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CORAGEM

“Se 0 que vocé esta percorrendo € o caminho dos seus verdadeiros sonhos,

comprometa-se com ele.

N&o deixe a porta de saida aberta, através da desculpa: “Ainda ndo € bem isto que

eu queria”.

Esta frase guarda dentro dela a semente da derrota.

Assuma o seu caminho mesmo que precise dar passos incertos, mesmo que saiba

gue pode fazer melhor o que esta fazendo.

Se vocé aceitar suas possibilidades no presente, vai melhorar no futuro, mas se

negar suas limitages, jamais se vera livre delas.

Enfrente seu caminho com coragem, ndo tenha medo da critica dos outros.

E, sobretudo, ndo se deixe paralisar por sua propria critica.

Deus estara sempre com vOcé nas noites insones, e enxugara com seu amor as

lagrimas ocultas”.

Paulo Coelho
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Palavras-chave: Guatteria australis, Guatteria ferruginea, Guatteria latifolia,
Guatteria sellowiana, constituintes volateis, sintese do alcaloide oxoaporfinico 7-oxo-
7H-dibenzo-quinolina-4,5-dicarboxilato de dimetila, biotransformacédo, atividade
antimicrobiana e atividade antiproliferativa.

RESUMO

O género Neotropical Guatteria Ruiz & Pav. é representado por cerca de 265
espécies o que corresponde a aproximadamente 10% das espécies pertencentes a
familia Annonaceae. No presente trabalho € descrito o estudo fitoquimico, o estudo
dos constituintes volateis, avaliacdo da atividade antiproliferativa e antimicrobiana de
guatro espécies de Guatteria nativas da Mata Atlantica, sdo elas: Guatteria australis,
Guatteria ferruginea, Guatteria latifolia e Guatteria sellowiana. Além do estudo com
as especies vegetais realizou-se a sintese do alcaloide oxoaporfinico 7-oxo-7H-
dibenzo-quinolina-4,5-dicarboxilato de dimetila, avaliou-se atividade antimicrobiana e
antiproliferativa, assim como de seus precursores sintéticos, além da utilizacdo do
alcaloide sintético e precursores como substratos para reacdes de biotransformacao
empregando os fungos Aspergillus flavus, Rhizopus microsporus, Rhizopus orizae,
Chaetomium 56 e Bipolaris sorokiniana. As partes aéreas das espécies G.
ferruginea, G. latifolia e G. sellowiana foram submetidas a extracdo em temperatura
ambiente com metanol. Os extratos obtidos foram submetidos a extracéo acido-base
para a obtencdo dos alcaloides. Os extratos brutos foram avaliados quanto a
atividade antimicrobiana e antiproliferativa. O estudo fitoquimico de G. latifolia
resultou na identificagdo de seis alcaloides, sendo trés aporfinicos 3-
hidroxinornuciferina e a mistura de anonaina e nornuciferina, e trés oxoaporfinicos
isomoscatolina e a mistura de lisicamina e liriodenina. O estudo fitoquimico de G.
ferruginea resultou no isolamento do alcaloide oxoaporfinico liriodenina. Para a
espécie G. sellowiana foram isolados o alcaloide aporfinico nornuciferina e os
alcaloides oxoaporfinicos lisicamina e 3-O-metilmoscatolina. As estruturas das
substancias isoladas foram definidas com base na analise dos dados
espectroscopicos de RMN de *H e de *3C, DEPT, incluindo técnicas bidimensionais
como HSQC e HMBC. Para a espécie G. australis foi realizado apenas o estudo dos
constituintes volateis e sua atividade antimicrobiana e antiproliferativa. Quanto a
composicdo quimica dos constituintes volateis foram identificados 25, 27, 22 e 19
componentes majoritarios para as espécies G. australis, G. latifolia, G. ferruginea e
G. sellowiana, respectivamente. Os sesquiterpenos oxigenados foram encontrados
em maior concentracdo nas quatro espécies seguidos pelos monoterpenos
oxigenados. O sesquiterpeno espatulenol foi o constituinte majoritario nos 6leos
essenciais de G. australis com 40,29% e foi encontrado em alta concentragdo nos
Oleos de G. latifolia (22,21%), G. ferruginea (11,04%) e G. sellowiana (23,0%). A
sintese do alcaloide oxoaporfinico 7-oxo-7H-dibenzo-quinolina-4,5-dicarboxilato de
dimetila foi realizada em trés etapas com rendimento global de 28,5%. A avaliacéo
da atividade antimicrobiana dos extratos brutos das espécies G. ferruginea, G.
latifolia, G. sellowiana e fracéo alcaloidica de G. sellowiana mostrou que somente o
extrato bruto de G. ferruginea foi ativo frente a bactéria Staphylococcus aureus. A
fracdo alcaloidica de G. sellowiana foi ativa frente as bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e contra a levedura Candida albicans. A avaliacdo da
atividade antimicrobiana dos constituintes volateis mostrou que as quatro espécies
de Guatteria foram ativas frente a diversas linhagens de bactérias. O alcaloide



oxoaporfinico 7-oxo-7H-dibenzo-quinolina-4,5-dicarboxilato de dimetila e seus
precursores quando testada a atividade antimicrobiana verificou-se ser ativo frente a
diversas linhagens de bactérias e para a levedura C. albicans. A atividade
antiproliferativa dos extratos brutos metandlicos das espécies G. ferruginea, G.
latifolia e G. sellowiana foi testada e mostrou fraca atividade para os extratos de G.
latifolia sendo os demais extratos inativos. Os constituintes volateis das quatro
espécies de Guatteria apresentaram forte atividade frente a linhagem tumoral
OVCAR-3 (ovério), além da forte atividade apresentada para os constituintes volateis
de G. sellowiana frente a linhagem K562 (leucemia). A avaliagdo da atividade
antiproliferativa para o alcaloide oxoaporfinico 7-oxo-7H-dibenzo-quinolina-4,5-
dicarboxilato de dimetila e seus precursores sintéticos mostraram que o alcaloide
nao foi ativo frente as linhagens tumorais humanas testadas e que 0s precursores
sintéticos apresentaram expressivas atividades frente a diversas linhagens tumorais
humanas.
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sellowiana, volatile constituents, synthesis of oxoaporphine alkaloid dimethyl-7-oxo-
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ABSTRACT

The Neotropical genus Guatteria Ruiz & Pav. is represented by about 265
species corresponding to approximately 10% of species belonging to the family
Annonaceae. In this work is described the phytochemical study, the study of volatile
constituents, evaluation of antiproliferative and antimicrobial activities of four species
of Guatteria native of Atlantic Forest, they are described: Guatteria australis,
Guatteria ferruginea, Guatteria latifolia and Guatteria sellowiana. Further in the study
of plant species we have proposed to perform the synthesis of the oxoaporphine
alkaloid dimethyl-7-oxo-7H-dibenzo-quinoline-4,5-dicarboxylate assess the
antiproliferative and antimicrobial activities, as well as their synthetic precursors, plus
the use of the alkaloid and synthetic precursors as substrates for biotransformation
reactions using the fungi Aspergillus flavus, Rhizopus microsporus, Rhizopus oryzae,
Chaetomium 56 and Bipolaris sorokiniana. The aerial parts of the species G.
ferruginea, G. latifolia and G. sellowiana were extracted with methanol at room
temperature. The extracts were subjected to acid-base extraction to obtain the
alkaloids. The extracts were evaluated for antimicrobial and antiproliferative activities.
The phytochemical study of G. latifolia resulted in the isolation of six alkaloids being
three aporphine alkaloids 3-hidroxynornuciferine and the mixture of alkaloids
anonaine and nornuciferine and three oxoaporphine alkaloids isomoschatoline and
the mixture of alkaloids liriodenine and lysicamine. The phytochemical study of G.
ferruginea resulted in the isolation of the oxoaporphine alkaloid liriodenine. For the
species G. sellowiana were isolated oxoaporphine alkaloids lysicamine and 3-O-
methylmoschatoline. The structures of the compounds were elucidated based on the
analysis of spectral data *H NMR and **C, DEPT, including techniques such as two-
dimensional HSQC and HMBC. For G. australis species was done just the study of
volatile constituents and their antimicrobial and antiproliferative activities. Regarding
the chemical composition of the volatile constituents were identified 25, 27, 22 and
19 major components for the species G. australis, G. latifolia, G.ferruginea and G.
sellowiana respectively. Oxygenated sesquiterpenes were found in higher
concentrations in four species followed by oxygenated monoterpenes. The
spathulenol sesquiterpene was the major constituent in the essential oils of G.
australis with 40.29% and has been found in significant concentrations in oils from G.
latifolia (22.21%), G. ferruginea (11.04%) and G. sellowiana (23.0%). The synthesis
of the oxoaporphine alkaloid dimethyl-7-oxo-7H-dibenzo-quinoline-4,5-dicarboxylate
was performed in three steps with an overall yield of 28.5%. Evaluation of the
antimicrobial activity of crude extracts from G. ferruginea, G. latifolia, G. sellowiana
and alkaloidal fraction of G. sellowiana showed that only the crude extract of G.
ferruginea was active against the bacteria Staphylococcus aureus. The alkaloidal
fraction of G.sellowiana was active on the bacteria Escherichia coli, Staphylococcus
aureus and against the yeast Candida albicans. Evaluation of the antimicrobial
activity of volatile constituents showed that the four species of Guatteria were active
against several strains of bacteria. The oxoaporphine alkaloid dimethyl-7-oxo-7H-
dibenzo-quinoline-4,5-dicarboxylate and its precursors were active against several



strains of bacteria and the yeast C. albicans. The antiproliferative activity of
methanolic crude extracts of the species G. ferruginea, G. latifolia and G. sellowiana
was evaleated and the extracts of G. latifolia showed weak activity and the other
extracts were inactive. The volatile constituents of the four species of Guatteria
showed strong activity against the tumor cell line OVCAR-3 (ovarian), in addition to
strong activity presented to the volatile constituents of G. sellowiana against K562
(leukemia). Evaluation of antiproliferative activity for oxoaporphine alkaloid dimethyl-
7-ox0-7H-dibenzo-quinoline-4,5-dicarboxylate and their synthetic precursors have
shown that the alkaloid was not active of human tumor cell lines tested and synthetic
precursors showed significant activity against several tumor cell lines.



1. INTRODUCAO

Os produtos naturais sao utilizados pela humanidade desde tempos
imemoriais. A busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas e folhas
talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais
(Barreiro et. al.; 2006).

Os produtos naturais de origem vegetal sdo provenientes do metabolismo
das plantas como um conjunto total das transformac¢des das moléculas organicas,
catalisadas por enzimas, que ocorre nas células vivas, suprindo o organismo de
energia, renovando suas moléculas e garantindo a continuidade do estado
organizado. Essas reacdes possuem certa direcdo devido a presenca de enzimas
especificas, estabelecendo, assim, as rotas metabdlicas, visando o aproveitamento
de nutrientes para satisfazer as exigéncias fundamentais da célula. Além do
metabolismo primario, responsavel pela sintese de celulose, lignina, proteinas,
lipideos, acucares e outras substéncias importantes para a realizacdo das funcbes
vitais, as plantas também apresentam o chamado metabolismo secundério. Os
especiais metabdlitos, geralmente de estrutura complexa, baixa massa molecular,
possuem atividades bioldégicas marcantes e, diferentemente dos metabdlitos
primarios, apresentam-se em baixas concentracdes em determinados grupos de

plantas (Pereira et. al.; 2012).

Durante muito tempo, os metabdlitos secundarios foram considerados como
produtos de excrecdo do vegetal. Atualmente, sabe-se que muitas destas
substancias estdo diretamente envolvidas nos mecanismos que permitem a
adequacao do produtor a seu meio. Sao reconhecidas como funcdes de varias
substancias pertencentes a essa classe de metabdlitos, por exemplo, a defesa
contra herbivoros e microrganismos, a protecao contra raios ultravioleta, a atracao
de polinizadores ou animais dispersores de semente e em alelopatias. Outra
caracteristica dos vegetais em relacdo ao metabolismo secundario € a elevada
capacidade biossintética, tanto em relacdo ao nimero de substancias produzidas

quanto a sua diversidade numa mesma espécie (Simdes et. al.; 1999).

As primeiras descricbes sobre plantas medicinais feitas pelo homem
remontam as sagradas escrituras e ao papiro de Ebers. Esse papiro foi descoberto e



publicado por Georg Ebers, sendo traduzido pela primeira vez, em 1890, por H.
Joachin. Foi encontrado nas proximidades da casa mortuéria de Ramsés Il, porém
pertence a época da XVIII dinastia. Enumera mais ou menos 100 doencas e
descreve um grande numero de drogas de natureza animal e vegetal. Anteriormente
a era cristd que ficou conhecido como civilizacdo grega, vérios filésofos podem ser
destacados por suas obras sobre histéria natural. Dentre esses, sobressaem-se
Hipocrates, considerado o pai da medicina moderna, que se caracterizou por tomar
a natureza como guia na escolha dos remédios (Natura medicatrix) e Teofrasto (372
aC), discipulo de Aristételes, que escreveu varios livros sobre a historia das plantas
(Bolzani, et. al.; 2002)

Na idade antiga, além de técnicas medicinais, muitos venenos foram
descobertos na natureza e utilizados para fins de defesa, caca e mesmo ilicitos,
como a utilizacdo do veneno de Hemlock (Conium maculatum) na execucédo de
prisioneiros, inclusive Soécrates, durante o império Grego. A natureza sempre
despertou no homem um fascinio encantador, ndo s6 pelos recursos oferecidos para
sua alimentacdo e manutencdo, mas por ser sua principal fonte de inspiracao e

aprendizado (Barreiro et. al.; 2006).

As plantas, em especial, ttm sido a base de sistemas de medicina
tradicional, que tem sido empregada por milhares de anos em paises como China e
india. Esses tratamentos a base de plantas continuam a ter um papel essencial no
cuidado & saude, sendo estimado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) que
aproximadamente 80% dos habitantes mundiais confiam na medicina tradicional
para o cuidado primario de sua saude. Os produtos de plantas medicinais também
exercem um importante papel nos sistemas de saude dos 20% restantes da
populacédo, principalmente, em paises desenvolvidos. A andlise de dados de receitas
prescritas em farmacias comunitarias dos Estados Unidos, entre 1959 e 1980, indica
que aproximadamente 25% continha extratos de plantas ou principios ativos obtidos
de plantas medicinais superiores, e pelo menos 119 substancias quimicas,
derivadas de 90 espécies de plantas, podem ser consideradas como importantes
fontes de farmacos comumente em uso em um ou mais paises. Desses 119
farmacos, 74% foram descobertos como resultado de estudos quimicos direcionados
ao isolamento de substancias ativas de plantas utilizadas na medicina tradicional
(Yunes & Cechinel Filho, 2012).



O isolamento do farmaco antimalarico quinina (Figura 1), das cascas da
espécie Cinchona officinalis, foi descrito em 1820 pelos farmacéuticos franceses,
Caventou e Pelletier. As cascas ha muito eram utilizadas por grupos indigenas na
regido da Amazobnia para o tratamento de febre, e foi introduzido na Europa no
comeco do século XVII para o tratamento da malaria. A quinina constituiu a base
para a sintese de fdrmacos antimalaricos comumente utilizados como a cloroquina e
mefloquina. Com o aparecimento de resisténcia a esses farmacos em muitas regides
tropicais, outra planta ha muito empregada para o tratamento de febre na medicina
tradicional chinesa, Artemisia annua produziu os agentes artemisina (Figura 1) e
seus derivados, artemeter e arteter, eficientes contra parasitas resistentes. O
analgésico morfina (Figura 1), isolado em 1816 pelo farmacéutico aleméo Serturner,
do 6pio da papoula, Papaver somniferum, usada na antiga Mesopotamia, foi a base
para a quimica de alcaloides e desenvolvimento de uma variedade de agentes
analgésicos altamente eficientes, como a codeina e buprenorfina. Em 1785, o fisico
inglés, Willian Withering, publicou suas observagdes sobre o uso dos digitalicos,
Digitalis purpurea, para o tratamento de hidropisisa, o que levou eventualmente ao
isolamento do agente cardioténico, digoxina. Um outro exemplo € a pilocarpina
(Figura 1), isolada das folhas de espécies de Pilocarpus, principalmente P.
microphyllus e P. jaborandi, pequenas arvores e arbustos nativos do Brasil.
Comumente conhecida como jaborandi, essas plantas eram utilizadas pelos indios
brasileiros para induzir profunda sudorese e salivacéo, e foi introduzida na Europa
em 1873 com este proposito. O principal uso medicinal da pilocarpina, entretanto,
no tratamento de certas formas de glaucoma em que o tratamento topico com gotas
contendo de 2-4% de pilocarpina resulta em significativa reducdo da presséo
intraocular (Yunes & Cechinel Filho, 2012).
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Figura 1 : Alguns farmacos derivados de plantas medicinais

Fonte: Yunes & Cechinel Filho, 2012

Alguns paises como Brasil, México, Equador, Colémbia, Peru, China,
Malasia, india, Indonésia, Zaire, Madagascar e Australia sdo considerados paises

detentores de megadiversidade (Simdes et. al.; 1999).

A Mata Atlantica brasileira € um dos 34 hotspots mundiais, sendo uma area
prioritaria para conservacdo. Essas areas que sao compostas por um mosaico de
biodiversidade, abrigam mais de 60% de todas as espécies terrestres do planeta. A
Mata Atlantica é representada por varios tipos de vegetacao, distribuidos ao longo
de trés paises: Brasil, Argentina e Paraguai. No Brasil, a Mata Atlantica tem niveis
excepcionais de biodiversidade, que estdo sob enorme pressao. Um grande nimero
da populacéo brasileira vive nesse hotspot, desenvolvendo muitas atividades
econdbmicas que necessitam desses ecossistemas sadios, mediante a exploracao de
plantas e animais silvestres para alimentacdo, combustivel, vestuario, remédio e

abrigo. Infelizmente, a Mata Atlantica é provavelmente o0 ecossistema mais

devastado e mais seriamente ameacado do planeta (Muller et. al.; 2007).

Dentre essa enorme biodiversidade encontrada na Mata Atlantica algumas
espécies da familia Annonaceae destacam-se do ponto de vista econbémico por

apresentarem frutos comestiveis, por exemplo, 0 mamao (Asimina), graviola e pinha



(Annona). Algumas espécies desse género tém sido empregadas para a producao
de 6leo comestivel, sabdo, producdo de alcool e matéria-prima importante para a
industria de perfumaria, além de diversas atividades biolégicas comprovadas
descritas na literatura, por exemplo, atividade antinociceptiva e antinflamatoria
(Sousa et. al.; 2004), citotoxica (Siqueira et. al.; 2007), antiprotozoaria (Osorio, et.
al.; 2007) e antifungica (Lima, et.al.; 2011). O estudo quimico de espécies vegetais
pertencentes a familia Annonaceae tém se intensificado nos ultimos anos, mas pode
ser considerada uma das familias menos estudadas quimicamente. Esse fato leva a
uma investigagcdo quimica minuciosa de géneros dessa familia assim como seu perfil

farmacoldgico.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA ANNONACEA E
E O GENERO GUATTERIA

A familia Annonaceae € a principal familia de magnoliideas, com 2.440
espécies e 130 géneros. No Brasil sdo encontradas 385 espécies das quais 158 séo
endémicas, com a maioria, aproximadamente, 260 ocorrendo no dominio
amazonico. Dentre os géneros de Annonaceae encontrados na Mata Atlantica,
segundo bioma mais diverso do Brasil, bastante ameacado, Guatteria € um dos mais
representativos. Em listas de espécies da Mata Atlantica e do Brasil sédo registradas
15 espécies de Guatteria na Mata Atlantica, das quais 14 endémicas do pais e oito
do bioma. Dentre os géneros que constituem a familia Annonaceae, o género
Guatteria € o maior, com 307 espécies encontradas desde o sudeste do México até
a Bolivia e sul do Brasil, com maior diversidade na Amazb6nia. No Brasil séo
registradas 88 espécies, sendo 47 endémicas. O género Guatteria € monofilético e
facilmente reconhecido pela nervura primaria impressa na face adaxial, pedicelo
com articulagdo suprabasal, sépalas valvares, pétalas imbricadas e carpelos
numerosos, com um ovulo basal. Entretanto, suas espécies sao de dificil delimitacao
porque O género possui caracteres vegetativos variaveis intraespecificamente e
reprodutivos constantes interespecificamente e diversas espécies fazem parte de
complexos taxondémicos. Essa dificuldade de delimitacdo € refletida no elevado
namero de espécies de Guatteria ndo identificadas nos levantamentos vegetais e
herbarios (Lobdo, et. al.; 2012).

2.2. IMPORTANCIA ECONOMICA E USOS POPULARES

A familia Annonaceae destaca-se quanto ao nimero de espécies produtoras
de frutos comestiveis (Vieira, et. al.; 2012). Estudos realizados com espécies da
familia  Annonaceae realizados em Foz do Cedro, municipio de Lucas do Rio
Verde/MT mostram o uso potencial de algumas espécies dessa familia (Koppe et.

al.; 2010) conforme mostrado na Tabela 1.



Tabela 1: Lista das espécies de Annonaceae com suas potencialidades de uso das espécies.

Espécie Nome vulgar Poten cial de Uso

Co Ma Me Ap Fs Or

Annona coriacea Mart. Cabeca-de-negro X X X X X
Annona crassiflora Mart. Araticum X X X X X
Annona dioica A. St.-Hil. X X X
Annona tomentosa R.E. Fr. X X
Duguetia furfuraceae A. St.-Hil. X X X X
Duguetia marcgraviana Mart. X

Duguetia sp. X X
Guatteria schomburgkiana Mart. X

Unonopsis sp. X

Xylopia amazonica R.E. Fr. Pindaiba-da-mata X

Xylopia aromatica (Lam.) Mart. Pimenta de macaco X X X X X X
Xylopia emarginata Mart. X X X
Xylopia sericea A. St.-Hil. Pindaiba-vermelha X X X X X X

Potencial de uso das espécies (Co = Comestivel, Ma = Madeira, Me = Medicinal, Ap = Apicola, Fs = Fauna Silvestre e Or =
Ornamental).

