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RESUMO

Duguetia surinamensis R. E. Fries € uma espécie da familia Annonaceae distribuida
principalmente na bacia Amaz6nica, ocorrendo em paises como Coldémbia, Guiana,
Suriname, Peru e Guiana Francesa, e no Brasil especialmente nos estados do Acre,
Amapa, Rondbnia, Para e Amazonas. Popularmente é conhecida por nomes como
‘envira”, “envireira”, “araticum” e “biribarana”. O género, bem como sua familia
destaca-se pela ampla diversidade de metabdlitos especializados, particularmente
alcaloides isoquinolinicos, que apresentam potenciais atividades farmacoldgicas.
Estudos anteriores com D. surinamensis identificaram alcaloides inéditos e
evidenciaram atividades citotoxicas relevantes. Contudo, apenas uma fracdo das
espécies do género Duguetia foi quimicamente e farmacologicamente investigada.
Assim, o presente trabalho teve como objetivo dar continuidade as investigacdes com
D. surinamensis, com énfase na analise da fracdo diclorometano basica do extrato
metanodlico da casca do caule. A partir da utilizacdo de técnicas cromatograficas
classicas: cromatografia em coluna (CC), cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) e cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP), foi possivel o
isolamento e identificacdo de dois alcaloides da classe dos aporfinoides, sendo (DSC-
6.3) e (DSC-6.4, DSC-11.3, DSC-11.4). A identificacdo estrutural dos compostos foi
realizada com base nas analises por ressonancia magnética nuclear de *H e 1*C (RMN
de 'H e 3C) resultando na identificacdo dos seguintes compostos: a dicentrinona
(DSC-6.3) e a duguetina N-6xido (DSC-6.4, DSC-11.3, DSC-11.4)

Palavras-chave: Duguetia surinamensis; fitoquimica; cromatografia; aporfinoide.



ABSTRACT

Duguetia surinamensis R. E. Fries is a species of the Annonaceae family distributed
mainly in the Amazon basin, occurring in countries such as Colombia, Guyana,
Suriname, Peru, and French Guiana, and in Brazil, especially in the states of Acre,
Amapa, Rondobnia, Para, and Amazonas. It is popularly known by names such as
"envira,"” "envireira," "araticum," and "biribarana. The genus (Duguetia), as well as its
family, is characterized by a broad diversity of specialized metabolites, especially
isoquinoline alkaloids, which display relevant pharmacological activities.. Previous
studies with D. surinamensis identified novel alkaloids and evidenced relevant
cytotoxic activities. However, only a fraction of the species of the genus Duguetia have
been chemically and pharmacologically investigated. Thus, the present work aimed to
continue the investigations with D. surinamensis, with emphasis on the analysis of the
basic dichloromethane fraction of the methanolic extract of the stem bark. Using
classical chromatographic techniques: column chromatography (CC), analytical thin-
layer chromatography (ATC), and preparative thin-layer chromatography (PTLC), it
was possible to isolate and identify two aporphine alkaloids, namely (DSC-6.3) and
(DSC-6.4, DSC-11.3, DSC-11.4). Structural identification of the compounds was
performed based on 'H and 3C nuclear magnetic resonance (*H and 3C NMR)
analyses, resulting in the identification of the following compounds: dicentrinone (DSC-
6.3) and duguetine N-oxide (DSC-6.4, DSC-11.3, DSC-11.4).

Keywords: Duguetia surinamensis; phytochemistry; chromatography; aporphine.
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1 INTRODUCAO

Desde os registros mais antigos, os produtos naturais tém sido utilizados pelo
ser humano para o tratamento de doencas, alivio de dores e desenvolvimento de
mecanismos de defesa (Santana et al., 2018; Santos et al., 2025). Nesse contexto, a
investigacdo dos constituintes quimicos de espécies vegetais cujas atividades
farmacoldgicas e bioldgicas ainda ndo foram elucidadas configura-se como uma
estratégia promissora para a prospeccado de novos potenciais farmacos (Pandiyan;
llango, 2023).

A familia Annonaceae L., conhecida como familia das pinhas, atas e araticum,
€ a maior familia da ordem Magnoliales, reunindo cerca de 2400 espécies distribuidas
em aproximadamente 135 géneros (Chantrou et al., 2012; Erkens et al., 2014; Xue et.
al., 2020). No Brasil, sdo registradas mais de 385 espécies, com maior diversidade na
regido amazoénica (Al Kazman; Harnett; Hanrahan, 2022). Do ponto de vista quimico,
essa familia destaca-se pela expressiva diversidade de substancias com propriedades
farmacoldgicas, que tém inspirado o desenvolvimento de novos farmacos (Menezes
et al., 2021).

Entre os géneros pertencentes a familia Annonaceae destaca-se Duguetia A.
St.-Hill., cujo Brasil concentra a maior diversidade, com 66 espécies registradas,
sendo 29 endémicas (Gongalves et al.,2017). Na regido amazonica ocorrem cerca de
47 espécies (Lopes & Mello-Silva, 2014; Bazante & Alves, 2017). Embora existam
diversos estudos sobre os metabdlitos especializados do género, apenas cerca de
25% das espécies foram investigadas quimicamente e farmacologicamente (Paz,
2022).

