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TITULO: Estudo fitoquimico e investigagédo da atividad®toitica do caule déylopia
laevigata(ANNONACEAE)

RESUMO: Xylopia laevigataé uma espécie de Annonaceae, popularmente coahsmido
“meil” e “pindaiba”. E uma arvore endémica do Brasicontrada nos estados da Babhia,
Paraiba, Piaui, Sergipe, Espirito Santo, Minasi§drao de Janeiro e Sao Paulo. O presente
trabalho descreve os resultados obtidos a partstiado fitoquimico biomonitorado do caule
de X. laevigatg frente a atividade citotoxica vitro, o qual resultou no isolamento de 19
substancias pertencentes a classe dos alcaloiddsrqm identificadas com base nas analises
de RMN de'H e*3C 1D/2D e EM, bem como por comparacéo com os ddadiseratura. Os
alcaloides foram identificados como sendo: onzalaides do tipo aporfin@ensustricto,
(R)-roemerina, $-anonaina, 9-glaucina, §-xylopina, §-norglaucina, asimilobina,S-
norpurpureina, $-N-metillaurotetanina, §)-norpredicentrina, -calicinina e §-
laurotetanina; dois oxoaporfinicos: lanuginosina eoxoglaucina, quatro
tetraidroprotoberberinicos: (-)-xylopinina, (+)-distina, (-)-coritenchina e (+)-discretamina;
um benziltetraidroisoquinolinico: (+)-reticulina;uen morfinanofienona: (+)-flavinantina. Os
alcaloides isolados séo descritos pela primeiraneezaule deX. laevigata além disso esse €

0 primeiro relato do isolamento de um alcaloidetido morfinandienona (flavinantina), no
géneroXylopia Dentre todos os extratos e fracdes, proveniesesaule deX. laevigata
submetidos ao ensaio de atividade citotoxicavitro, a fracdo alcaloidica proveniente do
extrato metandlico foi a que apresentou maior @dideé contra as linhagens de células
tumorais avaliadas com porcentagem de inibicad @&3,60 + 1,32% e 89,48 + 0,79% para
HepG2 e HL60. Dentre os alcaloides isolados quanfoavaliados, lanuginosina e xylopina
foram os que apresentaram os melhores resultadodarte atividade contra linhagens de
K562 — leucemia mielocitica crénica humanas§€16,61ug mL* e 3,12ug mL?), HL-60 —
leucemia promielocitica humana (gt 7,81ug mL'e 1,87ug mL*), HepG2 — carcinoma
hepatocelular humano (&I= 3,89ug mL* e 1,87ug mL?Y) e B16-F10 — melanoma murino
(Clso = 8,46pg mL* e 3,77ug mL™Y), respectivamente, com valores dey@tais proximos do
controle positivo (Doxorrubicina). Entretanto, camgndo-se com a doxorrubicina, a
lanuginosina apresentou indice de seletividade ml@gado para linhagem B16-F10. Os
resultados obtidos confirmam gXelaevigataé quimicamente uma espécie caracteristica da
familia Annonaceae e uma fonte promissora de swuiis® com potencial atividade
citotéxica.

PALAVRAS-CHAVES : Xylopia laevigata Annonaceae; alcaloides; atividade
citotoxica.
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TITLE: Phytochemical study and investigation of the aytat activity of stem ofXylopia
laevigata(ANNONACEAE)

ABSTRACT: Xylopia laevigatas a species of Annonaceae, popularly known asu'naad
"pindaiba". It is an endemic tree of Brazil foundhe states of Bahia, Paraiba, Piaui, Sergipe,
Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro aralFZlo. The presente work describes the
results obtained from the phytochemical studiegiided from the stem oX. laevigata
front to thein vitro cytotoxic activity, which resulted in the isolatioof 19 substances
belonging to the class of alkaloids, which werecielated on the basis of NMR analysis'df
and®*C 1D/2D and MS as well as by comparison with thia aé the literature. The isolated
alkaloids were identified as: eleven alkaloids gpare type, R)-roemerine, $-anonaine,
(9-glaucine, §-xylopine, @©-norglaucine, asimilobine, Sf-norpurpureine, §-N-
methyllaurotetanine, Sj-norpredicentrine, $§)-calycinine and (S)-laurotetanine; two
oxoaporphines: lanuginosine and oxoglaucine; fetnahydroprotoberberine: (-)-xylopinine,
(+)-discretine, (-)-corytenchine and (+)-discreta@jione benziltetrahydroisoquinoline: (+)-
reticuline; and morphinandienone: (+)- flavinantifi@e isolated alkaloids were described for
the first time in the stem of. laevigata besides this is the first report of the isolata@n
alkaloid of morphinandienone type (flavinantineie Xylopiagenus. Of all the extracts and
fractions, from the stem oX. laevigata undergoingin vitro cytotoxic activity assay, the
alkaloidal fraction from the methanol extract shdwhke highest activity against tumor cell
lines evaluated with equal percentage inhibitiorthef 83.60 + 1.32% and 89.48 + 0.79% for
HepG2 and HL60, respectively. Among the isolatekhlaids evaluated lanuginosine and
xylopine showed the best results with strong atgti@gainst strains of K562 - human chronic
myelocytic leukemia (16 = 6.61ug mL* and 3.12ug mL™Y), HL-60 - human promyelocytic
leukemia (IGo = 7.81pg mL*and 1.87ug mLY), HepG2 - human hepatocellular carcinoma
(ICso = 3.89ugmL™*and 1.87ug mL™") and B16-F10 - murine melanoma 4G 8.46pug mL

L and 3.77ug mL?Y), respectively, with 1§ values closest the positive control (doxorubicin).
However, comparing with doxorubicin, lanuginosifrewed a higher selectivity index for
strain B16-F10.The results confirm thaX. laevigatais chemically a native species of the
family Annonaceae and a promising source of substawith potential cytotoxic activity.