Quanto ao uso popular de espécies pertencentes a familia Annonaceae ha
relatos que descrevem o emprego de algumas espécies no tratamento de sintomas
relacionados a malaria e no combate a outros sintomas. Esses tratamentos sdo
realizados, na maioria, pelo emprego das infusdes das cascas do caule, preparadas
por decocgdo e administradas via oral. Annickia chlorantha é empregado no
tratamento de dores, feridas, furinculos, vémitos, febre, calafrios e dores no bago
em criancas com hepatite, Annona muricata é usada no tratamento de dores nas
costas, Annona senegalensis é usada no tratamento de vémitos, dores musculares,
cansaco, ictericia, febre, convulsdes, infeccbes respiratérias e no tratamento de
mordida de cobra. A espécie Uvaria sp. € aplicada no tratamento de febre amarela,
dores de cabeca e epilepsia. Duguetia staudtii € empregada no tratamento de
astenia, artrite, dor de cabeca e tosse. Annonidium mannii € indicada no tratamento
de doencas da infancia como assaduras, sarampo, diarreia e aumento do baco,
além de outras doencas como candidiase e gonorreia. Xylopia parviflora é usada no
tratamento de sintomas como febre, dores no corpo, dores de cabeca e infec¢des
pulmonares. A espécie Hexalobus crispiflorus é aplicada no tratamento de
convulsao, febre, dores musculares, artrite, feridas e bolhas (Boyom et. al.; 2012).



A respeito da distribuicdo das espécies de Annonaceae nas restingas do Rio
de Janeiro encontramos a familia representada por seis géneros sendo eles:
Anaxagorea, Annona, Duguetia, Guatteria, Oxandra e Xylopia (Lobao et. al.; 2005).
Do género Guatteria sdo encontradas na Mata Atlantica quinze espécies, sendo
elas: G. australis, G. campestris, G. candolleana, G. emarginata, G. ferruginea, G.
latifolia, G. macropus, G. oligocarpa, G. pogonopus, G. pohliana, G. sellowiana, G.
schomburgkiana, G. stenocarpa, G. tomentosa e G. villosissima. Sete dessas
espécies, G. australis, G. campestris, G. pogonopus, G. schomburgkiana, G.
sellowiana, G. tomentosa e G. villosissima ndo sdo endémicas da Floresta Atlantica
e somente a espécie G. schomburgkiana ndo ocorre na costa leste brasileira, nos
Estados da Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Minas Gerais. Esses estados sao
o centro da diversidade das espécies de Guatteria da Floresta Atlantica, assim como
de outros grupos vegetais como, por exemplo, Bromeliaceae. Oito espécies
possuem baixo grau de ameaca, Guatteria candolleana, G. macropus, G. pohliana e
G. tomentosa sao vulneraveis, G. latifolia e G. stenocarpa encontram-se em perigo

de extingao, e G. emarginata possui dados deficientes (Lob&o et. al.; 2012).

2.3. PRINCIPAIS METABOLITOS SECUNDARIOS EM ANNONACE AE

A familia Annonaceae apresenta um espectro diversificado no que se refere
a metabdlitos secundarios. Diferentes classes de compostos foram relatadas nos
diferentes géneros e espécies. Notadamente, os alcaloides sdo a classe de
compostos mais comumente relatados em espécies do género Guatteria e outros
géneros da familia Annonaceae. Um levantamento bibliografico realizado em julho
de 2013 no Scifinder® a respeito das espécies de Guatteria estudadas
quimicamente, encontraram-se estudos de 35 espécies relatando a presenca de
alcaloides de diferentes classes assim como a presenca de outras classes de

metabdlitos secundarios conforme mostrado na Figura 2.



» Oxoaporfinicos

» Aporfinicos

® Protoberberinicos

* Bisbenzilisoquinolinicos

» Tetrahidroprotoberberinicos

® Bisbenziltetraisoquinolinicos
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® Outras classes de alcal6ides

Figura 2 : Distribuicdo de metabdlitos secundarios isolados de espécies do género Guatteria

Embora os alcaloides sejam seus principais produtos biossintéticos outras

classes de substancias podem ser encontradas nesta familia.

Segundo Leboeuf et al.; 1982 e Funasaki et al.; 2013 outras classes de
substancias podem ser encontradas na familia Annonaceae, por exemplo, terpenos
(monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, esteroides, lactonas
sesquiterpénicas), flavonoides, compostos aromaticos, compostos poliacetilénicos,
vitaminas, carotenos, glicosideos cianogénicos e amidas. Dentre os alcaloides, as
principais classes encontradas s&o: isoquinolinicos, exemplos, solsolinol (1) e
coridaidina  (2), benziltetraidroisoquinolinicos, exemplo, policarpina  (3),
bisbenzilisoquinolinicos, exemplo, phaeantharina (4), bisbenziltetraisoquinolinicos,
exemplo, chondrofolina (5), protoberberinicos, exemplo, oxipalmatina (6) e

tetraidroprotoberberinicos, exemplo, aequalina (7).
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Figura 3 : Alcaloides encontrados na familia Annonaceae

Os aporfindides constituem um amplo subgrupo de compostos
benzilisoquinolinicos com mais de 500 alcaloides isolados e identificados. Eles sdo
largamente distribuidos em um grande numero de familias de plantas, incluindo
Annonaceae, Lauraceae, Monimiaceae, Menispermaceae, Hernandiaceae e

Ranunculaceae (Stévigny, et. al.; 2005).



11

Os aporfinoides (Figura 4) sédo subdivididos em aporfino (a), oxoaporfino (b),
fenantreno (c) e proaporfino (d).

5 AN I;l\
N6\ _N

6a
e O

(a) - Aporfino (b) - Oxoaporfino (c) - Fenantreno

(d) - Proaporfino

Figura 4: Esqueletos basicos dos aporfinoides

Quimicamente, aporfinoides (sensu stricto) sdo bases tetraciclicas formadas
pela ligacdo direta dos anéis aromaticos A e D do nudcleo benzilisoquinolinico. O
atomo de nitrogénio na posicdo 6 é usualmente terciario na forma bésica mas pode
ser quaterndario, menos frequentemente acetilado ou formilado. Compostos N-6xido
também tem sido descritos. Em aporfindides naturais, posicoes 1 e 2 sao sempre
substituidas por grupos hidroxila, metoxila ou metilenodioxi. Grupos tetraciclicos
podem ser substituidos em diferentes locais, na posicdo 9, 10, 11 e menos
frequentemente nas posicdes 3 e 8 e em alguns casos a posicdo 7 ou 4 é

oxigenada.

Aporfinoides incluem alcaloides aporfinos, proaporfinos e derivados
catabdlicos como oxoaporfinos e fenantrenos. Formas diméricas e deidroaporfinas

caracterizadas por uma instauracao adicional em C6a estédo inclusos no presente

grupo.

2.4. PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS DOS APORFINOIDES

Dois alcaloides aporfinicos estdo disponiveis no mercado como produtos
farmacéuticos. Um é a boldina (8) isolado das folhas e da casca da espécie Peumus

boldus que possui propriedade bem estabelecida como sequestradores de radicais
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livres. As indicacdes na medicina humana s&o no tratamento da disfungao
hepatobiliar, tratamento sintomatico de distlrbios digestivos leves e como adjuvante
na priséo de ventre. O outro € a apomorfina (9) um alcaloide sintético que tem sido
empregado no tratamento da doenca de Parkinson e, mais recentemente, para o

tratamento da disfungéo erétil.

(8) (9)

Figura 5 : Estrutura quimica dos aporfinoides empregados na indUstria farmacéutica

Os aporfinoides exibem uma vasta gama de propriedades biolégicas. Alguns
deles sdo bons agentes dopaminérgicos e possuem atividade em transmissdes
dopaminérgicas e serotonérgicas. Alguns aporfinoides também possuem efeito
vasodilatador (por inibicdo da entrada de calcio extracelular e modificacbes
especificas do tecido), atividade antiplaquetaria, antioxidante, antimicrobiana,

antiviral e citotoxica (Stévigny et. al.; 2005).

Na tabela 2 sdo apresentadas algumas das atividades descritas na literatura

para essa classe de metabdlitos secundarios.



Tabela 2: Alguns exemplos de atividades biol6gicas e farmacolédgicas descritas na literatura para

alcaloides aporfinicos.

Espécie

Familia

Atividade farmacol6gica e/ou bioldgica

Referéncia

Lindera angustifolia
Duguetia furfuraceae
Mahonia aquifolium
Lindera chunii

Coptidis rhizoma

Zizyphus vulgaris
Liriodendron tulipifera
llligera luzonensis
Stephania zippeliana
Corydalis
turtschaninovii
Nelumbo nucifera

Polyalthia cerasoide

Lauraceae
Annonaceae
Berberidaceae
Lauraceae

Ranunculaceae

Rhamnaceae
Magnoliaceae
Hernandiaceae
Menispermaceae

Papaveraceae

Nelumbonaceae

Annonaceae

Antinociceptiva e sequestradora de radicais livres

Antitumoral, tripanocida, antileishmania
Antiradical e antioxidante
Inibidora contra HIV-1 integrase
Inibidora contra Aldose redutase
Anti-Alzheimer e antioxidante
Sedativa
Antiplasmaédica
Citotoxica
Antitripanossémica e Antiplasmadica

Inibidora da colinesterase e Antiaminésica

Antimalarica e Antifingica

Antimicobacteriana

Zhao et. al.; 2006
Silva et. al.; 2009
Rackova et. al.; 2004
Hattori, et. al.; 2002
Choi, et. al.; 2008
Choi, et. al.; 2009
Park, et. al.; 1987
Raskin, et. al.; 2011
Chen, et. al.; 2011
Avery, et. al.; 2010

Bae, et. al.; 2008

Khan, et. al.; 2008

Tiwari, et. al.; 2009

2.5. BIOSSINTESE DE ALCALOIDES APORFINOIDES

Alcaloides sdo uma classe de metabdlitos secundarios de baixa massa
molecular. Sdo compostos azo derivados, principalmente, de acidos aminados.
Estdo presentes em cerca de 20% das plantas e desempenham um papel
importante na defesa contra herbivoros e organismos patégenos. Devido a potente
atividade biolégica apresentada por essa classe de compostos, muitos dos
compostos ja isolados sdo explorados pelas suas propriedades estimulantes e
narcoticos. As diversas classes de alcaloides tém origem biossintética Unica. Apesar
da diversidade das vias metabdlicas, varias técnicas descobertas recentemente
contribuiram de maneira significativa para a compreensdo da biossintese de
alcaloides. As tecnologias baseadas em genoma, tais como, etiquetas de
sequéncias expressas, micro arranjo de DNA e analise prote6mica tem acelerado a
descoberta de novos componentes e mecanismos envolvidos na formacéo dos

alcaloides em plantas (Facchini, et. al.; 2008)
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7

O precursor do esqueleto aporfino ¢é estabelecido como 1-
benziltetraidroisoquinolino (Figura 6).

Figura 6 : Esqueleto basico dos alcaloides benziltetraidroisoquinolinicos

A biossintese de todos os alcaloides isoquinolinicos, benzilisoquinolinicos,
benziltetraidroisoquinolinicos, inicia com duas moléculas de L-tirosina, sendo que
uma das moléculas é descarboxilada para a forma tiramina e pode sofrer a agédo da
enzima fenol oxidase formando a L-dopamina. O esqueleto benzil da (S)-
norcoclaurina € formado pela transaminacdo da segunda molécula de L-tirosina
formando o &cido 4-hidroxifenilpirdvico que é, em seguida, descarboxilado para 4-
hidroxifenilacetaldeido. A condensacao da dopamina e 4-hidroxifenilacetaldeido pela
norcoclaurina sintase (NCS) leva a formacédo da (S)-norcoclaurina (Esquema 1).
Uma série de enzimas norcoclaurina 6-O-metiltransferase (6-OMT), coclaurina N-
metiltransferase (CNMT), (S)-N-metilcoclaurina-3-hidroxilase (NMCH) e 3-hidroxi-N-
metilcoclaurina-4’-O-metiltransferase  (4'OMT) produz (S)-reticulina de (S)-
norcoclaurina. Diversas reacdes de acoplamento intramolecular na (S)-reticulina
resulta na formacéo de varios esqueletos como protoberberinos, benzofenantridina e

morfinano (Facchini et. al.; 2008).
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MeO,

CYP80B1 HO

(S)-N-Metilcoclaurina (S)-3'-Hidroxi-N-Metilcoclaurina

lCYPSOBl

R;=H; Me Berberina

Alcaloides bisbenzilisoquinolinicos

(S)-Reticulina

Morfina

Esquema 1 : Biossintese dos alcaloides benzilisoquinolinicos

Alcaloides aporfinicos sdo formados em plantas pelo acoplamento oxidativo

intramolecular direto (orto-orto ou orto-para) da (S)-(+)-reticulina na forma do radical

bis-dienona (Stévigny et.al.; 2005) mostrado no Esquema 2.

Esquema 2 : Biossintese dos alcaloides aporfinicos
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O padréo de substituicdo de precursores benziltetraidroisoquinolinicos da
origem aos alcaloides aporfinicos correspondentes apesar de certas posicoes de O-
substituicdo, tais como C-3 ou C-7 surgir por oxidacdo do nucleo aporfinoide. A
metilacdo na posicdo C-7 pode ser induzida pela acdo metionina-S-adenosil.
Alternativamente, os alcaloides aporfinicos podem ser originados de um
intermediario proaporfino através da ciclizacdo orto-para de um di-radical
tetraidroisoquinolinico, protonacdo direta e subsequente rearranjo dienona-fenol

(Esquema 3).

Acoplamento
oxidativo
Me orto-para

S)-Orientali
(S)-Orientalina (S)-Orientalinona

Redug&o da dienona para
dienol

N~me
"
Migrac&o 1,2-aril com perda do grupo

de saida favorecido pela formacéao do
anel aromatico

(S)-Isotebaina
Orientalinol

Esquema 3 : Biossintese dos alcaloides aporfinicos a partir de um intermediario proaporfino

Outra classe de aporfinos que merecem destaque sdo os alcaloides
oxoaporfinicos. Eles usualmente apresentam coloragcdo amarela, laranja ou laranja
avermelhada devido ao alto grau de insaturacdo. Uma sequéncia racional de
transformacdes in vivo leva um aporfino ao seu oxoaporfino correspondente atraves

do intermediario deidro e dideidroaporfinos (Guinaudeau, et. al.; 1984), Esquema 4.
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Esquema 4: Biossintese dos alcaloides oxoaporfinicos

2.6. ESPECIES QUIMICAMENTE ESTUDADAS

Neste trabalho foram estudadas quatro espécies pertencentes ao género

Guatteria. Sdo elas: G. australis, G. ferruginea, G. latifolia e G. sellowiana.

Para a espécie G. australis (Figura 7) o estudo foi direcionado para a
composicdo dos 6leos essenciais obtidos das partes aéreas (galhos, caule e folhas)

e avaliacao de atividades antimicrobiana e antiproliferativa.

e Guatteria australis A. St.-Hil.: E conhecida como pindaiba-negra, pindaiba, imbid,
embui e cortica (Neto et. al.; 2012; Oliveira Filho et. al.; 2008) é endémica do Brasil e
ocorre desde a Bahia até o Rio Grande do Sul, e ao oeste até Goids. Em Minas
Gerais, ocorre no Vale do Rio Doce, Vale do Paraiba do Sul, Alto Rio Grande, Serra
da Mantiqueira, Planalto de Pocos de Caldas, Serra do Espinhaco e Noroeste do
estado. Na Serra Negra € comumente encontrada nas areas alagadas ou préximo a
cursos d'agua, no interior da mata ciliar, locais tipicos de ocorréncia da espécie, que
ocupa preferencialmente o sub-bosque. G. australis pertence a um complexo de

resolucdo taxondmica incerto, sendo comumente identificada como G. nigrescens
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Mart. A espécie G. australis € uma arvore, 2-10 m de altura, ramos jovens vilosos,
ramos adultos glabros. Folha com peciolo 3-7 mm de comprimento, levemente
canaliculado, coberto por tricomas adpressos; lamina foliar estreitamente eliptica,
10-17 x 2,5-4,1 cm, verde-escura, discolor, in sicco esverdeada a castanha,
cartdcea, face adaxial glabra, face abaxial esparsamente sericea, nervacao
broquidrodroma, 12-17 pares de nervuras secundéarias proeminentes em ambas as
faces, base atenuada, margem plana, apice cuspidado, cuspide 10-20 mm de
comprimento. Flor 1, axilar, pedicelo 20-27 mm de comprimento, 11 mm da base a
articulacdo, sericeo, bracteas caducas, sépalas triangulares com aproximadamente
5 x 5 mm, apice agudo, vindceas a atrovinaceas no botdo e nigrescentes na flor
madura, in sicco nigrescentes, livres, pétalas ovais a elipticas, as externas 10-12 x
3-6 mm, as internas 12-23 x 6-12 mm, apice agudo a cuspidado, verde clara a
amarelas quando maduras, as vezes maculadas de vinaceo, in sicco castanha a
nigrescentes, face baxial vilosa, densamente na base, face adaxial glabra, in sicco
amarelo-acastanhados, estames amarelos, in sicco castanhos, com
aproximadamente 2 mm de comprimento, carpelos de aproximadamente 3 mm de
comprimento, sericeos, castanhos, in sicco nigrescentes carpidios 20-22, elipsoides,
8-11 x 5 mm, atrovindceos quando maduro, estipitados, estipe de aproximadamente
9 mm de comprimento, sementes elipsoides de aproximadamente 10 x 5 mm (Neto,
et. al.; 2012).

Figura 7 : Imagem dos frutos da espécie Guatteria australis

Fonte: http://praticasembotanica.com/biblioteca/herbario-digital

e Guatteria ferruginea A. St.-Hil.: E conhecida popularmente como imbit-amarela e

embui-amarela (Oliveira Filho et. al.; 2008) e possui distribuicdo disjunta, sendo
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encontrada na costa brasileira, da Bahia (Ilhéus) ao Rio de Janeiro, no Mato Grosso
e na regido amazodnica, onde ocorre em floresta de terra firme. No dominio da
Floresta Atlantica, vegeta em floresta de restinga, de tabuleiro, higrofila, submontana
e montana, chegando até 1000 m de altitude em Santa Maria Madalena, RJ.
Coletada em flor e fruto durante todo o ano. A presenca de flor e fruto em um
mesmo individuo € comum. Quando cauliflora, a inflorescéncia é bastante vistosa.
Seu status de conservacéo é Baixo Risco por ser de ampla distribuicdo. Entretanto,
na Amazonia, encontra-se em populacdes escassas e fora de unidades de
conservagao, podendo tornar-se localmente mais ameacada. Na Floresta Atlantica
ocorre em diversas unidades de conservacdo e ndo estd ameacada. Essa espécie
caracteriza-se pelas folhas de grandes dimensbes (17-37,5 x 6,5-15,5 cm),
geralmente densamente cobertas por tricomas ferrugineos na face abaxial, apice
acuminado, sépalas e pétalas cobertas por tricomas ferrugineos na face abaxial e
pétalas com apice obtuso. G. ferruginea assemelha-se a G. pogonopus por possuir
folnas com até 30 cm de comprimento, flores com sépalas livres no botéao floral e
pedicelo floral curto. Quando glabras os espécimes sao caulifloros. G. burchellii
diferenciava-se de G. ferruginea somente pela caulifloria. Entretanto, G. ferruginea

(Figura 8) possui as vezes flores axilares e caulinares (Lobéo et. al.; 2012)

Figura 8 : Imagem da espécie Guatteria ferruginea

Fonte: http://vidanamataatlantica.blogspot.com.br/

e Guatteria latifolia Mart.: E popularmente conhecida como embira dura (Oliveira
Filho et. al.; 2008) e ocorre no estado de Minas Gerais, principalmente na cidade de
Ouro Preto e no Rio de Janeiro. E frequente no Parque Nacional de ltatiaia, onde

ocorre em orla de floresta submontana e ao longo de rios. Foi encontrada tambéem
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em floresta montana e altomontana, chegando a 1800 m de altitude. Seu status de
conservacao € em perigo. G. latifolia (Figura 9) sdo arvores ou arbustos 4-10 m de
altura, peciolo 5-8 mm de comprimento, lamina foliar 10-17 x 4-7 cm, estreitamente
eliptica a eliptica, glabra a esparsamente coberta por tricomas na face abaxial, base
aguda a cuneada, margem as vezes, ondulada, apice agudo a acuminado, acumen
de aproximadamente 1 cm de comprimento, Flor 1, axilar. Pedicelo 2,5-4,5 cm de
comprimento, botdes florais de aproximadamente 10-12 mm, triangular obovoides,
com sépalas conatas em toda a extenséao, sem linha de conacdo. Sépalas de 10-20
x 10 mm, as vezes conatas na base. Pétalas estreitamente elipticas, éapice
acuminado, 15-35 x 6-20 mm. Fruto com receptaculo 8-10 x 15-17 mm, calice as
vezes persistente, carpidios 15-45, 6-15 x 5-7 mm, elipsoides, estipes 20-30 mm de

comprimento (Lobdao et. al.; 2012).

Figura 9 : Imagem da espécie Guatteria latifolia

Fonte: Imagem cedida pela profa. Dra. Adriana Quintella Lobao

e Guatteria sellowiana Schltdl.: A espécie G. sellowiana (Figura 10) € endémica do
Brasil e ocorre na Bahia, Distrito Federal, Goias, Minas Gerais, Rio de Janeiro e
Espirito Santo. Popularmente € conhecida como pindaiba-verdadeira e pindaiba-de-
mata (Oliveira Filho et. al.; 2008) e seu status de conservacao € Baixo Risco , uma
vez que é frequente em diversas areas de conservacdo (Neto et.al.; 2012). Essa
espécie caracteriza-se pelas folhas estreitamente elipticas, densamente cobertas
por tricomas eretos, retos na face abaxial, 4pice agudo e pedicelos geralmente
curtos. Dentre as espécies de Guatteria presentes na Floresta Atlantica, € bem

caracteristica pelo denso indumento. E semelhante aos individuos com ramos e
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folhas cobertos por tricomas de G. australis, entretanto diferencia-se pelo pedicelo
curto. Arvores 2—25 m de altura, peciolo 2-8 mm de comprimento. Lamina foliar 5,5—
14 x 1,5-4 cm, estreitamente eliptica a eliptica, glabra a densamente coberta por
tricomas na face adaxial, densamente coberta por tricomas na abaxial; base aguda,;
apice agudo. Flor 1, axilar. Pedicelo 0,5-2,5 cm compr., frequentemente
densamente coberto por tricomas. Botdes florais 4-8 x 5-10 mm, triangular-ovoides.
Sépalas 2-5 x 3—4 mm. Pétalas estreitamente elipticas a elipticas, apice obtuso, 6—
20 x 4-10 mm. Fruto com receptaculo 4-7 x 5-11 mm, largamente depresso-
obovoide; carpidios 16-42, 5-8 x 4-5 mm, elipsoides; estipes 5-10 mm de

comprimento (Lob&o et. al.; 2012).