Nesse contexto, Duguetia surinamensis destaca-se como uma espécie que
ainda pouco explorada, com ocorréncia no Brasil, Equador, Colémbia, Suriname,
Guiana, Guiana Francesa e Peru, sendo especialmente comum no Amazonas e Para
(Grandtner & Chevrete, 2014). Estudos recentes demonstraram seu potencial quimico
e farmacolégico, com o isolamento de diversos alcaloides isoquinolinicos a partir da
fase alcaloidica do extrato metandlico da casca, além de resultados promissores em
ensaios de citotoxicidade in vitro (Paz et al., 2019). Diante desse cenario, 0 presente
trabalho tem como objetivo dar continuidade as investiga¢cées com D. surinamensis,

com énfase na andlise da fracdo diclorometano basica do extrato metandlico da casca
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do caule, empregando técnicas cromatograficas classicas para o isolamento de

compostos com potencial atividade antitumoral.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Realizar o estudo fitoquimico da fase diclorometano basica do extrato

metanolico das cascas de Duguetia surinamensis (Annonaceae).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar o isolamento e a purificagdo de substancias provenientes de fracbes
enriquecidas do fracionamento cromatografico da fase diclorometano béasica do
extrato metandlico das cascas de D. surinamensis através de métodos
cromatograficos classicos;

e Realizar a identificacdo estrutural das substancias isoladas através de métodos
espectroscopicos (ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono

treze a uma e duas dimensdes - RMN de *H e 3C 1D/2D).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 FAMILIA ANNONACEAE

A familia Annonaceae L., também conhecida como familia das pinhas, atas e
araticum, é a maior familia da ordem Magnoliales com cerca de 2400 espécies e
aproximadamente 135 géneros (Chantrou et al., 2012; Erkens et al., 2014; Xue et al.,
2020). Pertencentes a regides tropicais e subtropicais, as plantas dessa familia
ocorrem amplamente na Asia, nas Américas Central e do Sul, na Austrélia e na Africa;
no Brasil, séo registradas mais de 385 espécies, apresentando sua maior diversidade
na regido amazobnica (Maas et al., 2007; Forzza, 2010; Aminimoghadamfarouj;
Nematollahi; Wiart, 2011; Chantrou et al., 2012; Erkens et al., 2014; Al Kazman;
Harnett; Hanrahan, 2022).

No contexto botanico, Annonaceae destaca-se pela relevancia econdmica
significativa, sobretudo pelo valor de seus frutos exéticos e nutritivos, embora apenas
0s géneros Annona, Asimina, Duguetia e Uvaria produzam frutos comestiveis (Figura
1) (Padmanabhan; Paliyath, 2015). Essas plantas demonstram ampla adaptabilidade
a diferentes condicdes edafoclimaticas, apresentando boa produtividade em regides
tropicais (Sao José et al., 2014). Seus frutos sdo apreciados tanto para consumo in
natura quanto para derivados alimenticios e produtos industriais, como bebidas,
sorvetes, balas, xaropes e 6leos essenciais - destaque para o ylang-ylang (Cananga
odorata), amplamente valorizado por sua fragrancia (Feitosa et al., 2021). Além disso,
fibras e madeiras de varias espécies, como de Guatteria spp., Xylopia aethiopica e
Xylopia villosa, tém uso tradicional na construcdo e no artesanato em comunidades
amazobnicas e africanas (Woguem et al., 2014; Ogeron et al., 2018; Al Kazman;
Harnett; Hanrahan, 2022).
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Figura 1. Araticum-do-campo, espécie Duguetia furfuracea.

B

Fonte: Proenca, C.C. et al. Flores e Frutos do Cerrado. 22 edicao. Rede de Sementes do Cerrado, 2006.

Quimicamente, a familia se destaca pela expressiva diversidade de substancias
quimicas com propriedades farmacoldgicas, as quais tém inspirado a criagdo de novos
farmacos (Maas et al., 2007; Chantrou et al., 2012; Erkens et al., 2014; Lucio et al.,
2015; Menezes et al., 2021). Tais compostos, classificados como metabdlitos
especializados (Figura 2), revelam grande variagcdo estrutural e pertencem a
diferentes classes, como alcaloides, terpenoides, acetogeninas e flavonoides
(Aminimoghadamfarouj; Nematollahi; Wiart, 2011; Menezes et al., 2021).

Figura 2. Alguns exemplos de alcaloide, terpenoide e flavonoide (respectivamente).

CHy

\ CH;
CHj
Anonaina B-Cariofileno Quercetina

3.2 O GENERO Duguetia A.ST.-HIL.

O género Duguetia A.St.-Hil. reane aproximadamente 100 espécies entre
arbustos e &rvores, incluindo recentemente taxons africanos anteriormente
classificados como Pachypodanthium Engler & Diels (Souza et al., 2020; Nardelli et
al., 2021; Lobao; Bazante, 2025). Trata-se de um dos géneros mais numerosos da

familia Annonaceae e ocupa a terceira posi¢cdo em diversidade na regido Neotropical,
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ficando atras apenas de Guatteria e Annona (Pérez & Cassels, 2010; Teichert et al.,
2012).

Com 66 espécies registradas, sendo 29 endémicas, o Brasil € o pais com maior
riqueza de Duguetia (Gongalves et al., 2017). Na regido amazoOnica brasileira
concentram-se 47 espécies, ao passo que a Mata Atlantica abriga 17 espécies,
caracterizando-se como o segundo polo de diversidade do género (Lopes & Mello-
Silva, 2014; Bazante & Alves, 2017).