KEY-WORDS: Xylopia laevigataAnnonaceae; alkaloids; citotoxic activity.



1. INTRODUCAO

O uso terapéutico das plantas medicinais na sauh@ra € uma pratica milenar,
construida na sabedoria do senso comum que articlilaa e satude. Apesar dos expressivos
avancos cientificos da fitoterapia, as plantas onegls ainda continuam sendo muitas vezes
usadas apenas com base na cultura popular paranmegio e recuperacdo da saude das
pessoas (VAN POSER & MENTZ, 2003).

O estudo fitoquimico das plantas € extremament®itapte, pois além de servir
como base na constru¢do do conhecimento quimaor&tologico, serve como uma barreira
invencivel para plantas inertes que pela ignordmgifanatismo tenham seu uso vulgarizado.
Uma planta medicinal sem identificacdo de sua ca@mgpo quimica é um medicamento
duvidoso e perigoso que ndo deve ser utilizadomAtisso, faz-se necessario conhecer
qual(is) parte(s) da planta e principalmente ogipio ativo que serve para explicar a sua
acao biolégica (PECKOLT & PECKOLT, 1888; Di STATIBIRUMA-LIMA, 2002).

A maior parte dos principios ativos de importanfeianacolégica encontrada nos
extratos vegetais, de modo geral, € oriunda de wvaniadade metabdlitos secundarios que
conferem as plantas, entre outras funcdes, a agieigra em relacdo a estresses abidticos,
como aqueles associados com mudancas de temperdataldo de agua, niveis de luz,
exposicdo a UV e deficiéncia de nutrientes mineriatracdo de polinizadores ou animais
dispersores de sementes e alelopatia, protecam@dréa e a infeccbes por microrganismos,
também sdo exemplos das funcbes destes metabdbesre as diversas classes de
metabolitos secundarios podemos destacar os alealgjue se encontram distribuidos nas
Angiospermas (PERES, 2014; RINALDI, 2007).

O interesse no estudo dessa classe de metab@itomdarios tem se destacado
devido a sua multipla atividade farmacoldgica. Nstesna nervoso central os alcaloides
podem ter atividade depressiva (morfina, escopolajré estimulante (estricnina, cafeina); no
sistema autdbnomo parassimpatico (pilocarpina), &iiop (efedrina), anticolinérgico
(atropina, hiosciamina) e o ganglionar (nicotin®s alcaloides também tém atividade
anestésica (cocaina), antitumoral (vimblastina, cngtina), antimalarica (quinina),
antibacteriana (berberina) e muitas outras (BRUNNTZD01).

A primeira estrutura de um alcaloide foi elucidada 1870, a coniina, e, mais tarde,
foi também o primeiro a ser sintetizado com suce€smca de 1000 alcaloides foram

caracterizados em plantas em 1950, e em 1973 der8800 foram elucidadas (CORDELL,;



QUINN-BEATTIE; FARNSWORTH, 2001). Pode-se observatidamente um crescente
aumento do interesse por parte da comunidade fatamista classe de composto.

De acordo com o Ministério do Meio Ambiente (201@Brasil possui uma grande
variedade plantas, detendo em seu territorio érire 20% do numero total de espécies do
planeta. Apresenta a mais diversa flora do mundlmeno superior a 55 mil espécies descritas
(22% do total mundial) das quais cerca de 10 md d& interesse farmacoldgico ou
cosmeético. Todas essas espécies estdo distriberiagus diversos biomas (Mata Atlantica,
Cerrado, Caatinga, Amazonia, Pantanal, etc.).

O estado de Sergipe é caracterizado ndo sO potagégetipica de caatinga, mas
também por vegetacdo remanescente de mata atlinttando os mangues e as restingas),
com muitos elementos do cerrado do Brasil Centnaggetacdo de campos rupestres ainda
pouco explorados. Nestes ambientes, encontramaséaplusadas na medicina popular, bem
como espécies de ocorréncia endémica, algumas dest@mnhecidas pela ciéncia, tanto do
ponto de vista botanico, quimico, farmacoldgice@@®mico (DRUMOND et al., 2000).

