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RESUMO

A perspectiva da descoberta de novas substancias bioativas oriundas de plantas do bioma
Amazonia se faz necessario podendo ser eficientes e seletivas para o tratamento e cura do
cancer, uma vez que a familia Annonaceae é destacada por apresentar metabdlitos bioativos
com acdo citotoxica. Nesse sentido, o presente trabalho tem como objetivo realizar o estudo
fitoquimico e avaliar a citotoxicidade in vitro dos extratos, frac6es, subfracoes e substancias
isoladas das cascas do caule de Duguetia surinamensis. Inicialmente, utilizou-se a
ferramenta Molecular Networking (MN) para o tratamento de dados obtidas das anélises de
Cromatografia Liquidia acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS/MS) da fracdo
alcaloidica (FA) e subfracdes de D. surinamensis, a fim de examinar seu perfil quimico. Os
constituintes quimicos isolados da FA foram identificados por técnicas espectroscopicas
(RMN de H e 3C 1D/2D) e espectrométrica (MS). Também foi realizado a determinagéo
da estereoquimica de duas substancias isoladas cedidas (obtidas no estudo anterior) desta
espécie empregando o método espectroscépico de Dicroismo Circular Eletrénico (ECD).
Adicionalmente, os extratos, fracdes, subfracdes e as substancias purificadas foram
submetidas a andlise bioldgicas in vitro frente a células tumorais e ndo tumorais. Foram
isoladas cinco substancias: dois alcaloides aporfinos [dicentrinona (S1), duguetina N-6xido
(S2)], uma morfinandienona (pallidina (S3)] e dois novos alcaloides [11-
metoxiduguesuramina (S4) e duguesuramina (S5)]. As substancias S6 (duguetinina) e S7
(surinasarona) cedidas (obtidas no estudo anterior) apresentaram configuragao “S” e “R”,
respectivamente, bem como apresentaram rotacdo especifica no sentido dextrégiro. Através
da analise MN da FA sugeriu-se a identificacdo de 26 substancias na FA e 20 substancias
provenientes do conjunto de amostras do 1° fracionamento, totalizando 11 metabdlitos
inéditos no género Duguetia. A duguetina N-O0xido (S2) foi mais ativa exibindo 1Cs0 10,41
pug.mL?, 792 pgmL?, 3,58 pug.mL?, 3,42 pg.mL? para as células tumorais HepG2
(carcinoma hepatocelular humano), MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano), HL-60
(leucemia promielocitica humana), HCT116 (carcinoma de co6lon humano),
respectivamente. Para a célula saudavel MRC-5 (fibroblasto de pulmao humano) apresentou
citotoxicidade acima da concentragdo de 12,07 ug.mL™. Através dos resultados obtidos, foi
possivel comprovar que a espécie D. surinamensis é uma fonte promissora de alcaloides

bioativos com potencial citotdxico.

Palavras-chave: Cromatografia; alcaloides; espectrometria; molecular networking;
citotoxicidade.



ABSTRACT

The prospect of the discovery of new bioactive substances from plants of the Amazon biome
Is necessary and may be efficient and selective for the treatment and cure of cancer, once the
Annonaceae family is highlighted for presenting bioactive metabolites with cytotoxic action.
In this sense, the present work aims to perform the phytochemical study and evaluate the in
vitro cytotoxicity of the extracts, fractions, subfractions and substances isolated from the
stem bark of D. surinamensis. Initially, the Molecular Networking (MN) tool was used to
process data obtained from the Liquid Chromatography Coupled to Mass Spectrometry (LC-
MS/MS) analyses of the alkaloid fraction (FA) and subfractions of D. surinamensis in order
to examine its chemical profile. The chemical constituents isolated from the FA were
identified by spectroscopic (*H and *C 1D/2D NMR) and spectrometric (MS) techniques. It
was also performed the stereochemical determination of two ceded isolates (obtained in the
previous study) of this species employing the spectroscopic method of Electronic Circular
Dichroism (ECD). Additionally, the extracts, fractions, subfractions and purified substances
were submitted to in vitro biological analysis against tumor and non-tumor cells. Five
substances were isolated: two aporphinic alkaloids [dicentrinone (S1), duguetine N-oxide
(S2)], one morphinanedienone [pallidine (S3)] and two new alkaloids [11-
methoxiduguesuramine (S4) and duguesuramine (S5)]. The ceded substances S6
(duguetinine) and S7 (surinasarone) (obtained in the previous study) showed "S" and "R"
configuration, respectively, as well as showing specific rotation in the dextrogyre direction.
Through the MN analysis of the FA, it was suggested the identification of 26 substances in
the FA and 20 substances from the set of samples of the 1st fractionation, totaling 11
unpublished metabolites in the genus Duguetia. Duguetine N-oxide (S2) was most active
exhibiting 1Csp 10.41 pg.mL?, 7.92 pg.mL?, 3.58 ug.mL*, 3.42 ug.mL* for HepG2 (human
hepatocellular carcinoma), MCF-7 (human breast adenocarcinoma), HL-60 (human
promyelocytic leukemia), HCT116 (human colon carcinoma) tumor cells, respectively. For
the healthy cell MRC-5 (human lung fibroblast) showed cytotoxicity above the concentration
of 12,07 ug.mL™%. Through the results obtained, it was possible to prove that the species D.

surinamensis is a promising source of bioactive alkaloids with cytotoxic potential.

Keywords: Chromatography; alkaloids; spectrometry; molecular networking; cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

Produtos naturais (PN), substancias produzidas por organismos vivos tém desempenhado
um papel central na descoberta de novos farmacos desde o inicio do século passado (DIAS et al.,
2012). Atualmente, inmeros medicamentos empregados rotineiramente séo derivados de plantas
e microrganismos (MAITRA, STEPHEN & CIESLA, 2022).

Ao longo da era de ouro dos antibidticos (1940 - 1970), a quimica de PN teve sua melhor
fase, na qual milhares de substancias organicas foram descritas, e centenas delas selecionadas
para as mais diversas finalidades terapéuticas, além daquelas relacionadas a infeccOes
(NICOLAOU & CRIGOL, 2017; UJVARI & ADONI, 2014). As pesquisas com PN mostram
que os metabolitos naturais possuem enorme potencial para 0 combate a outras doencgas, em
especial o cancer (BUTLER et al., 2015; DIAS et al., 2012; AMINOV, 2010).

O cancer é configurado como uma das principais causas de mortalidade mundial, sendo
ocasionado por condi¢bes multifatoriais consistindo em um conjunto de mais de 100 tipos
diferentes associados ao crescimento de células anormais com potencial invasivo, e é considerado
um importante problema global de saude publica (WCRF, 2018). Estudos apontam um impacto
cada vez maior da carga dos tipos de cancer nas proximas décadas (LOPES-JUNIOR & LIMA,
2019; INCA, 2019). Os desafios envolvidos no seu tratamento, tais como a resisténcia as terapias
tradicionais com o tempo de uso de medicamentos, exigem que a pesquisa continua por novas
drogas seja cada vez mais eficiente e seletiva no tratamento e, consequentemente a cura do cancer
(HOUSMAN et al., 2014).

Nesse sentido, é possivel isolar novas substancias de espécies vegetais que ndo foram
exploradas quimicamente e farmacologicamente, uma vez que o nimero de plantas contidas em
farmacopeias, representa apenas uma pequena porcentagem da diversidade usada nos
medicamentos tradicionais a base de plantas (ALLKIN, 2017). Vale ressaltar também que, das
espécies vegetais nativas brasileiras apenas 1% foi utilizada em pesquisas quanto ao seu
potencial uso fitoterapico (RODRIGUES, 2016).

Neste contexto, a floresta Amazonica exerce um papel de destaque, pois abriga uma das
maiores biodiversidades do planeta com inUmeras substancias ainda inexploradas onde incentiva
a busca por novas metabdlitos secundarios (MARCOVITCH & PINKY, 2020). E vélido ressaltar
que a quimica de PN tem grande importancia, uma vez que existe uma urgéncia em investigar a
flora deste ecossistema, e a mesma vem sofrendo com sua devastacdo (VALLI, RUSSO &
BOLZANI, 2019).

Investigacdo fitoquimica com auxilio de molecular networking e atividade citotoxica de Duguetia
surinamensis (Annonaceae).
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Com isto, tendo em vista a crescente demanda do mundo por novos medicamentos, 0
presente trabalho justifica-se na constante necessidade de se encontrar novos metabolitos
bioativos oriundos de plantas do bioma Amazénico. Adicionalmente, estudar plantas endémicas
dessa regido pode contribuir para a preservacdo da mesma, uma vez que os olhos do mundo se
voltam para a floresta e a necessidade de sua preservacao.

O interesse da investigacdo fitoquimica de plantas da familia Annonaceae, provém da
variedade de substancias com amplo potencial farmacoldgico (antimicrobiana, antioxidante,
inseticida, antiviral, citotoxica, antileishmania, tripanocida, dentre outras) relatado em muitas
espécies dessa familia (LUCIO et al., 2015; SILVA® et al., 2015; COSTA? et al., 2011; ACIOLE et al.,
2011; BRITTO et al., 2012). Nesse sentido, a espécie Duguetia surinamensis foi objeto de estudo

para a presente pesquisa.

=
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Investigar a composic¢do quimica das cascas do caule de Duguetia surinamensis por
meio de abordagens fitoquimicas classicas e modernas, e avaliar o seu potencial citotéxico in

vitro.

2.2. Obijetivos especificos

e Analisar por Espectrometria de massas (LC-MS/MS) e redes moleculares a composicao

quimica preliminar das frac6es das cascas do caule de D. surinamensis;

¢ Realizar o isolamento das substancias presentes nas cascas do caule de D. surinamensis

através de métodos cromatograficos classicos;

e Elucidar as estruturas das substancias isoladas pela analise de seus dados

espectroscopicos (RMN - 1D/2D) e espectrométricos (MS);

e Determinar a estereoquimica das substancias de D. surinamensis; atraves de métodos

computacionais e pela técnica de espectroscopia de Dicroismo Circular Eletrdnico (ECD);

e Ensaiar as amostras de D. surinamensis quanto a sua atividade citotoxica in vitro.

=
Investigacdo fitoquimica com auxilio de molecular networking e atividade citotoxica de Duguetia
surinamensis (Annonaceae).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Cancer: Problematizacgéo e contexto geral

O céncer consiste em um conjunto de mais de 100 enfermidades que tém em comum o
crescimento desordenado e descontrolado de algumas células, que invadem tecidos e 6rgaos
(BRANDAO et al., 2010). O cancer é uma das principais causas de mortalidade mundial, sendo
considerado um importante problema global de satde publica devido as dificuldades
encontradas no tratamento e pelos alarmantes dados estatisticos (LOPES-JUNIOR & LIMA,
2019). A incidéncia e a mortalidade desta enfermidade vém crescendo mundialmente,
decorrente dos fatores ambientais, estilos de vida ou costumes (transmisséo de habitos), com
destague a incorporacdo do tabagismo, sedentarismo, maus habitos alimentares, fatores
genéticos e o préprio processo de envelhecimento (INCA, 2019).

A estimativa recente dos novos tipos de cancer no mundo mostrou que o cancer de
pulmdo é o mais incidente no mundo (2,1 M), seguido pelo cancer de mama (2,1 M), c6lon e
reto (1,8 M) e prostata (1,3 M) (BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2018). Além disso, as
transicbes epidemioldgicas e demograficas globais apontam um impacto cada vez maior do
indice de diversos tipos de cancer nas proximas décadas (LOPES-JUNIOR & LIMA, 2019).

Para o Brasil, a estimativa € que ocorrerdo de 625 a 685 mil casos novos de cancer (450
mil, excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma (auséncia de células produtoras de
melanina)) para cada ano do triénio 2020-2022 (BRAY et al., 2018). De acordo com o INCA
(2019), a estimativa da frequéncia dos principais tipos de cancer para o triénio 2020-2022 em
homens ser4 maior para o de préstata (29,2%), célon e reto (9,1%), pulméo (7,9%), estbmago
(5,9%) e cavidade oral (5,0%). Nas mulheres, os canceres de mama (29,7%), colon e reto
(9,2%), colo do Utero (7,4%), pulméo (5,6%) e tireoide (5,4%) serdo os principais.

A realizacdo do tratamento da maioria dos casos de cancer faz o uso da combinacéo de
diferentes técnicas como, cirurgias, radioterapias e quimioterapias. Entretanto, o custo do
tratamento € alto e necessita do uso de medicamentos que podem causar a reducdo no
crescimento do tumor, que em alguns casos ndo completa a inativagdo ou destruicédo (LI et al.,
2011).

Dessa forma, a pesquisa por novas substancias de origem natural com potencial
citotoxico se faz necessario para o desenvolvimento de drogas anticancerigenas e outros
medicamentos promotoras de salde, a fim de aumentar o arsenal terapéutico para o combate e
tratamento dos tipos de cancer (FRIDLENDER, KAPULNIK & KOLTAI, 2015; BRANDAO
etal., 2010).

Investigacdo fitoquimica com auxilio de molecular networking e atividade citotoxica de Duguetia
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3.1.1. Quimioterapicos derivados de plantas

Devido a importancia no combate aos tipos de céncer e a variedade de possiveis
metabolitos secundarios oferecidos pelas plantas, mais de 70% dos medicamentos anticancer
sdo derivados direta ou indiretamente desse reino (ISAOGLU, GULLUCE & KARADAYI,
2020). Evidéncias demonstram que as atividades bioldgicas de plantas se devem aos seus
metabdlitos, em especial os alcaloides (AKHTAR et al., 2018).

Um grupo de alcaloides utilizados na terapia do cancer consiste em substancias extraidas
da planta vinca denominadas de alcaloides da vinca (COSTA-LOTUFO et al., 2010), sendo 0s
quatro principais com propriedades anticancer: vimblastina (1) (velban®), vindesina (2)
(eldisine®), vincristina (3) (oncovin®) e vinorelbina (4) (navelbine®) (MOUDI et al., 2013). Em
2008, foi sintetizado um novo alcaloide da vinca, a vinflunina (5) que compde o farmaco javlor®
aprovado na Europa para tratamento de cancer urotelial avancado (GERULLIS et al., 2017).

Apos estas descobertas, foi iniciado um programa de coleta e triagem de plantas pelo
Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos (NCI) para agentes anticancerigenos, com
mais de 35.000 amostras vegetais representando 12 -13 mil espécies testadas (BRANDAO et
al., 2010). Dentre as espécies utilizadas, o resultado mais importante foi a descoberta do
paclitaxel (6), um alcaloide diterpénico isolado da casca do teixo (Taxus brevifolia - Taxaceae)
em 1971, sendo efetivo na regressdao do cancer de mama e de ovario, resistentes a terapia
tradicional (BRANDAO et al., 2010). Em consequéncia da sua eficiéncia em diversos ensaios
bioldgicos, em 1992 foi aprovado o taxol®, um dos medicamentos mais empregado na
quimioterapia atualmente. Devido a escassez inicial do paclitaxel e da sua baixa solubilidade
em é&gua, desenvolveu-se o docetaxel (7) (taxotere®) em 1996, um agente semissintético mais
ativo que o taxol (DURAK et al., 2014).

Outra descoberta importante do NCI, foi o alcaloide 20-(S)-camptotecina (8), principio
ativo isolado da casca de Camptotheca acuminata (Nyssaceae), amplamente utilizada na
medicina tradicional chinesa (AKHTAR et al., 2018). Dez anos depois, foram aprovados dois
novos farmacos derivados, sendo o topotecano (9) (hycamptin®) e irinotecan (10) (camptosar®)
solGveis em agua, com maior estabilidade e maior indice terapéutico no tratamento de varios

tumores (cancer cervical, ovario e pulméo) (LI & COREY, 2013).
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ALCALOIDES DA VINCA

(1) Ry = H, R, = OCH; Ry = COCHg (4) 5 |
! (2) Ry, Rz =H, Ry = NH; 5
: (3) Ry = CO, Ry = OCH; R3 = COCHj Z

FIGURA 2. SUBSTANCIAS ISOLADAS DE PLANTAS E FARMACOS SEMISSINTETICOS UTILIZADAS
NO TRATAMENTO DO CANCER. FONTE: AKHTAR ET AL., 2018; BRANDAO ET AL., 2010.

Com isso, a busca continuada para descoberta de novas substancias evidencia a
importancia da investigacdo fitoquimica de espécies vegetais da flora brasileira impulsionando
pesquisas visando metabdlitos voltados para a analise de citotoxicidade in vitro, sendo esta,
uma alternativa na descoberta de substancias bioativas para inserir na terapia do cancer,
problematizacdo em destaque nesse estudo (COSTA et al., 2020; SANTOS? et al., 2018; DIAS
etal., 2012).

—
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3.2. Familia Annonaceae

A ordem Magnoliales é uma das mais primitivas das angiospermas, constituida de seis
familias lenhosas (Degeneriaceae, Eupomatiaceae, Himantandraceae, Myristicaceae,
Magnoliaceae e Annonaceae) (DOYLE et al., 2004). A familia Annonaceae foi catalogada por
Antoine Laurent de Jussieu em 1789, sendo a maior da ordem (CHATROU et al., 2012).

Atualmente, essa familia apresenta cerca de 2.400 espécies distribuidas em 110 géneros
e estdo classificadas em quatro subfamilias (XUE et al., 2020). Duas dessas subfamilias
(Anaxagoroideae e Ambavioideae) sdo pobres em espécies e formam os dois primeiros ramos
basais da familia. As duas subfamilias restantes (Annonoideae e Malmeoideae) possuem cerca
de 1.500 e 800 espécies, respectivamente (HOEKSTRA et al., 2017). Os representantes desta
familia estdo distribuidos quase uniformemente nas regides tropicais e subtropicais pelos
tropicos (CHATROU et al., 2012; COSTA? et al., 2009) (Figura 2).

Legenda: Area destacada em vermelho corresponte a distribuico da familia

FIGURA 3. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA MUNDIAL DE ESPECIES DA FAMILIA ANNONACEAE.
FONTE: ADAPTADO DE WORD ANNONACEAE, 2019).

No Brasil, estdo catalogados 29 géneros, compreendendo 392 espécies, constituindo 162
espécies endémicas, ocorrendo a maior parte em florestas, com alguns representantes em areas
abertas (MAAS et al., 2015). Dentre todos os géneros no territorio brasileiro, 19 géneros e
aproximadamente 153 espécies foram encontrados na regido Centro-leste do Brasil (Distrito
Federal e os Estados da Bahia, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo
e Tocantins) (MAAS et al., 2001).

A familia apresenta maior diversidade na Amazoénia brasileira, compreendendo 27
géneros e distribuidas em 280 espécies (FORZZA, 2010; MAAS et al., 2007), com ocorréncia

Investigagdo fitoquimica com auxilio de molecular networking e atividade citotéxica de Duguetia
surinamensis (Annonaceae).




27

no estado do Amazonas de 16 géneros com distribuicdo de 60 espécies na Reserva florestal
Adolpho Ducke - Manaus (MAAS et al., 2007). A maior parte restante é encontrada na mata
Atlantica com 15 géneros e 91 espécies. No Cerrado séo encontrados 10 géneros ndo endémicos
distribuidos em 47 espécies (LOPES & MELLO-SILVA, 2014).

Praticamente um terco das espécies sdo distribuidas em cinco géneros (HEYWOOD,
1978), Guatteria com 307 espécies (LOBAO et al., 2012), seguida de Uvaria (210 espécies)
(MACABEO et al., 2017), Xylopia (157 espécies) (SANTOS et al., 2015; COSTAcet al., 2013),
Polyalthia (120 espécies) (YU et al., 2016) e Annona (175 espécies) (VENDRAMIN et al.,
2013). A familia apresenta algumas espécies frutiferas com grande importancia econdémica
alimenticia (RODRIGUES, SILVA & BRITO, 2018; LOBAO et al., 2016), sendo as mais
conhecidas aquelas que constitue o géneros Annona I(KESSLER, 1993) (Figura 3).

Nome cientifico: Annona squamosa Nome cientifico: Annona muricata Nome cientifico: Annona crassifiora
Nome popular: ata, pinha, fruta do conde  Nome popular: gravicla, guanabara Nome popular: araticum do cerrado, marclo

Nome cientifico: Annona montana Nome cientifico: Annona cherimdlia
Nome popular: graviola da montanha Nome popular: cherimdlia, cherimdia

Nome cientifico: Annona mucosa
Nome popular: biriba

Nome cientifico: Annona sylvatica
Nome popular: araticum

FIGURA 4. ESPECIES FRUTIFERAS MAIS CONHECIDAS DO GENERO ANNONA.

'Fonte: (A) http://www.stylecraze.com/articles/amazing-benefits-of-sugar-apples/

(B) https://www.etsystudio.com/listing/477979565/guana banaannona-muricata-soursop-live

(C) http://www.frutosatrativos docerrado.hio.br/76-especies/32-frutos-grandes/87-annona-crassiflora

(D) https://picclick.com/COROSSOL-ZOMBIE-Annona-montana-FRUIT-TREE-WILD-CUSTARD-141365859352.html
(E) http://www.torrevivai.com/prodotti/detail/id/95/annona-cherimola/;

(F) http://www.alamy.com/stock-photo-annona-reticulata-red-custard-apple-61107731.html;

(G) https://www.tokopedia.com/rancupid/biriba;

(H) http://www.tradewindsfruit.com/content/rollinia-sylvatica.htm;

(1) https://br.pinterest.com/pin/422634746266160690/
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Além de se detacar pelo amplo nimero de espécies utilizadas na medicina tradicional
(SILVA, RABELO & ENOQUE, 2015), as espécies dessa familia possuem relevante papel
econémico, em especial, nas industrias madeireiras (SOARES et al., 2017; KESSLER, 1993),
farmacéuticas (RODRIGUES, SILVA & BRITO, 2018) e cosméticas (TAN et al., 2015;
KESSLER, 1993). Algumas espécies se destacam pelo uso dos 6leos extraidos das sementes
para a producdo de sabdo e 6leos comestiveis (BIBA et al., 2014), e pelo emprego da madeira
para producéo de alcool e papel (LEBOEUF et al., 1982). Dentre as espécies da familia, cerca
de 7% em 41 géneros tém sido investigadas (CASTEDO et al., 1991), necessitando a realizacédo
do estudo fitoquimico e bioldgico de algumas espécies, podendo servir como recurso
terapéutico. A escolha de plantas da familia Annonaceae para o0 estudo de seus compostos
bioativos, provém da diversidade das propriedades farmacologicas comprovadas em diversas
especies (Quadro 1).

Quadro 1. Usos populares e atividades farmacoldgicas comprovadas de algumas espécies da

familia Annonaceae. Fonte: [1] COSTA®et al., 2011; [2] PAREDES et al., 2001; [3] MESQUITA et al., 2005;
[4] SILVA? et al., 2015; [5] ACIOLE et al., 2011; [6] BRITTO et al., 2012; [7] COSTA et al., 2008.

Atividades

Espécie (nome popular) Uso popular farmacoldgicas
Annona salzmannii - folhas As folhas e cascas sdo utilizadas
(araticum-da-mata, araticum-apé) para o tratamento da diabetes, antimicrobiana,
[1] tumores e inflamagoes. antioxidante e
Annona pickelii - folhas inseticida

(araticum-bravo, jussara) [1]
Guatteria cardoniana - folhase  Suas partes sdo usadas como

antiviral e citotoxica

galhos (envira preta) [2] repelente de insetos
Annona crassiflora - caule e raiz  Usada contra a doenca de Chagas leishmanicida e
(mard6lo, araticum-do-Cerrado) [3] e picadas de cobra (sementes) tripanocida
Unonopsis duckei (envira-preta, Usada no tratamento das
envira surucucu) [4] leishmanioses

Cascas do caule sdo empregadas
no tratamento de artrites,
Unonopsis floribunda (icoja) [4]  bronquites, reumatismo e
diarreia, além de ser utilizada no

tratamento da malaria. antibacteriana
Unonopsis rufescens e U. stipitata U. stipitata - usada em distdrbios
(envira, envireira) [4] cerebrais.
Bocageopsis pleiosperma (envira Seus 0Oleos sdo usados no
preta, jurueira sangue) [4] tratamento de picadas de cobra.
Onychopetalum amazonicum i
(envira caju, envira casca rocha) [4]
e . Usada como fonte de matéria- inseticida (Aedes
Guateria friesiana — folhas . o . N
. — prima nas industrias farmacéutica aegypti), citotoxica e
(envira, envireira) [5-7] o 7 .
e cosmética antimicrobiana
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3.2.1. Fitoquimica da familia Annonaceae

Quimicamente, as espécies de Annonaceae tém sido alvo de pesquisas devido a sua
ampla diversidade estrutural de metabdlitos secundarios, principalmente varios tipos de
alcaloides (COSTA et al., 2018; LUCIO et al., 2015). Embora menos frequentes, substancias
de outras classes do metabolismo priméario tém sido reportadas nesta familia, tais como
carboidratos, vitaminas (PADMANABHAN & PALIYATH, 2016), proteinas (GONI et al.,
2009), aminoacidos, lipideos (LEBOEUF et al., 1982) e os metabdlitos secundarios, como
poliacetilenos (NEGRI, 2015), acidos fendlicos, flavonoides (GARCIA-SALAS et al., 2015),
terpenoides (COSTA et al., 2018; COSTA et al., 2008), saponinas (NGANTCHOU et al.,
2009), carotenoides (DEMBITSKY et al., 2011) e acetogeninas (policetideos lipofilicos
exclusivos de plantas pertencentes a familia Annonaceae) (DEMBITSKY et al., 2011; ALALLI,
LIU & McLAUGHLIN, 1999).

flavonoides
catequina [5]
—— [poliacetilenos)
@enog i o orofenofida [6]
(E)-canofilenc [4] O CHy MO = 0. A OH
> 9 !
ML f3 [ I i - b
—— B Lo -
[vitaminas] "y f S ' o~ | saponinas
: v { " sitosterol-3-O-8-

vitamina B2 [2]) "€ o

\ , \ / ' e ",.A.ﬂ D‘Q“COSI'deoW]

iaminoécidc;; : < : R .
citrulina [3] D Al oL R oo a,[écidos fenélicos,
! . - oH acido clorogénico [5)
N /4 \ e
lcarboidratos .. = / \ R )
frutose (3] —=5 g % 7 T ~ chtoéeninag
o e , ‘\ w rlj| 45 ! = 2t 3. epomuricenina-A (8]
o N (& Lomeo ] |
l,._ e— e i “ § ) & 1
lipideos| , RS JRa—
QCIEO lincteica (2] & . ) : | al[:;ag'g‘i::rils
t —] ‘,," guatterfriesina [9)
roteinas 17
chitinase [1]. carotenoides|

" B-caroteno (8]

FIGURA 5. CLASSES DE SUBSTANCIAS PRESENTES NA FAMILIA ANNONACEAE.

FONTE: GONI ET AL., 2009 [1]; PADMANABHAN & PALIYATH, 2016 [2]; LEBOEUF ET AL., 1980 [3];
COSTAETAL., 2008 [4]; GARCIA-SALAS ET AL., 2015 [5]; NEGRI, 2015 [6]; NGANTCHOU ET AL., 2009
[7]; DEMBITSKY ET AL., 2011 [8]; COSTA ET AL., 2018 [9].

—_—
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3.3. Considerag0es gerais do género Duguetia

O género Duguetia pertence a tribo Duguetieae (SOUZA et al., 2020) e compreende
cerca de 100 espécies (arbustos e arvores), considerando a incluséo recente de tdxons africanos
anteriormente conhecido como Pachypodanthium Engler & Diels (NARDELLI et al., 2021;
SOUZA et al., 2020). E um dos géneros mais numerosos da familia Annonaceae e o terceiro
maior da regido Neotropical da familia apés Guatteria e Annona (TEICHERT et al., 2012;
PEREZ & CASSELS, 2010).