Figura 10 : Imagem da espécie Guatteria sellowiana

Fonte: http://www.ufjf.br/floraserranegra/herbario-virtual/angiospermas/annonaceae/guatteria-
sellowiana-schitdl

7z

Na tabela 3 é apresentada a classificagdo taxondmica das espécies
estudadas segundo Arthur Cronquist, 1981.
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Tabela 3: Classificagdo taxonémica das espécies em estudo.

Taxon

Reino Plantae

Divisado Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sub-Classe Magnoliidae

Ordem Magnoliales

Familia Annonaceae

Género Guatteria

Espécies G. australis, G. ferruginea, G. latifolia e G. sellowiana

2.7. SINTESE DE ALCALOIDES OXOAPORFINICOS

Métodos de Sintese

Alcaloides  oxoaporfinicos sdo uma subclasse de alcaloides
benzilisoquinolinicos e sdo amplamente distribuidos em plantas das familias:
Annonaceae, Araceae, Hernandiaceae, Lauraceae, Papaveraceae,
Rannunculaceae, Menispermaceae entre outras (Lee et al.; 2007). Estes sdo, muito
provavelmente, derivados da oxidacdo de alcaloides aporfinicos presentes nas
plantas. Esses alcaloides sédo, geralmente, coloridos de amarelo a alaranjado e que
podem variar a coloracdo quando na presenca de acidos minerais. Os alcaloides
oxoaporfinicos possuem um amplo espectro de atividades bioldgicas tais como:
antimicrobiana, antiviral, citotoéxica e inibicdo da agregacao plaquetaria. Oxoglaucina
(10) e liriodenina (11) sdo os comumente encontrados. A oxoglaucina tem atividade
imunomoduladora enquanto a liriodenina apresenta atividade inibidora da
topoisomerase I, bem como, atividade antiarritmica pela influéncia da producéo de
oxido nitrico nas células (Lee et. al.; 2007).
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CH30.

g
CH30 /

T
CH40

OCHj3

(10) (11)

Figura 11 : Estrutura dos alcaloides oxoglaucina (10) e liriodenina (11)

Em funcdo das diversas atividades bioldgicas descritas para os alcaloides

oxoaporfinicos diversas metodologias sintéticas tém sido desenvolvidas.

O alcaloide atherolina (17) foi sintetizado por Lee et. al.; 2007 a partir da (+)-
boldina comercial (Esquema 5). A monometilagdo da boldina com cloreto de
trimetilfenilaménio em dimetilformamida (DMF) sob alta diluicdo forneceu uma
mistura de 2- e 9-éter-metil-boldina que foram separados pela conversdo em seus
respectivos derivados triflatos (triflato de N-metil-laurotetanina e triflato de
predicentrina) pelo tratamento com N-fenil-bis(triflurometil-sulfonimida). A oxidacéo
do triflato de N-metil-laurotetanina com acetato de manganés Ill (MTA) em acido
acético forneceu o triflato de atherolina que com a desprotecéo do grupo triflato pelo
tratamento com KOH-MeOH produziu a atherolina em quatro etapas e rendimento
global de 20%.

Cloreto de

Trimetilfenilaménio N-fenil-bis

- . (trifluorometilsulfonimida)
t-BuOK, DMF, 90°C =
12 horas K,COg3, TEA, CH,Cls,

72 horas

a2 (13) @ a9

MTA, AcOH, 70°C
72 horas

CH3O. \ CH30. \
CHL0 ‘ ZN KOH-MeOH CHAO O ZN
ta, 2 horas

CH30

OH  (17) OoTf  (16)

Esquema 5 : Metodologia para a sintese do alcaloide oxoaporfinico atherolina (17)
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Outro trabalho descrito por Hu, et. al.; 2007 relata que alcaloides
oxoaporfinicos sdo agentes imunossupressores e podem ser empregados no
tratamento da artrite reumatoide. Nesse trabalho é relatado a sintese da

oxodiscoguattina (29), mostrada no Esquema 6.

A sintese inicia-se pela metilacdo do 3,5-diidroxi benzoato de metila para a
forma 3,5-dimetoxibenzoato de metila, seguido pela reducdo do grupo benzoato e
substituicdo por N-bromosuccinimida. Posteriormente leva ao acido 2-bromo-3,5-
dimetéxifenilacético (23), através da hidrolise da nitrila correspondente que acoplada
com 3,4-metilenodioxi-feniletilamina catalisada por cloridrato de N-etil-N’-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e 1-hidroxibenzotriazol (HOBt). A amida (24)
€ entdo submetida a ciclizagdo de Bischler-Napieralski pelo tratamento com
oxicloreto de fésforo, reducdo com boroidreto de sddio e protecdo com dicarbonato
de di-t-butil (Boc,0O) para dar a amina (27). A sintese da oxodiscoguattina (29) foi,
finalmente, realizada com 6,7% de rendimento global através da orto-arilagdo
intramolecular usando paladdio como catalisador, seguido pela oxidagéo por iodo em

refluxo com etanol.

Br
HO. COOCH3 CH30 COOCH3 CHg CH30
OH OH
2 eq. CHsl, K,CO3 LiAIH,, THF NBS, CHCl;
—_— _— —_—
acetona, refluxo, 6 horas ta, 4 horas ta, 8 horas
OH OCH3 OCH3 OCHs
(18) Br (19) (20) 1)
NH;
CH30.
MsCl, CH,Cl,  NaCN, DMFCTS CN  NaOH, MeOHCH:O coon Z]@N
0,
0°C, 2 horas ta, 8 horas refluxo, 8 horas EDC HOB, CH,Cl,
ta, 8 horas
OCHs OCHs
(22) (23)
Br I‘—|
CHs N Q 8 eq. POCI3, CH3CN, ‘ Boc,0, 2N NaOH(aq)/ . N\
\/\C[ > __ refluxo,3horas O 1,4-dioxano (viv, 1/2) oc
fniihetintnd W
o o T NaBHs MeOH . CH:O ta, 2 horas CHsO
OCH3 ‘
Br Br
(24)
@ ocH, OCHz  (26)
Pd(OAc)z CysP, Cs,CO4 g TFA, CHxCl, O NH I2, NaOAc, EtOH N
—_— —_——>
atm. Ar, 100°C, 8 horasCHso O ta, 1,5 horas CHs0. ‘ refluxo, 6 horas X
(o]
OCH
Y] OCH; (28) OCH: (29

Esquema 6 : Metodologia empregada para a sintese do alcaloide oxodiscoguattina
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Além das atividades biologicas apresentadas, Gu et. al.; 2009 relata a
sintese de derivados oxoaporfinicos que apresentaram potente atividade inibidora de
acetilcolinesterase (AChE).

A sintese do 4-carboxilico amida-7-oxo-7H-dibenzo[de,g]quinolina (35a-h) foi
realizada como mostrada no Esquema 7. A preparacdo 7-0x0-7H-
dibenzo[de,g]quinolina-4,5-dicarboxilato de dimetila (31) foi realizada pelo método
descrito por Gu et al.; 2009. A hidrolise do composto (31) usando hidréxido de
potdssio resultou na obtencdo do composto (32) com 92% de rendimento. A
descarboxilacdo do composto (32) levou a formagdo do composto (33) com
rendimento de 73%. A amidificacdo do composto (33) usando as aminas apropriadas
e diversos agentes de acoplamento como cloroformato de etila, DCC-DMAP levou
aos derivados (34a-j) em bons rendimentos (51-68%). Os derivados quaternarios

(35a-h) foram obtidos pelo tratamento com iodeto de metila em cloroférmio.

COOH

AN
Eter difenilico N
— —
190%C ‘
X
S

(33)

COOCH;
CH30— o

N\ X COOCH;3
Q DMAD, tolueno _N KOH, CH30H, H,0
_— _—
refluxo, 8 dias ‘ 65°C
e
(30) (1)

CONH(CH)NR CONH(CH,),NR
|

X X CHs
NH,(CHz)nNR, PyBOP N CHal, CHClg
- . " s N
DME, 65°C ta, 24 horas
| S

(34a-)) (35a-h)
(34a) n=2 B (35a)n=2 N o
@apyn=3 R="N 0O @byn=3 - N/
(34c)n=2 @35c)n=2 _ ¥
(34dyn=3 R=— ) @sdyn=3 R= /N
= (35e)n=2 +

ESZ?)’””: 32 R=—N(CHa) @35f) n=3 R=""N(CHy)s
34 =2 (35g)n=2 +

234% :=3 R=—N(CzHs). (@sh)n=3 R=""N(CaHs)
(34iyn=2 CHs
(34)n=3 R= —OH

Esquema 7: Sintese de derivados oxoaporfinicos (35a-h)
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2.8. BIOTRANSFORMACAO

Aspectos Gerais

Historicamente, o potencial metabdlico dos microrganismos inseriu-se
naturalmente em aspectos fundamentais da vida humana. Assim, fungos
unicelulares, as leveduras, apresentam peculiaridades metabdlicas que permitiram o
seu uso de forma empirica na producdo do pao e do vinho, alimentos simbdlicos na
histéria da humanidade. Os antigos egipcios, no preparo do seu pao, mantinham a
massa, uma simples mistura de farinha e agua, aquecida até a formacéo de bolhas,
indicativo, hoje sabemos, da liberacdo de CO, em consequéncia da sua
fermentacdo. Assim, a contaminacdo natural, ndo apenas da massa do p&o, mas
também de uvas e graos de cevada, com a levedura Saccharomyces cerevisiae e a
sua subsequente fermentacgéo originaram o vinho e a cerveja que até os dias de hoje
fazem parte dos nossos habitos alimentares. Sdo produzidas por ano centenas de
toneladas de leveduras utilizadas para producdo de pao, vinho, cerveja, bebidas
destiladas, cidra, saqué e licores. Outro importante produto industrial derivado de S.
cerevisiae, cujas ceélulas séo ricas em proteinas, acidos nucléicos, vitaminas e sais
minerais e apresentam niveis negligenciaveis de triglicerideos, é o extrato de
levedura que tem importantes aplicacbes na industria alimenticia e na de
fermentacdes industriais, servindo como componente do meio de fermentagdo
(Pereira Junior, 2008).

Outras leveduras dos géneros Torulopsis e Candida, capazes de crescer em
melaco ou em licor sulfitico, subprodutos da fabricacdo de acglcar e da industria de
papel, respectivamente, sdo utilizadas para o tratamento destes residuos industriais.
A biomassa microbiana formada pode ser, subsequentemente, utilizada como fonte
de proteina para alimentagdo animal (Pereira Junior, 2008).

A diversidade microbiana dos fungos é grande, estimando-se um namero de
espécies entre 100.000 e 250.000. A comercializacdo de produtos terapéuticos
microbianos iniciou-se ha mais de 50 anos com a penicilina. O uso de manipulaces
genéticas, basicamente técnicas de mutacdo associadas a otimizacdo do processo

fermentativo, incluindo o desenvolvimento de meios, permitiram a melhoria do
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processo de producdo do antibiético, cuja concentracdo passou de 0,06 para 26 g/L
(Pereira Junior, 2008).

Os processos levados a cabo por agentes bioldgicos sdo denominados de
Bioprocessos e definidos como um conjunto de operacbes que efetuam o
tratamento da matéria-prima/residuo, o preparo dos meios, a esterilizacdo (quando o
processo demandar) e a transformacdo do substrato em produto(s) por rota
bioguimica, seguida de processos de separag¢do e purificacdo de produto(s). Sao
consideradas expressdes sinonimias: processos fermentativos com microrganismos
naturalmente ocorrentes ou recombinantes, processos biotecnoldgicos, processos
com células animais ou vegetais, processos enzimaticos ou 0s tratamentos
biolégicos de residuos e efluentes. A distincdo entre Bioprocessos e Processos
Quimicos esta calcada na natureza dos catalisadores utilizados em suas reacoes.
Os Bioprocessos sdo conduzidos mediante acdo de agentes biologicos, sendo,

portanto, as transformacdes catalisadas enzimaticamente (Pereira Junior, 2008).

As reacdes de biotransformacéo consideradas também de transformacao
biotecnolégica incluem uma variedade de processos, ordenados de acordo com o
namero de etapas biologicamente realizadas e a complexidade dos substratos: (i)-
Fermentacbes — transformam materiais brutos tais como agucares, metanol,
misturas industriais como fontes de carbono com células em crescimento para
produtos alvos mais complexos; (ii)- Fermentacao precursora — utiliza-se substratos
de partida definidos, os quais transformados no produto alvo desejado com o uso de
células em crescimento; (iii)- Biotransformac¢des — transformacdo de precursores
definidos em uma série de etapas definidas (porém nem todas conhecidas) para o
produto alvo desejado, com o uso de enzimas ou células totais; (iv)- Enzimas
purificadas — sdo pouco utilizadas para a producédo de produtos quimicos, mas sao
muito importantes na quimica fina para a obtencdo de compostos ativos Uteis para a

area farmacéutica (Marsaioli, 2010).

A exposicao diaria a uma variedade de compostos estranhos (xenobidticos)
€ capaz de levar a absorcao deles através dos pulmdes, da pele ou ingeridos, nédo
intencionalmente, como contaminantes nos alimentos e na agua ou,
deliberadamente, na forma de medicamentos com fins terapéuticos ou ndo. A

exposicao a xenobioticos pode ser inadvertida e acidental, as vezes inevitavel.
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Alguns sado inofensivos; outros, porém, podem provocar respostas biolégicas de
natureza farmacoldgica ou téxica. Essas respostas bioldgicas geralmente dependem
da conversdo da substancia absorvida em um metabdlito ativo ou ndo, com a

finalidade principal de ser eliminada (Oshima-Franco et. al.; 2003).

Neste contexto, a biotransformacdo € a alteracdo quimica ocorrida no
xenobidtico no organismo, comumente sob a acdo de enzimas especificas e/ou
inespecificas. Juntamente com os fenbmenos de absorcao, distribuicdo e excrecao,
ela participa da regulacdo de niveis plasméaticos de drogas. A biotransformacéao,
portanto, € um processo alternativo, em que o0s metabdlitos formados possuem
propriedades diferentes das drogas originais, com caracteristicas mais hidrofilicas,

tendo por objetivo facilitar a excrecao pelo organismo (Oshima-Franco et. al.; 2003).

As enzimas podem ser obtidas de diversas fontes animais e vegetais, porém
0S microrganismos se apresentam como fontes muito promissoras devido a seu
pequeno ciclo de vida e a facilidade de manipulacdo e manutencdo. Fungos,
leveduras e bactérias tém sido submetidos a intensos programas de triagens, muitas
vezes aleatorias, na pesquisa de enzimas uteis. A demanda por novos produtos de
uso veterinario, agroquimico, farmacéuticos e qualquer outro que seja usado para
mediar ou controlar interacdes entre sistemas vivos, é cada dia maior, infelizmente
para a humanidade, e principalmente para os povos nos paises em desenvolvimento

econdmico (Marsaioli, 2010)

As principais caracteristicas das biotransformacdes sédo a regio, quimio,
estereosseletividade e a sua capacidade de realizar a reagdo em meios menos
agressivos, reduzindo os impactos ambientais quando comparados com sinteses
quimicas por emitirem menor carga de residuos industriais, produzirem residuos e

produtos biodegradaveis (Marsaioli, 2010).

Particularmente, em relacdo aos alcaloides, muitos esforcos tém sido
direcionados para a identificacdo de novos catalisadores bioldgicos para a
transformacdo de alcaloides. Sistemas de transformacdes microbianas tém a
vantagem sobre sistemas vegetais em que a producdo de biomassa pode ser
alcancada rapidamente e sistemas genéticos microbianos sdo geralmente bem
entendidos. Transformagdes microbianas podem mimetizar catabolismo dos

mamiferos, e por isso pode permitir a producdo de intermediarios Uteis ou
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metabolitos em grandes quantidades sendo suficientes para permitir a identificacao
e utilizacdo de toxicidade da droga em estudo. A expressao individual das enzimas
envolvidas na biossintese de alcaloide em hospedeiros heterdlogos, tais como
bactérias, permite a analise detalhada dos mecanismos cataliticos que pode ser
desconhecido na quimica orgéanica sintética. A natureza policiclica complexa de
muitos alcaloides e a presenca de grupos funcionais podem efetuar modificagbes
quimicas de um processo dificil e demorado que muitas vezes resulta em baixos
rendimentos. Transformacfes microbianas oferecem a utilizacdo de enzimas com
elevada estéreo-especificidade, eliminando a necessidade de proteger e de
desproteger grupos funcionais. Como tal, eles sdo uma alternativa atraente para o
quimico sintético, dado que, em geral, eles operam em niveis de pH e de

temperatura reduzidos (Bruce, et. al.; 2002).

Na literatura sdo encontrados diversos relatos de transformacdes
microbianas para alcaloides. Exemplo disso, € a transformacdo do alcaloide
esteroidal dictioflebina (36) pelo fungo Rhizopus stolonifer apos 12 dias de

incubacéo, Esquema 8.

(37)

Rhizopus (38)

stolonifer

(39)

Esquema 8: Biotransformacéo da dictioflebina (36) pelo fungo Rhizopus stolonifer

A transformacao microbiana levou a formacao de trés produtos de oxidacao
(37-39), sendo que o composto (37) foi considerado inédito. As atividades inibidoras

da acetil e butirilcolinesterase foram avaliadas e verificou-se que a atividade do
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produto biotransformado (37) foi mais potente que a do composto (36) (Devkota, et.
al.; 2007).

Em outro relato, El Sayed, 2000, descreve a biotransformacao do alcaloide
benzilisoquinolinico papaveraldina (40) pelo fungo Mucor ramannianus através da
reducdo estereoseletiva do grupamento cetona e o isolamento do S-papaverinol (41)

e S-papaverinol N-oxido (42), Esquema 9.

H3CO N
‘ N
HsCO =
OCH3z  Mucor
O —_—
ramannianug
OCHjg

(40)

(42)

Esquema 9: Biotransformacao da papaveraldina (40) pelo fungo Mucor ramannianus

A reacdo de biotransformacdo descrita por Bruce et. al.; 1998 relata a
oxidac&o da morfina (43) pelo fungo Cylindrocarpon didymum levando ao produto 2,
2’-bimorfina (44), Esquema 10.

N Cylindrocarpon didymum
I >

CHs;

(43)

(44)

Esquema 10: Biotransformacéo da morfina (43) pelo fungo C. didymum
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O estudo descrito por Hufford et. al.; 1999 relata que o alcaloide aza-
oxoaporfinico sampagina (45) € metabolizado por um série de fungos. Usando a
técnica de fermentacao padrdo em dois estagios com os fungos Beauvaria bassiana,
Doratomyces microsporus e Filobasidiella neoformans produziu-se o conjugado 4’-O-
metil-B-glicopiranose (46), enquanto que com o0s fungos Absidia glauca,
Cunninghamella elegans, Rhizopus arrhizus produziram o conjugado S-glicopiranose
(47). Ambos os compostos (46) e (47) (Figura 12) tiveram significante atividade in
vitro contra o fungo Cryptococcus neoformans.

74 X = = = 74 |
Nx | N HN X IN HN N
OH
o end o HOHWO
HO

(45) (46) (47)

Figura 12 : Produtos de biotransformacgao da sampangina por fungos em diversos estagios.

Neste contexto da transformacdo microbiologica de alcaloides por fungos,
nos propusemos verificar a biotransformacdo do alcaloide oxoaporfinico 7-oxo-7H-
dibenzo-quinolina-4,5-dicarboxilato de dimetila e seus precursores sintéticos com 0s

fungos Aspergillus flavus e Rhizopus orizae.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

- Este trabalho tem como principal objetivo realizar o isolamento e
identificacdo dos alcaloides presentes nas espeécies, avaliar as atividades
antimicrobiana e antiproliferativa de espécies de Guatteria, assim como, a sintese de
um alcaloide oxoaporfinico e seu comportamento frente a reacdes de

biotransformacao.

3.2. ESPECIFICOS

- Isolamento e identificagdo dos alcaloides presentes nas partes aéreas das

espécies vegetais, G. ferruginea, G. latifolia e G. sellowiana;

- Extracdo e caracterizacdo dos constituintes volateis presentes nas

espécies G. australis, G. ferruginea, G. latifolia e G. sellowiana;

- Realizacdo de ensaios de atividade antimicrobiana e antiproliferativa dos
extratos e fracdes das espécies G. ferruginea, G. latifolia e G. sellowiana e dos 6leos

essenciais das espécies G. australis, G. ferruginea, G. latifolia e G. sellowiana;

- Sintese do alcaloide oxoaporfinico 7-oxo-7H-dibenzo-quinolina-4,5-

dicarboxilato de dimetila;

- Avaliagdo do potencial antimicrobiano e antiproliferativo do alcaloide

oxoaporfinico sintetizado, bem como dos precursores e intermediarios sintéticos;

- Realizagédo de ensaios de biotransformacdo com o alcaloide sintetizado,

precursores e intermediarios sintéticos.
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4. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

4.1. SUPORTES PARA CROMATOGRAFIA

e Cromatografia em coluna (CC): As quantidades de amostras a serem
submetidas a cromatografia foi um fator determinante para a escolha do
comprimento e diametro das colunas de vidro. Para os fracionamentos

cromatograficos foram utilizados as seguintes fases estacionarias.

