Hz)" B3cac
1 - - -
la - - -

2 - - -

3 6,68 (1H, s) 6,67 (1H, s) 1115
3a - - -
3b - - -

4 2,94 (1H, dd, 16,9 e 3,2) 2,78 (1H, dd, 16,1 e 3,4) 25,3

e 3.43 (1H, m) e 3.20 (1H, m)

5 3,26 (1H, m), 3,78 (1H, m) 3,10 (1H, m), 3,54 (1H,m) 41,3
6a 4,27 (1H, d, 12,2) 3,98 (1H, m) 53,2
7 3,15 (2H, m) 2,92 (1H, m)e 3,06 (1H,m) 33,7
7a - - -

8 7,25 (1H, m) 7,25 (1H, m) 128,4
9 7,25 (1H, m) 7,25 (1H, m) 128,4
10 7,35 (1H, m) 7,33 (1H, m) 128,0
11 8,40 (1H, d, 7,8) 8,40 (1H, d, 7,8) 128,5
1la - - -

1-OCH, 3,68 (3H, s) 3,68 (3H, 9) 60,5

2-OCHj 3,91 (3H, 9) 3,90 (3H, s) 55,9

30 experimento foi realizado a 600 MHz para *H e 150 MHz para **C em CDCl,, utilizando TMS como padréo
interno.

®Dados da literatura de acordo com SOARES et al., 2015 (CDCls, 600 MHz).

Carbonos protonados assinalados através dos dados de HSQC.
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Figura 76. Estrutura do alcaloide nornuciferina.

5.6.2.6. Determinacdo estrutural da amostra FAFC18.3

A amostra codificada como FAFC18.3 (0,5 mg) apresentou-se como um solido
amorfo de coloracdo marrom. No espectro de massas (Figura A31) foi observado um
pico base de m/z 298 [M+H]". Quando submetido & fragmentagéo este ion apresentou
perda inicial de 17 u, além de perdas caracteristicas de grupos metoxil adjacentes (-15 e
-31 u, competitivas) e grupos metoxil e hidroxil adjacentes (-32 e -28 u, sequenciais)

(Figura 77) em esqueleto aporfinico (STEVIGNY et al., 2004).
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Figura 77. Espectro de MS? da amostra FAFC18.3.
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No espectro de NMR de *H (Figura 78) foram observados sinais de hidrogénios
aromaticos caracteristicos de esqueleto aporfinico com auséncia de substitui¢do no anel
D em 0 8,23 (1H, d, 7,5 Hz), 7,33 (1H, t, 7,6 Hz) e 7,24 (2H, m), sugerindo que 0s
grupos funcionais observados a partir da analise de fragmentacédo estdo situados no anel
A. Ainda no espectro de NMR de 'H foram observados sinais correspondetes & duas
metoxilas em 6 4,01 (3H, s) e 4,01 (3H, s), o tipico hidrogénio H-6a em & 4,25 (1H, dd,
13,5 e 4,5 Hz), além de seis hidrogénios metilénicos em & 4,85-3,09, cujas atribui¢des
ndo foram feitas devido a intensa sobreposi¢do de sinais e auséncia de experimentos 2D.
Né&o foi observado o sinal caracteristico do hidrogénio da posi¢do C-3, sugerindo uma
substituigdo nesta posigao.

A partir da andlise dos dados de MS e NMR (Tabela 22), e comparacdo com
dados da literatura (GUINAUDEAU et al., 1979.) foi proposta a estrutura do alcaloide
isopilina (Figura 79), sendo este alcaloide anteriormente reportado em alguns géneros
da familia Annonaceae, tais como: Isolona, Polyalthia e Guatteria (GUINAUDEAU et
al., 1979, 1983, 1988, 1994). Este é o primeiro relato deste alcaloide no género

Unonopsis.
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Figura 78. Espectro de NMR de *H (600 MHz, CDCls) da amostra FAFC18.3.
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Tabela 22. Dados de NMR de *H da amostra FAFC18.3.