Dentre as varias espécies presentes na vegetadastalto Sergipe tém-se aquelas
pertencentes a familia Annonaceae, que se destpelntrescimento consideravel de sua
importancia econdmica nas Ultimas décadas, primgrde como fonte de frutos
comestiveis, em particular espécies do gérfamaona tais comoAnnona squamosa.
(pinha), A. reticulata L. (ata, pinha ou fruta do conde), muricatal. (graviola), eA.
cherimolaMill. (cherimoia). Além de sua grande importane@ndmica, muitas espécies de
Annonaceae possuem indicacdo popular e tém sidmlaskis quanto as suas atividades
farmacol6gicas como, por exempldnnona foetidaMart. que possui atividades contra
leishmaniose e diferentes tipos de microorganisf@&STA et al., 2006 e 2009d)uguetia
furfuracea(A. St.-Hill.) Benth & Hook F. que possui ativida@ntitumoral, leishmanicida e
tripanocida (Da SILVA et al., 2009a) @uatteria hispida(R. E. Fr.) Erkens e Maas que
apresenta propriedades antioxidante e antimicra@@STA et al., 2010).

Apesar da grande importancia nas ultimas décadasmdonbros dessa familia na
medicina popular, o0 nimero de espécies que témirpigstigadas € extremamente reduzido.
Dentre as mais de 2400 espécies distribuidas emg&@&os, apenas 10% das espécies (cerca
de 240 espécies) tém sido investigadas quimicanmefote biologicamente, mostrando que
muito ainda tem que ser feito a fim de se conhegastencial quimico e farmacoldgico das
espécies dessa familia (COSTA et al., 2010).

Atualmente, o cancer, que pode ser definido coma enfermidade multicausal

cronica caracterizada pelo crescimento descontolas células, é considerado como uma



das grandes preocupacdes da era moderna. Sendy asgidos de novos compostos com
atividade antineoplésica, oriundos de produtosraeumostram-se cada vez mais como uma
importante ferramenta no combate a essa enfermid@8@JZA et al., 2007). Nesta
perspectiva, o presente trabalho teve como objetigstudo quimico e biolégico do caule de
Xylopia laevigata(Mart.) R. E. Fries (Annonaceae), direcionado parasolamento de
metabolitos secundarios com possivel atividadediica.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Generalidades sobre a familia Annonaceae

A familia Annonaceae compreende cerca de 2400 iespéestribuidas em 108
géneros (CHATROU et al., 2012) com distribuicdotpapical (entre os tropicos) (FIGURA
1). Seus representantes sao geralmente arvoresmetas, encontradas principalmente nas
regides tropical e subtropical (CHATROU et al., 2D0No Brasil sdo encontrados 29 géneros
e cerca de 390 espécies, sendo 160 endémicas (MAAIS 2014). A Amazobnia abriga trés
quartos da diversidade Annonaceae, com 27 géne2&0 espécies, e a Mata Atlantica, a
maior parte restante: 15 géneros e 91 espécies.

Na Mata Atlantica, também s&o encontrados doisrgéne cerca de 40 espécies
endémicas. No Cerrado, sdo encontrados 10 génaeobum dos quais endémico deste
dominio, e 47 espécies de Annonaceae, algumas dia ahstribuicdo e bastante comuns,
como Annonacrassiflora Mart., Duguetiafurfuracea (A.St.-Hil.) Saff. eXylopia aromatica
(Lam.) Mart (MAAS et al. 2013 apud LOPES & MELLOLMA, 2014).



FIGURA 1 — Distribuicdo geogréafica das espécies da famitinohaceae no mundo.
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FONTE: ASE, 2014a.

Algumas caracteristicas botanicas relevantes patenéificacdo de Annonaceae sao
o odor forte do corte do tronco ou ramos, preseiechbras longas e resistentes na casca do
caule, conhecida popularmente como “envira ou iaibe@ pela aparéncia de marcas de
chamas no corte transversal do tronco. As folhasdésticas (exceto erfetrameranthus
com folhas espiraladas) alternas, simples, sempuissi e margem inteira. Flores isoladas ou
reunidas em inflorescéncias, hemiciclicas, herndéfs, diclamideas, com perianto
diferenciado no calice e corola, em geral sdo mdme carnosas; estames numerosos,
dispostos de forma espiralada; ovario supero camennsos carpelos apocarpicos com um ou
muitos ovulos (JOLY, 2005).

As Annonaceae tém flores de tamanhos que variampetpieno, como em
Bocageopsis multiflor& Xylopia amazbnicaa grande como e@ymbopetalum euneuruen
Duguetia ulei As cores variam, podendo ser esbranquicadasgeaemareladas, esverdeadas,
alaranjadas e até cor-de-vinho. As flores que emtdduncionamento emitem um odor que
varia muito nas espécies e muitas delas imitanoo @el frutos maduros. Os frutos podem ser
apocarpicos e sincarpicos, carnosos e indeiscentdsiscentes. A dispersdo das sementes na
familia se da principalmente por meio de animama, passaros, peixes, répteis e mamiferos
(JOLY, 2005).

O principal valor econémico desta familia é o faimeento de frutos comestiveis,
gue sao muito apreciados, principalmente os frdéssespécies do génékanona tais como:

Annona squamosdata, fruta do conde ou pinha®y. montanaMacfad. (graviola da



montanha)A. muricata(graviola), A. mucosalacq. (biriba, pinha) A. sylvaticaA.St.-Hil.
(araticum). Outras espécies com frutos poucos @it de valor alimenticio encontram-se
nos génerosArtabotrys Asiming Duguetig Polyalthia e Uvaria (KESSLER, 1993;
SANCHEZ, 1997; MURILO & RESTREPO, 2000).

