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RESUMO

A familia Annonaceae é uma familia de larga escala, sendo distribuida entre os
tropicos, com dominancia no continente americano e abrangendo mais de 2400
espécies dentro de mais de 110 géneros. Guatteria olivacea R. E. Fries é uma espécie
de predominancia no bioma amazonico, popularmente conhecida como “envireira”,
“envira-preta”, “envira-bobd”, entre outros. Costuma ter arvores longas e folhas
escuras, e seu fruto € chamado de “ata” ou “araticum”, tipico de sua familia. Este
trabalho monografico realizou o estudo fitoquimico da fracdo alcaloidica das cascas
de G.olivacea (FACGO), fazendo uso de técnicas cromatograficas convencionais
(cromatografia em coluna, CC, cromatografia em camada delgada analitica e
preparativa, CCDA e CCDP, além de técnicas espectroscopicas, como RMN de H e
13C, e espectrométrica (EM), para auxiliar na elucidacéo estrutural dos compostos.
Visto que trata-se de uma continuacdo do trabalho outrora interrompido por
Manickchand, o estudo buscou ampliar de forma extensa e completa o estudo da
espécie, na qual possibilitou o isolamento de sete substancias, todas inéditas na
espécie, dentre elas uma inédita na literatura: (S1) melosmina, (S2) 9-
Hidroxiguattescina, (S5) alcaloide inédito, (S6) lysicamina, (S7) dihidromelosmina,
(S8) guattouregidina e (S9) &cido acantdico. O estudo prévio realizado por
Manickchand (2021) havia possibilitado o isolamento de outras duas substancias: (S3)
isopilina e (S4) O-metilisopilina, totalizando 9 substancias inéditas na espécie ao final
do estudo completo, o que traduz 6timos resultados visando futuros estudos com a
espécie, vide sua importancia quimiofenética frente a demais espécies do seu género.

Palavras-chave: Fitoquimica; Alcaloides; Guatteria olivacea; Annonaceae.



ABSTRACT

The Annonaceae family is a large-scale family, being distributed among the
tropics, with dominance in the American continent and encompassing more than 2400
species within more than 110 genera. Guatteria olivacea R. E. Fries is a species of
predominance in the Amazon biome, popularly known as "envireira", "envira-preta”,
"envira-bobd", among others. It usually has long trees and dark leaves, and its fruit is
called "ata" or "araticum", typical of its family. This monographic work carried out the
phytochemical study of the alkaloid fraction of the G.olivacea bark (FACGO), using
conventional chromatographic techniques (column chromatography, CC, analytical
and preparative thin layer chromatography, CCDA and CCDP, as well as
spectroscopic techniques, such as NMR of *H and *3C, and spectrometric (MS), to help
in the structural elucidation of the compounds. Since this is a continuation of the work
once interrupted by Manickchand, the study sought to extensively and completely
extend the study of the species, in which it made possible the isolation of seven
substances, all novel in the species, among them one novel in the literature: (S1)
melosmine, (S2) 9-Hydroxyiguattescine, (S5) unpublished alkaloid, (S6) lysicamine,
(S7) dihydromelosmine, (S8) guattouregidine, and (S9) acanthoic acid. The previous
study by Manickchand (2021) had allowed the isolation of two other substances: (S3)
isopiline and (S4) O-methylisopiline, totaling 9 substances unpublished in the species
at the end of the complete study, which translates great results aiming at future studies
with the species, seeing its chemophenetic importance compared to other species of
its genus.

Key-words: Phytochemistry; Alkaloids; Guatteria olivacea; Annonaceae.
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1 INTRODUCAO

Diversas pesquisas cientificas ao redor do mundo séo realizadas com o intuito
de buscar solucdes clinicas e terapéuticas para doencas das mais abrangentes
origens. No Brasil, isso néo é diferente, e um caminho bastante promissor a continuar
se tracando é o estudo de produtos naturais oriundos da grande diversidade de
espécies de plantas amazonicas, as quais suas estruturas desempenham um papel
de suma importancia no desenvolvimento de novos medicamentos. (PAVIA et al.,

20009)

Essa incessante busca ja demonstrou historicamente a eficacia de diversos
produtos naturais do ponto de vista farmacologico indo ao encontro de
desenvolvimentos de novos farmacos. A utilizacdo destes como recursos clinicos é
evidenciada mundialmente, representando uma grande parte do mercado comercial
em vendas de fitoterapicos. (QUEIROZ, 2021)

Citando uma das mais agravantes doencgas existentes na humanidade, o
cancer, Newman (2012) descreve que apenas 20,2% de drogas anticancer de
pequenas moléculas sdo de origem sintética, nimero este que corrobora com a
importancia nessa busca. (ARAUJO, 2019; NEWMAN, et al., 2012)

Nesse contexto, o bioma amazénico, dotado de uma vasta e rica pluralidade de
espécies vegetais, acaba se tornando uma otima fonte produtora de metabdlitos
secundarios em suas plantas, dos quais destes sdo produzidas substancias capazes
de oferecer e evidenciar inUmeras atividades biolégicas, tais como anti-inflamatoria,
larvicida, antioxidante, dentre outras. (LIMA, 2022; QUEIROZ, 2021)

A familia Annonaceae é uma familia de larga escala com distribuicdo
pantropical, sendo dominante no continente americano, abrangendo desde o sudoeste
do México até o sul do Brasil, e ainda apresentando relatos na Africa e na Asia. Esta
€ uma das principais representantes da ordem basal angiospérmicas, plantas com flor,
das Magnoliales, sendo constituida de cerca de 2440 espécies distribuidas entre
aproximadamente 110 géneros. No Brasil sua ocorréncia predomina na regiao
amazobnica, tendo o maior niumero de espécies catalogadas. Nesta regido sao
identificadas cerca de 280 das 385 espécies ja relatadas no pais, estas distribuidas
em cerca de 32 géneros. (ARAUJO, 2019; LOBAO, 2020; LOPES et al., 2018)
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Suas espécies costumam apresentar caracteristicas botanicas bastante
especificas, sendo chamadas de plantas lenhosas com caréater arbustivo ou arboreo,
as quais adquirem a capacidade de possuir elevadas estaturas devido ao crescimento

de seus caules e raizes em espessura. (KRINSKI et al., 2014)

Do ponto de vista econdmico a familia Annonaceae compreende um importante
valor devido a producéo de seus frutos, que de forma geral sdo comestiveis, como a
graviola (Annona muricata), a fruta do conde (Annona squamosa), o birib4 (Annona
mucosa), bem como a pindaiba (Duguetia lanceolata). Estes frutos possuem um
importante valor comercial na forma de produtos como sucos, sorvetes, além de serem
fontes de matéria-prima para industrias de cosmeéticos, na fabricacdo de Oleos
essenciais e sabonetes. (BITENCOURT et al., 2020; PATEL, 2016; SHEHATA et al.,
2021; SOUSA et al., 2016)

Guatteria Ruiz et Pav. € o maior género da familia Annonaceae,
compreendendo cerca de 310 espécies, distribuidas em regiées neotropicais, com
énfase na ocorréncia de 88 destas no Brasil, predominantemente na Amazonia.
Guatteria olivacea R. E. Fries, de forma semelhante as demais espécies de seu
género, apresenta caracteristicas botanicas tais como seus frutos “ata”, que
apresentam inumeros gomos chamados de carpidios, com flores eretas e arvores
longilineas. (ARAUJO, 2019; COSTA et al., 2010; LOPES; MELLO-SILVA, 2014;
MAAS et al., 2015)

Dentre os diversos metabdlitos extraidos desta familia e género,
respectivamente, se destaca uma classe de substancias bastante promissora no
ambito fitoterapico, os alcaloides. Estes, constituidos de mais de 3 mil substancias
sdo compostos organicos que, do ponto de vista quimico, possuem nitrogénio
heterociclicos e podem ainda ser subdivididos em outros grupos, como inddlicos,
aporfinicos e quinolinicos. (DA SILVA, 2007; SOUZA, 2020)

Destacando o grupo de alcaloides aporfinoides, ou aporfinicos, sdo conhecidos
por apresentar estruturas que derivam de uma base de esqueleto molecular dos
isoquinolinicos, no qual s&o bastante relatados em diversas familias, sobretudo em

Annonaceae, com registros ainda em Hernandiaceae, Lauriaceae e demais familias.

Os alcaloides aporfinoides costumam apresentar bases tetraciclicas formadas

pelo acoplamento oxidativo direto dos anéis aromaticos A e C de um tipico nucleo
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benziltetraisoquinolinico. Sendo compostos nitrogenados, este atomo de nitrogénio
frequentemente se apresenta como terciario em sua formacédo, podendo ainda ser
quaternario, acetilado ou formilado, além do caso especifico em que ele se comporta
como nitrogénio secundario, sendo assim chamado de noroaporfinico. (STEVIGNY et
al, 2005)

Nesse sentido, a familia Annonaceae € uma das principais fontes de interesse
fitoquimico e farmacoldgico, vide seu grande potencial citotoxico frente a doencas
através de seus diversos géneros como Annona, Guatteria, Unonopsis e Xylopia,
como ja descritos por suas propriedades, como atividades antimicrobiana (COSTA et
al., 2018), antiparasitaria (MAHIOU et al., 2000; MONTENEGRO et al., 2003),
antioxidante (MAHIOU et al., 2000) e citotoxicas (BRITO et al., 2012).