FAFC18.3 (isopilina)
Posicéo 'H § (mult., J em Hz)? 'H § (mult., J em Hz)°
1 - -
la - -
2 - -
3 - -
3a - -
3b - -
4 - -
5 -
6a 4,25 (1H, dd, 13,5e 4,5) -
7 -
Ta - -
8 7,24 (1H, m) 7,24 (1H, m)
9 7,24 (1H, m) 7,24 (1H, m)
10 7,33 (1H,t,7,6) 7,24 (1H, m)
11 8,23 (1H, d, 7,5) 8,30 (1H, m)
1lla - -
2-OCH; 4,01 (3H, m) 3,95 (3H, m)
3-OCHj; 3,74 (3H, m) 3,88 (3H, m)
30 experimento foi realizado a 600 MHz para *H, utilizando TMS como padréo interno.
®Dados da literatura de acordo com GUINAUDEAU et al., 1979.

Figura 79. Estrutura do alcaloide isopilina.

100



5.6.2.7. Determinacéo estrutural da amostra FAFC18.4

A amostra codificada como FAFC18.4 (2,1 mg) apresentou-se como um solido
amorfo de coloragdo marrom. No espectro de massas (Figura A32) foi observado um
pico base de m/z 266 [M+H]", apresentando perdas sequencias de 17, 30 e 28 u (Figura
80) guando submetido & fragmentacdo. Como observado para a amostra FAFC14.4,
este padrdo é consistente com a presenca de grupo metilenodioxi em esqueleto
aporfinico (STEVIGNY et al.,, 2004, SILVA et al., 2012, SOARES et al., 2015),
estando estas perdas de acordo com a estrutura do alcaloide anonaina, previamente

reportado em U. guatterioides e U. duckei (SILVA et al., 2012, 2014).
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Figura 80. Espectro de MS? da amostra FAFC18.4.

No espectro de NMR de *H (Figura 81) foi possivel observar o tipico sistema de
hidrogénios aromaticos do anel D ndo substituido em & 8,09 (1H, d, 7,8 Hz), 7,35 (1H,
m) e 7,24 (2H, m), H-3 em 6 6,61 (1H, s), hidrogénios de ponte metilenodioxi em &
6,15 (1H, d, 1,5 Hz) e 6,00 (1H, d, 1,5 Hz), além de H-6a em & 4,40 (1H, dd, 13,8 e 4
Hz). Hidrogénios metilénicos foram observados em 6 2,90 (1H, m), 3,18 (1H, m), 3,27
(2H, m), 3,39 (1H, m) e 3,75 (1H, m), sendo atribuidos aos seus respectivos carbonos a
partir da analise do mapa de contorno HSQC (Figura 82). A partir da comparagdo dos

dados obtidos (Tabela 21) com dados da literatura (SOARES et al., 2015) foi
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confirmada a estrutura do alcaloide anonaina (Figura 83), sendo este alcaloide reportado

previamente em U. guatterioides e U. duckei (Silva et al., 2012, 2014).
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Figura 81. Espectro de NMR de *H (600 MHz, CDCls) da amostra FAFC18.4.

Il o

_ ]
- 3 c
. = =40 g
BN
60 £
E )}
' 5§
P
" =100 £
(] 0
£ Ll
10 L
[} e =
U\H‘\\HU\H‘\\HU\H‘HH\H\\‘\H\UH\‘HHUH\‘\H\UH\‘\\HU\H‘HH\H\\‘HH\HH‘HH\HH‘HHi

80 75 10 65 60 55 50 45 40 35 30
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 82. Mapa de contorno HSQC (*H 600 MHz, *C 150 MHz, CDCls) da amostra
FAFC18.4.
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Tabela 23. Dados de NMR de *H e *C da amostra FAFC18.4.

FAFC18.4 (Anonaina)

Posicéo 'H 6 (mult., J em Hz)? 'H § (mult., J em Hz)" B3cac
1 - - -
12 - - -
2 - - -
3 6,61 (1H, s) 6,58 (1H, s) 107,5
33 - - -
3b - - -
4 2,90 (1H, m) e 3,39 (1H, m) 2,78 (1H, m) e 2,81 (1H, m) 25,5
5 3,27 (1H, m) e 3,75 (1H, m) 3,08 (1H, m) e 3,51 (1H, m) 41,4
6° 4,40 (1H, dd, 13,8 € 4,0) 4,09 (1H, dd, 13,9 € 5,2) 53,0
7 3,18 (1H, m) e 3,27 (1H, m) 2,92 (1H, t, 14,3 Hz) e 3,08 (1H, m) 33,5
73 - - -
8 7,24 (1H, m) 7,24 (1H, m) 128,4
9 7,24 (1H, m) 7,24 (1H, m) 128,4
10 7,35 (1H, m) 7,32 (1H, m) 127,9
11 8,09 (1H, d, 7,8) 8,08 (1H,d, 7,9) 127,3
112 - - -
0O-CH,-0O 6,00 (1H, d, 1,5) e 6,15 (1H, d, 1,5) 5,96 (1H, d, 1,3) € 6,10 (1H, d, 1,3) 101,2