Diversas atividades bioldgicas tém sido demonstraedos extratos brutos de suas
espécies tais como, antitumoral (WU et al., 199BAIA et al., 1999 e QUINTANS et al.,
2012), leishmanicida (QUEIROZ et al., 1996; COSTAle 2006 e Da SILVA et al., 2009a),
antiviral (PAREDES et al.,, 2001), antimalarica (BOM et al., 2003), antiprotozoario
(TEMPONE et al., 2005; OSORIO et al., 2007; PINH&IBt al., 2009 e SILVA et al., 2013),
moluscicida (NASCIMENTO, 2008) e antimicrobianal(8A et al., 2012 e COSTA et al.,
2013b), levando ao isolamento de compostos bickoggnte ativas pertencentes a diferentes
classes de metabolitos.

Fitoquimicamente as espécies pertencentes a awsitiafasdo caracterizadas pela
ocorréncia principalmente de alcaloides contendstiautura isoquinolinica (LEBOEUF et al.,
1982), entretanto outras classes de compostos pe#enencontradas nas espeécies que
compdem esta familia, tais como: acetogeninasroédds, flavonoides, lactonas, amidas,
cetonas, compostos aromaticos e terpenoides (mpeates, sesquiterpenos, diterpenos e
triterpenosjLEBOEUF et al., 1982; ALALI et al., 1999; DUTRA al., 2012).

2.2. O géneraXylopia L.

O género Xylopia L. possui aproximadamente 150 espécies com digtéb
pantropical, das quais 40 espécies sdo encontnadAmeérica Tropical (MAAS et al., 2007).
No Brasil, é tipico do cerrado, embora ocorra enbiames com estratos arbustivos e
arbéreos mais densos, sendo reconhecido por ataeggopriedades medicinais dentre as
quais se destacam as atividades antimicrobiana SAMUIEU et al., 2003) e citotoxica
(BAKARNGA-VIA et al., 2014).

Muitas espécies dXylopia tém sido estudadas quanto a caracterizacdo de sua
composicdo quimica, identificando-se acetogeninfsFONSO et al.,1996), alcaloides
MARTINS et al.,, 1998), flavonoides (SANTOS & SALAYD, 2000), sesquiterpenos
(MOREIRA et al., 2007) e diterpenos do tipo labdancaurano (VILEGAS et al., 1991;
MARTINS et al., 1999; MELO et al., 2001; ANDRADE &it, 2004; SILVA et al., 2012).



2.2.1. Alcaloides isolados d¥ylopia L.

O géneroXylopia tem sido caracterizado pela presenca de diversases de
metabolitos secundarios, dentre estas, de acordo aditeratura uma das classes mais
relatadas para suas espécies sdo os alcaloidesndont estrutura isoquinolinica. As
TABELAS 1-5 juntamente com as FIGURAS 2-7 apresentas principais classes de

alcaloides contendo a estrutura isoquinolinica etmadas nas espécies ¥glopia estudadas

fitoquimicamente até o presente momento.

TABELA 1 — Alcaloides benziltetraisoquinolinicos isolados dpéxies dXylopia

Alcaloides Benziltetraisoquinolinicos Espécie Reféncias
armepavingl] X. pancheri NIETO, 1976
coclaurinag[2] X. parviflora NISHIYAMA et al., 2010
laudaning3] X. championii PUVANENDRAN et al., 2008
N-desmetilcoletina4] X. pancheri NIETO, 1976
N-metilcoclauring5] X. vieillardii JOSSANG, 1991
N-nor-O-metilarmepaving6] X. pancheri NIETO, 1976

X. bruxifolia HOCQUEMILLER, 1981
O-metilarmepavind7] X. pancheri NIETO, 1976

X. aromatica MARTINS et al., 1995
reticulina[8] X. parviflora NISHIYAMA et al., 2010

X. vieillardii JOSSANG, 1991
parvinina[9] X. parviflora NISHIYAMA et al., 2006
xylopinidina [10] X. parviflora NISHIYAMA et al., 2004
dimetilanomurina 11] X. parviflora NISHIYAMA et al., 2004

FIGURA 2 — Estruturas dos alcaloides benziltetraisoquinolide espécies dgylopia.
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TABELA 2 — Alcaloides protoberberinicos isolados de espéiaeg/lopia

Alcaloides Protoberberinicos Espécie Referéncias
berbering12] X. policarpa LEBOEUF et al., 1982
deidrocoritenchin§l 3] X. championii PUVANENDRAN et al., 2008
deidrodiscretingl4] X. vieillardii JOSSANG, 1991
pseudopalmatinfl5] X. vieillardii JOSSANG, 1991
palmating16] X. parviflora NISHIYAMA et al., 2004
deidrocoreximind17] X. parviflora NISHIYAMA et al., 2004

TABELA 3 — Alcaloides tetraidroprotoberberinicos isoladogsgpécies d&ylopia

Alcaloides Espécie Referéncias
Tetraidroprotoberberinicos

coreximina[18] X. vieillardii JOSSANG, 1991
coridalmina[19] X. vieillardii JOSSANG, 1991
coripalminal20] X. discreta SCHMUTZ, 1959
coritenching21] X. langsdorffiana Da SILVA et al., 2009b
11-desmetildiscreting?P] X. vieillardii JOSSANG, 1991
discretina 3] X. championii PUVANENDRAN et al., 2008
discretaminaZ4] X. langsdorffiana Da SILVA et al., 2009b
tetraidropalmatinaZ5s] X. vieillardii JOSSANG, 1991
xylopinina [26] X. langsdorffiana Da SILVA et al., 2009b