- Gel de silica 60 para cromatografia em coluna com 0,063 — 0,200 mm (70 —
230 mesh ASTM), Merck, Darmstadt, Alemanha. A quantidade de silica foi de

aproximadamente 20 vezes a massa da amostra a ser purificada;

- Alumina Neutra: Oxido de aluminio 90 ativo neutro (grau de atividade 1),
para cromatografia em coluna, 0,063 — 0,200 mm (70 — 230 Mesh ASTM), Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha.

- Gel de silica 60 impregnada com NaHCO3: Cerca de 1000 mL de uma
solucédo de bicarbonato de sodio 10% foi adicionado a 300 g de gel de silica para
coluna 0,063 — 0,200 mm (70 — 230 Mesh ASTM). Apd6s completa adicdo a solucao
foi agitada para que bolhas existentes fossem eliminadas. Posteriormente, a silica foi
mantida em repouso por 24 horas. Apés esse periodo a silica foi filtrada em funil de
Blchner para tirar 0 excesso de solucdo de bicarbonato de sodio. Em seguida foi
armazenada em uma capsula de porcelana e mantida em estufa a 180°C até

secagem completa.

e Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA):  As cromatografias
em camada delgada foram realizadas em cromatofolhas de aluminio contendo gel
de silica 60 e indicador de fluorescéncia Fzs4 (0,2 mm de espessura), Merck,

Darmstadt, Alemanha.

e Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP):  As analises em
escala preparativa foram realizadas em placas de vidro tamanho 20 x 20 cm,
espessura de 1,0 mm de gel de silica 60 da Merck, com indicador de fluorescéncia

F.s4. As faixas foram reveladas sob luz ultravioleta nos comprimentos de onda de
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254 e 366 nm. As amostras foram extraidas utilizando solventes como cloroférmio,

acetona ou metanol.

e Reveladores: A revelacédo das substancias foi feita sob luz ultravioleta nos
comprimentos de onda de 254 e 366 nm, solucdo de aldeido anisico (anisaldeido) e

reagente de Dragendorff.

e Solventes: Nas analises cromatograficas foram usados solventes das
marcas Merck, Synth, Vetec e Sigma Aldrich P.A. Para a obtencéo de espectros de

RMN foram utilizados solventes deuterados das marcas Merck e Aldrich.

4.2. EQUIPAMENTOS

- As analises de Ressonancia Magnética Nuclear foram realizadas em
Espectrdmetro de RMN Bruker DPX 200 operando em 200 MHz para nucleos de
hidrogénio e 50 MHz para nucleos de carbono-13. As amostras foram solubilizadas
em solventes deuterados, utilizando tetrametilsilano (TMS) como padrao interno de
referéncia. Os deslocamentos quimicos (8) estdo expressos em parte por milhdo

(ppm) e séo dados em relacédo ao TMS com & = 0 ppm.

- As andlises de Ressonancia Magnética Nuclear em duas dimensdes foram
realizadas em um Espectrometro Avance 400 operando a 400 MHz para ndcleos de
hidrogénio e 100 MHz para nucleos de carbono-13. As amostras foram solubilizadas
em solventes deuterados, utilizando tetrametilsilano (TMS) como padrao interno de
referéncia. Os deslocamentos quimicos (8) estdo expressos em parte por milhdo

(ppm) e sdo dados em relacédo ao TMS com & = 0 ppm.

- As andlises de espectrometria de massas foram realizadas em
equipamento micrOTOF-QII, da Bruker Daltonics (Billerica, MA, EUA) pelo Prof. Dr.
Norberto Peporini Lopes (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo). A técnica utilizada para a obtencdo dos espectros de

massas foi a ionizacao por electrospray (IES-EM).

- As andlises dos constituintes volateis foram realizadas em um

cromatografo a gas de alta performance Shimadzu GC-2010 com GCMS-QP2010
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Plus equipado com um auto amostrador Shimadzu AOC-20i com uma coluna capilar
Rtx-5MS nas dimensdes (30m x 0,25mm x 0,25 um), operando sob condi¢cbes de
temperatura programada de 60° C a 250° C a 3°C por minuto e temperatura do
injetor de 250°C, com um volume de injecdo de 1L, no modo Split (razdo de 1:10).
A fonte de ions foi ajustada a 300°C analisando massas entre 40 e 350 m/z, usando
como géas de arraste hélio a uma pressdo de 59 kPa com fluxo de 1,02 mL.min™* e

velocidade linear de 36,8 cm.s™*, modo de ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV.

- Nos experimentos de biotransformagé&o foram utilizados: Autoclave vertical
para esterilizacdo dos materiais e meios de cultura, marca Phoenix, Camara de
Fluxo Laminar (Trox technic M536-AD4), Agitador incubador orbital Tecnal TE-421 a

28°C, 150 rpm e ultrassom ultrassonica Cleaner Unique USC700.
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5. COLETA E IDENTIFICACAO BOTANICA

A espécie G. sellowiana foi coletada em dois locais: A primeira coleta foi
realizada em dezembro de 2010 na Reserva Natural do Vale (19°14'45"S,
40°5'22"0), localizado na cidade de Linhares/ES. A Identificacdo da espécie foi feita
pelo botanico Prof. Dr. Renato Mello-Silva (USP-SP). A segunda coleta de G.
sellowiana foi realizada em fevereiro de 2011 no Parque Nacional de Itatiaia
(22°23'17"S, 44°40'29°0) localizado na cidade de Itatiaia/RJ, juntamente com a
espécie G. latifolia.

A espécie G. ferruginea foi coletada em fevereiro de 2011 no Parque
Nacional da Serra dos Orgdos (22°26'54"S, 42°59'0”0) localizado na cidade de
Teresopolis/RJ.

A espécie G. australis foi coletada em fevereiro de 2011 no Parque Nacional
da Tijuca (22°57'47"'S, 43°15’58") localizado no Rio de Janeiro/RJ.

As espécies G. sellowiana, G. latifolia, G. ferruginea e G. australis coletadas
no estado do Rio de Janeiro foram identificadas pela botanica Prof?. Dr®. Adriana
Quintella Lob&o da Universidade Federal Fluminense (UFF-RJ). Uma amostra de
cada espécie coletada foi depositada no herbario do Jardim Botéanico do Rio de
Janeiro e estao registradas sob os numeros G. australis (RB 517129), G. ferruginea
(RB 444448), G. sellowiana (RB, 415016) e G. latifolia (RB 518836).

5.1. EXTRACAO DOS CONSTITUINTES VOLATEIS

O estudo visando a extracéo e caracterizacao dos constituintes volateis das
partes aéreas foi realizado com as espécies G. australis, G, ferruginea, G. latifolia e

G. sellowiana.

Aproximadamente 25 g das partes aéreas, devidamente secas e trituradas
de cada espécie foram submetidas a hidrodestilacdo por 4 horas utilizando-se
extrator do tipo Clevenger. Apos o término das hidrodestilacbes, o 6leo obtido foi

recolhido em um frasco e o extrator foi lavado com hexano ultra puro para remocao
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de qualquer traco de 6leo retido no aparelho. O hidrolato foi extraido com hexano
ultra puro (3 x 1,0 mL) e a fase hexanica foi secada com sulfato de sddio anidro. As

extracOes foram realizadas em duplicata para cada uma das espécies em estudo.

5.2. ANALISE DOS CONSTITUINTES VOLATEIS POR CG-EM

Foram preparadas solu¢des dos 0leos essenciais de cada uma das espécies
de acordo com a Tabela 4 e analisadas em cromatégrafo a gas, cujas

especificacdes encontram-se detalhadas no item 4.2.

Tabela 4: Concentracao das solugdes dos constituintes volateis das espécies de Guatteria.

Replicata (mg.mL ™)

Espécie 1 2
G. australis 1,0 19
G. ferruginea 1,0 1,0
G. latifolia 11 11
G. sellowiana 1,8 1,9

5.3. ESTUDO FITOQUIMICO DE G. latifolia

As partes aéreas, secas e moidas de G. latifolia (1,3 Kg) foram submetidas a
remaceracdo em metanol a frio para obtencao do extrato bruto (101, 46 g - 7,8 % de

rendimento).

Com o objetivo de isolar, prioritariamente, os alcaloides, o extrato bruto
metandlico foi submetido ao procedimento de extracdo acido-base que é tipico para
essa classe de compostos e as placas cromatograficas foram reveladas com
reagente de Dragendorff. O procedimento empregado segue de acordo com o

Esquema 11.
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Extrato bruto metandlico
de G. latifolia

1)- Dissolugdo em 1,5 L de solugéo de
acido acético 10% (v/v)

2)- Agitagdo constante por 24 horas

=

Porcao soltvel na solugao
aquosa de acido acético
10% (v/v)

=

Porcao insolavel na
solugdo aquosa de 4cido
acético 10% (v/v)

1)- Dissolugao em diclorometano (DCM)

2)- Filtrag&o a vacuo em funil de Buchner

3)- Concentragéo do filtrado

4)- Dissolugdo em 500 mL de 4gua/metanol (1:1)

5)- Extrag8o com éter de petrdleo, diclorometano e
acetato de etila (3 x 100 mL) cada solvente.

Fragéo Eter de Frac&o
Petréleo Diclorometano

£

Fracdo Acetato de ) Fracéo
Etila Agua/Metanol

Esquema 11 : Procedimento empregado para obtencdo das fracdes de diferentes polaridades
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Porcéao solavel na solugdo
aquosa de acido acético 10%
(VIv)

1)- Agitacéo por 24 horas
2)- Filtrag&o a vacuo em funil de Buchner
3)- Filtrado dividido em 3 porc¢des de aproximadamente 500 mL

4)- Extracéo do filtrado com diclorometano (4 x 100 mL) cada

porcao
Fase Orgénica | Fase Aquosa Acida
(substancias neutras) (Alcaloides protonados)
1)- Basificagdo com NH,OH concentrado até pH 12
2)- Agitacao por 24 horas
3)- Filtrag&o em funil de Biichner
4)- Filtrado dividido em 3 porcdes de aproximadamente
500 mL.
5)- Extracéo do filtrado com diclorometano (4 x 100
mL) cada porc¢éo.
Al Ilzrédg.ao Orgat1d|ca Al Ilzref\(;;'ao Orga:jlca Fracdo Aquosa Basica
caloidica extraida com caloidica extrai la com Resultante
diclorometano Acetato de Etila

Esquema 12 : Procedimento empregado para obtencao das fragdes neutra e alcaloidica.

Apés a extracdo da porcdo insollivel na solugdo aquosa de acido acético
10% (v/v) foi obtidas as fracbes Eter de Petrdleo, Diclorometano, Acetato de Etila e
Agua/Metanol. A fracdo Agua/Metanol apos analise por cromatografia em camada
delgada verificou-se a auséncia de alcaloides e entdo foi descartada. A porcao
solavel na solugdo acido acético 10% (v/v) foi submetida a agitacdo por 24 horas,
filtrada a vacuo e extraida com diclorometano. Dessa forma, obtiveram-se duas
fases, sendo elas: a Fase Organica |, onde encontrava as substancias neutras e,
alcaloides com menor basicidade e a Fase Aquosa Acida onde se encontrava 0s
alcaloides com maior basicidade na forma protonada. A Fase Aquosa Acida foi
basificada com hidréxido de aménio até pH 12 mantida em agitacdo por 24 horas,

filtrado a vacuo e extraido com diclorometano. Esse procedimento resultou na
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obtencdo de trés novas fragbes que foram denominadas de Fracdo Alcaloidica
extraida com diclorometano, Fragdo Alcaloidica extraida com Acetato de Etila e
Fracdo Aquosa Basica Resultante. Na tabela 5 encontram-se os valores das massas

obtidas ap0ds a extracao acido-base.

Tabela 5: Valores das massas obtidas apos a extracédo acido-base

Cadigo Fracao Massa (Q)
A Fracéo Eter de Petrdleo 3,175
B Fracao Diclorometano 10,481
C Fracéo Acetato de Etila 0,821
D Fracdo Organica Alcaloidica em Diclorometano 0,374
E Fracdo Organica Alcaloidica em Acetato de Etila 0.169

5.3.1. ESTUDO DA FRACAO D

A fracdo D (0,374 g) foi submetida a cromatografia em coluna empacotada
com gel de silica utilizando como eluentes heptano/acetato de etila 90%, acetato de
etila, acetato de etila e metanol combinados em ordem crescente de polaridade.
Dessa coluna foram obtidas 110 fracGes de aproximadamente 25 mL cada. Apos
andlise dessas fracdes por cromatografia em camada delgada elas foram agrupadas
resultando em 7 novas fragbes, conforme mostrado na Tabela 6.

Tabela 6: Fracionamento resultante da fracéo orgéanica alcaloidica (diclorometano)

Cadigo Fracdes Agrupadas Massa (mg)
D1 01-12 46,3
D2 13-23 28,2
D3 24-43 55,1
D4 44-53 45,0
D5 54-70 35,5
D6 71-83 32,8
D7 84-110 71,3

5.3.2. ESTUDO DA FRACAO D4

A fracdo D4 (45 mg) foi submetida a cromatografia em camada delgada

preparativa e eluida com acetato de etila/acetona/hidréxido de aménio (75:65:10). A
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placa quando analisada sob luz ultravioleta revelou a presenca de quatro faixas
distintas que foram separadas e extraidas com acetona. Tal procedimento resultou

no isolamento de uma substancia denominada de GL-1 (5,2 mg).

5.3.3. ESTUDO DA FRACAO B

A fracdo B (10,481 g) foi submetida a cromatografia em coluna empacotada
com gel de silica, utilizando como eluentes heptano, heptano/acetato de etila,
acetato de etila, acetato de etila/metanol em combinacgdes crescentes de polaridade,
conforme mostrado na Tabela 7.

Tabela 7: Fracionamento por cromatografia em coluna de gel de silica da fragcao B

Cadigo Fracao Massa (9)
Bl Heptano 0,0298
B2 Heptano/Acetato de Etila 25% 2,3033
B3 Heptano/Acetato de Etila 50% 1,7121
B4 Heptano/Acetato de Etila 75% 1,1449
B5 Acetato de Etila 0,3834
B6 Acetato de Etila/Metanol 25% 1,9771
B7 Acetato de Etila/Metanol 50% 0,6920
B8 Acetato de Etila/Metanol 75% 0,2127
B9 Metanol 0,1021

Das fracOes obtidas a fracdo B6 foi a, inicialmente, escolhida para estudo,

pois ao analisa-la por CCD verificou-se a presenca de alcaloides.

5.3.4. ESTUDO DA FRACAO B6

A fracdo B6 (1,9771 g) foi submetida a fracionamento por cromatografia em
coluna empacotada com gel de silica utilizando como eluentes heptano,
heptano/acetato de etila 50%, acetato de etila, acetato de etila metanol 50% e

metanol, conforme mostrado na Tabela 8.
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Tabela 8: Fracionamento por cromatografia em coluna de gel de silica da fracdo B6

Cadigo Fracao Massa (g)
B6.1 Heptano 0,00
B6.2 Heptano/Acetato de Etila 50% 0,7055
B6.3 Acetato de Etila 0,0860
B6.4 Acetato de Etila/Metanol 50% 0,3154
B6.5 Metanol 0,5681

5.3.5. ESTUDO DA FRACAO B6.2

A fracdo B6.2 (0,7055 g) foi submetida a cromatografia em coluna
empacotada com gel de silica modificada com bicarbonato de sodio utilizando como
eluentes heptano/acetato de etila, acetato de etila, acetato de etila/metanol em
combinagdes crescentes de polaridade. Dessa coluna foram obtidas 144 fracGes de
aproximadamente 25 mL cada que ap0s analise por CCD foram agrupadas em 11

novas fracdes, conforme mostrado na Tabela 9.

Tabela 9: Fracionamento por cromatografia em coluna de gel de silica modificada com bicarbonato

de sodio da fragdo B6.2.

Cadigo Fracdes Agrupadas Massa (mg)
B6.2.1 01-02 11,5
B6.2.2 03-07 28,4
B6.2.3 08-53 84,6
B6.2.4 54-64 14,4
B6.2.5 65-77 66,1
B6.2.6 78-84 66,7
B6.2.7 85-95 61,2
B6.2.8 96-100 37,9
B6.2.9 101-110 101,0
B6.2.10 111-126 123,1
B6.2.11 126-144 103,2

5.3.6. ESTUDO DA FRACAO B6.2.4

A fracdo B6.2.4 (14,4 mg) foi submetida a cromatografia em camada delgada

preparativa (CCDP) e eluida com diclorometano/acetona 90%. A placa quando
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analisada sob luz ultravioleta revelou a presenca de trés faixas distintas que foram
separadas e extraidas com acetona. Tal procedimento resultou no isolamento de um

alcaloides denominada de GL-2 (3,8 mg).

5.3.7. ESTUDO DA FRACAO B6.2.3

A fracdo B6.2.3 (84,6 mg) foi submetida a cromatografia em coluna
empacotada com gel de silica modificada com bicarbonato de sédio e utilizou-se
como eluentes heptano/diclorometano, diclorometano e diclorometano/metanol em
combinagdes crescentes de polaridade. Dessa coluna foram obtidas 61 fragGes de
aproximadamente 25 mL cada. Apés analise por CCD essas fragcbes foram

agrupadas em 8 novas fracées de acordo com a Tabela 10.

Tabela 10: Fracionamento por cromatografia em coluna de gel de silica modificada com bicarbonato
de sddio da fragcdo B6.2.3

Cadigo Fracdes Agrupadas Massa (mg)
B6.2.3.1 01-07 8,1
B6.2.3.2 08-14 10,2
B6.2.3.3 15-29 6,3
B6.2.3.4 30-33 2,5
B6.2.3.5 34-38 3,2
B6.2.3.6 39-48 12,5
B6.2.3.7 49-53 17,3
B6.2.3.8 56-61 13,5

A fragdo B6.2.3.3 resultou no isolamento de um alcaloide que ap6s andlise
por Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e **C verificou-se tratar substancia ja
isolada denominada de GL-2 (6,3 mg). A fracdo B6.2.3.7 resultou no isolamento de

outro alcaloide denominado de GL-3 (17,3 mg).

5.3.8. ESTUDO DA FRACAO B6.2.3.8

A fracdo B6.2.3.8 (13,5 mg) quando analisada por CCD apresentou-se com
uma unica mancha com teste positivo frente ao reagente de Dragendorff. Apds
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anélise por Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e *3C verificou-se que tratava-se
de uma mistura de alcaloides denominada de GL-4 (13,5 mg).

5.4. ESTUDO FITOQUIMICO DE G. ferruginea

As partes aéreas secas e moidas (590,80 g) de G. ferruginea foi submetida a
remaceragcdo em metanol a frio. Dessa extragdo obteve-se o extrato bruto
metandlico (38,98 g - 6,50% de rendimento). O extrato bruto metandlico (38,98 g) foi
solubilizado em 600 mL de uma solu¢cdo aquosa de acido acético 10% (v/v) e
mantido sob agitacdo por 24 horas. Apos esse periodo, a solucédo foi filtrada a vacuo
em funil de Blchner e o filtrado foi dividido em duas por¢des de 300 mL e extraido
com cloroférmio (4 x 100 mL) cada porcdo. Para eliminar qualquer traco de agua,
fez-se a secagem com sulfato de sédio anidro, fornecendo a Fase Organica |
(contendo compostos neutros) e a Fase Aquosa Acida (contendo alcaloides
protonados). Posteriormente, a Fase Aquosa Acida foi basificada com hidroxido de
amonio concentrado até pH 12 e mantida, nhovamente, em agitacdo por 24 horas.
Apés esse periodo a solucao foi filtrada em funil de placa sinterizada e o filtrado foi,
novamente, dividido em duas porcdes de aproximadamente 350 mL cada. As
porcdes foram extraidas com cloroférmio (4 x 100 mL). Finalmente, a Fase Organica
Alcaloidica foi secada com sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada em
evaporador rotativo a pressdo reduzida. A Fase Aquosa Basica apos ser analisada
por CCD e verificar a auséncia de alcaloides a mesma foi descartada. No esquema

13 € mostrado o procedimento geral para a extracao acido-base.
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Extrato bruto metandlico
de G. ferruginea

1)- Dissolugdo em solugdo aquosa de acido acético
10% (v/v), 600 mL
2)- Agitacado por 24 horas

3)- Filtragdo em funil de Bichner, seguido por
extragdo com cloroférmio (4 x 100 mL) cada porgéo

Fase Orgéanica | Fase Aquosa Acida

1)- Basificagdo com NH,OH concentrado até pH 12
2)- Agitagédo por 24 horas
3)- Filtrag&o em funil de placa sinterizada

4) Extra¢@o com cloroférmio (4x 100 mL) cada por¢éo

Fase Organica Fase Aquosa Basica
Alcaloidica

Esquema 13 : Procedimento geral da extragéo acido-base

Os dados referentes a extracdo &cido-base do extrato metandlico de G.

ferruginea sdo mostrados na Tabela 11.

Tabela 11: Valores das massas obtidas apés a extracédo acido-base

Cadigo Fracéo Massa (g)
F Fase Organica Alcaloidica 0,343
G Fase Organica | 3,982

5.4.1. ESTUDO DA FRACAO F

A fracdo F (0,343 g) foi submetida a purificacdo por cromatografia em coluna
empacotada com gel de silica utillizando como eluentes cloroférmio,

cloroférmio/metanol em gradiente crescente de polaridade. Dessa coluna foram
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obtidas 67 fracdes de aproximadamente 25 mL cada. Apds analisadas por CCD

foram reagrupadas em 8 novas fragcbes, conforme mostrado na Tabela 12.

Tabela 12: Purificagdo por cromatografia em coluna de gel de silica da Fragdo F

Cadigo Fracdes Agrupadas Massa (mg)
F1 01-11 13,2
F2 12-19 45,1
F3 20-21 12,1
F4 22-32 56,2
F5 33-40 29,2
F6 41-43 13,3
F7 44-53 24,0
F8 54-67 17,7

Apos a andlise em CCD das 8 novas fracfes verificou-se que a fracdo F2
continha alcaloides e outras substancias com forte absorcdo sob luz ultravioleta.
Dessa forma, optamos por utilizar a técnica de cromatografia centrifuga em camada

delgada (Cromatotron) para purificacéo de F2.