®0 experimento foi realizado a 600 MHz para *H e 150 MHz para **C em CDCl5, utilizando TMS como padréo

interno.
®Dados da literatura de acordo com SOARES et al., 2015 (600 MHz)

Carbonos protonados assinalados através dos dados de HSQC.

Figura 83. Estrutura do alcaloide anonaina.
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5.6.2.8. Determinacéo estrutural da amostra FAFC20.3

A amostra codificada como FAFC20.3 (0,6 mg) apresentou-se como um solido
amorfo de coloracdo laranja. No espectro de massas (Figura A33) foi observado um
pico base de m/z 292 [M+H]". Quando submetido & fragmentagéo este ion apresentou
perdas sequenciais de 15 e 29 u (Figura 84), apontando para uma estrutura nao
aporfinica. Como descrito anteriormente, este comportamento peculiar estd de acordo
com o esperado para alcaloides oxoaporfinicos, sendo estas perdas consistentes com a
estrutura do alcaloide lisicamina (SILVA et al., 2012a, SILVA et al., 2014; SOARES et
al., 2015), previamente reportado nas espécies U. guatterioides (GUINAUDEAU et al.,
1988, Silva et al., 2012), U. spectabilis (LAPREVOTE, et al., 1988), , U. lindmanii
(SIQUEIRA et al., 1998), U. buchtienii (WAECHTER et al., 1999) e U. duckei (SILVA

etal., 2014).
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Figura 84. Espectro de MS? da amostra FAFC20.3.

No espectro de NMR de *H (Figura 85) foram observados sinais semelhantes aos
observados para a amostra FAFC13.3, destacando-se 0s hidrogénios a e B do anel
piridinico do esqueleto oxoaporfinico em 6 8,95 (1H, d, 5,1 Hz) e 7,84 (1H, d, 5,1 Hz),
além da presenca de duas metoxilas em & 4,04 (3H, s) e 4,12 (3H, s). Néao foi observado

o sinal referente ao hidrogénio aromatico H-3, havendo sobreposi¢cdo com o sinal do
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solvente. A partir do mapa de contorno HSQC (Figura 86) foi possivel confirmar esta

observagéo, além de atribuir corretamente o deslocamento quimico para H-3.
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A partir da comparacdo dos dados obtidos (Tabela 24) com dados da literatura
(RABELDO et al., 2014) foi confirmada a estrutura do alcaloide lisicamina (Figura 87),
sendo este alcaloide amplamente distribuido na familia Annonacaeae (GUINAUDEAU

etal., 1983, 1988, 1994).

Tabela 24. Dados de NMR de *H e *C da amostra FAFC20.3.

FAFC20.3 (Lisicamina)

Posicéo 'H 6 (mult., J em Hz)? 'H & (mult., J em Hz)® BBcac
1 - - -
la - - -

2 - - -

3 7,25 (1H, s) 7,56 (1H, s) 106,2

3a - - -

3b - - -

4 7,84 (1H, d, 5,1) 8,02 (1H, d, 5,3) 123,5

5 8,95 (1H, d, 5,1) 8,74 (1H, d, 5,3) 1448

6a - - -

7 - - -

7a - - -

8 8,61 (1H, dd, 8,1 e 1,3) 8,45 (1H, dd, 8,1 e 1,3) 128,9

9 7,60 (1H,t, 7,0) 7,61 (1H, ddd, 8,1,7,1e 128,8
1,1)

10 7,79 (1H, t, 7,0) 7,83 (1H,ddd, 8,4,7,1e 134,2
1,3)

11 9,20 (1H, d, 8,3) 9,21 (1H, dd, 8,4 e 1,1) 128,3
11a - - -
1-OCH, 4,04 (3H, s) 4,07 (3H, s) 60,7
2-OCH,4 4,12 (3H, s) 4,14 (3H, s,) 56,2

%0 experimento foi realizado a 600 MHz para *H e 150 MHz para **C em CDCl,, utilizando TMS como padrdo
interno.