Diversos estudos com espécies de Duguetia investigaram seus metabalitos
especializados em diferentes partes da planta, identificando benzenoides (Siqueira et
al., 2001; Almeida et al., 2012), terpenoides (Ngouonpe et al., 2019), flavonoides
(Ngouonpe et al., 2019) e, mais frequentemente, alcaloides isolados e caracterizados
(Pérez & Cassels, 2010; Santos et al., 2018). Além disso, varias espécies desse
género ja tiveram suas propriedades farmacoldgicas comprovadas (Goncalves et al.,
2017; Saldanha et al., 2019). Apesar do volume de estudos disponiveis, apenas cerca
de 25% das espécies foram analisadas quimicamente (27 espécies) e

farmacologicamente (15 espécies) (Paz, 2022).

3.3 ESPECIE Duguetia surinamensis R. E. FRIES

Duguetia surinamensis R. E. Fries € uma espécie que apresenta as
caracteristicas tipicas do género, ocorrendo predominantemente na forma de arvore,
e mais raramente como arbusto, alcancando de 10 a 30 metros de altura e até 40 cm
de diametro (Rijkers, Pons & Bonger, 2000) (Figura 3). E popularmente conhecida por
diversos nomes, como “envira”’, “envireira”, “araticum”, “ata-brava”, “biribarana”,
“envira-amargosa” e “surucucu” (Grandtner & Chevrete, 2014). Sua distribuicdo é
restrita a bacia Amazbnica, com registros de ocorréncia na Colémbia, Guiana,
Equador, Suriname, Peru e Guiana Francesa. No Brasil, a espécie concentra-se
principalmente na regido Norte, abrangendo os estados do Acre, Amapa, Rondonia,
Pard e Amazonas (Maas, Westra & Chatrou, 2003; Grandtner & Chevrete, 2014).
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Figura 3. Imagens da espécie Duguetia surinamensis, da esquerda para a direita:
Arvore; arvore ampliada; arvore e sua identificacéo.
4 4 .*'@ g E ,”- “7 it ¥ { @ . I\

Fonte: Costa, E. V. (2019).

A reviséo da literatura indica que, em 1975, foi reportada a presenca de uma
neolignana nao identificada em D. surinamensis, constituindo o primeiro relato de
neolignanas na familia Annonaceae (Maas, Westra & Chatrou, 2003). Estudos
fitoquimicos posteriores, realizados com os 6leos essenciais extraidos das folhas e da
casca do caule de espécimes provenientes da Guiana Francesa, revelaram a
presenca de sesquiterpenos, monoterpenos, compostos aromaticos, ésteres e
cetonas (Courtois et al., 2009). Mais recentemente, Paz et al. (2019) investigaram a
composi¢ao quimica das cascas do caule, isolando diversos alcaloides isoquinolinicos
(Figura 4), entre eles: duguetina (1), duguetina-N-6xido (2), dicentrina (3), 7-
hidroxinordicentrina (4) (primeiro relato para a familia), dicentrinona (5), duguetinina
(6) (um novo esqueleto oxahomoaporfinico), tetrahidrojatrorrizina (7) e pallidina (8).
Nesse mesmo estudo foram identificadas ainda duas asaronas inéditas: 1,2,4-
trimetoxibenzeno (9) e 1-(2,4,5-trimetoxifenil)etano-1,2-diol (10), sendo este ultimo até
entdo conhecido apenas como produto sintético. Ensaios de citotoxicidade in vitro
demonstraram que todos os alcaloides, com excec¢do da dicentrinona, pallidina e

1,2,4-trimetoxibenzeno, apresentaram atividade significativa (Oliveira, 2017).
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Figura 4. Estruturas quimica das substancias isoladas das cascas de D. surinamensis.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. SUPORTES PARA CROMATOGRAFIA

4.1.1. Cromatografia em coluna (CC)

FracOes da fase diclorometano basica, proveniente do tratamento acido-base
do extrato metandlico das cascas de D. surinamensis foram submetidas ao
fracionamento cromatogréafico que foi realizado em uma coluna de vidro, utilizando
como fase estacionaria silica gel com particulas entre 0,063 - 0,200 mm (70-230 mesh
ASTM) da marca Sigma-Aldrich tratada com solu¢cdo de bicarbonato de sddio
(NaHCO3). O comprimento e diametro da coluna de @ x h de 4,0 cm x 60,0 cm. A
proporcao de silica aplicada na coluna foi de 25 vezes a massa da fase diclorometano
basica (Mattos,1997).

4.1.2. Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

As andlises por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), para
identificacdo do perfil quimico e para purificacdo das fracbes, foram realizadas em
cromatofolhas da marca Fluka Analytical, com suporte em aluminio contendo 0,2 mm

de espessura de silica gel 60 e com indicador de fluorescéncia F2sanm.
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4.1.3. Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

A purificagdo de amostras com massa acima de 40 mg foi realizada através de
cromatoplacas de vidro de tamanho 20 x 20 cm com espessura de 1,0 a 1,5 mm.
Foram preparadas placas com cerca de 20 g, 21 g, 22 g e 23 g (dependendo da
quantidade da amostra foi utilizada uma placa com quantidade de silica especifica) de
silica gel 60 da marca Macherey-Nagel e 50 a 60 mL de agua destilada. A 4gua contida
nas placas evapora conforme a temperatura ambiente e antes de serem utilizadas
foram ativadas por duas horas na estufa a 105 °C. A visualizacdo das faixas foi
efetuada com auxilio de luz ultravioleta (254 nm) e a recuperacdo das amostras foi
realizada empregando diclorometano (CH2Cl2), ou cloroférmio (CHCIls) e metanol

(CHsOH) na proporc¢éo, respectivamente, de 9,0:1,0.