5.4.2. PURIFICACAO DA FRACAO F2

A fragdo F2 (45,1 mg) foi solubilizada em acetona e submetida a
cromatografia centrifuga em camada delgada. A placa utilizada foi lavada com
acetona e, entdo, a fracdo foi aplicada utilizando como eluentes éter de
petrdleo/acetona 50%, acetona, acetona/metanol 50% e metanol. Desse processo
cromatografico foram obtidas 33 fragbes de aproximadamente 50 mL cada. As
fracbes foram analisadas por CCD e as fracbes semelhantes foram agrupadas

resultando em 6 novas fracbes conforme mostrado na Tabela 13.
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Tabela 13: Purificagédo da Fragéo F2 por cromatografia centrifuga em camada delgada

Cadigo Fracdes Agrupadas Massa (mg)
F2.1 01-03 25
F2.2 04-08 31
F2.3 09-11 0,9
F2.4 12-16 2,1
F2.5 17-29 32,4
F2.6 30-33 1,1

5.4.3. PURIFICACAO DA FRACAO F2.5

A fracdo F2.5 (32,4 mg) foi submetida a cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP) utilizando como eluente acetona/metanol 10%. Apoés
visualizacdo da placa sob luz ultravioleta e revelacdo parcial com reagente de
Dragendorff observou-se a presencga de quatro faixas distintas que foram separadas
e extraidas com acetona/metanol 50%. As faixas quando analisadas por
Ressonancia Magnética Nuclear de *H mostraram que as mesmas encontravam-se
em misturas e pelo fato de apresentarem baixas quantidades, tal procedimento néo

resultou no isolamento de substancias.

5.4.4. ESTUDO DA FRACAO G

A fracdo G (3,982 g) foi submetida a cromatografia em coluna empacotada
com gel de silica utilizando como eluentes cloroférmio, cloroférmio/acetona, acetona,
acetona/metanol 10% e metanol. Dessa coluna foram obtidas 124 fracdes de
aproximadamente 25 mL cada que apds analisadas por CCD foram agrupadas em

14 novas fragces conforme mostrado na Tabela 14.
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Tabela 14 : Fracionamento por cromatografia em coluna de gel de silica da Fragao G

Cadigo Fracdes Agrupadas Massa (mg)
G1 01-09 253,7
G2 10 46,2
G3 11-18 60,5
G4 19-22 40,2
G5 23-28 137,9
G6 29-47 340,7
G7 48-51 45,8
G8 52-66 156,5
G9 67-76 84,9

G10 77-86 103,4
G11 87-92 120,2
G13 93-104 98,4
G13 105-108 53,3
G14 109-124 602,8

5.4.5. ESTUDO DA FRACAO G4

A fracdo G4 (40,2 mg) foi submetida a cristalizagéao utilizando como solvente
éter de petroleo a frio. Os cristais obtidos quando analisados por CCD mostraram

tratar-se de uma Unica substancia que foi denominada de GF-1 (40,2 mg).

5.5. ESTUDO FITOQUIMICO DE G. sellowiana

No inicio do estudo fitoquimico dessa espécie ndo sabiamos que se tratava
de G. sellowiana. Quatro cole¢des nos foram enviadas pelo Prof. Dr. Renato Mello-
Filho (Instituto de Biologia — Universidade de Sdo Paulo) e em nenhuma das
colecbes as espécies haviam sido identificadas. As Unicas informacbfes que
tinhamos era que se tratava de espécies de Guatteria e o local onde haviam sido
coletadas. Dessa forma com base nas fichas enviadas por ele, denominamos as
quatro colecdes de A, B, C e D. Todas as quatro cole¢cdes apresentavam massas de
material seco, relativamente baixo e, por tal motivo, deixamos de realizar estudos a

respeito dos constituintes volateis e focamos o estudo, exclusivamente, no
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isolamento e caracterizacdo dos metabdlitos presentes em cada colecao.
Recentemente, as quatro cole¢bes foram identificadas pelo prof. Dr. Renato de
Mello-Filho sendo a colecdo A e C a espécie G. sellowiana, a colecdo B a espécie G.
villosissima e a colecdo D a espécie G. australis. Todas as cole¢bes foram
estudadas separadamente e aqui serdo mostrados os procedimentos experimentais
empregados no estudo das colegcbes A e C que resultaram no isolamento de

substancias.

5.5.1. ESTUDO DA COLECAO A

As partes aéreas (79,83 g) de G. sellowiana (Colecdo A) foram submetidas a
remaceracdo em metanol a frio. Apés a concentracdo dos extratos em evaporador
rotativo foi obtido (19,95 g - 24,99% de rendimento) do extrato bruto metandlico. O
extrato bruto metandlico quando analisado por CCD e apds revelacdo com reagente
de Dragendorff revelou a presenca de alcaloides. Diante disso, 19 g do extrato bruto
metanalico foi submetido a extracao acido-base conforme mostrado no Esquema 13.
As fracBes organica alcaloidica foram obtidas apdés a extracdo da fase aquosa
basica com diclorometano (3 x 100 mL) e com acetato de etila (3 x 100 mL). Apds
esse procedimento obteve-se as fracdes e suas massas conforme mostrado na
Tabela 15.

Tabela 15: Fracdes resultantes da extracao acido-base da colecédo A

Cadigo Fracéo Massa (g)
H Fase Organica | 0,4047
I Fase Organica Alcaloidica (diclorometano) 0,2771
J Fase Organica Alcaloidica (acetato de etila) 0,0387

5.5.2. ESTUDO DA FRACAO H

Aproximadamente 400 mg da fracdo H foi submetida a cromatografia em
coluna empacotada com gel de silica utilizando como eluentes acetato de etila,
acetato de etila/metanol e metanol em combinacbes crescentes de polaridade.
Dessa coluna foram obtidas 50 fragBes de aproximadamente 25 mL cada. Através
de andlise por CCD foi possivel agrupa-las em 10 novas fra¢ges, conforme mostrado
na Tabela 16.
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Tabela 16: Purificagdo por cromatografia em coluna de gel de silica da fragao H

Cadigo Fracdes Agrupadas Massa (mg)
H1 01-03 101,8
H2 04-05 8,3
H3 06-07 10,6
H4 08-16 4,9
H5 17-21 33,5
H6 22-28 14,7
H7 29-35 14,3
H8 37-41 1,2
H9 42-45 13,5

H10 46-50 2,7

5.5.3. ESTUDO DA FRACAO H6

A fracdo H6 (14,7 mg) apresentou-se como um sélido amorfo que apos
diversas lavagens com acetona resultou no isolamento da substancia denominada
de GL-4A (14,7 mg).

5.5.4. ESTUDO DA COLECAO C

As partes aéreas (137,57 g) de G. sellowiana (Colecao C) foram submetidas
a remaceracdo em metanol a frio. ApGs a concentracdo em evaporador rotativo dos
extratos obteve-se (16,34 g — 11,88% de rendimento) do extrato bruto metandlico. O
extrato bruto metandlico quando analisado por CCD e apos revelacdo com reagente
de Dragendorff revelou a presenca de alcaloides. Diante disso, cerca de 16 g do
extrato bruto metandlico foi submetido a extragdo acido-base conforme mostrado no
Esquema 13. Apds esse procedimento obteve-se as fragbes e suas massas

conforme mostrado na Tabela 17.

Tabela 17: Fracdes resultantes da extracao acido-base da colecdo C

Cadigo Fracao Massa (g)
K Precipitado da Fase Orgénica | 3,8522
L Fase Orgénica | 7,3605
M Precipitado da Fase Organica Alcaloidica 4,2522
N Fase Organica Alcaloidica (diclorometano) 0,4404
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5.5.5. ESTUDO DA FRACAO L

A fracdo L (7,3605 g) foi submetida & cromatografia em coluna empacotada
com gel de silica utilizando como eluentes éter de petroleo/cloroformio, cloroformio,
cloroformio/acetato de etila, acetato de etila, acetato de etila/metanol em
combinacgdes crescentes de polaridade. Dessa coluna foram obtidas 141 fracGes de
aproximadamente 25 mL cada que ao serem analisadas por CCD foi possivel

reagrupa-las em 15 novas fra¢des, conforme mostrado na Tabela 18.

Tabela 18: Purificagdo por cromatografia em coluna de gel de silica da fragao L.

Cddigo FracBes Agrupadas Massa (mg)
L1 01-25 158,3
L2 26-36 202,3
L3 37-55 155,1
L4 56-62 251,2
L5 63-73 125,3
L6 74-79 215
L7 80-91 125,7
L8 92-94 251,8
L9 95-99 201,3

L10 100-106 125,3
L11 107-111 75,2

L12 112-114 165,4
L13 115-119 398,5
L14 120-126 251,8
L15 127-141 452,1

5.5.6. ESTUDO DA FRACAO L6

A fracdo L6 (21,5 mg) apresentou-se como cristais amarelos que foram
lavados sucessivas vezes com acetona e separado do sobrenadante. A substancia
guando analisada por CCD apresentou-se como uma uUnica mancha que ao ser
revelada com reagente de Dragendorff deu resultado positivo para alcaloides. Dessa

fracdo obteve um alcaloide puro denominado de GL-2 (21,5 mg).
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5.5.7. ESTUDO FITOQUIMICO DE G. sellowiana COLETADA NO PARQUE
NACIONAL DE ITATIAIA/RJ.

A espécie G. sellowiana coletada e identificada pela prof®. Dr®. Adriana

Quintella Lob&o, coletada no Parque Nacional de Itatiaia/RJ.

As partes aéreas de G. sellowiana secas e moidas (399,012 g) foram
submetidas a remaceracdo em metanol a frio. O extrato bruto metandlico foi

concentrado em evaporador rotativo fornecendo 22,64 g — 5,67% de rendimento.

Tendo em vista o0s baixos rendimentos obtidos quando empregado o
procedimento de extragdo &cido-base optamos por realizar com parte do extrato

bruto metandlico, o particionamento com solventes de diferentes polaridades.

Cerca de 10 g do extrato bruto metandlico de G. sellowiana foi solubilizado
em uma mistura de agua/metanol 1:1 e mantido sob agitacdo até completa
solubilizagdo. Posteriormente, o extrato hidroélcoolico foi particionado com éter de
petrdleo, cloroformio e acetato de etila. Os valores das massas obtidas séo

mostrados na Tabela 19.

Tabela 19: Particionamento do extrato bruto metanélico de G. sellowiana

Cadigo Fracao Massa (g)
0 Eter de Petroleo 0,547
P Cloroférmio 1,972
Q Acetato de Etila 2,327

5.5.8. ESTUDO DA FRACAO P

A fragcdo P (1,972 g) foi submetida a cromatografia em coluna de gel de silica
modificada com bicarbonato de sddio e eluida com éter de petrdleo/diclorometano,
diclorometano/acetato de etila e acetato/metanol em combinacdes crescentes de
polaridade. Dessa coluna foram obtidas 131 fracbes de aproximadamente 25 mL

cada que foram agrupadas em 7 novas fracdes conforme mostrado na Tabela 20.
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Tabela 20: Purificagdo por cromatografia em coluna de gel de silica da fragcao P

Cadigo FragBes Agrupadas Massa (mg)
P1 01-24 51,2
P2 25-35 14,7
P3 36-67 74,1
P4 68-85 37,5
P5 86-105 108,9
P6 106-125 95,4
P7 126-131 33,4

5.5.9. ESTUDO DA FRACAO P2

A fracdo P2 (14,7 mg) foi submetida a cromatografia em uma pipeta de
Pasteur empacotada com gel de silica modificada com bicarbonato de sddio e eluida
com éter de petroleo/diclorometano em combinagbes crescentes de polaridade.
Dessa coluna foram obtidas 16 fracdes que apos analise por CCD foram agrupadas

em 6 novas fragOes, conforme mostrado na Tabela 21.

Tabela 21: Purificagédo por cromatografia em coluna de gel de silica da fragcao P2

Cadigo Fracdes Agrupad as Massa (mg)
P2.1 01-03 3,3
p2.2 04-06 1,9
P2.3 07-09 0,8
P2.4 10-12 0,5
P2.5 13 2,3
P2.6 14-16 0,2

A fracdo P2.2 apresentou-se com um sélido amarelo, teste positivo para o
reagente de Dragendorff, que apds analisada por Ressonancia Magnética Nuclear

de *H mostrou-se como uma substancia pura denominada GS-1 (1,9 mg).
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5.6. SINTESE DO ALCALOIDE OXOAPORFINICO 7-OXO-7H-
DIBENZO-QUINOLINA-4,5-DICARBOXILATO DE DIMETILA

A sintese do alcaloide oxoaporfinico foi realizada em trés etapas conforme

mostrado no Esquema 14.

Esquema 14 : Rota sintética empregada para a obtencéo do alcaloide 7-oxo-7H-dibenzo-quinolina-
4,5-dicarboxilato de dimetila

Os reagentes empregados nessa rota foram 9,10-fenantrenoquinona (48)
(Aldrich, 95%), acetilenodicarboxilato de dimetila (DMAD) (Aldrich, 99%), cloridrato
de hidroxilamina, acetato de sodio e iodeto de metila (Aldrich, 99%).

5.6.1. SINTESE DA (Z)-9,10-FENANTRENOQUINONA-9-OXIMA

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado a 9,10-fenantrenoquinona (48)
(2 g; 9,6 mmol), etanol (16 mL) e uma solucdo de cloridrato de hidroxilamina (0,934
g; 13,4 mmol) e acetato de sodio (1,1 g; 13,4 mmol) dissolvidos em
aproximadamente 30 mL de &gua destilada. A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo e refluxo por 4 horas. Ao término da reacdo o produto reacional foi
concentrado em evaporador rotativo a pressdo reduzida. Posteriormente, foi
adicionado agua ao produto obtido e filtrou-se. A mistura reacional foi purificada por
cromatografia em coluna, empacotada com gel de silica utilizando como eluente éter
de petroleo/cloroférmio 80%. Dessa coluna obteve-se a substancia (49) pura com
rendimento de 95%. A sintese da substancia (49) esta de acordo com a metodologia

proposta por Katritzky et. al.; 2003 com pequenas modificagcdes.
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5.6.2. PREPARACAO DO DERIVADO ( 2)-9,10-FENANTRENOQUINONA-9-
METILOXIMA (30)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados a substancia (49) (1,8 g;
8,1 mmol), iodeto de metila (15 mL; 239 mmol) e 6xido de prata (2,8 g; 12,0 mmol). A
reacdo foi mantida em agitacdo e refluxo por 4 horas. Apds esse periodo a reacao
foi interrompida pela adicdo de &gua destilada. O produto reacional foi filtrado em
funil de placa sinterizada e, posteriormente, concentrado em evaporador rotativo a
pressao reduzida. Dessa forma foi obtida a substancia (30) com rendimento de 96%.
O 6xido de prata utilizado nessa etapa foi obtido pela reacdo de uma solucao diluida
de hidréxido de sédio (0,2 mol.L™") que foi gradualmente adicionada a uma solucéo
aquosa de nitrato de prata 10% conforme descrito por Kubmarawa et. al.; 2011.

5.6.3. SINTESE DO ALCALOIDE OXOAPORFINICO 7-OXO-7H- DIBENZO-
QUINOLINA-4,5-DICARBOXILATO DE DIMETILA (31)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados a substancia (30) (1,7 g;
7,2 mmol) e o acetilenodicarboxilato de dimetila (2,0 mL; 16,3 mmol) em 10 mL de
tolueno. A mistura foi mantida sob agitagéo e refluxo por 4 horas. Durante o refluxo
observou-se a precipitacdo de um solido amarelo que foi separado do sobrenadante
por filtracdo em funil de placa sinterizada. O solido quando analisado por CCD
apresentou-se como uma Unica mancha que ao ser revelado com reagente de
Dragendorff foi positivo para alcaloides. Essa substancia ao ser analisada por RMN
de *H e *C mostrou que se tratava da substancia (31). Foram obtidos 532 mg de
(31), correspondendo a um rendimento de 31,3%. A metodologia para obtencdo do
alcaloide oxoaporfinico segue de acordo com Gu et. al.; 2009. O rendimento global
para a sintese de (31) foi de 28,5%.
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5.7. ESTUDOS DE BIOTRANSFORMACAO (EM ESCALA ANALITI CA)

5.7.1. MANUTENCAO DAS CEPAS

Os fungos foram mantidos sob refrigeracdo em meio de cultura BDA (batata,
dextrose, agar). Para que os fungos se mantivessem metabolicamente ativados, a
cada 15 dias, novo meio de cultura foi preparado e nova inoculacéo foi realizada.
Esta parte do trabalho foi realizada no Laboratdrio de Biotransformacédo sob

responsabilidade do Prof. Dr. Bras Heleno de Oliveira.

5.7.2. FUNGOS

Nos experimentos em escala analitica, cinco cepas de diferentes fungos
foram usadas, sendo eles Rhizopus microsporus, Rhizopus orizae, Aspergillus

flavus, Chaetomium 56 e Bipolaris sorokiniana.

5.7.3. PREPARACAO DO MEIO DE CULTURA

Inicialmente, foram preparados 500 mL do meio de cultura, constituido de
glicose anidra (20 g.L™* — Biotec), extrato de malte (8 g.L ™) e extrato de levedura (4
g.L ™). O meio de cultura foi esterilizado em autoclave durante 15 minutos, a 122°C e
1 Kg.F/cm? de pressdo. Sob condicdes estéreis cada fungo foi inoculado em dois
frascos contendo 50 mL de meio, sendo um como controle e o outro como teste. Os
frascos foram mantidos em agitacdo constante em agitador orbital sob rotacéo

constante de 150 rpm (rotacdes por minuto) a 30°C por 48 horas.

Tabela 22: Tempo de crescimento dos fungos apds inoculacao

Fungo Tempo de crescimento (horas)
Rhizopus microsporus 48
Rhizopus orizae 48
Aspergillus flavus 48
Chaetomium 56 N&o houve crescimento

Bipolaris sorokiniana N&o houve crescimento
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5.7.4. ENSAIO DE BIOTRANSFORMAGCAO DA (2)-9,10-FENAN TRENOQUINONA
(48).

ApOs 0 ensaio em escala analitica da substancia (48) com os fungos
descritos na Tabela 22, verificou-se por cromatografia em camada delgada e sob luz
ultravioleta que somente o fungo Aspergillus flavus havia provocado modificacbes
qguando comparado ao padrdo e o teste. Assim o fungo A. flavus foi pré-inoculado
individualmente em frascos contendo 50 mL de meio de cultura que foi mantido em
agitacdo constante por 48 horas a 28°C, a 150 rpm. Apds esse periodo foram
transferidos para frascos contendo 200 mL de meio de cultura e incubados por 48
horas, em seguida, 1 mL da solucédo de (48) dissolvido em acetona (60 mg.mL™) foi
adicionado em cada frasco, totalizando cinco frascos, sendo que um frasco foi
mantido como controle negativo. Apos sete dias, os extratos foram filtrados, o
micélio foi lavado com agua destilada (2 x 50 mL) e o filtrado foi extraido com
diclorometano (2 x 100 mL) e para garantir que todo produto fosse extraido fez-se
também a extracdo com acetato de etila (3 x 100 mL). As fases organicas foram
agrupadas e o extrato foi concentrado em evaporador rotativo. O extrato obtido (225
mg) foi entdo submetido a uma filtracdo a vacuo em gel de silica utilizando como
eluentes diclorometano (300 mL), diclorometano/acetato de etila 15% (300 mL),
diclorometano/acetato de etila 30% (200 mL), diclorometano/acetato de etila 50% e
metanol (200 mL). Apds a concentracdo dessas fracdes em evaporador rotativo a
pressdo reduzida e analise das mesmas por CCD, verificou-se que a substancia
biotransformada encontrava-se na fracdo diclorometano sendo purificada por
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) resultando na substancia
denominada BIO-2 (60 mg).

5.7.5. ENSAIO DE BIOTRANSFORMAGAO DA (2)-9,10-FENAN TRENOQUINONA-
9-OXIMA (49).

Apbs a triagem analitica de biotransformacgéo verificou-se que a substancia
(49) havia sofrido modificacbes em seu perfil cromatografico quando comparado ao
teste e ao padrao pela influéncia do fungo Rhizopus orizae. Dessa forma optamos
efetuar o ensaio de biotransformacéo utilizando a escala preparativa onde se

emprega maiores quantidades da substancia a ser testada. Assim o fungo R. orizae
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foi pré-inoculado, individualmente, em frascos contendo 50 mL de meio de cultura
que foi mantido em agitacdo constante por 48 horas a 28°C, a 150 rpm. Apds esse
periodo foram transferidos para frascos contendo 200 mL de meio de cultura
incubados por horas; e em seguida, 1 mL da solucéo de (49) dissolvidos em acetona
(60 mg. mL™) foi adicionado em cada frasco, totalizando cinco frascos, sendo que
um frasco foi mantido como controle negativo. Apos sete dias, os extratos foram
filtrados, o micélio foi lavado com agua destilada (2 x 50 mL) e o filtrado foi extraido
com diclorometano (2 x 100 mL) e acetato de etila (3 x 100 mL). As fases organicas
foram agrupadas e o extrato foi concentrado em evaporador rotativo. O produto
obtido (125 mg) foi submetido a diversas purificacées por cromatografia em camada
delgada preparativa eluida com éter de petréleo/diclorometano 80%, resultando na
substéancia biotransformada denominada de BIO-1 (45 mg). Na Figura 13 € mostrada

a mistura reacional antes da extragao.

Figura 13 : Controle e teste frente ao fungo R. orizae

5.7.6. ENSAIO DE BIOTRANSFORMAGCAO EM ESCALA ANALITI CA DOS
COMPOSTOS (2)-9,10-FENANTRENOQUINONA-9-METIL-OXIMA (30) E DO
ALCALOIDE OXOAPORFINICO 7-OXO-7H-DIBENZO-QUINOLINA- 4,5-
DICARBOXILATO DE DIMETILA (31).