®Dados da literatura de acordo com RABELO et al., 2014 (CD,0D, 600 MHz).

“Carbonos protonados assinalados através dos dados de HSQC.

Figura 87. Estrutura do alcaloide lisicamina.
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5.6.2.9. Determinacéo estrutural da amostra FAFC20.4

A amostra codificada como FAFC20.4 (0,5 mg) apresentou-se como um solido
amorfo de coloracdo laranja. No espectro de massas (Figura A34) foi observado um
pico base de m/z 306 [M+H]". Quando submetido & fragmentagéo este ion apresentou
perdas sequenciais de 15 e 28 u (Figura 88), consistentes com o esqueleto oxoaporfinico

(SILVA et al., 2012a, SILVA et al., 2014; SOARES et al., 2015).
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Figura 88. Espectro de MS? da amostra FAFC20.4.
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No espectro de NMR de *H (Figura 89) foram observados sinais semelhantes aos
observados para as amostras FAFC13.3, destacando-se 0s hidrogénios a ¢  do anel
piridinico do esqueleto oxoaporfinico em & 8,85 (1H, d, 5,1 Hz) e 7,83 (1H, d, 5,1 Hz),
o tipico hidrogénio H-3 em 6 7,12 (1H, s), além dos hidrogénios em & 6,48 (2H, s), com
deslocamento e integracdo caracteristica de grupo metilenodioxi (GUINAUDEAU et
al., 1975, 1979, 1983, 1988, 1994). Ainda no espectro de NMR de *H foram observados
sinais de hidrogénios aromaticos em & 8,62 (1H, d, 9,0 Hz), 6 8,04 (1H, d, 3,0 Hz) ¢ §
7,35 (1H, d, 9,0 e 3,0 Hz), evidenciando um tipico sistema ABX, o qual foi

devidamente atribuido aos substituintes do anel D.
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Figura 89. Espectro de NMR de *H (600 MHz, CDCls) da amostra FAFC20.4.

A partir da comparacdo dos dados obtidos (Tabela 25) com dados da literatura
(ISLAMIL et al., 2014) foi confirmada a estrutura do alcaloide oxoxylopina (Figura 90).
Embora este alcaloide se apresente amplamente distribuido na familia Annonacaeae
(GUINAUDEAU et al.,, 1983, 1988, 1994), este € seu primeiro relato no género

Unonopsis.

Tabela 25. Dados de NMR de *H da amostra FAFC20.4.

FAFC20.4 (Oxoxylopina)
Posicéo 'H 6 (mult., J em Hz)? 'H § (mult., J em Hz)"
1 - -
la - -
2 - -
3 7,12 (1H, s) 7,17 (1H, s)
3a - -
3b - -
4 7,83 (1H, d, 5,1) 7,79 (1H,d,5.4)
5 8,85 (1H, d, 5,1) 8,85 (1H, d, 5.4)
6a - -
7 - -
7a - -
8 8,04 (1H, d, 3,0) 8,04 (1H, d, 3,0)
9 - -
10 7,35 (dd, 9,0 e 3,0) 7,32 (1H, dd, 9,0 e 3,0)
11 8,62 (1H, d, 9,0) 8,58 (1H, d, 9,0)
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1la - -
0O-CH,-0 6,26 (2H, s) 6,47 (2H, s)
9-OCHj, 4,00 (3H, s) -

30 experimento foi realizado a 600 MHz para *H em CDCls, utilizando TMS como padréo interno.
®Dados da literatura de acordo com ISLAMIL et al., 2012 (CDCl;, 300 MHz).

OCH,

Figura 90. Estrutura do alcaloide oxoxylopina devidamente numerada.

