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Resumo

Duguetia surinamensis R. E. Fries € uma espécie de Annonaceae endémica da
Amazonia, podendo ser encontrada no Brasil, Colémbia e Guianas. De acordo com a
literatura, ndo ha relatos de estudos quimicos e farmacoldgicos a seu respeito. Nesse
trabalho, foi realizado o estudo fitoquimico e de citotoxicidade in vitro dos extratos
brutos e fracGes das cascas do caule de D. surinamensis, que levou ao isolamento de
nove substancias, sendo oito delas da classe dos alcaloides. Para isso foram empregadas
técnicas cromatogréaficas classicas para o isolamento dos constituintes quimicos, e
técnicas espectroscopicas (RMN de 'H e '*C 1D/2D) e espectrométrica (EM) para a
identificacdo desses constituintes. Os alcaloides isolados foram identificados como
pertencentes as subclasses dos aporfinicos (duguetina, duguetina N-6xido, dicentrina e
7-hidroxinordicentrina), oxoaporfinicos (dicentrinona), tetraidroprotoberberinicos
(tetrahidrojathrorrizina), morfinanodienonas (pallidina), além de um alcaloide com
esqueleto isoquinolinico inédito. A nona substancia isolada foi o benzenoide 1,2,4-
trimetoxibenzeno. Dessas substancias, apenas os alcaloides tetrahidrojathrorrizina,
duguetina, duguetina N-6xido e dicentrinona possuem relato no género. A pallidina é o
primeiro alcaloide da subclasse morfinanodienona isolado no género e a 7-
hidroxinordicentrina foi isolado pela primeira vez na familia. O extrato metandlico
apresentou atividade moderada frente as linhagens de células tumorais HepG2 e K562
com valores de Clsg iguais a 46,86 e 35,58 pg/mL respectivamente. Os alcaloides 7-
hidroxinordicentrina, dicentrina, duguetina e duguetina N-6xido apresentaram atividade
citotoxica promissora contra as linhagens de células tumorais MCF7, HCT116, HepG2,
HL-60 com Cls, abaixo de 8,0 pug/mL para todas as células testadas, com exce¢do da
duguetina N-6xido frente a linhagem HepG2, que apresentou Clsg igual a 10,41 pg/mL.
7-Hidroxinordicentrina apresentou potente atividade citotoxica contra as linhagens
tumorais MCF7, HCT116 e HL-60 com Clsy de 3,41, 1,38 ¢ 0,69 pg/mL,
respectivamente, enquanto que a duguetina apresentou elevada atividade citotdxica
frente & linhagem HepG2 (Cls=1,78 pg/mL). Os resultados confirmam que D.
surinamensis € quimicamente uma representante da familia Annonaceae, e uma fonte

promissora de substancias bioativas com potencial atividade citotdxica.

Palavras-chaves: Duguetia surinamensis; Duguetia; Annonaceae; Alcaloides;

Citotoxicidade; Perfil cromatogréafico.



Abstract

Duguetia surinamensis R. E. Fries is a species of Annonaceae endemic to the
Amazon, and can be found in Brazil, Colombia and Guianas. According to the
literature, there are no reports of chemical and pharmacological studies about it. In this
work, the phytochemical and in vitro cytotoxicity studies of the crude extracts and
fractions of the stem of D. surinamensis were carried out, which led to the isolation of
nine substances, eight of them of the alkaloid class. For this, classical chromatographic
techniques were used for the isolation of the chemical constituents, and spectroscopic
techniques (NMR *H and **C 1D/2D) and spectrometric (MS) for the identification of
these constituents. The alkaloids isolated were identified as belonging to the subclasses
of aporphines (duguetine, duguetine N-oxide, dicentrine and 7-hydroxynordicentrine),
oxoaporphines  (dicentrinone), tetrahydroprotoberberines (tetrahydrojathrorrizine),
morphinanodienone (pallidine), and an alkaloid with a novel isoquinoline skeleton. The
ninth isolated substance was benzene 1,2,4-trimethoxybenzene. Of these substances,
only the alkaloids tetrahydrojathrorrizine, duguetine, duguetine N-oxide and
dicentrinone are reported in the genus. 7-hydroxyncedicentrin was isolated for the first
time in the family. The methanolic extract presented moderate activity against the
HepG2 (human hepatocellular carcinoma) and K562 (human chronic myelocytic
leukemia) tumor cell lines with ICsy values equal to 46.86 and 35.58 pg/mL,
respectively. The alkaloids 7-hydroxynordicentrine, dicentrine, duguetine, and
duguetine N-oxide showed promising cytotoxic activity against MCF7 (human breast
adenocarcinoma), HCT116 (human colon carcinoma), HepG2, HL-60 (human
promyelocytic leukemia) tumor cells with ICsy below 8.0 ug/mL for all cells tested,
with except for the duguetine N-oxide compared to the HepG2 line, which had an 1Csg
of 10.41 pg/mL. 7-hydroxynordicentrine showed potent cytotoxic activity against the
MCF7, HCT116 and HL-60 tumor lines with ICsy of 3.41, 1.38 and 0.69 pg/mL,
respectively, whereas duguetin showed high cytotoxic activity against the HepG2
lineage (ICso = 1.78 pug/mL). The results confirm that D. surinamensis is chemically a
representative of the Annonaceae family, and a promising source of bioactive

substances with potential cytotoxic activity.

Keywords: Duguetia surinamensis; Duguetia; Annonaceae; Alkaloids; Cytotoxicity;
Chromatographic profile
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1. Introducéo

Desde a antiguidade, a cultura popular associa as plantas a cura de doencas.
Devido ao avango da ciéncia, as propriedades medicinais dos vegetais tém sido
comprovadas e diversas substancias isoladas a partir deles tém dado origem a farmacos
amplamente comercializados. Segundo Newman & Cragg (2016), 87% de todas as
enfermidades existentes podem ser tratadas com medicamentos derivados de produtos
naturais, incluindo doencas causadas por bactérias, parasitas, doencas
imunossupressoras e até alguns tipos de cancer. Entre os anos de 1981 a 2014 chegaram
ao mercado 174 novas moléculas para o tratamento do cancer, sendo 76% delas
derivadas ou inspiradas em produtos naturais (NEWMAN e CRAGG, 2016).

O sucesso na utilizacdo de substancias oriundas de produtos naturais para a
fabricagdo de farmacos tem intensificado a busca dessas substancias por inddstrias
farmacéuticas desde os anos 90. Em geral, as substancias utilizadas como principios
ativos dos farmacos sdo os metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas. Nelas,
eles podem exercer fungbes variadas como defesa contra predadores e atracdo de
polinizadores, que desempenham papel vital para a sobrevivéncia da planta (DEWICK,
2009). Os metabolitos secundarios podem ser classificados como terpenos, lignanas,
taninos, esteroides, chalconas, flavonas, flavanonas, alcaloides e quinonas, dentre outros
(DEWICK, 2009).

Dentre as classes de metabdlitos citadas, os alcaloides tém sido amplamente
utilizados como principio ativo ou como precursores para 0 desenvolvimento de
medicamentos, como por exemplo 0s quimioterdpicos vimblastina (Velban®) e
vincristina (Oncovin®) isolada de Catharanthus roseus (L.) G. Don e os seus analogos
vindesina (Eldisine®) e vinorelbina (Navelbine®); o paclitaxel (Taxol®) isolado de
Taxus brevifolia Nutt. e seu analogo docetaxel (Taxotere®); e a camptotecina, isolada de
Camptotheca acuminata Decne. e os seus analogos topotecano (Hycamtin®) e
irinotecano (Camptosar®) (FIGURA 1). A producio e consumo desses medicamentos
movimentam cerca de 50 bilhdes de dblares por ano (NEWMAN e CRAGG, 2016).

Considerando que a maior biodiversidade do planeta encontra-se no Brasil
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2016), a busca por novos compostos bioativos

derivados de plantas no territdrio nacional, é plenamente justificada.



FIGURA 1- Alcaloides utilizados como medicamentos quimioterapicos.

Camptotecina Topotecano ’ Irinotecano

Dentre as 230 mil espécies de plantas classificadas como angiosperma presentes
no planeta, as pertencentes a familia Annonaceae s&o representantes de grande
importancia, pois possuem mais de 2400 espécies e sdo distribuidas principalmente nas
regides tropicais (CHATROU et al., 2012).

Mesmo sendo considerada uma familia primitiva e conhecida, ainda é pequena a
guantidade de estudos quimicos com énfase em seus constituintes biologicamente
ativos. Porém, estudos recentes tém comprovado seu potencial no combate de células
tumorais. Isso sugere que estudos com espécies dessa familia sd&o um caminho

promissor na busca por medicamentos de origem vegetal. Extratos vegetais, 6leos
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essenciais e substancias isoladas de espécies de Annonaceae, tém apresentado
resultados relevantes quando submetidos aos testes de atividade com linhagens de
células tumorais humanas (BRITTO et al., 2012; FERRAZ et al., 2014; FONTES et al.,
2013; LIU et al., 1999; QUINTANS et al., 2013).

Dentre as muitas espéecies dessa familia que ndo possuem estudo focado em
substancias biologicamente ativas ou mesmo nos constituintes quimicos, encontra-se a
Duguetia surinamensis R. E. Fries, uma espécie endémica da regido amazonica e pouco

conhecida pela populagéo.



2. Revisdo bibliogréafica
2.1 A familia Annonaceae Juss.
2.1.1 Aspectos gerais

A familia Annonaceae esta entre as maiores representantes da ordem Magnoliales
com aproximadamente 108 géneros e mais de 2400 espécies (CHATROU et al., 2012).
Possui ocorréncia pantropical (FIGURA 2), e grande parte de suas espécies apresentam-
se como arvores e arvoretas (arbustos), e em poucos casos como lianas (RIBEIRO et al.,
2002). Cerca de 40 dos seus 108 géneros encontram-se na regido neotropical
(CHATROU et al., 2012), com 29 desses ocorrendo no Brasil, sendo sete endémicos,
alcancando a proximidade de 390 espécies no territdrio nacional, e trés quartos delas,
presentes na regido amazonica (LOPES e MELLO-SILVA, 2014). Em geral, a familia
pode ser reconhecida pelo odor forte de seus troncos ou ramos, pelas suas folhas disticas
(exceto no género Tetrameranthus, onde sdo espiraladas) e por possuir uma casca com
longas e resistentes fibras, conhecidas popularmente como enviras (RIBEIRO et al.,
2002).

FIGURA 2 - Distribuicdo geografica da familia Annonaceae. (FONTE:
http://www.mobot.org/mobot/research/apweb/orders/magnolialesweb.htm)

)
el
PNES

Diversas espécies da familia Annonaceae possuem destacado valor econdmico,
principalmente por fornecerem frutos comestiveis de sabor bastante apreciado, como as
especies do género Annona: A. cherimola Mill. (cherimola), A. squamosa L. (ata, fruta
do conde ou pinha), A. montana Macfad. (graviola da montanha), A. mucosa Jacqg.
(biribd) e A. muricata L. (graviola). A pesar da notoriedade dos frutos de Annona,

também encontram-se frutos comestiveis igualmente comercializados em outros
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géneros, como Artabotrys, Asimina, Polyalthia, Uvaria e Duguetia, esse ultimo
representado principalmente pelos frutos conhecidos popularmente como pindaiba
(Duguetia lanceolata) (FORMAGIO et al., 2010; LOPES E MELLO-SILVA).

Somando-se as aplicagfes ja assinaladas, a familia Annonaceae possui uma
quantidade consideravel de espécies que sdo utilizadas para fins terapéuticos na
medicina popular (CRUZ et al., 2009; FECHINE, I. M. et al., 2002; NUNES et al.,
2012). No extenso territorio brasileiro, foi identificado o uso frequente de espécies dos

géneros Annona, Guatteria e Xylopia, para esses fins.

2.1.2 Aspectos quimicos e farmacologicos

Apesar de possuir uma grande quantidade de espécies conhecidas, até 2012
apenas 150 delas (pouco mais de 6%) possuiam investigagdo quimica, taxondmica e
farmacoldgica (LUCIO et al., 2015a).

A familia Annonaceae é caracterizada quimicamente por possuir como principais
metabolitos secundarios os alcaloides de esqueleto isoquinolinico, os terpenos, e as
acetogeninas, essa Ultima classe encontrada somente em espécies dessa familia e por
isso sdo também chamadas de acetogeninas de anonaceas. No entanto, outras classes de
metabdlitos secundarios podem ser encontrados em anonéceas, como substancias
aromaticas, flavonoides, catequinas, esteroides, dentre outras (LUCIO et al., 2015a;
NUNES et al., 2012).

Devido a sua composicao quimica rica em alcaloides, acetogeninas e terpenos, as
espécies de Annonaceae tém apresentado resultado promissor quando submetidas a
ensaios de atividade bioldgica dos mais diversos tipos. Foi constatado que o extrato
etanolico das folhas de Annona crassiflora Mart., apresenta atividade antimicrobiana
contra Stafilococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
e Candida albicans (LAGE, 2011). Santos, Pimenta, e Boaventura (2007), isolaram as
acetogeninas esquamocina-L e esquamocina-D do extrato etandlico das sementes de A.
cornifolia, que apresentaram atividade larvicida quando testadas com o microcustacio
Artemia salina. Os extratos metanolicos de folhas e caules de A. crassiflora, Annona
coriacea Mart., Annona dioica A St. Hil. e Annona sylvatica A. St.-Hil. apresentaram

carater alelopético, reduzindo a porcentagem de germinacdo e vigor da semente de



alface, afetando negativamente o tempo médio de germinacdo (FORMAGIO et al.,
2010).

O extrato etanolico do talo e o extrato hexé&nico das folhas do hibrido Atemoia
(Annona cherimola x Annona squamosa), apresentaram atividade antioxidante. Além
desta, o extrato etanolico do talo e o extrato metandlico de folha apresentaram atividade
antimicrobiana (RABELO, 2014).

Somando-se as propriedades ja elencadas, os extratos brutos obtidos dos
exemplares dessa familia, seus 6leos essenciais e as substancias isoladas a partir destes,
tém apresentado excelentes resultados frente a diversas linhagens de células tumorais.
Os extratos brutos das espécies Annona pickelii (Diels) H. Rainer, e A. salzmannii
(RIBEIRO et al., 2012) e os 6leos essenciais de Guatteria pogonopus Mart. (FONTES
et al., 2013), X. laevigata (QUINTANS et al., 2013) Guatteria friesiana (BRITTO et
al., 2012), Guatteria blepharophylla Mart. e Guatteria hispida (R.E. Fr.) Erkens &
Maas obtiveram efeitos relevantes frente aos testes antitumorais realizados (FERRAZ et
al., 2014; RIBEIRO et al., 2012).

Abaixo, encontra-se um resumo das atividades biolégicas encontradas em

algumas espécies da familia Annonaceae.

TABELA 1- Espécies de Annonaceae que apresentaram atividade bioldgica.

Espécie Atividade biolégica Referéncia
Antimicrobiana
) Citotoxica (LAGE, 2011)
Annona crassiflora — ’
Antioxidante
Carater alelopatico (FORMAGIO et al., 2010)
Annona coriacea Carater alelopatico (FORMAGIO et al., 2010)
Annona dioica Caréter alelopatico (FORMAGIO et al., 2010)
Annona sylvatica Carater alelopatico (FORMAGIO et al., 2010)
A . (SANTOS, PIMENTA ¢
Annona cornifollia Larvicida

BOAVENTURA, 2007)

Antioxidante

Annona atemoia — - (RABELO, 2014)
Antimicrobiana

Annona pickelli Antitumoral (RIBEIRO et al., 2012)

Annona salzmannii Antitumoral (RIBEIRO et al., 2012)
Xylopia laevigata Antitumoral (QUINTANS et al., 2013)

Guatteria blepharophylla Antitumoral (RIBEIRO et al., 2012)

Guatteria hispida Antitumoral (RIBEIRO et al., 2012)
Guatteria friesiana Antitumoral (BRITTO et al., 2012)
Guatteria pogonopus Antitumoral (FONTES et al., 2013)




2.2 O género Duguetia A. St.-Hil.
2.2.1 Aspectos Gerais

O género Duguetia A. St.-Hil. pertence a tribo Duguetiae e é representado por
aproximadamente 90 espécies, com ocorréncia de 66 delas no Brasil, sendo 29
endémicas. Seus exemplares podem ser encontrados também da Nicaragua ao Paraguai
e quatro espécies foram observadas na costa oeste da Africa. As espécies desse género
podem ser arvores ou arbustos e sdo reconhecidos por seus tricomas que se diferenciam
dos demais géneros da familia por serem estrelados ou escamiformes. Seus frutos
podem ser carnosos ou lenhosos, e assim como os frutos do género Annona, tém
cardipios agregados. A espécie mais comum no Brasil é a Duguetia furfuracea (A.St.-
Hil.) Saff., sendo distribuida no Cerrado e na Caatinga (LOPES E MELLO-SILVA,
2014).

FIGURA 3 - Flores (a) e frutos(b) de Duguetia furfuracea e flores (c) e frutos (b) de
Duguetia lanceolata (respectivamente), duas das espécies mais abundantes no Brasil.
(FONTE: http://www.colecionandofrutas.org/duguetiafurfuracea.htm e
http://www.colecionandofrutas.org/duguetialanceolata.htm)



https://en.wikipedia.org/wiki/Augustin_Saint-Hilaire
https://en.wikipedia.org/wiki/Augustin_Saint-Hilaire
http://www.colecionandofrutas.org/duguetiafurfuracea.htm
http://www.colecionandofrutas.org/duguetialanceolata.htm

2.2.2 Aspectos quimicos

O género Duguetia, ndo esta entre os géneros mais estudados fitoquimicamente
sendo precedido pelos géneros Annona, Goniothalamus, Monodora, Uvaria e Xylopia
(CUNHA, 2009). Contudo, mesmo em face da pouca investigacdo cientifica, observa-se

que suas caracteristicas quimicas sdo semelhantes aos demais géneros da familia.