Levando-se em consideracdo a disponibilidade do fungo A. flavus no
laboratério de biotransformacgédo do prof. Dr. Bras Heleno de Oliveira optamos por
verificar a reacdo de biotransformacédo dos compostos (30) e (31) frente a esse

fungo. Os ensaios foram realizados em escala analitica onde, inicialmente, foram
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preparados 150 mL do meio de cultura, constituido de glicose anidra, extrato de
malte e extrato de levedura. O meio de cultura foi esterilizado em autoclave durante
15 minutos, a 122°C e 1 Kg.F/cm? de pressdo. Sob condicbes estéreis, cada fungo
foi inoculado em trés frascos contendo 50 mL de meio, sendo um como controle e os
outros dois como teste. Os frascos foram mantidos em agitagdo constante em
agitador orbital sob rotacdo constante de 150 rpm (rotagGes por minuto) a 30°C por
48 horas. Apds esse periodo as substancias (30) e (31) foram adicionadas
separadamente, em seus respectivos frascos e 1 mL da solucdo de (30) e (31)
dissolvidos em acetona (30 mg. mL™?) foram adicionados em seus respectivos
frascos, sendo que um frasco foi mantido como controle negativo e os outros dois
como testes para as substancias (30) e (31). Apds a extracdo dos frascos teste e
analise por CCD comparando ao controle verificou-se que nenhuma mudanca no
perfil cromatografico havia ocorrido. Tal evidéncia mostrou que ndo houve reagéo de
biotransformacao para as substancias (30) e (31).

5.8. TESTES BIOLOGICOS

Os constituintes volateis, extratos vegetais e produtos sintéticos foram
avaliados quanto a sua atividade antifungica e antibacteriana. Os ensaios foram
realizados na Divisdo de Microbiologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimica, Bioldgica e Agricola (CPQBA) — Universidade Estadual de Campinas tendo

como colaboradora a Dr?. Marta Cristina Teixeira Duarte.

Para o0s constituintes volateis, os microrganismos testados foram:
Escherichia coli (ATCC 11775), Bacillus subtilis (ATCC 6051), Enterococcus faecium
(CCT 5079), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Salmonela choleraesuis (ATCC,
13388), Enterococcus hirae (ATCC 10541) e Candida albicans (ATCC 10231).

O meio utilizado para as bactérias foi o Nutriente Agar e para a levedura C.

albicans foi utilizado o meio Agar Sabouraud Dextrose.
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5.8.1. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana foi avaliada através da determinagdo da
Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) dos extratos, de acordo com o método de
microdiluicdo (Eloff, 1998), conforme descrito a sequir.

Em uma microplaca esterilizada de 96 orificios ou pocgos foram depositados
100 pL de caldo Mueller-Hinton, com excecédo da coluna 12, que foi utilizada para os
controles. Na coluna 1 — linha A, foram acrescentados 50 pL da fracdo, do material a
ser testado, de concentragcdo conhecida (uma substancia diferente para cada
ndmero ou coluna), até a concentracdo de 1,0 mg. mL™. Em seguida, 100 pL do
conteudo do orificio foram homogeneizados com o meio e transferidos para o orificio
da linha seguinte (B), repetindo-se este procedimento até a linha H, de modo a obter
uma concentracdo decrescente do material testado. Os 100 pL finais foram
desprezados e, em seguida, 100 pL de uma suspensao dos microrganismos, de
crescimento recente (24 horas), cuja turvacdo foi comparada a escala de McFarland
n°. 0,5 e diluidos para concentracao final de 10* células mL™ foram adicionados. As
placas foram seladas com parafilme e incubadas por 24 horas até a 37 °C. Apos
esse periodo foram acrescentados 50 pL de uma solucdo aquosa de TTC (cloreto de
trifeniltetrazolium) a 0,5%, e a placa re-incubada por 3 horas na referida
temperatura. A CMI foi definida como a menor concentracdo do material testado
capaz de impedir o aparecimento de coloracdo vermelha. Também foram incluidos
nos testes, controles dos antibidticos nistatina e cloranfenicol para confirmacéo da

esterilidade do meio de cultura e do crescimento dos microrganismos.

5.8.2. ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA (ATIVIDADE ANTIT UMORAL IN VITRO)

A avaliagao da atividade antiproliferativa dos materiais a serem testados foi
realizada de acordo com a metodologia desenvolvida pelo Nacional Cancer Institute
dos Estados Unidos (NCI-USA), utilizando dez linhagens tumorais humanas:
linhagens UACC-62 (melanoma), U251 (Sistema Nervoso Central, SNC, glioma),
MCF-7 (mama), PC-3 (prostata), NCI-ADR/RES (ovéario com fendtipo de resisténcia
a multiplos farmacos), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulmé&o tipo ndo pequenas células),
OVCAR-3 (ovario), HT-29 (coloretal), K562 (leucemia), HaCat (queratindcito humano
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imortalizado, linhagem n&o tumoral). Estes ensaios foram realizados na Divisdo de
Farmacologia e Toxicidade do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimica,
Biologica e Agricola (CPQBA) — Unicamp, sob a colaboracédo do Dr. Jodo Ernesto de
Carvalho.

Os materiais testados nas concentracdes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pyL foram
adicionados em placas de 96 divisbes contendo quatro linhagens por placa. Apos
um periodo de incubacao de 48 horas, as células foram fixadas através da adicao de
acido tricloroacético 50%. Apdés 60 minutos, o acido tricloroacético foi removido por
aspiracdo e a seguir as placas foram lavadas com agua corrente para, apos
secagem, serem coradas com a sulforrodamina B (SRB). O excesso de SRB foi
removido das placas ap6s 10 minutos através de lavagem com acido acético a 1%.
Finalmente, o corante foi solubilizado por adicdo de tampao tris base. A leitura Optica
foi realizada por leitor de microplacas (elisa) em 560 nm de acordo com (Shoemaker,
2006).

Com os dados obtidos, foram construidos graficos relacionando a

porcentagem de inibicdo de crescimento com a concentracao da substancia teste.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Guatteria € um dos maiores géneros da familia Annonaceae e este trabalho
envolveu quatro espécies vegetais (G.australis, G. ferruginea, G. latifolia e G.
sellowiana) para o estudo dos 6leos essenciais e trés espécies (G. ferruginea, G.
latifolia e G. sellowiana) para o isolamento e identificacdo estrutural de alcaloides.
Também realizou-se a sintese de um alcaloide oxoaporfinico e estudos de
biotransformacdo foram avaliados. Extratos brutos, Oleos essenciais, alcaloide
sintético e intermediarios de reacdo foram avaliados em relacdo a atividade

antimicrobiana e antiproliferativa.

6.1. DETERMINACAO DOS CONSTITUINTES VOLATEIS

O estudo dos constituintes volateis das espécies de Guatteria resultou na
identificacdo de 25, 27, 22 e 19 componentes majoritarios para as espécies G.
australis, G. latifolia, G. ferruginea e G. sellowiana, respectivamente. Os constituintes
presentes nos Oleos essenciais das quatro espécies foram comparados com indices
de retencao disponiveis na biblioteca do software do cromatégrafo de fase gasosa e
dados da literatura (Adams, 2007). Na Tabela 23, encontram-se relacionados os
indices de retencdo, componentes identificados e o percentual de cada constituinte

identificado.

Nos 6leos das quatro espécies analisadas 0s sesquiterpenos oxigenados
foram encontrados em maior concentracdo seguidos pelos monoterpenos
oxigenados. O sesquiterpeno espatulenol foi o constituinte majoritario nos o6leos
essenciais de G. australis com 40,29% em relacdo a composicdo total e foi
encontrado em altas concentracdes nos 6leos essenciais de G. latifolia (22,21%), G.
ferruginea (11,04%) e G. sellowiana (23,0%). Teores elevados de espatulenol tém
sido relatados em espécies de Guatteria, por exemplo, no 6leo das partes aéreas de
G. juruensis (77,1%) (Lima et. al.; 2003), no Oleo essencial das folhas e caules finos
de G. poeppigiana (52,9%) (Lima et. al.; 2004) e no oOleo das folhas de G.
wachenheimi (11,4%) (Fournier, et. al.; 1997). A presenca do espatulenol como

constituinte majoritario de G. australis foi confirmada por RMN de 'H e de **C. O
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oxido de cariofileno foi considerado o constituinte majoritario nas espécies G. latifolia
(31,45%) e G. ferruginea (40,13%) e encontrado como um dos constituintes
majoritarios de G. sellowiana (13,36%). Elevado teor de Oxido de cariofileno foi
detectado no 6leo da casca da raiz de G. blepharophylla (Costa, et. al.; 2008). Os
rendimentos obtidos na extracdo dos 6leos essenciais foram de 0,1% para todas as
espécies estudadas.



6

N

Tabela 23: Constituintes volateis das partes aéreas de espécies do género Guatteria

Constituintes IR @ G. australis (%) G. latifolia (%) G. ferruginea (%) G. sellowiana (%)

B-Pineno 978 9,36 0,76

Limoneno 1028 0,47

Linalol 1100 0,45

o
w
iy

cis-6xido de limoneno 1132 1,47

cis-Verbenol 1142 0,81 0,49

Pinocarvona 1164 1,76 0,45 1,42 0,18

Terpinen-4-ol 0,18

Criptona 0,91

Mirtenol 1198 5,40 1,17 7,46 0,69

cis-p-Menta-1(7),8-dien-2-ol 0,45 0,52 0,54

Carvona 1245 0,33

Alcool Perilico 1300 0,16

E-Cariofileno 1423 1,51

Acetona de Geranila 1453 0,27

Germacreno D 1484 0,50 0,40 0,29




N
(31

E-E-a-Farneseno 1509 7,26

Z- Nerolidol 1541

o
[
1)

Hedicariol 1553 0,74

Oxido de Cariofileno 1588

N
~
D

31,45 40,13 13,36

allo-Epoxido de Aromadendreno 1642 1,37

neo-Intermedol 1660 2,16

Khusinol 1684 2,03

o
w
ﬂ
o
N
o

Epoxido de Longipineno 0,20

iso-Acetato de Longifolol 0,88

Monoterpenos 14,45 0 1,47 0

Sesquiterpenos 0,76 3,35 1,91 6,55

Total 94,57 74,75 88,33 89,99
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Através da andlise do 6leo essencial da espécie G. australis por RMN de *H
(400 MHz, CDCls) - (Espectro 1) e de *C (100 MHz, CDCls) — (Espectro 2) foi
possivel atribuir entre os diversos sinais a presenca de sinais referentes ao
sesquiterpeno oxigenado espatulenol (50)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 . -

Espectro 1 : RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) do d6leo essencial de G. australis para identificagdo do
espatulenol (50)

Com base no espectro de RMN de *H foi possivel verificar a presenca de
trés grupos de hidrogénio metilicos em & 1,06; 1,03 e 1,29 ppm atribuidos aos
hidrogénios H-12, H-13 e H-14, respectivamente. Dois hidrogénios ligados ao C-sp?
metilénico C-14 foram observados em & 4,66 e & 4,69 ppm como multipletos
atribuidos a H-14a e H-14b, respectivamente.
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153.4645

81.0260

[rel]

T
50 0 [ppm]

Espectro 2 : RMN de 3¢ (100 MHz, CDCIl,) do éleo essencial de G. australis para identificagdo do

espatulenol (50)

Através do espectro de RMN de *C foi possivel confirmar a presenca do

carbono carbinélico em & 81,0 ppm além do sinal do carbono sp? da ligacdo dupla

em & 153,5 ppm. Os dados obtidos foram comparados aos da literatura, conforme

mostrado na Tabela 24.

Tabela 24: Dados de RMN de *C (CDCls, 8, ppm) obtidos para (50) presente no 6leo essencial de G.

australis e comparacéo com dados da literatura.

Posicéo (50) Espatulenol
1 29,9 29,9
2 27,5 27,5
3 24,3 24,8
4 38,9 38,9
5 153,5 153,5
6 53,4 53,4
7 26,7 26,7
8 41,8 41,8
9 81,0 81,0
10 54,3 54,4
11 20,3 20,3
12 28,7 28,7
13 16,3 16,3
14 106,3 106,3
15 26,1 26,1

®Ragasa, et. al.; 2003.
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6.2. ALCALOIDES ISOLADOS DAS ESPECIES DE GUATTERIA

As identificacbes estruturais dos alcaloides isolados estdo divididas nas

classes aporfinicos e oxoaporfinicos.

Alcaloides aporfinicos

(GL-l) Ri=R, = OCHg, R3:OH — G. latifolia
(GL-4A) - R1= R, = OCHj3;, R3=H G. latifolia e G. sellowiana

(GL-4B) R1 + R, = OCH,0, Rz = H — G. latifolia

Alcaloides oxoaporfinicos

(GL-2) R; = R, = OCH3, R3=H — G. latifolia e G. sellowiana
(GL-3) R; = R, = OCH3, R3= OH — G. latifolia
(GF-1) R; + R, = OCH,0, R3=H — G. ferruginea

(GS-1) R; = R, = R3= OCH3s, — G. sellowiana
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6.3. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLA DAS

Substancia GL-1

(GL-1)

A substancia GL-1 (5,2 mg) foi isolada da espécie G. latifolia na forma de um
sélido amorfo de coloracdo marrom que ao ser analisada por RMN de *H (400 MHz,
CDCl3) — (Espectro 3) apresentou quatro sinais de hidrogénios aromaticos em
0 7,22; 7,16; 7,27 e 8,21 compativeis com o anel D orto dissubstituido. A presenca
do sinal em & 3,81 (dd, J = 13,8; 4,7 Hz) é tipico de hidrogénio metinico ligado a
nitrogénio. Sinais relativos aos hidrogénios metilénicos H-4 e H-5 foram observados
em & 2,76 (1H, m) e 6 2,96 — 3,43 (1H, m), respectivamente. A presenca de dois
grupos de hidrogénios metoxilicos foi observada pelos sinais em 6 3,72 e & 3,98
ppm.

O duplo dupleto observado em & 2,84 atribuido a H-7 aliado aos demais
sinais reforcam a proposta de um alcaloide do tipo aporfinico. Através da anélise do
mapa de contornos HMBC (Espectro 4) foi possivel determinar a posicdo dos grupos
metoxilicos, pelas correlacbes dos sinais em & 3,72 com & 148,5 (C-1) e pela
correlacdo do sinal em & 3,98 com & 138,5 (C-2). A posicao da hidroxila ligada em
C-3 foi confirmada pelo experimento de NOE onde a irradiagéo do sinal em & 3,72
provocou um incremento do sinal em & 3,98 (Espectro 5). Os dados referentes a
substancia GL-1 foram comparados aos da literatura (Costa, et. al.; 2012) mostrados
na Tabela 35 identificando como 3-hidroxinornuciferina ja isolada da espécie Rollinia

leptopetala (Annonaceae).
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Substancia GL-4

(GL-4A) (GL-4B)

A substancia GL-4 (13,5 mg) foi isolada da espécie G. latifolia como um
sélido marrom, teste positivo para alcaloides frente ao reagente de Dragendorff. Pela
andlise preliminar do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl;) — (Espectro 6)
verificou tratar-se de uma mistura de alcaloides. Através da analise dos dados de
RMN de 'H foram observados sinais na regido entre d 2,63 — 3,52 tipicos de
hidrogénios metilénicos. Tal evidéncia como mostrado para GL-1 nos levou a
proposta de um alcaloide aporfinico. Aliado a este dado foi observado dois sinais em
0 6,09 (1H) e 5,94 (1H) na forma de dupletos (J = 1,4 Hz) caracteristicos de
hidrogénios metilenodiéxi substituido em C-1 e C-2 para GL-4B. Foram observados
também dois sinais tipicos de hidrogénios metoxilicos em & 3,66 e 6 3,89. Os sinais
de hidrogénios aromaticos H-11 e H-3 de ambas as substancias (GL-4A e GL-4B)
foram definidos por apresentarem deslocamentos quimicos distintos e fundamentais
para a diferenciacdo dos dois compostos na mistura. Assim os sinais de hidrogénios
aromaticos H-3 e H-11 para GL-4A foram observados em & 6,65 (1H, s) e 8,39 (1H,
d, J = 7,6 Hz), respectivamente. J& para GL-4B os sinais referentes a H-3 e H-11
foram observados em 6 6,57 (1H, s) e & 8,07 (1H, d, J = 7,6 Hz). Através do espectro
de RMN de *C (50 MHz, CDCIl;) — (Espectro 7) foi possivel verificar a presenca do
sinal em & 100,74 tipico de carbono do sistema metilenodioxi confirmando sua
presenca em GL-4B. Para a substancia GL-4A foi observada a presenca dos sinais
de carbonos metoxilicos em 6 60,2 e & 55,9 ligados em C-1 e C-2, respectivamente.
Os dados obtidos foram comparados aos da literatura para nornuciferina (GL-4A)
(Dutra, et. al.; 2012) e para a anonaina (GL-4B) conforme apresentado na Tabela
36.
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A substancia (GL-4A) identificada como nornuciferina também foi isolada da

espécie G. sellowiana.

Substancia GL-2

(GL-2)

A substancia GL-2 (21,5 mg) foi isolada das espécies G. latifolia e G.
sellowiana como um soélido amarelo, teste positivo para alcaloides frente ao reagente

de Dragendorff.

Pelo espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) — (Espectro 8) foram
observados sinais caracteristicos de alcaloide oxoaporfinico dissubstituido. Foi
verificado a presenca de sete hidrogénios arométicos, sendo quatro em & 9,12(1H,
dd, J = 8,3; 0,7 Hz), 6 8,55 (1H, dd, J = 8,3; 1,5 Hz), 8 7,75 (1H, dd, J = 8,3 Hz; 1,5
Hz) e & 7,54 (1H, dd, J = 8,3; 1,5 Hz) atribuidos aos hidrogénios H-11, H-8, H-10 e
H-9, respectivamente, tipicos de hidrogénios aromaticos do anel D dissubstituido.
Outro sinal é observado como um simpleto em & 7,13 ppm atribuido ao hidrogénio
H-3 do anel A do sistema oxoaporfinico dissubstituido. Dois sinais foram observados
em 6 8,83 (1H,d,J=5,2Hz) e 6 7,71 (1H, d, J = 5,2 Hz) caracteristicos de sistema
piridinico compativel com o anel B do sistema oxoaporfinico, referentes aos
hidrogénios H-5 e H-4, respectivamente. Dois simpletos com integracao para trés
hidrogénios cada foram observados em & 3,98 e & 4,05 ppm tipicos de hidrogénios
metoxilicos substituidos em C-1 e C-2, respectivamente, do anel A do sistema

oxoaporfinico.

Pela andlise dos espectros de RMN de **C (50 MHz, CDCls) — (Espectro 9)
observou-se a presenca de dezoito carbonos sendo quinze aromaticos entre 6 156,8
e 6 106,4 ppm, um carbonilico em & 182,6 e dois metoxilicos em 6 60,6 (1-OCHj3) e

56,1 (2-OCHy3), consistente com a estrutura de GL-2, determinada como lisicamina e
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considerada, juntamente com a liriodenina, marcadores taxondmicos da familia
Annonaceae (Khairunissa, et. al.; 2012). A presenca do sinal do carbono carbonilico
em © 182,6 ppm evidencia a presenca do esqueleto oxoaporfinico. Através do mapa
de contornos HMBC (Espectro 10) verificou-se as correlacdes J° dos hidrogénios
metoxilicos em & 3,98 e & 4,05 ppm com o sinais em & 152,0 (C-1) e 6 156,8 (C-2),
respectivamente, confirmando o padrdo de substituicdo para o anel A. Os dados
obtidos para GL-2 foram comparados aos da literatura (Siqueira et. al.; 1998) para

lisicamina conforme mostrado na Tabela 37.

Substancia GL-3

(GL-3)

A substancia GL-3 (17,3 mg) foi isolada da espécie G. latifolia como um
sélido azul, teste positivo para alcaloides frente ao reagente de Dragendorff. Pela
anélise do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDsOD) (Espectro 11) verificou-se a
presenca de quatro sinais de hidrogénios aromaticos em & 9,10; 6 8,43; 6 7,68 e &
7,34 ppm atribuidos aos hidrogénios H-11, H-8, H-10 e H-9, respectivamente. Além
desses sinais foram observados dois dupletos com integracdo para um hidrogénio
cada em &6 8,72 (1H, d, J = 5,2 Hz) e & 8,59 (1H, d, J = 5,2) caracteristicos de
sistema piridinico. Observou-se ainda dois sinais em 6 4,08 e 6 3,96 ppm tipicos de
hidrogénios metoxilicos. A auséncia de um simpleto na regido de 7,00 ppm sugere
substituicdo de um grupo hidroxila nessa posi¢cédo. Pelo mapa de contornos HMBC
(Espectro 12) pode-se confirmar a presenca do grupo carbonilico na molécula
devido a correlacdo do sinal em & 8,43 (H-8) com o sinal do carbono em & 184,5

ppm, tal evidéncia, mostrou tratar-se de um alcaloide do tipo oxoaporfinico. A
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presenca do grupo hidroxila em C-3 foi confirmada pela correlacdo do sinal em &
8,59 (H-4) com o sinal em 6 165,3 (C-3). As posi¢des dos grupos metoxilicos foram
confirmadas pela correlacdo do sinal em & 4,08 com o sinal em & 162,7 (C-1) e pela
correlacdo do sinal em & 3,96 com o sinal em & 143,8 (C-2). Dessa forma, verificou-
se gue os grupos metoxilicos encontram-se ligados no C-1 e C-2 do anel A. Essa
substancia foi comparada com dados da literatura (Costa, et. al.; 2011) e identificada
como isomoscatolina ja isolada da espécie G. dielsiana (Goulart, et. al.; 1986). Seus

dados espectroscopicos estdo mostrados na Tabela 38.