5.6.2.10. Determinacéo estrutural da amostra FAFC21.3

A amostra codificada como FAFC21.3 (1,0 mg) apresentou-se como um solido
amorfo de coloracdo marrom. No espectro de massas (Figura A35) foi observado um
pico base de m/z 312 [M+H]". Quando submetido & fragmentagio este ion apresentou
perda inicial de 17 u e perdas competitivas de 15 e 31 u (Figura 91), tal como observado
para as amostras FASF13, FASF16, FASF18 e FAFC15, sugerindo mesmo padrdo de

substituicdo.
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Figura 91. Espectro de MS? da amostra FAFC21.3.
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No espectro de NMR de *H (Figura 92) foram observados sinais semelhantes aos
observados para as amostras FAFC18.3, destacando-se o tipico sistema de hidrogénios
aromaticos em & 8,30-7,24, sugerindo auséncia de substituicdo no anel D, a
sobreposicdo de hidrogénios metilénicos em & 3,17-3,10, e a auséncia do sinal H-3
caracteristico. Em adicdo foram observadas trés metoxilas em & 3,76 (3H, s), 3,96 (3H,
s) e 3,94 (3H, s), apontando para metoxilagfes nas posi¢des C-1, C-2 e C-3, além do
tipico hidrogénio H-6a em 6 4,23 (1H, dd, 13,9 ¢ 4,5 Hz).

Através do mapa de contorno HSQC foi possivel atibuir aos hidrogénios
metilénicos em & seus respectivos carbonos (Figura 93). A partir da comparacdo dos
dados obtidos (Tabela 26) com dados da literatura (GUINAUDEAU et al., 1979) foi
confirmada a estrutura do alcaloide O-metilisopilina (Figura 94), sendo este alcaloide

reportado pela primeira vez no género Unonopsis.
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Figura 92. Espectro de NMR de *H (600 MHz, CDCls) da amostra FAFC21.3.
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Tabela 26. Dados de NMR de *H e *C da amostra FAFC21.3.

FAFC21.3 (O-metilisopilina)

Posicéo 'H 6 (mult., J em Hz)? 'H § (mult., J em Hz)" 13cac
1 - - -
la - - -

2 - - -

3 - - -
3a - - -
3b - - -

4 3,10 (1H, m) e 3,17 (1H, m) - 20,4
5 3,17 (1H, m) e 3,78 (1H, m) - 41,0
6a 4,23 (1H, dd, 13,9 e 4,5) - 53,3
7 3,13 (1H,m)e 3,17 (1H, m) - 33,6
7a - - -

8 7,24 (1H, m) 7,20 (1H, m) 127,9
9 7,24 (1H, m) 7,20 (1H, m) 127,9
10 7,34 (1H, m) 7,20 (1H, m) 128,0
11 8,30 (1H, d, 7,9) 8,24 (1H, m) 128,1
11a - - -

1-OCH, 3,76 (3H, 9) 3,74 (3H, 5) 60,8

2-OCHj 3,96 (3H, s) 3,96 (3H, 9) 60,8

3-OCHj 3,94 (3H, s) 3,92 (3H, 9) 60,8

30 experimento foi realizado a 600 MHz para *H e 150 MHz em °C em CDCls, utilizando TMS como padréo
interno.

PDados da literatura de acordo com GUINAUDEAU et al., 1979.

Carbonos protonados assinalados através dos dados de HSQC.
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Figura 94. Estrutura do alcaloide O-metilisopilina.

5.7. Relevancia biossintética dos alcaloides isolados

As substancias isoladas e devidamente caracterizadas por NMR e MS puderam
ser divididos em duas classes disntintas de alcaloides derivados do esqueleto
isoquinolinico, morfinanos e aporfindides (Figura 95). Enquanto U. stipitata se mostrou
uma fonte promissora de aporfinicos sensu stricto, com um padrdo de substituicdo bem
definico (1, 2, 9 e 10), U. floribunda exibiu estruturas diversas, com aporfinicos sensu
stricto apresentando padrdo de substituicdo preferencialmente nas posicoes C-1 e C-2, e
auséncia de substituicdo no anel D. Ao analisar a natureza destes substituintes observou-
se forte tendéncia a metoxilagdo nos alcaloides presentes em U. stipitata, diferente de U.
floribunda, onde além de estruturas com metoxilas adjacentes a hidroxilas, destacaram-
se estruturas contendo ponte metilenodioxi.