Os alcaloides com esqueleto isoquinolinico estdo entre os metabdlitos secundarios
mais encontrados no género, porém outros tipos de esqueletos de alcaloides também
foram identificados, além de outras classes de substancias. Os alcaloides identificados
em espécies do género Duguetia até o presente momento, estdo apresentados nas
TABELAS 2 a 8 e nas FIGURAS 4 a 10.

TABELA 2 - Alcaloides benziltetrahidroisoquinolinicos isolados de espécies do género
Duguetia.

Alcaloide Ne Espécie Referéncia

(DEBOURGES,
ROBLOT,
HOCQUEMILLERE
CAVE, 1987)
(FECHINE, I. M. et al.,
2002)

Codamina N-éxido 1 D. spixiana

Reticulina 2 D. trunciflora

FIGURA 4 - Estrutura dos alcaloides benziltetrahidroisoguinolinicos isolados de
espécies do género Duguetia.
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TABELA 3 - Alcaloides tetrahidroprotoberberinicos e protoberberinico isolados de

espécies do género Duguetia.

Alcaloide N° Espécie Referéncias
10-Demetilxylopinina 3 D. calycina (LEBOEUF et al., 1980)
Discretamina 4 D. gardneriana (ALMEIDA et al., 2007)
(ROBLOT,
Discretina 5 D. obovata HOCQUEMILLER E
CAVE, 1983)
(ROBLOT,
(—)-Discretina 6 D. obovata HOCQUEMILLER E
CAVE, 1983)
3-Hidroxi-2,9,10-trimetoxitetrahidroprotoberberina 7 D. stelichantha (LUCIO et al., 2015b)
(DEBOURGES,
Spiduxina 8 D. spixiana ROBLOT,
HOCQUEMILLER E
CAVE, 1987)
Tetrahidrojatrorrizina 9 D. gardneriana (ALMEIDA et al., 2007)
Tetrahidropalmatina 10 D. gardneriana (ALMEIDA et al., 2007)
(RASAMIWFY,
(-)-Tetrahidropalmatina 11 D. spixiana HOCQUEMILLER e
Cave, 1987)
Thaicanina 12 D. trunciflora (FECHINZ%’O;)M' etal,
N-metiltetrahidropalmatina 13 D.furfuracea (SILVA et al., 2009)
Jatrorrhizina 14 D. trunciflora (FECHINE, I. M. etal,

2002)

FIGURA 5 - Estrutura dos alcaloides tetrahidroprotoberberinicos e protoberberinico

isolados de espécies do género Duguetia.
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TABELA 4 - Alcaloides aporfinicos isolados de espécies do género Duguetia.

Alcaloide N° Espécie Referéncia
(-)-Anolobina 15 D. obovata (ROBLOT, HOCQUEMILLER E CAVE, 1983)
(—)-Anonaina 16 D. spixiana (RASAMIZAFY et al., 1987)
(-)-Buxifolina 17 D. obovata (ROBLOT, HOCQUEMILLER E CAVE, 1983)
Calycinina 18  D. flagellaris (FECHINE, 1. M. et al., 2002)
Duguevanina 19  D. flagellaris (FECHINE, 1. M. et al., 2002)
(—)-Duguevanina 20  D. flagellaris (FECHINE, I. M. et al., 2002)
(-)-N-formilbuxifolina 21 D. obovata (ROBLOT, HOCQUEMILLER € CAVE, 1983)
(-)-N-formilduguevanina 22 D. obovata (ROBLOT, HOCQUEMILLER E CAVE, 1983)
() N-formilsylopina 23 D. obovata  (ROBLOT, HOCQUEMILLER E CAVE, 1983)
(-)-3-Hidroxinornuciferina 24 D. spixiana (RASAMIZAFY et al., 1987)
(—)-Isolaurelina 25 D. obovata (ROBLOT, HOCQUEMILLER E CAVE, 1983)
Isopilina 26  D. flagellaris (FECHINE, 1. M. et al., 2002)
N-metilasimilobina 27 D. spixiana (LUCIO et al., 2015b)
()-N-metilbuxifolina 28 D.obovata ~ (ROBLOT, HOCQUEMILLER E CAVE, 1983)
(-)-N-metilcalycinina 29 D. obovata (ROBLOT, HOCQUEMILLER E CAVE, 1983)
(-)-N-metiduguevanina 30 D. obovata (ROBLOT, HOCQUEMILLER E CAVE, 1983)
O-metilisopilina 31 D. spixiana (RASAMIZAFY et al., 1987)
(—)-O-metilisopilina 32 D. flagellaris (FECHINE, 1. M. et al., 2002)
N-metilputerina 33 D. calycina (LUCIO et al., 2015b)
N-nitrosoanonaina 34  D. furfuracea (CAROLLO et al., 2006)
N-nitrosoxylopina 35  D. furfuracea (CAROLLO et al., 2006)

Nornuciferina 36  D. flagellaris (LUCIO et al., 2015b)
(—)-Nornuciferina 37  D. flagellaris (FECHINE, 1. M. et al., 2002)
Obovanina 38 D. calycina (LUCIO et al., 2015b)
Puterina 39 D. calycina (LUCIO et al., 2015b)
Xylopina 40 D. calycina (LUCIO et al., 2015b)
(5)-Xylopina 41 D. obovata (ROBLOT, HOCQUEMILLER E CAVE, 1983)
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Alcaloide (Continuacdo) N° Espécie Referéncia
Duguecalina 42 D. calycina (LUCIO et al., 2015b)
Duguenaina 43 D. calycina (LUCIO et al., 2015b)
Duguetina 44 D. flagellaris (FECHINE, 1. M. et al., 2002)
(-)-Duguetina 45  D. furfuracea (VALERIA et al., 2014)
(-)-Duguetina N-oxido 46  D. furfuracea (VALERIA et al., 2014)
Dusuexina 47 D. spixiana (DEBOURGES, ROBLOT, HOCQUEMILLER E
gl P CAVE, 1987)
(=)-Duguexina 48 D. spixiana (RASAMIWFY, H01C9(§I7J)EMILLER E CAVE,
. . . (DEBOURGES, ROBLOT, HOCQUEMILLER E
Duguexina N-oxido 49 D. spixiana CAVE, 1987)
Nornuciferidina 50 D. spixiana (RASAMIWFY, HO%%%EMILLER E CAVE,
. . (DEBOURGES, ROBLOT, HOCQUEMILLER E
Noroliveridina 51 D. spixiana CAVE, 1987)
(-)-Noroliveridina 52 D. spixiana (RASAMIWEY, HO%%%EMILLER E CAVE,
. (DEBOURGES, ROBLOT, HOCQUEMILLER E
Norpachyconfina 53 D. spixiana CAVE, 1987)
Oliveridina 54  D. flagellaris (FECHINE, I. M. et al., 2002)
(5)-Oliveridina 55 D. spixiana (RASAMIWFY, HO%%%EMILLER E CAVE,
Oliveridina N-oxido 56 D. spixiana (RASAMIWFY, HOngQS%EMILLER E CAVE,
Oliverolina 57  D. flagellaris (FECHINE, 1. M. et al., 2002)
(—)-Oliverolina 58  D. flagellaris (FECHINE, 1. M. et al., 2002)
Oliverolina N-oxido 59  D. flagellaris (FECHINE, I. M. et al., 2002)
. (DEBOURGES, ROBLOT, HOCQUEMILLER E
Pachyconfina 60 D. spixiana CAVE, 1987)
o . (DEBOURGES, ROBLOT, HOCQUEMILLER E
Pachyconfina N-oxido 61 D. spixiana CAVE, 1987)
(+)-Pachypodanthina 62  D. flagellaris (LUCIO et al., 2015b)
Polyalthina 63 D. glabriuscula (SIQUEIRA et al., 2001)
Roemerolidina 64 D. spixiana (RASAMIWFY, HOIC9(§[7J)EMILLER E CAVE,
o . (DEBOURGES, ROBLOT, HOCQUEMILLER E
Rurrebanidina 65 D. spixiana CAVE, 1987)
. . (DEBOURGES, ROBLOT, HOCQUEMILLER E
Rurrebanina 66 D. spixiana CAVE, 1987)
Spixianina 67 D. spixiana (DEBOURGES, ROBLOT, HOCQUEMILLER E
p P CAVE, 1987)
. o . (DEBOURGES, ROBLOT, HOCQUEMILLER E
Spixianina N-oxido 68 D. spixiana CAVE, 1987))
.. .. (DEBOURGES, ROBLOT, HOCQUEMILLER E
Duguespixina 69 D. spixiana

CAVE, 1987)
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FIGURA 6 - Estrutura dos alcaloides aporfinicos isolados de espécies do género

Duguetia.

Ry Ro Rs | Rs| RS Re Rz | Res Ro Rioo | Ru
15 OCH,0 H H H H OH H H H H
16  OCH,0 H H H H H H H H H
17 OCH,0 OMe H H H OMe H H H H
18 OCH,0 H H H H OMe H H H OH
19 OCH,0 OMe H H H OMe H H H OH
200 OCH,0 OMe H H H OMe H H H OH
21 OCHO OMe H H CHO OMe H H H H
22 OCHO OMe H H CHO OMe H H H OH
23  OCH,0 H H H CHO OMe H H H H
24 OMe OMe OH H H H H H H H H
25  OCH,0 H H H Me OMe H H H H
26 OH OMe OMe H H H H H H H H
27 OMe OH H H H Me H H H H H
28 OCH;0 OMe H H Me OMe H H H H
29 OCH;0 H H H Me OMe H H H OH
30 OCH;0 OMe H H Me OMe H H H OH
31 OMe OMe OMe H H H H H H H H
32 OMe OMe OMe H H H H H H H H
33 OCH;0 H H H Me H H H H OMe
34 OCH;0 H H H NO H H H H H
35 OCH;0 H H H NO OMe H H H H
36 OMe OMe H H H H H H H H H
37 OMe OMe H H H H H H H H H
38  OCH,0 H H H H H H H H OH
39  OCH,0 H H H H H H H H OMe
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(Cont) Ry R» R R; R5 Rs R, Rs Rq Rio R11
40 OCH,0 H H H H OMe H H H H
41 OCH,0 H H H H OMe H H H H
42 OCH;0 H H H OAc pB-OMe H H H H
43 OMe OH H H H H a-OH H H H H
44 OCH,0 H H H Me B-OH H OMe OMe H
45 OCH;0 H H H Me p-OH H OMe OMe H
46 OCH,0 H H H N-oxido B-OH H OMe OMe H
47 OCH,0 H H H Me H H H H OH
48 OCH;0 H H H Me H H H H OH
49 OCH;0 H H H N-6xido H H H H OH
50 OMe OMe H H H H OH H H H H
51 OCH;0 H H H H p-OH H OMe H OH
52 OCH;0 H H H H p-OH H OMe H OH
53 OMe OH H H H H OH H H H H
54 OCH;0 H H H Me p-OH H OMe H H
55 OCH;0 H H H Me p-OH H OMe H H
56 OCH;0 H H H N-6xido B-OH H OMe H H
57 OCH;0 H H H Me B-OH H OMe OMe H
58 OCH;0 H H H Me p-OH H OMe OMe H
59 OCH;0 H H H N-6xido B-OH H H H H
60 OMe OH H H H Me B-OH H H H H
61 OMe OH H H H N-6xido B-OH H H H H
62 OCH;0 H H H H p-OMe H H H H
63 OCH;0 OMe H H Me B-OH H OMe H H
64 OCH;0 H H H Me OH H OH H H
65 OMe OMe OH H H H OH H H H H
66 OMe OMe OMe H H H OH H H H H
67 OCH;0 H H H Me OH H OMe H OH
68 OCH;0 H H H N-6xidko OH H OMe H OH

HO
N
MeO

69

(Dehidroaporfinico)
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TABELA 5 - Alcaloides oxoaporfinicos isolados de espécies do género Duguetia.

Alcaloide Ne Espécie Referéncias
(ROBLOT, HOCQUEMILLER E CAVE,
Atherospermidina 70 D. obovata 1983)
Dicentrinona 71  D. furfuracea (SILVA et al., 2009)
Duguevallina 72  D.vallicola (PEREZ et al., 2004)
11-Hidroxiliriodenina 73 D. eximia (GOTTLIEB et al., 1978)
11-Hidroxi-1,2-metilenedioxioxoaporfina 74 D. eximia (GOTTLIEB et al., 1978)
Lanuginosina 75 D. glabriuscula (SIQUEIRA et al., 2001)
(+)-Lanuginosina 76 D. glabritscula (LUCIO et al., 2015b)
Liriodenina 77 D. riparia (CUNHA, 2009)
(RASAMIWFY, HOCQUEMILLER E
Lysicamina 76 D. spixiana CAVE, 1987)
11-Metoxi-1,2-metilenedioxioxoaporfina 79 D. eximia (GOTTLIEB et al., 1978)
O-metilmoschatolina 80 D. eximia (GOTTLIEB et al., 1978)
Oxobuxifolina 81 D. glabritscula (SIQUEIRA et al., 2001)
Oxopukateina 82 D. eximia (GOTTLIEB et al., 1978)
Oxoputerina 83  D.calycina (LUCIO et al., 2015b)
Hadranthina A 84  D. hadrantha (MUHAMMAD et al., 2001)
Hadranthina B 85 D. hadrantha (MUHAMMAD et al., 2001)
Imbilina 1 86  D. hadrantha (MUHAMMAD et al., 2001)
1,2,3-trimetoxioxoaporfina 87 D. stelechantha (LUCIO et al., 2015b)

FIGURA 7 - Estrutura dos alcaloides oxaporfinicos isolados de espécies do género

Duguetia.
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TABELA 6 - Alcaloides fenantrenos isolados de espécies do género Duguetia.

Alcaloide

Espécie

Referéncia

Atherospeminina

88

D. spixiana

(DEBOURGES, ROBLOT,
HOCQUEMILLER E
CAVE, 1987)

Atherospeminina N-6xido

89

D. spixiana

(DEBOURGES, ROBLOT,
HOCQUEMILLER E
CAVE, 1987)

Metoxiatherospeminina

90

D. spixiana

(DEBOURGES, ROBLOT,
HOCQUEMILLER E
CAVE, 1987)

FIGURA 8 - Estrutura dos alcaloides fenantrenos isolados de espécies do género
Duguetia.
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TABELA 7 - Alcaloides isoquinolinicos sem subclasse definida isolados de espécies do

género Duguetia.

Alcaloide  N° Espécie Referéncia
S - (RASAMIZAFY etal.,

Spiguetidina 91 D. spixiana 1987)

Spiguetina 92 D. spixiana (RASA'\TQZB';‘)F Yetal,

Probovatina 93

D.obovata (LEBOEUF et al., 1980)

FIGURA 9 - Estrutura dos alcaloides isoquinolinicos de subclasses pouco observadas
em de especies do género Duguetia.
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TABELA 8 - Alcaloides ndo isoquinolinicos isolados de espécies do género Duguetia.

Alcaloide Espécie Referéncia
3-Metoxisampangina 94 D. hadrantha (MUHAMMAD et al., 2001)
Sampangine 95 D. hadrantha (MUHAMMAD et al., 2001)
_Qahifar: (ROBLOT, HOCQUEMILLER E
(9S)-Sebiferine 96 D. obovata CAVE, 1983)
Cleistopholine 97 D. vallicola (PEREZ et al., 2004)
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FIGURA 10 - Estrutura dos alcaloides ndo isoquinolinicos isolados de espécies do
género Duguetia.
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2.2.3 Atividade bioldgica

Semelhantemente aos demais géneros de Annonaceae, 0 género Duguetia tem
apresentado bons resultados quando submetidos a testes de atividade biolégica.

O extrato hexanico de Duguetia riparia, apresentou atividade antioxidante,
antitumoral e atividade leishmanicida quando testado contra Leishmania amazonensis.
Seu extrato metandlico e sua fracdo alcaloidica apresentaram atividade leishmanicida e
antioxidante (CUNHA, 2009).

O extrato metandlico das folhas de D. furfuracea apresentou atividade anti-
inflamatoria com baixa toxicidade (SANTOS et al., 2018) e além disso, quando testado
seu carater alelopatico, o extrato metandlico de D. furfuracea também reduziu a
porcentagem de germinacdo da semente de alface, e vigor da mesma, porém com maior

influéncia que as espécies do género Annona (FORMAGIO et al., 2010).

Diversos extratos vegetais e extratos obtidos de fungos endofiticos das folhas,
galhos e flagelos de D. flagellaris apresentaram atividade antitumoral para células
tumorais de HTC116 (célon) e MCF-7 (mama) e atividade antimicrobiana quando
confrontados com cepas de Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Sthaphylococcus aureus e Candida albicans (OLIVEIRA, 2013).

O oleo essencial das folhas de D. gardneriana, apresentou atividade citotoxica in

vitro quando testado contra as células tumorais B16-F10, HepG2, HL-60 e K562
17
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apresentando Clsg igual a 16,89, 19,16, 13,08 e 19,33 pg/mL, respectivamente para as
células tumorais citadas. O mesmo 6leo apresentou também atividade antitumoral in
vivo, inibindo células tumorais em ratos (RODRIGUES et al., 2015).

Abaixo, pode-se observar um resumo das atividades bioldgicas de espécies do
género Duguetia.

TABELA 9 - Espécies de Duguetia que apresentam atividade bioldgica.

Espécie Atividade bioldgica Referéncia
Leishimanicida

D. riparia Antioxidante (CUNHA, 2009)
D. fufuracea Anti-inflamatdria (SANTOS et al., 2018)
D. fufuracea Carater alelopatico (FORMAGIO et al., 2010)
D. vallicola Antiplasmodica (PEREZ et al., 2004)
. Antitumoral
D. flagellaris Antimicrobiana (OLIVEIRA, 2013)
D. gardneriana Citotoxica (RODRIGUES et al., 2015)

Além das atividades verificadas em extratos e 6leos de espécies de Duguetia, uma
ampla faixa de propriedades bioldgicas foi observada para os alcaloides isolados no

género, conforme segue a tabela abaixo:

TABELA 10 - Alcaloides de Duguetia que apresentam atividade bioldgica.