FIGURA 3 — Estruturas dos alcaloides protoberberinicos eitietiprotoberberinicos isolados de

espécies d¥ylopia.
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TABELA 4 — Alcaloides aporfinicos isolados de espécieXylepia

Alcaloides Aporfinicos Espécie Referéncias
anonaing27] X. frutescens LEBOEUF et al., 1982
anolobing[28] X. vieillardii JOSSANG, 1991
buxifolina[29] X. bruxifolia HOCQUEMILLER et al., 1981
calicinina[30] X. vieillardii JOSSANG, 1991
estefalaging31] X. aromatica MARTINS et al., 1995
nordicentring32] X. championii PUVANENDRAN et al., 2008
norestefalagin§33] X. aromatica MARTINS et al., 1995

X. vieillardii JOSSANG, 1991

norglaucing34]

roemering35]

X. aromatica

NIETO, 1976

xylopina[36]

X. langsdosffiana

Da SILVA et al., 2009b

nantening37]

X. aromatica

MARTINS et al., 1995

norisodomesticing38]

X. danguyella

HOCQUEMILLER et al., 1981

nornantening39]

X. vieillardii

JOSSANG, 1991

norfoebing40]

X. aromatica

MARTINS et al., 1995

xyloguielina[41] X. danguyella HOCQUEMILLER et al., 1981
coridinal42] X. danguyella HOCQUEMILLER et al., 1981
corituberina[43] X. vieillardii JOSSANG, 1991

X. parviflora NISHIYAMA et al., 2010
danguieling44] X. danguyella HOCQUEMILLER et al., 1981
glaucinal45] X. parviflora NISHIYAMA et al., 2010

isoboldina[46]

X. aromatica

MARTINS et al., 1995

laurotetaning47]

X. amazonica

MARTINS et al., 1995

laurolitsina[48] X. papuana JOHNS, 1968
purpureing49] X. parviflora NISHIYAMA et al., 2006
lirioferina [50] X. aromatica MARTINS et al., 1995
norcoridina[51] X. danguyella HOCQUEMILLER et al., 1981
norisocoriding52] X. danguyella HOCQUEMILLER et al., 1981
nornucifering/53] X. bruxifolia HOCQUEMILLER et al., 1981
(9-10,11-dihidroxi-1,2-dimetoxinoraporfira4] X. parviflora NISHIYAMA et al., 2006
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FIGURA 4 — Estruturas dos alcaloides aporfinicos isoladosspgécies dXylopia.
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TABELA 5 — Alcaloides oxoaporfinicos isolados de espécieXydepia
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Alcaloides Oxoaporfinicos

Espécie

Referéncias

atherospermidingb5]

X. ferruginea

ZAWAWI et al., 2012

dicentrinong56]

X. championii

WIJERATNE, 1996

lanuginosing57]

X. vieillardii

JOSSANG, 1991

liriodenina[58]

X. ferruginea

ZAWAWI et al., 2012

lisicamina[59]

X. ferruginea

ZAWAWI et al., 2012

O-metilmoscatoling60]

X. ferruginea

ZAWAWI et al., 2012

oxopurpureingd61]

X. championii

PUVANENDRAN et al., 2008

oxoestefaning62]

X. ferruginea

ZAWAWI et al., 2012
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FIGURA 5 — Estruturas dos alcaloides oxoaporfinicos isolattoaspécies déylopia.
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2.3. Xylopia laevigata(Mart.) R. E. Fries

Xylopia laevigata(Martius) Robert Elias Fries € uma espécie peemteca familia
Annonaceae, popularmente conhecida como “meilirelgba”. De acordo com a populagéo
local, suas folhas e flores sdo utilizadas par&siem geral, doenca do coracdo e contra
condi¢Bes inflamatorias (COSTA et al., 2013a). Eauirvore ou arbusto variando de 2-15 m
de altura (FIGURA 6) com ramos castanhos quandbohieados, glabros, lenticelados.
Folhas com peciolo sulcado, 0,2-0,5 cm comprimergiabro; lamina oblonga ou
ovadolanceolada, 3,5-9,5 x 1,5-4 cm, coriacea, bhtigsa, apice acuminado, 5-11 pares de
nervuras secundarias, glabra em ambas as facesui Floses isoladas, axilares, com cerca
1,3 x 0,8 cm; pedicelo com cerca de 0,1 cm comprimepubescente. Sépalas levemente
concrescidas na base, ovadas, com cerca de 02 om),hialino-pubescentes. Seu fruto é
apocarpico, com sementes 1-5 por carpidio, ovoias, cerca de 0,6 x 0,4 cm, castanhas,
nitidas, glabras, ariladas (PONTES et al., 20048/t al., 2001).