As espécies desse género sao encontradas predominantemente nas Américas tropicais,
tendo como centro de diversidade na bacia Amazonica (principalmente no Brasil, sendo 89
espécies presentes na regido neotropical, da Nicardgua ao sudeste do Brasil e norte do Paraguai
e apenas 4 espécies no centro-oeste da Africa) e nas trés Guianas contendo 28 espécies,
incluindo 6 endémicas) (ALMEIDAP et al., 2011; CAROLLO, HELLMANN & SIQUEIRA,
2005).

O Brasil é de longe o pais mais rico em ocorréncia de espécies de Duguetia, nas quais
sdo encontradas 66 espécies, sendo 29 endémicas (GONCALVES et al., 2019). Na Amazobnia
brasileira consta-se 47 espécies distribuidas e na mata Atlantica 17 espécies, constituindo esse
bioma como segundo centro de distribuicdo, sendo 9 espécies encontradas em apenas um estado
(BAZANTE & ALVES, 2017; LOPES & MELLO-SILVA, 2014).

As espécies neotropicais de Duguetia sdo arvores que medem cerca de 35 m de altura.
A maioria das espécies deste género estdo presentes em florestas ndo inundadas (> 40 espécies)
e pequenas ocorréncias em florestas inundadas (apenas 6 espécies) (MAAS, WESTRA &
CHATROU, 2003).

3.3.1. Fitoquimica do género Duguetia e suas propriedades farmacoldgicas

Muitos estudos com as espécies de Duguetia tém sido conduzidos a cerca de seus
metabolitos secundarios presentes em diferentes partes aéreas reportando benzenoides
(ALMEIDA et al., 2012; SIQUEIRA et al., 2001), terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos e
triterpenos) (NGOUONPE et al., 2019; ALMEIDA? et al., 2011), flavonoides (NGOUONPE
et al., 2019; CAROLLOQO? et al.,, 2006) e, mais tipicamente, alcaloides foram isolados e
caracterizados (SANTOSP et al., 2018; PEREZ & CASSELS, 2010). Além disso, muitas
especies do género apresentam diversas propriedades farmacologicas comprovadas
(SALDANHA et al., 2019; GONCALVES et al., 2017). Apenas 27 espeécies deste género foram

estudadas quanto a sua composic¢ao quimica (Quadro 2).
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QUADRO 2. ESPECIES DO GENERO DUGUETIA QUE FORAM EXPLORADAS QUIMICAMENTE E BIOLOGICAMENTE.

Espécies

Substancias

Atividades bioldgicas

O O 0O 0O 0O 0O 0O U 0O O o

. asterotricha
. bahiensis

. cadavérica

. calycina

. chrysocarpa
. confinis

. colombiana
. echinophora
. eximia

. flagellaris

. furfuracea

. gardneriana
. glabriuscula
. hadrantha

. lanceolata

. magnolioidea

hidrocarbonetos, terpenos e benzenoides(!!

flavonoides(?
hidrocarbonetos oxigenados e terpenost!
alcaloides™
flavonoides!? e um benzenoide*

alcaloides, terpenos e um fenilpropanoidel®

alcaloides!®
terpenost’]
alcaloides(®l, um benzenoide!® e terpenost™
alcaloides(*®'! e terpenos(®1¥

flavonoides2*, 4cidos fendlicost?,
alcaloides(*2121451] g terpenos!40:°15¢]

alcaloides(*>*®! um metilcinamatol'® e
terpenost?244]
alcaloides, benzenoides[*®l, terpenos!16:46:50.5]

alcaloides*]

terpenos!*®29 fenilpropanoides®*, asaronal*” e

alcaloides!“8:6°]

alcaloides!?

antinociceptival®!, antioxidantel*®! e citotoxical*’]
toxicidadel™ e antimicrobianal®e!
antimicrobiana e citotoxical3!

citotoxical*®, tripanocidal*®*®, antioxidante, antireumatical*4,
antimicrobianal®? anti-inflamatoria, antinociceptivat*,
citotoxical*>®¥, antimalarica® e antiparasitarial3°4

antimicrobianal??, citotoxical*! e atividade protetoral®®!

toxicidade®], antineoplasical®¥ e antimicrobianal*®!
antimalarica, citotoxica e antifungical*”

antimicrobianal*®l, antinociceptiva, anti-inflamatorio,

antioxidantel'®!, inseticidal*”, antimalarical*®l, antiparasitaria®*®° e

citotoxical®¥
anti-hipertensivol?°!

continuagao...
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Espécies

substancias

Atividades bioldgicas

. moricandiana

. 0bovata

. panamensis

alcaloides!?Y, terpenost??
alcaloides®’!
alcaloides®¥

benzenoidel?°

antinociceptival?!!, antimicrobianal?? e anti-inflamatérial®’]

inibidor de DNA - fase G2[4

terpenost®®4 alcaloides?6:6264 e asaronas(®’l citotoxicidadel®®!

D
D
D. odorata
D
D. pycnastera
D

citotoxicidadel”, antileishmania, antioxidante?”! e
antimicrobianal®@!

alcaloides(?82 =

. riparia terpenost”?! e alcaloides?”]

)

. Spixiana

anti-inflamatérial3®

O

alcaloides®*%62 flavonoides, triterpenost?,
benzenoidel®? e lignanast3:6]
alcaloides e um esteroide®!] -

. staudtii

. stelechantha
alcaloides® e um terpeno [ -

D
D. trunciflora
0 alcaloides!33:59.601

.vallicola antimalarical® e antioxidante[®%

FONTE: [1] JURGENS, WEBBER & GOTTSBERGER, 2000; [2] SANTOS & SALATINO, 2000; [3] TEICHERT et al., 2012; [4] ROBLOT, HOCQUEMILLER & CAVE,
1981; [5] MATHOUET et al., 2007; [6] PEREZ & CASSELS, 2010; [7] GOELDI, 2019; [8] GOTTLIEB® et al., 1978; [9] MAIA et al., 2006; [10] FECHINE® et al., 2002;
[11] NAVARRO et al., 2001; [12] CAROLLO? et al., 2006; [13] SILVA? et al., 2009; [14] SANTOSP et al., 2018; [15] ALMEIDA et al., 2007; [16] SIQUEIRA et al., 2001;
[17] MUHAMMAD et al., 2001; [18] SOUSA et al., 2012; [19] SOUSA et al., 2016; [20] SILVAP et al., 2009%; [21] ALMEIDA? et al., 2011; [22] ALMEIDA et al., 2010; [23]
ROBLOT, HOCQUEMILLER & CAVE, 1983; [24] BRASTIANOS et al., 2007; [25] WANG et al., 1988; [26] SILVEIRA, 1994; [27] CUNHA, 2009; [28] DEBOURGES®?
et al., 1987; [29] RASAMIZAFY et al., 1987; [30] NGOUONPE et al., 2019; [31] DIAZ, DIAZ & JOSEPH-NATHAN, 1985; [32] FECHINE? et al., 2002; [33] PEREZ et al.,
2004; [34] ALVES et al., 2020; [35] ALMEIDA et al., 2012; [36] ALMEIDAY et al., 2011; [37] PINHEIRO et al., 2016; [38] ARAUJO, 2011; [39] OLIVEIRA et al., 2016;
[40] VALTER et al., 2008; [41] SALDANHA et al., 2019; [42] SILVAZ? et al., 2012; [43] FISCHER et al., 2004; [44] RODRIGUES et al., 2015; [45] SIQUEIRA et al., 1997;
[46] SIQUEIRA et al., 2003); [47] GONCALVES et al., 2017; [48] FISCHER et al., 2004; [49] BRASTIANOS et al., 2007; [50] GARCEZ et al., 2003; [51] SILVA et al.,
2007; [52] KONNA & BOUDA, 2006; [53] MATOS et al., 2006; [54] TEMPONE et al., 2005; [55] PINHO et al., 2016; [56] FAVARETO et al., 2019; [57] LEMOS et al.,
2017; [58] GOES et al., 2008; [59] PEREZ, SAEZ & CASSELS, 2005; [60] ARANGO et al., 2004; [61] CAVE et al., 1980; [62] BEVALOT, LEBOEUF & CAVE, 1977,
[63] SOUZA et al., 2020, [64] NARDELLI et al., 2021; [65] DANTAS et al., 2020; [66] NGADJUI et al., 1989.
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Os primeiros estudos fitoquimicos com as espécies deste género iniciaram na década de
70, na qual um derivado fendlico 2,4,5-trimetoxiestireno (11) (asarona/ fenilpropanoide) foi
isolado em 1978 (GOTTLIEB® et al., 1978). Outras asaronas foram isoladas de algumas

espeécies de Duguetia como mostra a figura 5.

5 R OCH; X i
: OCH l
: Jij 3 oo o 5
| HiCO 5
r 9 don HsCO HsCO !
: ° OCHj OCHs '

M R= k 1,2,4-trimetoxi-5-(1-

: metoxi-etil)-benzeno

' | Espécie: D. lanceolata [1,2] Espécies: D. lanceolata [1,2]
' Espécie: D. confine [3] D. eximia [4]

R = K D. paramensis [5]
' 2 D. staudtii [6,7]

| | Espécie: D. pycnastera [10] D. furfuracea [8,9]
: D. pycnastera [10]

____________________________________________________________________________________________________

2,4,5-trimetoxiestireno (11) ] |

FIGURA 6. ASARONAS ISOLADAS DE ESPECIES DE DUGUETIA. FONTE: [1] ALVES ET AL., 2015,
[2] GONCALVESETAL., 2017; [3] MATHOUET ET AL., 2007; [4] GOTTLIEB®ET AL., 1978; [5] WANG ET
AL., 1988; [6] YAPI ET AL., 2012; [7] KOONA & BOUDA, 2006); [8] SILVAET AL., 2007; [9] SALDANHA
ET AL., 2019; [10] SOUZA ET AL., 2020).

Com base na composicdo fenodlica, apenas trés espécies do género Duguetia apresentam
flavonoides glicosilados em sua composicdo (D. furfuracea, D. bahiensi e D. chrysocarpa)
(NUNES et al., 2012; SANTOS & SALATINO, 2000). Na espécie D. furfuracea foram
identificadas outras classes de compostos fendlicos tais como os flavonoides simples e acidos
fendlicos (NUNES et al., 2012; CAROLLO? et al., 2006; PINHO et al., 2016). Além disso, 0s
acidos fendlicos foram relatados em outras espécies, tais como as espécies D. chrysocarpa
(ALMEIDA et al., 2012) e D. gardneriana (ALMEIDA et al., 2007), bem como a presenca de
lignanas na espécie D. staudtii (NGOUONPE et al., 2019; NGADJUI et al., 1989).
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FLAVONOIDES GLICOSILADOS
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FIGURA 7. ALGUMAS SUBSTANCIAS FENOLICAS ISOLADOS DO GENERO DUGUETIA. FONTE: [1]
SANTOS & SALATINO, 2000; [2] PINHO ET AL., 2016; [2] ALMEIDAETAL., 2012; [3] ALMEIDA ETAL.,
2007; [4] NGOUONPE ET AL., 2019.

As folhas, cascas do caule, hastes e flores sdo algumas das diferentes partes vegetais das
espécies de Duguetia que produzem o6leo essencial (RODRIGUES et al., 2015; TEICHERT et
al., 2012; SOUSA et al., 2012; MAIA et al., 2006). Apenas doze espécies do género foram
estudadas quanto a sua composi¢do quimica dos seus 6leos. Dentre terpenos, 0s sesquiterpenos
e monoterpenos sdo 0s constituintes preponderantes no género (GOELDI, 2019; MAIA et al.,
2006).
sesquiterpénicos e oxigenados (YAPI et al., 2012; MAIA et al., 2006). Os Gleos essenciais de

Embora menos frequentes, algumas espécies apresentam hidrocarbonetos

algumas especies desse género apresentaram atividade antimicrobiana (ALMEIDA et al., 2010;

SOUSA et al., 2012), citotoxica (RODRIGUES et al., 2015) e toxicidade frente a Artemia
salina (GOELDI, 2019; SILVA et al., 2007; SOUSA et al., 2012).
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3.3.1.1. Alcaloides do género Duguetia

Em comum a outras angiospermas primitivas, as espécies desse género acumulam
alcaloides isoquinolinos e, mais especificamente, benzilisoquinolinos e seus derivados. A
literatura relata a composicéo alcaloidica em 18 espécies de Duguetia, resultando no isolamento
e caracterizacdo de aproximadamente 105 alcaloides diferentes. Embora muitos desses
alcaloides sejam amplamente distribuidos, alguns grupos incomuns de alcaloides sao
especificos desse género Duguetia (PEREZ & CASSELS, 2010).

Os primeiros alcaloides isolados do género sdo consideradas substancias exclusivas e
caracteristicas do género, tais como a staudina (Figura 8) (CAVE et al., 1980), duguecalina
(Figura 9) (ROBLOT et al., 1978), espiguetina (RASAMIZAFY et al., 1987), 3-metoxi-
sampangina e hadrantina A (Figura 10) (MUHAMMAD et al., 2001).

A maioria dos alcaloides isolados no género sdo providas do esqueleto isoquinolino
(PEREZ & CASSELS, 2010). Dentre essa classe, foi isolado um alcaloide do tipo
bisbenziltetrahidroisoquinolino (isocondodendrina (11)) (CAROLLOQ? et al., 2006) e dois
alcaloides benziltetrahidroisoquinolinos (reticulina (12) (SOUZA et al., 2020) e codamina N-
oxido (13)) (FECHINE? et al., 2002; DEBOURGES" et al.,1987). Os alcaloides do tipo
tetrahidroprotoberberino (discretamina (14)) (ALMEIDA? et al., 2011) e protoberberino
(pseudopalmatina (15) (BRASTIANOS et al., 2007; PEREZ, SAEZ & CASSELS, 2005) e
staudina (16) (CAVE et al., 1980)) também foram relatadas no género (Figura 7).

Dentre os alcaloides isoquinolinos, os aporfinos representam um grupo grande de
substancias no género Duguetia (Figura 8), sendo encontrado alcaloides aporfinos stricto sensu
(CAROLLO?%etal., 2006; ROBLOT et al., 1978; 1983), proaporfino (PEREZ et al., 2005), 6a7-
oxazina-aporfino (DEBOURGES et al., 1985; ROBLOT et al., 1983), oxoaporfino (DIAZ,
DIAZ & JOSEPH-NATHAN, 1985; PEREZ et al., 2004), N-formilaporfino (ROBLOT,
HOCQUEMILLER & CAVE, 1981) e N-nitroaporfino (CAROLLO" et al., 2006).

BISBENZILTETRAISOQUINOLINO BENZILTETRAISOQUINOLINOS

_________________________________________________________________________________________________

b R1 = CH3 R2=OH

reticulina (12)
O N espécies: D. furfuraceae [1] | :
"Ry D. truncifolia [2] '

H D. pycnastera [3]

I dodondrina (1) N O *R, = N-6xido R,=OCHj
n narin ' !
Isocondodendrina (11) 11 HsCO (codamina N-6xido (13)] |

|espécie: D. furfuraceae [1] |

|espécie: D. spixiana [4,5] |

_________________________________________________________________________________________________

continuagao...
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TETRAIDROPROTOBERBERINO PROTOBERBERINO

[discretamina (14)]

espécies: D. furfuraceae [1] [pseudopalmatina (1 5)]

D. truncifolia [2] OCH;
D. moricandiana [6] espécies: D. odorata [9] staudina (16)

D. gardneriana [7] D. vallicola [10]

D. magnolioidea [8]

| espécie: D. staudii [11] |

________________________________________________________________________________________________

FIGURA 8. ALGUNS ALCALOIDES DO TIPO ISOQUINOLINOS E DO SUBTIPO-PROBERBERINOS

PRESENTES NAS ESPECIES DO GENERO DUGUETIA. FONTE: [1] CAROLLO* ET AL., 2006; [2]
FECHINE*ET AL., 2002; [3] SOUZA ET AL., 2020; [4] DEBOURGES" ET AL.,1987; [5] DEBOURGES® ET
AL.,1987; [6] ALMEIDA*ETAL., 2011; [7] GOES ET AL., 2008; [8] SILVA® ET AL., 2009; [9] BRASTIANOS
ET AL., 2007; [10] PEREZ, SAEZ & CASSELS, 2005; [11] CAVE ET AL., 1980).

APORFINO STRICTO SENSU PROAPORFINO 6a,7-OXAZINA-APORFINO

__________________________________________________________
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o
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. pyscnatera [10]
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FIGURA 9. ALGUNS ALCALOIDES APORFINOS E SEUS DERIVADOS ENCONTRADOS NAS
ESPECIES DO GENERO DUGUETIA. FONTE: [1] ROBLOT ET AL., 1978; [2] ROBLOT ET AL., 1983; [3]
CAROLLO" ET AL., 2006; [4] PEREZ ET AL., 2005; [5] DEBOURGES ET AL., 1985; [6] DIAZ, DIAZ &
JOSEPH-NATHAN, 1985; [7] RASAMIZAFY ET AL., 1987; [8] PEREZ ET AL., 2004; [9] GOTTLIEB® ET

AL., 1978; [10] SOUZAET AL., 2020; [11] ROBLOT, HOCQUEMILLER & CAVE, 1981; [12] CAROLLO®
ET AL., 2006].
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Dentre os alcaloides considerados raros, foram isolados alcaloides do subtipo
azahomoaporfino (espiguetina (17)), e os alcaloides ndo isoquinolinos aza-7-oxoaporfinos (3-
metoxi-sampangina (18)) e aza-4,5-dioxo-aporfinos (hadranta A (19)) em algumas espécies do
género (Figura 11). Outros tipos distintos de alcaloides ndo isoquinolinos também foram
encontrados nesse género, tais como a morfinandienona (9S)-sebiferina (20) (ROBLOT et
al.,1983), sendo a primeira e Unica substancia dessa classe isolada no género (1 espécie).
Adicionalmente, os aza-antraceno (cleistofolina (21)) (PEREZ et al., 2004) e fenantreno
(aterosperimina (22)) sdo exemplos de alcaloides nédo isoquinlinos identificados em Duguetia
(ROBLOT et al.,1978; DEBOURGES?et al., 1987) (Figura 10).

AZA-HOMOAPORFINO AZA-OXOAPORFINO AZA-DIOXOAPORFINO
0 ' OCH; 0
4 0
o N X B
NN N AN
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)

@)

| O OCH;
| HsCO |

|espécie: D. handrantha [2]|
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(cleistofolina (21) ) ( aterosperimina (22) |
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| espécie: D. vallicola [4]| espécies: D. calycina [5]

D. spixiana [6]
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= | ' HsCO ‘
N :
N :
0 :
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________________________________________________________________________________

FIGURA 10. ALGUNS ALCALOIDES COPIRINA E OUTROS TIPOS DISTINTOS ENCONTRADOS NAS

ESPECIES DO GENERO DUGUETIA. FONTE: [1] RASAMIZAFY ET AL., 1987; [2] MUHAMMAD ET AL.,
2001;[3] ROBLOT ETAL., 1983; [4] PEREZ ET AL., 2004; [5] ROBLOT ET AL., 1978; [6] DEBOURGES*ET
AL., 1987).

Semelhante aos demais géneros da familia, o estudo sobre a composicao alcaloidica das
espécies de Duguetia apresentaram constituintes com algumas propriedades farmacol6gicas
relatadas conforme os trabalhos das mesmas (Quadro 3).

Apesar da literatura apresentar estudos com varias especies desse género, apenas 25%

foram exploradas quimicamente (27 espécies) e farmacologicamente (15 espécies, fato que
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reforca a importancia de novos estudos do género, tais como a D. surinamensis, espécie alvo

desse estudo.

QUADRO 3. ALCALOIDES ISOLADOS DAS ESPECIES DO GENERO DUGUETIA E SUAS

ATIVIDADES FARMACOLOGICAS COMPROVADAS. FONTE: [1] CAROLLQ® ET AL., 2006; [2] PEREZ
ET AL., 2004; [3] SILVA* ET AL., 2009; [4] SANTOS® ET AL., 2018; [5] ALMEIDA® ET AL., 2011; [6] GOES
ET AL., 2008; [7] SOUZA ET AL., 2020; [8] SOUZA ET AL., 2020. [9] MUHAMMAD ET AL., 2001; [10]
SIQUEIRA ET AL., 2001; [11] ARANGO ET AL., 2004).

Alcaloides Atividades farmacoldgicas Referéncia
(-)-assimilobina tripanocida [1]
cleistofolina antiplasmadica [2]
citotdxica, antinociceptiva, tripanocida e [3]
dicentrinona
antioxidante [4]
tripanocida [1]
discretamina antinociceptiva [5]
atividade protetora [6]
duguetina leishmanicida, citotdxica e tripanocida [3]
duguetina N-6xido leishmanicida, citotdxica e tripanocida [3]
guatterina N-6xido citotoxica [7,8]
hadranthina A antimalérica e antifingica [9]
hadrantina B citotdxica e antimicrobiana [9]
lanuginosina toxicidade frente a Artemia salina [9]
lisicamina citotoxica [7,8]
imbilina antifungica e citotoxica [9]
isocondendrina tripanocida [1]
isocoridina tripanocida [1]
3-metoxi-sampangina antifungica e antimalarica [9]
N-metil-tetrahidropalmatina leshimanicida [3]
N-metil-glaucina tripanocida e leishmanicida [3]
N-metil-laurotetanina antioxidante [11]
(T tripanocida [1]
citotoxica [7,8]
(-)-oliveridina antiplasmadica [2]
oxobuxifolia toxicidade frente a Artemia salina [10]
O-metil-moscatolina citotoxica [7,8]
sampangina antifangica, antimalarica e citotoxica [8]
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3.3.2. Duguetia surinamensis R. E. Fries

Duguetia surinamensis (Figura 10) € uma espécie pouca conhecida, denominada pelos
mesmos nomes populares de outras espécies de Annonaceae, devido a semelhanca de seus
frutos. No Brasil, essa espécie € conhecida popularmente como ‘“envira”, “envireira”,
“araticum”, “ata-brava”, “biribarana”, “envira-amargosa” e “surucucu” (GRANDTNER &
CHEVRETE, 2014). Essa espécie apresenta como uma sinonimia botanica a D. caudata R.E.
Fries, pouco explorada quimicamente e biologicamente (MAAS, WESTRA & CHATROU,
2003). D. surinamensis consiste em uma arvore ou raramente um arbusto, com cerca de 10-30
m de altura e 40 cm de didametro (RIJKERS, PONS & BONGER, 2000).

v'."%‘.‘ 1‘ .
st A T arvore inteira
fruto imaturo seco ramo com folhas

FIGURA 11. PARTES DA ESPECIE DUGUETIA SURINAMENSIS. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

A espécie D. surinamensis é distribuida restritamente na bacia Amaz6nica, com
ocorréncia na Colémbia, Guiana, Equador, Suriname, Peru e Guiana Francesa. O centro de
distribuicdo dessa espécie é no Norte do Brasil (Acre, Amapa, Rondbnia, Pard e Amazonas)
(MAAS, WESTRA & CHATROU, 2003; GRANDTNER & CHEVRETE, 2014). Também ha
relatos prévios da sua distribuicdo no estado do Maranhdo (SERRA, LIMA & ALMEIDA JR,
2016) e Mato Grosso do Sul (BORGES, SILVEIRA & VENDRAMIN, 2014).

No Amazonas, essa espécie esta localizada nas margens do Rio Nhamunda (divisa entre
0 Amazonas e Para), no lago de Juruti (regido de Parintins), Porto Urucu (municipio de Coari),
Lago de Janauari (Iranduba), Reserva Florestal Adolpho Ducke (Manaus), fazenda Dimona (a
72 km de Manaus), e nos Km’s 204 (distancia entre Manaus e Itacoatiara) e 330 (distancia entre
Porto Velho e Manaus) (MAAS, WESTRA & CHATROU, 2003).

Com base nas plataformas de buscas cientificas, um estudo relatou a presenca de uma
neolignana (sem denominagéo) (Figura 11) na espécie D. surinamensis, relatada em 1975,
sendo a primeira neolignana em Annonaceae (MAAS, WESTRA & CHATROU, 2003).
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N

HyCO™ 3
OCH;

(2S,3S,58)-5-alil-2-(3,4-dimetoxifenil)-5-metoxi-
3-metil-3,5-dihidrobenzofuran-6(2H)-ona

FIGURA 12. NEOLIGNANA ISOLADA DA D. SURINAMENSIS. FONTE: MAAS, WESTRA &
CHATROU, 2003.

Através do estudo quimico dos 6leos essenciais das folhas e cascas do caule da espécie
da D. surinamensis (Guiana Francesa), foi identificado a presenca de sesquiterpenos,
monoterpenos, compostos aromaticos, ésteres e cetona (COURTOIS et al., 2009). Oliveira e
colaboradores (2018) realizaram o estudo da composicdo quimica das cascas do caule, na qual
foram isolados os alcaloides isoquinolinos (sem estereoquimica definida): duguetina (23),
duguetina N-6xido (24), dicentrina (25), 7-hidroxinordicentrina (26) (reportado pela primeira
vez na familia), dicentrinona (27), duguetinina (28) (inédito - esqueleto oxahomoaporfino) e
tetrahidrojatrorrizina (25); e um alcaloide néo isoquinolino pallidina (30). Nesse mesmo estudo
foram isoladas duas asaronas inéditas, sendo o 1,2,4-trimetoxibenzeno (31) e 1-(2,4,5-
trimetoxifenil) etano-1,2-diol (32) (descrito somente como produto sintético). Todos o0s
alcaloides (exceto 27, 29 e 31) apresentaram atividade citotoxica in vitro (OLIVEIRA, 2017).

OCHjs OCHjs H,CO OCHs

* Ry= CH3, Rp=OH
! 3_ 2 [dlcentrlnona (27) duguetlnlna (28) tetrahldrOJatrorrlzma (29)]
duguetina (23)

OH
® R,= N-6xido, R,=OH 3CO

[duguetma N-6xido (24)] O OCH;  H.CO OCH

3 3

® Ry= CH3, Ry=H ] /©/ :@;/\

“N H;CO
dlcentrlna (25 ‘ “CH; ’ OCH e OH o
HaCO °

[surinasarona (32)]

o Ry= H, Ry=OH o ‘1,2,4 - trimetoxi

[7-hidroxinordicentrina (26)] pallidina (30) benzeno (31)

FIGURA 13. SUBSTANCIAS ISOLADAS DAS CASCAS DO CAULE DE D. SURINAMENSIS. FONTE:
OLIVEIRA ET AL., 2018.
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Dessa forma, os relatos fitoquimicos dessa espécie incentivam a continuacdo da
investigacdo dos constituintes das cascas do caule, bem como avaliar sua propriedade

citotoxica.

3.1. Molecular Networking

A técnica Molecular Networking (MN) foi empregada no presente trabalho como
abordagem integrativa. Essa ferramenta foi desenvolvida para o tratamento de dados obtidos
em analises de LC-MS/MS (YANG et al., 2013; NGUYEN et al., 2013). Essa ferramenta é
alimentada por dados de uma rede social global de pesquisadores de PN chamada GNPS
(Global Natural Products Social Molecular Networking) (ALLARD et al., 2016), na qual
contém mais de 70.000 espectros MS/MS de metabdlitos anotados, e em constante crescimento,
juntamente com outras bibliotecas (ReSpect, MassBank e NIST) (RAMOS et al., 2019; WANG
etal., 2016).