Alcaloide Atividade Biol6gica Referéncia

Atherospermidina

Anticancer

(WIJERATNE, KITHSIRI
E. M. HATANAKA et al.,
1996)

Cleistopholina

Antiplasmadico

(PEREZ et al., 2004)

S-(+)-Dicentrina

Analgésica

(MIGUEL et al., 2016)

Discretamina

Antinocicetive

(LUCIO et al., 2015b)

Antileshimania

Duguetina Citotoxico (SILVA et al., 2009)
Tripanocida
Hadranthina A Antimaléarico (MUHAMMAD et al., 2001)
Hadranthina B Citotoxico (MUHAMMAD et al., 2001)
10-Hidroxiliriodenina Citotoxico (HARRIGAN et al., 1994)
(-)-3-Hidroxinornuciferina Tripanocida (LUCIO et al., 2015b)
Analgésico
Antibactéria ,
Liriodenina Sedativa (LUCIO et al., 2015b)
citotéxico
Liriodenina antileshimania (LUCIO et al., 2015b)
anticancer (HARRIGAN et al., 1994)
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Alcaloide (Continuacéo) Atividade Bioldgica Referéncia

L tripanocida (LUCIO et al., 2015b)
Liriodenina — ;
antiploriferato (LUCIO et al., 2015b)
3-Metoxisampangina antifangico, antimalarico (MUHAMMAD et al., 2001)
N- metiltetrahidropalmatina antileshimania (SILVA et al., 2009)
antileshimania (MONTENEGRO et al.,
o 2003)
(=)-Nornuciferina antidepressivo (LUCIO et al., 2015b)
inibdor de CD45 tirosine fosfatase (LUCIO et al., 2015b)
(-)-Oliverolina antiplasmodico (PEREZ et al., 2004)
analgésico
antimcrobiano
Reticulina bloqueador de receptor de dopamina (LUCIO et al., 2015b)
espasmolitico
estimulante de CNS
antifungico
. antimalarico (MUHAMMAD et al., 2001)
Sampangina -
citotoxico
antitumoral (PEREZ et al., 2004)
Xylopina antileshimania (MONTENEGRO etal,
2003)

Esses resultados por si s6 justificam a continuidade do estudo das espécies do
género Duguetia, em especial os estudos com a D. surinamensis, que é endémica da
regido amazonica e desconhecida na literatura em relacdo aos seus constituintes

quimicos e propriedades bioldgicas, 0 que torna esse estudo inédito para a espécie.

2.3 A espécie Duguetia surinamensis R. E. Fries

Por tratar-se de uma espécie pouco estudada e pouco conhecida popularmente, a
D. surinamensis recebe 0s mesmos nomes de outras espécies da familia, devido a
semelhanca de seus frutos, podendo ser chamada de ‘araticum’, ‘ata braba’ e
‘biribarana’. A D. surinamensis possui como sinonimia a Duguetia caudata R.E. Fr,
porém, mesmo ela, ndo apresenta estudos fitoquimicos, nos principais bancos de dados.
E uma éarvore de platd e vertente, com ocorréncia na Coldmbia, em toda a regido
amazonica e nas Guianas. Suas folhas possuem uma nervura central impressa e seus
frutos sdo semelhantes aos conhecidos como pindaiba (FIGURA 11). Esses possuem

coloracdo esverdeada quando maduros e mesmo depois de amadurecidos e caidos,
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duram um longo tempo proximo a arvore que o gerou, facilitando a identificacdo da
mesma (FIGURA 11) (RIBEIRO, 1999).
FIGURA 11 - Caracteristicas botanicas de D. surinamensis (a) fruto em processo de

amadurecimento e amadurecido caido; (RIBEIRO, 1999) (b) caule da arvore; (COSTA,
2015). (c) caule e casca fibrosa; (COSTA, 2015). (d) folha seca e verde (RIBEIRO,

1999).

(b) (d)

2.4 Ensaios de Citotoxicidade

A denominacédo céncer é feita a um grupo de mais de 100 doengas, que tem por
similaridade a multiplicacdo desordenada de células que adentram em tecidos e orgaos,
podendo ser inclusive disseminadas para outros 6rgdos e outras regides do corpo. Esse
crescimento muito acelerado e desordenado provoca a formacgdo de tumores malignos,

também chamados de neoplastia maligna (INCA, 2015).

Dentre as diversas classes de produtos naturais, os alcaloides, terpenos e
acetogeninas, metabdlitos caracteristicos de Anonnaceae, conforme j& citados

anteriormente, tem demonstrado atividade citotoxica promissora.

Diversos testes ja foram desenvolvidos com esse fim, e os colorimétricos se
destacam pela sua confiabilidade, seu baixo custo e agilidade na obtencéo de resultados
guanto a capacidade citotoxica apresentada por determinada amostra (ESCOBAR,
ALFONSO e ARISTIZABAL, 2009). Conhecer as propriedades citotoxicas de uma
matriz complexa pode facilitar no direcionamento das acGes a serem tomadas no

decorrer da pesquisa.
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Os ensaios colorimeétricos utilizados avaliam a diminuicdo da proliferacdo celular
ou citotoxidade (Clsp) frente a amostra. O teste colorimétrico do Alamar Blue é bastante
difundido, pois é realizado num processo relativamente simples e permite a anélise de
um grande numero de amostras. O Alamar blue (resazurina) € um indicador
fluorescente/colorimétrico com propriedades redox. Quando em seu estado
fundamental, a resazurina apresenta coloragdo azul n&o fluorescente, indicando a
presenca de células ndo-viaveis, enquanto que a forma reduzida é résea fluorescente,
indicando célula vidvel (FIGURA 12). Por muitos anos, esse ensaio com resazurina, foi
utilizado para monitorar a contaminacdo do leite por bactéria ou levedura, sendo
posteriormente utilizado também para quantificacdo da proliferacdo celular e de
citotoxicidade em diversas células (ESCOBAR, ALFONSO e ARISTIZABAL, 2009).

FIGURA 12 - Reagéo de oxirredugdo da resazurina. (FONTE: MENEZES, 2015).

Ni-O = 0 A 0 Redugdo por células Na O ~ o N 0‘\ O
| metabolicamente ativas ‘ [ ‘
PP P
II\I I N ~
O

Resazurina Resofurina

Y
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3. Objetivos

3.1.

3.2

Objetivo geral

Estudar a composicdo quimica das cascas do caule de D. surinamensis e investigar

0 potencial anticancer in vitro das substancias isoladas a partir dessa espécie.

Objetivos especificos

Realizar o estudo fitoquimico das cascas do caule de D. surinamensis;

Isolar e identificar os constituintes quimicos dos extratos brutos hexanico e/ou

metandlico bioativos das cascas do caule de D. surinamensis;

Analisar o perfil quimico dos extratos brutos das cascas do caule de D.

surinamensis por méetodos espectroscopicos e espectrométricos;

Submeter aos ensaios de atividade citotoxica in vitro, 0s extratos brutos das cascas
do caule de D. surinamensis, bem como suas fragdes e substancias isoladas destes.
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4. Metodologia

4.1 Cromatografia em coluna (CC)

Os fracionamentos cromatograficos foram realizados em coluna de vidro aberta,
utilizando como fase estacionaria silica gel 60 com particulas entre 0,063-0,200 mm
(70-230 mesh) da Macherey-Nagel tratada previamente com solucéo de bicarbonato de
sodio 10% (NaHCO3) (COSTA et al., 2011). O comprimento e o didmetro das colunas
variaram de acordo com as quantidades das amostras a serem cromatografadas. A
propor¢éo de silica utilizada nas separacdes foi de 20 vezes a massa do produto bruto a
ser purificado, e a das pastilhas, 2 vezes (MATTQOS, 1997).

4.2 Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)
As anélises por cromatografia em camada delgada analitica foram realizadas em
cromatofolhas Fluka, silica gel 60, com indicador de fluorescéncia F2s4, cOmM suporte em

aluminio e 0,2 mm de espessura.

4.3 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

As anélises em escala preparativa foram desenvolvidas em cromatoplacas de vidro
impregnada com silica gel, com tamanho 20 x 20 cm com espessura de silica de 1,0
mm. As placas foram preparadas usando 21 g de silica gel 60 para preparativa com
fluorescéncia F,s4 da marca Macherey-Nagel e 60 mL de &gua destilada. Apds a
evaporacao da agua a temperatura ambiente foram ativadas em estufa a 100 °C por uma
hora. A recuperacdo das amostras foi efetuada utilizando como solventes diclorometano
(CHCIy), metanol (MeOH) e/ou misturas destes.

4.4 Reveladores

A revelagéo das faixas (spots) nas CCDA e CCDP foi feita sob luz ultravioleta
254 e 365 nm, solucdo de anisaldeido (revelador para terpenoides), e reagente de

Dragendorff (revelador para alcaloides).

e Solucdo de Anisaldeido: A solucdo foi preparada pela adicdo de 5 mL de
anisaldeido em 90 mL de alcool etilico, 5 mL de acido sulfurico concentrado e 1 mL de

acido acético glacial.
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e Reagente de Dragendorff com modificagdo de Munier: (MUNIER, 1953
apud MERCK, 1971). Solucdo A: 1,7 g de nitrato de bismuto Il e 20,0 g de acido
tartarico dissolvidos em 80 mL de agua destilada. Solucdo B: 16,0 g de iodeto de
potéssio dissolvidos em 40 mL de dgua destilada. A mistura de partes iguais (1:1) destas
solucdes constitui a solucdo estoque. Para borrifacdo das placas, 5,0 mL da solucédo

estoque é adicionado a 10,0 g de acido tartarico dissolvido em 50 mL de &gua destilada.

4.5 Solventes

Para todas as técnicas cromatograficas foram utilizados solventes das marcas
Hexis, J. T. Baker e Qhemis. Para obtencdo dos espectros de RMN foram utilizados
solventes deuterados da marca Tédia Brasil. Para obtencdo dos espectros de massas
foram utilizados solventes grau HPLC marca Tedia Brasil.

4.6 Equipamentos

Os espectros de ressonancia magnética nuclear uni e bi-dimensionais (RMN
1D/2D) foram registrados em um aparelho Bruker Avance 1l 500 operando a 11,75
Tesla, (500,13 MHz para RMN de 'H e 125,76 MHz para RMN de *3C), da Central
Analitica da UFAM. As amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado
(CDCls3). Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (38) e as multiplicidades
dos sinais indicadas segundo a convencao: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto),
ddd (duplo dupleto), t (tripleto), dt (duplo tripleto), m (multipleto). As constantes de
acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz);

Os espectros de massas das substancias isoladas foram adquiridos em um
espectrometro LQC Fleet (Thermo Scientific) pertencente a Central Analitica da
UFAM, com analisador de massas do tipo ion trap e equipado com uma fonte de
eletrospray (ESI) programada para operar no modo positivo de aquisicao.

Foram utilizados para realizacdo dos procedimentos em bancada um evaporador
rotativo com banho-maria com temperatura controlada da marca Fisatom Brasil, uma
estufa incubadora da marca DelLeo, balanga analitica da marca Adventure Ohaus,
balanca semi-analitica da marca Adventure Ohaus e pHmetro portétil modelo Jenway
350.
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4.7 Coleta do material vegetal

As cascas do caule de D. surinamensis foram coletadas no dia 24 de junho de
2015 na Reserva Florestal Adolpho Ducke (coordenadas S 02° 55° 37.4” e W 059° 58
36.0”), proxima a cidade de Manaus, Amazonas, Brasil. A espécie foi identificada pelos
botanicos do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA). Uma exsicata

(numero 267893) da espécie foi depositada no Herbario do préoprio INPA.

4.8 Preparo dos extratos

As cascas do caule de D. surinamensis foram colocadas para secar a temperatura
ambiente, sendo posteriormente, transferidas para uma estufa de ar circulante a 45 °C.
Depois de secas, foram moidas em moinho de facas e a sua massa foi aferida em
balanca semi-analitica (2679,56 g). Todo material vegetal moido e pesado, foi
transferido para um Mariotte e submetido a extracdo por maceracdo a temperatura
ambiente, com solventes em ordem crescente de polaridade, com renovacgédo de solvente
a cada 72 horas. Inicialmente, foi utilizado o hexano (sete repeticbes) e depois 0
metanol (sete repeticGes). A cada etapa de maceracdo os extratos obtidos foram
concentrados em evaporador rotativo a pressdo reduzida e temperatura entre 40-50 °C,
sendo posteriormente colocados para secar em capela e conservados em freezer. O
solvente evaporado foi reutilizado para a etapa seguinte de maceracdo, sendo gasto
inicialmente 6L de solvente, e a cada renovacdo foi necessario acrescentar
aproximadamente mais 500 mL, totalizando um gasto de 9L de hexano e 9 L de
metanol. O residuo vegetal da extracdo foi descartado. Uma aliquota dos extratos
hexanico (30,8 mg) e metandlico (27,8 mg) foi separada e enviada para a realizacdo dos
ensaios de atividade citotoxica no Instituto Gongalo Moniz (IGM) da Fundacgéo Osvaldo

Cruz do estado da Bahia (Fiocruz-BA), sob coordenacdo do Dr. Daniel Pereira Bezerra.

Apds a secagem, o extrato hexanico apresentou massa igual a 39,11 g e o extrato

metanolico apresentou massa igual a 339,76 g.
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ESQUEMA 1 - Fluxograma geral de maceragao.

Cascas

( g) i - Maceracdo com hexano a temperatura |

ambiente comtroca de solv. em 72h (7x) |

| - Concentragédo do extrato em baixa !
| presséo porrotaevaporag8o

Extrato Hexanico Torta

(39,11¢) R S ,
- Macerag@o com metanol a temperatura |

ambiente comtroca de solv. em 72h (7x) |
i - Concentragéo do extrato em baixa
\  presséo porrotaevaporagéo

______________________________________________________

Extrato Metandlico Residuo
(339,76g) Descartado

4.9 Tratamento acido-base do extrato metandlico

O extrato metanolico foi dividido em duas por¢des (321,76 g e 18 g), a por¢do
menor foi reservada para anélises futuras, a por¢do que continha 321,76 g foi submetida
ao tratamento &cido-base convencional, conforme a metodologia proposta por Costa et
al. (2006).

Inicialmente o extrato foi transferido para um erlenmeyer de 1 L e suspenso em
600 mL de CHCI; com auxilio de ultrassom. Adicionou-se 300 mL de HCI 3% e
observou-se a formacdo de duas fases (organica neutra e aquosa &cida), além de uma
emuls&o de coloragdo vermelho tijolo e de um material pastoso de coloracdo castanho
escura. A fase aquosa acida foi cuidadosamente transferida com o auxilio de uma pipeta
pasteur para um outro erlenmeyer de 3 L. Foram realizadas mais cinco adi¢cdes de 300
mL de HCI 3%, e na dltima adicdo de HCI, foi verificado que a fase aquosa j& possuia
coloragdo mais clara, quase incolor. A fase aquosa apresentou pH igual a 2,56 e foi
basificada com NH,OH (1700 mL), acrescentado gradativamente até que ndo houvesse
variacao significativa de pH (10,16). A cada adicdo de NH,OH (100 mL), observou-se a

formacéo de um precipitado amarelo.

Utilizando um funil de separacéo, a fase aquosa foi particionada com CHCl3 (3 x),
gerando uma fase aquosa béasica e uma fase organica alcaloidica. Apds a particao,
adicionou-se mais 1L de CHCI3 a fase aquosa basica, que foi extraida no dia seguinte e

unida a fase organica. A fase organica alcaloidica apresentou coloracdo amarela intensa
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e foi concentrada com evaporador rotativo, enquanto a fase aquosa foi descartada,

conforme fluxograma abaixo:

ESQUEMA 2 - Fluxograma do tratamento &cido-base.

EXTRATO
METANOLICO

EXTRATO
METANOLICO +
CHCI,
i - Adicdode HCI 3% (vv);
| - Separacdiodas fases. !
""""""""""""""" ' | -Adicode !

! NH4OH (conc) !

FASE AQUOSA
ACIDA

FASE ORGANICA
NEUTRA

| - Exfraciio :
i com CHCl; !
FASE AQUOSA
BASICA

Concluido o procedimento citado acima, confirmou-se a presenca de alcaloides

por cromatografia em camada delgada, tendo como eluente a mistura CH,Cl,/MeOH
(95:05), como reveladores a luz UV (254 nm) e o reagente de Dragendorff. Apds
secagem em dessecador, a massa de fracdo alcaloidica obtida foi igual a 16,24 g,
apresentando rendimento de 4,8%. Uma aliquota de 38,6 mg da fracdo alcaloidica e uma
aliquota de 36,6 mg de fracdo neutra foram enviadas para a realizacdo dos ensaios de
atividade citotoxica pela Fundacdo Osvaldo Cruz (Fiocruz) do estado da Bahia.

4.10 Fracionamento cromatografico da fracéo alcaloidica (FADSC)

Uma parte da FADSC (5 g) foi submetida ao fracionamento por cromatografia em
coluna aberta (CC; ® x h de 2,8 x 51 cm) com silica tratada com solugdo de NaHCO3 a
10%, eluida com hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol em misturas binérias
de polaridade crescente, obtendo-se 287 fracbes (ESQUEMA 3).
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ESQUEMA 3 - Fracionamento da FADSC.

Fragao Alcaloidica

(FADSC-5g)

Hexano CHCI; AcOEt MeOH
Fril Fr 86-93 Fr 189-196 Fr 260-287

Hexano/CHCl, CHCI,/AcOEt CHCI;/AcOEt

Fr Fr Fr

90:10 2-5 90:10 94-108 90:10 197-204

80:20 6-8 80:20 109-127 80:20 205-221

70:30 9-29 70:30 128-140 70:30 222-240

60:40 30-54 60:40 141-153 60:40 241-244

50:50 55-63 50:50 154-159 50:50 245-259

40:60 64-71 40:60 160-167

30:70 72-78 30:70 168-174

20:80 79-85 20:80 175-181

10:90 189-196

Apbs a secagem das fracBes, as mesmas foram reunidas devido as semelhancas

evidenciadas pela cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), conforme a

tabela abaixo. O eluente utilizado para todas as placas foi CHCI;/MeOH (9:1).