No Brasil esta espécie é encontrada nos Estad@aliia, Paraiba, Piaui, Sergipe,
Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro eF&Ado (PONTES et al., 2004; MAAS et al.,
2001). Em Sergipe é encontrada em areas remanescdat Mata Atlantica, Matas de

Restinga e Tabuleiros Costeiros, principalmente masicipios de Santa Luzia do Itanhi,
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Areia Branca, Japaratuba, Pirambu, Itaporanga d&jlPacatuba, Aracaju, Sdo Cristovao,
Estancia, Neopdlis, Salgado, Barra dos Coqueittteelas Flores (ASE2014b).

FIGURA 6 — Imagens da espéci¢ laevigata (a) arvore; (b) detalhe das folhas e botdesifip(a)
detalhe da inflorescéncia; e (d) detalhe do bdtialfe frutos.

FOTOS: COSTA, E. V. 2010.
2.3.1.Estudos Fitoquimicos e Biolégicos comd. laevigata

De acordo com 0 nosso levantamento bibliografidzahdo-se bases de pesquisas
(Web of SciengeSciFinder Scholare Google Académico) sobdé laevigata encontramos
seis estudos fitoquimicos para esta espécie, todnenientes do nosso grupo de pesquisa
(LABORGANICS), os quais relatam o isolamento deklices isoquinolinicos, diterpenos e
Oleos essenciais, bem como suas respectivas a@gdaiologicas (COSTA et al.,, 2013a;
SILVA et al., 2012; QUINTANS et al., 2012; SILVA al., 2013; COSTA et al., 2013b;
QUEIROZ et al., 2014).

Das folhas deX. laevigataforam isolados os alcaloides oxoaporfinicos, dieina
[63] e lanuginosing64]; aporfinos, laurelliptind65], laurotetaning66], laurolitsina[67];
benzilisoquinolinico, reticuling68]; proaporfino, estefaringg9] e tetraidroprotoberberinicos
discreting70] e coreximing71] (COSTA et al., 2013a) (FIGURA 7).
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FIGURA 7 — Alcaloides isolados d¥. laevigata.
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Silva et al. (2012) isolaram do caule desta espgsiesquiterpeno: espatulefiod];

[69]

uma mistura de esteroideB:sitosterol [73], estigmastero[74] e campestero[75] e 0s
diterpenos do tipo caurano pertencentes a sétiéhcidoentcaur-16-en-19-oic¢76], acido
ent3B-hidroxi-caur-16-en-19-oicd77], é&cido 4epicaurénico[78], ent163-hidroxi-17-
acetoxi-cauran-19-4v9], e acidoent16(3,17-dihidroxi-cauran-19-oicf80] (FIGURA 8).0s
compostos isolados tiveram ainda suas atividadpanticida, larvicida e antimicrobiana

avaliadas.
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FIGURA 8 — Terpenoides isolados ¥e laevigata.

cblom

[76]R=H [78] [79]
[77]R=OH

Quintans et al. (2013) relatam a identificacdo @G-EM dos constituintes quimicos
presentes no Oleo essencial das folhas de trésimgns deX. laevigatacoletadas em
diferentes localidades de Sergipe e suas respedinadades citotoxicam vitro e in vivo.

Os constituintes quimicos majoritarios identificadoforam 0s sesquiterpernos
biciclogermacreno (7,00-14,63%81], (E)-cariofileno (5,43-7,98%)82], germacreno B
(3,22-7,31%)[83], germacreno D (9,09-60,44%84], y-muuroleno (0,60-17,99%B5], o-
cadineno (1,15-13,45%86] e a-copaeno (3,33-5,98%B7], (FIGURA 9). Além disso, os
trabalhos de Costa et al., 2013b, Silva et al.32@1Queiroz et al., 2014, corroboram com
esses resultados e ainda relatam outras ativigetaso 6leo essencial de laevigata tais

como: antimicrobiana, tripanocida, larvicida, ariitante, anti-inflamatéria e antinociceptiva.
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FIGURA 9 — Constituintes quimicos majoritarios do 6leo eseseme X. laevigata.
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Existem poucos relatos na literatura que eviden@aguanto € rica a composi¢cao
fitoquimica dessa espécie, justificando a necedsidan estudo mais aprofundado sobre os
compostos biologicamente ativos presentexXefaevigata

3. BIOSSINTESE DE ALCALOIDES

Os alcaloides sdo compostos de baixa massa malequgacontém um ou mais
atomos de nitrogénio, os quais sdo encontradosipaimente em plantas. Sabe-se que mais
de 27 mil estruturas diferentes de alcaloidesranfocaracterizadas (DEWICK, 2009).

A presencga do nitrogénio confere aos alcaloideateaibéasico, o que favorece o
isolamento e a purificacdo, desde que seja posgéval sais solliveis em agua. No entanto,
essa basicidade varia grandemente, dependendtratairesda molécula (DEWICK, 2009).

Uma definicdo clara para essa classe de substémgiasenta certas dificuldades
devido a auséncia de uma separacdo precisa eo#ieidés propriamente ditos e aminas
complexas de ocorréncia natural. Varias definidgoeam lancadas, porém até o momento
nenhuma se apresentou completamente abrangenteRIQENES et al., 2006).