Aliado aos experimentos de LC-MS/MS, essa ferramenta de bioinformatica GNPS
auxilia no tratamento de dados, tais como a obtencdo da visdo geral de todos os ions oriundos
de substancias detectadas, interpretacdo de um conjunto de espectros de fragmentacdo dos
metabdlitos contidos na amostra e 0 agrupamento desses é resultante da similaridade quimica
(semelhangas nos padrdes de fragmentacdo MS/MS), sendo organizados em clusters para
facilitar a busca por substancias estruturalmente analogas (RAHEEM et al., 2019).

Os clusters consistem em varios agrupamentos de substancias relacionadas devido a sua
estrutura quimica em fase gasosa sob condicBes de ionizacdo idénticas, sendo elas ja
convertidas em espectros MS? (denominados espectros de consenso). Cada espectro de
consenso da substancia individual é representado por um né (circulos unitéarios) no qual é
consultado nos bancos de dados da biblioteca espectral para atribuir moléculas conhecidas
dentro da rede molecular. A comparacéo é feita através do padrdo de massa idéntica dos ions
precursores junta mente com seus fragmentos (WANG et al., 2016).

Além disso, os clusters apresentam os alinhamentos que correlacionam espectro a
espectro, sendo representados como arestas (conexdes) entre os nos. Essas linhas sdo
provenientes de um coeficiente matematico que estabelece uma relagéo entre o ion precursor e
ions fragmentos. Esse indice denominado cosseno (cos), determina o grau de similaridade
espectral entre os nos, variando de 0 a 1, sendo 1 o valor indicativo da semelhanca total dos
espectros e 0 nenhuma semelhanga. Esse valor leva em consideracdo o ion precursor, 0s ions

fragmentados e as intensidades de pico. Visivelmente, a espessura da linha esta relacionada ao
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cosseno, ou seja, na similaridade quimica. E importante ressaltar que o valor de delta (A) é
correspondente a diferenca de massa entre 0s dois ions precursores (que possuem fragmentos
semelhantes) (ARON et al., 2020; QUINN et al., 2017). A figura 14 apresenta a representacédo
da analise da rede molecular.

Desta forma é possivel analisar de forma rapida dados complexos e desreplicar diversas
substéncias simultaneamente (QUINN et al.,, 2017; WANG et al.,, 2016). Com isso, a
abordagem integrativa, onde diversas técnicas sdo combinadas para responder um
guestionamento, permite uma melhor resposta do problema a ser abordado. Desta forma, a
integracdo das metodologias de investigacdo quimica proposta neste trabalho representa uma
nova possibilidade para avaliar e dar uma visdo da composicdo quimica da espécie da flora

Amazobnica em estudo.
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FIGURA 14. ESQUEMA REPRESENTATIVO DO PROCESSAMENTO DE MISTURAS DE SUBSTANCIA
PARA OBTENGCAO DA REDE MOLECULAR DOS ESPECTROS DE LC-MS/MS, TENDO COMO
EXEMPLO OS AMINOACIDOS TRIPTOFANO E SEUS DERIVADOS, BIOTINA E DESTIOBITINA
(BIBLIOTECA ESPECTRAL DO GNPS). FONTE: ADAPTADO DE QUINN ET AL., 2017.
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4. METODOLOGIA

Na figura 14 estdo descritos os procedimentos metodoldgicos utilizados para obtencéo

dos resultados deste projeto.
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FiIGurRAa 15. FLUXOGRAMA DOS PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS UTILIZADOS NESTA

PESQUISA. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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4.1. Equipamentos

Utilizou-se para a realizagcdo dos procedimentos de bancada: um evaporador rotativo
com banho-maria com temperatura controlada da marca Fisatom® Brasil, uma bomba de vacuo
Tecnal®, duas estufas incubadora das marcas De Leo® e Med Clave®, balanga analitica ARC
120 e balanca semi-analitica AR 2140, ambas da marca Adventure Ohaus® e um pHmetro
digital da Quimis® (modelo Q400AS).

4.2. Coleta e preparo de extratos de D. surinamensis

O procedimento para o preparo dos extratos das cascas do caule da espécie D.
surinamensis foi realizada por Oliveira (2015) (ex-integrante do grupo de pesquisa GEQBiom-
UFAM). As cascas do caule foram coletadas no més de junho de 2015 na Reserva Florestal
Adolpho Ducke de individuos previamente marcados e identificados (coordenadas S2°55°37.4”
e W59°58°36.0”), localizada dentro do Museu da Amazénia (MUSA) na cidade de Manaus -
Amazonas. A identificacdo do espécime foi realizada pelos botanicos do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazénia (INPA), no qual foi depositada a sua exsicata sob o n° de registro
267893 no Herbéario da prdpria instituicdo. O acesso (espécime) foi cadastrado no Sistema
Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SISGEN) sob os registros ACAAA36 e AT0EDCD.

Os extratos e fracBes de D. surinamensis foram preparados no Laboratério de Abertura
de Amostras e Ensaios Quimicos (LAEQ) da central analitica da UFAM. Inicialmente o
material vegetal foi submetido a secagem a sombra em temperatura ambiente por 7 dias, e logo
apos transferidas para estufas com circulacdo e renovacdo de ar a 45°C. Posteriormente, 0
material seco foi triturado em um moinho Modelo Marconi® com quatro facas, obtendo 2,679
kg (massa pulverizada aferida em balanga semi-analitica).

O material pulverizado foi transferido para um Mariotte e submetido a extracdo por
maceracdo a temperatura ambiente utilizando solventes grau P.A em ordem crescente de
polaridade (n-hexano e metanol), com renovagéo de solvente a cada 72 horas (sete repeticoes
cada). A cada fase de maceracdo, os extratos obtidos foram concentrados em evaporador
rotativo a pressao reduzida e temperatura entre 40 e 50 °C. Por fim, o residuo final de cada
extrato foi seco em capela e conservado em freezer até o procedimento do tratamento acido-
base. Apds a secagem, obteve-se 39,11 g e 339,76 g do Extrato Hexanico das Cascas de D.
surinamensis (EHCDS) e Extrato Metanolico das Cascas (EMCDS), respectivamente. O
residuo vegetal final da extracdo foi desprezado e guardado em recipientes para posterior
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descarte. Além disso, os solventes provenientes da rotaevaporacdo dos extratos foram
recuperados e destilados para o uso posterior (Figura 15).

Material vegetal
cascas do caule (2,679 kg)

' - maceracao a frio com n-hexano a 25°C com 7 extra(;c")esf
. em intervalo de 72h.
P filtragdo e concentracéo do extrato por rotaevaporacao

Extrato Hexanico (EHCDS) Torta
(39,11 g) ITTTTTTTSSSsTssssoosssssooossoossoooooooos i
' - maceragao a frio com metanol a 25°C
— com 7 extracbes em intervalo de 72h.
» - filtragdo e concentragao do extrato |
' por rotaevaporagao E
Extrato Metanélico (EMCDS) /,f”‘res’:’%ud“x\ " solventes .
i solido " | recuperados
(339,76 6) "descartado " ¢ destilados

FIGURA 16. FLUXOGRAMA DO PROCEDIMENTO PARA OBTENCAO DOS EXTRATOS DAS CASCAS
DO CAULE DE D. SURINAMENSIS. FONTE: ADAPTADO DE OLIVEIRA, 2017.

Os solventes evaporados foram reutilizados na fase seguinte da maceragdo, no qual
foram gastos inicialmente 6 L de solvente, e a cada renovacdo foi necessario adicionar
aproximadamente mais 500 mL, totalizando um gasto de 9 L para cada solvente (n-hexano e
metanol). Uma aliquota do extrato hexanico (30,8 mg) e do extrato metanélico (27,8 mg) foram
separados e enviados para a realizacdo dos ensaios de atividade citotdxica no Instituto Gongalo
Moniz (IGM) da Fundagdo Oswaldo Cruz do estado da Bahia (Fiocruz), sob coordenagéo do

Dr. Daniel Pereira Bezerra.

4.2.1. Tratamento acido-base do extrato metanolico

O EMCDS foi dividido em duas por¢des (321,76 g e 18 g), a quantidade menor foi
reservada para analises futuras, a por¢do majoritaria foi submetida ao tratamento acido-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 cloroférmio com auxilio do equipamento ultrassom. ApoOs a observacdo de certa

solubilizacdo, adicionou-se 300 mL de &cido cloridrico 3% sob agitacdo por 3 minutos e em
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seguida deixou-se em repouso. Posteriormente, observou-se a formagéo de trés fases: fragcdo
cloroférmica neutra, fracdo aquosa acida (presenca de alcaloides protonados) e uma fracéo
insoldvel (emulsdo de coloracdo vermelha-tijolo). A fracdo aquosa acida e a fracdo
cloroférmica neutra (contendo também a fracdo insoltvel) foram apartadas em um funil de
separacdo. Repetiu 0 mesmo procedimento com a fragdo neutra (adigdo novamente de 300 mL
de HCI).

A fase aquosa acida foi transferida cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta Pasteur
para um outro Erlenmeyer de 3 L. Foram realizadas mais cinco adi¢6es de 300 mL de HCI 3%,
sendo que na ultima adicdo de acido foi verificado que a fase aquosa apresentava coloracao
mais clara, quase incolor. A fase aquosa apresentou pH igual a 2,56 e foi basificada com
NH4OH (1,700 mL) até atingir o pH 10 (foi acrescentado a base gradativamente até que néo
houvesse variacdo significativa de pH (10,16)) aferido através de um pHmetro.

A cada adicdo de NH4OH (100 mL), observou-se a formacdo de um precipitado
amarelo, que posteriormente foi descartado. Utilizando um funil de separacéo, a fase aquosa foi
particionada com CHClIs (3x), gerando uma fase aquosa basica e uma fase organica, a Fracéo
Alcaloidica (FACDS).

Apos a particdo, adicionou-se mais 1 L de CHCIs a fase aquosa basica, que foi extraida
no dia seguinte e unida a fase organica. A FACDS apresentou coloracdo amarela intensa e foi
concentrada em evaporador rotativo, enquanto a fase aquosa foi conservada para o descarte.
Apbs a secagem em dessecador, obteve-se 16,24 g da FACDS, apresentando rendimento de
4,8%. Uma aliquota das fracdes FACDS (38,6 mg) e FNCDS (36,6 mg) foram enviadas para a

realizacdo dos ensaios de atividade citotoxica pela Fiocruz-Ba.
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Extrato metandlico

cascas do caule (321,76 g)

| _ Adiggo de 600 mL de CHCI |
| - 300 mL de HCI 3%

Extrato metanélico + CHCI;

! - Adig3o de 300 mL (v/v) !
' - separacgéo das fases

Fracdo neutra
(FNCDS) Fracdo aquosa acida

(25,4 g)

| - Basicidade com NH,OH (pH 10,16);
i~ Extragdo CHCly |

Fragao alcaloidica
(FACDS) 1
(16,24 g)

" fragdo aquosa
\ basica desprezada,’

FIGURA 17. FLUXOGRAMA DO TRATAMENTO ACIDO-BASE DO EXTRATO METANOLICO DAS
CASCAS DO CAULE DE D. SURINAMENSIS. FONTE: ADAPTADO DE OLIVEIRA, 2017.

4.3. Analise por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas sequencial
(LC-MS/MS) e Molecular Networking (MN)
4.3.1. Anaélise por Espectrometria de Massas sequencial (MS/MS)

Inicialmente foi realizada uma analise exploratéria da FACDS por LC-MS/MS (em
conjunto), a fim de priorizar o isolamento de novas substancias por métodos cromatogréaficos
classicos. Adicionalmente, as subfracbes obtidas no 1° fracionamento cromatografico
(LIFACDS-1, 2, 4,5, 6 e 7) que serd mostrada a seguir (item 3.2), foram submetidas a anélise
LC-MS/MS e Molecular Networking.

As analises foram realizadas no Laboratério Thomson de Espectrometria de Massas da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) - SP, sob coordenacdo do Prof. Dr. Célio
Fernando Figueiredo Angolini. Os espectros de massas das substancias foram adquiridos em
um espectrometro do modelo iFunnel 6550 (Agilent®), equipado por um analisador do tipo
quadrupolo-tempo-de-véo (Q-TOF), com uma interface de ionizacdo electrospray de alta
resolucdo (HRESI), operando no modo positivo, usando 0s seguintes parametros: gas
nebulizador N2; faixa de massa de aquisi¢do de 100-1000 Da; energia de colisdo variando de
15 - 50 eV; voltagem do capilar 3500 V; temp. da fonte 120°C; quantidade ions precursores por
ciclo: 5.
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O analito foi solubilizado em 1 mL de CH3OH grau HPLC (conc. 1 mg.mL™), sendo 5
pL da amostra injeta da no equipamento. Para a separacdo cromatografica utilizou-se uma
coluna analitica C1g (mode lo Poroshell 120 SB-Aq dimensdes 2,1 x 100 mm, diametro da
particula 2,7 um). A elui¢do foi conduzida com uma fase mével binaria (Solugdo A: acido
férmico a 0,1%; solugdo B: CH3OH + &cido formico a 0,1%) para a separagdo. A eluicdo em
gradiente consistiu em 5% de B mantido por 3 min, 5% a 100% (v/v) de B por 17 min,
mantendo-se 100% B por 3 min (ndo adquirido) em 35°C a um volume de injecdo de 350

uL.mint. O reequilibrio da coluna foi realizado em 5% de B por 3 min.

4.3.2. Analise por Molecular Networking (MN)

Os espectros dos ions produtos resultantes da analise LC-HRESI-MS/MS da FACDS e
subfracdes da 12 separacdo cromatogréafica (em conjunto) de D. surinamensis foram analisadas
e organizadas em redes moleculares usando a plataforma GNPS (http://gnps.ucsd.edu) (WANG
etal., 2016).

Os arquivos dos espectros de MS (formato RAW) foram convertidos para o formato
.mzXML (compativel com GNPS) com o auxilio do software Proteowizard e depois carregados
na plataforma do GNPS. Os pardmetros adotados para a geragdo da rede molecular foram
definidos da seguinte forma: considerados a massa dos ions precursores com tolerancia de 0,05
Da, e para os ions fragmentos de 0,5 Da, ions abaixo de 10 contagens foram removidos dos
espectros MS/MS. As redes moleculares foram geradas usando quatro picos minimos
correspondentes e uma pontuacdo de cosseno acima de 0,65. Os dados foram visualizados no
software Cytoscape 3.7.0. A desreplicacdo dos alcaloides conhecidos foi realizada pela
interpretacdo manual dos espectros de MS/MS em comparagdo com o banco de dados interno
dos alcaloides de Annonaceae (trabalhos publicados pelo grupo de pesquisa), e pela biblioteca
da plataforma (SILVA? et al., 2016).

O esquema do processo para a obtencdo da rede molecular encontra-se na figura 17.
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— > —
==
o 8 iFunnel Q-ToF 6550

Fraqbes de ) Preparo da [ Anadlise por LC-MSIMS] Obtencao dos cromatogramas
I D. surinamensis l amostra e espectros (arquivo RAW)

) X

proteowizard

(http://gnps,ucsd.edu)

do programa Cytoscape 3.7.0 através da plataforma GNP RAW para .mzXML

[gerat;éo da rede molecular através] [ analise dos espectros ] [Converséo do arquivo]
S

FIGURA 18. PROCEDIMENTO PARA A OBTEN(;AO DOS CLUSTERS DA REDE MOLECULAR DA
FRACOES DE D. SURINAMENSIS. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

As redes moleculares obtidas das fragbes de D. surinamensis FACDS estdo disponiveis
no site GNPS através do link: https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=b
1820c8d49ba4dff8bfbf55825d195088 / https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=fb5e
44eaec454144b815 ab1751ab5d38, respectivamente.
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4.4. Cromatografia em coluna aberta (CCA).

Ap0s a andlise da rede molecular, 11 g da FACDS foi submetida ao fracionamento
cromatografico em coluna aberta analitica e obtidas susas subfracBes. A separacdo das
substancias contidas nas amostras de D. surinamensis foram realizadas em colunas
cromatogréficas de vidro, utilizando como fase estacionaria, silica gel 60 com particulas entre
0,063-0,200 mm (70-230 mesh ASTM) da Macherey-Nagel®. A silica utilizada na CCA foi
tratada previamente com uma solucdo de bicarbonato de sodio a 10% (NaHCO3) (COSTA et
al., 2006).

O comprimento e didmetro das colunas variaram de acordo com as quantidades das
fracbes das amostras a serem cromatografadas. A quantidade de silica utilizada nos
fracionamentos cromatograficos foi cerca de 20 vezes a massa do analito a ser purificado, e
2 vezes a quantidade da amostra para o preparo das pastilhas (MATQOS, 2009). Foi utilizado a
combinacdo de eluentes (solventes grau P.A) para a separacdo cromatografica de modo a se
obter uma polaridade média em relacdo a polaridade dos componentes da amostra, seguindo

ordem crescente de polaridade (n-hexano > diclorometano > acetato de etila > metanol).

4.5. Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) e Cromatografia em Camada
Delgada Preparativa (CCDP)

As analises em camada delgada analitica foram realizadas em cromatofolhas Merck®,
pré-fabricadas de silica gel 60 TLC, com indicador de fluorescéncia F254, com suporte em
aluminio 20 x 20 cm e 0,2 mm de espessura. As analises em camada delgada preparativa foram
desenvolvidas em cromatoplacas de vidro de tamanho 20 x 20 cm com espessura de 1 mm. As
placas foram preparadas usando &gua destilada com certas quantidades de silica gel 60 da
Macherey-Nagel®, dependendo da quantidade de amostra. ApOs evaporacio da agua a
temperatura ambiente por 48 horas, foram ativadas em estufa a 110 °C. Em todas as analises
CCDRP, foi realizada a ativacdo da placa a 105-110°C por 60-90 minutos, na qual o tempo de
ativacdo dependeu da quantidade de silica presente na placa.

A visualizacdo das faixas de CCDA e CCDP foi efetuada com auxilio do equipamento
CAMAG® TLC VISUALIZER (sistema profissional de geracdo de imagens e documentagio
para placas de cromatografiaem camada fina (TLC/HPTLC)) equipado com lampada
ultravioleta (A = 254 e 366 nm).

A eluicdo das amostras para CCDA e CCDP foi efetuada em cubeta de vidro optico (46

x 85 mm) e cuba de vidro (25 x 25 cm), respectivamente, utilizando os solventes (fase mével):
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diclorometano e metanol em propor¢des adotadas (geralmente 9,5:0,5 mL, v/v) conforme o
comportamento das substancias presentes nas amostras. Posteriormente, as substancias
separadas por CCDP foram retiradas das placas de silica e solubilizadas com a mistura de
CHCl> e CH30OH (9:1) (v/v, respectivamente), filtradas com auxilio de um funil de Buchner

com sistema a vacuo e posteriormente rotaevaporadas.

45.1. Reveladores e solventes

As faixas (spots) nas placas CCDA foram testadas frente ao revelador fisico - luz
ultravioleta 254 e 366 nm e pelos reveladores quimicos: solugdo de anisaldeido sob
aquecimento, e reagente Dragendorff. Entretanto, para as placas CCDP foi utilizada apenas a
luz ultravioleta em 254 nm, e quando necessario, 0 reagente Dragendorff foi utilizado nas
laterais das placas em caso de falso positivo pelo revelador fisico.

O preparo das solugdes de anisaldeido e Dragendorff € mostrado a seguir:

e Solucgdo de anisaldeido: Solucédo preparada pela adicdo de 5 mL de anisaldeido
(CgHgO2) em 90 mL de alcool etilico, 5 mL de acido sulfurico concentrado e 1 mL de &cido
acético glacial. As coloragdes roxa e azul surgem na placa apds a borrifagdo com solucéo
de anisaldeido sob aquecimento.

e Reagente de Dragendorff com modificacdo de Munier: (MUNIER, 1953 apud
MERCK, 1971). Solucdo A: 1,7 g de nitrato de bismuto Il e 20 g de acido tartarico dissolvidos
em 80 mL de agua destilada. Solucdo B: 16 g de iodeto de potassio dissolvidos em 40 mL de
agua destilada. A mistura de partes iguais (1:1, v/v) destas solucGes constitui a solugdo estoque.
Para borrifacdo das placas, 5 mL da solucdo estoque é adicionado a 10 g de acido tartarico
dissolvido em 50 mL de agua destilada. Apos a borrifacdo na placa cromatografica, os spots
das substancias alcaloidicas revelaram manchas com coloracdo diversas (laranja, amarela e
marron) indicativas da identificacdo de alcaloides.

Foram utilizados em todas as técnicas cromatograficas classicas, solventes das marcas
Merck® Hexis®. Baker®, Qhemis®, Vetec® e Aldrich®. Nos experimentos de RMN, utilizou-
se cloroférmio deuterado e quando necessario utilizou pequenas quantidades de metanol
deuterado da marca Tédia®, Merck® e Aldrich® para homogeneizacéo das amostras. Como
padréo de referéncia interno utilizou-se o tetrametilsilano (TMS). Para a obtencao dos espectros

de massas foram utilizados solventes grau HPLC marca Tedia® nas analises.
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4.6. Fracionamento cromatogréafico da fracdo alcaloidica de D. surinamensis.
4.6.1. Primeiro fracionamento cromatografico

Com o proposito de prosseguir com a investigacdo fitoquimica da FACDS obtida por
Oliveira (2017), a porcéo separada (11 g) foi novamente submetida ao fracionamento por meio
de uma coluna cromatografica aberta sob as condi¢des descritas anteriormente, obtendo-se 467
fraces (Figura 18). Apds a secagem, as fracbes oriundas do fracionamento foram agrupadas
de acordo com a similaridade do perfil quimico (mesmo Ry) através da analise em CCDA,
conforme a tabela 1. O eluente utilizado para a analise CCDA foi CH2Cl2: CH3zOH na proporcéo
9,5:5 (v/v) para as fracOes de 1 a 193 e na proporcdo 9:1 (v/v) para as fragOes de 194 a 467. A
verificacdo do perfil quimico das placas foi realizada com os reveladores do item 3.3.1.

Fracéao Alcaloidica
a FACDS-11g) - Silica gel (70-230 Mesh
1 co“"na ( lraladagcom NaHCO,)
-CC;®xhde28x51cm
n-hexano CHCI, AcOEt
fragbes 1-3 fragdes 65-73 fragdes 216-241 ACOEY/CH,OH
Proporcao fracbes

n-hexano/CHCI, CHCI;/AcOEt 95:5 242-273
fracdes Proporcao fracbes 90:10 274-324
90:10 4-8 90:10 74-81 85:15 325-367
80:20 9-16 80:20 82-90 80:20  368-379
70:30 17-24 70:30 91-98 70:30  380-389
60:40 25-32 60:40 99-108 50:50  390-397
50:50 33-40 50:50 109-118 4060 308-406
40:60 41-48 40:60 119-130 30:70 407-416
30:70 49-56 30:70 131-163 20:80 417-428
20:80 57-64 20:80 164-189 10:90  429-437
10:90 erro 10:90 190-215 05:95 438-467

FIGURA 19. PRIMEIRO FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DA FRACAO ALCALOIDICA DE D.
SURINAMENSIS. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

Néao foi possivel obter a purificacdo das fracbes nesse fracionamento, ou seja, direcionar
as fragGes para o isolamento das substancias para anélise em CCDP, devido a grande quantidade
de substancias presentes nas mesmas. Com isso, foi necessario realizar um novo fracionamento

cromatografico das amostras obtidas.
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TABELA 1. REUNIAO DAS FRACOES OBTIDAS DO 1° FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO.

Grupo de fragoes

Fracdes Massa (Q)

Procedimento
cromatografico

1FACDS-1
1FACDS-2
1FACDS-3
1FACDS-4
1FACDS-5
1FACDS-6
1FACDS-7

1-3 0,0198
4-16 1,513
17-308 4,50

309-356 0,811
357-393 0,3461
394-449 1,083
450-467 0,3830

Nao utilizada
Nao utilizada
22 coluna cromatogréfica
Nao utilizada
Nao utilizada
Nao utilizada
Nao utilizada

4.6.2. Segundo fracionamento cromatografico e isolamento das substéncias de D.

surinamensis.

Foi realizado a segunda analise por CCDA empregando a fracdo 1FACDS-3 (4,5 g), na

qual foi submetida para separacao cromatografica sob as mesmas condi¢fes da analise anterior.

Foram obtidas 572 fragOes (Figura 19) e realizado 0 agrupamento das mesmas (Tabela 2) com

base no seu perfil quimico através da andlise CCDA empregando os reveladores do item 4.4. O

eluente utilizado para a analise CCDA foi CH2Cl2:CH3OH na proporgéo 9,5:0,5 (v/v) para as

fracdes de 1 a 403 e na proporcao 9:1 (v/v) para a fracbes de 404 a 573.

Fragao 1FACDS_3
(4.59) - Silica gel (70-230 Mesh
tratada com NaHCO,)
-CC;®xhde28x51cm
| I [ |
AcOEt CH,OH
nf.rg:;:':o fraqog: 2423 Hooums AT 0Y L Sid
AcOEt/CH,OH
n-hexano/CHCIy CHCI4/AcOEt m fracoes
Proporcéo er Proporcdo fractes 405-418
90:10 90:10 239-256 90 10 419-468
80:20 4 17 80:20 257-277 85:15 469-498
70:30 18-68 70:30 278-297 80:20 499-508
60:40 69-114 60:40 298-314 70:30  500-517
50:50 115-155 50:50 315-332 50:50 518-525
40:60 156-176 40:60 333-347 40:60 526-532
30:70 177-190 30:70 348-364 30:70 533-542
20:80 191-205 20:80 365-380 20:80 543-552
10:90 206-220 10:90 381-396 10:90 553-560

FIGURA 20. SEGUNDO FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DA
SURINAMENSIS. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

FRACAO DE D.
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Os grupos de fragdes destacados na tabela 2 foram selecionados para isolamento de
acordo com o perfil observado nas CCDA’s frente ao revelador Dragendorff. As amostras
2FACDS-3, 4, 5, 6, 11 e 12 apresentaram visualmente poucas manchas com fatores de retencéo
distintos e boa resolucdo, foram selecionadas e submetidas para purificacdo e isolamento
empregando a analise em CCDP. As placas cromatograficas foram eluidas por 3 a 4 vezes com
CH2Cl2:CH30OH (9,5:0,5) (v/v) e as substancias foram extraidas da silica com a mistura de

solventes na mesma proporccao, seguindo os procedimentos do item 3.4.

TABELA 2. REUNIAO DAS FRAGOES OBTIDAS DO 2° FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO.

Grupo de fragées ~ FracoOes CCD’s Massa Procedlmeln_t °
(mg) cromatografico
2FACDS-1 1-2 1 25,1 Néo utilizada
2FACDS-2 3-41 2-3 576,6 Néo utilizada
2FACDS-3 42-65 4 340,8 Anélise CCDP
2FACDS-4 66-79 5 93,5 Anélise CCDP
2FACDS-5 80-130 6-8 4249 Anélise CCDP
2FACDS-6 131-223 9-10 589,4 Anélise CCDP
2FACDS-7 224-265 11 991,6 32 coluna cromatogréfica
2FACDS-8 266-285 12 78,4 32 coluna cromatogréfica
2FACDS-9 286-367 13-15 83,3 Néo utilizada
2FACDS-10 368-409 16 78,4 Néo utilizada
2FACDS-11 410-431 17-18 28,05 Anélise CCDP
2FACDS-12 432-463 19-20 70,1 Anélise CCDP
2FACDS-13 464-513 21-22 68,7 N&o utilizada
2FACDS-14 514-573 23-25 3.535,9 N&o utilizada

4.6.3. Terceiro fracionamento cromatografico e isolamento das substancias de D.

surinamensis.