Com relacdo a Guatteria olivacea, ainda que seu género apresente estudos
relevantes com extratos e Oleos essenciais em ademais espécies devido ao
isolamento de metabdlitos secundarios, poucos relatos de estudos da mesma, do
ponto de vista fitoquimico, sdo encontrados na literatura, com destaque para os relatos
de Araujo (2020) e Galvao (2022). Diante de tais contextos, a espécie em questao se

torna relevante para o estudo e desenvolvimento deste trabalho monografico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Familia Annonaceae

A familia Annonaceae compreende cerca de 2440 espécies distribuidas em
cerca de 130 géneros ao redor do mundo, possuindo uma distribuicdo pantropical.
Além disso, segundo Tamokou et al. (2017), cerca de 900 espécies sdo de distribuicédo
neotropical, 450 de distribuicdo afrotropical e as demais da regido indo-malaia. No
Brasil ha relatos de cerca de 400 espécies, sendo mais de 150 classificadas como
endémicas. A regido amazonica tém o destaque pela riqueza de sua fauna e flora, e
abrange aproximadamente 300 de todas as espécies de Annonaceae datadas
nacionalmente. (CASCAES et al., 2022; DOS SANTOS et al., 2022)

O principal valor comercial registrado desta familia é a capacidade de suas
arvores gerarem frutos, que na sua grande maioria sdo comestiveis. Frutos como
pindaiba, fruta do conde, ata ou pinha, sdo os mais populares e comercialmente
associados. (DOS SANTOS et al., 2022)

As substancias extraidas de espécies de Annonaceae também agregam
bastante valor a industria de cosméticos, através da extracao de 6leos essenciais, 0s
quais garantem o bem-estar popular através de seus agradaveis aromas e esséncias.
(CASCAES et al., 2022; DOS SANTOS et al., 2022)

Do ponto de vista botanico, os individuos desta familia apresentam
combinacdes florais que sofrem influéncia da intensa diversidade de espécies animais
hospedeiras, apontando em evidéncia a polinizacdo sofrida por besouros. (SAVARY
et al., 2021)

Estudos prévios culminaram no isolamento e identificacdo de diversos
metabdlitos secundarios de espécies de Annonaceae, com destaque para classes de
substancias, como mono e diterpenos, além de acetogeninas e 0s principais
alcaloides que as constituem, seja de carater isoquinolinicos ou derivados como
aporfinoides. (COSTA et al., 2021; SOUZA, 2020)

Do ponto de vista farmacolégico, espécies de diversos géneros, como
Duguetia, Xylopia, Annona, Rollia e Guatteria sao relatadas na literatura com boa ou
moderada atividade bioldgica inibitoria frente a determinadas avarias, como atividade
antimicrobiana (COSTA et al., 2008; COSTA et al., 2013; RUPPRECHT et al., 1990),
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leishmanicida (COSTA et al., 2006; SILVA et al., 2009), tripanocida (COSTA et al.,
2011; SILVA et al., 2009) e atividade citotoxica frente a células tumorais (COSTA et
al., 2020; SILVA et al., 2009; SOUZA et al., 2020) (FIGURA 1).

FIGURA 1. Algumas espécies da familia Annonaceae Juss.

Annona amazobnica R. E.
Mart.

Py A

A Duguetia niarcgraviana Duguetia spixiana Mart. Guatteria australis A.St.-
Mart. Hil.

Fonte: https://www.tradewindsfruit.com/duguetia-spixiana-duguetia-seeds. Acesso em: 13 de janeiro
de 2023.

2.2 Género Guatteria

Guatteria Ruiz et Pav. é considerado um dos géneros mais antigos de
Annonaceae, o qual compreende toda a regido desde o sudeste do México até a
Bolivia e Brasil na América do Sul, abrangendo mais de 300 espécies, sendo destas
mais de 80 relatadas no Brasil e aproximadamente 50 endémicas. (SANTOS et al.,
2015)

Quanto ao carater botanico, as espécies do género Guatteria geralmente sao

individuos de porte médio, tendo carater arbustivo em algumas localidades, aos quais


https://jb.utad.pt/especie/Annona_crassiflora
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costumam variar entre 1 e 40 metros de altura, ndo excedendo os 60 metros, como é
a excecao G. grandiflora e ndo atingindo um minimo de 4 metros como a excecéao G.
delicatula, porém costumeiramente as suas espécies apresentam caules com menos
de 25 cm de diametro. Apresentam folhas simples e inteiras, tais quais as
caracteristicas de Annonaceae, e com peciolos curtos, nascendo entre 1 e 10 mm de
comprimento. Quanto as flores, sdo geralmente apresentadas como botdes florais no

formato de ovoides, sem formato conico. (MAAS et al., 2015)

No aspecto quimico, as espécies de Guatteria seguem as tendéncias
caracteristicas da familia Annonaceae, tendo as presencas marcantes de diversas
classes de metabdlitos secundarios, como terpenoides e alcaloides, com destaque
para aqueles de estrutura isoquinolinica. (LUCIO et al, 2015; SANTOS et al., 2018)

Algumas investigacdes fitoquimicas em diversas de suas espécies ja relataram
notaveis acdes farmacoldgicas, tais como antiparasitaria (MAHIOU et al, 2000),
antimicrobiana (COSTA et al, 2010), antifungica (COSTA et al. 2011) e citotoxica
(COSTA et al, 2013).

2.3 Espécie Guatteria olivacea

A espécie Guatteria olivacea R. E. Fries (FIGURA 2) € uma espécie pertencente
a um dos principais géneros de Annonaceae, encontrada majoritariamente no bioma
amazonico, onde é popularmente conhecida como “envireira”, “embira”, “envira-preta”,
“‘envira-branca”, “embira-preta”, “embira-branca”, “envira-bobd”, dentre outros.

(ARAUJO, 2020; GALVAO et al., 2022)

A sua arvore costuma variar em altura e diametro, podendo chegar a 27 m e 32
cm, respectivamente. Do ponto de vista botanico, apresenta seus componentes bem
definidos, sendo constituida de folhas escuras, na coloracdo castanha, com base de
longa duracéo, além de cascas espessas na tonalidade verde. Seu fruto costuma ser
chamado de “ata” ou “araticum”, vide a semelhanca com outra espécies
caracteristicas da mesma familia, e suas flores apresentam pigmentacgao ferruginosa.
(ARAUJO, 2020; GALVAO et al., 2022)

Quanto aos aspectos quimicos e farmacoldgicos, os 6leos essenciais de suas
folhas apresentam abundancia em sesquiterpenos, com destaque para altos teores
de oOxido de cariofileno (31,2%), B-elemeno (16,5%) e espatulenol (13,8%)
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(ALCANTARA, 2015), constituintes estes ja descritos na literatura com atividade
antitumoral in vitro (BONFIM, 2016), antioxidante (KARAKAYA, 2019) e
anticancerigena (PAN; 2016). Sua fracdo alcaloidica é descrita na literatura com
carater inibitério bastante satisfatorios frente as linhagens de células tumorais, MCF7
(carcinoma de mama humano) (20,16 pg.mL-1) e HepG2 (carcinoma hepatocelular
humano) (18,25 pyg.mL-1). (ARAUJO, 2019)

Além disso, Araujo et al. (2020) descreve o isolamento de dez alcaloides
isoquinolinicos das cascas, constituidos por: trés fenantrenos, atherosperminina (A1),
argentinina (A2) e atherosperminina N-Oxido (A3); trés aporfinos sensu stricto,
asimilobina (A4), puterina (A5) e discoguattina (A6); dois oxoaporfinos, liriodenina
(A7) e oxoputerina (A8); e dois tetraidroprotoberberinos, corypalmina (A9) e discretina
(A10) (FIGURA 3).

FIGURA 2. Imagens da es

9. 4

Fonte: ARAUJO, 2019
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FIGURA 3. Alcaloides isoquinolinicos isolados das cascas de G.olivacea por Araujo (2020).

CH;

‘ CH;s
2 il 1 - HO ) " “ |
CH, \CHg

H3CO

Atherosperminina Argentinina N-6xido de atherosperminina Asimilobina
(A1) (A2) (A3) (A4)

OCH;
Puterina
(AS) N )
Discoguatina Liriodenina
(A6) (A7)

OCH,

Oxoputerina Coripalmina Discretina
(A38) (A9) (A10)

Fonte: O autor.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos estdo organizados em geral e especificos como seguem.

3.1 Objetivo geral

eRealizar o estudo fitoquimico de fragBes alcaloidicas das cascas da espécie
Guatteria olivacea, contribuindo para o conhecimento quimico das espécies de

Annonaceae.

3.2 Objetivos Especificos

¢ Realizar o isolamento e purificacdo dos alcaloides presentes nas fracdes alcaloidicas
das cascas de G. olivacea através de métodos cromatograficos classicos;

e Realizar a identificacdo estrutural dos constituintes quimicos isolados atraves de
meétodos espectroscopicos e espectrométrico (RMN 1D/2D e EM);

e Tracar uma relacdo quimiofenética das substancias isoladas entre as espécies de

Guatteria.
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4 METODOLOGIA

Vale ressaltar que o presente trabalho monografico foi realizado a partir de uma
continuacéo do projeto de pesquisa PIBIC/PAIC PIB-MULT/0003/2020 desenvolvido
de forma parcial pelo discente de Licenciatura em Quimica Steve Pereira
Manickchand, o qual por motivos particulares ndo pode dar prosseguimento ao
estudo. Partindo do material coletado e tratado pelo mesmo, esta monografia foi,
portanto, desenvolvida a partir do fracionamento cromatografico da fracédo alcaloidica
das cascas de Guatteria olivacea (FACGO) a fim de ampliar os conhecimentos no

estudo fitoquimico da espécie de forma mais abrangente e completa.
4.1 Materiais utilizados
4.1.1 Cromatografia em coluna aberta

Para o fracionamento cromatogréfico realizado em coluna aberta (CC), foi
utilizada uma coluna de vidro com diametro e comprimento de ® x h: 2,5 cm x 60 cm,
com a fase estacionaria sendo silica gel 60 com particulas entre 0,063-0,200 mm da
marca Sigma-Aldrich. Esta silica foi tratada previamente adicionando 1 L de solugéo
de bicarbonato de sodio 10% por 300 g de silica, sendo agitada para eliminar bolhas
na solucao e posteriormente mantida em repouso por cerca de 24 horas. Passado
esse periodo, a mesma foi filtrada em funil de Blichner com o intuito de remover o
excedente de solucdo e levada a estufa a 180°C em uma capsula grande de porcelana

para que fosse totalmente seca.

Para utiliza-la no empacotamento da CC, foi utilizada uma proporcdo de 30
vezes a massa do amostra (FACGO) e para o preparo da pastilha contendo a amostra

utilizou-se a proporcao de 2 vezes a massa da amostra.
4.1.2 Cromatografia em camada delgada analitica e preparativa (CCDA e CCDP)

Para as analise por CCDA e CCDP foram utilizadas cromatofolhas de silica gel
60 da marca Fluka, com indicador de fluorescéncia 254, suporte em aluminio e
espessura de 0,2 mm, e cromatoplacas de vidro 20 x 20 cm com espessura de 1,0

mm, respectivamente.
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4.1.3 Solventes e reveladores

Os principais solventes utilizados durante o estudo fitoquimico foram
diclorometano (CH2Cl2), metanol (CH3OH), hexano (CeH14) e acetato de etila (AcOEt),
todos das marcas Synth e Merck. Para o preparo das amostras destinadas as anélises
por RMN foi utilizado cloroférmio deuterado (CDCI3) da marca Sigma-Aldrich.