4.1.4. Reveladores

As placas cromatograficas de CCDA e CCDP foram analisadas a partir de dois
meétodos de revelacdo das faixas, um fisico e outro quimico. A revelacéo fisica foi
através da irradiacdo de luz ultravioleta (UV) na faixa de 254 nm. E na revelacao
quimica foi utilizada solugdo de anisaldeido seguido por aquecimento utilizando um
soprador térmico, e de Dragendorff.

A solucao de anisaldeido foi preparada conforme Munier (1953) com adicdo de
5 mL de aldeido anisico em 90 mL de &lcool etilico, 5 mL de &cido sulfarico
concentrado e 1 mL de acido acético glacial.

A solucdo de Dragendorff com modificagdo de Munier: (MUNIER, 1953 apud
MERCK, 1971). Solugao A: 1,7g de nitrato de bismuto Il e 20 g de &cido tartarico
dissolvidos em 80 mL de &gua destilada. Solucdo B: 16 g de iodeto de potassio
dissolvidos em 40 mL de agua destilada. A mistura de partes iguais (1:1, v/v) destas
solugdes constitui a solucao estoque. Para borrifacdo das placas, 5 mL da solucao
estoque é adicionado a 10 g de acido tartarico dissolvido em 50 mL de agua destilada.

ApoOs a borrifagdo na placa cromatografica, os spots das substancias alcaloidicas
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revelardo manchas com coloragéo diversas (laranja, amarela e marrom) indicativas

de identificagéo de alcaloides.

4.1.5 Solventes

Para analises cromatograficas, os reagentes utilizados nos gradientes foram
acetato de etila (AcOEt), acetona (C3HsO), cloroformio (CHCIs), hexano (CeHi4) €
metanol (CHsOH), das marcas Qhemis e Synth. No preparo das amostras para
obtencdo de espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foi utilizado
cloroférmio deuterado (CDCI3) com grau de pureza de 99,8% da marca Sigma-Aldrich.

4.2. EQUIPAMENTOS

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): Os espectros de ressonancia
magnética nuclear (RMN) foram adquiridos na Central Analitica do Centro de Apoio
Multidisciplinar da Universidade Federal do Amazonas (CA/CAM/UFAM) utilizando um
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), como também em espectrémetros
da Bruker Fourier-300 (*H a 300 MHz e 3C a 75 MHz) e espectrometro da Bruker
Ascend Neo-600 (*H a 600 MHz e 13C a 150 MHz) do Laboratério Tematico de Quimica
de Produtos Naturais (LTQPN) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazobnia
(INPA). As amostras isoladas foram solubilizadas em cloroférmio deuterado (CDCIs).
A combinacéo dos experimentos 1D (RMN H) com experimentos 2D (HSQC, HMBC
e COSY) permitiu a atribuicdo dos principais sinais e constantes de acoplamento H-
'H. Os espectros e mapas de correlagées de RMN foram posteriormente analisados
usando Software TopSpin™3.7.0

4.2.1. Outros equipamentos

Balanca analitica: Modelo AUY220 da marca Shimadzu;
Bomba a vacuo: Modelo TE-0581 da marca Tecnal;
Céamara escura Ultravioleta 254-365 nm: Boilton;
Estufa incubadora: Mylabor;

Evaporador rotatorio: Fisatom em banho-maria com temperatura controlada;
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Soprador Térmico: Modelo 8003 da marca Skil.

4.3 MATERIAL BOTANICO: COLETA, SECAGEM, MOAGEM, OBTENCAO DO
EXTRATO METANOLICO E DA FASE NEUTRA

De acordo com Paz (2022), os extratos foram preparados a partir das cascas
do caule da D. surinamensis, por extracdo pelo método de maceracdo em temperatura
ambiente, ap0s as cascas passarem pelos processos de secagem e moagem. Os
extratos foram obtidos com o uso de solventes em ordem crescente de polaridade,
iniciando com hexano, e posteriormente metanol com renovacéo em intervalos de 72
horas. Apenas a fracdo 1FACDS-3 (4,5 g), obtida da primeira coluna cromatogréafica
da fase alcaloidica (Figura 5), foi estudada por Paz (2022). As demais fracdes listadas
na Tabela 1, que ndo foram analisadas, foram armazenadas em freezer para futuros

estudos, como o desenvolvido neste trabalho (Fluxograma 1).

Fluxograma 1. Tratamento Acido-base do extrato metandlico realizado por Paz
(2022).

Extrato Metandlico
(EMCDS) (321, 76 g)

-> Adigcdo de 600 mL;
-> 300 mL de HCI 3%

Extrato metandlico + CHCIs

-> Adicéo de 300 mL (v/v);
-> Separacao de fases

1

Fracdo aquosa &cida

Frag&o neutra
(FNCDS: 25,4 g)

-> Extra¢do em CHCI3

-> Basicidade com NH4OH (pH 10,16);

Fracéo alcaloidica 1 Frag8o aquosa basica |
(FACDS: 16,24 g) I desprezada |
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Figura 5. Primeiro fracionamento cromatografico da fragdo alcaloidica de Duguetia
surinamensis.