Foi realizado um terceiro fracionamento empregando as fracdes 2FACDS-7 e 8 (juncao)
(1,07 g), sob as mesmas condicdes das analises anteriores. Foram obtidas 236 fracdes (Figura
20) e realizado o agrupamento das mesmas (Tabela 3) com base no seu perfil quimico através
da anélise CCDA. O eluente utilizado para a analise CCDA foi CH2Cl>:CH30OH na proporg¢ao
9,5:0,5 (v/v) para as fragdes de 1 a 148 e na proporgao 9:1 (v/v) para as fracOes de 149 a 236.
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Fragdao 2FACDS 7e 8
32 coluna (1.07 g) - Silica gel (70-230 Mesh

tratada com NaHCO,)
-CC;dPxhde25x50cm

! -~
- — | | I
AcOEt CH,0H
n-hexano CHCI, A 2
fragéo 1-2 fragbes 89-96 e S RN
AcOEt/CH,OH
ol Hexano/CHCI, CHCI,/AcOEt Proporcéo fracdes
] Proporcio fracdes Proporcéo fragdes 955  180-186
90:10 3-9 90:10 97-104 90:10 187-192
80:20 10-18 80:20 105-112 85:15 193-198
70:30 19-26 70:30 113121 80:20 199-205
L 60:40 27-45 60:40 122-129 70:30 206-212
50:50 46-53 50:50 130-138 50:50 213-219
\ 40:60 54-62 40:60 139-146 40:60 220-223
\ 30:70 63-71 30:70 147-154 30:70 224-226
20:80 7279 20:80 155-162 20:80 227-230
10:90 80-88 10:90 163-171 10:90 231-235

FIGURA 21. TERCEIRO FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

TABELA 3. REUNIAO DAS FRAGOES OBTIDAS DO 3° FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO.

Grupo de fragbes ~ Fragoes CCD’s Massa Procedlme,n_t y
(mg) cromatogréafico

3FACDS-1 1-3 1 5,6 Né&o utilizada
3FACDS-2 4-19 2-3 30,4 Analise CCDP
3FACDS-3 20-31 4-5 102,5 Analise CCDP
3FACDS-4 32-3¢ 6 31,2 Analise CCDP
3FACDS-5 38-41 7 53,2 Analise CCDP
3FACDS-6 42-47 8 119,5 Analise CCDP
3FACDS-7 48-79 9-10 100,1 Analise CCDP
3FACDS-8 80-183 11-14 23,6 Analise CCDP
3FACDS-9 184-191 15-16 22,6 Analise CCDP
3FACDS-10 192-211 17-20 75,1 Analise CCDP
3FACDS-11 212-219 21-22 101,2 Analise CCDP

3FACDS-12 220-235 23 132,5 Néo utilizada

Todas as amostras, com excecdo das fracoes 3FACDS-1 e 12, apresentaram visualmente
Rf distintos e boa resolucdo observada nas CCDA’s, foram submetidas para purificagdo e
isolamento empregando a analise em CCDP. As placas cromatograficas foram eluidas por 3 a
4 vezes com CHzCl2:CH3OH (9,5:0,5) (v/v) e as substancias foram extraidas da silica com
CH2Cl2:CH30H (9,5:0,5) (v/v), sequindo os procedimentos do item 4.4. Logo apos, as possiveis
substancias isoladas obtidas nos itens anteriores foram submetidas para analise por RMN. Para
melhor visualizacdo e compreensdo do procedimento empregado, as substancias identificadas
por RMN foram recodificadas (tabela 4 / figura 21), sendo explanado o esquema ilustrativo do

isolamento e purificagéo.
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Tabela 4. Recodificacdo das substancias isoladas de D. surinamensis.

Novo
codigo

Substancia Fracionamento cromatografico - codigos antigos Massa

2° fracionamento cromatografico
2FACDS-11.3/ 2FACDS-12.1 / 2FACDS-12.2/
2FACDS-12.4
01 S1 3° fracionamento cromatogréfico 76,4 mg
3FACDS-5.5/ 3FACDS-7.6b / 3FACDS-8.2 /
3FACDS-9.2 / 3FACDS-10.2 / 3FACDS-10.3/
3FACDS-10.4b / 3FACDS-11.3 / 3FACDS-11.4

2° fracionamento cromatografico
2FACDS-4.7 | 2FACDS-11.5/ 2FACDS-12.5/
o . e 35,1 mg
3° fracionamento cromatogréfico
3FACDS-6.7 / 3FACDS-7.5/ 3FACDS-8.4 /

03 s3 2° fracionamento cromatografico
2FACDS-4.7
2° fracionamento cromatografico
2FACDS-3.3 / 2FACDS-3.4 / 2FACDS-4.3/
2FACDS-4.4 | 2FACDS-5.2/ 2FACDS-5.3/
04 S4 3° fracionamento cromatogréfico 183,5mg
3FACDS-5.5/ 3FACDS-5.3 / 3FACDS-6.2 /
3FACDS-7.2 / 3FACDS-7.3/ 3FACDS-8.2 /
3FACDS-11.1
05 S5 2° fracionamento cromatografico
2FACDS-3.2

02 S2

3,9 mg

4,0 mg

2° coluna
cromatogrifica

(459)  “Fracoes
FRAGORS - Fhacoes
#1FADS_1 “2FADS 2
- 2FADS_3
2FADS 4 cromatografica

* 1FADS_2
3FADS 5 | =2
‘ ‘ ‘ FADS 6

* 1FAD0.4 e |
2FADS 8 |

« IFADS_S # 2FADS 9

« 1FADS_6 #2FADS 10

#1FADS_7 §$ﬁ8§ :; =>|(s1 eSZ]I

W # ZFADS 13
# 2FADS 14
_FRACOES _ _
*3FADS 1

LEGENDA 3FADS 2
3FADS 3

* procedimento pendente @ : IFADS 4

# fragdo ndo utilizada - 3FADS_5 =>

(52 054) | =1 3rADS &

== coluna cromatografica (CCA) 3FADS_7 =§

ek ¢ 3ADS 8
realizada 3FADS_9 = ((s1))

== placa preparativa (CCDP) (1)) = 3FaDS_10

realizada 3FADS 11
+3FADS 12

FIGURA 22. ESQUEMA DETALHADO DO PROCEDIMENTO REALIZADO PARA A PURIFICACAO E
ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS DE D. SURINAMENSIS. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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4.7. Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Todas as substéancias isoladas de D. surinamensis foram analisadas no equipamento de
ressonancia magnética nuclear (RMN) da Central Analitica da UFAM. Os espectros
unidimensionais (1D - *H, 3C e DEPT 135) e bidimensionais (2D - COSY, HSQC e HMBC)
foram registrados em um aparelho Bruker Avance 111 DRX 500 operando a 11,75 Tesla, (500,13
MHz para RMN de 'H e 125,76 MHz para RMN de 3C). Foi utilizado como padrdo de
referéncia interno o tetrametilsilano (TMS). As amostras foram solubilizadas em cloroférmio
deuterado (CDCIs), e quando necessario utilizou-se pequenas quantidades de metanol deuterado
(CD30D) (gotas) para homogeneizag¢ao das mesmas.

As constantes de acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz) e os deslocamentos
quimicos (6) e as multiplicidades dos sinais foram indicadas conforme a convencao: s
(simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd (duplo duplo dupleto), t (tripleto) e m
(multipleto).

Todos os espectros uni e bidimensionais foram processados pelo software ACD/NMR
Processor Academic Edition, versdo 12.01 (2010) da ACD Labs®.

4.8. Determinacdo da estereoquimica das substancias de D. surinamensis

As amostras das substancias previamente purificadas e elucidadas por Oliveira (2017),
foram disponibilizadas para a identificagdo da configuracdo absoluta dos carbonos
estereogénicos (procedimento ndo realizado pelo colaborador), empregando a técnica de
espectroscopia de Dicroismo Circular Eletrénico (ECD).

Os calculos computacionais para a determinacdo da estereoquimica das substancias de
D. surinamensis foi realizado pelo Prof. Dr. Nelson Henrique Morgon do Instituto de Quimica
da Universidade Estadual de Campinas (IQM - UNICAMP) e pelo Prof. Dr. Gabriel Gabriel
Heerdt da Universidade Federal de Minas gerais (UFMG). Foi utilizada a Teoria do Funcional
Densidade (Density Functional Theory — DFT) para a realizacao dos célculos tedricos referente
a otimizacdo geométrica, calculos de energias e dos angulos de rotacdo Optica de duas
estruturas: duguetinina (oxahomoaporfino) e surinasarona (asarona).

As configuragdes R e S foram totalmente otimizadas sem restrigdes com o funcional de
correlagéo de longo alcance B3LYP, denominado CAM-B3LYP (YANAI, TEW & CHANDY,
2004). O funcional CAM-B3LYP foi selecionado por ser um funcional amplamente utilizado
em estudos tedricos sobre a atribuicdo da configuracédo absoluta de substancias quirais através

do &ngulo de rotagdo dptica. Foi utilizada a funcéo de base Pople triplo zeta [6-311++ G (d, p)]
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para a realizacdo dos célculos acima citados, sendo usado para representar os atomos de
carbono, oxigénio, nitrogénio e hidrogénio. Os efeitos do solvente para 0 metanol foram
introduzidos em todos os calculos (MARENICH, CRAMER & TRUHLAR, 2009). Todos 0s
valores de energia final para as estruturas otimizadas foram calculados considerando as
condigdes ambiente, ou seja, 300 K e 1 atm. Todos os calculos foram realizados usando o
software computacional Gaussian 09 (revisdo D1) (FRISCH et al., 1994).

Os espectros de ECD das substéancias duguetinina (0,58 pg.mL*, MeOH) e surinasarona
(0,30 pug.mL™t, CHCIs) (condigdes 25°C e utilizando linha D de sodio) foram obtidos calculando
as energias de excitacdo e as forgas rotatorias (intensidades) de cada estado excitado. As forcas
rotatorias calculadas foram simuladas em uma curva ECD usando formatos de banda gaussiana
com meia largura em 0,67 eV (FRISCH et al., 1994).

4.9. Andlise full scan e fragmentacdo das substancias isoladas de D. surinamensis

As analises espectrométricas foram realizadas no laboratério de Cromatografia e
Espectrometria de Massas (LABCEM) da Central analitica da UFAM. Solucdes de estoque (1
mg.mL™?) das amostras de D. surinamensis foram preparadas com metanol grau HPLC.
Aliquotas (5 pL) das solucdes foram diluidas para 5 pg.mL™ e analisadas no espectrometro de
massas por insercao direta para os experimentos full scan (MS) e fragmentacao dos ions (MS").
Os espectros de massas das substancias isoladas foram adquiridos em um espectrometro do
modelo LQC Fleet (Thermo Scientific), equipado por um analisador do tipo ion trap (armadilha
de ions) com uma interface de ionizacdo electrospray (ESI) e operando no modo positivo.

As amostras foram inseridas diretamente na fonte de ions através da bomba de seringa
(10 pL.min™). As condicdes analiticas da MS foram: tenso de pulverizagdo, 5 kV; temp. do
capilar, 200 °C; tenséo do capilar, 40 V; faixa de massa, m/z 200-400. O hélio foi usado como

gas de colisdo e os espectros ESI-MS" foram obtidos usando energias de colisdo de 20 a 30%.

4.10. Ensaio de citotoxicidade in vitro

A anélise citotoxica in vitro das amostras (fracéo alcaloidica, fragdo neutra, amostras do
1° fracionamento, substancias isoladas e 0s extratos: hexanico e metandlico) da espécie de D.
surinamensis foi realizada no Laboratorio de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia (LETI)
do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM) da Fundagéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ),

Salvador-BA, sob a colaboragéo e supervisdo do Prof. Dr. Daniel Pereira Bezerra.
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4.10.1. Preparo das amostras

Os extratos, frages (10 mg.mL™) e substancias isoladas (5 mg.mL™) foram diluidas em
DMSO puro estéril. Foram realizadas as microdiluicGes de todas as amostras e testadas em

concentragdes que variam de 0,19-50 pg.mL™.

4.10.1.1.Linhagens celulares: crescimento

As linhagens celulares utilizadas nesse ensaio foram doadas pelo Hospital A.C.
Camargo, Séo Paulo-SP. Foram utilizadas células tumorais: MCF-7 (adenocarcinoma de mama
humano), HCT-116 (carcinoma de c6lon humano), HepG-2 (carcinoma hepatocelular humano),
HL-60 (leucemia promielocitica humana), K562 (linhagem celular de leucemia
eritromieloblastoide humana, e células ndo tumorais: MRC-5 (fibroblasto de pulmdo humano))
e PBMC (célula mononuclear de sangue periférico) obtidas da ATCC.).

As células foram cultivadas conforme recomendado pelas diretrizes da ATCC, mantidas
em recipientes para cultura de células (75 cm?, volume de 250 mL). Os meios utilizados foram
RPMI-1640 (sistema de tamponamento com bicarbonato e concentracdes modificadas de
aminoacidos essenciais e vitaminas) e suplementados com 10% de soro bovino fetal para
estimular o crescimento celular. As células foram mantidas em incubadora com atmosfera de
5% de CO2 a 37 °C, sendo feito 0 acompanhamento diario do crescimento das células com o
auxilio de um microscépio de inversdo (SANTOS et al., 2018).

O meio de cultura foi trocado sempre que o crescimento celular atingia confluéncia
(ocupacdo das células em todo o suporte da cultura) necessaria para renovacdo de nutrientes. A
tripsina a 0,25% foi utilizada na manutencdo de células aderidas para que se desprendessem das
paredes do recipiente. Todas as linhagens celulares foram contadas em microscopio e testadas
para micoplasma utilizando o kit Mycoplasma Stain (Sigma-Aldrich®), as quais estavam
isentas de contaminacdo. A viabilidade celular foi quantificada utilizando o indicador
resazurina (Alamar Blue®), baseado na metodologia Ahmed e colaboradores (1994) com
pequenas modifica¢bes. O ensaio foi realizado ap0s 72 horas de exposicdo com 0s reagentes

em teste. O experimento foi realizado em triplicata.
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4.10.1.2.Procedimento para o teste in vitro

Inicialmente, foram pipetados em placas de Elisa (placa de 96 pogos) 100 pL.poco™ das
solugdes das células, sendo 0,3 x 10° células.mL™ para células em suspensdo e 0,7 x 10° células.
mL? para células aderidas. Apds 24 horas de incubacdo, as amostras foram diluidas e
adicionadas em cada poco e incubadas por 72 horas. Como controle positivo foi utilizado o
cloridrato de doxorrubicina pureza > 95%, (fabricante: laboratérios IMAS.A.I.C.) e a mesma
quantidade de DMSO (diluente das das amostras) foi usado como controle negativo.

Quatro horas antes do final do periodo de incubacéao, 20 pL da solucgéo estoque (0,312
mg.mL1) do indicador foram adicionados a cada pogo. A reducéo do reagente resazurina reflete
a proliferagdo celular com o aparecimento da coloracéo rdsea, todavia a cor azul fluorescente é
indicativa de células nao viaveis (forma oxidada - células mortas). As absorbancias foram
mensuradas nos comprimentos de onda de 570 nm (forma reduzida) e 595 nm (forma oxidada)
em um detector espectrofotométrico multimodo (DTX 800, Beckman). A porcentagem de
inibicdo foi calculada e registrada a porcentagem de inibicdo x log da concentracdo e
determinado a sua diminuicdo da proliferacdo celular em 50% (ICso) com seus intervalos de
confianca de 95%, realizado a partir de regressao nao linear utilizando o programa Prisma 5.0
(Graphpad Prism Software).

Para determinar a porcentagem da proliferagéo celular, inicialmente foi calculado o fator
de correcdo (Ro) do controle negativo (eq. 1), através das absorbancias do meio junto ao
indicador reazurina (AOLw € AOnw). Os valores de AOLW e AOHW foram subtraidos com as
absorbancias do meio isolado nos comprimentos de onda menor (ALw) e maior (Anw),
respectivamente. O Ro consiste no parametro para eliminar a absor¢ao do meio puro, que possui
uma coloracdo levemente résea. A equacao da porcentagem da proliferacdo celular (eq. 2) foi

calculada, utilizando os valores da A.w e Anw do meio reacional.

equagéo 1: Ro = AOLW / AOHW
equacgao 2: % proliferacédo = Ay - (Apw X Rg) x 100

FIGURA 23. EQUACOES PARA A DETERMINACAO DO Ro E APORCENTAGEM DE PROLIFERACAO
CELULAR. FONTE: AHMED, GOGAL & WALSH, 1994.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Analise por meio da ferramenta Molecular Networking (MN).

5.1.1. Andlise e desreplicacdo de substancias da fracdo alcaloidica de D. surinamensis.

Com o propdsito de prosseguir com a investigagdo dos metabdlitos presentes nas cascas
do caule da espécie D. surinamensis realizada anteriormente por Oliveira (2015), a FACDS foi
submetida inicialmente a analise por LC-MS/MS para obter seus respectivos espectros. Os
espectros MS/MS foram agrupados e carregados na plataforma GNPS e posteriormente
visualizados pela rede molecular, a fim de priorizar o isolamento de novas substancias.

Subsequentemente, foi realizada a desreplicacdo por comparagdo com o0s dados
espectrais de fragmentacdo de alcaloides através de artigos publicados (SILVA et al., 2017;
SCHMIDT et al., 2005; STEVIGNY et al., 2004) e por meio dos espectros do banco de dados
de alcaloides interno de Annonaceae dos grupos de Pesquisa em Metabolomica e
Espectrometria de Massas - UEA (MMSRG), GEQBioma-UFAM e LABCEM - UFAM.

A rede molecular da FACDS (Figura 23) consistiu na conexdo de varios nds conectados,
sendo selecionado o0 maior (95 nos), e considerado o conjunto de interesse principal consistindo
na presenca de combinag6es com alcaloides conhecidos. A analise da rede molecular revelou
quatro clusters indicando as diferentes classes de alcaloides isoquinolinos: aporfinos (cluster 1,
grupo preponderante), benzilisoquinolinos (cluster 2), oxoaporfinos (cluster 3) e
tetrahidroisoquinolinos (cluster 4). Dentro da subclasse dos aporfinos, o ion em m/z 366,1
(destacado em linha pontilhada) foi considerado a substancia de maior interesse (possivel
substancia inédita) para realizar posteriormente, o isolamento por métodos cromatograficos
classicos. O espectro MS/MS desse ion ndo apresentou dados semelhantes no banco de
informacBes do grupo de pesquisa, bem como ndo foi corroborante com o0s espectros de
fragmentacdo dos alcaloides da literatura e das bibliotecas disponiveis no GNPS. Analises
posteriores permitiram sugerir a identificacdo de 26 alcaloides conhecidos (Tabela 5) por meio
dos seus perfis de fragmentacdo tipica ja descrita para os aporfinos, benzilisoquinolinos e
oxoaporfinos encontradas nas espécies da familia Annonaceae e tambem de outras familias
contendo os mesmos metabolitos (SILVA et al., 2017; JEONG? et al., 2012; SCHMIDT et al.,
2005; STEVIGNY et al., 2004). O cromatograma da FACDS obtido pela analise LC-MS/MS é
mostrado na figura 24.
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Legenda: Os nds menores de cor prata representam ions de substancias néo alcaloidicas e/ou inexistentes; Nds verde claro sdo de substancias do tipo tetrahidroprotoberberino;
Possiveis alcaloides inéditos estdo representados nos circulos em linha pontilhada.

FIGURA 24. REDE MOLECULAR DA FRAGAO ALCALOIDICA DAS CASCAS DO CAULE DE D. SURINAMENSIS: CLUSTER 1 - APORFINOIDES (NOS AZUIS),
CLUSTER 2 - BENZILISOQUINOLINOS (NOS LARANJAS), CLUSTER 3 - OXOAPORFINOS (NOS VERMELHOS) E CLUSTER 4 - TETRAIDROISOQUINOLINOS
(NOS AZUL CLARO). FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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TABELA 5. SUBSTANCIAS IDENTIFICADAS ATRAVES DA ANALISE DA REDE MOLECULAR DA FRAGAO DE D. SURINAMENSIS.

Substancia Estrutura quimica m/z Referéncias

Aporfinos (cluster 1) R, R, R; R, Rs Rg
assimilobina (1a) OH OCH; H H H H 268,129 [1-8]
laurotetanina (2a) OCHz OCH; H OCH; OH H 328,149 [1]
norglaucina (3a) R OCH; OCH; H OCH; OCH; H 342,164 [1]
N-metil assimilobina (4a) R, O Nog. OH OCHy H H H CHj 282,144 [1]
N-metil laurotetanina (5a) Rs ‘ H OCH; OCH; H OCH; OH CHj 342,169 [1]
isoboldina (6a) Re O OCH; OH OH OCH; H CHj 328,149 [1]
glaucina (7a) Rs OCH; OCH; H OCH3; OCHz CHj 356,181 [1]
isolaurelina (8a) -0-CH-O- H H  OCH; CHs; 310,139 [1]
arcabucoina (9a) -0-CH,0- H OCH; OCH3; CHO 354,164 [9]
N-formil glaucina (10a) OCH; OCH; H OCH; OCH; CHO 370,195 [10]

aporfinas N-6xido
R4 R, Ry Ry Rg
N-metil assimilobina N-6xido (11a) OH OCH, H H H 298,139 [11]
isolaurelina N-oxido (12a) -O-CH,-O- H OCH; H 326,134 [12]
duguetina N-6xido (S2) -O-CH,-O- OH OCH; OCHj4 372,175 [12]
proapofino H3CO
HsCO " :H

stefarina (13a) O 298,139 [13]
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Substancia Estrutura quimica substituintes m/z Referéncia
oxahomoaporfino o)
G N
CHs
0
duguetinina (14a) HsCO O 356,143 -
HzCO
Benzilisoquinolinos (cluster 2) R, R, R; R,
coclaurina (1b) OH H OH H 286,139 [4]
H5CO
N-metil coclaurina (2b) ’ O OH H OH CH, 300,155 [4]
N.
O-metil armepavina (3b) R y R4 | OCH; H OCH3 CHj 328,185 [5]
R
reticulina (4b) 2 O OH OH OCH;3; CHj 330,165 [4]
N,O-dimetil coclaurina (5b) R3 OH H OCHz CHj 314,170 [4]
N-formil reticulina (6b) OCHz H OCH; CHO 344,149 [6]
H3CO
N-metil coclaurina N-éxido (7b) ’ O ol ©[ R R, 316,149 [7]
HO :\CH3 H OH
reticulina N-6xido (8b) Ri O OH  OCH, 346,160 [7]
R;
Oxoaporfinos (cluster 3) OCH;
H;CO N R,
subsessilina (1c) H,CO ‘ =N OH 338,101 [3]
OCHg
oA
9-met6xi-O-metil moschatolina (2¢) 352,1196
Ry

continuacao...
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Tetrahidroisoquinolino (cluster 4) H;CO
heliamina (1d) HaCOmH 194,113 [14]

FONTE: [1] STEVIGNY et al., 2004; [2] JEONG? et al., 2012; [3] SILVA et al., 2017; [4] SCHMIDT et al., 2005; [5] YADAV et al., 2011; [6] RICE et al., 1980;
[7] WU et al., 1989; [8] ZARGA & SHAMMA, 1982; [9] BARINAS & SUAREZ, 2011; [10] SILVAC et al., 2016; [11] NAKAMURA et al., 2013; [12] BENTLEY,
2011; [13] GUINAUDEAU, FREYER & SHAMMA, 1987; [14] PUMMANGURA et al., 1982.
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Legenda: Substancias em cor vermelha representam os oxoaporfinos; substancias em cor azul escuro as aporfinos; substancias em cor laranja as benzilisoquinolinos; substancia
em azul claro, um tetrahidroisoquinolinos; Siglas S1-S5 correspondem aos ions precurssores das 5 substancias isoladas por métodos cromatogréaficos classicos.

FiIGURA 25. CROMATOGRAMA OBTIDO DA FACDS ATRAVES DA ANALISE DE HPLC-MS/MS. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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Dessa forma, a rede molecular da espécie alvo auxiliou na identificacdo de seus
constituintes por meio da interpretacdo manual dos espectros MS/MS (em apéndice: Al a A-
26), permitindo a andlise visual e simultanea do arranjo em grupos (clusters - agrupamentos)
pela qual foram representados os metabolitos idénticos e analogos que correspondem aos
alcaloides, acelerando sua identificagéo.

Vale ressaltar que os ions circulados em vermelhos no cromatograma (Figura 24),
indicam as substancias isoladas por meio dos métodos cromatograficos classicos que sera
mostrada no topico a seguir (item 4.2). A auséncia da representacdo dessas substancias (nds)
(com execdo da substancia S2) na rede molecular principal se deve pela selecdo do estudo do
maior conjunto de nos, excluindo os demais devido a grande quantidade de contaminantes e
ions com padrdo de fragmentacdo incomuns (substancias ndo identificadas). Além disso, 0s
espectros MS/MS dessas substancias ndo se encontram disponiveis nas bibliotecas do GNPS.
Com isso, é possivel justificar a auséncia das mesmas na rede molecular.

Dentre as substancias identificadas na espécie D. surinamensis, apenas quatro alcaloides
encontram-se presentes na composicdo quimica de outras espécies do género, tais como
assimilobina (1a) em D. furfuracea (CAROLLO? et al., 2006), a N-metil assimilobina (4a)
presente na espécie D. spixiana (DEBOURGES? et al., 1987), isolaurelina (8a) em D. obovata
(ROBLOT, HOCQUEMILLER & CAVE, 1983), ¢ a reticulina (4b) presente nas espécies D.
pycnastera (SOUZA et al., 2020), D. trunciflora (FECHINE? et al., 2006) e D. furfuracea
(CAROLLO? et al., 2006). A substancia duguetinina foi isolada das cascas do caule de D.
surinamensis no estudo anterior (OLIVEIRA, 2017). As demais substancias sugeridas a partir
dos dados de LC-MS/MS com auxilio da ferramenta MN s&o contribuigdes inéditas para a
espécie alvo desse trabalho e para o género Duguetia.

Os principais fragmentos presentes nos espectros das substancias identificadas da
FACDS (Al - A26) foram avaliados a fim de correlaciona-los com suas respectivas perdas e
explicar o padréo de substituicdo de cada subclasse.

A subclasse dos alcaloides aporfinos stricto sensu apresenta 0 mesmo padrdo de
fragmentacdo (Figura 25), consistindo na eliminagdo do grupo nitrogenado do anel B
isoguinolino, ou seja, na perda de seus respectivos grupos N-H (1a - 3a), N-metil (4a - 8a), e
N-formil (9a - 10a), sendo um dos principais fragmentos para essa classe (fragmento 1) (LIMA
et al., 2020).
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(23) R1 =R2=R4=OCH3, R3=H,R5=OH,R6=H m/z 328| > 311
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(43) R1 = OH, R2 = OCH3, R3 = R4 = R5 = H, RG = CH3 m/z 282| > 251
(53) R1 = R2= R4=OCH3, R3=H,R5=OH, R6=CH3 m/z 342( > 311
(63) R1 = R4 = OCH3, R2 = R3 = OH, R5 = H, Rﬁ = CH3 m/z 328| > 297
(7a) R4 =Ry =R3=R4=Rg5=0CHj;, R3=H, Rg=CH3 m/z 356| > 325
(83) R1 = R2 = O-CHz-O, R3 = R4 = H, R5 = OCH3, Re = CH3 m/z 310| > 279
(9a) Ry = R, = OCHg, Ry = R3 = OH, Rs=H, Rg = CHO  |m/z 354] > 309
(10a) Ri=R,=R4=Rg5= OCH3, R3;=H, Rg = CHO m/z 370| > 325_|

N\ J

FIGURA 26. MECANISMOS DE FRAGMENTACAO PARA A ELIMINAGAO DO GRUPO
NITROGENADO DE ALCALOIDES APORFINOS (1A —10A). FONTE: ADAPTADO DE LIMA ET AL., 2020.