A solucgéo de Dragendorff utilizada como revelador em CCDA foi preparada pela
mistura em proporcgéo 1:1 de uma solucdo 1 composta por 1,7 g de nitrato de bismuto
IIl e 20 g de acido tartarico dissolvidos em 80 mL de agua destilada; e uma solucéo 2
composta por 16 g de iodeto de potassio dissolvidos em 40 mL de agua destilada.
Para aplicacdo nas placas retirou-se uma aliquota de 5 mL da solucéo preparada,
adicionou-se 10 g de &cido tartarico e a dissolveu em 50 mL de &gua destilada.
(MUNIER, 1953 apud MERCK, 1971)

A solucéo de anisaldeido utilizada como revelador foi preparada pela adicédo de
5 mL de anisaldeido em 90 mL de é&lcool etilico, 5 mL de acido sulftrico concentrado
e 1 mL de &cido acético glacial. (MUNIER, 1953 apud MERCK, 1971)

4.2 Coleta do material botanico

As cascas de G. olivacea foram coletadas no dia 27 de maio de 2017 na
Reserva Florestal Adolpho Ducke, préximo a cidade de Manaus, Amazonas, Brasil. A
identificacdo da espécie foi realizada pelos botanicos do Departamento de Biologia da
UFAM, Manaus, Amazonas, Brasil. Uma exsicata (11423) da espécie foi depositada
no Herbario do Departamento de Biologia da prépria UFAM. A espécie foi cadastrada
no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SISGEN), sob numero de registro A70EDCD.
(MANICKCHAND, 2021)

4.3 Obtencéo dos extratos

O material botanico da espécie em estudo foi seco, em um primeiro momento,
em local aberto, a temperatura ambiente, e de forma posterior houve a transferéncia
para uma estufa de ar circulante a 40°C, sendo em seguida triturado em um moinho

de quatro facas, obtendo assim uma massa de 1112,6 g do material de partida moido.

O material entdo foi levado ao processo de extracao pelo método de maceracéo

exaustiva (ESQUEMA 1), com adicdo de solventes em ordem crescente de
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polaridade, sendo estes renovados a cada 72 horas em um frasco Mariotte. A extragao
se iniciou com adi¢cao de hexano (mais apolar) e na sequéncia foi adicionado metanol

(mais polar), sendo realizadas oito extracées com cada solvente.

A cada etapa de maceracdo, os extratos obtidos foram concentrados em
evaporador rotativo a pressao reduzida e temperatura controlada entre 40-50°C,
sendo posteriormente secos em dessecador. O solvente evaporado foi reutilizado em
cada etapa da maceracdo. O material residual foi descartado ao fim do processo de
extracao, e apds 0s materiais serem secos em dessecador, foram obtidos os extratos

hexanico e metandlico. (ARAUJO, 2019; MANICKCHAND, 2021)

ESQUEMA 1. Fluxograma da obtencéo dos extratos

Cascas

m=1112,6¢g
( Maceragdao com hexano; 8
extragGes a cada 72 h;
concentragao do extrato.

Extrato Hexanico Torta

(EHCGO)

Maceragao com metanol; 8
extragdes a cada 72 h;
concentragdo do extrato.

Extrato Metandlico

(EMCGO) Material residual descartado

m=107,17 g

4.4 Tratamento acido-base do extrato metandélico

Tendo posse dos extratos preparados, submeteu-se o extrato metanolico
(EMCGO) a anadlise por Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA),
fazendo uso de sistemas de gradientes de solventes distintos, além do emprego do
reagente de Dragendorff, revelador indicativo de compostos alcaloidicos, na presenca
da coloracao alaranjada, para assim ser realizado um monitoramento das substancias
presentes neste extrato. Confirmando a pré-analise realizada por CCDA, o extrato
metanolico (107,17 g) foi, portanto, submetido ao processo de extracdo acido-base
convencional, seguindo a metodologia de Costa et al. (2006). (ESQUEMA 2)

Inicialmente o extrato foi solubilizado em 250 mL de diclorometano (CH2Cl2),

seguido da extragdo com 2 L de uma solugéo de acido cloridrico 3% v/v (HCI), obtendo
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assim duas fases: a fracdo aquosa &cida (Parte A) e a fragdo neutra (13 g; FNCGO;
Parte B). Posteriormente, a fracdo aquosa acida (Parte A) foi cuidadosamente
basificada a partir da adicdo de 100 mL de hidroxido de aménio (NH4OH) até atingir
pH 12, e enfim extraida com diclorometano, resultando em mais duas fases: a fracao
alcaloidica (2,359 g; FACGO,; Parte C), e a fracdo aquosa béasica (Parte D), esta Gltima
descartada. A fim de tracar um perfil quimico da espécie, a fragéo alcaloidica (FACGO)
foi submetida & analise por Espectroscopia de Massas (EM). (ARAUJO, 2019;
MANICKCHAND, 2021)

ESQUEMA 2. Fluxograma do tratamento acido-base realizado.

Extrato Metandlico
(EMCGO)
m=107,17 g

Adicdo de 250 mL de CH,Cly;
L Extracdo com HCl 3%.

Fase Neutra

Fase Aquosa Acida

(Parte B — FNCGO)

(Parte A)

m=13¢g

Basificagdo com NH,0H;
Extragdo com CH,Cl,

Fase Alcaloidica

Fase Aquosa Basica

(Parte C — FACGO)

(Parte D)

m=2,359¢g

4.5 Fracionamento cromatogréafico da fracdo alcaloidica (FACGO)

Ap6s o tratamento Aacido-base, a fase alcaloidica (FACGO) (2,359 g) foi
submetida a um fracionamento por cromatografia em coluna aberta (CC; ® x h: 2,5
cm x 60 cm) de silica gel previamente tratada com solucdo de NaHCO3 a 10%, e
entdo eluida com hexano, diclorometano (CH2Cl2), acetato de etila (AcOEt) e metanol
(CH3OH) em misturas de polaridades crescentes, resultando em 213 fracdes
(ESQUEMA 3). As fracdes obtidas foram analisadas por cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA), utilizando o reagente de Dragendorff para a deteccdo de
substancias nitrogenadas (alcaloides) e solucdo de anisaldeido para outras classes

de substancias. As substancias que apresentaram o mesmo perfil quimico e fatores
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de retencdo (Rf) foram agrupadas resultando em 17 novos grupos de fracoes,
conforme a TABELA 1.

ESQUEMA 3. Fracionamento da fracéo alcaloidica (FACGO) por CC.

Fragao alcaloidica
(FACGO) (2,359 g)

Hexano CH,Cl, AcOEt
Fracao 1 Fragdes 26 - 29

Fracdes 153 - 160

Hexano:CH,Cl, CH,Cl,:AcOEt AcOEt:CH;OH
90:10 2-6 90:10 30-45 90:10 161 - 168
80:20 7 80:20 46 - 58 80:20 169 - 180
70:30 8-10 70:30 59 - 87 70:30 181 -188
60:40 11-12 60:40 88 -103 60:40 189 - 197
50: 50 13-14 50:50 104 - 113 50:50 198 - 213
40:60 15-16 40:60 114 - 119
30:70 17-18 30:70 120-131
20:80 19-20 20:80 132 - 141
10:90 21-25 10:90 142 - 152

TABELA 1. Reunido das fragdes resultantes do fracionamento cromatogréafico da fragéo alcaloidica
(FACGO).

REUNIAO FRACOES SIGLA MASSA (mg)
1 1-9 GOC1 23,0
2 10 -13 GOC2 9,8
3 14 - 17 GOC3 8,6
4 18 — 20 GOC4 23,2
5 21-42 GOC5 301,6
6 43 - 65 GOC6 84,3
7 66 — 83 GOC7 26,3
8 84 - 95 GOC8 14,0
9 96 — 162 GOC9 94,7
10 163 — 167 GOC10 64,0
11 168 — 179 GOC11 206,1
12 180 — 185 GOC12 71,6
13 186 — 189 GOC13 86,0
14 190 — 191 GOC14 74,1
15 192 — 193 GOC15 84,0
16 194 — 197 GOC16 67,0

[EEY
~

198 - 213 GOC17 110,4
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4.6 Isolamento e purificacao

Foram, portanto, realizadas as analises por CCDA de todos os grupos de
fracOes referentes ao fracionamento cromatografico da fracao alcaloidica (FACGO),
observando-as de modo a estudar aquelas que apresentaram boa separacéo e fatores
de retencéo (Rf) distintos. As analises foram realizadas usando padrées auténticos do
grupo de pesquisa GEQBiom (Grupo de Estudos Quimicos de Biomoléculas),
possibilitando, deste modo, a selecdo das fracbes a serem submetidas ao processo

de purificagdo por cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP).