Na natureza sao encontrados alcaloides com nitimgprimario, secundario,
terciario e até mesmo quaternario. Os alcaloidedrefjuentemente classificados de acordo
com a natureza da estrutura que contém o nitrog8aige-se que os atomos de nitrogénio sao
oriundos de aminoacidos e, em geral, o esquelatodc@o do aminoacido precursor €
mantido intacto na estrutura do alcaloide, emboraadono do &cido carboxilico seja
frequentemente perdido através de descarboxil@Bd/(CK, 2009).
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Os alcaloides sao subdivididos em grupos de acoodo 0 aminoacido precursor.
Relativamente, poucos aminoacidos estdo envolvidobiossintese de alcaloides, sendo os
principais L-ornitina, L-lisina, acido nicotinicbstirosina, L-triptofano, acido antranilico e L-
histidina. Partes de moléculas, a partir da rotaacetato, do chiquimato, ou 4-fosfato de
metileritritol sdo também frequentemente incorpasa@ds estruturas dos alcaloides. No
entanto, um grande grupo de alcaloides € encontnagjdcdtomo de nitrogénio é incorporado
através de reacao de transaminacéo, e esse atohy gem também de um aminoacido.
Algumas vezes esse grupo de alcaloides € chamaddgmcaloides (DEWICK, 2009).

Os alcaloides também podem ser classificados dd@acom a natureza da estrutura
gue contem o atomo de nitrogénio (por exemplo:ofiina, piperidina, quinolina,
isoquinolina, indol) (FIGURA 10), embora a compliagle estrutural de alguns exemplos

expanda rapidamente o numero de subdivisdes.

FIGURA 10 — Exemplos de nucleos de alcaloides.

& ¢ OQ oo O

Pirrolidina Piperidina Quinolina Isoquinolina Indol

A biossintese dos alcaloides vem sendo extensivi@nestudada e atualmente, pode-
se tracar um esquema para a rota biossintéticaadesvdeles. Contudo, essas rotas
metabolicas ndo foram ainda completamente deliseanatermos bioquimicos, pois muitas
enzimas envolvidas nas diversas etapas ainda réim fsoladas e caracterizadas (DEWICK,
2009).

Os alcaloides contendo um atomo de nitrogénio emamel heterociclico sao
chamados de alcaloides verdadeiros e sdo claskificde acordo com o sistema anelar
presente na molécula. As substancias com o atomoitadeénio ndo pertencente a um
sistema heterociclico sdo denominadas de protoaleal Compostos nitrogenados com e
sem anéis heterociclicos que ndo sao derivados ndeoacidos sdo chamados de
pseudoalcaloides (SIMOES et al., 2007).
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Normalmente, a formagéo do sistema heterociclialcaloides ocorre através de
reacdes inter ou intramoleculares, através de rdersanismos gerais: formagéo de iminas e
reacdes de Mannich (ESQUEMA 1) (DEWICK, 2009).

ESQUEMA 1 —Formacéao de iminas e reacdao de Mannich.

Ataque nucleofilico Equilibrio entre as espécies protonadas:
a carbonila em meio acido o proton pode esta localizado no N ou no O
Eliminacédo de 4O
-N H\ @\ _ H®'* I_(? q @ ® / o /
R— NHp c=8H — 5 R,/N, C—OH —itHy R,/N, cco — Rzll\l: C\ ——>» R—N=C
Amina primaria
P H AN Imina ou
HZQ base de Schiff
R R R
- o\ T \ Q Rie
NH C=0H ——> Rl—/NfcfoH e s Rl—NjCQOI-Q — > N:C\
s .2 .
R1 < $) H / R1
Amina secundaria Imina ou

base de Schiff

Formag&o de iminas quaternaria

Adigéo nucleofilica
no foniminio ~.,,

R q / )\ R\ | T //QOH
W e 3 —  » N-C-C-¢
H N H/ | ||_‘ \

fon iminio - .
Carbanion nucleofilico
(EX.: anion enolato)

Reacé&o de Mannich

FONTE: Adaptado de DEWICK (2009).

Os aminoacidos protéicos comumente utilizados pashbitese dos alcaloides s&o:
acido L-aspartico (piridinas, isoquinoleinas), sifia (piperidinas, quinolizidinas), L-tirosina
(isoquinolinas, benzilisoquinolinas, betalainasyriptofano (derivados da tripanamidé,
carbolinas, inddis complexos) e L-histidina (imid&sy. O aminoacido nao-protéico L-
ornitina da origem aos alcaloides com nucleo pdioico, pirrolizidinico e tropanico
(LUCKNER, 1990; MANN, 1994). O aminoacido L-fengalina ndo da origem a muitos
alcaloides, contudo é normalmente a origem dosarématicos em alcaloides complexos e
pode também contribuir como fonte de agrupamenta-amhino em muitas estruturas
(HASLAM, 1993).

Os esqueletos carbbnicos dos aminoacidos sao amiggnde intermediarios da
glicdlise, via das pentoses-fosfato e do Ciclo debls (ESQUEMA 2).
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ESQUEMA 2 — Formacdo de metabdlitos secundarios a paginagabdlitos primarios.
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NH2 NH2
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ACETIL-CoA
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dioxixilulose 5-P

ACIDO CHIQUIMICO

OH
L-tirosina
N COpH
NH2
A\
NH

L-triptofano

\]
OH OH
3 W opP 3 %\/\ oP
O OH OH OH

METILERITRITOL 4-P

OH

HOZCP\L

OH

ACIDO MEVALONICO

CICLO DE KREBS
COpH
HOZW
—>
[¢)

acido oxaloacético

HOZC.__~__COpH

(e}
4cido 2-oxoglutéric

\
HZNJ\ H/\/\{

FONTE: Adaptado de DEWICK (2009).