A figura 26 expde as demais perdas para alguns aporfinos provenientes do fragmento 1
(via 1), para a eliminacdo do grupo CHsOH (-32 Da, fragmento 2), CO (-28 Da, fragmento 3)
e OCHzs (-15 Da) (fragmento 4 - via radicalar). Entretanto, as substancias isolaulerina (8a) e
arcabucoina (9a) seguem a mesma proposta mecanistica para a perda do grupo do nitrogenado,
todavia, essas substancias apresentam a ponte metilenodioxi no anel A em sua estrutura. Com
iss0, ha outra via mecanistica (via 2) fornencendo a estabilizacdo do carbocation (proveniente
da eliminacdo do grupo nitrogenado) por meio da eliminacdo do grupo CH20 (-30 Da) que
concomitantemente forma um epdxi e efetua a deslocalizacdo de elétrons pelo anel

heterociclico.
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RO
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FRAGMENTO 4

FRAGMENTO 2

(1a) m/z 268 > 219
(2a) m/z 342 > 265
(3a) m/z 342 > 279
(4a) m/z 282 > 219
(5a) m/z 342 > 265
(6a) m/z 328 > 265
(7a) m/z 356 > 279
(8a) m/z 356 > 249
(10a) m/z 370 > 279

(2a) m/z 328 > 264
(3a) m/z 342 > 294
(5a) m/z 342 > 280
(7a) m/z 356 > 294
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-CO
-28 Da

FRAGMENTO 3

(1a) m/z 268 > 191
(3a) m/z 342 > 251
(4a) m/z 282 > 191
(5a) m/z 342 > 237
(6a) m/z 328 > 237
(8a) m/z 310 > 221
(10a) m/z 370 > 251

FIGURA 27. MECANISMOS DE FRAGMENTACAO PARA DEMAIS PERDAS DE ALGUNS GRUPOS

DOS APORFINOIDES (1A —10A). FONTE: ADAPTADO DE LIMA ET AL., 2020.

Os alcaloides derivados N-Oxido fragmentam-se da mesma forma que os aporfinos

stricto sensu (perda do grupo nitrogenado), tendo a principal perda de massa de 47 Da

(fragmento 1) equivalente ao grupo -NHOCHj3 (Figura 27). Os alcaloides benzilisoquinolinos

7b e 8b (via 1) e os aporfinos 11a e 12a (via 2) apresentam 0S mesmos mecanismos e perdas

de massa (CH3OH > CO), com excecdo da substancia 12a, um aporfino contendo ponte

metilenodioxi que sofre perda de 30 Da para formacao do epoxi e estabilizagdo do carbocéation.

A substancia S2 apresentou perda equivalente do grupo N- 6xido 47 Da.
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FIGURA 28. PRINCIPAIS MECANISMOS DE FRAGMENTAGAO DE ALCALOIDES DERIVADOS N-
OXIDO (7B, 8B, 11A, 12A E S2). FONTE: ADAPTADO DE LIMA ET AL., 2020.

A fragmentacdo do Unico alcaloide propoaporfino (13a) identificado apresenta
fragmentos em m/z 281 (-17 Da), 266 (-15 Da) e 250 (-31 Da) indicativas da perda de -NHs
(grupo responsavel pelo fragmento principal dessa classe), *CHs e *OCHs, respectivamente
(Figura 28). A substancia 14a foi isolada anteriormente por Oliveira (2017), entretanto néo foi
apresentada sua proposta de fragmentacdo. Os mecanismos dos ions fragmentados mostrados
na figura 29 séo indicativos da perda inicial do grupo NH>CHz (m/z 325), seguida da formacéo
da ponte metilenodioxi (perda de CH4 - m/z 309). Posteriormente, a eliminacdo do grupo CH->O
(30 Da) e de monodxido de carbono (28 Da) séo indicativas dos fragmentos em m/z 279 e 251,

respectivamente.
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FIGURA 29. PRINCIPAIS MECANISMOS DE FRAGMENTACAO DO ALCALOIDE PROAPORFINO
STEFARINA (13A). FONTE: ADAPTADO DE LIMA ET AL., 2020.

N

FIGURA 30. MECANISMOS DE FRAGMENTAGAO PARA A SUBSTANCIA DUGUETININA (25A).
FONTE: ADAPTADO DE LIMA ET AL., 2020.
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Dentre os alcaloides benzilisoquinolinos identificados (1b - 8b), alguns se fragmentam
através de uma eliminacdo de Hoffmann (via 1) formando a estrutura tetrahidroisoquinolino
(fragmentos com m/z em 192 e 206) (Figura 30). Adicionalmente, o grupo OH/OCHj3 na posicao
Rsdos alcaloides benzilisoquinolinos conforme a figura 30, indica que o oxigénio é responsavel
pela deslocalizagdo de elétrons que consequentemente efetua a eliminacdo da fracéo
tetradihidroisoquinolino resultando na formacdo do fragmento em m/z 107, 121 el37

(dependendo do substituinte no anel C).

CBTM Ry H3CO R,
I @ ¥

r

R'] R4 R3

@ m/z 192 e 206

Rs (3b) mlz 328 > 206
(4b) miz 330 > 192
(5b) miz 314 > 192

(6b) m/z 344 > 206
(7b) m/z 330 > 192

3CO éT” R4

VIA 1

viaz RO J

m/z 107,121 e 137
(1b) R« R3 = OH, Ry, Ry = ‘miz 286 (1b) m/z 286 > 107
(2b) Ry, R3 = OH, R, = H, R4 = CH3 miz 330 (2b) m/z 300 > 107
(3b) R4, R3 = OCH3, Ry = H, Ry =CHj3 miz 328 (3b) m/z 328 > 121
(4b) R;, R, = OH, Rz = OCHj, Ry = CH3 miz 330 (4b) m/z 330 > 137
(5b) Ry = OH, R, = H, Ry = OCH3, Ry = CH; | miz 314 (5b) miz 314 > 121
(6b) Ry = OH, R, = H, R3 = OCHj3, R4 = CHO| m/z 344 (6b) m/z 344 > 137
(7b) Ry, R, = OH, Ry = OCH3, R, = CH3 miz 330 (7b) miz 330 > 107
(8b) Ry, Ry = OH, Ry = OCHj, R, = N-6xido | m/z 346 (8b) m/z 346 > 137

FIGURA 31. PRINCIPAIS MECANISMOS DE FRAGMENTACAO DE ALCALOIDES
BENZILISOQUINOLINOS (1A - 6A). FONTE: ADAPTADO DE LIMA ET AL., 2020.

Os oxoaporfinos (1C - 2C) apresentaram ions fragmentos em m/z 323 e 337,
respectivamente, correspondente a ruptura homolitica da ligacdo O-CH3 promovendo a perda
de metila (-15 Da). A ressonancia via radicalar mostrada na figura 31 favorece a segunda perda
de CHs, formando os fragmentos em m/z 308 e 322 para os alcaloides 1c e 2c, respectivamente.

Além disso, o alcaloide 1c sofre perdas sucessivas do grupo CO (- 28 Da).
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FIGURA 32. PRINCIPAIS MECANISMOS DE FRAGMENTAGAO DE ALCALOIDES OXOAPORFINOS
(1C E 2C). FONTE: ADAPTAGCAO DE CARNEVALE NETO ET AL., 2019; SILVA ET AL., 2017).

O Unico alcaloide tetrahidroisoquinolino (1d) identificado na FACDS apresentou
fragmento em 165 [M + H]* sendo indicativa da reacdo de Retro Diels Alder (RDA), na qual
foi responsavel pela perda do grupo *NH2-CHaz- (29 Da). Além disso, a proposta mecanistica
de fragmentacdo para o ion em 134 [M + H]* foi mostrado na figura 32, sendo este resultante

da perda de -=OCH3 (31 Da).

H;CO © H;CO © Retro Diels HsCO ®
YCQ Alder (RDA) CH,
NH | T ANH| T o
H5CO H3CO - CHaNH; H,CO NH
-29 Da

@ l
* ®

-+OCHj

FIGURA 33. PRINCIPAIS MECANISMOS DE FRAGMENTAGCAO DA HELIAMINA (1D), UM
ALCALOIDE TETRAHIDROISOQUINOLINO. FONTE: ADAPTACAO DE WUA E HUANG, 2006.

J
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5.1.2. Andlise das substancias presentes nas fragcdes provenientes do 1° procedimento

cromatografico de D. surinamensis

Seguindo 0 mesmo protocolo do item anterior, seis fracdes obtidas no 1° fracionamento
cromatografico da FACDS bruta foram submetidas na plataforma GNPS em conjunto, sendo
elas as fracbes 1IFACDS-1, 2, 4, 5, 6 e 7. A rede molecular dessas fracGes revelou quatro
conjuntos de clusteres indicando alcaloides derivados isoquinolinos: alcaloides aporfinos
(cluster 1), benzilisoquinolinos (cluster 2), tetrahidroprotoberberinos (cluster 3) e
protoberberinos (cluster 4) (Figura 33).

Foram identificados 18 alcaloides conhecidos através dos seus espectros de
fragmentacdo j& descritos para as principais isoquinolinos encontrados nas espécies da familia
Annonaceae, como 0s aporfinos, benzilisoquinolinos, tetrahidroprotoberberinos e
protoberberinos (QING et al., 2020; SILVA et al., 2017; SUN et al., 2014; SCHMIDT et al.,
2005; STEVIGNY et al., 2004). Adicionamente, foi realizado duas propostas de 2 alcaloides
inéditos (17a e 23a) com base no padrdo de fragmentacdo e denominadas levando em
consideracdo as substancias contidas no género Duguetia (PEREZ & CASSELS, 2010).

As 20 substancias identificadas pela rede MN e suas informacgdes (m/z e dados
comparativos com a literatura) sdo mostradas na tabela 6 e os cromatogramas das fragoes
obtidas pela anélise HPLC-MS/MS séo mostradas na figura 34 e 35.

As substancias isoladas por meio dos métodos cromatograficos classicos (item 4.2), ndo
foram identificados na rede molecular (com excecdo da duguetina N-6xido) devido a exclusédo
dos demais conjuntos de clusteres por apresentarem grandes quantidade de contaminantes e
substancias com fragmentacdes incomuns. Adicionalmente, os espectros MS/MS dessas
substancias ndo se encontram no banco de dados das bibliotecas do GNPS, sendo possivel

justificar a auséncia das mesmas na rede molecular.
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FIGURA 34. REDE MOLECULAR DAS FRAGOES DAS CASCAS DO CAULE DE D. SURINAMENSIS: CLUSTER 1 - APORFINOS, CLUSTER 2 -
BENZILISOQUINOLINOS, CLUSTER 3 - TETRAHIDROPROTOBERBERINOS, CLUSTER 4 - PROTOBERBERINOS. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

Investigagao fitoquimica com auxilio de molecular networking e atividade citotéxica de Duguetia surinamensis (Annonaceae)



75

TABELA 6. SUBSTANCIAS IDENTIFICADAS ATRAVES DA ANALISE DA REDE MN DAS
FRACOES DO 1° PROCEDIMENTO CROMATOGRAFICO DE D. SURINAMENSIS.

Substancia Fracdes m/z Referéncia
Aporfinos (cluster 1)
duguetina N-6xido (S2) 1FACDS 1,2,4,5e6 372,1455 [1-4]
duguexina N-oOxido (14a) 1FACDS_2 328,1174 [1-3]
oliveridina N-6xido (15a) 1FACDS 2e4 342,1739 [1-3]
spixianina N-6xido (16a) 1FACDS 4,5¢6 358,1267 [1-3]
10-metoxi duguetina N-6xido (17a) 1FACDS 2¢e6 388,1408 [1-3]
pachiconfina N-6xido (18a) 1FACDS 2,4e5 314,1374 [1-2]
duguetina (19a) 1FACDS 1e?2 356,1525 [1, 2, 4]
N-formilduguevanina (20a) 1FACDS 1,2,4,5e6 370,1696 [1]
oliveridina (21a) 1FACDS 2 326,1112 [1]
dicentrina (22a) 1FACDS 2 340,1563 [1, 2,5, 6]
9-metoxi nornuciferidina (23a) 1FACDS 2 328,1550 [1]
duguetinina (24a) 1FACDS 2e5 356,1348 [1]
Benzilisoquinolinos (cluster 2)
reticulina (4b) 1FACDS 4¢e6 330,1714 [1, 7]
reticulina N-6xido (8b) 1FACDS 4¢€e6 346,1691 [1, 8]
tetrahidroprotoberberinos / protopino
(cluster 3)
coripalmina/ tetrahidrojatrorrizina (le) 1FACDS 2e6 342,1693 [9, 10]
tetrahidropalmatina (2e) 1FACDS 6e7 356,1832 [9, 10]
alocriptopina (3e) 1FACDS 7 370,2893 [9-12]
protoberberinos (cluster 4)
jatrorrizina (4e) 1FACDS 2,4,5¢6 338,1415 [9]
palmatina (5e) 1FACDS 2¢e4 352,1164 [9]
staudina (6e) 1FACDS 2,5¢e6 532,2106 [9]

FONTE: [1] QING et al., 2020; [2] STEVIGNY et al., 2004; [3] LIMA et al., 2019; [4] PAZ et al., 2019; [5]
SCHMIDT et al., 2005; [6] SRIPRANG, KHORANA & INGKANINAN, 2006; [7] JEONG? et al., 2012; [8] WU
etal., 1989; [9] SUN et al., 2014; [10] WANG et al., 2017; [11] SINGH et al., 2017; [12] JEONG? et al., 2012.

Com base na anélise da rede molecular das frages de D. surinamensis, comprovou-se
que a 1IFACDS_2 compde a fragdo mais rica em constituintes quimicos, sendo sugeridos 15
alcaloides identificados anteriormente (Tabela 6). Todavia, as fragdes 1FACDS 1 e 7
apresentaram quantidades menores de substancias identificadas pela rede molecular contendo

apenas 2 e 3 metabolitos, respectivamente.
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FIGURA 35. CROMATOGRAMA OBTIDO DAS FRAGOES 1FACDS 1, 2 E 4 DE D. SURINAMENSIS
ATRAVES DA ANALISE DE HPLC-MS/MS. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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FIGURA 36. CROMATOGRAMA OBTIDO DAS FRACOES L, 6 E 7 DE D. SURINAMENSIS ATRAVES
DA ANALISE DE HPLC-MS/MS. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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Dentre os constituintes identificados nas seis fragdes, 14 substancias encontram-se na
composi¢do quimica de outras espécies do género Duguetia como mostra a tabela 7.

TABELA 7. SUBSTANCIAS IDENTIFICADAS PELA GNPS E MN PRESENTES EM OUTRAS
ESPECIES DO GENERO DUGUETIA.

Substancias Espécies [Referéncia]

duguetina N-6xido (S2) D. furfuraceae [1]

duguexina N-Oxido (14a) D. spixiana [2]

oliveridina N-6xido (15a) D. spixiana [2,3]

spixianina N-6xido (16a) D. spixiana [2]
pachiconfina N-6xido (18a) D. spixiana [2]

duguetina (19a) D. flagellaris [4, 5], D. furfuracea [3,6,7] e Duguetia sp [8]

N-formilduguevanina (20a) D. obovata [9] e D. flagellaris [5]

D. spixiana [1,2], D. glabriuscula [10], D. flagellaris [4, 5] e
D. vallicola [11]
dicentrina (22a) Duguetia sp [8]

reticulina (4b) D. pycnastera [12], D. furfuracea [13] e D. trunciflora [14]

D. trunciflora [14], D. confinis [15], D. staudtii [16], D.
stelechantha [17] e D. gardneriana [18]

D. spixiana [2], D. trunciflora [14], D. confinis [15,19] e
D. gardneriana [18]
jatrorrizina (4e) D. trunciflora [14]

staudina (6e) D. staudtti [20]

FONTE: [1] SILVA et al, 2007; [2] DEBOURGES? et al., 1987; [3] RASAMIZAFY et al., 1987; [4] FECHINE®
et al., 2002; [5] NAVARRO et al., 2001; [6] SANTOSP et al., 2018; [7] SILVA? et al., 2009; [8] CASAGRANDE
& FERRAROI, 1970; [9] ROBLOT, HOCQUEMILLER & CAVE, 1983; [10] SIQUEIRA et al., 2001; [11]
PEREZ et al., 2004; [12] SOUZA et al., 2020; [13] CAROLLO et al., 2006; [14] FECHINE? et al., 2002; [15]
BEVALDOT et al., 1977; [16] NGOUONPE et al., 2019; [17] DIAZ, DIAZ & JOSEPH-NATHAN, 1985; [18]
ALMEIDA et al., 2007; [19] MATHOUET et al., 2007; [20] CAVE et al., 1980.

oliveridina (21a)

coripalmina (1e)

tetrahidropalmatina (3e)

Também foi realizado o estudo de fragmentacdo dos espectros MS/MS das substancias
contidas nas fracGes (em apéndice: A17 — A45) a fim de correlaciona-los com suas respectivas
perdas. Como foi relatado anteriormente, os aporfinos derivados N-Oxido (S2, 14a - 17a (Figura
35) apresentaram o mesmo padrdo de fragmentagdo consistindo na eliminagdo do grupo
nitrogenado da fracdo isoquinolino, seguido da perda de CH2O (14a-17a) / CH3:OH (18a) e
perda de CO. Algumas substancias apresentaram fragmentos distintos tais como perdas de

metilas via radicar (- 15 Da) e perda de agua (- 18 Da).
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FIGURA 37. PRINCIPAIS MECANISMOS DE FRAGMENTACAO DE ALCALOIDES DERIVADOS N-
OXIDO (11A-18A). FONTE: ADAPTADO DE LIMA ET AL., 2020.

Em relacdo as duas substancias inéditas (17a e 23a) indicadas pela MN, verificou-se

que ambas apresentavam o mesmo perfil de fragmentacao da classe dos aporfinos, todavia com
m/z diferentes daquelas contidas em Duguetia (PEREZ & CASSELS, 2010). Baseado nas
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estruturas quimicas (posicdo dos substituintes) das substancias presente no género, no padrdo
de fragmentacdo de metabolitos analogos, e levando em consideragdo o erro de massa do ion
molecular (tolerancia de 0,05 Da) e dos fragmentos (0,5 Da), foi feita uma proposta de um novo
derivado dos aporfinos N-0xido e um 7-hidroxi aporfino denominados de 10-metoxi-duguetina
N-oxido (17a) e 9-metoxi-nornuciferidina (23a), respectivamente. Adicionalmente, a
substancia 24a foi reportada em D. surinamensis por Oliveira (2017). Dessa forma, a sugestdo
de identificacdo das substancias 17a, 23a, 8b, 2e e 5e pela rede MN sdo contribuicdes inéditas
para a espécie alvo desse trabalho e para o género Duguetia.

A substancia 18a apresentou o mesmo padréo de fragmentacdo (Figura 37) que oS
demais aporfinos N-6xido (perda de NHOCH3 > CH3OH > CO), tendo como diferenca apenas
a auséncia da ponte metilenodioxi em sua estrutura.

Todavia, as substancias 19a, 20a e 22a seguem 0 mesmo esquema de fragmentacédo dos
N-oxidos contendo ponte medilenodioxi com as perdas sequenciais de: -NH2CHs / NH.COH
(19a e 22a / 20a) > CH>0 > CO > =OCH3 (Figura 38) (QING et al., 2020; LIMA et al., 2020;
STEVIGNY et al., 2004).

! HO
: O @ _oH HO
E H;CO Eliminacéo

3 de Hofmann H3CO

'/ o
T
O OH

FIGURA 38. PRINCIPAIS MECANISMOS DE FRAGMENTACAO DA SUBSTANCIA PACHICONFINA
N-OXIDO (18A). FONTE: ADAPTADO DE LIMA ET AL., 2020.
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FIGURA 39. PRINCIPAIS MECANISMOS DE FRAGMENTAGAO DE DUGUETINA (19A), N-FORMIL
DUGUEVANINA (20A) E DICENTRINA (22A). FONTE: ADAPTADO DE LIMA ET AL., 2019.

O espectro de fragmentacdo da substancia 21a, um aporfino 7-hidroxi apresentou ions
indicativos de um mecanismo diferente quando comparado as demais substancias (14a-22a). O
espectro indicou perda inicial de 18 Da, resultante de uma desidratagdo (Figura 39) com
formacdo de carbocation na posicdo C-6a. Possivelmente, essa carga € estabilizada pela
deslocalizacdo de elétrons promovida pela perda de CH,O e eliminacgéo posterior de CO.

A proposta de fragmentacdo para a substancia inédita 23a é mostrada na figura 39 a
seguir. Essa substancia foi denominada 9-metoxi nornuciferidina devido a estrutura ser analoga
a nornuciferidina. Foi sugerida a posicdo da metoxila na posi¢do 9 devido a similaridade
guimica com as substancias adjacentes (15a e 22a), como pode ser vista na rede molecular
(Figura 40).
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FIGURA 40. MECANISMOS DE FRAGMENTACAO PARA A SUBSTANCIA OLIVERIDINA (22A).
FONTE: ADAPTADO DE LIMA ET AL., 2020.
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FIGURA 41. MECANISMOS DE FRAGMENTACAO PARA A SUBSTANCIA 9-METOXI -
NORNUCIFERIDINA (24A). FONTE: ADAPTADO DE LIMA ET AL., 2020.

Em relac&o aos benzilisoquinolinos, a substancia reticulina (4b) também foi identificada
na FACDS bruta, bem como foi apresentada a proposta de fragmentacéo (via 2) descrita no
item anterior.

Com base no espectro MS/MS da substancia reticulina N-6xido (8b) (em apéndice: A23)
apresentou ions na qual suas propostas de fragmentacdo foram indicadas por trés vias (Figura

41). Os mecanismos de fragmentacao para essas vias consistiram nas seguintes etapas:
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12 via - eliminacdo do grupo NH>OCHz3 (47 Da) > *OCHjs (31 Da) > =CHz3 (28 Da);
= 2%via - eliminagdo de agua (18 Da);
= 32 via - eliminacdo da fracdo tetradihidroisoquinolino através da deslocalizacdo de

elétrons do oxigénio da metoxila no anel.

1H,CO @ ressonancia '
- H,CO ® oo !
| O @N _OH 3 O via radicalar @ !
;Mo CHyvia1  HO | O ‘ i
, HO HO — Mo — HO X
: - NHQOCH3 -'OCH3 HO e HO :
'H,CO -47Da 31 - 7
'H3 HsCO -31Da : '
: H;CO '
! m/z 346 m/z 299 3 1) :

EH3CO H2
: JOH c
. O N, H O
| HO CHs \ o1 on
}  HO VIA 2 o NC
oe P
| HsCO HO

m/z 346

FIGURA 42. MECANISMOS DE FRAGMENTAGCAO PARA A RETICULINA N-OXIDO (8B). FONTE:
ADAPTADO DE LIMA ET AL., 2020.

Diferente da fracdo FACDS bruta, foi possivel realizar a identificacdo das substancias
do grupo dos tetrahidroprotoberberinos (1e - 3e) e protoberberinos (4e - 5e) presente nas fracdes
1FACDS 2, 4,5, 6 e 7. Com base no perfil quimico dos espectros MS/MS das substancias 1le,
2e, 3e e 5e, constatou-se a presenca dos principais ions fragmentos caracteristicos dessas
subclasses, sendo eles provenientes da reacdo RDA (WANG et al., 2017; SINGH et al., 2017,
SUN et al., 2014; JEONG" et al., 2012).

Por se tratar de um metabolito ndo contido no género Duguetia, o espectro MS/MS da
substancia 3e foi comparado com as perdas caracteristicas de alcaloide do tipo protopina (SHIM
etal., 2013; JEONGP et al., 2012). O ion fragmento m/z 206 é coerente com o produto formado
via reacdo RDA, seguido da perda neutra de 18 Da (- H20) resultando na formagdo do ion em
m/z 188 (Figura 42). Estes fragmentos evidenciam a formacdo do alcaloide alocriptopina
(substéncia sugerida), reacdo muito comum em alcaloides do tipo protopina (MANOSALVA
etal., 2014; SHIM et al., 2013; JEONGP et al., 2012).
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FIGURA 43. MECANISMOS DE FRAGMENTACAO PARA A ALOCRIPTOPINA (3E). FONTE:
ADAPTADO DE WANG ET AL., 2017; SINGH ET AL., 2017; SUN ET AL., 2014.

O alcaloide protoberberino 4e ndo sofre uma reagédo de RDA devido as insaturagdes no
anel C. Diante disso, os fragmentos indicaram perdas iniciais de grupo CH2O (via 1) e CHs
(via 2), e posteriormente perda de CO (Via 1) e "CHz (via 2) (Figura 43).
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FIGURA 44. MECANISMOS DE FRAGMENTAGAO PARA A PALMATINA (4E). FONTE: ADAPTADO
DE SUN ET AL., 2014.

O espectro da staudina (5e) apresentou ions fragmentos provenientes de uma RDA (194
Da) resultante da formacdo de uma unidade da jatrorrizina (m/z 338) e de 2,4,5-
trimetoxiestireno, ambas presente em espécies do género (PEREZ & CASSELS, 2010). Sugere-
se que o acoplamento dessas duas substancias (biossintese) tenha sido responsavel pela
formacdo desse alcaloide. Os demais fragmentos (m/z 323, 308 e 280) foram ions indicativos

da eliminacéo de duas metilas e perda de CO, respectivamente (Figura 44).
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FIGURA 45. MECANISMOS DE FRAGMENTAGAO PARA A STAUDINA (5E). FONTE: ADAPTADO DE

SUN ET AL., 2014.

As substancias sugeridas na rede molecular das subfragcbes ndo constaram na rede da

FACDS devido o presente estudo abranger somente o conjunto de nés principal (maior). Dessa

forma, foi realizado a exclusdo dos demais agrupamentos devido a grande quantidade de

contaminantes juntamente com outros ions com padrdo de fragmentacdo discrepantes.
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5.2. Elucidagéo estrutural das substancias de D. surinamensis

A investigacdo fitoquimica das cascas do caule de D. surinamensis empregando 0s
métodos cromatograficos classicos usuais (CCA, CCDA e CCDP) resultou no isolamento de
cinco substancias alcaloidicas, sendo trés estruturas conhecidas e duas inéditas. Para a
caracterizagdo quimica das substancias foram empregadas técnicas modernas de elucidacao
estrutural, tais como a espectroscopia de RMN de 'H e C (1D/2D) e MS, bem como a
comparacdo dos dados espectrais obtidos com os descritos na literatura.

Dentre os alcaloides isolados, duas pertencem a subclasses dos aporfinos (subdivididos
em aporfino 7-substituido e oxoaporfino) e trés alcaloides ndo isoquinolinos, sendo um
pertencente a subclasse morfinandienona e duas substancias com esqueleto novo (Figura 45).

9

9
oxoaporfino ‘ aporfino

[morfinandienona] [esqueleto novo]

7-substituido

FIGURA 46. ESQUELETOS DOS ALCALOIDES IDENTIFICADOS NAS CASCAS DE D.
SURINAMENSIS. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

Por meio dos métodos de caracterizacdo (RMN e MS) das substancias foram elucidadas:
a dicentrinona (S1), duguetina N-0xido (S2), pallidina (S3), e as substancias inéditas 1 e 2 (S4
e S5) (Figura 46). Foi realizado o reisolamento das substancias pelas etapas de separacdo em
diferentes amostras, sendo a dicentrinona (S1) e a substancia inédita 1 (S4), os metabdlitos

majoritarios na composicao quimica dessa espécie.
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FIGURA 47. ESTRUTURAS QUIMICAS DOS ALCALOIDES ISOLADOS DE D. SURINAMENSIS.
FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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5.2.1. Elucidagéo estrutural da substancia 1 (S1)

A substancia 1 (S1) isolada pelas técnicas classicas de cromatografia foi obtida com
caracteristica de um solido amorfo com coloracdo alaranjanda, tendo como massa total 58,1
mg. Apés a revelagdo com o reagente Dragendorff, essa substancia apresentou resultado
positivo para alcaloide.