As purificacdes das fracbes por CCDP foram realizadas com sistema de
gradiente com mistura de solventes conforme as pré-analises por CCDA, sendo eles:
CH2Cl2:MeOH (9,5:0,5 v/v), sendo estas eluidas de 2 a 3 vezes. Apds a separacao
cromatografica, as substancias foram extraidas e recuperadas da silica com a mistura
de solvente apropriado: CH2Cl2:MeOH (9,5:0,5 v/v), sendo na sequéncia filtradas em
funil de placa porosa, extraidas e concentradas em um rotaevaporador.
Posteriormente as extracdes, as mesmas foram secas e pesadas para uma nova
avaliagdo por CCDA, onde novamente utilizou-se reagentes reveladores de
Dragendorff e anisaldeido para identificar substancias de interesse, na qual aquelas
gue apresentaram grau de pureza satisfatério, foram entdo enviadas as analises por

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

Como mencionado, inicialmente Manickchand (2021) havia comecado o
trabalho com a espécie fazendo o estudo de 5 fracdes referentes a FACGO, descritas
a seguir: GOC5, GOC6, GOC12, GOC13 e GOC14. Para o presente trabalho
monografico foram ainda estudados outros 6 grupos de fracGes oriundos da fracéo
alcaloidica (FACGO): GOC4, GOC7/8, GOC9, GOC10 e GOC11, visando o

isolamento de outras substancias.
4.6.1Estudo cromatogréfico da fracdo GOC4

A fracdo GOC4, com massa de 23,2 mg, de origem do fracionamento
cromatografico da FACGO foi submetida a purificacdo por CCDP, com uma mistura
de CH2Cl2: MeOH (9,5:0,5) em trés elui¢des, resultando em oito subfracdes (GOC4-1
a GOC4-8). Destas, houve a separacdo mais visivel das subfragfes eluidas na parte

central da placa, no entanto néao foi possivel obter substéncias isoladas desta fracao.
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4.6.2Estudo cromatogréfico da fragdo GOC5

A fracdo GOC5, com massa de 301,6 mg, de origem do fracionamento
cromatografico da FACGO foi dividida e uma parte (90 mg) foi submetida a purificacéo
por CCDP, com uma mistura de CH2Cl2: MeOH (9,5:0,5) em trés elui¢gdes, resultando
em cinco subfragcbes (GOC5-1 a GOC5-5). Destas, as subfragbes GOC5-2, GOC5-3

e GOCb5-5 foram submetidas as analises por RMN.
4.6.3Estudo cromatogréfico da fragdo GOC6

A fracdo GOC6, com massa de 84,3 mg, de origem do fracionamento
cromatografico da FACGO foi submetida a purificagdo por CCDP, com uma mistura
de CH2Cl2: MeOH (9,5:0,5) em duas elui¢gbes, resultando em sete subfracdes (GOC6-
1 a GOC6-7). Destas, as subfracbes GOC6-4 e GOC6-6 foram submetidas as analises
por RMN.

4.6.4Estudo cromatogréfico da fragdo GOC7/8

As fracbes GOC7 (26,3 mg) e GOCS8 (14,0 mg), de origem do fracionamento
cromatografico da FACGO, foram reunidas obtendo uma Unica fragdo GOC7/8, com
massa de 40,3 mg. Esta foi submetida a purificacdo por CCDP, com uma mistura de
CH2Cl2: MeOH (9,5:0,5) em trés elui¢bes, resultando em dez subfracdes (GOC7/8-1 a
GOC7/8-10). Destas, as subfragcbes GOC7/8-3, GOC7/8-4, GOC7/8-5 e GOC7/8-6
foram submetidas as andlises por RMN.

4.6.5Estudo cromatografico da fracdo GOC9

A fracdo GOC9, com massa de 94,7 mg, de origem do fracionamento
cromatografico da FACGO foi submetida a purificacdo por CCDP, com uma mistura
de CH2Cl2: MeOH (9,5:0,5) em trés eluigbes, resultando em sete subfracdes (GOC9-
1a GOC9-7). Destas, as subfragcbes GOC9-2 e GOC9-3 foram submetidas as analises
por RMN.

4.6.6 Estudo cromatogréfico da fragdo GOC10

A fracdo GOC10, com massa de 64,0 mg, de origem do fracionamento
cromatografico da FACGO foi submetida a purificagdo por CCDP, com uma mistura

de CH2Cl2: MeOH (9,5:0,5) em trés elui¢des, resultando em seis subfracbes (GOC10-
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1 a GOC10-6). Destas, as subfragcbes GOC10-3 e GOC10-4 foram submetidas as
andlises por RMN.

4.6.7 Estudo cromatogréfico da fracdo GOC11

A fracdo GOC11, com massa de 206,1 mg, de origem do fracionamento
cromatografico da FACGO foi dividida e uma parte (90 mg) foi submetida a purificacéo
por CCDP, com uma mistura de CH2Cl2: MeOH (9,5:0,5) em trés elui¢gdes, resultando
em nove subfragbes (GOC11-1 a GOC11-9). Destas, as subfragcbes GOC11-4,
GOC11-6 e GOC11-7 foram submetidas as analises por RMN.

4.6.8 Estudo cromatogréfico da fragdo GOC12

A fracdo GOC12, com massa de 71,6 mg, de origem do fracionamento
cromatografico da FACGO foi submetida a purificacdo por CCDP, com uma mistura
de CH:Cl2: MeOH (9,5:0,5) em duas elui¢cdes, resultando em sete subfracdes
(GOC12-1 a GOC12-7). Destas, a subfracdo GOC12-3 foi submetida a analise por
RMN.

4.6.9Estudo cromatogréfico da fracdo GOC13

A fracdo GOC13, com massa de 86,0 mg, de origem do fracionamento
cromatografico da FACGO foi submetida a purificagcdo por CCDP, com uma mistura
de CH2Cl2: MeOH (9,5:0,5) em trés eluigOes, resultando em quatro subfracbes
(GOC13-1 a GOC13-4). Destas, a subfracdo GOC13-2 foi submetida a analise por
RMN.

4.6.10 Estudo cromatografico da fracdo GOC14

A fracdo GOC14, com massa de 74,1 mg, de origem do fracionamento
cromatografico da FACGO foi submetida a purificagdo por CCDP, com uma mistura
de CH2Cl2: MeOH (9,5:0,5) em trés elui¢des, resultando em cinco subfracbes (GOC14-
1 a GOC14-5). Nesta fracdo a separagao nao foi realizada de forma eficiente,
permanecendo compostos majoritarios presentes em mistura, portanto ndo foi

possivel obter substancias isoladas desta fracéo.
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4.7 Analises espectroscépicas e espectrométricas
4.7.1Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) das substancias
isoladas foram obtidos na Central Analitica do Centro de Apoio Multidiciplinar da
Universidade Federal do Amazonas (CA/CAM/UFAM) utilizando um aparelho
espectrometro de RMN BRUKER AVANCE Il HD operando a 11,75 Teslas (500,13
MHz para RMN de 'H e 125,76 MHz para RMN de 3C). As amostras foram
solubilizadas em cloroférmio deuterado (CDCI3), utilizando o tetrametilsilano (TMS)
como padrao de referéncia interno. Os deslocamentos quimicos foram expressos em
ppm (&) e as multiplicidades dos sinais indicadas segundo a convencéao: s (simpleto),
sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd (duplo duplo dupleto), t
(tripleto), dt (duplo tripleto), dtd (duplo triplo dupleto) e td (triplo dupleto ou tripleto de

dupleto). As constantes de acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz).
4.7.2 Espectrometria de massas (EM)

A fracdo alcaloidica das cascas de G. olivacea (FACGO), bem como as
substancias isoladas foram submetidas as analises por espectrometria de massas
(EM). As amostras foram solubilizadas em metanol grau HPLC, gerando solugbes
estoque de 1000 ppm. Aliquotas de 10 pL dessas solucfes foram transferidas para
vials contendo 1 mL de MeOH. Em seqguida, 5 pL das solu¢bes diluidas foram
analisadas por insercdo direta no espectrometro de massas do tipo ion trap, modelo
LCQ Fleet, equipado com fonte APCI operando nos modos positivo e negativo. Os
parametros analiticos utilizados foram os seguintes: discharge current: 5 yA; vaporizer
temperature: 320 °C; capilary temperature: 220 °C; sheath gas: 30 psi; aux gas: 10
arb, mass range, m/z 100-1000. Os espectros de MS/MS foram adquiridos utilizando

hélio como gas de colisdo e energia variando entre 20-30%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Analise do perfil cromatografico da fracéo alcaloidica das cascas de

Guatteria olivacea por espectrometria de massas (APCI-MS)

O resultado do tratamento acido-base realizado com o extrato metandlico das

cascas de G. olivacea forneceu duas fragcdes, sendo elas a fracdo neutra (FNCGO) e

bY

a fracdo alcaloidica (FACGO). A fracdo alcaloidica foi submetida a andlise
espectrométrica com o intuito de obter um estudo preliminar do perfil quimico dos seus
componentes. A analise, portanto, foi realizada em full scan eletronspray, no modo
positivo (APCI+) de aquisicao, afim de obter uma caracterizacdo de ions presentes na
fracdo. O espectro de massas (FIGURA 4) apresentou diversos ions de m/z par
[M+H]*, o que indica possiveis presencas de alcaloides (da SILVA, 2012), destacando-
se os de m/z 354, 342, 339, 338, 312, 301, 298 e 292.

FIGURA 4. Espectro de massas da fragdo alcaloidica das cascas de G.olivacea (FACGO)
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5.2 ldentificacéo estrutural das substancias isoladas das cascas de G.olivacea

O estudo prévio e parcial realizado por Manickchand (2021), ainda que
incompleto, possibilitou o isolamento de cinco alcaloides, sendo dois deles do tipo 7,7-
dimetilaporfino (melosmina e 9-Hidroxiguattescina) (S1 e S2), sendo ambos com o
primeiro relato na espécie; dois do tipo stricto sensu (isopilina e O-metilisopilina) (S3
e S4), sendo de mesma forma relatados pela primeira vez na espécie, além de um
outro alcaloide também do tipo 7,7-dimetilaporfino, o qual ndo ha relatos do mesmo

na literatura, sendo considerado portanto um alcaloide inédito (S5).

O presente trabalho monogréfico, o qual buscou complementar de forma ampla
o trabalho outrora interrompido, realizou o estudo fitoquimico da fracéo alcaloidica das
cascas de G.olivacea (FACGO), resultando no isolamento de sete substancias, quatro
destas sendo apresentadas como primeiro relato na espécie, tratando-se de um
alcaloide oxoaporfinico (lysicamina) (S6), de um alcaloide do tipo 7,7-dimetilaporfino
(dihidromelosmina) (S7), de um alcaloide do tipo 7-Hidroxi-7-metilaporfino
(guattouregidina) (S8) e de um diterpeno (acido acantéico) (S9); além de trés
substancias reisoladas, se tratando dos trés alcaloides do tipo 7,7-dimetilaporfino
(melosmina, 9-Hidroxiguattescina e um alcaloide inédito) (S1,S2,S3) (TABELA 2 e
FIGURA 5).

TABELA 2. Substancias isoladas das cascas de G.olivacea (FACGO).