Além dos aporfinicos sensu stricto, apenas um derivado oxoaporfinico e um N-
formil-aporfinico foram isolados das folhas de U. stipitata, todos apresentando 0 mesmo
padrdo de substituicdo. Das cascas de U. floribunda foi isolado um maior nimero de
derivados aporfinicos, tais como oxoaporfinicos, 7-hidroxi-aporfinicos, além de
aporfinicos com substituicdo em C-3. Estas observacdes estdo de acordo com dados
previamente reportados para espécies deste género, onde esqueletos biossinteticamente

mais complexos s&o frequentemente reportados nas cascas (LAPREVOTE et al., 1987,
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1988, ARANGO et al.,, 1988, WAECHTER et al., 1999, SIQUEIRA et al., 1998,
SILVA et al., 2012a). A presenca do alcaloide morfinano também nas cascas de U.
floribunda é uma evidéncia que sustenta esta observagao.

No geral, os padrBes de substituicdo observados para alcaloides aporfindides
estdo de acordo com estruturas previamente reportadas no género Unonopsis
(ARANGO et al., 1988, GUINAUDEAU et al., 1988, WAECHTER et al., 1999, SILVA
et al., 2012a), com excecdo dos alcaloides isolipina, O-metilisopilina, norisocoridina,
nornantenina e N-formil-norglaucina, cujas peculiaridades estruturais tais como:
substituicdo em C-3 e C-11, presenca de ponte metilenodioxi no anel D, e formilacéo do

nitrogénio, séo descritos pela primeira vez no género Unonopsis.
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Fonte: DEWICK, 2009.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Espécies com maior rendimento de Oleos essenciais apresentaram baixos
rendimentos de fragdo alcaloidica, e vice-versa, sugerindo existir uma tendéncia
biossintética acentuada em cada individuo. Neste caso, U. floribunda e U. rufescens se
apresentaram como fontes promissoras de 6leos essenciais, assim como U. duckei e U.
stipitata como fontes promissoras de alcaloides.

Apesar da andlise multivariada dos 0Oleos essenciais ter apresentado diferenca
significativa entre espécies e sitios de coleta, a variabilidade quimica entre as espécies
estudadas se mostrou superior em relacdo a abordagem alcaloidica, sugerindo que
constituintes ndo volateis apresentam melhor potencial para propostas
guimiotaxonémicas do que constituintes volateis.

A recorrente observacdo de policarpol em espécies do género Unonopsis
demonstra o potencial quimiotaxonémico desta substancia, sendo policarpol sugerido
como marcador quimico regular do género Unonopsis.

As analises por ESI-MS" e HPLC-DAD-MS foram fundamentais para o
reconhecimento prévio da natureza quimica das fragcdes investigadas.

Observou-se para U. stipitata recorréncia de aporfinicos sensu stricto, com
padrdo de substituicdo bem definico (1, 2, 9 e 10), enquanto U. floribunda se apresentou
como uma fonte diversificada de estruturas, destacando-se aporfinicos com padrdo de
substituicdo distintos, além do morfinano, esqueleto até entdo ndo reportado no género.
Em adicdo, algumas peculiaridades estruturais tais como: substituicdo em C-3 e C-11,
presenca de ponte metilenodioxi no anel D, e formilagdo do nitrogénio foram
observadas. Estes dados contribuem fortemente para o conhecimento fitoquimico do

género Unonopsis.
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Figura Al. Espectro de ESI-MS (modo positivo) da fragdo alcaloidica das folhas de U.
guatterioides (GU).
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Figura A4. Espectro de ESI-MS (modo positivo) da fracdo alcaloidica das folhas de U.

floribunda (FDA).
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folhas de U. floribunda.
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FAFC.
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Figura A26. Espectro de ESI-MS (modo positivo) da amostra FAFCS5.
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Figura A29. Espectro de ESI-MS (modo positivo) da amostra FAFC14.4.
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Figura A31. Espectro de ESI-MS (modo positivo) da amostra FAFC18.3.
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Figura A34. Espectro de ESI-MS (modo positivo) da amostra FAFC20.4.
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Tabela Al. Dados utilizados na analise de PCA, baseados na intensidade dos picos
obtidos entre m/z 200 a 400, apos eliminacgéo dos sinais de intensidade abaixo de 5%.