Fragao Alcaloidica
a ACDS-11 - Silica gel (70-230 Mesh
1 c°|una (FACDS-11g) lraladagcom NaHCO,)
~-CC;®xhde28x51cm
n-hexano CHCI, AcOEt

fragbes 1-3 fragdes 65-73 fragdes 216-241 ACOEY/CH,OH
Proporcdo fracdes

n-hexano/CHCI, CHCIy/AcOEt 95:5 242.273

Proporcdo fracbes Proporcdo fractes 90:10 274-324

90:10 4-8 90:10 74-81 85:15 325-367

80:20 9-16 80:20 82-90 80:20 368-379

70:30 17-24 70:30 91-98 70:30  380-389

60:40 25-32 60:40 99-108 50:50  390-397

50:50 33-40 50:50 109-118 40:60  398-406

40:60 41.48 40:60 119-130 30:70 407-416

30:70 49-56 30:70 131-163 20:80 417-428

20:80 57-64 20:80 164-189 10:90  429-437

10:90 erro 10:90 190-215 05:95 438-467

Tabela 1. Reunido das fra¢des obtidas do 1° fracionamento cromatografico

Fonte: Paz (2022).

Grupo de ~ Procedimento
~ Fracdes Massa (Q) fg

fracbes cromatografico
1FACDS-1 1-3 0,0198 Nao utilizada
1FACDS-2 4-16 1,513 Nao utilizada
1FACDS-3 17-308 4,50 Estudada por Paz (2022)
1FACDS-4 309-356 0,811 N&o utilizada
1FACDS-5 357-393 0,3461 N&o utilizada
1FACDS-6 394-449 1,083 Nao utilizada
1FACDS-7 450-467 0,3830 Nao utilizada

44 ESTUDO FITOQUIMICO DA FRACAO ENRIQUECIDA DA FASE
DICLOROMETANO BASICA (1FACDS-4 E 1FACDS-5)

As fragcbes 1FACDS-4 e 1FACDS-5 foram reunidas devido a seu perfil

cromatografico semelhante, obtendo-se cerca de 1,1 g da reunido dessas fracoes

provenientes do tratamento acido-base do extrato metandlico das cascas do caule de

D. surinamensis (Paz, 2022). A fracdo foi renomeada para DSC (Duguetia

surinamensis casca) para facilitar a compreenséo, e foi submetida ao fracionamento

cromatografico utilizando a técnica de coluna cromatografica de silica gel e eluida com
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hexano (CsH12), cloroférmio (CHCI3), acetato de etila (AcOEt) e metanol (CH3OH) em
misturas de polaridades crescentes, resultando em 254 fra¢des (Fluxograma 2).

Fluxograma 2. Fracionamento por coluna cromatogréfica (CC) da fracdo DSC.

Fracdo DSC
(1.19)

om e e e e e e e e e e e

\

Coluna silica gel (27,5 g; 70x230 mesh) 1

| (@ x h de 4,0 cm x 60,0 cm) :
]

1
N @ e e e e e e e DL
Hexano / Hexano:CHCIs\ CHCI3 f CHCI3:AcOEt \ AcOEt ACOEt:MeOH
Fr.l 80:20 2 Fr. 69-81 90:10  82-94 Fr. 180-191 95:05 192-201
70:30 3-7 80:20 95-107 90:10 202-227
50:50  8-33 70:30 108-132 80:20 228-239
30:70  34-56 60:40 133-143 70:30 240-254
20:80 57-68 40:60 144-155
30:70 156-166
20:80 167-179

— —

As fracdes obtidas foram analisadas por cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA), utilizando solucdo anisaldeido, Dragendorff e irradiacdo de luz
UV2sanm como reveladores, e posteriormente foram reunidas de acordo com o perfil
quimico, resultando em 19 grupos de fracdes, codificadas como DSC-n onde n

representa o niumero da fracéo (Tabela 2).

Tabela 2. Relacao entre grupo de fracbes/amostras isoladas da fracdo DSC.

~ Grupg de Massa Amostras Quantidade
Fracdes Fracdes (mg) isoladas (mg)
DSC
1-2 01 3,9
3-5 02 10,0
6-7 03 11,7
8-11 04 23,2
12-21 05 11,2
DSC-6.3 2,5
22-43 06 24,7 DSC-6.4 25
44-63 07 107,7
64-83 08 189,9
84-99 09 131,4
100-117 10 108,2
DSC-11.3 37,9
118-135 11 95,5 DSC-11.4 4.6

136-158 12 25,3
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159-179 13 6,9
180-197 14 8,9
198-207 15 107,8
208-211 16 59,9
212-213 17 35,6
214-229 18 99,4
230-254 19 55,4

A Figura 6 apresenta as CCDAs correspondentes as reunides 1 a 6, a partir da
andlise de perfis cromatograficos escolheu-se a mais “pura” entre as reunides. Neste
caso, areunido 6 (DSC-6) por apresentar spots bem separados e por aparentar melhor

pureza.