TABELA 11 -- Reunido das fracGes da coluna FADSC.

Fracdes Grupo de fragdes Massa (mg)
FADSC
1-12 11 12,4
13-14 13 32,3
15-20 15 124,3
21-23 21 19,3
24-30 24 21,8
31-90 81 1267,9
91-104 101 2423
105-115 111 262,5
116-130 121 178,0
131-150 141 138,3
151-207 201 188,0
208-220 214 618,7
221-287 256 98,9
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4.11 Isolamento

Os grupos de fracdes foram selecionados para isolamento de acordo com o perfil
observado nas CCDA. Os que apresentaram boa resolucdo e fatores de retengdo bem
distintos, possibilitando a separacéo por CCDP, foram selecionados para isolamento.

4.11.1 Grupo de fracdes FADSC11

O grupo de fracbes FADSC11 (12,4 mg) foi submetido & cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDP). A placa cromatogréfica foi submetida a corrida 2
vezes, tendo como eluente a mistura CH,Cl,/MeOH (95:05), e reveladores a luz UV
(254 nm) e o reagente de Dragendorff. As substancias foram separadas, extraidas da
silica com uma mistura dos solventes CH,Cl,/MeOH (95:05), sendo posteriormente
filtradas a vacuo em funil com placa porosa, evaporadas e pesadas. Verificou-se a
presenca de trés substancias isoladas, que receberam os cddigos DS1, DS2 e DS3, e
foram submetidas & analise por EM e RMN *H e *C 1D/2D.

ESQUEMA 4 - Grupo de fragdes FADSC11.

FADSC11
(12,4 mg)
i -CCDP i
i -CH,Cl,/MeOH (95:05)
DS1 (1,5 mg) DS2 (7,5 mg) DS3 (1,5 mg)

4.11.2 Grupo de fragcdes FADSC121
O grupo de fracbes FADSC121 (178,0 mg) foi submetido & cromatografia em

camada delgada preparativa (CCDP). Devido a massa dessa fragéo (178,0 mg), ela foi
dividida em trés, sendo aplicada em trés placas diferentes. As placas cromatogréaficas
foram eluidas duas vezes, tendo como eluente a mistura de CH,Cl,/MeOH (95:05), e
reveladores a luz UV (254 nm) e o reagente de Dragendorff. As substancias foram
separadas, extraidas da silica com uma mistura dos solventes CH,Cl,/MeOH (95:05),
sendo posteriormente filtradas a vacuo em funil com placa porosa, evaporadas e
pesadas. Verificou-se a presenca de uma substancia isolada, que recebeu o codigo DS4
e foi submetida & analise por EM e RMN *'H e *C 1D/2D. Além da substancia DS4,
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obteve-se 4 misturas binérias que foram, analisadas por EM e RMN 'H e **C 1D/2D,
tendo seus constituintes caracterizados. As misturas foram reunidas em dois grupos e
receberam os codigos MDS1 e MDS2.

ESQUEMA 5 - Grupo de fragcbes FADSC121.

FADSC121
(178,0 mg)

________________________

| -CCDP
| -CHQCIQ/MEOH (9505)

MDS1 (31,7 mg) MDS?2 (33,6 mg) DS4 (1,0 mg)

________________________

| -CCDP
' .CH,Cl,/MeOH (95:05)

DS5 (21,1 mg) DS6 (2,2 mg)

Com o objetivo de isolar os alcaloides da mistura MDS1, foi realizada uma nova
CCDP nas mesmas condi¢des anteriores, porém nao ocorreu o isolamento conforme
esperado. No entanto, mesmo sem o isolamento dos componentes da mistura, foi
identificado por EM e RMN *H e **C 1D/2D a substancia DS7. O mesmo procedimento
foi realizado com a mistura MSD2, onde obteve-se mais uma substancia isolada de
cédigo DS5 (21,1 mg), que foi analisada por EM e RMN *H e *C 1D/2D.

4.11.3 Grupo de fragdes FADSC141

O grupo de fragbes FADSC141 (138,3 mg) foi submetido & cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDP). A placa cromatografica foi submetida a duas
eluicdes, tendo como eluente a mistura CH,CIl,/MeOH (95:05), e reveladores a luz UV
(254 nm) e o reagente de Dragendorff. As substancias foram separadas, extraidas da
silica com uma mistura dos solventes CH,Cl,/MeOH (95:05), sendo posteriormente
filtradas a vacuo em funil com placa porosa, evaporadas e pesadas. Obteve-se mais uma
substancia isolada, que recebeu o codigo DS8 (15,0 mg), e foi submetida a analise por
EM e RMN 'H e °C 1D/2D. Obteve-se também uma mistura (MDS3) que apresentou
apenas um ion de massa 328 Da no espectro de massas, porém o RMN revelou duas

substancias que ndo foram isoladas.
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ESQUEMA 6 - Grupo de fragdes FADSC141.

FADSC141
(138,3 mg)
1 -CCDP i
DS8 (15,0 mg) MDS3 (8,9 mg)

4.11.4 Grupo de fracdes FADSC81

Devido a grande quantidade de massa (1,2679 g) do grupo de fracbes FADSC 81,
0 mesmo foi submetido ao fracionamento por cromatografia em coluna aberta (CC; @ x
h de 2,8 x 51 cm) com silica tratada com solucdo de NaHCO3; a 10%, eluida com
hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol em misturas binarias de polaridade
crescente, obtendo-se 116 fragdes (ESQUEMA 7).

ESQUEMA 7 - Fracionamento da FADSC81.

FADSC 81
1,2679¢
Hexano CHCI; AcOEt MeOH
Fr1 Fr30-33 Fr71-74 Fr 110-116
Hexano/CH,Cl, CHCI,/AcOEt CHCI,/AcOEt
Fr Fr Fr
90:10 2 90:10 34-37 90:10 74-81
80:20 2 80:20 38-44 80:20 82-86
70:30 3-6 70:30 45-48 70:30 87-89
60:40 7-10 60:40 49-52 60:40 90-93
50:50 11-17 50:50 53-56 50:50 94-96
40:60 18-21 40:60 57-59 40:60 97:100
30:70 22-25 30:70 60-62 30:70 101-104
20:80 26-29 20:80 63-66 20:80 105-108
10:90 67-70 10:90 109-112

Apos a secagem das fragBes, as mesmas foram reunidas devido as semelhancas
observadas por CCDA, conforme a tabela abaixo. O eluente utilizado para todas as
placas foi CHCIl3/MeOH (9:1).
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TABELA 12 - Reunido das fragdes da coluna FADSC8L.

Fracbes Grupo de fracbes Massa (mg)

1-9 Nao revelou -——------mmmm--
10-11 11 7,1
12-15 15 88,6
16-20 20 63,7
21-30 30 117,6
31-35 35 74,6
36-40 40 177,2
41-44 44 256,9
45-50 50 138,0

51 51 35,3
52-55 55 99,3
56-60 60 56,0
61-62 62 9,4

63 63 3,2
64-70 70 16,9
71-79 79 10,6

80 80 2,3
81-82 82 17,9
83-84 83 26,5

85 85 54,3

86 86 18,9

87 87 13,2
88-89 89 19,5

90 90 5,2

91-116 Ndo revelou -—-------m---

O grupo de fragcbes FADSC81(83) (26,5 mg) foi submetido a CCDP nas mesmas
condicdes descritas anteriormente, sendo isolada uma substancia, que foi analisada por
EM e por RMN 'H e °C 1D/2D. Apés a analise dos espectros de massas e RMN,
verificou-se que a substancia isolada se tratava da DS8, isolada do grupo de fragdes 141.

ESQUEMA 8 - Grupo de fragdes FADSC81(83).

FADSC81(83) (26,5 mg)

________________________

' -CCDP

DS8 (14,3 mg)

O grupo de fracbes FADSC81(50) apresentou uma grande quantidade de cristais.

Uma aliquota de 6 mg desses cristais foi retirada e analisada por EM e por RMN 'H e
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13C 1D/2D, observando-se mais uma substancia que recebeu om cédigo DS9. Outras
aliquotas de cristais foram retiradas, mas apds anélise por CCDA verificou-se que essas
novas aliquotas eram compostas por misturas, ao contréario da primeira que se tratava da

substancia pura DS9.

4.12 Estudo da atividade citotdxica in vitro

4.12.1 Preparo das amostras

As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril na concentragdo de 10 mg/mL
(para extratos) e 5,0 mg/mL (para substancias puras). As amostras foram testadas em

concentragdes que variaram de 0,19-50 pg/mL.
4.12.2 Células

Foram utilizadas células tumorais HCT116 (carcinoma de c6lon humano), HepG2
(carcinoma hepatocelular humano), K562 (leucemia mielocitica crénica humana),
MCF7 (adenocarcinoma de mama humano) e HL-60 (leucemia promielocitica humana)
doadas pelo Hospital A.C. Camargo, Sao Paulo, SP, Brasil. As células foram cultivadas
em garrafas para cultura de células (75 cm®, volume de 250 mL), os meios utilizados
foram RPMI 1640 e suplementados com 10% de soro bovino fetal. As células foram
mantidas em incubadoras com atmosfera de 5% de CO, a 37 °C. Diariamente
acompanhava-se o crescimento celular com a utilizagcdo de microscopio de inversao. O
meio foi trocado sempre que o crescimento celular atingia confluéncia necessaria para
renovacdo de nutrientes. Para a manutencdo de células aderidas utilizou-se tripsina
(0,25%) para que as células despregassem-se das paredes das garrafas. As culturas de
células apresentavam negativas para microplasma, conforme avaliado pela colocacéao
com Hoechst (Mycoplasma Stain Kit, Cat. MYCL1, Sigma-Aldrich®, St Louis, MO,
USA).

Para avaliar a citotoxicidade das substancias sobre a proliferacdo de células nao
tumorais, PBMC (peripheral blood mononuclear cells — linfocitos e mondocitos
periféricos) foram obtidas a partir de sangue periférico de voluntarios saudaveis. A
coleta do sangue foi realizada em frasco heparinizados por profissionais capacitados,
nas dependéncias do Laboratdrio de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia (LETI-
Fiocruz-Bahia), utilizando seringas esterilizadas e descartaveis com volume de 4 mL.

As PBMC foram isoladas a partir de uma amostra de cerca de 3 mL de sangue,

33



acrescida de 5 mL de salina. As etapas até o isolamento incluiram a adi¢cdo de 3 mL de
Ficoll, seqguida por 15 minutos de centrifugacdo a 1.500 rpm, e feita a aspiracdo dos
PBMC, presentes na regido intermediaria entre as hemécias e o plasma. A suspenséo de
PBMC foi transferida para um outro tubo o qual foi acrescido com salina até o volume
de 11 mL, sendo centrifugado por 5 minutos a 1.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado de PBMC foi ressuspendido em meio completo (RPMI 1640
acrescido de 20% de soro fetal bovino e 10 pg/mL de ConA) e contado em camera de

Newbauer para posterior diluicdo e plaqueamento.
4.12.3 Ensaio de citotoxicidade

Inicialmente, as células foram plaqueadas em placas de 96 cavidades
(100 pL/poco de uma solucdo de 0,3 x 10° células/mL para células em suspenséo e 0,7 x
10° células/mL para células aderidas). Apds 24 horas de incubagdo, as substancias testes
dissolvidas em DMSO foram adicionadas em cada poc¢o e incubadas por 72 horas. A
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. O controle negativo recebeu a
mesma quantidade de DMSO. Quatro horas (vinte e quatro horas para o PBMC) antes
do final do periodo de incubacéo, 20 pL da solucdo estoque (0,312 mg/mL) de alamar
blue (resazurina) foram adicionados a cada poc¢o. As absorbancias foram mensuradas
nos comprimentos de onda de 570 nm (reduzido) e 595 nm (oxidado) utilizando uma
leitora de placa. A porcentagem de inibig&o foi calculada e registrada a percentagem de
inibicdo x log da concentracdo e determinado suas Clsy realizado a partir de regressao

ndo-linear utilizando o programa Prisma versao 5.0 (GraphPad Software).

34



ESQUEMA 9 - Ensaio para verificacdo de atividade citotoxica. (FONTE: MENEZES,
2015).

Contagem das células Diluigdo e Incubagio das células

Cultura de células

I L

N

24h

Reagao Redox Alamar Blue £ ica
Espectrofotometro de placa Recsazurina Weves A:':: e
570 a 600 nm Resofurina

drogas

£
€0 :
=

A proliferacdo celular foi calculada utilizando a formula % proliferacdo = A w —
(Anw X Rg) x 100, onde, ALw e Anw S8o as absorbancias no menor e maior comprimento

de onda.

O Ry foi calculado utilizando a formula Ry=AO_w/AOuw, onde, AO.w € AOuw
sdo as absorbancias do meio adicionado ao alamar blue, subtraido das absorbancias do
meio isolado nos comprimentos de onda menor e maior, respectivamente. Utiliza-se o
parametro Ry para eliminar a absorcdo caracteristica do meio puro, que possui uma
coloracdo levemente résea. A amostra foi testada em diluicdo seriada, em triplicata
(dependendo da quantidade de amostra). A porcentagem de inibicdo foi calculada e
registrada a porcentagem de inibicdo x log da concentracdo e determinado suas Clsg
realizado a partir de regressdo nao-linear utilizando o programa Prisma versao 5.0
(GraphPad Software).

Este ensaio foi realizado no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, localizado na
Fundagdo Oswaldo Cruz no estado da Bahia em colaboracdo com o Prof. Dr. Daniel
Pereira Bezerra. As amostras enviadas para ensaio, bem como suas respectivas massas
estdo dispostos na TABELA 14.

TABELA 13 - Amostras enviadas para analise citotoxica.

Amostra Massa (mg)
Extrato EHDSC 30,8
EMDSC 27,8
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Amostra (Continuagao) Massa (mg)
Fragao FNDSC 36,6
FADSC 38,6
DS1 (1,2,4- trimetoxibenzeno) 1,5
DS2 (Dicentrina) 7,5
DS4 (7-hidroxinordicentrina) 1,0
Substancia Isolada DS5 (Dicentrinona) 10,0
DS6 (Pallidina) 2,2
DS8 (Duguetina N-6xido) 4,9
DS9 (Duguetina) 10,9
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5. Resultados e discussao

O estudo fitoquimico das cascas de D. surinamensis, realizado através de métodos
cromatograficos classicos, possibilitou o isolamento e a caracterizacdo de 8 substancias
e a caracterizacdo de mais uma que ndo foi isolada. Das 9 substancias caracterizadas, 8
sdo alcaloides e uma € um benzenoide. Na caracterizacdo das substéncias foram
utilizadas técnicas modernas de elucidacdo estrutural como EM e RMN de 'H e ©*C
1D/2D. Os dados dos espectros obtidos foram interpretados e comparados com a
literatura disponivel.

Os alcaloides identificados possuem em sua maioria um esqueleto isoquinolinico
da subclasse aporfinoide (aporfinico e oxoaporfinico), porém foi caracterizado um
alcaloide da subclasse tetrahidroprotoberberinico, e um alcaloide sem classe definida.
Apenas um alcaloide ndo isoquinolinico foi caracterizado e pertence a subclasse
morfinanodienona.

FIGURA 13 - Esqueletos dos alcaloides identificados nas cascas de D. surinamensis.

X
B B B
N N N
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Aporfinico Oxoaporfinico  Tetrahidroprotoberberinico ~ Morfinanodienona Subclasse indefinida

TABELA 14 - Classe de alcaloides identificados de D. surinamensis.

Aporfinoide Tetrahidro Morfinano Indefinido
Aporfinico  Oxoaporfinico Protoberberinico dienona
DS2, DS4, DS5 DS7 DS6 DS3
DS8, DS9

FIGURA 14 - Benzenoide isolado de D. surinamensis.

OCH;

H3CO OCH;

DS1
1,2,4-Trimetoxibenzeno
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FIGURA 15 - Alcaloides aporfinicos isolado de D. surinamensis.
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FIGURA 16 - Alcaloide oxoaporfinico isolado de D. surinamensis.
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FIGURA 17 - Alcaloide isoquinolinico de subclasse indefinida isolado de D.
surinamensis.

FIGURA 18 - Alcaloide tetrahidroprotoberberinico identificado em D. surinamensis.
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FIGURA 19 - Alcaloide morfinanodienona isolado em D. surinamensis.
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5.1 Identificacdo estrutural das substancias isoladas das cascas do caule de

D. surinamensis

5.1.1 Identificacdo Estrutural do Benzenoide (DS1)

A substancia DS1 apresentou-se como sélido amorfo de massa igual a 1,5 mg e
coloragéo castanho escuro. A substancia apresentou teste negativo frente ao reagente de
Dragendorff, indicando auséncia de nitrogénio.

Pela analise de RMN de *H (500M Hz, CDCl3), (FIGURA 20) observou-se sinais
caracteristicos de uma substancia com carater aromatico. Foram observados trés sinais
na regiao dos hidrogénios aromaticos, em 6 7,68 (1H, dd, J =8,5 e 2,0 Hz), 6 6,89 (1H,
d,J=8,5Hz)ed 7,54 (1H, d, J = 2,0 Hz), e trés sinalis, integrando para 3H cada, em &
3,94 (s), 8 3,93 (s) e & 3,89 (s), caracteristicos de grupos metoxila ligados a anel
aromatico (FIGURA 21 e TABELA 16). A constante de acoplamento elevada de 8,5 Hz
indica que os hidrogénios de deslocamento quimico & 7,68 e & 6,89 sdo vizinhos. Ja a
constante de acoplamento mais baixa 2,0 Hz, indica que os hidrogénios & 7,68 e & 7,54
ndo sdo vizinhos, porém acoplam entre si, estando em orientacdo meta em relagcdo ao
outro. Essa informagdo nos permite concluir que a substdncia analisada é um

benzendide orto, para trimetoxilado.
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FIGURA 20 - Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de DS1.
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FIGURA 21 - Ampliacao da regido de hidrogénios aromaticos do espectro de RMN de
'H (500 MHz, CDCl3) de DS1.
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FIGURA 22 - Ampliac&o da regido de hidrogénios metoxilicos do espectro de RMN de
'H (500 MHz, CDCl5) de DSL.
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Pelas correlacGes observadas nos mapas HSQC e HMBC, foi possivel confirmar a

posicdo dos grupos metoxilicos no anel nas posicbes 1, 2 e 4. O mapa de correlacbes
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HMBC, permitiu verificar a correlacdo do hidrogénio metoxilico em & 3,93 com o
carbono aromético com deslocamento quimico igual a & 148,7; do hidrogénio em & 3,94
com o carbono aromatico em & 153,0; e do hidrogénio & 3,89 com o carbono aromatico
em 6 166,7.