Com base na analise do espectro de RMN de *H (500 MHz, + gotas de CD30OD) (Figura
47), constatou-se a auséncia de hidrogénios metilénicos (regido mais blindada entre 0,7 - 3.0
ppm), e no espectro de *C (125 MHz, CDClIs) apresentou sinais atribuidos a carbonos (em
apéndice) ndo hidrogenados (posic¢des 1, 1a, 2, 3a, 3b, 6a, 7, 7a, 11a), e um carbono carbonilico
em 8C 181.2 (posicdo 7 - aporfinos), sendo este um padrdo caracteristico da subclasse de
alcaloides oxoaporfinos (TAVARES et al., 2005; GUINAUDEAU, LEBOUEF e CAVE, 1983,
1988, 1994). Além disso, quando isolado, esse alcaloide apresentou coloracdo alaranjada,

possivelmente pelo alto grau de insaturacao.
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FIGURA 48. ESPECTRO DE RMN DE !H ?'Egaalmfli;?T)EM CDCL3) DA S1. FONTE: ARQUIVO
PESSOAL, 2022.

Constatou-se a presenca de 13 hidrogénios, sendo 5 sinais na regido aromatica: 1 par de
hidrogénios piridinicos adjacentes em 6 8.87 (/'1H, d) e 7.73 (/'1H, d) (J = 5,2 Hz), 3 sinais nao
adjacentes, 6H 7.96 (/'1H, s), 7.95 (/'1H, s) e 7.11 (/'1H, s), sendo os simpletos correspondentes
aos hidrogénios do anel D na posi¢do H-11 (6H 7.96 / 6C 108.8), H-8 (6H 7.95/ 6C 109.5), e
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H-3 (8H 7.11 (/'1H, s) / 6C 102.7) tipicos da estrutura aporfinica (GUINAUDEAU, LEBOUEF
e CAVE, 1983, 1988, 1994).

Além disso, foi identificado o sinal correspondente a ponte metilenodioxi (-OCH>0-),
em 8H 6.36 (/'2H, s / 8C 102.4), bem como os hidrogénios metoxilicos do anel D (C-9” (8
56.29) e C-10’ (& 56.14). As corretas atribuicdes dos sinais de hidrogénio e carbono foram
determinadas pela analise do mapa de correlagdo HMBC, bem como os espectros de **C, DEPT
135, COSY e HSQC (em apéndice: A46 - A52) (Tabela 8).

A andlise por MS" utilizando a ionizagédo por electrospray operado no modo positivo
(ESI") do alcaloide oxoaporfino (S1) resultou em substancia protonada com m/z 336 Da
[M+H]" (Figura 48), compativel com os dados de RMN de H, *C (1D/2D) que indicam
férmula molecular C19H13NOs (calc. 335.31 Da). Dessa forma, foi possivel concluir que a
substancia S1 € a dicentrinona, sendo corroborante com os dados da literatura (ZHOU et al.,
2000).

TABELA 8. DADOS DE RMN DE 'H E *3C DA SUBSTANCIA 1 (S1).

SUBSTANCIA 1 (S1) Dicentrinona?
carbono / o) GG T
0sicao 13 ab 13
I (mult., J em Hz)? ) (*H x BC) (mult., J em Hz) c®
1 - 147.0,C - - 14758, C
la - 108.2,C - - 107.52, C
2 - 1515C - - 152.17,C
147.0 (1), 108.2 (1a), 151.5 (2),
3 7.11 (1H, s) 102.7, CH 1366 (32) e 123.9 (4) 6.14 (1H, s) 102.48, CH
3a - 1355,C - - -
3b 122.6,C - - 122.17,C
4 7.73(1H,d,5.2Hz)  124.9,CH 102.7 (3), 122.6 (3b) e 144.8 (5) 7.54 (1H, d, 5.2, Hz) 124.8, CH
5 8.87 (1H,d,5.2Hz)  144.8,CH 135.4 (3a), 123.9 (4) e 145.4 (6a) | 8.48 (1H,d,5.2,Hz)  142.91,CH
6a - 145.4, CH - - 143.74, CH
7 - 181.2, CO - - 180.36, CO
7a - 125.9,C - - 124.99, C
8 7.95 (1H, s) 109.5, CH 181.2(7), 1?fii)(10) el2r1 7.58 (1H, s) 108.78, CH
9 - 1495, C - - 149.38 C
10 - 153.8,C - - 154.12,C
11 7.96 (1H, s) 108.8, CH 108.2 (1a), 125.9 (7a), 149.5 (9) 7.59 (1H, s) 108.78, CH
1lla - 127.7,C - - 124.8,C
1,2
(OCH:0) 6.36 (2H, s) 102.4, CH2 147.0 (1) e 151.5 (2) 6.14 (2H, s) 102.67, CH2
9’ - OCHs 4.06 (3H, s) 56.29, CH3 149.5 (9) 3.74 (3H, s) 55.62, CH3
(;gH 4.00 (3H, s) 56.14, CH3 153.8 (10) 3.81 (3H, s) 55.71, CH3
3

aExperimento a 500 MHz para *H em CDC(s, utilizando o TMS como padrdo interno (mapas de correlagdo COSY);
bMultiplicidades determinadas pelos espectros de 'H, 13C, DEPT 135 e pelos mapas de correlagio COSY, HSQC e HMBC.
°Correlagdes dos atomos de hidrogénios com os carbonos vizinhos (HMBC). 9ZHOU et al., 2000 (*H (CDsOD, 300 MHz; 13C
(CD30OD, 75.5 MHz)).
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- Infusao das substancias puras - FADS3_e_2 #2617 RT: 23,25 AV: 1 NL: 1,09E8
T: + ¢ ESIQ1MS [100,000-1000,000]
100 336,27
90
80
70
60

50

40

OCH,
30 - -
20 m/z 336.27 [M + H]*
calc. 335.31 Da
10 274,50 15 222’252)3 2s
1[1,6,32 180,87 t28/8,45 { (' 522,83 614,66 69337 75055 796,03 908,53 945,03
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FIGURA 49. ESPECTRO DE MASSAS DA SUBSTANCIA S1. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

A fragmentacéo dessa substancia (Figura 48) é condizente com a estrutura elucidada, na
qual mostra perda inicial de -15 Da (m/z 321) resultante de perda de metila de alguma das
metoxilas (C-9” ou C-10’), seguida da perda de - 28 Da (m/z 293) ocasionado pela eliminagédo
do grupo CO (possivelmente o grupo carbonilico em C-7) (SILVA et al., 2017). Possivelmente,
o fragmento em m/z 321 sofreu novamente uma perda de metila via radicalar (-15 Da) da
segunda metoxila formando o ion em m/z 306. Através da eliminacdo dessa metila,
provavelmente favoreceu a eliminacdo posterior de mais um grupo CO (-28 Da), formando o
fragmento em m/z 278 (CARNEVALE NETO et al., 2019; SILVA et al., 2017). A proposta
mecanistica de fragmentacao € mostrada na figura 45.

A substéncia dicentrinona foi reportada em D. surinamensis por Oliveira (2017), bem
como esta presente na composicao de apenas duas espécies do género Duguetia, sendo elas a
D. furfuraceae (SANTOS et al., 2018; SILVA? et al., 2009; SILVA et al., 2007) e D. vallicola
(ARANGO et al., 2004). Na familia Annonaceae, esse metabolito encontra-se na composicéo
dos seguintes géneros (quantidade de espécies): Polyalthia (1) (NANTAPAP et al., 2015),
Dasymaschalon (3) (CHOKCHAISIRI et al., 2015; HONGTHONG et al., 2014; CHANAKUL
et al., 2011), Guatteria (1) (RODRIGUEZ et al., 2008), Mitrephora (1) (YU et al., 2005),
Desmos (1) (ASARUDDIN, KIUCHI e HONDA, 2001) e Xylopia (2) (ARANGO et al., 2004;
WIJERATINE et al., 1996).
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- Fragmentacdo das substancias puras - FADS3 e 2 #769 RT: 6,98 AV:1 NL: 1,16E6
T: + ¢ ESIFull ms2 336,000 [50,000-338,000]

336,22

1000
] ressonancia via radicalar
90: E 0] X 0]
1 < ® <
4 e} _NH 0
80 | .
: E O o "CH3
70 | HsCO -15Da y,co
] oN
el - (CO) (CHa)
1 3
50 | ° S -28 Da -15Da
1 o ~NH <O O [278’17] 321 20|
07 O o 1k (CO)
301 | Hico ~aeba O -28 Da
E 0 H,CO |293,l4|
20 (CH,)
10" -15Da
E 264,29 306,14 '
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FIGURA 50. ESPECTRO DE FRAGMENTACAO COM A PROPOSTA MECANISTICA PARA A SUBSTANCIA S1. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022,
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5.2.2. Elucidacdo estrutural da substancia 2 (S2)

A amostra codificada como S2 (massa total de 35,1 mg) apresentou-se como sélido
amorfo com coloracgéo castanho escuro. Essa substancia apresentou resultado positivo frente ao
reagente de Dragendorff. De acordo com a analise preliminar do espectro de RMN de *H (500
MHz, CDCIz) (Figura 50), constatou-se a presenca de sinais tipicos de alcaloide aporfino stricto
sensu, sendo eles, os sinais de hidrogénios arométicos entre 8H 7.63 - & 6.56, metilénicos entre
OH 3,68 - 5 3.02, bem como sinais de carbonos metilénicos (regido entre 25 a 48 ppm) do anel
B do sistema aporfino (GUINAUDEAU, LEBOUEF & CAVE, 1979, 1983, 1988, 1994).

—3.9211
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3.3274
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~ I |\‘LO.)
| oY
023 N s ig
— O oy M~ < ©
3 B o 2 S [E8E8
'\.l < ™ A0 099
0.1 | Reggd
3 , L =
S 2N —  — ——
1.011.00 1.06 1.051.05 1.10 1.04 3.03 3.03 2.04 3.051.20 1.22
o o U T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0

Chemical Shift (pprm)

FIGURA 51. EsSPECTRO DE RMN DE 'H (500 MHz, EM CDCL3) DA S2. FONTE: ARQUIVO
PESSOAL, 2022.

Semelhante aos sinais da substancia anterior (S1), o espectro revelou a presenca dos 2
hidrogénios aromaticos em 6H 7.40 (/'1H, s) / 6C 107.5 e 7.63 (/'1H, s) / 8C 110.0, atribuidos
aos carbonos C-8 e C-11 do anel D. Além disso, o espectro apresentou um sinal de hidrogénio
aromatico, tipico no anel A do sistema aporfino dissubstituido (H-3) em & 6.52 (/'1H, s) / 6C
106.4, (GUINAUDEAU, LEBOUEF e CAVE, 1983, 1988, 1994).

Os hidrogénios em 6 6.01 e 5 6.18 (d, J = 1,2 Hz) correlacionados com o sinal em 6C
101.4, (conforme o0 mapa de HSQC) (em apéndice), indicou a presenca do grupo metilenodioxi.

Os sinais de hidrogénios metilénicos caracteristico do anel B aporfino (H,, s-4 e H-5),
em$3.02 H, (/1H, dd, J =17.9, 5.0 Hz) € 5 3.21 Hp (/1H,tm) e em o 3.68 (/'2H, m) foram
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correlacionados com o carbono em 6 27.3 e 8 67.1. Os hidrogénios metinicos em 6 4.45 (/'1H,
d) e & 5.19 (/' 1H, d) adjacentes (J = 12,1 Hz), estdo correlacionados em dC 76.6 e & 68.6,
respectivamente, sendo caracteristico das posicdes 6a e 7 (GUINAUDEAU, LEBOUEF e
CAVE, 1983). Constatou-se a presenca de metoxilas caracteristicas do anel D nas posicdes C-
9> (6H 3.92 (/'3H) / (6C 56.17) e C-10" (3.99 (/' 3H) / (6C 56.03), bem como os sinais
caracteristicos de H e C do grupo metil do alcaloide aporfino N-éxido (8H 3.31 (/'3H, s/ 6C
48.9 —posicio 6a) (BARBOSA et al., 2011; GUINAUDEAU, LEBOUEF e CAVE, 1983, 1988,
1994).

As corretas atribuicbes dos sinais de hidrogénio e carbono foram determinadas pela
analise do mapa de correlacdo HMBC, bem como os espectros de COSY, e HSQC (em
apéndice: A53 - A59) (Tabela 9).

TABELA 9. DADOS DE RMN DE *H E *C DA SUBSTANCIA 2 (S2).

SUBSTANCIA 2 (S2) duguetina N-6xido ¢
carbono/ H (5) HMBC?* H (5)
ica 13 ab ' 13
POSIGA0 | i, Jem Kz © ©®) (H x 13C) (mult., J) cE
1 - 142.9,C - - 142.7,C
1a - 11622, C B B 115.9,C
2 B 1488C - - 14856, C
142.9 (1), 116.2 (1a), 1488 (2), 119.1
3 6.56 (1H,s)  106.4, CH Gy eor 7 647 (1H,s)  106.3,CH
3a - 1231,C - B 122.9,C
3b - 119.1,C : B 1188,C
Ho 3.02 (1H, dd
, dd, 106.4 (3), 123.1 (3a), 119.1 (3b), 67.1 (5)
4 |4l,;7'392615(fHHfr)1) 273,CH: 1501 (o), 1101 (o0, 671 (5) £ 489 (0) | 2OL@H.m)  27.0,CHy
5 368(2H,m)  67.1,CH,  27.3(4), 123.1(32), 76.6 (62) 48.9 (6) | 3.50 (2H,m)  66.8, CHz
6(N-CHs) | 333(3H,s) 489, CHs 277 (4), 67.1 (5) e 76.6 (62) 324 (3H,s) 488, CHs
4.45 116.2 (12), 123.1 (3a), 119.1 (3b), 48.9
ba (1H,d, 121 Hz) /06 CH (6), 68.5 (7) e 130.7 (7a) 4.34(d,121)  764,CH
10 119.1 (3b), 76.6 (6a), 130.7 (7a), 107.5
7 UH.d121Hy 8S.CH  (9)1406(9)1481(10) 1100 (1)e [ 508(d,121) 683, CH
4, 12, 119.6 (11a)
Ta 5 130.7,C : B 1304, C
685 (7), 130.7 (7a) e 149.6 (3), 148.1
8 740 (1H,s)  107.5,CH (10) 0 11,6 (112) 730 (1H,s)  107.3,CH
9 - 1496, C - - 1479C
10 B 148.1,C : B 149.3,C
116.2 (1a), 119.1 (3b), 685 (7), 130.7
11 763(1H,s)  110.0,CH S 1496 0 2 1481 (1) 753 (1H,s)  109.8, CH
11a - 1196, C : - 1195,C
Ha 6.0 5.93 (1, d,
1.2 (H, d 12Hz) 1014, 1.1 Hz)
(OCH,0) Hy 6.18 CHo 1429 (1) e 1488 (2) 6.10 (1H,d, 013 CH:
(1H,d, 12 H) 1.1 Hz)
9"OCH; | 392(3H,s) _ 56.2,CHs 148.1 (10) 384 (3H,s) 559, CHa
10°-0CH: | 3.99(3H,s) __ 560, CHa 149.6 (9) 3.90 (3H,s) 558, CHa

aExperimento a 500 MHz para 'H em CDCts, utilizando o TMS como padréo interno (mapas de correlagio COSY);
bMultiplicidades determinadas pelos espectros de H, 13C, DEPT 135 e pelos mapas de correlagdo COSY, HSQC e HMBC.
°Correlagbes dos atomos de hidrogénios com os carbonos vizinhos (HMBC). 9SILVA et al, 2007 (*H (CDCls, 300 MHz); 13C
(CDCls, 75 MHz).
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Os dados obtidos pela anélise de MS" por insercéo direta da S2 isolada, apresentou m/z
372 Da [M+H]" (Figura 51), sendo compativel com os dados de RMN de H e $3C, que indicam
a formula molecular C20H22NOs (calc. 371.39 Da). Portanto, a S2 € a duguetina N-0xido, sendo
também corroborante com os dados da literatura (SILVA et al, 2007).

Essa substancia também foi isolada em D. surinamensis no estudo de Oliveira (2017).
E valido ressaltar que esse metabolito foi descrito somente no género Duguetia, sendo relatado
na espécie a D. furfuraceae (SILVA et al, 2007), a duguetina N-6xido em sua composi¢ao
quimica.

- Infusao das substancias puras - FADS3_e_2 #397 RT: 3,52 AV:1 NL: 3,38E8

T: +c ESIQLMS [100,000-1000,000]
100— (37234)

] OCHj,
3047 - P

] (duguetina N-éxido)
20 m/z 372.34 [M + HT*

. 356,33 calc.371.38 Da
104 - 4

] 35024 | | 39432

111597 18112 27454 ||| | 457,44 547,84 647,65 693,15 76546 83845 91947 995,75
0xwxwyxwx‘xywx‘xw‘y‘xwxwyxwxwywxwx[wxwx[wxwx[xwxw\
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

m/z

FIGURA 52. ESPECTRO DE MASSAS DA SUBSTANCIA S2. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

Foi realizado o estudo de fragmentacao para a S2 (Figura 52), sendo condizente com a
estrutura com a duguetina N-6xido com perdas iniciais de -18 Da (m/z 354) e - 47 Da (m/z 325)
(ions destacados em asterisco) que sugere a eliminacdo de dgua proveniente da protonacao do
grupo OH em C-7 e da perda do grupo NHOCH?3 do anel B respectivamente.

Possivelmente, o fragmento em m/z 325 sofre uma perda de massa de 15 Da (ion de
baixa resolucdo) resultante da perda de metila (m/z 310) de alguma metoxila (C-9” ou C-10’),
seguida de outra desmetilacdo do grupo metoxi (m/z 295).

Adicionalmente, foi possivel associar a perda de 28 Da a partir do fragmento m/z 295,
sendo resultante da perda do grupo carbonila (CO). O espectro e a proposta mecanistica dos

fragmentos da duguetina N-6xido é mostrada na figura 52.
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- Fragmentacéo das substancias puras - FADS3 e 2 #2044 RT: 18,28 AV: 1 NL:
T. +cESI FuII ms2 372,000 [50,000-374,000]
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FIGURA 53. ESPECTRO DE FRAGMENTACAO COM A PROPOSTA MECANISTICA DA SUBSTANCIA S2. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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5.2.3. Elucidacdo estrutural da substancia 3 (S3)

A substancia S3 foi obtida com caracteristica de um sélido amorfo com coloracéo
castanha, tendo como massa total 3,9 mg. Apos aplicacédo do reagente Dragendorff na amostra,
a substancia apresentou resultado positivo para alcaloide.

A partir da analise do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls, (Figura) e de 13C (125
MHz, CDCIs) (em apéndice) constatou a presenca de quatro simpletos (/"1H) correspondente
aos hidrogénios aromaticos em 6H 6,71 / 6C 113.6 (C-1), 6H 6.78 / 6C 107.5 (C-4), 6H 6.34 /
8C 119.1 (C-5) e 8H 6.33 / 8C 122.2 (C-8), sendo concordantes com os sinais dos anéis A e D
de alcaloides morfinanos (JI et al., 2019; LEE & YANG, 1992).

TMS
- | \
1.03 . l
0.93 coci3 T as
E ) AA
08—:' '5 }‘ J\ ",\ |‘\ | / ) 4 \4\“~
3 @ i o e it £ {
= o~ L. !
3 "~ ververesterreperermreabeern Mt )| L ikiaond L |
0.7 3 e P S ¢ 1 o 7 NS /AN
> 3 : I =1
@ 3 - [
:‘:_.’ 06-.:: ) 1
£ = fl A
o 3 I\ /\
g 0.5—: e e
2 0.4—g .
3 A §
0.3 a8 ae
3 ? 1 IS
3 | ;.')
0.23 fl |
3 Tah8 JU\ ‘
3 b — ~ @~ oo
3 ~ ; ) o« (e g <] 3 ~um o
013 P i 2385388
":‘ j gas "p” @ oo o
i3 L NIl ah's
- — — JE— ‘
1.001.00 1.000.99 3.013.021.061.48
I 1 (| 1 I I 4
6

8.0 7.5 7.0 6.5 0 55 5.0 45 40 3.5

Chemical Shift (ppm)

FIGURA 54. EsPECTRO DE RMN DE 1H (500 MHz, EM CDCL3) DA S3. FONTE: ARQUIVO
PESSOAL, 2022.

Além disso, a hipotese da identificagdo de um alcaloide do tipo morfinano foi sustentada
pela presenca de um sistema ABX representado pelos acoplamentos de hidrogénios metilénicos
(63.34 (/1H, m), 6 3.03 (/'1H, dd, J = 18.5, 6.1 Hz), adjacentes ao hidrogénio metinico (6 3.69
(/2H, d, J = 6.1 Hz) com & N-CHz em 5 2.47 (/'3H, s), sendo consistente com o segmento C-

—_———
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10 - (oC 32.4), C-9 - (6C 60.8) - C-16a (6C 45.6), respectivamente, de estruturas do tipo
morfinandienonas (MUKHTAR et al., 2004).

Adicionalmente, foram identificados sinais metilénicos em &H, 2.60 (/2H, m), dHg 1.95
(/1H, td, J = 12.2, 12.2, 5.5 Hz) e 6 1.82 (/' 1H, d, 12.5 Hz), sendo corroborante com o
seguimento em C-15 (8C 41.3) e C-16 (6C 45.6) do anel D do morfinano (mapa HSQC - em
apéndice: A62 - 63).

Atraveés das corretas atribuicdes do mapa de HMBC, bem como os espectros de carbono,
HSQC e COSY (em apéndice: A64-A66) foi possivel confirmar a estrutura pallidina (Tabela

10).
TABELA 10. DADOS DE RMN DE 'H E 3C DA SUBSTANCIA 3 (S3).
. —
carbono / SUBSTANCIA 3 (S3) Pallidina
b0sicao 1H (5) 13C (5)2b HMBC?° H 13C (5)
(mult., J em Hz)2 (*H x 13C) (mult., J em Hz)
1 6.71 (1H, s) 1136,cH 4430 32‘;)(10) e129.4 6.70 (1H, s) 1137, C
2 - 144.9C - - 1451, C
3 - 1453, C - - 146.0, C
1135 (1), 144.9 (2), 129.2
4 6.78 (1H, s) 107.7, CH (1) € 42.3 (19) 6.78 (1H, s) 107.6, CH
151.3 (6), 181.0 (7), 129.4
5 34 (1H 119.1, CH 34 (1H 118.8, CH
6.34 (1H, s) 9.1,C (12) 0 1619 (14) 6.34 (1H, s) 8.8,C
6 - 151.3, C - - 151.6, C
180.8,
7 - 181.0, C=0 - - oo
8 6.33 (1H, s) 1222,cH P30 ?f;; ©)e 423 6.33 (1H, s) 122.9,C
3.69 (1H, d, 6.1 122.3 (8), 129.2 (11), 423 | 3.73 (1H, d, 6.0
? Hz) 608, CH (13) 161.0 (14), 45.6 (16) Hz) 61.0, CH
Ha 3.34 (1H, m) ) He i'gsg S:)' d,
10 Hf:gss(img)d’ 32.4, CH, 129.4 (12) Hg 3.04 (1H, dd, 326,C
Rt 18.0, 6.4 Hz)
11 - 1294, C - - 1290, C
12 - 1292, C - - 1295, C
13 - 423,C - - 423,C
14 - 161.9, C - - 160.1, C
Ha 1.95 (1 H, td, 202 (12), 1202 (12), 42.3 Ha 1.96 (1H, dt,
129.2 (11), 129.2 (12), 42.
12.2,12.2,55H : : 0,12.8H
15 1122,85H2) -y, 5 ¢ (13) e 45.6 (16) 6.0, 128 Hz) 408, C
He 1.82 (1H, d, 453 (13) He 1.83 (1H, dt,
12.5 Hz) ' 12.8, 2.0 Hz)
16 2.60 (2H, m) 45.7, CHz 41.6 (16a) 2.67-2.62 (2H, m)  45.8, CHz
16 (N-CHa) 2.47 (3H, 5) 41.6, CHs 60.8 (9) e 45.6 (16) 2.49 (3H, s) 41.6, CHs
3 - OCHa 3.90 (3H, s) 56.1, CHa 1453 (3) 3.90 (3H, s) 56.3, CHa
6 - OCHa 3.81 (3H, 5) 55.1, CHa 118.8 (5) e 151.3 (6) 3.80 (3H, s) 55.3, CHa

aExperimento a 500 MHz para 'H em CDCts, utilizando o TMS como padréo interno (mapas de correlagio COSY);
bMultiplicidades determinadas pelos espectros de H, 13C, DEPT 135 e pelos mapas de correlagdo COSY, HSQC e HMBC.
°CorrelagBes dos atomos de hidrogénios com os carbonos vizinhos (HMBC). “HERREIRA et al, 2018 (*H (CDCls, 400 MHz);
13C (CDCls, 100 MHz).
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Atraveés da analise por MS" no modo positivo por inser¢do direta, o alcaloide S3 isolado
apresentou m/z 328 Da [M+H]" (Figura 54), sendo compativel com os dados de RMN de *H e
13C (1D/2D), que indicam a formula molecular C19H21NO4 (calc. 327.38 Da). Dessa forma, foi
possivel confirmar que a substancia S3 € a pallidina, sendo concordante com os dados da
literatura (HERRERA et al., 2018; ROBLOT, HOCQUEMILLER & CAVE, 1984).

- Infusao das substancias puras - FADS3_e_2 #117 RT: 1,03 AV: 1 NL: 592E6
T: + ¢ ESIQ1MS [100,000-1000,000] (
116,15

90

80
181,17
70
] 328,33
60 ‘

a
T

IN
T

307 pallidina
] 195,31
20 [ m/z 328.33 [M + H]*
] 204,90 27210 calc. 327.38 Da
- A\ J
10 369,10
] ' 452,37
] 502,01 20819 62188 72299 77448 g57.18 59680 983,75
Lt ‘|\L\Mhl]\‘“ Ll ol B .M‘.m IO R P [T AT N Y Lol [ARTER )
0 AR RAR RO RS RARE RAAS RAAE RARS REAS REAS RARE NARS RS MASS DAL RARS RARE RARS RASE RAAY RAAY RAAN RARS RRAS MARE RAMS RAAS RARE RAAY RRAS RASE]
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

m/z

FIGURA 55. ESPECTRO DE MASSAS DA SUBSTANCIA S3. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

Além disso, o espectro de fragmentacdo da S3 (Figura 51) é condizente com o isdmero
da pallidina (salutaridina) (SOUZA, MELLO & LOPES, 2011; RAITH et al., 2003), sendo
concordante o padrdo de fragmentacdo. Possivelmente, a eliminacdo do grupo NH2CH3 é
indicativa da presenga do ion fragmento em m/z 297 [M+H-31]". Em seguida, este ion
fragmenta-se gerando os ions em m/z 265 [M+H-31]" e 237 [M+H-28]" resultante da
eliminacdo de CHsOH (grupo presente no anel A) e CO (grupo carbonila que compde o anel
D), respectivamente. Adicionalmente, o ion em m/z 297, possivelmente sofreu uma reacéao
radicalar resultando na eliminagdo da metila da metoxila do anel D gerando o fragmento em
m/z 282 (Figura 52). Além disso, baseando-se no estudo Raith e colaboradores (2003), a
substancia salutaridina (isbmero) apresentou fragmento em comum com a pallidinaem m/z 192,
sendo resultante da formac&o do esqueleto isoquinolino.