Alcaloides aporfinoides

Diterpeno
7,7-dimetilaporfinos Stricto sensu Oxoaporfinico i
metilaporfino
S1 S3 S6 S8 9
S2 S4
S5

S7



FIGURA 5. Substancias isoladas de FACGO neste trabalho.
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5.2.1Identificacao estrutural dos alcaloides do tipo 7,7-dimetilaporfino
5.2.1.1 Identificacéo estrutural de S1

As fragcdes GOC5-2 (5,3 mg), GOC7/8-5 (11,8 mg), GOC9-3 (16,6 mg), GOC10-
3 (18,8 mg) e GOC11-7 (5,3 mg) apresentaram-se como cristais na coloracédo amarela,
e apoés as purificacdes realizadas por CCDP e posteriores analises por RMN foi
possivel observar que tratavam-se da mesma substéancia, o alcaloide do tipo 7,7-
dimetilaporfino melosmina (S1) (FIGURA 5). Estas fragdes testaram positivo frente ao
reagente de Dragendorff para compostos alcaloidicos, o que foi confirmado através
dos espectros de RMN de 'H e 13C (FIGURAS 6, 7, 8, 9 e 10), observando a presenca
de cinco sinais de hidrogénios aromaticos atribuidos nas faixas de deslocamento de &
7,69 (1H, d, J= 5,7Hz), 5 8,46 (1H, d, J=5,7Hz), § 7,17 (1H, d, J= 2,8Hz), § 6,86 (1H,
dd, J=8,9Hz) e 6 8,87 (1H, d, J= 8,9 Hz), atribuidos desta forma aos H-4, H-5, H-8, H-
10 e H-11. Além disso, um simpleto com deslocamento em 6 1,74 (6H, s) pode ser
atribuido aos hidrogénios do grupo dimetilico no C-7, e dois outros simpletos sdo
atribuidos aos hidrogénios remanescentes dos dois grupos metoxilicos (-OCHs) nos
C-2e C-3em 64,18 (3H, s) e 6 4,00 (3H, s), respectivamente (FIGURAS 6,7 e 8).

FIGURA 6. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de S1.
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FIGURA 7. Ampliagcdo 0 9,00 - 6,80 do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de S1.
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FIGURA 8. Ampliac&o 6 4,80 - 0,00 do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de S1.
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Observou-se ainda a presenca de 20 carbonos, sendo destes 16 aromaticos, 2

metilicos e 2 metoxilicos, com quatro carbonos aromaticos oxigenados em 6 142,8, 6

FIGURA 9. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCIs) de S1.
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142,3, 6 147,0 e 6 155,6, correspondendo aos C-1, C-2, C-3 e C-9, respectivamente
(FIGURAS 9 e 10).

FIGURA 10. Ampliagdo 0 166 - 110 do espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDClz) de S1.
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Na TABELA 3 abaixo sdo apresentados os dados de RMN de 'H e 3C

referentes a S1, seguindo comparacgodes realizadas junto a literatura.

TABELA 3. Dados de RMN de H e 13C de S1.

Posigdo

1a

1b

6a

7a

GOC7/8-5 Melosmina (Literatura)

Melosmina
1H & (mult., J em Hz) 1H 6 (mult., Jem Hz) GOC7/8-5 (Literatura)
14 (5)2 14 (8)b 13¢ (5)2 13¢ (8)C
142,8; C 142,6; C

111,3; C 111,5; C

119,4; C 119,4; C

142,3; C 142,5; C

147,0; C 146,6; C

127,3; C 127,3; C

7,69 (1H, d, 5,7 Hz) 7,71 (1H, d, 6 Hz) 113,7; C 113,9; C
8,46 (1H, d, 5,7 Hz) 8,50 (1H, d, 6Hz) 140,8; C 140,2; C
163,0; C 163,0; C

42,1; C 42,1;C

144,5; C 144,6; C
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10

11

11a

2-OCH3

3-OCH3

7- CHs (2x)

7,17 (1H, d, 2,8 Hz)

6,86 (1H, dd, 8,9Hz)

8,87 (1H, d, 8,9 Hz)

4,18 (3H, s)

4,00 (3H, s)

1,74 (6H, s)

7,22 (1H, d, 3 Hz)

6,89 (1H, dd, 9,3 Hz)

8,91 (1H, d, 9Hz)

4,17 (3H, s)

4,00 (3H, s)

1,73 (6H, s)

112,3; C

155,6; C

113,4;C

129,6; C

121,8; C

61,2

61,3

32,7

112,5;C

156,0; C

113,5;C

129,6; C

121,3;C

61,1

61,1

32,6

aExperimento realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para 13C em CDCI3, utilizando o TMS como padréo interno;
bZABEL et al., 1982 (*H: 400 MHz); °LEBOEUF et al., 1982 (*3C: 100 MHz; CDCls); (3) Deslocamentos em ppm.

A andlise por espectrometria de massas (EM) (FIGURA 11) realizada por full

scan eletronspray, no modo positivo (APCI+) de aquisicao, permitiu a observacao de

um ion de maior intensidade, evidenciando a molécula protonada [M+H]* com m/z 338

Da, ions este presente na fracdo alcaloidica, demonstrada no espectro de massas

acima (FIGURA 4) o que pode ser correlacionada com a férmula molécular C20H19NO4

e sua massa molecular 337,3692 g.mol2.

FIGURA 11. Espectro de massas de S1.
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5.2.1.2 Identificacédo estrutural de S2
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As fracbes GOC6-6 (5,7 mg) e GOC7/8-4 (9,6 mg) apresentaram-se como um

sélido marrom escuro, e ap0s as purificagdes realizadas por CCDP e posteriores



39

andlises por RMN foi possivel observar que tratavam-se da mesma substancia, o
alcaloide do tipo 7,7-dimetilaporfino 9-Hidroguattescina (S2) (FIGURA 5). Estas
fracbes testaram positivo frente ao reagente de Dragendorff para compostos
alcaloidicos, o que foi confirmado através dos espectros de RMN de 'H e 13C
(FIGURAS 12,13,14,15 e 16). A substancia em questdao apresentou as mesmas
caracteristicas de estrutura quanto ao esqueleto da substancia anterior, S1,
observando a presenca de cinco sinais de hidrogénios aromaticos atribuidos nas
faixas de deslocamento de ¢ 2,65-2,62 (1H, m), 6 3,64-3,61 (1H, m), 6 7,01 (1H, d, J=
2,6Hz), 5 6,77 (1H, dd, J=8,7 e 2,7Hz) e 6 8,38 (1H, d, J= 8,7 Hz), atribuidos desta
forma aos H-4, H-5, H-8, H-10 e H-11. Da mesma forma, um simpleto com
deslocamento em 6 1,48 (6H, s) pode ser atribuido aos hidrogénios do grupo dimetilico
no C-7, e desta vez o que o diferencia da outra estrutura séo trés outros simpletos
atribuidos aos hidrogénios remanescentes dos trés grupos metoxilicos (-OCHs) nos
C-1,C-2e C-3em b 3,79 (3H, s), 6 4,02 (3H, s) e 6 3,90 (3H, s), respectivamente
(FIGURAS 12, 13,14 e 15)

FIGURA 12. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de S2.
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FIGURA 13. Ampliacdo 64,00-2,60 do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs) de 'H de S2.
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FIGURA 14. Ampliagcdo & 8,40-6,70 do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de H de S2.
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Observou-se ainda a presenca de 21 carbonos, sendo destes 16 aromaticos, 2
metilicos e 3 metoxilicos, com quatro carbonos aromaticos oxigenados em 6 149,4, 5
149,7, 6 148,6 e 6 155,7, correspondendo aos C-1, C-2, C-3 e C-9, respectivamente
(FIGURAS 16 e 17)

FIGURA 16. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCls) de S2.
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FIGURA 17. Ampliagdo 5158-110 do espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDClz) de S2.
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Na TABELA 4 abaixo sdo apresentados os dados de RMN de H e 13C

referentes a S2, seguindo comparacgdes realizadas junto a literatura.

TABELA 4. Dados de RMN de 1H e 13C de S2.

9-Hidroxiguattescina

Posigdo

GOC7/8-4

1H & (mult., J em Hz)

(Literatura)

1H § (mult., J em Hz)

GOC7/8-4

9-Hidroxiguattescina

(Literatura)
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la

3a

3b

6a

7a

10

11

11a

1-OCHs

2-OCH3s

3-OCH3s

7- CHs (2x)

14 (8)2

2,65-2,62 (1H ,m)

3,64-3,61 (1H, m)

7,01 (1H, d, 2,6)

6,77(1H, dd, 8,7; 2,7)

8,38 (1H, d, 8,7)

3,79 (3H, s)

4,02 (3H, s)

3,90 (3H, s)

1,48 (6H, s)

14 (8)b

2,63-2,60 (1H ,m)

3,57-3,54 (1H ,m)

7,00 (1H, d, 2,6)

6,77 (1H, dd, 8,7; 2,6)

8,33 (1H, d, 8,7)

3,78 (3H, s)
4,02 (3H, s)
3,89 (3H, s)

1,45 (6H, s)

13¢ (8)2

149,4; C

148,6; C

127,05; C

19,8; CH>

42,8;C

111,8; CH

155,7;C

113,5; CH

129,7; CH

60,7

61,1

61,0

27,2

13C (8)b
149,2; C
123,7;C
149,7; C
148,3; C
127,0; C
1194; C
19,8; CH;
46,1; CH;
172,8;C
42,8;C
145,5; C
111,6; CH
156,8; C
113,5; CH
129,6; CH
121,4;C
60,7
61,2
61,0

27,1

aExperimento realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para '3C em CDCI3, utilizando o TMS como padréo interno;

bCOSTA et al., 2016 (*H: 400 MHz;13C: 100 MHz; CDCls); (8) Deslocamentos em ppm.

A andlise por espectrometria de massas (EM) (FIGURA 18) em (APCI+),

permitiu a observacdo de um ion de maior intensidade, evidenciando a molécula

protonada [M+H]* com m/z 354 Da, ions este presente na fracdo alcaloidica,

demonstrada no espectro de massas acima (FIGURA 4) o que pode ser

correlacionada com a formula molécular C21H23NO4 e sua massa molecular 352,4116

g.mol?.
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FIGURA 18. Espectro de massas de S2.
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5.2.1.3 Identificagcédo estrutural de S5

As fragcdes GOC11-6 (3,4 mg), GOC12-3 (22,7 mg) e GOC13-2 (15,3 mg) foram
submetidas as purificacdes por CCDP e posteriores analises por RMN, onde foi
possivel observar que tratavam-se da mesma substancia, um alcaloide do tipo 7,7-
dimetilaporfino (S5) (FIGURA 5).