FIGURA 23 - Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDCls) de DSL.
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FIGURA 24 - Mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; *3C: 125 MHz; CDCl5) de
DS1.
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Pelo mapa de correlagbes HMBC, pode-se verificar que o hidrogénio em & 7,68
correlaciona a 3J com os carbonos em & 112,0 (C-3) e & 153,0 (C-1) e a 2J com o
carbono em & 166,9 (C-2). O hidrogénio em & 7,54 correlaciona a 3J com 0s carbonos
em o 122,9 (C-5) e 6 153,0 (C-1), e a2J com os carbonos em 6 148,7 (C-4) e 6 166,9 (C-
2). O hidrogénio em 6 6,89 correlaciona a 3J com o carbono em ¢ 148,7 (C-4) e a2J com
o0 carbono em & 153,0 (C-1), conforme pode ser observado nas FIGURAS 25, 26 e 27.
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FIGURA 25 - Mapa de correlagdo HMBC (*H: 500 MHz; **C: 125 MHz; CDCls) de
DS1.

F1 [ppm]

T T
100 50

T
150

: . . . : . . . : . . . : . . . : . . . : .
10 8 8 4 2z 0 F2 [ppm]

FIGURA 26 - Ampliacao da regido de hidrogénios metoxilicos do mapa de correlacdo
HMBC (*H: 500 MHz; **C: 125 MHz; CDCls) de DS1.
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FIGURA 27 - Ampliacdo da regido de hidrogénios arométicos do mapa de correlagdo
HMBC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCl3) de DS1.
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FIGURA 28 - Principais correlacbes observadas no mapa de correlacbes HMBC de

DS1.

TABELA 15 - Dados de RMN de *H e *3C de DSL1.

Substancia DS1

Posicéo H BC (8) HMBC
8 (mult., J em Hz) (*H x ©°C)
1 e 153,0,C -
1’-OCH, 3,94 (3H, s) 56,02, CH; 1
2 e 166,7,C -
2’-OCH, 3,89 (3H, 9) 52,01, CH, 2
3 7,54 (1H, d, 2,0) 112,0,CH 1,2, 4,e5
4 e 1487,C -
4’-OCH, 3,93 (3H, 9) 56,02, CH, 3
5 7,68 (1H,dd,84e20) 1229, CH 1,2e3
6 6,89 (1H, d, 8,4) 110,2, CH 1,4e5

Os dados fornecidos pelas anélises de RMN de *H e *C 1D/2D, e a comparacio

com os dados da literatura (ALVES et al., 2009), permitiu-nos concluir que a substancia

DS1 trata-se do benzenoide 1,2,4-trimetoxibenzeno.

FIGURA 29 - Estrutura do 1,2,4-trimetoxibenzeno.

.
OCH,
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5.1.2 Identificagdo estrutural dos alcaloides aporfinicos

5.1.2.1 Alcaloide DS2

O alcaloide DS2 apresentou-se como um solido amorfo de massa igual a 7,5 mg e
coloracdo castanho escuro. Apresentou coloracdo laranja frente ao reagente de
Dragendorff indicativo da presenca de nitrogénio na estrutura. Pela analise do espectro
de RMN de 'H (500 MHz, CDCls), (FIGURA 30) pode-se identificar sinais
caracteristicos de um alcaloide do tipo aporfinico.

Foi observado na regido dos hidrogénios aromaticos, a presenca de dois sinais
tipicos do anel D substituido em 6 7,66 (1H, s) e 6 6,78 (1H, s) referentes aos
hidrogénios H-11 e H-8 e um sinal tipico do H-3 do anel A do sistema aporfinico
dissubstituido em 6 6,52 (1H, s) (FIGURA 31).

FIGURA 30 - Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de DS2.
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A presenga dos sinais dos dupletos em 6 6,08 ¢ & 5,93 (J=1,4 Hz), correlacionados
com o sinal de carbono em & 100,6 Hz no mapa de correlagdo HSQC, indicou a
presenca de um grupo metilenodioxi na estrutura. Devido a tor¢do do sistema bifenil, os

hidrogénios ndo possuem o mesmo ambiente quimico, ndo sendo equivalentes.
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FIGURA 31 - Ampliacdo da regido de hidrogénios aromaticos e da ponte metilenodioxi
do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de DS2.
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FIGURA 32 - Ampliacao da regido dos hidrogénios metinicos, metilénicos, metilicos e
metoxilicos do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de DS2.
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Entre 6 2,56 e & 3,23, encontram-se 0s sinais dos hidrogénios metilénicos
diastereotdpicos H-4, H-5 e H-7, e do hidrogénio metinico H-6a. Os hidrogénios com
deslocamento quimico 6 2,63 (1H, m) e 3,15 (1H, m), estdo correlacionados com o
carbono em & 28,7, que possui deslocamento tipico do C-4 do anel B do sistema
aporfinico. Os hidrogénios multipletos 6 2,58 (1H, m) e 3,09 (1H, m), correlacionam
com o carbono em 6 53,3 e sdo caracteristicos da posi¢do 5 do anel B. O sinal observado
em § 2,58, possui integracdo para 4 hidrogénios, indicando que além do H-5, ha outros
trés hidrogénios que possuem o mesmo deslocamento quimico. Pelo mapa de correlagéo
HSQC se observa a correlacdo desse hidrogénio com o carbono metilico caracteristico
da posigdo 6 (6 43,4). O hidrogénio tripleto com deslocamento & 3,23 e J = 6,0 Hz, esta

correlacionado com o carbono 6 62,1, caracteristico da posicdo 6a do sistema
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aporfinico. J& os hidrogénios de deslocamento quimico 6 2,70 e & 3,09, sdo multipletos
que se correlacionam com o carbono em & 33,8, conforme o mapa de correlagdo HSQC.
FIGURA 33 - Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDCls) de DS2.
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FIGURA 34 - Mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; **C: 125 MHz; CDClIs) de
DS2.
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FIGURA 35 - Ampliacdo da regido de hidrogénio da ponte metilenodiéxi do mapa de
correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; *3C: 125 MHz; CDCl3) de DS2.
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FIGURA 36 - Ampliacdo da regido de hidrogénio aroméatico do mapa de correlacao
HSQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCl5) de DS2.
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FIGURA 37 - Ampliacdo da regido de hidrogénio metilico, metinico, e metilénico do
mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; **C: 125 MHz; CDCls) de DS2.
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O sinal em 6 3,92 com integragdo para seis hidrogénios, refere-se ao sinais dos
hidrogénios das duas metoxilas do anel D. Por possuirem o0 mesmo ambiente quimico,
os seis hidrogénios metoxilicos, possuem o mesmo deslocamento quimico, implicando
na magnitude do sinal. As metoxilas se ligam ao anel D nos carbonos de deslocamento &

148,4 e 6 147,8 Hz, o que foi confirmado pelo mapa de correlagdo HMBC.
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FIGURA 38 - Mapa de correlagdo HMBC (*H: 500 MHz; **C: 125 MHz; CDCls) de

DS2.
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FIGURA 39 - Ampliacéo da regido metoxilica do mapa de correlacdo HMQC (*H: 500
MHz; *C: 125 MHz; CDCl5) de DS2.
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FIGURA 40 - Principais correlacbes observadas nos mapas de correlagdes HSQC e
HMBC de DS2.
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TABELA 16 - Dados de RMN de 'H e *C de DS2.

Substancia DS2 Dicentrina*
Posicio 'Hs BC %) HMBC BC (8)
(mult., J em Hz) (*H x °C)
1 e 1420,C e 1417, C
la.=~ - 116,6,C - 116,6, C
2 e 1471,C e 146,6, C
3 6,52 (1H, s) 106,6, CH 1,2,3be4 106,1, CH
3a 0 - 118,2,C - 126,5,C
3b - 1258,C - 126,4,C
4 2,64 (1H, m) 28,6, CH, 3,3be5 29,2, CH,
3,15 (1H, m) 3a, 5, 6a
5 2,58 (1H, m) 53,3, CH, 6a 53,6, CH,
3,09 (1H, m) 3b, 4, 6a, 73, 8
6 2,58 (3H, s) 43,4, CH; 5e6a 44,0, CH,
6a 3,23 (1H, t,5,94) 62,1, CH 3,33, 7a 62,4, CH
7 2,69 (1H,t,14,3) 33,8, CH, 6, 6a,7a, 11a 34,3, CH,
3,09 (1H, dd, 4,1 4,6a,7a,8,11a| -
e 13,9)
fa - 1279,C - 128,3,C
8 6,78 (1H, s) 111,2, CH 7,73, 9, 10, 110,5, CH
11a,
9 148,7, C 148,2, C
10 147,6, C 147,6, C
11 7,66 (1H, s) 110,5, CH 2, 3a, 3b, 7a, 111,2, CH
9,10e 11a,
11la - 1234,C  --——-- 123,4,C
(1,2-  593(1H,d, 1,4) 100,6, CH, 1e2 |
OCH,O 6,08 (1H, d, 1,4) le?2
9- OCH; 3,92 (3H, s) 55,9, CH; 9,10 55,9, CH;
10- OCH;, 3,92 (3H, s) 55,9, CH; 9,10 56,1, CH;

*Extraido de Guinaudeau, Leboeuf, e Cavé 1975.

A andlise do espectro de massas do alcaloide aporfinico DS2 obtido através de

ionizacdo por eletrospray em modo positivo (ESI+), indicou a presenca de uma

molécula protonada com m/z 340,13 Da [M+H]", compativel com os dados de RMN

que indicam formula molecular CoH2;NO,.
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FIGURA 41 - Espectro de Massas da substancia DS2.
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Apos anélise dos dados RMN e EM e da comparagdo com os dados da literatura
(GUINAUDEAU, LEBOEUF, & CAVE, 1975), pode-se concluir que a substancia DS2

trata-se do alcaloide aporfinico dicentrina.

FIGURA 42 - Estrutura da dicentrina.

5.1.2.2 Alcaloide DS4

O alcaloide DS4 apresentou-se como um sélido amorfo de massa igual a 1,0 mg e
coloracgéo castanho escuro. Apresentou teste positivo frente ao reagente de Dragendorff
com coloragéo alaranjada. Pela anélise do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls),
pdde-se identificar sinais caracteristicos de um alcaloide aporfinico substituido nas

posicdes 4 ou 7.
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Na regido dos hidrogénios aromaticos foi observado a presenca de dois sinais
tipicos do anel D substituido em 6 7,58 (1H, s) e &6 7,27 (1H, s) referentes aos
hidrogénios H-11 e H-8 e um sinal tipico do H-3 do anel A do sistema aporfinico
dissubstituido em 6 6,52 (1H, s) (FIGURA 43).

FIGURA 43 - Espectro de RMN de *H (500MHz, CDCls) de DS4.
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sinal de carbono em 6 101,1 no mapa de correlacdo HSQC, caracteriza a presenca do
grupo metilenodidxi na estrutura. Devido a torsdo do sistema bifenil, os dois
hidrogénios ndo possuem o0 mesmo ambiente quimico, ndo sendo equivalentes
(FIGURA 44).

FIGURA 44 - Ampliagdo da regido de hidrogénios aromaticos e da ponte metilenodioxi
do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de DS4.
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FIGURA 45 - Ampliacdo da regido de hidrogénios metilénicos, metinico e metoxilicos
do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de DS4.
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Entre & 2,78 e 6 4,92, encontram-se 0s sinais dos hidrogénios metilénicos
diastereotopicos H-4, H-5 e H-7, e do hidrogénio metinico H-6a. Na posicdo 4, os
hidrogénios sdo multipletos com deslocamento quimico de & 2,78 e & 3,25,
correlacionados com o carbono em 6 26,5 no mapa HSQC. Na posicédo 5, 0s hidrogénios
sdo multipletos com deslocamento de 6 3,10 e 6 3,67, correlacionados ao carbono em 6
41,3. Na posic¢do 6a, 0 hidrogénio é um dupleto de deslocamento 6 4,07 (J = 11,8 Hz),
correlacionado com o carbono em & 62,1. O hidrogénio da posicdo sete (7), é um
dupleto de deslocamento & 4,91 (J=11,8 Hz) que se correlaciona com o carbono em &
70,0, conforme o mapa de correlacio HSQC. As constantes de acoplamento iguais
(J=11,8 Hz) dos hidrogénios 6 4,07 ¢ & 4,91, indicam que ambos sdo vizinhos e que
ambos estdo ligados a um carbono metinico.

Diferente do observado para o alcaloide dicentrina (DS2), a substancia DS4,
apresenta deslocamento quimico mais elevado para o C-7 e apenas um hidrogénio
ligado a ele, indicando uma substituicdo na posicéo 7 do anel C do sistema aporfinico.
O deslocamento quimico 6 70,0 para o C-7, é caracteristico de ligacdo com hidroxila. A
auséncia do sinal no espectro de carbono em 43 ppm, caracteriza a auséncia da metila
ligada ao nitrogénio na posicdo 6. Os demais deslocamentos quimicos sdo semelhantes,

sugerindo semelhanca na estrutura da molécula.
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FIGURA 46 - Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDCl5) de DSA4.
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FIGURA 47 - Mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; *3C: 125 MHz; CDCl5) de
DS4.

10 8 5 4 2 F2 [ppm]

FIGURA 48 - Ampliacédo da regido de hidrogénios aromaticos e da ponte metilenodioxi
do mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; *3C: 125 MHz; CDCls) de DSA4.
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FIGURA 49 - Ampliacdo da regido dos hidrogénios metoxilicos, dos metilénicos e
metinicos do mapa de correlacdo HSQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCls) de DSA4.
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Os sinais em 6 3,90 ¢ 3,91 com integragdo para trés (3) hidrogénios, referem-se
aos sinais dos hidrogénios das duas metoxilas do anel D. As metoxilas se ligam ao anel
D nos carbonos com deslocamentos quimicos de 6 148,9 e 6 148,0, o que foi

confirmado pelos mapas de correlacio HMBC e HSQC.

FIGURA 50 - Mapa de correlagio HMQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCl; +
gotas de CD3;0D) de DS4.
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FIGURA 51 - Ampliacéo da regido das metoxilas do mapa de correlacio HMBC (*

500 MHz; *C: 125 MHz; CDCl5) de DSA4.
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FIGURA 52 - Principais correlacdes observadas nos mapas de correlagbes HSQC e

HMBC de DS4.

TABELA 17 - Dados de RMN de *H e *3C de DS4.

Posicao Substancia DS4
'H$ BC (d) HMBC
(mult., J em Hz) (*H x ®*C)
1 e 1422, C -
la. - 1158,C -
2 e 148,0,C -
3 6,52 (1H, s) 106,9, CH 1,2,3be4
3Ja e e
3Bb - 1198,C -
4 2,77 (1H, m) 26,5, CH, 3e3b
325(IH,m e
5 3,10 (1H, m) 413,CH, -
3,67(1H, m) 4
6a 4,07 (1H,d,11,8) 59,2, CH 3be7
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Substéncia DS4 (continuacdo)

Posicéo H Bc %) HMBC
(mult., J em Hz) (*H x C)
7a 0 - 130,2,C -
8 7,27 (1H, s) 107,5,CH 7, 7a, 10, 11a,
9 e 1489,C -
10 - 1480,C -
11 7,58 (1H, s) 110,4, CH la, 7ae 10
1la - 121,1,C e
(1,2-  597(1H,d,1,1) 101,1, CH, le?
OCH,0 6,11 (1H, d, 1,1) le?
9- OCH, 3,90 (3H, 9) 55,9, CH, 9,10
10- OCHj 3,91 (3H, 9) 56,1, CH, 9,10

A analise do espectro de massas do alcaloide aporfinico DS4 obtido atraves de

ionizacdo por eletrospray em modo positivo (ESI+), indicou a presenca de uma
molécula protonada com m/z 342 Da [M+H]", compativel com os dados de RMN que
indicam formula molecular C19gH19gNOs. Pode-se notar um ion com abundancia relativa
acima de 60%, que indica uma fragmentacdo na fonte com perda de uma molécula de
agua (18 Da), dado compativel com a estrutura proposta com uma hidroxila na posicao
sete (7) do anel C do sistema aporfinico.

FIGURA 53 - Espectro de Massas da substancia DS4.
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Apbs andlise dos dados RMN e EM e da comparacdo com os dados da literatura

(KONISH et al., 1998) pode-se concluir que a substancia DS4 é o alcaloide aporfinico

7-hidroxinordicentrina.
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FIGURA 54 - Estrutura da 7-hidroxinordicentrina.

5.1.2.3 Alcaloide DS8

O alcaloide DS8 apresentou-se como so6lido amorfo de massa igual a 29,3 mg e
coloragdo castanho escuro. Apresentou resultado positivo frente ao reagente de
Dragendorff. A analise preliminar do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl; + gotas
de CD3;0D), (FIGURA 55) pode-se identificar sinais caracteristicos de um alcaloide

aporfinico.

FIGURA 55 - Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de DS8.
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hidroxinordicentrina. O alcaloide DS8 possui na regido dos hidrogénios aromaticos a
presenca de dois sinais tipicos do anel D substituido em 6 7,62 (1H, s) e 6 7,40 (1H, s)
referentes aos hidrogénios H-11 e H-8, um sinal tipico do H-3 do anel A do sistema
aporfinico dissubstituido em & 6,55 (1H, s), e dois sinais em & 6,17 ¢ 8 6,00 (d, J=1,3
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Hz), correlacionados com o sinal de carbono em & 101,4 no mapa de correlacdo HSQC,

indicando a presenca de um grupo metilenodidxi.