Esse metabolito é exclusivo na espécie em estudo, sendo reportada no estudo de Oliveira
(2017). E importante ressaltar que essa substancia consiste no segundo alcaloide da subclasse
morfinandienona isolado, sendo o alcaloide (9S)-sebiferina, o primeiro relato na familia
(ROBLOT et al., 1983).
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- Fragmentacéo das substancias puras - FADS3_e_ 2 #125 RT: 1,12 AV: 1 NL: 4,59E6
T: + ¢ ESIFull ms2 328,000 [50,000-330,000]

100
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192,26
CH.OH
G
-28 Da
265,19|
237,20 v
—
(CH3)
-15Da (328.17)
58,58 |282i1] —
285,22
233,16 285,
A 243,32 (NH,CH,)
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FIGURA 56. ESPECTRO DE FRAGMENTACAO DA SUBSTANCIA S3. FONTE: ARQUIVO PESSOAL,

2022,
Rz
R4 Ri
H
')-I eliminagéo de
Hofmann

NCHS3

HaCO H3CO

salutaridina Ry = OH, R, = OCH3
pallidina R;=OCHj3, R, = OH

o]

________________________________________________________________________________________________________

FIGURA 57. PROPOSTA DE FRAGMENTACAO PARA A SUBSTANCIA S3. FONTE: ADAPTADO DE
SHIM ET AL., 2013; RAITH ET AL., 2003.
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5.2.4. Elucidacao estrutural da substancia 4 (S4) e 5 (S5).

As substancias 4 (183,5 mg) e 5 (4,0 mg) foram obtidas como so6lidos amorfos de
coloracdo laranja (ambas semelhantes), com teste positivo para alcaloides frente ao reagente de
Dragendorff. Inicialmente serd realizado uma discussdo completa a cerca dos dados
espectroscopicos da substdncia 4, para posteriormente efetuar a comparacdo dos dados
espectrais da S5, visto que os dados espectroscopicos das duas estruturas sdo semelhantes.

Através da analise dos espectros de RMN de 'H e 3C (500 MHz, CDClIs) foi possivel
observar a similaridade nos deslocamentos quimicos para as duas substancias, pelas quais
apresentaram sinais correspondentes a hidrogénios aromaticos, metilicos, metilénicos, grupo
metilenodioxi e sinais de metoxilas, sendo alguns sinais semelhantes de alcaloides aporfinos
(COSTA- et al., 2016) que seréa discutido a seguir.

A andlise preliminar dos dados de H e 3C dessas duas substincias, revelou alguns
sinais incomuns dos demais alcaloides ja elucidados. Dessa forma, foi descartada a
possibilidade das duas substancias serem alcaloides oxoaporfinos devido a presenca de
hidrogénios metilénicos, e pela integracdo dos seus sinais.

Constatou-se a presenca 21 sinais de carbono (Figura 62), sendo um dos sinais
correspondentes a um carbono carbonilico adicional no espectro das substancias em analise.
Com isso, foi cogitada a possibilidade de ser um alcaloide morfinano pela presenca do grupo
C=0 (regido em 5183.0), todavia, essa hipotese foi eliminada devido a quantidade de
hidrogénios metilénicos ser inferior a das substancias S4 e S5 quando comparado a essa
subclasse. Com isso, as substancias trata-se de um novo alcaloide com esqueleto modificado.

A partir da anlise do espectro de *H da S4 (Figura 57) foi identificado a presenca de
sinais tipicos de um derivado alcaloide isoquinolino, sendo eles, os sinais de hidrogénios
aromaticos entre 3 8.18 - 5 6.56, metilénicos entre & 3,59 - 3 3.02, bem como sinais de carbonos
metilénicos (regido entre 25 a 55 ppm) (Figura 57) indicativas de hidrogénios do anel B de
alcaloides isoquinolinos (GUINAUDEAU, LEBOUEF & CAVE, 1979, 1983, 1988, 1994).

Através da ampliacdo do espectro de H (Figura 58) constatou-se a presenca de
hidrogénios metilénicos em 6 3.02 (/'2H, m) e 6 3.59 (/'2H, m) indicando a auséncia da ligacéo
dupla. Esses sinais foram correlacionados com os carbonos em & 34.9 e 54.6, respectivamente,
sendo caracteristicos das posi¢des H-4 e H-5 do anel B isoquinolino (GUINAUDEAU,
LEBOUEF & CAVE, 1975). O espectro de COSY da S4 (Figura 59) sustenta essa correlagio,
e 0 mapa de HMBC (Figura 64) confirmam a posicéo desses hidrogé

nios.
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FIGURA 58. ESPECTRO DE RMN DE !H (500 MHz, EM CDCL3) DA S4. FONTE: ARQUIVO
PESSOAL, 2022.

Também foi possivel observar a presenga de um sinal referente ao grupo metila em 6
3.25 (Figura 58) correlacionado com o carbono em & 46.5 (N-CHs), sendo este sinal
caracteristico de H-6a/C-6a de alcaloides isoquinolinos (BLANCHFIELD et al., 2003;
GLASER & BERNSTEIN, 1991).

Normalized Intensity

3.70 3.65 3.60 3.55 3.50 3.45 3.40 3.35 3.30 3.25 3.20 3.15 3.10 3.05 3.00 295
Chemical Shift (ppm)

FIGURA 59. AMPLIACAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H INDICANDO SINAIS DE HIDROGENIOS

METILENICOS H-4 E H-5 E HIDROGENIOS METILICOS (N-CH3) DA S4. FONTE: ARQUIVO PESSOAL,
2022.
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F2 Chemical Shift (ppm)
FIGURA 60. MAPA DE CORRELAGAO COSY !H-H E AMPLIACAO DOS SINAIS H-4 E H-5 (500
MHz Em CDC3) DA S4. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

Com base na ampliacdo do espectro de *H na regido entre 5 3.8 - 8.3 apresentada na
figura 60, constatou-se sinal caracteristico da ponte metilenodioxi em 6H 6.02 (/'2H, s) / 6C
99.7 (confirmado por HSQC) com a presenca de hidrogénios equivalentes entre C-1 (5 141.9)
e C-2 (142.7), conforme o mapa de correlagdo HMBC.

Na regido aromaética identificaram-se trés simpletos (6 6.56, 7.83 e 8.14), sendo o
primeiro sinal tipico do anel A (H-3) de um sistema isoquinolino dissubstituido (ponte
metilenodioxi). Os sinais dH 7.83 /6C 106.7 e 6H 8.14 / 5C 107.7 sdo indicativas das posi¢oes
H-8 e H-11, respectivamente (sinais semelhantes aos deslocamentos quimicos de alcaloides
aporfinos) (levou em consideracdo a enumeracao equivalente a essa classe) (GUINAUDEAU,
LEBOUEF & CAVE, 1975). Além disso, a posicdo desses hidrogénios é coerente com a
auséncia na multiplicidade de seus sinais, bem como justifica 0 mesmo ambiente quimico dos
sinais metoxilicos entre os carbonos C-8 e C-11.

Os sinais de hidrogénios metoxilicos foram indicados pela presenca de dois sinais em 6
3.95 e 3.94 (/'3H, s), correlacionados com os carbonos em 6 54.89 e 55.97, respectivamente,
evidenciando dois substituintes equivalentes na estrutura. As correlagdes por HMBC indicaram
a posicdo dos sinais metoxilicos em H-9 (& 55.97) e H-10 (6 54.89), tendo como base o

esqueleto aporfino stricto sensu.
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Legenda: * Enumeracéo atribuida inicialmente para esqueleto modificado, tendo como referéncia a estrutura da
classe dos aporfinos.

FIGURA 61. AMPLIACAO DO ESPECTRO DE RMN DE *H INDICANDO SINAIS DE HIDROGENIOS
AROMATICOS (H-3, *H-8 E *H-11), METOXiLICOS (*H-9° E *H-10) E DA PONTE
METILENODIOXI (H-1,2) DA S4. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

Subtende-se que o hidrogénio mais desblindado em 6 8.18 (1H, s) / 3 151.6 € indicativo
de um sinal oleofinico adjacente ao grupo nitrogenado. Essa ideia foi confirmada através do
mapa de HMBC, onde o hidrogénio em 6 8.18 apresenta correlagdo com o carbono C-3b (8
125.3) e com o sinal carbonilico em 6C 182.0 (Figura 61).

Além disso, o conjunto de dados de HMBC do hidrogenio em H-9, levou a indicacao
do anel C contendo o grupo oxo (Figura 61). Com base nos dados obtidos levou a propor um
subtipo sem precedentes de alcaloide similar com a estrutura do tipo aporfino (substancia com
nacleo tetraciclico com um anel B de 6 membros). Dessa forma, a posic¢éo dos sinais em & 7.82
e 8.14 foi atribuida em H-9 e H-12, bem com as metoxilas encontram-se nas posi¢des H-10 (3
3.95) e H-11 (6 3.94). A posicdo do grupo carbonila em C-8 (conforme as correlagdes pelo
HMBC), confirmam a formacéo do anel C com o grupo oxo.

As corretas atribuicdes dos sinais de *H e 3C foram determinadas pela analise do mapa

HMBC (Figura 64) (Tabela 11). Todas as correlagdes foram detalhadas nas figuras 65-66.
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FIGURA 62. AMPLIACAO DO ESPECTRO DE RMN DE *H INDICANDO SINAIS DE HIDROGENIOS
AROMATICOS CORRIGIDOS (H-3, H-9 E H-12), METOXiLICOS (H-10" E H-11), PONTE
METILENODIOXI (H-1,2) E O HIDROGENIO METINICO DO ANEL C (H-7) DA S4. FONTE: ARQUIVO

PESSOAL, 2022.
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FIGURA 63. EsPECTROS DE RMN DE **C (125 MHz, CDCL3) E DEPT 135 (125 MHz,
CDCL3) DA S4. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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TABELA 11. DADOS ESPECTROSCOPICOS DE RMN (*H 500 MHz, 3 C 125 MHZ) PARA AS SUBSTANCIAS 4 E 5 DE D. SURINAMENSIS.
boro / SUBSTANCIA 4 (S4) SUBSTANCIA 5 (S5)
caroono
posicéo H ) 5C (B Area il WE “e @ Ly )
(mult., J em Hz)? (*Hx*C) (mult., J em Hz)? (*H x BC)
1 - 141.9,C - - 143.0,C -
la - 110.5,C - - 111.6,C -
2 - 142.7,C - - 143.9, C -
3 6.57 (1H, 5) 1080,cH  141:9(1), 1105 (1a), 142.7 (2), 125.3 (3b) 6.64 (1H, 5) 1086,cH  1430(1),125.9 (3b) € 36.0
e 35.9 (4) (4)
3a - 1285, C - - 129.4,C -
3b - 125.3,C - - 125.9, C -
4 3.02 (2H, m) 349,CH,  108.0 (3), 128.5 (3a), 125.3 (3b) e 54.6 (5) 3.12 (2H, m) 36.0,CH;, 1086 ((33)6)1595';1 §3(a5))' 1259
5 3.59 (2H, m) 54.6 CH, 128.5 (3a), 34.9 (4), 46.5 (6) e 151.6 (7) 3.68 (2H, m) 55.7 CH, 129'5(862’13;2'3 ((‘;)) 4r4
6 (N-CHa) 3.25 (3H, 9) 46.5, CH3 54.6 (5) e 151.6 (7) 3.32 (3H,9) 47.4, CH3 55.8 (5) e 152.4 (7)
125.3 (3b), 54.6 (5), 46.5 (6), 104.7 (6a) e 125.9 (3b), 55.9 (5), 47.4
7 8.18 (1H, s) 151.6, CH 182.0(2) 8.24 (1H, s) 152.4, CH (6) e 1835 (3)
7a - 104.7,C - - 106.3, C -
8 - 182.0, C=0 - - 183.5, C=0 -
8a - 127.7,C - - 133.0,C -
110.5 (1a), 182.0 (8), 127.7 (8a), 151.2 183.5(8), 120.6 (11) e
9 7.83 (1H, s) 106.7, CH (10), 1475 (11) e 124.5 (125) 7.94 (1H, d, 2.9 Hz) 108.1, CH 1274 (122)
10 - 151.2,C - - 158.7, C -
11 - 1475, C - 7.21 (1H, dd, 2.9 ¢ 8.9 Hz) 120.6, C -
110.5 (1a), 127.7 (8a), 106.7 (9), 151.2 111.8 (1a), 133.0 (8a) e
12 8.14 (1H, s) 107.7, CH (10). 1475 (11) e 124.5 (125) 8.64 (1H, d, 8.9 Hz) 128.8, CH 1587 (10)
12a - 124.5,C - - 127.4,C -
1,2
(OCH:0) 6.02, 2H, 9) 99.7, CH, 141.9 (1) e 142.7 (2) 6.09, 2H, s) 100.6, CH, 143.9 (2)
10’ - OCHs 3.95 (3H, s) 54.89, CH3 147.5 (10) 147.5 (10)
11’ - OCHs 3.94 (3H, 5) 55.97, CHs 151.2 (9) 3.94 (3H, 5) 55.4, CHs 151.2 (9)

aExperimento a 500 MHz para 'H em CDCJ(s, utilizando o TMS como padréo interno (mapas de correlagdo COSY); "Multiplicidades determinadas pelos espectros de 'H, 3C, DEPT 135 e pelos
mapas de correlagcdo COSY, HSQC e HMBC. ¢Correlagdes dos atomos de hidrogénios com os carbonos vizinhos (HMBC).
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2022.
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Os perfis dos espectros de RMN de H e *C da S4 foram semelhantes ao da substincia
S5 (Figura 57 e 62, respectivamente), com excecdo da multiplicidade do sinal em & 8.64 (/1H,
d) (Figura 67), na qual foi correlacionado com o carbono na posi¢édo C-12 (5 128.8), conforme
0 mapa de HSQC (Figura 68). Além disso, observou-se apenas um sinal metoxilico em & 3.94
(/3H, s) quando comparado a S4 (Figura 67), indicando a presenca de apenas uma metoxila no
anel D. Com isso, o sinal duplo dupleto em & 7.21 (H-11) é concordante com a auséncia da
metoxila na posigédo C-11.

Adicionalmente, a multiplicidade desse sinal (dd) é justificada pela constante de
acoplamento (J = 2.9, 8.9 Hz) em comum com os hidrogénios H-9 (6 7.21, J = 2.9 Hz) e H-12
(6 8.63, J = 8.9 Hz), na qual suas posi¢cdes geométricas (H-9 e H-12) estdo favoraveis (no
mesmo plano) em relacdo ao H-11. Da mesma forma, que a multiplicidade do sinal em & 7.21,
d (H-9) é influenciada pela posicdo geométrica da presenca de um sistema trissubistituido
dioxigenado. Esse fendmeno é justificado através do campo magnético do H-11 estd na mesma
direcdo do campo, ou seja, alinhado a favor do campo magnético do H-9 e do H-12. Com isso,
o sinal correspondente ao H-11 vai se somar ao campo magnético de H-9 e H-12, gerando uma
multiplicidade caracteristica (dd).

Os espectros unidimensionais foram processados e comparados juntamente com 0s
espectros da S4 (Figura 68 a 71). Todas as posi¢des dos hidrogénios da S5 foram confirmadas

por meio do mapa de correlacdo HMBC (Figura 72-74).
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Os novos alcaloides S4 e S5 apresentaram um sistema tetraciclico com anel B incomum
(anel insaturado piridinico de 6 membros), evidenciando a formacdo de novo esqueleto (a
definir). Levando em consideracgéo as estruturas incomuns no género Duguetia, as substancias
sdo designadas com o prefixto “dugue” (PEREZ & CASSELS, 2010). Partindo disso, as
substancias S4 e S5 foram denominados de 11-metoxiduguesuramina (S4) e duguesuramina
(S5).

Através da andlise por MS" no modo positivo por insercao direta, os alcaloides S4 e S5
isolados apresentaram m/z 366 Da [M+H]" (C2:H1sNOs, calculado 335.37) e m/z 336 Da
[M+H]" (C20H17NOQ4, calculado 335.35), respectivamente (Figura 75).
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FIGURA 76. ESPECTRO DE MASSAS DAS SUBSTANCIAS S4 E S5. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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Atraveés dos espectros de fragmentagdo da S4 e S5 (Figura 76 e 77) foi possivel propor
algumas perdas de massa. Possivelmente o ion 366 (S4) sofreu uma desmetilagdo via radicalar
resultando no fragmento em m/z 351. O ion formado em m/z 335, possivelmente esta envolvida
na perda direta do grupo *OCHs (31 Da) via radicalar partindo do ion molecular, ou formado
através da perda consecutiva de outra metila partindo do fragmento m/z 351. A fragmentacgéo
da S5, possivelmente esta associada com a eliminagdo do grupo -*CHz e -OCHjs gerando 0s
fragmentos em m/z 321 [M+H-15]" e m/z 305 [M+H-31]".
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FIGURA 77. ESPECTRO DE FRAGMENTACAO

JUNTAMENTE COM A PROPOSTA DE

FRAGMENTACAO DA S5. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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FIGURA 78. ESPECTRO DE FRAGMENTA(;AO JUNTAMENTE COM A PROPOSTA DE
FRAGMENTACAO DA S4. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

5.3. Determinacdo da estereoquimica de duas substancias previamente isoladas de D.

surinamensis

As amostras das substancias previamente purificadas e elucidadas por Oliveira (2017)
utilizacdo técnicas classicas de cromatografia, RMN (1D/2D) e MS, foram disponibilizadas
para a identificacdo da estereoquimica das substancias isoladas (procedimento nao realizado
pelo colaborador). No presente estudo, foi possivel determinar a configuragéo absoluta de duas
substancias inéditas, um oxahomoaporfino e uma asarona, sendo denominadas de duguetinina
(S6) e a surinasarona (S7) (Figura 78).

g
0 N H3CO OCHjs
oH
H,CO Q HaCO OH
OH
H,CO
duguetinina (S6) surinasarona (S7)

FIGURA 79. SUBSTANCIAS INEDITAS DE D. SURINAMENSIS SUBMETIDAS A ANALISE PARA
IDENTIFICACAO DA CONFIGURAGAO ABSOLUTA. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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Para a determinacdo da configuracdo da substancia S6 foi utilizado o método de
espectroscopia de dicroismo circular eletronico — ECD (medida da absorbancia diferencial entre
as duas rotacdes da luz do plano polarizado). Baseado na construcdo das estruturas
enantiomericas, foi realizado a otimizacdo da geometria por um método semi-empirico (Tabela
14 e 15, em apéndice), através dos célculos computacionais de primeiros principios (ab initio)
sendo o TD-DFT com a funcéo de base estendida denominada Pople triplo zeta [6-311++ G (d,
p)] (MARENICH, CRAMER & TRUHLAR, 2009). Dessa forma, a configuracdo
computacional (funcional + funcéo de duas fung¢des difusas e duas funcdes polarizadas = CAM-
B3LYP /6-311++ G (d, p)]) pode prever com precisdo o sentido e o valor do angulo de rotagéo
Optica de estruturas assimétricas desconhecidas.

Uma triagem de duas possibilidades das estruturas enantioméricas foram construidas
por meio do método de alculos de estados excitados TD-DFT devido a indisponibilidade de
dados ECD para oxahomoaporfinos. Dessa forma os dois enantibmeros produzem curvas de
ECD, sendo que o sinal do efeito Cotton no espectro auxilia na determinacdo absoluta da
substancia (KARNIK & HASAN, 2021), como pode ser visto na figura 77.

O espectro de ECD para a substancia S6 exibiu um efeito Cotton negativo no
comprimento de onda (X) 229 nm (Ag = - 204°) (Conc= 0.58 pg.mL™*, CH3OH) (Figura 77).
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FiIGurRA 80. ECD EXPERIMENTAL E ESPECTROS DE ECD CALCULADOS DA SUBSTANCIA
DUGUETININA (S6). FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

A concordéancia entre 0 espectro experimental e os espectros calculado R (linha azul) e
S (linha vermelha) (Figura 79) no comprimento de onda em 229 nm indicou a configuragao
absoluta do Unico carbono assimétrico da estrutura da duguetinina, sendo o C-6a como S.

Identificar a configuracdo do carbono assimétrico da estrutura quimica em estudo nédo
nos diz em que direcdo a substancia gira o plano de polarizagdo, devido muitas substancias com
configuracdo R ou S podem girar o plano para a direita (dextrorrotatoria) ou para a esquerda

(levorrotatdria). Com isso, 0 Unico meio de determinar o sentido do desvio da luz no plano
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polarizado de substancias assimétricas é através da analise de rotacao especifica («). O valor de
o da substancia S6 apresentou valor de [a]p®® +40.1° (Conc = 0,58 pg, CH3OH). Dessa forma,
a rotacdo especifica para essa substancia apresentou valor positivo sendo caracteristico do

sentido dextrégiro (Figura 80).

___________________________________________________________

H,CO

[a]?5 +40.1°
D

: 0
- woo{ )

(+) dextrogiro

FIGURA 81. CONFIGURACAO DO C-6A DA SUBSTANCIA 6 E SUA ROTACAO ESPECIFICA. FONTE:
ARQUIVO PESSOAL, 2022.

Para a determinacdo da estereoquimica da substancia S7, foram construidas estruturas
enantiomeéricas (R e S) e otimizadas atraves dos calculos computacionais (Figura 81) (Tabela
16 e 17, em apéndice) usando funcional e conjunto de base CAM-B3LYP / 6-311++ G (d, p).

Baseado nos valores da rotacao especifica dos enantibmeros construidos R (+70,77°) e
S (-70,719), o valor real medido apresentou valor de [a]o® +71,6° (A = 0,83), sendo concordante
com o isémero R tedrico. Dessa forma, a rotacdo especifica de S7 foi dextrdgiro, e a orientacdo

do grupo C-7-hidroxi apresenta configuracéo R.

49 ( D 3
) . )
9% ¢ z .f""A_éHnOH ’ ‘J 1 ‘ Ph(OCH3)s
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FIGURA 82. ESTRUTURAS DOS ENANTIOMEROS 7R E 7S E ROTACOES ESPECIFICAS
CALCULADAS DA SUBSTANCIA S7. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022,
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5.4. Investigagdo da citotoxicidade in vitro dos extratos, fragdes e substancias isoladas de

D. surinamensis.

A andlise da inibicdo do crescimento celular in vitro consistiu na reacdo redox do
indicador resazurina ocasionado pelos extratos, fracfes e substancias isoladas que estdo sendo
avaliados quanto a atividade citotoxica. O resultado do ensaio expresso pelo parametro do ICso
do extrato hexanico (EHCDS), extrato metandlico (EMCDS) e das fragdes (fracdo alcaloidica
(FACDS), fracdo neutra (FNCDS) e as subfracbes 1IFACDS 1, 2, 4, 5, 6, e 7, bem como as
substancias isoladas (S1-S5) oriundas das cascas de D. surinamensis, encontram-se na tabela
11 e 12, respectivamente.

Com base no programa de triagem de substancias citotoxicas utilizado pelo LETI-
CPgGM-FIOCRUZ e com os dados da literatura (BOIK, 2001; SUFFNESS & PEZZUTO,
1990), extratos ou fragdes que apresentam valores de ICso < 30 pug.mL™ e substancias isoladas
com valores de ICsp < 4 pg.mL? sdo consideradas promissoras na investigacdo de
citotoxicidade. Vale ressaltar que foram utilizadas linhagens de células sadias, sendo o PBMC
empregado para extratos brutos e MRC-5 para fragdes e substancias isoladas.

Através dos valores obtidos para a citotoxicidade in vitro, observou-se que o EMCDS
foi ativo frente as linhagens de células tumorais humanas HepG2 e K562 com 1Cso de 46,86 e
35,58 pug.mL?, respectivamente. Em relacio ao potencial citotoxico frente as células sadias, os
extratos EHCDS e EMCDS apresentaram valores de 1Cso > 50 pug.mL™, sendo considerados
atividades ndo promissoras. E importante ressaltar que quanto maior o valor 1Cso, melhor é o
resultado para as células saudaveis. Com isso, fica evidente que € importante encontrar
resultados eficientes com amostras que apresentem potencial citotdxico para as células tumorais
e ndo toxica para células sadias.

O EMCDS submetido ao tratamento &cido-base resultou nas fragdes FNCDS e FACDS,
foram analisados em concentragdo Gnica (50 pg.mL™?). A FNCDC apresentou citotoxicidade
tanto para as células tumorais quanto para as células normais humanas com valores de I1Cso de
22,48, 30,59 e 36,60 pug.mL* para HL60, HCT116 e PBMC, respectivamente. Possivelmente,
a citotoxicidade dessa fragdo deve estar associada a presenca de alcaloides e outras substancias

nessa fracdo, tendo em vista que o tratamento &cido-base ndo foi totalmente efetivo (Tabela 12).
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TABELA 12. INIBIGAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA IN VITRO EM LINHAGENS DE CELULAS TUMORAIS E NAO TUMORAIS DOS EXTRATOS E DAS
FRACOES DAS CASCAS DE D. SURINAMENSIS.

AMOSTRAS VALORES DE Clso (ug.mL-)
Extratos e fracdes HepG2 HLG60 K562 MCF7 HCT116 PBMC MRC5
EHDCS > 50 ND > 50 - - >50 -
46,86 35,58 ] ] 550 ]
EMCDS 4321 50,82 ND 25,27 - 50,10
2248 ] 30,59 36,60
FNCDS >50 17.45 28,15 >50 23,59 39,68 17.83 75,14
ACDS 15,81 8,66 ] 8,00 5,59 _ 0,38
13121906 6,68 1124 5,98 1072 477 - 6,54 776 - 11.35
1FACDS 1 > 50 - : > 50 >50 - > 50
6,03 ] 3,90 11,47 6,32
LRALDE 2 4,36 — 8,35 ] 2,79 — 545 8,85 — 14,47 ] 5,50 — 7,15
17.21 ] 5,05 20,31 10,55
e 17.77 - 25,15 y 3,88 - 6,57 15,63 26,37 8,59 12.96
26,29 ] 8,23 33,22 47,03
Lnelbe s 14,15 — 48,85 ] 7,48-9,06 25,97 — 49,08 37,74 - 59,50
] 36,22
1FACDS_6 > 50 i 2405 2450 > 50 i
1FACDS._7 > 50 ] - > 50 > 50 i

Legenda: Os dados sdo apresentados como valores de ICsp em pg.mL™ e seus respectivos intervalos de confianca de 95% obtidos por regressdo ndo linear de pelo menos trés
experimentos independentes realizados em duplicata, conforme medido pelo ensaio de Alamar blue ap6s 72 h de incubacdo. HepG2: células de carcinoma hepatocelular humano; HL-
60: células de leucemia promielocitica aguda humana; K562: Leucemia mielocitica Cronica humana; MCF-7: células de adenocarcinoma da mama humana; HCT116: células de
carcinoma do c6lon humano; PBMC: Célula mononuclear de sangue periférico; MRC-5: fibroblastos de pulméao humano; EHCDS: Extrato Hexanico das Cascas de D. surinamensis;
EMCDS: Extrato Metandlico das Cascas de D. surinamensis; FACDS: Fracao Alcaloidica das Cascas de D. surinamensis; FNCDS: Fragdo Neutra das Cascas de D. surinamensis.
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TABELA 13. INIBICAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA IN VITRO EM LINHAGENS DE CELULAS TUMORAIS E NAO TUMORAIS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

DAS CASCAS DE D. SURINAMENSIS.