Através das andlise dos espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDClsz; FIGURAS
19,20 e 21) e 13C (125 MHz, CDCls; FIGURA 22) comprovou-se estas caracteristicas
de um alcaloide do tipo 7,7-dimetilaporfinico devido ao sinal de um simpleto em & 1,88
com integracéo para seis hidrogénios no espectro de RMN de 'H correlacionado ao
sinal do carbono em & 27,5, tipicos dos grupos metilicos substituidos em C-7. Ainda
foi possivel observar a auséncia dos sinais dos hidrogénios diatereotopicos H-4 e H-
5, tipico do sistema alifatico do anel B que foram substituidos por dois sinais de
hidrogénios aromaticos em &7,75 (1H, d, J= 5,9Hz) e 58,19 (1H, d, J= 5,9Hz),
indicando a presenca de um anel piridinico na molécula, ou seja, que o anel B agora
€ aromatico, ao contrario da substancia descrita anteriormente. Esta substancia S5 se
difere da S2 somente na aromaticidade do anel B que foi descrita no paragrafo acima,
na presenca de uma hidroxila no carbono C-1 & 149,9 e o principal destaque € a
presenca de um atomo de oxigénio ligado ao atomo de nitrogénio da molécula,
formando assim o grupo nitroso (NO). No entanto, devido a valéncia do nitrogénio o
mesmo se encontra carregado positivamente e o atomo de oxigénio carregado

negativamente. Como a ligagédo entre N e O € do tipo covalente e neste caso ha uma
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presenca de ligacdo do tipo pi ( 1) entre ambos, a mesma entra em ressonancia com

0 anel B.

FIGURA 19. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCIs) de S5.
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FIGURA 20. Ampliagdo 68,50-6,50 do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de S5.
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FIGURA 21. Ampliagdo 64,40-0,00 do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDClz) de S5
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FIGURA 22. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCIs) de S5.
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Na TABELA 5 abaixo sdo apresentados os dados de RMN de H e 13C
referentes a S5, visto que ndo ha relatos na literatura, entende-se que a mesma se

trata de uma substancia inédita.

TABELA 5. Dados de RMN de H e 13C de S5.

Posigdo GOC11-6 (Substancia Inédita)
H 6 (mult., J em Hz)? 3¢ (8)?
1 150,0; C
1a 135,9; C
2 142,8; C
3 142,3; C
3a 127,2; C
3b 116,9; C
4 7,75 (1H, d, 5,9) 114,2; CH
5 8,19 (1H, d, 5,9) 137,9; CH
6a 160,2; C
7 45,7; C
7a 140,2; C
8 6,97 (1H, d, 2,9) 113,9; CH
9 153,9; C
10 6,72 (1H, dd, 8,6) 114,8; CH
11 7,12 (1H, d, 8,6) 122,3; CH
11a 140,1; C
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2—-0OCHs 4,14 (3H, s) 61,2; CHs
3-OCHs 3,95 (3H, s) 61,7; CHs
7-CHs (2x) 1,88 (6H, s) 27,5; CHs

aExperimento realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz para 13C em CDCI3, utilizando o TMS como padréo interno;

() Deslocamentos em ppm.

5.2.1.4 Identificacédo estrutural de S7
As fracbes GOC9-2 (11,4 mg) e GOC7/8-3 (5,1 mg) foram submetidas as

purificacbes por CCDP e posteriores analises por RMN, onde foi possivel observar
que tratavam-se da mesma substéncia, o alcaloide do tipo 7,7-dimetilaporfino
dihidromelosmina (S7) (FIGURA 5). Esta substancia também apresentou-se com
caracteristicas de estrutura quanto ao esqueleto semelhantes a da substancia, S1,
melosmina, observando a presenca de sete sinais de hidrogénios aromaticos
atribuidos nas faixas de deslocamento de 6 2,61 (2H, t), 6 3,62 (2H, t), 6 7,01 (1H, d,
J=2,7Hz), 6 6,78 (1H, dd, J= 2,7 € 8,7 Hz) e 6 8,44 (1H, d, J= 0,8 Hz), atribuidos desta
forma aos H-4, H-5, H-8, H-10 e H-11. Da mesma forma, um simpleto com
deslocamento em 6 1,41 (6H, s) pode ser atribuido aos hidrogénios do grupo dimetilico
no C-7, e ainda outros dois simpletos atribuidos aos hidrogénios remanescentes dos
dois grupos metoxilicos (-OCHs) nos C-2 e C-3 em 6 4,02 (3H, s) e 6 3,86 (3H, s),
respectivamente (FIGURAS 23, 24 e 25). A diferenca entre a dihidromelosmina (S7)
e a melosmina (S1) é a quebra da aromaticidade do anel B evidenciada justamente
pela presenca de dois sinais de hidrogénios aromaticos a mais, atribuidos um para
cada carbono, C-4 e C-5, respectivamente.

FIGURA 23. Ampliacédo 64,20-1,90 do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de S7.
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FIGURA 24. Ampliacdo 61,90-1,38 do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de S7.
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FIGURA 25. Ampliacdo 6 8,80-6,40 do espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls) de S7.
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Na TABELA 6 abaixo sédo apresentados os dados de RMN de *H referentes a

S7, seguindo comparacdes realizadas junto a literatura.

TABELA 6. Dados de RMN de 'H de S7.

Posigéo GO(C9-2 Dihidromelosmina (Literatura)

1H & (mult., J em Hz)? 1H & (mult., J em Hz)b

1a

3a
3b
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4 2,61 (2H, t) 2,55 (2H, t)
5 3,62 (2H, t) 3,56 (2H, t)
6a
7
7a
8 7,01 (1H, d, 2,7 Hz) 6,96 (1H, d)
9
10 6,78 (1H, dd, 2,7; 8,7 Hz) 6,74 (1H, dd, 2,8; 9 Hz)
11 8,44 (1H, d) 8,40 (1H, d)
11a
2-OCH; 4,02 (3H, s) 3,99 (3H, s)
3-OCH3 3,86 (3H, s) 3,82 (3H, s)
7-CH; (2x) 1,41 (6H, s) 1,41 (6H, s)

3Experimento realizado a 500 MHz para 'H em CDCI3, utlizando o TMS como padrdo interno;
BLEBOUEF et al., 1983 (*H: 400 MHz; CDCls); (8) Deslocamentos em ppm.

A andlise por espectrometria de massas (EM) (FIGURA 26) em (APCI+),
permitiu a observacdo de um ion de maior intensidade, evidenciando a molécula
protonada [M+H]* com m/z 340 Da, ions este presente na fracdo alcaloidica,
demonstrada no espectro de massas acima (FIGURA 4) o que pode ser
correlacionada com a formula molécular C20H21NO4 e sua massa molecular 339,3850

g.mol?.

FIGURA 26. Espectro de massas de S7.
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5.2.2 Identificagdo estrutural dos alcaloides do tipo stricto sensu

5.2.2.1 Identificag&o estrutural de S3 e S4

As fragbes GOC5-5 (5,7 mg) e GOC5-3 (8,6 mg) foram submetidas as
purificacdes por CCDP e posteriores analises por RMN, onde foi possivel observar
que tratavam-se de dois alcaloides do tipo stricto sensu isopilina (S3) e O-
metilisopilina (S4) (FIGURA 5).

Os dois alcaloides foram evidenciados pelos simpleto nas regides de
deslocamento entre 6 3,95-3,74 (3H, s), tipicos sinais de grupos metoxilicos. Além
disso, observou-se a presenca de carbonos arométicos oxigenados em 6 138,8 e 3
149,1, para S3 e em 6 150,7, 6 145,6 e 6 150,3 para S4, respectivamente, sinais estes
que sédo atribuidos aos C-1, C-2 e C-3 das estruturas, correspondendo aos grupos
metoxilicos de mesmo modo. A diferenca observada entre as duas estruturas esta
justamente no ligante do carbono oxigenado da posicédo no anel A do esqueleto, onde
€ possivel notar a provavel auséncia de um grupo metoxilico em S3 e portanto uma
hidroxila presente nesta regido (FIGURAS 27, 28, 29 e 30).

FIGURA 27. Ampliagdo 64,20-3,40 do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDClz) de S3.
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FIGURA 28. Ampliacéo 64,00-3,70 do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de S4.
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FIGURA 29. Ampliacdo 6150-110 do espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDClz) de S3.
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FIGURA 30. Ampliacédo 5160-110 do espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCls) de S4.
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Nas TABELA 7 e 8 abaixo sdo apresentados os dados de RMN de H e 13C
referentes a S3 e S4, devidamente referenciados junto a dados da literatura.

TABELA 7. Dados de RMN de 1H e 13C de S3.

GOC5-5 Isopilina (Literatura) Isopilina
Posi¢do 1H 6 (mult., J em Hz) 1H 6 (mult., J em Hz) GOC5-5 (Literatura)
14 (8) 14 (6)b B3¢ (8) B¢ (6)b

1 145,3 145,3
1a 115,5 115,5
2 138,8 138,9
3 149,1 149,5
3a 118,4 117,9
3b 131,8 131,2
4 23,2 22,9
5 42,8 42,6
6a 53,7 53,4
7 36,9 36,8
7a 7,22 (1H, m) 7,22 (1H, m) 134,9 134,3
8 7,17 (1H, m) 7,17 (1H, m) 127,8 127,7
9 7,30 (1H, m) 7,30 (1H, m) 127,7 127,7
10 8,33 (1H, m) 8,32 (1H, m) 126,8 126,5
11 126,7 126,5
11a 132,2 132,7
2-OCHs 3,91 (3H,s) 3,90 (3H, s) 59,9 59,7
3-OCHs 3,82 (3H, s) 3,82 (3H,s) 60,8 60,6

aExperimento realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para 13C em CDCI3, utilizando o TMS como padré&o interno;
SNAVARRO et al., 2001 (*H: 400 MHz;3C: 100 MHz; CDCls); (5) Deslocamentos em ppm.
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TABELA 8. Dados de RMN de 1H e 13C de S4.