U. guatterioides (GU) U. stipitata (SUA) U. stipitata (SUB) U. floribunda (FDA) U. floribunda (FDB) U. rufescens (RD) U. duckei (DRA) U. duckei (DRB) U. duckei (DDA) U. duckei (DDB) U. duckei (DDC) U. duckei (DDD)
201 0 0 0 0 0 5.12 0 0 0 0 0 0
216 0 0 0 0 0 5.93 0 0 0 0 0 0
217 0 0 0 7.05 8.08 7.49 0 0 0 0 0 0
219 5.1 0 0 8.57 8.7 15.45 0 0 0 0 0 0
220 0 0 0 0 0 5.21 0 0 0 0 0 0
232 0 0 0 6.73 5.13 9.5 0 0 0 0 0 0
233 0 0 0 0 0 7.18 0 0 0 0 0 0
234 0 0 0 12.54 13.33 18.62 0 0 0 0 0 0
235 0 0 0 11.07 1013 13.37 0 0 0 0 0 0
236 0 0 0 0 0 7.12 0 0 0 0 0 0
237 0 0 0 7.92 7.48 14.72 0 0 0 0 0 0
239 0 0 0 0 0 5.02 0 0 0 0 0 0
248 0 0 0 6.09 0 7.49 0 0 0 0 0 0
249 7.8 0 0 5.59 6.34 6.38 0 0 0 0 0 0
250 0 0 0 5.2 0 9.56 0 0 0 0 0 0
251 15.05 0 0 6.43 5.44 8.49 0 0 0 0 0 0
252 0 0 0 0 0 6.56 0 0 0 0 0 0
253 0 0 0 5.83 6.3 12.29 0 0 0 0 0 0
254 0 0 0 0 0 5.95 0 0 0 0 0 0
265 0 0 0 5.67 5.27 0 0 0 0 0 0 0
266 29.61 0 0 16.5 13.76 11.52 0 0 0 0 0 0
267 5.91 0 0 6.55 5.63 7.47 0 0 0 0 0 0
268 100 0 0 13.68 7.88 7.75 0 0 0 0 0 0
269 19.24 0 0 6.06 0 8.15 0 0 0 0 0 0
270 0 0 0 0 0 7.41 0 0 0 0 0 0
271 0 0 0 0 0 5.91 0 0 0 0 0 0
272 0 0 0 0 0 11.52 0 0 0 0 0
282 14.75 0 0 22.86 18.96 16.83 0 0 9.22 9.44 10.85 10.92
283 0 0 0 5.5 5.48 5.48 0 0 0 0 0 0
284 0 5.05 0 5.67 5.65 5.03 0 0 0 0 0 0
286 0 12.94 13.27 12.47 11.55 19.45 0 0 0 0 0 0
287 0 0 0 0 5.42 0 0 0 0 0 0
295 0 0 0 7.21 6.52 7.34 0 0 0 0 0 0
296 0 0 0 6.06 5.27 6.25 0 0 0 0 0 0
298 9.72 13.89 10.39 21.37 2113 17.74 100 100 100 100 100 100
299 0 0 0 6.14 5.18 0 19.35 19.47 19.66 19.29 19.36 19.37
300 6.63 26.87 28.78 223 25.71 27.23 0 0 0 0 0
301 0 6.15 7.7 0 5.8 6.23 0 0 [ 0 0 0
304 0 7.08 0 10.09 9.43 5.78 0 0 0 0 0 0
312 5.57 0 6.71 55.47 54.65 77.43 0 0 0 0 0 0
313 0 0 0 12.2 11.91 15.81 0 0 0 0 0 0
314 0 0 0 8.65 8.8 6.31 0 0 0 0 0 0
321 0 0 0 0 0 10.72 0 0 0 0 0 0
325 0 7.4 6.48 0 0 0 0 0 0 0 0 0
326 0 9.16 10.97 0 0 0 0 0 0 0 0 0
328 23.92 37.35 32.01 100 100 100 0 0 0 0 0 0
329 7.23 8.83 7.52 24.36 23.15 21.94 0 0 0 0 0 0
330 48.27 17.21 13.41 51.46 47.1 45.65 0 0 0 0 0 0
331 10.43 0 0 1111 10.59 10.81 0 0 0 0 0 0
338 0 0 0 8.92 7.1 0 0 0 0 0 0 0
342 5.12 100 100 22.82 20.22 26.96 6.64 6.37 12.56 13.12 16.49 16.92
343 0 24.83 22.26 0 0 7.65 0 0 0 0 0 0
356 0 0 0 0 0 0 5.35 5.36 5.49 5.62 5.46 5.94
358 0 0 0 0 0 6.1 0 0 0 0 0 0
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