Figura 6. Cromatografia em camada delgada analitica das reuniées DSC-1 a DSC-6

Luz UV Revelador quimico
\ \
( 254 nm Y Anisaldeido \

Dragendorff

Legendas spots
1-DSC-1
2 -DSC-2
3-DSC-3
4 - DSC-4
5-DSC-5
6 - DSC-6

A Figura 7 apresenta as CCDAs correspondentes as reunides seguintes (6 a
11), a partir da andlise de perfis cromatogréaficos escolheu-se a mais “pura” entre as
reunides. Neste caso, a reunido 6 (DSC-6) e 7 (DSC-7) por apresentar spots bem

separados e perfis semelhantes.
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Figura 7. Cromatografia em camada delgada analitica das reunides DSC-6 a DSC-

11.
Luz UV Revelador quimico
A \
( 254 nm Y Anisaldeido Dragendorff \

Legendas spots
1 - DSC-6

2 - DSC-7
3-DSC-8

4 - DSC-9
5-DSC-10

6 - DSC-11

123456123456 123456

A Figura 8 apresenta as CCDAs correspondentes as reunifes seguintes (11 a
19), a partir da analise de perfis cromatograficos escolheu-se a mais “pura” entre as
reunides. Neste caso, a reunidao 11 (DSC-11) e 12 (DSC-12) por apresentar spots bem

separados e perfis semelhantes.

Figura 8. Cromatografia em camada delgada analitica das reuniées DSC-11 a DSC-
19.

Luz UV Revelador quimico

\ \

( 254 nm w ~ Anisaldeido

Dragendorff

Legendas spots
1-DSC-11
2 -DsSC-12
3-DSC-13
4 -DSC-14
5-DSC-15
6 - DSC-16
7 - DSC-17
8 - DSC-18
9 - DSC-19

123256780 123456789 1234567809
4.5 ESTUDO CROMATOGRAFICO DA FRACAO DSC-6

Conforme o Fluxograma 3, o resultado do estudo da fracdo DSC-6 (24,7 mg)
por cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) resultou no isolamento de
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duas fragOes, codificadas como DSC-6.3 e DSC-6.4 que apresentaram bons graus de
pureza apés a analise por CCDA. As amostras foram submetidas a analise por RMN
de 'H e 13C.

Fluxograma 3. Isolamento de DSC-6.3 e DSC-6.4.

o e e e e e e e e e e

4.6 ESTUDO CROMATOGRAFICO DA FRACAO DSC-11

Conforme o Fluxograma 4, o resultado do estudo da fragdo DSC-11 (95,5 mg)
por cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) resultou no isolamento de
duas fracdes, codificadas como DSC-11.3 e DSC-11.4 que apresentaram bons graus
de pureza ap0s a analise por CCDA. As amostras foram submetidas a andlise por
RMN de 'H e 3C.

Fluxograma 4. Isolamento de DSC-11.3 e DSC-11.4.

DSC-11
95,5 mg

= = e e e = = e

1
CCDP

DSC-11.3 DSC-11.4
37,9 mg 4,6 mg
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico da fracéo enriquecida DSC, obtida da fase diclorometano
bésica do extrato metandlico das cascas de D. surinamensis, utilizando métodos
cromatograficos (CC, CCDA e CCDP), possibilitou o isolamento de quatro amostras,
todas pertencentes a classe dos alcaloides aporfinoides (DSC-6.3, DSC-6.4, DSC-
11.3 e DSC-11.4). As amostras isoladas foram submetidas a analises
espectroscopicas de RMN de 'H e 3C, cujos resultados foram posteriormente
interpretados e discutidos, com a finalidade da identificacdo estrutural correta e

inequivoca dessas amostras.

51 IDENTIFICAC;AO E DETERMINAQAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS
ISOLADAS DA FRAQAO ENRIQUECIDA DSC DA FASE DICLOROMETANO BASICA
DAS CASCAS DE D. surinamensis

5.1.1. Identificagao estrutural da DSC-6.3

A fracdo DSC-6.3 (2,5 mg) apresentou-se como um solido amorfo alaranjado
com absor¢do na luz UVasanm quando irradiado. Apés a revelagdo com o reagente
Dragendorff, essa substancia apresentou uma coloracdo alaranjada, resultado

positivo indicativo da presenca de nitrogénio na estrutura, um provavel alcaloide.

Com base nas andlises do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIs) (Figura 9,
Figura 10, Figura 11 e Figura 12), constatou-se a presenca de 13 hidrogénios, sendo
5 sinais na regiao aromatica: um par de hidrogénios piridinicos adjacentes em o 8,88
(1H, d) e 7,75 (1H, d) (J= 5,2 Hz), trés sinais nao adjacentes, 6 8,02 (1H, s), 8,00 (1H,

s) e 7,14 (1H, s), sendo os simpletos correspondentes aos hidrogénios do anel D.
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Figura 9. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs) da amostra DSC-6.3

Experimenio. PROTON r ﬁ'
Solicitante: GENESIO NETO L
Cadigo da amosira: DSC-1.3a e
Solvente: CDCIZ

Dala: 18/11/2025 L =]
Oparadaor FABIANY HONORATO C

8.0225
7.9894
1.5800
2540
00000
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3.8878
—_garr4
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Figura 10. Ampliacédo da regido entre 8,93 — 7,70 ppm do espectro de RMN de *H
(500 MHz, CDClIs) de DSC-6.3.

Experimento; PROTON L
Solicitante: GENESIO NETO +
Codigo da amaostra D5C-1 3a
Solvente: COCI3

Dafa: 10/11/2025

Operador FABIANY HONORATO
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Figura 11. Ampliacao da regido entre 7,17 — 6,32 ppm do espectro de RMN de RMN
de 'H (500 MHz, CDCls) de DSC-6.3.