GOC5-3 O-metilisopilina (Literatura)
O-metilisopilina
Posig¢éio 'H & (mult., J em Hz) 'H & (mult., J em Hz) GOC5-3 (Literatura)
H (6)? H (8)° 13C (6)° 13C (8)°
1 150,7 150,8
1a 122,3 122,2
2 145,6 144,5
3 150,3 150,8
3a 122,5 124,4
3b 131,0 131,2
4 23,2 23,7
5 42,5 42,8
6a 53,7 53,4
7 36,6 36,8
7a 135,1 135,6
8 7,18 (1H, m) 7,18 (1H, m) 127,8 127,8
9 7,20 (1H, m) 7,20 (1H, m) 127,8 127,8
10 7,18 (1H, m) 7,18 (1H, m) 127,1 126,7
11 8,26 (1H, m) 8,22 (1H, m) 127,1 126,7
11a 132,0 132,0
1-OCHs 3,74 (3H, s) 3,73 (3H, s) 60,4 60,2
2-OCH3 3,95 (3H, s) 3,94 (3H, s) 60,7 60,6
3-OCHs 3,92 (3H, s) 3,90 (3H, s) 61,0 61,2

aExperimento realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para '3C em CDCI3, utilizando o TMS como padréo interno;
NAVARRO et al., 2001 (*H: 400 MHz;*3C: 100 MHz; CDCls); (5) Deslocamentos em ppm.

As analises por espectrometria de massas (EM) (FIGURAS 31 e 32) em
(APCI+), permitiu a observacdo de um ion de maior intensidade em cada um dos
espectros, evidenciando as moléculas protonadas [M+H]* com m/z 298 e 312 Da, ions
este presentes na fracdo alcaloidica, demonstrada no espectro de massas acima

(FIGURA 4) o que podem ser correlacionadas com as respectivas formulas
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moleculares Ci1sH19NO3 e C19H21NO3, além de suas massas moleculares 297,3484 e
311,3749 g.mol™.

FIGURA 31. Espectro de massas de S3.
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FIGURA 32. Espectro de massas de S4.
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5.2.3Identificacao estrutural do alcaloide do tipo oxoaporfinico

5.2.3.1 Identificacédo estrutural de S6

A fracdo GOC7/8-6 (2,8 mg) apresentou-se como um solido em formato de
agulhas, na coloracdo amarela, e apds as purificacbes realizadas por CCDP e
posteriores analises por RMN foi possivel observar que tratava-se do alcaloide do tipo
oxoaporfinico lysicamina (S6) (FIGURA 5).

Nesta substancia observou-se a presenca de sete sinais de hidrogénios

aromaticos atribuidos nas faixas de deslocamento de & 7,24 (1H, s), 6 7,82 (1H, d, J=
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5,2Hz), 6 8,92 (1H, d, J=5,2Hz), 6 8,60 (1H, dd, J=7,8 e 1,5 Hz), 5 7,59 (1H, td, J= 8,1
e 1,1 Hz), 6 7,79 (1H, dt) e 6 9,19 (1H, dd), atribuidos desta forma aos H-3, H-4, H-5,
H-8, H-9, H-10 e H-11. Ainda observou-se a presenca de dois simpletos em 6 4,03
(3H, s) e 64,11 (3H, s), atribuidos aos dois grupos metoxilicos presentes na molécula,

correspondendo aos C-1 e C-2, respectivamente (FIGURAS 33 e 34).

Com as analises dos espectros de 3C foi possivel identificar a presenca de 18
carbonos, dos quais 15 sdo aromaticos, 2 metoxilicos, presentes nos deslocamentos
5 60,7 e 6 56,2 e um é carbonilico, presente em $ 182,7, na posi¢do do C-7,
evidenciando assim o esqueleto da molécula, comprovando que a mesma € um
alcaloide do tipo oxoaporfinico (FIGURA 35). (COSTA, 2009)

FIGURA 33. Ampliacdo 69,30-7,00 do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDClz) de S6.
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FIGURA 35. Ampliacdo 5182-105 do espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls) de S6.
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Na TABELA 9 abaixo sdo apresentados os dados de RMN de 'H e 3C

referentes a S7, devidamente referenciados junto a dados da literatura.

TABELA 9. Dados de RMN de H e 13C de S6.

GOC7/8-6 Lysicamina (Literatura) Lysicamina
Posicéio 1H § (mult., J em Hz) 1H 6 (mult., J em Hz) GOC7/8-6 (Literatura)
14 (6)° 14 (6)b 3C (8)° 3¢ (&)

1 152,1 152,2
la 119,9 120,0
2 156,9 157,0
3 7,24 (1H, s) 7,24 (1H, s) 106,5 106,6
3a 145,5 145,4
3b 122,2 122,3
4 7,82 (1H, d, 5,2) 7,82 (1H, d, 5,2) 123,6 123,8
5 8,92 (1H, d, 5,2) 8,93 (1H, d, 5,2) 145,1 145,2
6a 135,5 135,7
7 182,7 182,9
7a 132,1 132,2
8 8,60 (1H, dd, 7,8 e 1,5) 8,59 (1H, dd, 8,0e 1,4) 128,8 129,0
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11

11a

1-OCHs

2-OCHs

7,59 (1H, td, 8,1 e 1,1)

7,79 (1H, dt)

9,19 (1H, dd)

4,03 (3H, s)

4,11 (3H, s)

7,58 (1H, td, 8,0 e 1,1)

7,78 (1H, dt, 8,0 e 1,4)

9,19 (1H, dd, 8,0 e 1,1)

4,03 (3H, s)

4,11 (3H, s)

128,9

128,4

134,3

60,7

56,2

129,1

134,6

128,6

134,5

60,8

56,4

56

agxperimento realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para *3C em CDCI3, utilizando o TMS como padréo interno;
PCHANG et al., 2000 (*H: 400 MHz; CDClIs); °ZHANG et al., 2002 (*3C: 100 MHz; CDCls); () Deslocamentos em

ppm.

As analises por espectrometria de massas (EM) (FIGURA 36) em (APCI+),

permitiu a observacdo de um ion de maior intensidade, evidenciando a molécula

protonada [M+H]* com m/z 292 Da, ions este presentes na fracdo alcaloidica,

demonstrada no espectro de massas acima (FIGURA 4), na qual pode ser

correlacionada com a respectiva formula molecular C1sH13NOg3, além de sua massa

molecular 291,3007 g.mol.

FIGURA 36. Espectro de massas de S6.
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5.2.41dentificacao estrutural do alcaloide do tipo 7-Hidroxi-7-metilaporfino

5.2.4.1 Identificacéo estrutural de S8

A fracdo GOC11-4 (2,4 mg) foi submetida as purificacbes por CCDP e
posteriores andlises por RMN, onde foi possivel observar que tratava-se do alcaloide
do tipo 7-Hidroxi-7-metilaporfino guattouregidina (S8) (FIGURA 5).

Esta substancia apresentou trés sinais de hidrogénios aromaticos atribuidos
nas faixas de deslocamento de 6 7,30 (1H, d), 6 6,80 (1H, dd, J=2,8 e 8,8 Hz) € 6 8,44
(1H, d), atribuidos desta forma aos H-8, H-10 e H-11. Ainda observou-se a presenca
de dois simpletos em & 4,04 (3H, s) e 6 3,87 (3H, s), atribuidos aos dois grupos
metoxilicos presentes na molécula, correspondendo aos C-2 e C-3, respectivamente.
Além disso, o grupo metoxilico é evidenciado em & 1,48 (3H, s), presente na posicéo

do C-7 (FIGURAS 37 e 38).
FIGURA 37. Ampliacédo ©68,70-6,50 do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de S8.
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FIGURA 38. Ampliacédo 64,20-0,00 do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de S8.
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Na TABELA 10 abaixo sdo apresentados os dados de RMN de *H referentes a
S8, devidamente referenciados junto a dados da literatura.

TABELA 10. Dados de RMN de 1H de S8.

GOC11-4 Guattouregidina (Literatura)
Posig¢éio 'H & (mult., J em Hz) 1H 6 (mult., J em Hz)
H (6)° H (8)°
1
1a
2
3
3a
3b
4
5
6a
7
7a
8 7,30 (1H, d) 7,38 (1H, d)
9
10 6,80 (1H, dd, 2,8; 8,8 Hz) 6,81 (1H, dd, 3; 9 Hz)
11 8,44 (1H, d) 8,42 (1H, d)
11a
2-OCHs 4,04 (3H, s) 4,05 (3H, s)
3-OCHs 3,87 (3H, s) 3,89 (3H, s)
7-CHs 1,48 (3H, s) 1,49 (3H, s)

3Experimento realizado a 500 MHz para H e 125 MHz para **C em CDCI3, utilizando o TMS como padré&o interno;
bBLEBOUEF et al., 1983 (*H: 400 MHz; CDCls); (8) Deslocamentos em ppm.

As analises por espectrometria de massas (EM) (FIGURA 39) em (APCI+),
permitiu a observacdo de um ion de maior intensidade, evidenciando a molécula
protonada [M+H]* com m/z 342 Da, ions este presentes na fragdo alcaloidica,

demonstrada no espectro de massas acima (FIGURA 4), na qual pode ser
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correlacionada com a respectiva formula molecular C19H19NOs, além de sua massa

molecular 341,3579 g.mol2.

FIGURA 39. Espectro de massas de S8.
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5.2.5Identificacao estrutural do diterpeno

5.2.5.1 Identificacédo estrutural de S9

A fracdo GOC10-4 (2,3 mg) apresentou-se como um sdlido branco e foi
submetida as purificacbes por CCDP e posteriores analises por RMN, onde foi
possivel observar que tratava-se de um terpenoide, mais precisamente o diterpeno,
acido acantoico (S9) (FIGURA 5).