FIGURA 56 - Ampliacdo da regido de hidrogénios aromaticos e da ponte metilenodioxi
do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCL3) de DS8.
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FIGURA 57 - Ampliacdo da regido de hidrogénios metilénicos, metilicos, metinico e
metoxilicos do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de DS8.
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Os sinais de hidrogénios metilénicos diasteriotépicos H-4, H-5 e H-7 e o sinal do
hidrogénio metinico H-6a, encontram-se entre 6 3,01 e 5,18, deslocamentos quimicos
mais desblindados que os hidrogénios anédlogos dos alcaloides dicentrina (DS2) e 7-
hidroxinordicentrina (DS4). Os carbonos ligados a esses hidrogénios foram
determinados com o auxilio do mapa de correlagdo HSQC. Os hidrogénios & 3,19 (m) e
63,01 (dd, J = 17,7 e 4,8 Hz), correlacionam com o carbono em & 27,3, caracteristico da
posicdo quatro (4). O multipleto largo em 6 3,67 esta correlacionado ao carbono em &
67,2, caracteristico da posicdo cinco (5). O hidrogénio dupleto em & 4,44 com constante

de acoplamento 12,1 Hz esta correlacionado com o carbono em 6 76,6, caracteristico da
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posicdo 6a. O duplo dupleto com deslocamento quimico de 6 5,18 e constantes de
acoplamento iguais 12,1 e 0,8 Hz, se correlacionam com o carbono em & 68,5,
caracteristico de carbono ligado a hidroxila. As igualdades e magnitude das constantes
de acoplamento (12,1 Hz) dos hidrogénios 6 4,44 ¢ 6 5,18, indicam que sdo vizinhos,
ocupando as posicdes 6a e 7 respectivamente.

Os sinais em 6 3,98 e 6 3,92, ambos simpletos, com integracdo para trés (3)
hidrogénios, referem-se aos hidrogénios das duas metoxilas do anel D. As metoxilas se
ligam ao anel D dos carbonos com deslocamentos quimicos de 6 149,6 e 148,2, o que
foi confirmado pelos mapas de correlagdo HMBC e HSQC. O simpleto em 6 3,32 com
integracdo para trés (3), esta correlacionado ao carbono em & 49,0 no mapa de
correlagdo HSQC. A presenca de um simpleto com integracdo para trés (3) hidrogénios
em torno de 6 3,30 a 3,33 é tipico de grupo metilico de aporfinico N-Oxido.

FIGURA 58 - Espectro de RMN de *C (125 MHz, CDCls) de DS8.

[*1e6]

149.6265
1489386
N 148.1208
119.6320
119.1125
—— 1182801
_—110.0068
1075337
——106.4128
—101.4358
T5.1748
76,6577
_.—68.5268
56.1613

77.2827
77.0286
—_ 56,0368

— 1428231
— 130.7200
_.—123.0816
——67.1242
—— 489827
27.2748
-0.0042

S N
el
00 ‘ ‘ © ‘ I I C e I I ‘ 50 I I ‘ I i:pprn]

FIGURA 59 - Mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCl3) de
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FIGURA 60 - Ampliacao da regido de aromaticos e da ponte metilenodioxi do mapa de
correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; 3C: 125 MHz; CDCl;) de DS8.
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FIGURA 61 - Ampliacdo da regido de hidrogénios metoxililicos, metilénicos e
metinicos do mapa de correlacdo HSQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCl5) de DSS8.
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FIGURA 63 - Ampliacéo da regido de metoxilas do mapa de correlagio HMBC (*H:
500 MHz; *C: 125 MHz; CDCl5) de DSS8.
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TABELA 18 - Dados de RMN de *H e *C de DSS8.

Substancia DS8
Posicao H 6 BC () HMBC
(mult., J em Hz) (*H x C)
1 e 1429,C e
la e 1162,C e
2 e 1488,C --eee-
3 6,55 (1H, s) 106,1,CH  1,2,3be4
3a e 1230,C e
3b e 119,1,C e
4 3,01 (1H, dd, 27,3 CH; 3,3ae3b
17,7 e 4,8)
3,19 (1H, m) 33,56
5 3,65 (1H, m) 67,2 CH, 3a,4,6e6a
365(1H,m) e
6 3,32 (3H, s) 49,0 CH,3 5e6a
6a 444 (1H,d, 12,1) 76,6, CH 3b,6e7
7 5,18 (1H, dd, 0,8 68,5 Gae7a
e12,1) CHOH
fa - 130,7,C e
8 7,40 (1H, s) 107,6,CH 7a, 9, 10e 11a,
9 e 1495,C  ---eee-
10 e 1480,C oo
11 7,62 (1H, s) 110,0,CH 1a,7a,9,10e
1l1a
N 1192,C e
(1,2-  6,00(1H,d, 1,1) 1014, CH, le2
OCH,0 6,17 (1H, d, 1,1) le?
9- OCHj; 3,98 (3H, ) 56,1, CH; 9e10
10- OCH; 3,92 (3H, s) 56,1, CH; 9e 10
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FIGURA 64 - Principais correlacbes observadas nos mapas de correlacbes HSQC e

HMBC de DS8.

A analise do espectro de massas do alcaloide aporfinico DS8 obtido através de

ionizacdo por eletrospray em modo positivo (ESI+), indicou a presenca de uma

molécula protonada com m/z 372 Da [M+H]", compativel com os dados de RMN que

indicam formula molecular CyoH,1NOg.

FIGURA 65 - Espectro de Massas da substancia DS8.
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Apos anélise dos dados RMN e EM e a comparagdo com a literatura, (SILVA et

al., 2009) pode-se concluir que a substancia DS8 ¢ o alcaloide aporfinico Duguetina N-

oxido.
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FIGURA 66 - Estrutura da Duguetina N-6xido.

5.1.2.3 Alcaloide DS9

O alcaloide DS9 apresentou massa igual a 10,9 mg e coloracdo castanho escuro.
Apresentou resultado positivo frente ao reagente de Dragendorff. Pela anélise
preliminar do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls), (FIGURA 67) pdde-se

identificar sinais caracteristicos de um alcaloide do tipo aporfinico.

FIGURA 67- Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de DS9.
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Na regido dos hidrogénios aromaticos foi observado a presenca de dois sinais
tipicos do anel D substituido em 6 7,63 (1H, s) e & 7,27 (1H, d, J=0,7 Hz) referentes aos
hidrogénios H-11 e H-8, correlacionados aos carbonos em & 110,4 e & 107,3, e um sinal
tipico do H-3 do anel A do sistema aporfinico dissubstituido em 6 6,53 (1H, s), referente
ao carbono em & 106,8 (TABELA 20) de acordo com o mapa de correlagdo HSQC.
Verificou-se também a presenca dos sinais dos dupletos em & 6,07 e 6 5,95 (d, J=1,4
Hz), correlacionados com o sinal de carbono em ¢ 100,7 no mapa de correlagdo HSQC,

indicando a presenca de um grupo metilenodioxi na estrutura. Esses sinais sao
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compativeis com os observados nos demais alcaloides aporfinicos identificados neste

trabalho, indicando uma semelhanca estrutural.

FIGURA 68 - Ampliacdo da regido de hidrogénios aromaticos e da ponte metilenodioxi
do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl5) de DS9.
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FIGURA 69 - Ampliacdo da regido de hidrogénios metilicos, metilénicos, metinicos e
metoxilicos do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de DS9.
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Entre & 2,63 e 6 4,60, encontram-se 0s sinais dos hidrogénios metilénicos
diastereotopicos H-4, H-5 e H-7, dos metilicos e do metinico H-6a. Os carbonos ligados
a esses hidrogénios foram determinados com o auxilio do mapa de correlacdo HSQC.
Na posicao quatro (4), os hidrogénios séo 6 2,81 (1H, ddd, J=16,3, 7,5, 4,5 Hz) e 2,61
(m), correlacionados ao carbono & 22,4. Na posi¢do cinco (5), os hidrogénios sao
multipletos com deslocamento quimico de 6 3,02, correlacionados ao carbono & 48,7.
Na posic¢do 6a, o hidrogénio é um dupleto em & 3,52 com constante de acoplamento
igual a 12,2 Hz, correlacionado com o carbono em & 65,1. O hidrogénio da posicao sete

(7) em 6 4,60 € um duplo dupleto constantes de acoplamento iguais 12,2 e 0,7 Hz, que
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se correlaciona com o carbono em & 69,5, indicando uma ligacdo carbono-hidroxila na
posicao 7.
FIGURA 70 - Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDCls) de DS9.
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FIGURA 71 - Mapa de correlacdo HSQC (*H: 500 MHz; *3C: 125 MHz; CDCl; + gotas
de CD3;0D) de DS9.
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FIGURA 72 - Ampliacdo da regido de hidrogénios aromaticos e da ponte metilenodioxi
do mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; *3C: 125 MHz; CDCls) de DS9.
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FIGURA 73 - Ampliacdo da regido dos hidrogénios metoxilicos, metilénicos e
metinicos do mapa de correlacdo HSQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCls) de DS9.
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Os sinais em 6 3,97 e 6 3,93 com integracédo para trés (3) hidrogénios, referem-se
aos sinais dos hidrogénios das duas metoxilas do anel D. As metoxilas se ligam ao anel
D nos carbonos com deslocamento de 6 148,9 e 6 147,8, o que foi confirmado pelos

mapas de correlacdo HMBC e HSQC.

FIGURA 74 - Mapa de correlagdo HMQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCl; +
gotas de CD30D) de DS9.
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FIGURA 75 - Ampliacdo da regido dos hidrogénios das metoxilas do mapa de

correlagdo HMBC (*H: 500 MHz; **C: 125 MHz; CDCls) de DS9.
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TABELA 19 - Dados de RMN de 'H e **C de DS9.
Substancia DS9 Duguetina*
Posicéo Hé BC (5) HMBC BC )
(mult., J em Hz) (*H x *C)
1 e 1419,C e 1411, C
la. - 116,8,C - 115,8,C
2 e 1470,C e 147,2,C
3 6,53 (1H, s) 106,8,CH  1,2,3bed 106,7 CH
3a @ e 1278,C e 127,7,C
3b e 122,7,C e 121,0,C
4 2,81 (1H, ddd, 22,4 CH, 3,3a,3beb 24,6, CH,
16,3, 7,5 € 4,5)
2,61 (1H, m) 3,33, 3b,5e
6a
5 3,02 (1H, m) 48,7 CH, 3a,4,6e6a 50,8 CH,
3,02(1H,m) e
6 2,59 (3H, s) 40,6, CH; 5e6a 39,9 CH,
6a 3,52 (1H,d, 12,2) 65,1, CH 3b,6,7e7a 64,6, CH
7 4,60 (1H, dd, 0,7 69,5 6a, 7ae lla 69,8 CHOH
e12,2) CHOH
fa - 131,7,C e 133,4,C
8 7,27 (1H,d,0,7)  107,3,CH 7,73,9,10e 108,1, CH
118
9 e 1489,C --meeee- 148,3C
T — 1478,C - 146,1 C
11 7,63 (1H, s) 110,4,CH 1a,7a,7,9,10 110,5CH
ella
lla - 1212,C e 123,6,C
(1,2-  595(1H,d,1,4) 100,7,CH, le2 100,5, CH,
OCH,O 6,07 (1H, d, 1,4) le?2
9- OCHj; 3,97 (3H, ) 55,9, CHs; 9e10 55,3, CHs
10- OCHg; 3,93 (3H, 9) 56,1, CH; 9e10 56,3, CH3

* Extraido de Guinaudeau, Leboeuf, e Cavé, 1975.
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FIGURA 76 — Principais correlagcBes observadas nos mapas de correlaces HSQC e
HMBC de DSO9.

A analise do espectro de massas do alcaloide aporfinico DS9 obtido atraves de

ionizacdo por eletrospray em modo positivo (ESI+), indicou a presenca de uma
molécula protonada com m/z 356 Da [M+H]", compativel com os dados de RMN que

indicam formula molecular C,oH,1NOs.

FIGURA 77 - Espectro de Massas da substancia DS9

alcaloide356msms #14-19 RT: 0,25-0,32 AV: 6 NL: 2,13E4
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
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Apo6s andlise dos dados RMN e EM e da comparacdo com a literatura
(GUINAUDEAU, LEBOEUF, & CAVE, 1975), pode-se concluir que a substancia DS9

é o alcaloide aporfinico Duguetina.
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FIGURA 78 - Estrutura da Duguetina.

5.1.3 Identificacao estrutural dos alcaloides oxoaporfinicos

5.1.3.1 Alcaloide DS5

O alcaloide DS5 apresentou-se como solido amorfo de massa igual a 21,1 mg e
coloracgéo alaranjada. Apresentou resultado positivo para alcaloide frente ao reagente de
Dragendorff com coloragéo alaranjada. A anélise do espectro de RMN de *H (500 MHz,
CDCly), (FIGURA 79) constata a auséncia de hidrogénios metilénicos, caracteristica de

alcaloides oxoaporfinicos.

FIGURA 79 - Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de DS5.
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FIGURA 80 - Ampliaco do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de DS5.
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Foi observado na regido dos hidrogénios aromaticos, a presenca de 5 sinais de
com integracdo para um hidrogénio cada. Os dois dupletos observados em 6 8,83 e &
7,74 (d, J= 5,1 Hz) sdo caracteristicos do sistema piridinico do anel B do esqueleto
oxoaporfinico, referem-se ao H-5 e H-4, ¢ se correlacionam com os carbonos 6 124,1 e
1445 respectivamente. Os dois sinais, em & 7,94 (1H, s) e 6 7,96 (1H, s) sdo tipicos do
anel D substituido referentes aos hidrogénios H-8 e H-11 e se correlacionam com 0s
carbonos em 6 109,5 e em 6 108,8, respectivamente. O sinal em 6 7,11 (1H, s) é tipico
do H-3 do anel A do sistema oxoaporfinico substituido, e correlaciona com o carbono
em 6 102,7.

A presenca do sinal em & 6,36 (1H, s) com integracdo para dois (2) hidrogénios,
correlacionado com o sinal de carbono em 6 102,4 no mapa de correlagdo HSQC, indica
a presenca de um grupo metilenodioxi nas posi¢es C-1 e C-2 do anel A do esqueleto
oxoaporfinico.

FIGURA 81 - Mapa de correlacdo HSQC (*H: 500 MHz; **C: 125 MHz; CDClIs) de
DS5.
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FIGURA 82 - Ampliacdo do mapa de correlacdo HSQC (*H: 500 MHz; **C: 125 MHz;
CDCl,) de DSS.
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Os sinais em 6 4,00 e 6 4,06 com integracédo para trés (3) hidrogénios, referem-se
aos sinais dos hidrogénios das duas metoxilas do anel D. As metoxilas se ligam ao anel
D nos carbonos com deslocamentos quimicos de 6 154,1 (C-10) e 6 149,5 (C-9), o que

foi confirmado pelos mapas de correlacio HMBC e HSQC.

FIGURA 83 — Mapa de correlagdo HMQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCls) de
DS5.
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FIGURA 84 - Ampliacdo da regido das metoxilas do mapa de correlacio HMBC (*H:
500 MHz; *C: 125 MHz; CDCl5) de DS5.
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FIGURA 85 — Principais correlacBes observadas nos mapas de correlacbes HSQC e
HMBC de DS5.
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TABELA 20 - Dados de RMN de *H e *C de DS5.

Posicéo Substéncia DS5 Dicentrinona*
'H6 Bc ) HMBC 'H6 BC )
(mult., J (‘Hx®C) | (mult., Jem Hz)
em Hz)
1 - 1470,C - | - 152,3,C
la. - 1084,C -— | - 121.3,C
2 - 1415 C - | - 149,8, C
3 711(1H,s) 1027,CH 1,2,3be4 7,25 (1H, s) 103,5, CH
3a = - 1356, C - | - e
3b 122,7,C - | - 1227, C
4 7,74(1H,d, 1241,CH 3,3a,3be5]| 7,74(1H,d, 6,5) 124,8, CH
5,1)
5 8,83 (1H, 1445, CH 3a,3b,4e | 8,85(1H,d, 6,5) 142,9, CH
d, 5,1) 6a
ba @ - 1453, CH - | = - 1442, CH
7T - 181,1,C=0 @ - | - 180,7, C=0
7a. - 1260,C - | - 128,9, C
8 794 (1H,s) 1095, CH 1a 7a 7,09, 7,97(1H, 9) 109,5, CH
10e1la
9 - 1497, C - | - 1499 C
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Substancia DS5 (continuac¢do) Dicentrinona*
- H BC %) HMBC H 6 Bc )
Posicao (mult., J (*Hx®C) | (mult., J em Hz)
em Hz)
10 - 1540,C = -— |1 - 155,1,C
11 7,96 (1H,s) 108,8,CH 1a,7a, 7,9, 8,52(1H, s) 108,5, CH
10e 1la
1la - 1276,C  -—— | - 1248, C
(1,2- 6,36 (2H,s) 102,44, CH, le2 6,76 (2H, s) 102,3, CH,
OCH,0 le2
9-OCH; 4,06 (3H,s) 56,2, CHs 9 4,04 (3H, s) 55,6, CH;3
10- 4,00 (3H,s) 56,2, CH; 10 3,95(3H, s) 55,7, CH,3
OCH;,

*Extraido de R. C. dos Santos et al. 2018.

A anélise do espectro de massas do alcaloide oxoaporfinico DS5 obtido através de
ionizacdo por eletrospray em modo positivo (ESI+), indicou a presenca de uma
molécula protonada com m/z 336 Da [M+H]", compativel com os dados de RMN que

indicam formula molecular CyoH,1NOs.