Experimenia: PROTON

Solicitante: GENESID NETOD

Cadigo da amostra: DSC-1.5a

Solvente: COCI3

Dala 18/11/2025 1o
Oparador FABIAN Y HONORATO

T
[refn]

—7.1420
6.3674

n ;

7.0 6.8 65 6.4 [ppm]
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1 10852
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Figura 12. Ampliacao da regido entre 4,09 — 4,01 ppm do espectro de RMN de RMN
de 'H (500 MHz, CDCls) de DSC-6.3.
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Além disso, através da comparacéo dos espectros de RMN de *H (Figura 13;
Tabela 3) com uma amostra padréo ja isolada pelo grupo de pesquisa, foi possivel
confirmar a presenca do alcaloide dicentrinona. Este € o terceiro relato na espécie D.
surinamensis, sendo o primeiro e 0o segundo realizados pelo grupo de pesquisa
GEQBiom.

Figura 13. Sobreposicdo dos espectros de RMN de 'H do padrdo em azul
(dicentrinona) e da amostra DSC-6.3 em vermelho, ambos em 500 MHz e CDCls.
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Tabela 3. Dados de RMN de H para a amostra DSC-6.3.

RMN-1H RMN-1H
N° SH: multi; J (Hz)? SH: multi; J (Hz)P
DSC-6.3 Dicentrinona

3 7,14 (1H, s) 7,11 (1H, s)
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7,75 (1H, d, 5,2) 7,73 (1H, d, 5,2)

8,88 (1H, d, 5,2) 8,87 (1H, d, 5,2)
8.00 (1H, s) 7,95 (1H, s)
11 8,02 (1H, s) 7,96 (1H, s)
1,2 (OCH:0) 6,37 (2H, s) 6,36 (2H, s)
9’ — OCHs 4,08 (3H, s) 4,06 (3H, s)
10’ — OCH3 4,03 (3H, s) 4,00 (3H, s)

aexperimento realizado a 500 MHz para *H em CDCls, utilizando o TMS como padréo
de referéncia interno. PMultiplicidades determinadas pelo espectro de *H. PAZ, W. H.
P., 2022 (*H: 500 MHz, CDCls).

Com base, nas andlises de RMN de 'H, bem como compara¢éo com os dados
da literatura foi possivel identificar DSC-6.3 como sendo o alcaloide oxoaporfinico

dicentrinona (Figura 14).

Figura 14. Estrutura da substancia isolada da fragdo DSC-6.3

OCH;

Dicentrinona

5.1.2. Identificacédo estrutural da DSC-6.4, 11.3 e 11.4

As fracdbes DSC-6.4 (2,5 mg), DSC-11.3 (37,9 mg) e 114 (4,6 mg)
apresentaram-se como solidos amorfos castanhos escuros com absor¢cdo na luz
UV2sanm quando irradiados. Apos a revelacdo com o reagente Dragendorff, essas

substancias também apresentaram uma coloracdo alaranjada, resultado positivo
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indicativo da presenca de nitrogénio na estrutura, sendo provaveis alcaloides,

conforme observado para a substancia anterior.

Todas sdo a mesma substancia e com base nas analises do espectro de RMN
de 'H (500 MHz, CDCIs) da amostra DSC-6.4 (Figura 15, Figura 16 e Figura 17),
constatou-se a presenca de 20 hidrogénios, sendo cinco sinais na regido aromatica:

dois sinais de hidrogénios tipicos do anel D em & 7,61 (1H, s) e 7,39 ppm (1H, s)

referentes aos hidrogénios H-11 e H-8, 1 sinal tipico do hidrogénio H-3 do anel A do

sistema aporfinico dissubstituido em & 6,55 ppm (1H, s), e dois sinais em 6 6,18 e &

6,00 ppm (d, J= 1,3 Hz ), correlacionados com sinal de carbono em & 101,4 ppm

indicando presenca de um grupo metilenodioxi (Tabela 4).

Figura 15. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) da amostra DSC-6.4.
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Figura 16. Ampliacdo da regido entre 7,77 — 5,91 ppm do espectro de RMN de

(500 MHz, CDCls) de DSC-6.4.
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Figura 17. Ampliacao da regido entre 5,33 — 2,87 ppm do espectro de RMN de RMN
de 'H (500 MHz, CDCls) de DSC-6.4.
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Além disso, através da comparacgéo dos espectros de RMN de 'H (Figura 18;
Tabela 4) e 3C (Figura 19; Tabela 4) com uma amostra padréo ja isolada pelo grupo
de pesquisa, foi possivel confirmar a presenca do alcaloide duguetina N-6xido. Este é
o terceiro relato na espécie D. surinamensis, sendo o primeiro e 0 segundo realizados

pelo grupo de pesquisa GEQBiom.

Figura 18. Sobreposicdo dos espectros de RMN de 'H do padrédo em azul
(duguetina N-6xido) e da amostra DSC-6.4 em vermelho, ambos em 500 MHz e
CDCls.
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Figura 19. Espectro de RMN de 3C (150 MHz, CDCIl3) da amostra DSC-11.3.
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Tabela 4. Dados espectroscopicos da amostra DSC-11.3

15 [rel]

10

lH 13C lH 13C
N° &H: multi; J OcP &H: multi; J Oc°
(Hz)2 (Hz)*
DSC-11.3 Duguetina N-6xido
1 - 142,9 - 1429
la - 116,2 - 116,2
- 148,8 - 148,8
3 6,55 (1H, s) 106,4 6,55 (1H, s) 106,1
3a - 123,1 - 123,0
3b - 119,0 - 119,1
4 3,01 (1H, dd, 27,2 3,01 (1H, dd, 27,3
17,7 e 4,8) 17,7 e 4,8)
3,21 (1H, m) 3,19 (1H, m)
5 3,70 (1H, m) 67,0 3,65 (1H, m) 67,2
3,69 (1H, m) 3,65 (1H, m)
6 3,33 (3H, s) 48,9 3,32 (3H, s) 49,0
6a 4,44 (1H, d, 76,8 4,44 (1H, d, 76,6