AMOSTRAS

VALORES DE Clso (ug.mL (UM))

Substéncias isoladas? HepG2 HL60 MCF7 HCT116 MRC5
N 21,30 (63,52)
dicentrinona (S1) > 25 (74,56) 1376 - 32 96 > 25 (74,56) > 25 (74,56) > 25 (74,56)
o 10,41 (28.03) 3,58 (9,64) 7,92 (21,33) 3,42 (9.91) 12,07 (32,52)
duguetina N-0xido (S2) | ‘76 1604 2,58 4,97 5,23 - 12,01 2,78 - 4,20 8,90 - 17,30
pallidina (S3) >25 (76,36) >25 (76,36) > 25 (76,36) > 25 (76,36) > 25 (76,36)
11-metoxiduguesuramina (S4) | > 25 (74,55) - > 25 (74,55) > 25 (74,55) > 25 (74,55)
. 11,57 (31,66) ] 12,73 (34,84) 21,97 (60,13)
duguesuramina (S5) 8.98 — 14,92 11.73-1382  11.10-33.48 >25(68,42)
Doxorrubicina® 0,02 (0,04) 0,02 (0,04) 0,86 (1,58) 0,14 (0,26) 1,28 (2,36)
(mol = 543,46) 0,01-0,13 0,01-0,07 0,53 -1,42 0,09 -0,36 0,13 -2,57

Legenda: Os dados sdo apresentados como valores de 1Cso em pg.mL™ (UM)e seus respectivos intervalos de confianca de 95% obtidos por regresséo ndo linear de pelo menos trés
experimentos independentes realizados em duplicata, conforme medido pelo ensaio de Alamar blue® ap6s 72 h de incubagéo. HepG2: células de carcinoma hepatocelular humano; HL-

60: células de leucemia promielocitica aguda humana; MCF-7: células de adenocarcinoma da mama humana; HCT116: células de carcinoma do c6lon humano; MRC-5: fibroblastos
de pulm&o humano. Subs. S1, S3-S5 foram inativas (ICso < 4 pg.mL™).
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Verificou-se que a atividade citotoxica se concentrou na FACDS com atividade
pronunciada frente as células: HCT116 (5,59 pg.mL™?), MCF7 (8,00 pug.mL™), HL60 (8,66
ug.mL?1), HepG2 (15,81 pg.mL™). A FACDS também apresentou acgo citotoxica frente a
célula saudavel (MCR5 9,38 pug.mL™), entretanto ndo apresentou indices significativos para
essa célula quando comparado as demais células tumorais. Com isso, torna-se um fator
relevante para a continuidade da espécie em estudo.

Adicionalmente, as subfracfes obtidas da 12 separacdo cromatografica apresentaram
potencial citotoxico. As fracbes 1IFACDS 2, 4 e 5 apresentaram ac¢do citotoxica para as células
tumorais HepG2, HL60, MCF7 e HCT116. As demais fragdes (LIFACDS_1, 6 e 7) exibiram
valores de 1Cso > 50 pg.mL™, sendo inativas para as células testadas. A acéo citotoxica das
fracdes € concordante com os dados obtidos da andlise por MN, sendo a 1IFACDS_2 contendo
maior quantidade de substancias identificadas (15 substancias) quando comparada a
1FACDS 4 (9 substéancias) e 1IFACDS 5 (7 substéancias). Possivelmente, as quantidades e as
concentragOes das substancias contidas nas fraces sdo indicativas da agdo citotoxica.

Levando em consideracdo que a acgdo citotdxica das cascas de D. surinamensis se
concentrou na FACDS, foi realizado o isolamento de substancias pertencentes a classe dos
alcaloides descritos anteriormente e submetido ao ensaio de citotoxicidade.

Das substancias isoladas, a duguetina N-6xido (S2) foi mais ativa, exibindo atividade
mais pronunciada, com valores de 1Cso de 3,42 (9,21 pM) e 3,58 pg.mL? (9,64 uM) contra
linhagens de células de carcinoma de c6lon humano HCT116 e leucemia promielocitica aguda
humana HL-60, respectivamente. Essa substancia mostrou uma acéo citotdxico menos ativa
para as células MCF7 (7,92 pg.mL/ 21,33 uM) e HepG2 (10,41 pg.mL*/ 28,03 uM) quando
comparado com as demais células testadas. Além disso, a S2 apresentou toxicidade para a célula
sadia - MCR5 (12,07 pg.mL™/ 32,50 uM), indicando baixa seletividade.

O alcaloide duguesuramina (S4) apresentou toxicidade para as células em concentracfes
moderadas (HepG2 - 11,57; MCF7 - 12,73; HCT116 - 21,97 ug.mL™). Todavia, as demais
substancias dicentrinona (S1), pallidina (S3) e 11-metoxiduguesuramina (S5) apresentaram
toxicidade nas células testadas em concentragdes acima de 25 ug.mL™, caracterizando uma
baixa acdo citotoxica. E possivel observar que a agdo citotoxica para o alcaloide S5 foi mais
ativa quando comparado a S4. Possivelmente a presenca da segunda metoxila no anel D
(posicdo C-11) de S4 teve influéncia na diminuicdo da acdo citotdxica, visto que a S5 apresenta
apenas um grupo metoxi em sua estrutura.

E possivel correlacionar o efeito citotoxico da substancia S2 para as células testadas em

estudo. No trabalho de Silva® e colaboradores (2009), essa substancia isolada da espécie D.
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furfuracea apresentou atividade citotoxica promissora frente algumas linhagens celulares,
expresso em ICso: linhagem de céncer de colon (HCT-8 - 0,7 ug.mL™), glioblastoma humano
(SF-295 - 0,6 pg.mL™) e cancer de mama (MDA/ MB435 - 2,7 ug.mL™). Dessa forma, é
possivel sustentar a eficiéncia dessa substancia com os resultados obtidos nesse estudo.

As demais substancias (com excegdo de S5) apresentaram-se inativas em testes de
citotoxicidade conforme a literatura. Nesse sentido, a substancia duguetina N-6xido (S2) é
considerada um dos constituintes presentes na espéecie D. surinamensis responsaveis pela acdo
citotoxica do extrato EMCDS e da FACDS. Portanto, os resultados da analise citotdxica obtida
neste estudo confirmam que a espécie em estudo é uma fonte de substancias biologicamente
ativas, e consequentemente evidencia a importancia na continuidade da investigacdo e
isolamento de novas substancias para a viabilizacdo da producdo de novos farmacos com agéo

citotoxica.
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6. CONCLUSAO

Através dos dados obtidos por meio da analise de LC-MS/MS com auxilio da ferramenta
Molecular Networking foram sugeridas a identificacdo 25 alcaloides aporfinos (1a-25a), oito
benzilisoquinolinos (1b-8b), dois oxoaporfinos (1c-2c), um tetrahidroisoquinolino (1d), trés
alcaloides tetrahidroprotoberberinos (1e-3a) e trés protoberberinos (4e-6e). Foram isoladas e
identificadas cinco substancias, sendo dois alcaloides aporfinos (dicentrinona (S1) e duguetina
N-6xido (S2)), uma morfinandienona (pallidina (S3)) e dois novos alcaloides 8-
oxohomoaporfinos (11-metoxiduguesuramina (S4) e duguesuramina (S5)). As substancias S6
(duguetinina) e S7 (surinasarona) apresentaram configuragao “S” ¢ “R”, respectivamente, bem
como apresentaram rotacdo especifica no sentido dextrogiro. Através dos resultados obtidos na
analise de citotoxicidade in vitro, a substancia S2 apresentou atividade pronunciada com valores
de ICso de 3,42, 3,58 ug.mL para linhagens de células de carcinoma de célon humano HCT116
e leucemia promielocitica aguda humana HL-60, respectivamente. Com isso, essa substancia é
considerada um dos principais constituintes presentes na espécie D. surinamensis responsaveis
pela agdo citotoxica do extrato EMCDS (35,58 - 46,86 ug.mL™), FACDS (5,59 - 15,81 ug.mL"
1Y e das fragGes da 12 separacdo cromatografica (3,90 - 47,93 ug.mL™t). Através dos resultados
obtidos, é possivel comprovar que a espécie D. surinamensis é uma fonte promissora de
substancias bioativas com potencial atividade citotdxica ativas, e consequentemente evidencia
a importancia na continuidade da investigacdo e isolamento de novas substancias para a
viabilizacdo da producao de novos farmacos com acao citotoxica. Além disso, o presente estudo
mostra grande importancia quimiotaxénomica para a familia Annonaceae e, em especial, para

0 género Duguetia.
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A 23. CROMATOGRAMA DE {ONS EXTRAIDOS, ESPECTROS DE MS E MS/MS DA SUBSTANCIA
RETICULINA N-OXIDO (8B).
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A25. CROMATOGRAMA DE iONS EXTRAIDOS, ESPECTROS DE MS E MS/MS DA SUBSTANCIA 9-
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A26. CROMATOGRAMA DE IONS EXTRAIDOS, ESPECTROS DE MS E MS/MS DA SUBSTANCIA
HELIAMINA (1D).
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A27. CROMATOGRAMA DE IONS, ESPECTROS DE MS E MS/MS EXTRAIDOS DA FRAGCAO
1FACDS_4 DA SUBSTANCIA DUGUEXINA N-OXIDO (14A).

surinamensis (Annonaceae)
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A28. CROMATOGRAMA DE IONS, ESPECTROS DE MS E MS/MS EXTRAIDOS DA FRACAO
1FACDS_4 DA SUBSTANCIA OLIVERIDINA N-OXIDO (15A).
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A29. CROMATOGRAMA DE [ONS, ESPECTROS DE MS E MS/MS EXTRAIDOS DA FRACAO

1FACDS_4 DA SUBSTANCIA SPIXIANINA N-OXIDO (16A).
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A30. CROMATOGRAMA DE IONS, ESPECTROS DE MS E MS/MS EXTRAIDOS DA FRACAO
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A32. CROMATOGRAMA DE [ONS, ESPECTROS DE MS E MS/MS EXTRAIDOS DA FRACAO
1FACDS_2 DA SUBSTANCIA DUGUETINA (20A).
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A33. CROMATOGRAMA DE IONS, ESPECTROS DE MS E MS/MS EXTRAIDOS DA FRACAO
1FACDS_1 DA SUBSTANCIA N-FORMILDUGUEVANINA (21A).
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A37. CROMATOGRAMA DE IONS, ESPECTROS DE MS E MS/MS EXTRAIDOS DA FRACAO

1FACDS_5 DA SUBSTANCIA DUGUETININA (25A).
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A38. CROMATOGRAMA DE IONS, ESPECTROS DE MS E MS/MS EXTRAIDOS DA FRACAO
1FACDS_5 DA SUBSTANCIA RETICULINA (4B).
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A39. CROMATOGRAMA DE IONS, ESPECTROS DE MS E MS/MS EXTRAIDOS DA FRACAO
1FACDS_4 DA SUBSTANCIA RETICULINA N-OXIDO (8B).
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A40. CROMATOGRAMA DE IONS, ESPECTROS DE MS E MS/MS EXTRAIDOS DA FRACAO
1FACDS_2 DA SUBSTANCIA CORIPALMINA (1E).
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A41l. CROMATOGRAMA DE [ONS, ESPECTROS DE MS E MS/MS EXTRAIDOS DA FRACAO
1FACDS_6 DA SUBSTANCIA TETRAHIDROPALMATINA (2E).

Investigacgéo fitoquimica com auxilio de molecular networking e atividade citotéxica de Duguetia

surinamensis (Annonaceae)




184

Intens.
x106
2.04
15

104

05

0.0

10

12

14 16 Time [min]

Intens. |
x106

2.0

1.5

1.0

0.5+

0.0

206.1850
L2

HK_LFADS_%1-32_01_12898.d: +MS, 4.6min #273
370,2953

x

338.2246 358.2888 388.3030
® Q | L2

50

T T
100 150

T
200

T
250

T
300

T T
350 400 mz

Intens.
x108

1.5

1.0

0.5

1+
162.1512
L

1+
190.1521

1+
206.1854

HK_IFADS_7_1-32_01_12898.d: +M52(370.2893), 42.2eV, 4.7min #280

0.0
50

A42. CROMATOGRAMA DE IONS, ESPECTROS DE MS E MS/MS

T
100 150

T
200

1FACDS_7 DA SUBSTANCIA ALOCRIPTOPINA (3E).

T
250

T T
300 350 mz

EXTRAIDOS DA FRACAO

Investigacgéo fitoquimica com auxilio de molecular networking e atividade citotéxica de Duguetia

surinamensis (Annonaceae)




185

Intens.
x106 ]

1.5+

1.0

0.54

0.0+

HO

H,CO

v : : .
10 12 14 16 Time [min]

Intens.
x1068

2.0

1.5

1.0

054

0.0

HK1tFADS_2_1-28_01_12894.d: +MS, 3.1min #183
356.1520
1+
338.1408

325.1077 370.1647386.1599

[

T T T
50 100 150 200

T
250

T t
300 350 400 mz

Intens.
x104
1.2+

1.0
0.84
0.6
0.4+

0.24
1+
178.0848
L

0.0

HK_1FADS_2_1-28_01_12894.d: +MSZ£3+38.1415), 40.0eV, 3.1min #185
307.1196

1+
1+ 322.1121
280.1005

1+ 1+
1+ 264.1011 338.1415
250.0889 IL || .”.l.l T
Lt A..II|. T i il - n .

T T
50 100 150

T
200

250 300 mz

A43. CROMATOGRAMA DE IONS, ESPECTROS DE MS E MS/MS EXTRAIDOS DA FRACAO

1FACDS_2 DA SUBSTANCIA JATRORRIZINA (4E).
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A44., CROMATOGRAMA DE [ONS, ESPECTROS DE MS E MS/MS EXTRAIDOS DA FRAGCAO

1FACDS_2 DA SUBSTANCIA PALMATINA (5E).
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A45. CROMATOGRAMA DE IONS, ESPECTROS DE MS E MS/MS EXTRAIDOS DA FRACAO
1FACDS_2 DA SUBSTANCIA STAUDINA (6E).
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A46. ESPECTROS DE RMN DE *C (125 MHz, CDCL3) E DEPT 135 (125 MHZz, CDCL3) DA S1. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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A47. MAPA DE CORRELAGAO COSY 'H-'H E AMPLIACAO DOS SINAIS H-4 E H-5 (500 MHZz EM CDCL3) DA S1. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022
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A48. MAPA DE CORRELACAO HSQC (1H -500 MHz; 13C - 125 MHz Em CDCL3) INDICANDO 0S SINAIS DA REGIAO AROMATICA (H-3, H-4, H-
5, H-8 EH-11 E DA PONTE METILENODIOXI COM AMPLIACAO DE ALGUNS SINAIS DA S1. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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A49. MAPA DE CORRELAGAO HSQC (*H - 500 MHz; 3C - 125 MHz EM CDCL3) INDICANDO OS SINAIS DA REGIAO DAS METOXILAS (H-9’ E H-
10’) E SUA AMPLIAGAO DA S1. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

Investigacgdo fitoquimica com auxilio de molecular networking e atividade citotoxica de Duguetia surinamensis (Annonaceae)



192

—

A I L “ R &
B -h ; O
_ — 50
i o — 100
= " L
4 - .. L J }
* ) H : - “ — 150

- -

Y[Y‘Y“Y{Y‘{N[N{‘YIY‘[Y‘NWI{N‘[YIYY‘YIY‘[Y{Y{‘YI{Y[Y‘Y“Y{Y‘{N{N{{YIYY[YIY“N‘N‘[Y{NY{YIY‘[Y{Y“N{N
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

F2 Chemical Shift (ppm)
A50. MAPA DE CORRELACAO HMBC (*H - 500 MHz; 13C - 125 MHz, EM CDCL3) DA S1. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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A51. AMPLIACAO DO MAPA DE CORRELACAO HMBC (*H - 500 MHz; **C - 125 MHz, EM CDCt3) MOSTRANDO OS ACOPLAMENTOS DO
HIDROGENI0SDO H-3, H-5, H-9’, H-10’ E DO ANEL METILENODIOXI DA S1. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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A52. AMPLIACAO DO MAPA DE CORRELAGAO HMBC (*H - 500 MHz; 13C - 125 MHz, EM CDCL3) MOSTRANDO OS ACOPLAMENTOS DO H-4,
H-8 E H-11 DA S1. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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A53. ESPECTROS DE RMN DE *3C (125 MHz, CDCL3) E DEPT 135 (125 MHz, CDCL3) DA S2. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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A54. MAPA DE CORRELAGAO COSY 'H-'H MOSTRANDO A CORRELAGAO ENTRE H-4 E H-5 (ANEL B) E H6A-H7 (ANEL C) (500 MHZ EM CDC 3)
DA S2. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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A55. MAPA DE CORRELAGAO HSQC (*H - 500 MHz; 3C - 125 MHz, EM CDCt(3) DA S2. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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A56. MAPA DE CORRELAGAO HMBC (*H - 500 MHz; 3C - 125 MHz, EM CDCt3) DA S2. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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A57. AMPLIACAO DO MAPA DE CORRELACAO HMBC MOSTRANDO OS ACOPLAMENTOS DOS SINAIS H-3, H-8 E H-1,2 DA S2. FONTE: ARQUIVO

PESSOAL, 2022.
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A58. AMPLIACAO DO MAPA DE CORRELACAO HMBC MOSTRANDO 0S ACOPLAMENTOS DOS SINAIS H-4, H-5 E H-6, H-6A, H-9” E H-10’DA S2.

FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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A60. ESPECTROS DE RMN DE **C (125 MHz, CDCL3) DA S3. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

Investigacgao fitoquimica com auxilio de molecular networking e atividade citotéxica de Duguetia surinamensis (Annonaceae)



203

F1 Chemical Shift (ppm)

I

F2 Chemical Shift (ppm)

A61. MAPA DE CORRELAGAO COSY H-'H E AMPLIACAO DOS SINAIS H-9, H-10, H-15 E H-16 (500 MHz EM CDCL3) DA S3. FONTE: ARQUIVO
PESSOAL, 2022.
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A62. AMPLIACAO DO MAPA DE CORRELACAO HSQC MOSTRANDO HIDROGENIOS METILENICOS CORRESPONDENTE AOS SEUS CARBONOS EM C-
10, C-15E C-16 E DO GRUPO N-CH3 (6A) DA S3. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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A63. AMPLIACAO DO MAPA DE CORRELAGCAO HSQC MOSTRANDO OS HIDROGENIOS AROMATICOS CORRESPONDENTE AOS SEUS CARBONOS (C-
1, C-4,C-5E C-8), DOS HIDROGENIOS METOXILICOS (C-3" E C-6") E DO HIDROGENIO METINICO (C-9) DA S3. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

Investigacgdo fitoquimica com auxilio de molecular networking e atividade citotoxica de Duguetia surinamensis (Annonaceae)



206

——
A 4 .[l A W
- :_ O
9 .. . : E g
] , - 50 &
- - — e
. )]
_ - 100 §
c £
— Q
- » C U
. —150 «~
: u
wHH[HHMHIUHwHH{HIWHHUHWHIwIHWHHUHWHHUHWHH[HHMH;
8 7 6 5 4 3 2 1 0

F2 Chemical Shift (ppm)

AB4. MAPA DE CORRELACAO HMBC (*H - 500 MHz; 13C - 125 MHz, EM CDCL3) DA S3. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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A65. AMPLIACAO DO MAPA DE HMBC MOSTRANDO OS ACOPLAMENTOS DOS HIDROGENIOS AROMATICOS (H-1, H-4, H-5 E H-8) DA S3. FONTE:
ARQUIVO PESSOAL, 2022.
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A66. AMPLIAGAO DO MAPA DE HMBC COM 0S ACOPLAMENTOS DOS HIDROGENIOS METOXILICOS (H-3’ E H-6"), METILENICOS (H-10, H-15E
H-16) METINICOS (H-9) E DO GRUPO N-CH3 (H-16A) DA S3. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2022,
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A67. TABELA COM OS DADOS OBTIDOS DA OTIMIZAGAO DAS COORDENADAS CARTESIANAS COM
BASE NOS CALCULOS ECD PARA A ESTRUTURA ENANTIOMERICA R DA SUBSTANCIA 6 (S6);

ENERGIA =-1205.33806998 HARTREES.

X Y Z
C -0.017427 -2.310137 -1.317671
H -0.518651 -1.877761 -2.189620
H 0.405124 -3.270426 -1.613843
) -0.976855 -2.570566 -0.290950
C -0.661143 0.422184 -0.272118
C -3.129283 1.863148 -0.055055
H -4.052326 2.415089 0.075304
C 1.046045 -1.417090 -0.767486
C 2.357554 -1.874610 -0.694416
C 0.707797 -0.183768 -0.205869
C 3.344207 -1.142860 -0.065949
H 2.620466 -2.837087 -1.119565
C 1.704564 0.528349 0.475278
C 3.010095 0.066574 0.550591
H 1.452028 1.453679 0.967417
@) 4.621573 -1.642234 0.030568
@) 4.013843 0.707111 1.205626
C 3.720562 1.940240 1.857227
H 2.977092 1.802110 2.646081
H 4.657998 2.272190 2.298913
H 3.370436 2.688261 1.141877
C 5.554170 -1.078768 -0.900176
H 5.626879 0.003699 -0.774684
H 6.519517 -1.535859 -0.687647
H 5.256414 -1.314069 -1.925635
C -2.128511 -1.766403 -0.382973
C -1.915050 -0.255270 -0.173869
C -4.420111 -1.736552 0.140368
C -3.108893 0.463378 -0.013952
C -4.429514 -0.216549 0.301317
H -5.195961 -2.186214 0.762636
H -4.641811 -2.004375 -0.895850
H -5.221922 0.209185 -0.319022
H -4.683209 0.044046 1.334332
N -3.134509 -2.340165 0.483416
C -2.813257 -2.247854 1.904564
H -3.596758 -2.750765 2.474348
H -1.871724 -2.760384 2.102208
H -2.725424 -1.218065 2.276314
C -1.942483 2.497687 -0.276189
C -0.750465 1.803967 -0.368271
C -0.372669 3.945047 -0.861704
H 0.141067 4775272 -0.384416
H -0.403332 4.045322 -1.951393
@) 0.272191 2.720099 -0.516059
@) -1.704793 3.847154 -0.359234
H -2.519139 -1.869476 -1.403157
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A68. TABELA COM OS DADOS OBTIDOS DA OTIMIZAGAO DAS COORDENADAS CARTESIANAS COM
BASE NOS CALCULOS ECD PARA A ESTRUTURA ENANTIOMERICA S DA SUBSTANCIA 6 (S6);

ENERGIA =-1205.35405890 HARTREES.

X Y Z
C -0.101871 -1.765888 -1.707343
H -0.610018 -1.007581 -2.312117
H 0.312116 -2.513128 -2.383233
O -1.070560 -2.464529 -0.918594
C -0.650239 0.563452 -0.122545
C -3.300815 1.596029 -0.170068
H -4.305738 2.000464 -0.189953
C 0.992029 -1.128628 -0.895149
C 2.283723 -1.648009 -0.899691
C 0.725833 0.016482 -0.139547
C 3.296960 -1.047883 -0.179853
H 2.516850 -2.535911 -1.477328
C 1.748051 0.623950 0.594069
C 3.032754 0.099877 0.580878
H 1.525605 1.498082 1.189123
@) 4.554733 -1.603916 -0.165400
0] 4.080579 0.612958 1.273134
C 3.869813 1.787425 2.053405
H 3.133832 1.609971 2.841307
H 4.832777 2.018462 2.504239
H 3.551046 2.623260 1.425970
C 5.484243 -0.995911 -1.070741
H 5.615400 0.064426 -0.843331
H 6.431557 -1.516802 -0.939448
H 5.141453 -1.112746 -2.102411
C -1.530845 -1.772667 0.253737
C -1.779425 -0.290285 -0.004390
C -3.879036 -2.165534 -0.029562
C -3.077028 0.214962 -0.034889
C -4.269113 -0.700441 0.109329
H -4.693480 -2.813511 0.299382
H -3.683204 -2.398952 -1.078510
H -5.018641 -0.448676 -0.645441
H -4.740801 -0.520402 1.080983
H -0.752354 -1.855337 1.017492
N -2.675252 -2.504055 0.730900
C -2.849445 -2.392338 2.175330
H -3.713650 -2.987191 2.476599
H -1.969629 -2.794638 2.681244
H -3.004181 -1.364154 2.530930
C -2.205006 2.405897 -0.274252
C -0.913338 1.907275 -0.252040
C -0.815257 4.072592 -0.762017
H -0.479439 4.963638 -0.238032
H -0.760381 4.182860 -1.849138
@) -0.024282 2.951705 -0.358952
@) -2.162256 3.773046 -0.386763
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A69. TABELA COM 0S DADOS OBTIDOS DA OTIMIZACAO DAS COORDENADAS
CARTESIANAS COM BASE NOS CALCULOS DE ROTACAO ESPECIFICA PARA A ESTRUTURA
ENANTIOMERICA R DA SUBSTANCIA 7 (S7); ENERGIA =-804.760737768 HARTREES

X Y Z
@) -2.316722 -2.094520 0.082770
C -1.423281 -1.070368 -0.002085
C -1.955444 0.226931 0.071459
C -1.110486 1.324703 -0.014598
C 0.264100 1.144294 -0.175238
C 0.802902 -0.134885 -0.248506
C -0.057584 -1.228299 -0.158043
@) -3.299952 0.316030 0.222057
H -1.521084 2.320319 0.042906
@) 1.145842 2.184184 -0.261581
C 2.289862 -0.328797 -0.403765
H 0.373280 -2.215583 -0.234081
C -3.884424 1.604621 0.313839
H -4.953303 1.439561 0.435208
H -3.504907 2.152566 1.181366
H -3.712450 2.187483 -0.595793
C -1.818985 -3.417045 -0.022544
H -2.685602 -4.070827 0.059119
H -1.330310 -3.585422 -0.986984
H -1.118694 -3.647328 0.786249
C 0.639343 3.506547 -0.330819
H -0.026957 3.634434 -1.189061
H 0.114247 3.784120 0.587993
H 1.506251 4.153495 -0.452887
@) 2.544645 -1.621639 -0.940809
H 3.494738 -1.771094 -0.857970
C 3.012480 -0.179057 0.924380
H 2.843457 0.822576 1.328579
H 2.634576 -0.925522 1.630997
@) 4.399614 -0.396179 0.663715
H 4.867489 -0.506911 1.497348
H 2.680948 0.433256 -1.086676
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A70. DETALHES DA TABELA COM OS DADOS OBTIDOS DA ESPECIFICA PARA A ESTRUTURA

ENANTIOMERICA S DA SUBSTANCIA 7 (S7); ENERGIA = -804.760737766 HARTREES.

X Y Z
) 2.316457 -2.094672 0.082858
C 1.423105 -1.070459 -0.002100
C 1.955431 0.226820 0.071294
C 1.110599 1.324659 -0.014914
C -0.264035 1.144362 -0.175484
C -0.802964 -0.134737 -0.248626
C 0.057415 -1.228250 -0.158067
@) 3.299944 0.315755 0.221800
H 1.521275 2.320259 0.042321
@) -1.145618 2.184379 -0.262032
C -2.289882 -0.328629 -0.403778
H -0.373642 -2.215467 -0.234003
C 3.884522 1.604277 0.314095
H 4.953291 1.439065 0.436225
H 3.713211 2.187197 -0.595622
H 3.504495 2.152191 1.181413
C 1.818587 -3.417175 -0.022409
H 2.685145 -4.071024 0.059348
H 1.118234 -3.647333 0.786362
H 1.329960 -3.585533 -0.986872
C -0.638906 3.506685 -0.330282
H 0.027653 3.635049 -1.188255
H -1.505674 4.153851 -0.452224
H -0.114025 3.783589 0.588858
H -2.681067 0.433502 -1.086583
C -3.012375 -0.178911 0.924412
H -2.634360 -0.925204 1.631170
H -2.843444 0.822763 1.328558
@) -4.399501 -0.396229 0.663861
H -4.867429 -0.506553 1.497521
@) -2.544749 -1.621413 -0.940864
H -3.494862 -1.770768 -0.858056
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