FIGURA 86 - Espectro de massas da substancia DS5.
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Os dados fornecidos pelas analises de RMN e de EM, bem como comparac¢Ges
com dados descritos na literatura (DOS SANTOS et al. 2018), permitiu-nos concluir

que o composto DS5 trata-se do alcaloide oxoaporfinico dicentrinona.
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FIGURA 87 - Estrutura da Dicentrinona.

5.1.4 Identificacdo estrutural do alcaloide tetrahidroprotoberberinico DS7

O alcaloide DS7 foi identificado apenas em mistura (MDS2) com a dicentrinona
(DS5), porém a mistura apresentou resultado positivo para alcaloides quando testada
com o reagente de Dragendorff, apresentando coloracdo alaranjada. Pela analise do
espectro de RMN de *H e de *C (500 MHz, CDCls), (FIGURA 88) pdde-se identificar
além dos sinais caracteristicos do alcaloide oxoaporfinico dicentrinona, sinais tipicos de

um alcaloide tetrahidroprotoberberinico.

FIGURA 88 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) da mistura MDS2
(dicentrinona + DS7).
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Para analise dos espectros, foi feita a exclusdo dos sinais dos hidrogénios em &
8,88 (1H, d, J=5,2Hz), 6 8,05 (1H, s), 68,00 (1H, s), & 7,75(1H, d, J=5,2Hz), & 7,15 (1H,
s), 6 6,36 (2H, s), 6 4,04 (3H, s) e 6 4,07 (3H, s), referentes ao alcaloide dicentrinona.
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FIGURA 89 - Sinais referentes a dicentrinona no espectro de RMN de *H (500 MHz,
CDCl3) da mistura MDS2.

[*1e8]

10

B.0577
8.0028

7.7581
= 77478

8.8891
~Cggrar
——7.1556
—6.3692

40773
=_4.0443

_—

T Lo | - | o

T T : : T T : T T T : : T : : T T T T T T : :
10 8 3 4 2 0 ppm]

Analisando os espectros de RMN de *H e o mapa de correlagdo HSQC, constatou-
se a presenca de hidrogénios diastereotopicos de quatro grupos metilénicos em o 3,10
(1H, m)/ 2,63 (1H, m), 83,18 (1H, m)/ 2,62 (1H, m), & 4,23/ 3,53 (1H, d, J=16Hz) ¢ &
3,24 (1H, dd, J=15,8 e 3,6Hz)/ 2,84 (1H, dd, J=11,9 e 3,9Hz), tipicos dos hidrogénios,
H-5peq/H-5pax, H-6peq/H-6pax, H-8peq/H-8pax, € H-13peq/H-13pay, correlacionados aos
sinais dos carbonos em & 28,9, 6 51,5, 6 54,0 e 6 36,5, respectivamente, bem como um
sinal de um hidrogénio metinico em & 3,54 (1H, dd, J = 16,0 e 3,9 Hz) correlacionado
ao sinal do carbono em 6 59,4 caracteristico de H-13a. Estes hidrogénios metilénicos
juntamente com o sinal do hidrogénio metinico em & 3,54 confirmaram o sistema

tetrahidroprotoberberinico da molécula (TABELA 22).

FIGURA 90 - Sinais referentes ao alcaloide DS7 no espectro de RMN de *H (500 MHz,
CDCl3) da mistura MSD2.
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Observou-se também dois simpletos em & 3,89 (H-9) e 6 3,85 (H-2 e H-10) com
integracdo para trés (3) e seis (6) hidrogénios, indicando trés (3) grupos metoxilicos,
sendo dois com mesmo ambiente quimico. Pelas correlagBes dos mapas HSQC e
HMBC, essas metoxilas estdo ligadas ao C-2 (6 144,9), C-9 (6 145,1) e C-10 (6 150,1).
Pelo espectro de RMN de 'H observou-se ainda quatro (4) sinais tipicos de hidrogénios
aromaticos de anel benzénico tetrassubstituido, sendo dois em 6 6,79 (1H, s) e 6 6,87
(1H, s) tipico de H-11 e H-12, e dois em 6 6,71 (1H, s) e & 6,68 (1H, s) caracteristicos

de H-1 e H-4, respectivamente.

FIGURA 91 - Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDCls) de DST7.
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Através da anélise do espectro de RMN de *3C e dos mapas de correlacdo HSQC e
HMBC observou-se a presenca de 20 carbonos, sendo 12 aromaéticos entre 6 150,1 e
107,6, trés metoxilicos em & 56,1, 6 55,9 e 6 60,0, um metinico em & 59,3 tipico de C-
13a, e quatro metilénicos em 6 54,0 (C-8), 6 51,5 (C-6), 6 36,4 (C-13) e o 28,6 (C-5)
confirmando a presenca do esqueleto tetrahidroprotoberberinico, estando de acordo com

as informacdes contidas no espectro de RMN de 'H, consistente com a estrutura

proposta para DS7.
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FIGURA 92 — Mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCl5) de
MDS?2.
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Figura 93 — Ampliacdo da regido de hidrogénios aromaticos do mapa de correlacao
HSQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDClI; + gotas de CDsOD) dos sinais referentes
ao alcaloide DS7.
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FIGURA 94 - Ampliacdo do mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; **C: 125 MHz;
CDCIl3) dos sinais referentes ao alcaloide DS7. Os sinais destacados em verde sdo
referentes ao alcaloide dicentrinona.
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FIGURA 95 - Mapa de correlagdo HMBC (*H: 500 MHz; **C: 125 MHz; CDCls) de
MSD?2.
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FIGURA 96 - Ampliacdo da regido de hidrogénios aromaticos do mapa de correlacdo
HMBC (*H: 500 MHz; **C: 125 MHz; CDCls) dos sinais referentes ao alcaloide DS7.
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FIGURA 97 - Ampliacdo do mapa de correlagdo HMBC (*H: 500 MHz; **C: 125 MHz;
CDCI; + gotas de CD3;0D) dos sinais referentes ao alcaloide DS7.
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FIGURA 98 - Principais correlacdes observadas nos mapas de correlagbes HSQC e
HMBC de DS7.

TABELA 21— Dados de RMN de *H e *3C de DS7.

Substancia DS7

Tetrahidrojathrorrizina*

Posicao H 6 BC (5) HMBC H BC (5)
(mult., J em Hz) (‘Hx®C) | (mult.,Jem Hz)

1 6,71 (1H, s) 107,6, CH 2,3,4ael3a 6,67 107,8

A 1449, C | - 1475

3 1440,C-OH - | = 146,7

4 6,68 (1H, s) 1141,CH  1,2,5e13b 6,64 114,6

i 1274C | 126,8

5ax 3,10 (1H, m) 28,6, CH, 6eda 3,22 29,6

5eq 2,63 (1H, m) 4, 4ae 13b 2,67

6ax 2,62 (1H, m) 51,5, CH, 13ae 13b 2,69 514

6eq 3,18 (1H, m) dae 13a 3,18

8ax 3,53 (1H, d, 16,0) 54,0, CH, 6,8a,9¢e 13a 3,55 53,8

8eq 4,23 (1H, d, 16,0) 8a, 9 e 13a 4,23

8 e 1286,C - | - 127,0
9 - 1451, C - | e 146,7

10 e 1501, C - | 1434

11 6,79 (1H, d, 8,5) 110,8, CH 9,10e 12a 6,74 110,9

12 6,87 (1H, d, 8,5) 123,8, CH 8a, 10e 13 6,77 124,6

122 e 1276, - | - 128,4

13ax 2,83 (1H, m) 36,4, CH, 12ae 13a 2,83 36,1

13eq 3,24 (1H, m) 12e12a 3,24

132 3,54 (1H, dd, 15,9 59,3, CH 2,8ael2a 3,10 59,4

e7,1)

13 - 1290,C - | e 128,8
2-OCHjs 3,85 (3H, s) 60,0, CH, 2 3,86 55,8
9-OCHj; 3,89 (3H, s) 56,1, CH; 9 3,83 60,1

10- 3,85 (3H, 9) 55,9, CH; 10 3,87 55,8

OCHg;

*Extraido de Fechine et al. 2002.

A analise do espectro de massas do alcaloide tetrahidroprotoberberinico DS7

obtido através de ionizagdo por eletrospray em modo positivo (ESI+), indicou a
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presenca de uma molécula protonada com m/z 342 D a [M+H]*, compativel com os

dados de RMN que indicam formula molecular CoH23NOs.

FIGURA 99 - Espectro de Massas da substancia DS7.
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Os dados fornecidos pelas analises de RMN e de EM, bem como comparacdes
com dados descritos na literatura (FECHINE et al. 2002), permitiu concluir que o
composto DS7 trata-se do alcaloide tetrahidroprotoberberinico

Tetrahidrojathrorrizina.

FIGURA 100 - Estrutura da Tetrahidrojathrorrizina.

5.1.5. Identificacédo do alcaloide do tipo morfinanodienona DS6

A substancia DS6 (2,2 mg) apresentou-se como solido amorfo de cor bege, com

resultado positivo para alcaloide quando testado com solucgdo de Dragendorff.
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Pela analise do espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls) (FIGURA 101)
juntamente com a analise do mapa de correlagdo HSQC (FIGURA 104), verificou-se a
presenca de dois sinais de hidrogénios aromaticos em 6 6,71 (1H, s) e 6 6,78 (1H, s),
correlacionados aos sinais de carbonos em 6 113,5 e 6 107,4, bem como a presenca de
dois sinais de hidrogénios vinilicos em & 6,34 (1H, s) e 6 6,33 (1H, s), correlacionados
aos sinais de carbonos em 8 118,8 e 6 122,3, respectivamente, caracteristicos do sistema
morfinanodienona (LEBOUF, CAVE & TOHAMI, 1982). Observou-se ainda a
presenca de dois grupos metoxilicos em 6 3,80 (3H, s) e 6 3,90 (3H, s), assim como um
grupo metila em 6 2,46 (3H, s), caracteristico de grupo metila ligado a nitrogénio (N-
CHj3).

FIGURA 101 - Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) da substancia DS6.
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FIGURA 102 - Ampliacdo da regido de hidrogénios aromaticos vinilicos do espectro de
RMN de *H (500 MHz, CDCls) de DS6.
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FIGURA 103 - Ampliacdo da regido de hidrogénios metilicos, metilénicos e
metoxilicos do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de DS6.
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A presenca do grupo hidroxila em DS6 foi evidenciada pelo sinal do carbono em
d 144,6 (C-2) tipico de carbono aromatico oxigenado, o qual ndo apresentou correlagdo
com os hidrogénios metoxilicos no mapa de correlagdo HSQC (FIGURA 104), porém
apresentou correlagcdo com os hidrogénios H-1 e H-4 no mapa de correlagcbes HMBC
(FIGURA 107).

FIGURA 104 - Mapa de correlacdo HSQC (*H: 500 MHz; 3C: 125 MHz; CDCls) de
DS6.
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FIGURA 105 - Ampliacdo da regido de hidrogénios aromaticos do mapa de correlacao
HSQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCls) de DS6.
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FIGURA 106 - Ampliacdo da regido de hidrogénios de metoxilas, metilenos e metila
do mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; *3C: 125 MHz; CDCls) de DS6.
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A correta posicdo dos grupos metoxilicos em DS6 foram definidas pelas
correlagfes no mapa de correlagdo HMBC (FIGURA 107) do sinal em 6 6,71 (H-4) com
o sinal do carbono em ¢ 145,5 (C-2), no anel A, bem como a correlacdo do sinal em 6
6,33 (H-8) com o sinal do carbono em & 151,3 (C-6) no anel D.

Pela anélise dos mapas de correlacdo HSQC e HMBC observou-se a presenca de
19 carbonos sendo 6 aromaticos entre 6 145,7 e 107,4, trés metilénicos em & 45,7, 41,3
e 32,4 caracteristicos de C-16, C-15 e C-10, respectivamente, do ndcleo
morfinanodienona, trés metinicos em ¢ 122,3 (C-8), 6 118,8 (C-5) e 6 60,9 (C-9), dois
metoxilicos em 6 56,1 (2-OCHS3) e & 55,1 (6-OCHj3), quatro carbonos quaternarios,
sendo um em & 180,8 (C-7), tipico de grupo carbonila, um em & 42,3 (C-13) e dois
carbonos a,B-insaturados em & 151,3 (C-6) e 161,9 (C-14). Além disso, foi possivel

observar a presenca de um sinal referente a um grupo metila em 6 41,6 (N-CHy), tipico
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de carbono ligado a nitrogénio conforme indicado também no espectro de RMN de ‘H,

consistente com a estrutura de DS6.

FIGURA 107 - Mapa de correlagdo HMBC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCl; +

gotas de CD30OD) de DS8.
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FIGURA 108 - Ampliacdo da regido dos aromaticos do mapa de correlacdo HMBC

(*H: 500 MHz; *3C: 125 MHz; CDCls) de DSS6.
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FIGURA 109 - Ampliacdo da regido das metoxilas, metilenos e
correlagdo HMBC (*H: 500 MHz; 3C: 125 MHz; CDCl;) de DS6.

metila do mapa de

ot

R EEE R ‘ . ‘
160 140 120 100 80 60 40 F1 [ppm]

———T—
15 F2 [ppm]

FIGURA 110 - Principais correlacbes observadas nos mapas de correlagcbes HSQC e
HMBC de DS6.

TABELA 22 - Dados de RMN de *H e *C de DS6.

Posicéo Substancia DS8 Pallidina*
H 6 BC ®) HMBC H 6
(mult., J em Hz) (*H x *C) (mult., J em Hz)
1 6,71 (1H, s) 113,5 2,3,10e11 6,35
2 1446 00— |
3 - 1453 | -
4 6,78 (1H, s) 107,4 2,3,11¢e13 6,66
5 6,34 (1H, s) 118,8 6,7,12 ¢ 13 6,76
6 - 513 e -
7T - 808 0 - | -
8 6,33 (1H, s) 1223 6,9,13e 14 6,30
9 3,69 (1H, s) 60,9 7,8,11,13, | = -
14e16

10 3,35 (1H, d, 18,0) 324 0 e
3,03 (1H, dd, 18,0 e 9e11 | = -

6,2)
17 e 1294 - | e
2 e 1296 - | -
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Substéncia DS8 (continuacéo) Pallidina*

Posicéo 'Hs BC (8) HMBC 'H$
(mult., J em Hz) (*H x *C) (mult., J em Hz)

3 e 423 e

14 e 619 e | e

15 1,82 (1H, d, 12,7) 41,3 12e13 |

1,95 1H, 12,13e16 | -

16 2,61 (1H, d, 2,0) 457 6a | @

261(1H,d200 |

16a(N- 2,46 (3H, s) 41,6 9e16 2,46

CHs)
3-OCHj3 3,90 (3H, s) 56,1 3 3,91
6-OCH, 3,80 (3H, s) 55,1 6 3,81

*Extraido de Lebouf, Cavé, e Tohami 1982.

A anélise por espectrometria de massas, utilizando a técnica de ionizacdo por
eletrospray operando no modo positivo de aquisicdo de dados (ESI+), evidenciou uma
molécula protonada [M+H]* com m/z 328 Da compativel com a formula molecular

C19H21NQOy4, corroborando com os dados obtidos pelas analises de RMN 1D/2D.

FIGURA 111 - Espectro de massas da substancia DS6.
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Os dados fornecidos pelas anélises de RMN de H e *C 1D/2D e EM, bem
como comparagdo com os dados da literatura (LEBOUF, CAVE, & TOHAMI 1982)
permitiu-nos concluir que a substancia DS6 trata-se do alcaloide morfinanodienona

pallidina.
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FIGURA 112 - Estrutura da Pallidina.

5.1.6 Identificacéo estrutural do alcaloide com esqueleto isoquinolinico modificado
DS3

O alcaloide DS3 é um sdlido amorfo de massa igual a 1,5 mg de coloragdo
castanha e apresentou resultado positivo frente ao reagente de Dragendorff. Pela analise
do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls), (FIGURA 113) pode-se identificar
sinais caracteristicos de um alcaloide isoquinolinico, porém com esqueleto modificado.
FIGURA 113 - Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de DS3.
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A semelhancga dos alcaloides aporfinicos isolados nesse trabalho, foi observada na
regido dos hidrogénios aromaticos devido a presenca de dois sinais tipicos do anel D
substituido em 6 7,20 (1H, s) e 6 6,96 (1H, s) referentes aos H-11 e H-8 e um sinal
tipico do H-3 do anel A do sistema aporfinico substituido em & 6,67 (1H, s). A presenca
ainda dos dupletos em & 6,07 ¢ 6 5,93 (d, J=1,3 Hz), correlacionados com o sinal de
carbono em & 101,24 no mapa de correlagaio HSQC (FIGURA 117), confirma o grupo
metilenodioxi na estrutura. Devido a torsdo do sistema bifenil, os hidrogénios nao

possuem 0 mesmo ambiente quimico, ndo sendo equivalentes.
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FIGURA 114 - Ampliacdo da regido de hidrogénios aromaticos e da ponte
metilenodioxi do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl5) de DS3.
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FIGURA 115 - Ampliacdo da regido de hidrogénios metilicos, metilénicos, metinicos e
metoxilicos do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de DS3.
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FIGURA 116 - Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDCls) da substancia DS3.
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FIGURA 117 - Mapa de correlacdo HSQC (*H: 500 MHz; 3C: 125 MHz; CDCls) de
DS3.
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Na regido entre &6 2,67 e & 4,72, encontram-se 0s sinais dos hidrogénios
metilénicos diastereotopicos H-4, H-5 e H-7, metilicos e o metinico H-6a. Os carbonos
ligados a esses hidrogénios foram determinados com o auxilio do mapa de correlacdo
HSQC. Na posi¢édo quatro (4), os hidrogénios sao 6 3,01 (1H, ddd, J=6,7 Hz, 125 Hz e
16,7 Hz) e 2,71 (dd, J= 3,7 Hz e 16,7 Hz) correlacionados com o carbono em 6 29,4. Na
posicao cinco (5), os hidrogénios sao 6 3,22 (1H, td, J= 11,4 Hz e 3,7 Hz) ¢ 6 2,67 (1H,
dd, J=12,0 Hz e 6,7 Hz) correlacionados com o carbono em & 43,8. Na posicdo 6a, 0
hidrogénio ¢ & 4,72 (1H, s) correlacionado com o carbono em & 84,3. O hidrogénio da
posicdo 6a como simpleto, em alcaloides aporfinicos é incomum, ocorrendo em casos
de dissubstituicdo na posicdo 7, ou na formacdo de um anel heterociclico. O
deslocamento quimico desblindado do carbono 6a, sugere que ele esteja ligado a um
grupo retirador de elétrons, além do nitrogénio da estrutura isoquinolinica. Ja os
hidrogénios da posicdo 7 apresentam os sinais em 6 4,44 ¢ & 4,22, ambos dupletos,
integrando para 1H, com J igual a 11,5 Hz, correlacionados com o carbono em 6 66,8. A
ocorréncia do simpleto na posicdo 6a, seria justificada facilmente se o carbono C-7
estivesse duplamente substituido, porém a presenca dos dois hidrogénios dupletos na
posicdo 7 exclui essa possibilidade e ainda indica que 0s mesmos também nao possuem
carbonos vizinhos hidrogenados. O deslocamento desblindado atipico do C-7 e de C-6a,
indica que 0os mesmos estdo ligados diretamente a um grupo retirador de elétrons, e,
portanto, o anel C foi definido com um heterociclo de 7 membros, assim como na
estrutura dos alcaloides do tipo azahomoaporfino (FIGURA 118), spiguetina e
spiguetidina (FIGURA 119), isolados de D. spixiana (RASAMIZAFY et al., 1987).
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FIGURA 118 — Esqueleto alcaloidico azahomoaporfino.