Observou-se a presenca de 20 carbonos presentes nesta molécula, sendo 3
deles quaternarios, com deslocamentos em 6 44,2, & 38,5 e 6 34,9, atribuidos aos C-
4, C-10 e C-13, respectivamente. Além disso, a presenca de & 182,3 evidencia um
sinal tipico de grupo carboxilico, correspondendo ao C-19 da molécula, este ligado ao
C-4, configurando um carbono carboxilico. Ainda foi possivel observar a presenca de
4 carbonos do tipo sp?, em § 149,9, § 116,6, 6 150,3 e 5 109,2, correspondendo aos
carbonos C-9, C-11, C15 e C-16, respectivamente, e dois sinais indicando grupos
metilicos em 6 28,6 e 6 22,5, atribuidos aos C-18 e C-20 (FIGURAS 40 e 41).
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FIGURA 40. Ampliacdo 5185-70,0 do espectro de RMN de 13C (500 MHz, CDClz) de S9.
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FIGURA 41. Ampliacédo 668,0-13,0 do espectro de RMN de 3C (500 MHz, CDCls) de S9.
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Na TABELA 11 abaixo sdo apresentados os dados de RMN de 'H e 13C

referentes a S9, devidamente referenciados junto a dados da literatura.

TABELA 11. Dados de RMN de H e 13C de S9.

GOC10-4 Acido acantéico (Literatura)
Posi¢éo 1H & (mult., J em Hz) 1H & (mult., J em Hz) GOC10-4 Acido acantéico (Literatura)
lH (6)a lH (s)b 13C (s)a 13C (6)!:
1,81 (1H, m, H-1a) 1,81 (1H, m, H-1a)
1 41,9 41,9
1,29 (1H, m, H-1b) 1,28 (1H, m, H-1b)
1,93 (1H, m, H-2a) 1,93 (1H, m, H-2a)
2 19,0 18,9
2,22 (1H, m, H-2b) 2,21 (1H, m, H-2b)
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2,15 (1H, m, H-3a) 2,15 (1H, m, H-3a)

3 38,2 38,1
1,05 (1H, m, H-3b) 1,05 (1H, m, H-3b)

4 44,2 44,2

5 1,66 (1H, dd, 6,0; 12,9 Hz) 1,66 (1H, dd, 6,2; 13,0 Hz) 48,0 48,0
1,49 (1H, m, H-6a) 1,48 (1H, m, H-6a)

6 20,4 20,3
1,89 (1H, m, H-6b) 1,89 (1H, m, H-6b)
1,73 (1H, m, H-7a) 1,73 (1H, m, H-7a)

7 27,8 27,8
1,21 (1H, m, H-7b) 1,21 (1H, m, H-7b)

8 2,32 (1H, m) 2,31(1H, m) 28,7 28,7

9 149,9 149,8

10 38,5 38,4

11 5,40 (1H, m) 5,39 (1H, m) 116,6 116,6
2,02 (1H, m, H-12a) 2,01 (1H, m, H-12a)

12 37,5 37,5
1,77 (1H, m, H-12b) 1,77 (1H, m, H-12b)

13 34,9 34,9
1,46 (1H, m, H-14a) 1,45 (1H, m, H-14a)

14 41,8 41,8
1,03 (1H, m, H-14b) 1,03 (1H, m, H-14b)

15 5,82 (1H, dd, 10,8; 17,5 Hz) 5,81 (1H, dd, 10,6; 17,4 Hz) 150,3 150,2

4,93 (1H trans, dd, 1,4; 17,5 Hz) 4,93 (1H trans, dd, 1,2; 17,4 Hz)
16 109,2 109,2
4,87 (1H cis, dd, 1,4; 10,7 Hz) 4,86 (1H cis, dd, 1,2; 10,6 Hz)

17 0,96 (3H, s) 0,96 (3H, s) 22,2 22,2

18 1,25 (3H, s) 1,25(3H, s) 28,6 28,6

19 182,3 184,6

20 1,00 (3H, s) 0,99 (3H, s) 22,5 22,4

3Experimento realizado a 500 MHz para H e 125 MHz para *C em CDCI3, utilizando o TMS como padré&o interno;
bSUWANCHAROEN et al., 2010 (*H: 400 MHz; 13C: 100 MHz; CDCI3); (d) Deslocamentos em ppm.

As analises por espectrometria de massas (EM) (FIGURA 42) em (APCI+),
permitiu a observacdo de um ion de maior intensidade, evidenciando a molécula
protonada [M+H]* com m/z 301 Da, ions este presentes na fracdo alcaloidica,
demonstrada no espectro de massas acima (FIGURA 4), na qual pode ser
correlacionada com a respectiva formula molecular C20H3002, além de sua massa

molecular 302,451 g.mol.
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FIGURA 42. Espectro de massas de S9.
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5.3 Relacao quimiofenética

O estudo fitoquimico realizado, que contou com a pratica de técnicas
cromatograficas classicas, além de técnicas espectroscépicas e espectrométricas a
fim de elucidagcédo estrutural permitiu 0 bom desenvolvimento do conhecimento da
espécie, o que rendeu o isolamento de 9 substancias, destas 8 sendo primeiro relato
na espécie e 1 substancia inédita na literatura. Esse amplo estudo contribui de forma
direta com a relacdo quimiofenética entre as espécies vizinhas, ou seja, espécies
pertencentes ao género Guatteria (Annonaceae). Diversos compostos, sobretudo
alcaloides séo considerados marcadores quimiofenéticos, ndo s6 deste género, como
também da familia, sendo relatados em diversas outras espécies, contudo, pouco
explorados a nivel profundo, tendo poucos registros se considerarmos ademais

géneros ainda mais estudados, como Annona e Duguetia.

Do ponto de vista quimiofenético, o intercAmbio de estudos entres essas
diversas espécies nos permite ampliar os conhecimentos a respeito desta rica familia,
com isso, colaborando para os registros de cada vez mais novos metabdlitos
secundarios constituintes das mesmas. A TABELA 12 abaixo descreve uma série de
alcaloides ja relatados em espécies de Guatteria com o intuito de ratificar a

importancia quimiofenética do estudo fitoquimico dos mesmos.
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TABELA 12. Alguns dos principais alcaloides relatados em espécies de Guatteria.

Espécies de Guatteria Substéancias

Referéncias

Liriodenina

COSTA et al,,
2009;2013;2016

Coripalmina

COSTA et al., 2009

(R-Dihidroguatteriscina)

Guatterfriesidina

Iso-9-metoxiguatterfriesina

Guatteria friesiana 7-Hidroxiguatteriopsiscina

COSTAetal,, 2018

13-Hidroxi-discretinina

13-Hidroxi-2,3,9,10-

tetrametoxiprotoberberina

6,6 a-dehidroguatteriopsiscina

9-dehidroxi-1-metoxi-

dihidroguattouregidina

COSTA etal., 2013

Discretina

HOCQUEMILLER;
DEBITUS; ROBLOT, 1984

Coripalmina

HOCQUEMILLER;
DEBITUS; ROBLOT, 1984

Discoguatina

HOCQUEMILLER;
DEBITUS; ROBLOT, 1984

Guatteria discolor Puterina

HOCQUEMILLER;
DEBITUS; ROBLOT, 1984

Liriodenina

GOULART et al., 1987

N-6xido de atherosperminina

HOCQUEMILLER;
DEBITUS; ROBLOT, 1984

Argentinina

HOCQUEMILLER;
DEBITUS; ROBLOT, 1984

Atherosperminina

HOCQUEMILLER;
DEBITUS; ROBLOT, 1984

HOCQUEMILLER;

Discretina RASAMIZAFY: CAVE, 1982
a,b
) HOCQUEMILLER et al.,
Guatteria scandens Asimilobina
1982 a,b
HOCQUEMILLER;
Liriodenina RASAMIZAFY: CAVE, 1982

a,b




RAJCA-FERREIRA et al.,

Asimilobina
. . 2017
Guatteria elliptica
RAJCA-FERREIRA et al.,
Liriodenina
2017
Guatteria sagoriana Puterina RASAMIZAFY et al., 1986
] CARVALHO-BAYMA et al.,
Puterina

Guatteria schomburgkiana

1987

Oxoputerina

CARVALHO-BAYMA et al.,
1987; CORTES;
RAMAHATRA; CAVE, 1985

Guatteria popognopus

Puterina

SANTOS et al., 2015

Liriodenina

SANTOS et al., 2015

Oxoputerina

SANTOS et al., 2018

Guatteria goudotiana

Argentinina

CASTEDO et al., 1991

Liriodenina

CASTEDO et al., 1991

Guatteria citriodora

Oxoputerina

RABELO et al., 2014

Liriodenina

RABELO et al., 2014

Guatteria elata

Puterina

HSU et al., 1977 b

Oxoputerina

HSU et al. 1977 a
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho monografico foi realizado o estudo fitoquimico da fracéo
alcaloidica das cascas de G.olivacea (FACGO), oriunda do tratamento acido-base do
extrato metandlico, utilizando técnicas cromatograficas convencionais, como
cromatografia em coluna (CC), cromatografia em camada delgada analitica e
preparativa (CCDA e CCDP), além de técnicas espectroscopicas, como RMN de 'H e

13C, e espectrométricas (EM), para auxiliar na elucidacéo estrutural das amostras.

Vale ressaltar novamente que o estudo foi realizado a partir de uma
continuacéo do projeto de pesquisa PIBIC/PAIC PIB-MULT/0003/2020 desenvolvido
de forma parcial pelo discente de Licenciatura em Quimica Steve Pereira
Manickchand, o qual por motivos particulares ndo pode dar prosseguimento ao
estudo. No atual trabalho ampliou-se consideravelmente os conhecimentos acerca da

espécie de forma mais abrangente e completa.

O estudo possibilitou o isolamento de sete substancias, todas inéditas na
espécie, e uma inédita na literatura, sdo elas: os alcaloides 7,7-dimetilaporfinos
melosmina (S1), 9-Hidroxiguattescina (S2), um alcaloide inédito na literatura (S5) e
dihidromelosmina (S7); o alcaloide oxoaporfinico lysicamina (S6); o alcaloide 7-
Hidroxi-7-metilaporfino guattouregidina (S8); e o diterpeno acido acantdico (S9). Além
destas 7 substancias, outras 2 haviam sido isoladas por Manickchand (2021), e sé&o
dois alcaloides stricto sensu isopilina (S3) e O-metilisopilina (S4), também descritos

neste trabalho, totalizando entdo 9 substancias isoladas no estudo.

Diante dos resultados obtidos neste trabalho monogréfico, pode-se afirmar a
importancia quimiofenética desta espécie (G.olivacea) dentro da familia Annonaceae,
registrando o grande potencial de seus metabdlitos secundéarios, ainda pouco

explorados, no entanto, certamente servirdo como fonte de futuros estudos.
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