12,2) 12,1)



7a

10
11
11a

(1,2) (OCH:0)

9’ - OCHz3

10’ - OCHs

5,17 (1H, dd,

0,8 e 12,2)

7,39 (1H, s)
7,61 (1H, s)
6,00 (1H, d,
1,1)
6,18 (1H, d,
1,1)
3,98 (3H, s)
3,92 (3H, s)

68,5

130,7
107,5
149,6
148,1
110,0
119,6
101,4

56,2
56,0

5,18 (1H, dd,
0,8 e 12,1)
7,40 (1H, s)
7,62 (1H, s)
6,00 (1H, d,
1,1)
6,17 (1H, d,
1,1)
3,98 (3H, s)
3,92 (3H, s)

68,5

130,7
107,6
149,5
148,0
110,0
119,2
101,4

56,1
56,1
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agxperimento realizado a 600 MHz para *H em CDCls, utilizando o TMS como padréo

de referéncia interno. PExperimento realizado a 150 MHz para *C em CDCls.
°Multiplicidades determinadas pelos espectro de 'H e *3C. OLIVEIRA, R. N., 2017 (*H
(CDCIz , 500 MHz; *3C (CDClIz, 125 MHz)).

Posteriormente, através de outra comparacéo por RMN de 'H com as fracGes
DSC-11.3 (Figura 20) e DSC-11.4 (Figura 21) se observou comportamentos

semelhantes contendo os mesmos compostos. Com base nessas analises

preliminares as amostras DSC-6.4 e DSC-11.3 foram reunidas rendendo uma massa
total de 40,4 mg e recodificada como DSC-6.4/11.3. A amostra DSC-11.4 ira passar

por uma repurificacdo com o intuito de eliminar impurezas e futuramente sera reunida
com a fracdo DSC-6.4/11.3.
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Figura 20. Sobreposicdo dos espectros de RMN de 'H da amostra DSC-6.4 em
vermelho (duguetina N-6xido) em 500 MHz e CDCIs e da amostra DSC-11.3 em
azul em 600 MHz e CDCls.
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Figura 21. Sobreposicdo dos espectros de RMN de 'H da amostra DSC-11.3 em
vermelho (duguetina N-6xido) e da amostra DSC-11.4 em azul, ambos em 600
MHz e CDCls.

=

m

Genesio25 DSC-6.3 1 1 "P:\NMR Data Files" =
Scale : 0.1506 _[

Genesio 25_D5C-6.4 1 1 "P:\NMR Data Fites"[ |

‘J 1 ll i i A A [*M ] ‘“’
N1 TR 1 A U ¥ W}

8 6 4 2 ppm]

Com base, nas andlises de RMN de *H, bem como comparagéo com os dados
da literatura foi possivel identificar DSC-6.4, DSC-11.3 e DSC-11.4 como sendo o

alcaloide aporfinico 7-substituido duguetina N-oxido (Figura 22).

Figura 22. Estrutura da substancia isolada das fragdo DSC-6.4, DSC-11.3 e DSC-
11.4.
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OCHs

Duguetina N-6xido

6. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo fitoquimico das fracdes enriquecidas da fase diclorometano basica
das cascas de D. surinamensis possibilitou o isolamento e a identificacdo de dois
alcaloides da classe aporfinoide, a dicentrinona (DSC-6.3) e a duguetina-N-6xido
(DSC-6.4, DSC-11.3, DSC-11.4), por meio da aplicacdo de técnicas cromatograficas
convencionais, como cromatografia em coluna (CC) e cromatografia em camada
delgada preparativa e analitica (CCDP e CCDA). A elucidagdo estrutural dos
compostos foi realizada com base em andlises espectroscépicas de ressonancia
magnética nuclear de 'H e 13C, incluindo experimentos unidimensionais e
bidimensionais (1D/2D), os quais forneceram informacdes suficientes e consistentes
para a caracterizacéo das substancias isoladas.

A espectrometria de massas por eletrospray em modo positivo, utilizando
analises em full scan e fragmentacdo, ndo p6de ser realizada no periodo previsto
devido a limitacdes operacionais, uma vez que O equipamento encontrava-se
inoperante por problemas técnicos. Diante dessa restricdo, optou-se pelo envio das
amostras para analises de RMN nos laboratorios do Instituo Nacional de Pesquisas
da Amazonia (INPA) e da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), assegurando
a continuidade do estudo e a obtengéo de dados estruturais confiaveis.

Apesar das limitagBes, os resultados obtidos reforcam a relevancia de D.

surinamensis como fonte de metabdlitos especializados bioativos e evidenciam a
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importancia da continuidade dos estudos quimicos e biolégicos com a espécie.
Trabalhos futuros poderdo complementar a caracterizagcdo estrutural por meio de
espectrometria de massas e ampliar as investigacdes farmacolégicas, com énfase em
atividades antiparasitarias, antimicrobianas, inseticidas, antitumorais e anti-
inflamatorias, visando a prospeccdo de moléculas com potencial para aplicacéo

farmacéutica.
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