FIGURA 119 - Estrutura dos alcaloides azahomoaporfinos spiguetina (a) e
spiguetidina (b).

(a) R- OCHj;
(b) R- OH

FIGURA 120 - Ampliacdo da regido dos hidrogénios aromaticos e da ponte
metilenodioxi do mapa de correlacdo HSQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCls) de

DS3.
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FIGURA 121 - Ampliacdo da regido dos hidrogénios das metoxilas, metilenos e
metinica do mapa de correlagdo HSQC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCl5) de DS3.
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Os sinais dos hidrogénios em & 3,93 e & 3,94, com integragdo para trés

hidrogénios, sdo tipicos de metoxilas, e pelo mapa de correlacdes HMBC, pode-se

observar a correlacdo com os carbonos C-9 (6 148,6) e C-10 (6 148,8) respectivamente.
Mesmo com a clara diferenca ocasionada pela inclusdo de um heteroatomo no
anel C, pode-se observar diversas semelhangas estruturais entre a molécula DS3 e os

demais alcaloides aporfinicos isolados nesse trabalho.

FIGURA 122 - Mapa de correlagdo HMBC (*H: 500 MHz; *3C: 125 MHz; CDCls) de
DS3.
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FIGURA 123 - Ampliacéo da regido de hidrogénios aromaticos do mapa de correlacao
HMBC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCl3) de DS3.
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FIGURA 124 - Ampliagédo da regido de hidrogénios da ponte metilenodioxi do mapa de
correlagdo HMBC (*H: 500 MHz; **C: 125 MHz; CDCls) de DS3.

T T
140 135 F1 [ppm]

T
145

T
150

. . . T . . . . T T T
6.1 6.0 59 F2 [ppm]

FIGURA 125 - Ampliacdo da regido de hidrogénios dos metilenos, metoxilas e
metinica do mapa de correlagio HMBC (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; CDCl3) de DS3.
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FIGURA 126 - Ampliacdo da regido de hidrogénios dos metilenos e metila do mapa de
correlagdo HMBC (*H: 500 MHz; **C: 125 MHz; CDCls) de DS3.
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FIGURA 127 - Principais correlagfes observadas nos mapas de correlagdes HSQC e

HMBC de DS3.

O mapa de correlagbes HMBC confirma as ligacBes carbono-hidrogénio ja
observadas no HSQC e estdo resumidas na tabela abaixo (TABELA 24):

TABELA 23 - Dados de RMN de *H e *3C de DS3.

Substancia DS3
Posicéo 'H BC (8) HMBC
(mult., J em Hz) (*H x **C)
T 141,7,C 1,3ae4
R — 120,7,C -
2 e 1473,C -
3 6,67 (1H, s) 1079,CH -
38 00— 1255,C -
3 e 1292,C -
4 3,01 (1H, ddd, 6,8, 125e16,7) 29,4, CH, 3a,3be5
2,71 (1H, dd, 3,7 e 16,7) 3,3ae3b
3,22 (1H,td 3,7 e 11,4) 6a
S 2.67 (1H, dd, 6,7 & 12,0) 438, CH, 4,6¢6a
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Substancia DS3

Posicéo 'Hs BC (5) HMBC
(mult., J em Hz) (*H x *C)
6 2,55 (1H, s) 41,1, CH, 5e6a
6a 4,72 (1H, s) 84,3, CH 1a,3a,3beb5
4,44 (1H, d, 11,5) 7a, 8¢ lla
! 4,22 (1H, d, 11,5) 66,8, CH, 7a,8¢ella
7a. 000 e 1285,C -
8 6,96 (1H, s) 112,3,CH  7,9,10e1la
9 e 1486,C-0 -
0 0 e 1488,C-0 -----
11 7,20 (1H, s) 111,6, CH 7a,9¢e 10
11la 0 e 1274,C e
(1,2)- 5,93 (1H, d, 1,3) 101,0, CH, le?
OCH,0 6,07 (1H, d, 1,3) le?2
9-OCHj 3,93 (3H, 9) 56,1, CH; 9
10-OCH, 3,94 (3H, 9) 56,0, CH; 10

A anélise do espectro de massas do alcaloide DS3, obtido através de ionizacéo por

eletrospray em modo positivo de aquisicdo (ESI+), evidenciou a presenca de uma
molécula protonada com m/z 356 Da [M+H]", compativel com os dados de RMN que

indicam formula molecular C19H,1NO,.

FIGURA 128 - Espectro de massas da substancia DS3
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A massa observada € a mesma do alcaloide duguetina, porém a simples

comparacdo de seus espectros de RMN de 'H, sdo suficientes para constatar que os

alcaloides DS3 e duguetina sao diferentes.

94



FIGURA 129 - Comparacdo dos espectros de RMN *H dos alcaloides Duguetina
(superior) e DS3 (inferior)
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Os dados fornecidos pelas anélises de RMN de *H e *C 1D/2D e EM, bem como
comparacdo com os dados da literatura (RASAMIZAFY et al., 1987), permitiu-nos

DS3

concluir que a substancia DS3 trata-se de um alcaloide com esqueleto isoquinolinico
modificado inédito denominado oxahomoaporfino, e seu primeiro representante

nomeado como duguetinina.

FIGURA 130- Estrutura da substancia duguetinina.

5.2. Investigagéo da atividade citotdxica in vitro

A inibicdo do crescimento celular corresponde a um indicador da citotoxicidade
causada pelas substancias e extratos que estdo sendo avaliados quanto a atividade
antitumoral.

A atividade citotoxica foi avaliada pelo método descrito nos topicos 2.4 e 4.12.3,
conhecido pelo nome de Alamar Blue (7-hydroxy-10-oxidophenoxazin-10-ium-3-one).

O alamar blue, também chamado de resazurina, € um sal soltvel que é reduzido apenas
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por células vivas, que o tornam insoluvel, alterando sua coloracdo de azul néo-
fluorescente, para rosea fluorescente. (ESCOBAR, ALFONSO & ARISTIZABAL,
2009).

Os resultados do ensaio da atividade citotoxica do extrato hexanico (EHDSC),
extrato metandlico (EMDSC), fracdo cloroformica neutra (FNDSC) e fragédo
cloroférmica alcaloidica (FADSC), estas provenientes de EMDSC das cascas de D.
surinamensis estdo apresentados na TABELA 25, com suas respectivas percentagens de

inibicdo da proliferacdo celular em termos de Clso.

TABELA 24 - indice de inibicdo da proliferacdo celular em linhagens de células
tumorais para os extratos de D. surimensis.

Valores de Clsg (ug/mL)

Amostra
HepG2 HL60 K562 PBMC  MCF7  HCTI16  MRCS
EHDSC >50 ND >0  »s0 T e e
46,86 ol T T
EMDSC 4321~  ND : >50
50,82 50,10
N T R — 30,59 36.60
FNDSC 550 17,45 >50 2350-  17.83-
28.15 30,68 7514
1581 866 v 8,00 5,59 9,38
FADSC 1312 6,68 5,98 477 - 7.76 -
1906 11,24 10,72 6,54 11,35
046 006 033 067 1.22 0.26 7.20
Doxorrubicina  033—  005— 019- 049-  074- 013 - 3,24 -
062 008 059 001 2,02 0,50 16,00

Observou-se que apenas EMDSC foi ativo frente as linhagens de células tumorais
humanas, particularmente para HepG2 e K562 com Clsy abaixo de 47 pg/mL. Apds o
tratamento &cido-base do EMDSC, que resultou em FNDSC e FADSC, verificou-se
que a atividade citotoxica se concentrou em FADSC com pronunciada atividade frente
as células HCT116, MCF-7 e HL60 com valores de Clsy iguais a 5,59, 8,00 e
8,66 pug/mL, respectivamente.

Com base nesses resultados, o estudo fitoquimico concentrou-se na fragdo
cloroférmica alcaloidica levando ao isolamento de substancias pertencentes a classe dos
alcaloides descritos anteriormente. Sendo assim, considerando o estudo biomonitorado
de FADSC e com o objetivo de buscar o(s) provavel(eis) alcaloide(s) responsavel(éis)
pela atividade citotoxica de FADSC, os alcaloides isolados (TABELA 14) foram
submetidos ao ensaio de atividade citotoxica frente as linhagens tumorais HCT116

96



(carcinoma de célon humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), HL-60

(leucemia promielocitica humana), MCF7 (adenocarcinoma de mama humano)e MRC5

(células de pulmdo humano saudéveis). Na TABELA 26 estdo dispostos os resultados

da atividade citotoxica das substancias isoladas de D. surinamensis.

TABELA 25 - Atividade citotoxica das substancias isoladas de D. surinamensis.

Valores de Clsq (ug/mL)

Amostras
MCF7 HCT116 HepG2 HL-60 MRC5
7-Hidroxinordicentrina 3,41 1,38 3,12 0,69 548
227-513  1,15-167 246-392 054-088  1,96- 9,32
9.12
o 6,65 2.98 6,69 1,26 ’
Dicentrina 465-950  232-383 464-966  1,09-147 ifia
1,2,4-Trimetoxibenzeno >25 >25 >25 21,36 >25
i 15,16 — 30,10
12,07
. » 7.92 3.42 10,41 3,58 !
DuguetinaN-oxido 523°1201  278-420 676-1604 258-497 G0
. 21,30
Dicentrinona >25 >25 >25 13.76 32,96 >25
Pallidina >25 >25 >25 >25 >25
9.93
. 3.84 6,83 1,78 1,70 ’
Duguetina 280-526  346-1348 112-282  1,50-192 Glj‘zg
Doxorrubicina 086 0.14 0,02 0,02 1,28
053-142  009-036 001-013 001-007 0,13-257

FIGURA 131 - Estrutura das substancias submetidas aos ensaios citotoxicos.
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A TABELA 26 indica que todos os alcaloides aporfinicos (7-hidroxinordicentrina,
dicentrina, duguetina N-6xido e duguetina) isolados apresentaram relevante atividade
citotoxica frente a todas linhagens de células tumorais testadas. Em contrapartida, o0s
demais alcaloides (dicentrinona e pallidina) e o benzenoide ndo obtiveram resultado que
indicasse citoxicidade frente as linhas de células tumorais testadas, com valor de Clsg
maior que a concentragdo experimental utilizada (25 pg/mL). Entre os alcaloides com
atividade citotoxica, 7-hidroxinordicentrina apresentou maior atividade citotoxica contra
as linhagens de células tumorais MCF7 (Cls=3,41 ng/mL), HCT116 (Cls=1,38
png/mL) e HL-60 (Cls0=0,69 ug/mL), e o alcaloide duguetina apresentou maior atividade
citotoxica frente a linhagem tumoral de HepG2 (Cls=1,78 pg/mL). Tran e
colaboradores (2010), relataram que os alcaloides aporfinicos, que possuem um grupo
1,2-metilenodioxi, foram os mais potentes contra as linhagens de células tumorais, 0
gue sugere que esse grupo € um dos elementos-chave para a bioatividade. Porém,
apenas a presenca de um grupo 1,2-metilenodioxi ndo confere obrigatoriamente a
molécula propriedades citotdxicas, pois conforme observado por MENEZES (2015), os
alcaloides que foram isolados de X. laevigata, que possuiam o grupo metilenodioxi, mas
ndo possuiam um grupo metoxila na posicdo 9 do anel D do sistema aporfinico, ndo
apresentaram atividade citotdxica, o que indica que este também pode ser um elemento
importante na atividade citotoxica dos alcaloides aporfinicos, confirmando a
citotoxidade dos alcaloides isolados de D. surinamensis. Tran e colaboradores (2010),
relataram também que a presenca do grupo N-Oxido, poderia anular a atividade
citotoxica de uma molécula, porém a atividade evidenciada pela Duguetina N-Oxido,
ainda que menor que a apresentada pelos demais alcaloides analogos, € bastante
promissora para as linhagens HCT116 e HL-60.

Em discordancia ao proposto por Chen et al. (2013), a conformacéo planar do
alcaloide oxoaporfinico ndo contribuiu para a melhora na atividade citotoxica da
dicentrinona, mas ao contrario, inibiu a atividade apresentada por seus analogos
aporfinicos. Mesmo com a presenca do grupo 1,2 metilenodioxi e as duas metoxilas nas
posicdes 9 e 10, a dicentrinona ndo apresentou atividade citotdxica.

Baseado nos dados experimentais desse trabalho, pode-se sugerir que o alcaloide
de esqueleto inédito DS3, provavelmente possuira relevante atividade citotdxica frente

aos grupos celulares testados, por apresentar semelhanca com as demais substancias
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ativas nos anéis A, B e D, como a presenca do grupo 1,2-metilenodioxi e as duas
metoxilas nas posi¢des 9 e 10.

A atividade citotoxica do extrato metandlico (EMDSC) e da fracdo alcaloidica
(FADSC), pode ter relacdo com a presenca dos alcaloides aporfinicos ja citados,
principalmente pela presenca da duguetina e duguetina N-0xido, alcaloides majoritarios
na fracdo alcaloidica.

Os alcaloides que apresentaram atividade citotoxica para grupos de células
tumorais, também apresentaram toxicidade para células sadias (MRC5), indicando baixa
seletividade. Porém todos, exceto a dicentrina, apresentaram maior indice de
seletividade que o controle positivo doxorrubicina, para a linhagem celular MCF7
(TABELA 27). O indice de seletividade (IS), foi calculado conforme a equacéo: IS =
Cls [célula sadia]/ Clsp [célula tumoral].

A principal diferenca em termos estruturais entre a dicentrina e 0s demais
alcaloides aporfinicos testados, € a auséncia da hidroxila na posi¢do 7 do anel C da
dicentrina. Possivelmente, essa auséncia se relacione de alguma forma com a reducéo na

seletividade para a linhagem de células tumorais MCF7.

TABELA 26 - indice de seletividade dos alcaloides que apresentaram atividade
citotoxica.

Valores de IS
Amostras

MCF7 HCT116 HepG2 HL-60
7-hidroxinordicentrina 1,61 3,97 1,76 7,94
Dicentrina 1,37 3,06 1,36 7,24
Duguetina N-6xido 1,52 3,53 1,16 3,37
Duguetina 2,59 1,45 5,58 5,84
Doxorrubicina 1,49 9,14 64,00 64,00

Os estudos da atividade citotoxica dos compostos isolados de D. surinamensis,
revelam resultados promissores, por isso, é de suma importancia a continuidade da
investigacdo dessas substancias para que a viabilizagdo da produgdo de novos farmacos

com acgéo antitumoral.
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6. Conclusoes

O estudo fitoquimico da fragdo cloroférmica alcaloidica (FADSC) proveniente do
extrato metanolico (EMDSC) das cascas de D. surinamensis, resultou no isolamento de
nove (9) substancias: oito (8) alcaloides e um (1) benzenoide. Dos oito alcaloides, cinco
sdo inéditos no género, dois na familia, e um é inédito. As substancias isoladas foram
identificadas como sendo: um benzenoide: 1,2,4-trimetoxibenzeno; quatro alcaloides
aporfinicos: duguetina, duguetina N-Oxido, dicentrina, 7-hidroxinordicentrina; um
alcaloide oxaporfinico: dicentrinona; um alcaloide tetraidroprotoberberinico:
tetrahidrojathrorrizina; um alcaloide morfinanodienona, pallidina; e um alcaloide do
esqueleto inédito oxahomoaporfinico: duguetinina.

O ensaio de citotoxicidade in vitro dos extratos e fragdes revelou a capacidade
antitumoral da espécie estudada. Dentre as amostras avaliadas, a fracdo alcaloidica
(FADSC) foi a que apresentou os melhores resultados com pronunciada atividade para
as linhagens tumorais HCT116 (5,59 pg/mL), MCF7 (8,00 pg/mL) e HLG60
(8,66 pg/mL), justificando assim o seu estudo fitoquimico, em busca da(s) substancia(s)
responsavel(€is) pela atividade antitumoral in vitro apresentada.

Dentre os alcaloides testados provenientes da fracdo cloroférmica alcaloidica, os
aporfinicos duguetina, duguetina N-Oxido, dicentrina, 7-hidroxinordicentrina
apresentaram atividade citotoxica mais significativa em todas as linhagens avaliadas, e
apenas a dicentrina apresentou seletividade mais baixa que o controle positivo
doxorrubicina para a linhagem celular HepG2. Esses dados justificam o
aprofundamento dos estudos nos mecanismos de ac¢ao dessas substancias nas linhagens
testadas.

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

Monodora e Polyathia.
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