Substancia GF-1

(GF-1)

A substancia GF-1 (40,2 mg) foi isolada da espécie G. ferruginea como um
sélido cristalino de coloracdo amarela, teste positivo frente ao reagente de
Dragendorff. Através do espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls) (Espectro 13)
observou-se um sinal em & 6,38 (2H, s) o qual encontra-se correlacionado ao sinal
do carbono em & 102,7 ppm no mapa de contornos HSQC (Espectro 14) tipico de
grupo metilenodiéxi substituido em C-1 e C-2. A confirmacdo do grupo metilenodioxi
substituido em C-1 e C-2 foi confirmado devido a correlacdo no mapa de contornos
HMBC (Espectro 15) do seu respectivo sinal em & 6,38 com os sinais dos carbonos
em O 147,9 e 151,8. A presenca da carbonila caracterizando a substancia GF-1
como um alcaloide oxoaporfinico foi evidenciada pela correlacdo no mapa de
contornos HMBC, do sinal em & 8,59 (H-8) com o sinal em & 182,7 (C-7). Atraves
das analises de RMN de *H e pelos mapas de contornos HSQC e HMBC, pode-se
definir a substancia como liriodenina. Na Tabela 39 sao apresentados os valores de
deslocamentos quimicos de RMN de *H e *3C, as principais correlacdes observadas
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no mapa de contornos HMBC para GF-1 e dados da literatura (Siqueira, et. al.;

1998) para a liriodenina.

Substancia GS-1

(GS-1)

A substancia GS-1 (1,9 mg) foi isolada da espécie G. sellowiana como um

s6lido marrom, teste positivo para alcaloides frente ao reagente de Dragendorff.

Através da andlise dos dados de RMN de *H (400 MHz, CDCls) (Espectro
16) verificou-se a presenca de trés simpletos com integracdo para trés hidrogénios
cada em & 4,19 (3H, s), 0 4,10 (3H, s) e 4,08 (3H,s) caracteristicos de hidrogénios
metoxilicos. Quatro hidrogénios foram observados na regido de hidrogénios
aromaticos em 6 9,11 (1H, d, J = 8,0 Hz), 6 8,58 (1H, d, J = 8,0 Hz), 8 7,75 (1H, td,
J =8,0; 1,1 Hz) e 7,54 (1H, m) tipicos de anel D dissubstituido, atribuidos aos
hidrogénios H-11, H-8, H-10 e H-9, respectivamente. Através do mapa de contornos
HMBC (Espectro 17) foi possivel observar as correlacbes dos hidrogénios
metoxilicos em & 4,19, & 4,10 e ® 4,08 com os carbonos em & 147,7;  148,1 e &
156,9 ppm comprovando o padrédo de substituicdo para o anel A. Na Tabela 40 sao
apresentados os dados de RMN de 'H para a substancia GS-1 e por comparacao
com os dados da literatura (Siqueira et. al., 2007) foi identificada como O-
metilmoscatolina. Essa substancia ja foi isolada da espécie G. blepharophylla
(Annonaceae).
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6.4. SINTESE DO ALCALOIDE OXOAPORFINICO 7-OXO-7H-
DIBENZO-QUINOLINA-4,5-DICARBOXILATO DE DIMETILA

Para a sintese do alcaloide oxoaporfinico 7-oxo-7H-dibenzo-quinolina-4,5-
dicarboxilato de dimetila foi usada a rota sintética mostrada no Esquema 14. A
primeira etapa da reagdo envolve a preparacdo da substancia Z-9,10-

fenantrenoquinona-9-oxima (49).

(49)

Para a reacao de preparacédo de (49) utilizou-se como reagente de partida a
9,10-fenantrenoquinona (48) (Espectros 18 e 19) comercial cujos dados de RMN de
'H (200 MHz, CDCls) e de *C (50 MHz, CDCls) estdo apresentados na Tabela 25.

Tabela 25: Dados de RMN de 'H e **C para (48).

Posicdo H (3, mult.)? 3¢ 5)?
1 8,13 ddd (J=7,9; 1,3; 0,5 Hz) 123,9
2 131,0
3 131,0
4 8,13ddd (J=7,9; 1,3; 0,5 Hz) 123,9
5 7.44 ddd (J = 8,3; 7,9; 1,1 Hz) 136,0
6 7,69 ddd (J = 8,3: 8,3; 1,3 H2) 130,4
7 7,96 ddd (J = 8,3: 1,1; 0,5 Hz) 1295
8 135,8
9 180,3
10 180,3
11 135,8
12 7,96 ddd (J = 8,3: 1,1; 0,5 Hz) 1295
13 7,69 ddd (J = 8,3: 8,3; 1,3 Hz) 130,4
14 7,44 ddd (J =8,3;7,9; 1,1 Hz) 136,0

2 Experimento realizado a 200 MHz para 'H e 50 MHz para ~°C em CDCls, utilizando o TMS como padrao interno.
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O mecanismo de reacéo envolvido para a formacédo do produto (49) é o de
adicao/eliminacdo conforme mostrado no Esquema 15.

H
HO éLHOH
(@)

AcO

HO :NHOH

Ac—O-

Esquema 15 : Mecanismo de rea¢do envolvido na formacéo de (49)

Neste mecanismo de reacdo, inicialmente, ocorre a protonacdo de uma
carbonila, tornando-a mais susceptivel ao ataque nucleofilico da hidroxilamina.
Durante as diversas tentativas de sintese da substancia (49) pode constatar que o
controle do tempo de reacdo e a temperatura séo fatores importantes na obtencéo
do produto desejado. Foi observado que ap6s 4 horas de reacdo inicia-se a
formacdo do isomero E-9,10-fenantrenoquinona-9-oxima. Dessa forma, buscou-se
otimizar a temperatura ideal para que fosse obtido o isbmero desejado, neste caso o
isbmero Z, em bom rendimento e eliminar a necessidade de sucessivas purificacdes

do produto reacional obtido. A confirmacéo de que o produto (49) teria sido formado
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foi realizada pela anélise dos espectros de RMN de 'H e de **C (Espectros 20 e 21)

tanto para o produto (49) quanto para o reagente de partida (48). Os dados obtidos

para a substancia (49) sdo mostrados na Tabela 26.

Tabela 26: Dados de RMN de 'H e **C para (49)

Posicéo 'H (5, mult.) B3¢ (®) HMBC (‘H-°C)°

1 8,11 ddd (J = 8,3; 1,3; 0,5 Hz) 123,4 127,3;129,3

2 137,5

3 129,5

4 8,04 ddd (J = 8,3; 1,5; 0,5 Hz) 123,3 127,3; 129,9; 137,5
5 7,48 ddd (J = 8,3; 7,2; 1,5 Hz) 128,3 123,9; 129,5

6 7,50 ddd (J = 8,3; 7,2; 1,5 Hz) 129,9 123,9; 128,3

7 8,29 ddd (J = 7,2; 1,5; 0,5 Hz) 123,9 128,3; 129,5; 144,0
8 127,3

9 144,0

10 182,3

11 130,9

12 8,35 ddd (J = 8,0; 1,5; 0,5 Hz) 129,1 136,2; 137,5; 182,3
13 7,43 ddd (J = 8,0; 7,7; 1,2 Hz) 129,3 123,4; 129,1; 130,9
14 7,75 ddd (J = 8,3; 7,7; 1,5 Hz) 136,2 129,1; 137,5

N-OH 17,0s

2 Experimento realizado a 200 MHz para 'H e 50 MHz para °C em CDCls, utilizando o TMS como padréo interno. °

Experimento HMBC realizado a 400 MHz em CDCl; utilizando o TMS como padréo interno.

A primeira evidéncia de que (49) havia sido formado foi observada no

espectro de RMN de *H (Espectro 18) pela presenca de um simpleto intenso em &

17,0 ppm atribuido & hidroxila quelatada. A anélise do espectro de RMN de *C

(Espectro 19) reforcou essa evidéncia por apresentar um unico sinal em & 182,3

ppm tipico de carbonila de cetona e pelo surgimento de um sinal em & 144,0 tipico

de carbono sp? ligado a nitrogénio de oximas. Uma outra evidéncia sobre a formacao

de (49) foi observada no mapa de contornos HMBC (Espectro 22) onde verificou-se

a correlacdo a J3 do sinal em & 8,29 (H-7) com o sinal em & 144,0 ppm. Diante de

todas as evidéncias demonstradas obteve-se o produto Z-9,10-fenantrenoquinona-9-

oxima (49) com rendimento de 95%.

A segunda etapa da rota sintética envolve a preparacao da substéancia (30).
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CH:O_
N

‘O

(30)

Ao sintetizar o composto (49) foram realizadas diversas tentativas de reacao
com o acetilenodicarboxilato de dimetila (DMAD) para obter o alcaloide
oxoaporfinico (31), mas a reacao ndo ocorreu. Dessa forma, procurou-se realizar a
reacao de metilacdo de (49) e a partir de (30) realizar a reacdo com o DMAD. Ao
analisar os dados de RMN de *H (Espectro 23) do derivado formado (30) verificou-se
o desaparecimento do sinal em & 17,0 ppm referente a hidroxila quelada e observou-
se o surgimento de um sinal em & 4,28 (3H, s) tipico de hidrogénios metoxilicos. A
confirmacéo do derivado metilado foi evidenciada pelo espectro de RMN de *C
(Espectro 24) onde se observou o aparecimento de um sinal em & 64,7 ppm, tipico
de carbono metoxilico. Os dados referentes a formacédo do derivado (30) podem ser
visualizados na Tabela 27.



Tabela 27: Dados de RMN de 'H e *C para (30)
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Posicéo 'H (5, mult.)? Bc ®)® HMBC (*H-C)°
1 7,95 ddd (J = 8,1; 1,3; 0,5 Hz) 123,4 128,6; 131,2
2 136,7
3 131,2
4 7,98 ddd (J = 8,1; 1,5; 0,5 Hz) 124,1 125,5; 128,5; 136,7
5 7,48 ddd (J =8,1; 7,3; 1,5 Hz) 131,0 131,2; 131,6
6 7,37 ddd (J =8,1; 7,3; 1,5 Hz) 128,5 124,1; 125,5
7 8,56 ddd (J = 8,1; 1,5; 0,5 Hz) 131,6 131,0; 146,8
8 125,5
9 146,8
10 184,4
11 130,4
12 8,15 ddd (J = 7,7; 1,5; 0,5 Hz) 128,1 134,8; 136,7; 184,4
13 7,40 ddd (J = 7,7; 7,3; 1,3 Hz) 128,6 123,4; 130,4
14 7,64 ddd (J =8,1;7,3; 1,5 Hz) 134,8 128,1; 136,7
O-CHs 4,28 s 64,7

2 Experimento realizado a 100 MHz para 'H e 50 MHz para “C em CDCls, utilizando o TMS como padrédo interno.
Experimento HMBC realizado a 400 MHz em CDClI; utilizando o TMS como padréo interno.

b

A terceira etapa da reacdo envolveu a reacdo de (30) com o DMAD para

obteng&o o alcaloide oxoaporfinico 7-oxo-7H-dibenzo-quinolina-4,5-dicarboxilato de
dimetila (31).

O principal objetivo da sintese de um alcaloide oxoaporfinico partiu do

interesse em realizar ensaios de biotransformacao. Alcaloides oxoaporfinicos sao

abundantes em espécies pertencentes a familia Annonaceae e foi uma das classes

de alcaloides encontradas nas espécies vegetais estudadas. Devida a pequena

guantidade isolada desses alcaloides em plantas, tornou-se inviavel realizar os
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ensaios de biotransformag&o com os produtos de origem natural, assim buscou-se
um método de sintese com reduzido niumero de etapas para a obtencéo do alcaloide
oxoaporfinico, afim de obter tal produto em quantidade suficiente para os ensaios de

biotransformacao.

Para a obtencdo do alcaloide oxoaporfinico (31) realizou-se a reacao de
cicloadicdo [4+2] do derivado metilado (30) com o DMAD. A reacdo é dita de
cicloadicdo [4+2] pois envolve 4 elétrons da ligagdo 1 do dieno e 2 elétrons da
ligagcdo 1 do diendfilo. Nas reacdes de cicloadicdo fatores como temperatura e a
presenca de grupos doadores de elétrons no dieno e retiradores de elétrons no
diendfilo sdo fundamentais para o aumento na velocidade da reacdo. Na reacdo de
(30) com o DMAD, a substancia (30) atua como dieno onde ha a presenca do grupo
doador C=N-OH e o DMAD atua como o dien6filo com grupos retiradores COOCHz.
A reacao onde o dieno contém grupos doadores de elétrons e o diendfilo contém
grupos retiradores de elétrons é denominada de reacdo de demanda direta. No caso
onde o dieno possui grupos retiradores de elétrons e o diendfilo grupos doadores de
elétrons a reacdo € denominada de demanda inversa. Uma proposta a respeito do
mecanismo da reacdo de cicloadicdo [4+2] para a substancia (31) € mostrada no

Esquema 16.

Esquema 16 : Mecanismo de rea¢do envolvido na formacéo de (31)

O alcaloide oxoaporfinico (31) foi sintetizado e seus dados foram confirmados
por RMN de 'H e de *3C. A primeira evidéncia observada sobre a formac&o de (31)
foi observada no espectro de RMN de 'H (Espectro 25) pela presenca de dois
simpletos em & 4,09 (3H, s) e d 4,14 (3H, s) atribuidos aos hidrogénios metoxilicos.
A confirmacédo da presenca desses grupos foi observada no espectro de RMN de
13C (Espectro 26) pelos sinais em & 53,4 (4-OCH3) e & 53,5 (5-OCHs). Através do

mapa de contornos HMBC (Espectro 27) foi possivel observar a correlacdo J? dos
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hidrogénios em & 4,09 e & 4,14 ppm com os sinais em & 165,3 e & 167,0 ppm,
respectivamente. Os dados referentes a substancia (31) sdo mostrados na Tabela
28.

Tabela 28: Dados de RMN de 'H e **C para (31)

Posicéo 'H (5, mult.)? Bc ®)® HMBC (“H-°C)°
1 8,05 dd (J = 8,5; 1,0 Hz) 126,7 125,0; 131,4
la 129,4
7,97 dd (J = 8,5; 7,4 Hz) 132,6 126,4; 129,4
3 8,55 dd (J = 7,4; 1,0 Hz) 126,4 125,0; 126,7
3a 131,3
3b 125,0
134,6
140,7
6a 146,7
7 181,1
7a 131,4
8,51 ddd (J = 8,2; 1,1; 0,5 Hz) 129,3 134,4; 181,1
7,62 ddd (J =8,2; 7,7; 1,1 Hz) 129,9 123,3;131,4
10 7,80 ddd (J = 8,6; 7,7; 1,1 Hz) 134,5 129,3; 134,4
11 8,27 ddd (J = 8,6; 1,1; 0,5 Hz) 123,3 129,4; 131,4
11a 134,4
4-C=0 165,3
5-C=0 167,0
4-O-CHs 4,09 s 53,4 165,3
5-O-CHs 414 s 53,5 167,0

2 Experimento realizado a 200 MHz para 'H e 50 MHz para °C em CDCls, utilizando o TMS como padréo interno. °

Experimento HMBC realizado a 400 MHz em CDCl; utilizando o TMS como padréo interno.

6.5. BIOTRANSFORMACAO DOS PRECURSORES SINTETICOS E
DO ALCALOIDE OXOAPORFINICO

As tentativas de reacdo de biotransformacdo foram realizadas com os

precursores sintéticos (48), (49), (30) e com o alcaloide oxoaporfinico (31).
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Aspergillus flavus
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HO—\ Rhizopus orizae

Aspergillus flavus

Aspergillus flavus

X

(31)

Figura 14 : Substratos submetidos a reacéo de biotransformacao

Apés submeter cada uma das substéncias a uma triagem envolvendo
reacoes de biotransformacédo e analisa-las por cromatografia em camada delgada
analitica (CCDP), observou-se que apenas as substancias (48) e (49) apresentaram
diferencas em seus spots quando comparadas ao controle (meio de cultura + fungo
utilizado). Diante disso, as substancias (48) e (49) foram submetidas a reacgfes de
biotransformacao e, em seguida, foi realizada a purificacdo do produto reacional na
tentativa de se obter os produtos biotransformados. ApOs obter os produtos

purificados analisou-se por RMN de *H e de *3C e verificou-se que as substancias
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obtidas n&o poderiam ser produtos de biotransformagdo por nao apresentar
nenhuma similaridade com os substratos de partida. A adicdo de substratos em
meios de cultura de fungos pode, em alguns casos, ativar a liberacdo de
determinadas substancias produzidas pelos fungos no meio reacional. Acredita-se
qgue os spots diferentes dos observados para o controle seja resultado da liberacéo
dessas substancias pelos fungos. A escolha do fungo ideal para uma determinada
reacao de biotransformacdo é considerada a etapa mais critica do procedimento
global. Inicialmente, analisam-se o0s resultados semelhantes ja disponiveis na
literatura em relagcdo a reacdo de interesse, na tentativa de se obter dados no que
diz respeito as possiveis enzimas envolvidas no processo. Atualmente, estudos
envolvendo reacdes de biotransformacdo tém sido direcionados em busca de
atividade especifica de uma determinada enzima com o objetivo de se obter o
composto de interesse em alto rendimento, de facil purificacdo e, principalmente, a

baixos custos.

Apés a reacdo de biotransformacdo realizada com a substancia (49)
verificou-se uma diferenca na morfologia do fungo A. flavus quando comparado com
o controle. O fungo A. flavus presente no controle apresentava um aspecto em
formato de bolhas ja o fungo A. flavus presente no frasco teste apresentava um
aspecto granulado. Tal evidéncia nos leva a concluir que a substancia (49) tenha
provocado a inativacdo do sistema enzimatico do fungo A. flavus. Tal evidéncia
sugere que o alcaloide seja toxico ao microrganismo testado. Na literatura ha poucos
relatos de reacdes de biotransformacdo com alcaloides e esse foi um dos motivos

que nos levou a investigar tal reac&o de biotransformacéao.

6.6.TESTES BIOLOGICOS

6.6.1. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Foram avaliados quanto a sua atividade antimicrobiana, os extratos brutos
das espécies G. ferruginea (EBGF), G.latifolia (EBGL), G. sellowiana (EBGS), a
fracdo alcaloidica de G. sellowiana (FAGS) — (Tabela 29) os constituintes volateis

das espécies G. sellowiana, G. latifolia, G. ferruginea, G. australis (Tabela 30) e
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também os precursores sintéticos (48), (49), (30) e o alcaloide oxoaporfinico (31)
mostrados na (Tabela 31).

Tabela 29: Atividade antimicrobiana dos extratos e fragcdes das espécies de Guatteria.

Extratos/Fracdes Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) em (mg.mL ™)

Linhagem de bactérias e fungo

E. coli B. subtilis S. aureus S. choleraseuis P. aeruginosa C. albicans
EBGF * * 0,50 * *
EBGL * * * * *
EBGS * NT * * *
FAGS 0,70 NT 0,70 NT * 0,25
Cloranfenicol 0,04 0,02 0,02 0,06 0,85
Nistatina 0,05

*CMI > 1 mg.mL™, ®Controle positivo para bactérias e  Controle positivo para fungos, NT — ndo testado

Analisando os dados obtidos para atividade antimicrobiana dos extratos
brutos e fracbes das espécies de Guatteria observou-se que a fracao alcaloidica de
G. sellowiana (FAGS) foi ativa frente as bactérias E.coli e S. aureus na concentracao
de 0,70 mg.mL™* para ambas e também foi ativa quando testada frente a levedura C.
albicans na concentracgéo de 0,25 mg.mL™. O extrato bruto de G. ferruginea foi ativo
frente a bactéria S. aureus na concentracdo de 0,50 mg.mL™. O extrato bruto das
espécies G. latifolia e G. sellowiana ndo foram ativas frente aos microrganismos
testados.

Na Tabela 30 sdo mostrados os resultados obtidos para atividade dos

constituintes volateis das quatro espécies de Guatteria testadas.

Tabela 30: Atividade antimicrobiana para os constituintes volateis das espécies de Guatteria.

Espécies Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) em (mg.mL ™)

Linhagem de bactérias e fungo

E. coli B. subtilis  E. faecium  S. choleraesuis R. equi P. aeruginosa E. hirae
G. sellowiana 0,6 0,35 * * 0,062 * 0,7
G. latifolia 0,6 0,25 * * 0,062 * 1,0
G. ferruginea 0,8 0,5 * * 0,062 * 0,5
G. australis * 0,6 * * 0,25 * *
Cloranfenicol ° 0,04 0,02 0,07 0,06 0.04 0.85 0,12

*CMI > 1 mg.mL™, *Controle positivo para bactérias.

Através dos resultados obtidos para a atividade antimicrobiana dos

constituintes volateis nota-se que trés espécies de Guatteria foram ativas frente a
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bactéria E. coli. As espécies G. sellowiana e G. latifolia foram mais ativas com CMI
de 0,6 mg.mL™, seguido pela atividade apresentada para G. ferruginea com CMI de
0,8 mg.mL™. A espécie G. australis foi inativa frente & E. coli. As quatro espécies
foram ativas frente a B. subtilis sendo a espécie G. latifolia a mais ativa dentre elas
com CMI de 0,25 mg.mL™. As quatro espécies quando testadas frente & bactéria R.
equi mostraram-se ativas com CMI de 0,062 mg.mL™' para as espécies G.
sellowiana, G. latifolia e G. ferruginea e CMI de 0,25 mg.mL™ para a espécie G.
australis. Para a bactéria E. hirae somente a espécie G. australis foi inativa. As
espécies G. sellowiana, G. latifolia e G. ferruginea mostraram-se ativas, sendo que a
atividade apresentada para G. ferruginea com CMI de 0,5 mg.mL™ foi a mais potente
entre elas. Bactérias como E. coli, B. subtilis, R. equi e. hirae sdo responsaveis por
uma série de patogenias desde infec¢des do sistema sanguineo no caso de E. coli
(Silva, et. al., 2009) e broncopneumonias em potros no caso de R. equi (Vargas, et.
al.; 2008). Portanto o desenvolvimento de substancias que sejam capazes de inibir o
crescimento ou provocar a letalidade de tais microrganismos sao fundamentais para

0 controle e combate dos mesmos.

Os resultados obtidos para os precursores sintéticos e para o alcaloide

oxoaporfinico (31) sdo mostrados na Tabela 31.

Tabela 31: Atividade antimicrobiana dos precursores sintéticos do alcaloide oxoaporfinico (31).

Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) em (@ mol.L™)

. Linhagem de bactérias e fungo
Substancia

E. coli P. aeruginosa S. choleraesius S. aureus C. albicans
(48) 0,009 * 0,600 0,721 0,038
(49) 0,134 * 0,358 0,313 0,001
(30) 0,137 * * 1,111 *
(31) * * * * *
Cloranfenicol * 0,123 2,630 0,185 0,061
Nistatina ° 0,053

*CMI > 3,094 umol.L™ para bactérias, CMI> 1,079 umol.L™ para fungos, “Controle positivo para bactérias e "Controle positivo
para fungos.

A analise dos resultados de atividade antimicrobiana para os precursores
sintéticos (48), (49) e (30) e para o alcaloide oxoaporfinico (31) mostrou que as
substancias (48), (49) e (30) quando comparadas ao padrao cloranfenicol foram
ativas frente a bactéria E. coli destacando a forte atividade apresentada para a

substancia (48) com CMI de 0,009 umol.L™>. Os precursores sintéticos (48) e (49)
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foram ativos também frente a bactéria S. choleraesius destacando-se a atividade
apresentada para a substancia (49). Quando testadas frente a bactéria S. aureus
novamente observou-se a atividade dos precursores sintéticos destacando-se a
substancia (49) com concentracdo minima de 0,313 pmol.L™. As substancias (48) e
(49) quando testadas frente a levedura C. albicans apresentaram forte atividade
quando comparadas ao padrdo Nistatina com CMI de 0,038 e 0,001 pmol.L™?,
respectivamente. Ao comparar a forte atividade observada frente a levedura C.
albicans para a substancia (49) com a inatividade do derivado O-metilado (30) foi
observado que a presenca do grupamento -OH presente em (49) pode ser
responsavel pela forte atividade observada frente a levedura C. albicans. O
alcaloide oxoaporfinico (31) ndo foi ativo frente as linhagens e concentracdes

testadas.

6.6.2. ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

Foram avaliados quanto a sua atividade antiproliferativa, os extratos brutos
das espécies G. ferruginea (EBGF), G. latifolia (EBGL) e G. sellowiana (EBGS), os
constituintes volateis das espécies G. sellowiana, G. latifolia, G. ferruginea, G.
australis, os precursores sintéticos (48), (49), (30) e o alcaloide oxoaporfinico (31).

Na Tabela 32 sdo mostrados os dados de atividade antiproliferativa para os

extratos brutos das espécies de Guatteria.

Tabela 32: Atividade antiproliferativa dos extratos brutos das espécies de Guatteria.

TGI (ug.mL ™)

Extratos Linhagem de células tumorais

U251 MCF-7 NCI- 786-0 NCI-H460 OVCAR-3 HT-29 K562 HaCat

ADR/RES

EBGF 200 149,8 159,0 >250 >250 145,1 >250 180 73,5
EBGL 62,0 90,3 106,7 232,6 >250 126,8 134,8 38,3 176,3
EBGS >250 >250 NT NT >250 NT NT NT NT
Doxorrubicina * 1,4 2,5 4,3 0,31 9,1 0,92 8,5 0,26 0,45

“Controle positivo; U251 (glioma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovario com fenotipo de resisténcia a multiplos farmacos);
786-0 (rim); NCI-H460 (pulmé&o tipo ndo pequenas células); OVCAR-3 (ovério); HT-29 (coloretal); K562 (leucemia) e HaCat
(queratindcito humano imortalizado linhagem nédo tumoral; NT — N&o testado.

Analisando os dados de atividade antiproliferativa para os extratos brutos

das espécies de Guatteria nota-se que apenas o0 extrato bruto de G. latifolia
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apresentou fraca atividade frente a linhagem tumoral K562 (leucemia) com TGI de
38,3 ug.mL™.

Os resultados obtidos para a atividade antiproliferativa dos constituintes

volateis sdo mostrados na Tabela 33.

Tabela 33: Atividade antiproliferativa dos constituintes volateis das espécies de Guatteria.

TGI (ug.mL ™)
Extratos Linhagem de células tumorais
U251 MCF-7 NCI- 786-0 NCI-H460 OVCAR-3 HT-29 K562 HaCat
ADR/RES
G. sellowiana 89,1 95,5 250 107,8 82,8 4,1 143,1 1,1 75,6
G. latifolia 36,6 47,2 10,0 63,9 44,9 11 39,7 15,6 41,0
G. ferruginea 36,3 37,6 34,6 50,9 69,4 1,8 52,7 18,6 63,4
G. australis 40,4 37,8 15,2 45,6 49,5 3,2 38,6 86,2 48,0
Doxorrubicina * 2,7 0,88 >25 31 >25 11,7 3,6 0,031 1,0

“Controle positivo; U251 (glioma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovario com fenotipo de resisténcia a multiplos farmacos);
786-0 (rim); HCI-H460 (pulmé&o tipo ndo pequenas células); OVCAR-3 (ovério); HT-29 (coloretal); K562 (leucemia) e HaCat
(queratindcito humano imortalizado linhagem ndo tumoral.

Analisando o0s dados obtidos para a atividade antiproliferativa dos
constituintes volateis das quatro espécies de Guatteria, verifica-se que todas as
espécies apresentaram seletividade e forte atividade frente as células tumorais
humanas de ovéario (OVCAR-3) destacando-se entre elas a maior atividade
apresentada para a espécie G. latifolia com TGI de 1,1 pg.mL™. Outro fator
interessante é que todas as espécies foram ativas em concentracdes inferiores ao
padrdo doxorrubicina TGl de 11,7 pg.mL™ para essa linhagem tumoral. Nota-se
também a forte atividade dos constituintes volateis da espécie G. sellowiana frente a
linhagem K562 (leucemia) com TGl de 1,1 pg.mL™. Dentre os resultados obtidos, os
constituintes volateis de G. sellowiana foram ativos frente a duas linhagens tumorais

humanas.

Para o0s precursores sintéticos (48), (49), (30) e para o alcaloide

oxoaporfinico (31) os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 34.
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Tabela 34: Atividade antiproliferativa para os precursores sintéticos e para o alcaloide oxoaporfinico
(31).

TGI (umol.L ™)

Substancia Linhagem de células tumorais

UACC-62 U- MCF-7 NCI- 786-0 NCI- PC-3 ovC HT-29 K562 HaCat

251 ADR/RES H460 AR-3

(48) 0,004 NT 0,006 1,201 0,035 0,183 NT 0,011 0,121 >1,201  >1,201
(49) 0,002 NT 0,01 0,839 0,223 0,044 0,024 0,024 0,05 >1,121  >1,121
(30) NT 0,005 0,529 NT 0,03 NT NT NT 0,118 NT 0,054
(31) >0,72 >0,72  >0,72 >0,72 >0,72 >0,72 >0,72 NT >0,72 >0,72 >0,72

Doxorrubicina * 0,001 0,001  >0,046 >0,046 0,002 >0,046 0,001 0,009  >0,046 >0,046 >0,046

2Controle positivo;UACC-62 (melanoma); U251 (glioma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovario com fenétipo de resisténcia a
multiplos farmacos); 786-0 (rim); HCI-H460 (pulm&o tipo ndo pequenas células); PC-3 (prostata); OVCAR-3 (ovario); HT-29
(coloretal); K562 (leucemia) e HaCat (queratindcito humano imortalizado linhagem n&o tumoral.

Através dos dados de atividade antiproliferativa para o0s precursores
sintéticos (48), (49), (30) e para o alcaloide oxoaporfinico (31) verificou-se que o
alcaloide oxoaporfinico (31) foi inativo frente a todas as linhagens tumorais testadas.
A substancia (48) apresentou forte atividade frente as células tumorais UACC-62
(melanoma), MCF-7 (mama), 786-0 (rim), OVCAR-3 e atividade moderada frente a
linhagem tumoral HT-29 (coloretal). Dentre as atividades observadas para (48)
destaca-se a atividades frente a célula tumoral MCF-7 cuja concentracdo necessaria
para inibir totalmente o crescimento das células foi inferior ao padrdo doxorrubicina.
No caso das células MCF-7 (mama) foi necessario a concentracdo de 0,006 umol.L™
para inibir o crescimento de 100% das células tumorais enquanto o padrdo
necessitou de concentracéo superior a 0,046 pmol.mL™ para inibir o crescimento em
100%. A substancia (49) apresentou forte atividade frente as linhagens tumorais
humanas UACC-62, MCF-7, NCI-H460, PC-3 e OVCAR-3 e HT-29, destacando se
as atividades apresentadas para MCF-7 e NCI-H460 por apresentarem
concentracfes citostaticas inferiores ao padrdo doxorrubicina. Para a substancia
(30) foi observada forte atividade frente a linhagem tumoral U-251 com TGI de 0,005
umol.L™ . Outro dado observado para a substancia (30) é que a mesma n&o foi
seletiva apenas para células tumorais. Tal evidéncia é observada pela inibicdo da

linhagem nao tumoral HaCat com TGl de 0,054 pumol.L™,
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7. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico de G. latifolia, G. ferruginea e G. sellowiana resultou no
isolamento de 7 alcaloides das classes aporfinicos e oxoaporfinicos, estando de
acordo com a quimica da familia Annonaceae, incluindo o isolamento de liriodenina

e lisicamina, considerados marcadores quimiotaxonémicos.

O estudo de G. latifolia resultou no isolamento dos alcaloides aporfinicos 3-
hidroxinornuciferina (GL-1) e da mistura nornuciferina (GL-4A) e anonaina (GL-4B) e
dos alcaloides oxoaporfinicos lisicamina (GL-2) e isomoscatolina (GL-3). Da espécie
G. ferruginea, o estudo fitoquimico resultou no isolamento do alcaloide oxoaporfinico
liriodenina (GF-1). A investigacdo fitoquimica da espécie G. sellowiana resultou no
isolamento do alcaloide aporfinico nornuciferina (GL-4A) também isolado de G.
latifolia e dos alcaloides oxoaporfinicos lisicamina (GL-2) também isolado de G.

latifolia e 3-O-metilmoscatolina (GS-1).

Do estudo dos 6leos essenciais das espécies G. australis, G. latifolia, G.
ferruginea e G. sellowiana foi possivel a identificacdo de 25, 27, 22 e 19 substancias,
respectivamente. O principal constituinte encontrado no 6leo essencial de G.
australis foi o espatulenol (40,29%) também encontrado nas espécies G. latifolia, G.
ferruginea e G. sellowiana em altas concentracdes. O oxido de cariofileno também
foi o constituinte majoritario encontrado na espécie G. ferruginea (31,45%) e em
altas concentracdes nas demais espécies de Guatteria. A presenca do espatulenol
como constituinte majoritario no 6leo essencial de G. australis foi confirmada pela

identificacdo do mesmo através de RMN de *H e de *3C.

Tendo os alcaloides oxoaporfinicos como 0s principais constituintes isolados
realizou-se a sintese em trés etapas do alcaloide oxoaporfinico 7-oxo-7H-dibenzo-
quinolina-4,5-dicarboxilato de dimetila (31) e avaliou-se a potencialidade como
substrato para reacdo de biotransformacéo frente ao fungo A. flavus. Da mesma
forma avaliou-se a potencialidade dos precursores sintéticos 9,10-fenantrenoquinona
(48), 9,10-fenantrenoquinona-9-metiloxima (30) frente os fungos A. flavus e 9,10-
fenantrenoquinona-9-oxima (49) frente ao fungo R. orizae. Os resultados mostraram
gue o alcaloide sintético (31) e os precursores sintéticos (48), (49) e (30) nédo
sofreram reagdes de biotransformacgéo.
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Quanto a atividade antimicrobiana dos extratos brutos e fragcbes das
espécies de Guatteria ndo se observou significativa atividade frente aos
microrganismos testados. Os resultados obtidos para a atividade antimicrobiana dos
constituintes volateis mostraram, de forma geral, boa atividade frente a E. coli, B.
subtilis e E. hirae. E apresentaram forte atividade frente a R. equi comparado ao

padrdo, sendo os extratos promissores antimicrobianos.

A analise dos resultados de atividade antimicrobiana para os precursores
sintéticos (48), (49) e (30) e para o alcaloide oxoaporfinico (31) mostrou que o
alcaloide oxoaporfinico (31) néo foi ativo enquanto os precursores (48), (49) e (30)
foram fortemente ativas frente a bactéria E. coli e & levedura C. albicans,
apresentando resultados iguais ou melhores que os padrdes utilizados. Diante
desses resultados promissores, estudos do mecanismos de agdo sd0 necessarios

para uma utilizacdo como antimicrobianos.

A atividade antiproliferativa para os extratos brutos das espécies de
Guatteria mostrou que apenas o extrato bruto de G. latifolia apresentou fraca

atividade frente & linhagem tumoral K562 (leucemia) com TGl de 38,3 pg.mL™.

Os resultados obtidos para a atividade antiproliferativa dos constituintes
volateis das quatro espécies de Guatteria, mostraram que todas as espécies
apresentaram seletividade e forte atividade frente as células tumorais humanas de

ovario (OVCAR-3), com valores inferiores ao padréo doxorrubicina.

Para o0s precursores sintéticos (48), (49), (30) e para o alcaloide
oxoaporfinico (31) a avaliacdo da atividade antiproliferativa mostrou que o alcaloide
oxoaporfinico (31) foi inativo frente a todas as linhagens tumorais testadas. A
substancia (48) foi a mais ativa em relacdo as outras. De forma geral. Os
precursores (48), (49), (30) apresentaram forte atividade principalmente frente as
células tumorais UACC-62 (melanoma) e MCF-7 (mama), e em alguns casos com
valores inferiors ao padrdo. Testes in vivo estdo programados para serem

realizados.
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Espectro 13 : RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) de GF-1.
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Espectro 25 : RMN de 'H (200 MHz, CDCls) de (31).



——181. 14

53.49
53. 46

e

T T

T T T T T T T T T T T T T T T
240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70

T

60

50

40

30

20

10

ppm]

Espectro 26 : RMN de *C (50 MHz, CDCl;) de (31).

124



125

50 F1 [ppm]

100

150

200

8 6 4 2 0 F2[ppm]

Espectro 27 : Mapa de contornos HMBC (*H 400 MHz — **C 100 MHz, CDCls) de (31).



Tabela 35: Dados de RMN de 'H e de **C para a substancia GL-1 e dados de RMN de *H e de **C da literatura para a 3-hidroxi-nornuciferina
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Posicdo RMN de 'H de GL-1 RMN de °C de GL-1 Correlacdes HMBC RMN de "H da 3-hidroxi- RMN de °C da
(*H-"c)® nornuciferina 3-hidroxi-
nornuciferina

1 148,5 149,9
la 115,9 115,9
2 138,5 138,9
3 146,3 146,8
3a 118,2 118,3
3b 132,0 131,2
4 2,76 (1H, m) 23,2 42,4; 115,9 2,80 — 3,00 (1H, m) 22,7
5 2,96 — 3,43 (1H, m) 42,4 53,6 3,50 — 3,52 (1H, m) 42,0
6a 3,81 (1H, dd, J = 13,8; 4,7 Hz) 53,6 3,85 (1H, m) 53,5
7 2,84 (1H, dd, J = 13,8; 4,7 Hz) 36,9 53,6; 127,5; 132,0; 135,1 2,60 — 2,90 (1H, m) 36,4
7a 135,1 134,6
8 7,22 (1H, m) 127,5 126,7: 132,5 7,20 (1H, m) 127,8
9 7,16 (1H, ddd, J = 8,4; 7,2; 1,2 Hz) 126,2 127,1: 1351 7,15 (1H, m) 126,6
10 7,27 (1H, m) 126,7 127,5:132,5 7,28 (1H, m) 127,0
11 8,21 (1H, dd, J=7,9; 1,2 Hz) 127,1 126,2; 135,1 8,20 (1H, dd, J=7,5; 1,0 Hz) 127,3
1lla 132,5 132,2
1-OCH; 3,72 (3H, s) 60,0 148,5 3,69 (3H, s) 60,2
2-OCH3 3,98 (3H, s) 60,8 1385 3,69 (3H, s) 61,2

?Costa, et. al.; 2012, "Principais correlacdes observadas no mapa de contronos HMBC
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Tabela 36: Dados de RMN de 'H e de **C para a mistura GL-4 e dados de RMN de 3¢ da literatura para a nornuciferina e anonaina

Posicdo RMN de 'H de GL-4A RMN de °C de Nornuciferina * RMN de "H de GL-4B RMN de °C Anonaina”
GL-4A de GL-4B

la 126,7 126,7 116,7 115,9

3 6,65 (1H, s) 111,7 111,7 6,57 (1H, s) 107,9 108,4

3b 126,8 126,3 126,7 128,9

5 2,63 -3,52 (1H, m) 42,6 42,2 2,63 -3,52 (1H, m) 42,6 41,0

7 2,63 -3,52 (1H, m) 36,6 36,1 2,63 -3,52 (1H, m) 36,7 33,1

8 7,23 (1H, m) 127,9 127,8 7,23 (1H, m) 127,6 128,3

10 7,33 (1H, m) 127,5 127,6 7,33 (1H, m) 127,2 125,4

1lla 132,0 131,9 132,0 130,6

2-OCHj, 3,89 (3H, s) 55,9 55,9

*Dutra, et. al.; 2012, °Hu, et. al.; 2010
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Tabela 37: Dados de RMN de 'H e de **C para a substancia GL-2 e dados de RMN de 'H da literatura para a lisicamina

Posicdo RMN de 'H de GL-2 RMN de “C de GL-2 Correlagdo HMBC RMN de "H da lisicamina
la 119,9
3 7,22 (1H, s) 106,5 122,2: 123,6; 152,1; 157,0 7,20 (1H, sl)
3b 122,2

5 8,91 (1H, d, J = 5,2 Hz) 145,1 123,6; 135,5; 145,5 8,88 (1H, d, J = 5,2 Hz)
6@ . s5
7 182,7
8 8,59 (1H, ddd, J = 7,9; 1,6; 0,5 Hz) 129,5 134,4; 182,7 8,56 (1H, dd, J = 7,9; 1,2 Hz)
10 7,75 (1H, ddd, J = 8,3; 7,2; 1,6 Hz) 134,4 129,5; 134,3 7,76 (1H, td, = 7,9; 1,2 Hz)
11 918(1H,ddd,J=83;1,1;05H7) 1284  1199;128,8;1322 916(1H,d,J=79Hz)
11a 134,3

2-OCHj, 4,10 (3H, s) 56,2 157,0 4,00 (3H, s)
®Siqueira, et. al.; 1998, "Principais correlacdes observadas no mapa de contronos HMBC
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Tabela 38: Dados de RMN de 'H e de **C para a substancia GL-3 e dados de RMN de *H e de **C da literatura para a isomoscatolina

Posicéo RMN de 'H de GL-3 RMN de °C de Correlacdes HMBC RMN de 'H da isomoscatolina RMN de *Cda
GL-3 (*H-"c)® isomoscatolina
1 162,7 162,7
la 103,6 102,7
2 143,8 144.,0
3 165,3 166,0
3a 135,9 136,1
3b 124,8 124,7
4 8,59 (1H, d, J = 5,2 Hz) 123,7 124,8; 142,1; 165,3 8,60 (1H, d, J =5,1 Hz) 124,0
5 8,72 (1H,d, J=5,2 Hz2) 142,1 123,7; 135,9; 145,2 8,73 (1H,d, J=51H2z) 141,9
6a 145,2 145,0
7 184,5 184,5
7a 130,7 130,6
8 8,43 (1H, ddd, J = 8,0; 1,6; 0,5 Hz) 128,9 135,0; 138,9; 184,5 8,41 (1H, ddd, J = 8,0; 1,6; 0,5 Hz) 128,8
9 7,34 (1H, ddd, 8,0; 7,0; 1,0 Hz) 125,6 127,6: 130,7 7,33 (1H, ddd, J = 8,0; 7,0; 1,0 Hz) 125,5
10 7,68 (1H, ddd, 8,6; 7,0; 1,6 Hz) 135,0 128,9: 138,9 7,68 (LH, ddd, J = 8,6: 7,0; 1,6 Hz) 1351
11 9,10 (1H, ddd, J = 8,6; 1,0; 0,5 Hz) 127,6 103,6; 125,6; 130,7 9,08 (1H, ddd, J = 8,6; 1,0; 0,5 Hz) 127,3
1lla 138,9 138,7
1-OCH; 4,08 (3H, s) 61,0 162,7 4,08 (3H, s) 61,2
2-OCH3 3,96 (3H, s) 60,4 143,8 3,97 (3H, ) 60,6

%Costa, et. al.; 2011, "Principais correlacdes observadas no mapa de contronos HMBC
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Tabela 39: Dados de RMN de 'H e de **C para a substancia GF-1 e dados de RMN de 'H da literatura para a liriodenina

Posicdo RMN de ‘H de GF-1 RMN de *°C de GF-1 Correlagdo HMBC RMN de "H da liriodenina
la 107,8
3 7,19 (1H, s) 103,3 123,2: 124,4; 147,9; 151,8 7,18 (1H, s)
3b 123,2

5 8.89 (1H, d, J = 5,2 Hz) 145,0 124,4; 134,8; 1454 8,87 (1H, d, J = 5,3 Hz)
7 182,7
8 8,59 (1H, dd, J = 7,9; 1,4 Hz) 128,9 133,1; 182,7 8,57 (1H, dI, J = 8,0 Hz)

10 7,76 (1H, m) 133,9 128,9; 133,1 7,73 (1H, td, J = 7,8; 2,0 Hz)
. u1 865(H,d,J=81Hy 1275  107,8;1285;1312 864 (1H,d,J=80Hz)

1lla 133,1

a, !

Siqueira, et. al.; 1998, "Principais correla¢cbes observadas no mapa de contronos HMBC
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Tabela 40: Dados de RMN de 'H para a substancia GS-1 isolado de G. sellowiana e dados de RMN de *H da literatura para a O-metilmoscatolina

Posicdo RMN de 'Hde GS-1 RMN de ‘H da O-metilmoscatolina

I

w
(o3

(&)

8,97 (1H, sl) 8,95 (1H, d, J = 5,3 Hz)

||

oo

8,58 (1H, d, J = 8,0 Hz) 8,56 (1H, d, J = 8,0 Hz)

=
o

7,75 (1H, td, J = 8,0; 1,1 Hz) 7,73 (1H, m)

[N
[
||

2-OCHjs 4,08 (3H, s 4,00 (3H, s

®Siqueira, et. al.; 2007