NH

NH2
L-argenina

3.1. Biossintese dos Alcaloides Aporfinoides

COopH

HOC
—>

COH

NH2
acido L-glutamico

’

NH2
L-ornitina

COpH
HoN

-

Os aporfinoides representam um grande grupo e and&xpansao de alcaloides
isoquinolinicos com mais de 500 compostos isolasadentificados até o momento. S&o

bases tetraciclicas formadas pelo acoplamentoodites anéis aromaticos A e C do tipico
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nacleo benziltetraidroisoquinolino. Além de serentantrados como principais produtos
biossintéticos de espécies de Annonaceae, os @apdds também sdo encontrados em
espécies pertencentes as familias Berberidaceagdeme, Magnoliaceae, Menispermaceae,
Monimiaceae (todas anteriores pertencentes a oilagnoliales), Ranunculaceae (ordem
Ranales), Papaveraceae (ordem Rhoedales) e Rhamanacdem Rhamnales) (STEVIGNY
et al., 2005).

Os precursores do esqueleto aporfino sao claranestédelecidos como sendo 1-
benziltetraidroisoquinolinos (FIGURA 11) (PELLETIER987). A biossintese dos alcaloides
benziltetraidroisoquinolinos nas plantas comeca econa matriz de reacdes que gera o
primeiro alcaloide benziltetraidroisoquinolino, S+norcoclaurina (COSTA, 2009)
(ESQUEMA 3).

FIGURA 11 — Esqueleto basico dos alcaloides benziltetraidguiswlinos.

O caminho biossintético comeca com duas molécukasLdirosina. Uma é
descarboxilada para a forma tiramina e pode saff@o da enzima fenol oxidase formando a
L-dopamina. O esqueleto benzil d§)-forcoclaurina é formado pela transaminacdo da
segunda molécula de L-tirosina formando o acidaddekifenilpirtvico, que é em seguida
descarboxilado para 4-hidroxifenilacetaldeido.

Dopamina e 4-hidroxifenilacetaldeido sdo depoisresseletivamente condensados
formando §)-norcoclaurina. Uma série de reacfes de metilac@xidacdo da origem ao
intermediario  benziltetraidroisoquinolino S)freticulina  precursor dos alcaloides
isoquinolinicos e benziltetraidroisoquinolinicos  cluindo 0s derivados
bisbenziltetraidroisoquinolinos, benzilisoquinoko bisbenzilisoquinolinos, aporfinos,
protoberberinos e tetraidroprotoberberinos (ESQUEMA (CROTEAU et al., 2000;
DEWICK, 2009; STEVIGNY et al., 2005).
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ESQUEMA 3 —Biossintese dos alcaloides benziltetraidroisodurios.

@,
N

LP Tiramina Dopamina
COzH
L-Tirosina PLP M©)/ M@j
Transaminag&o
Acido 4-hidroxifenil- 4-hidroxifenil-
pirGvico acetaldeido

(9-Reticulina (9-3-hidroxi-

N-metilcoclaurina (9-N-metilcoclaurina

FONTE: Adaptado de DEWICK (2009) e COSTA (2009).

Os aporfinoides incluem os alcaloides aporfinoxaporfinos, oxoaporfinos e
fenantrenos (FIGURA 12), e tém sido encontradosigarmente em todos 0s géneros desta
familia, com destaque para os génefmona Xylopia Isolona Enantig Duguetia
Polyalthia, Artabotrys Pachypodanthiune Guatteria (GUINAUDEAU et al., 1975, 1979,
1983, 1988 e 1994; LEBOEUF et al., 1982).

FIGURA 12 — Esqueletos basicos dos aporfinoides.

| - Aporfino Il - Proaporfino lll - Oxoaporfino IV - Fenantreno

Os aporfinos (FIGURA 12) representam o maior grupo dos aporfinoides dividido
em quatro subgrupos: os aporfinicesnsu strictocom esqueleto tipico da estrutura que
exibemO-substituicdo apenas no anel A ou nos anéis Agekalmente grupos -OH, -OGH
ou -OCHO-. Os aporfinicos sdo também frequentemente caogpopticamente ativos; 0s
desidroaporfinicos que sdo um subgrupo pequenatdistos aporfinicos pela adicdo de uma

insaturacdo entre C-6a e C-7; 7-alquilaporfinieos que o grupo alquil sempre se origina
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como uma metila substituinte, também invariavelmerdntém um centro de insaturacgéo,
algumas vezes como um desidroaporfinico, ou comé,6ardesidroaporfinico, ou em alguns
casos como um 4,5,6,6a-tetradesidroaporfinico cora aromaticidade total no anel B; e
finalmente os aporfinicos 7-oxigenados ocasionalmente 4,7-dioxigenadgse incluem
alguns alcaloides com substituintes metilas gemimai hidroxilas no C-7 (SHAMA &
GUINAUDEAU, 1984; PELLETIER, 1987; COSTA, 2009).

A rota mais simples para a biossintese dos aperfeimvolve o acoplamento
oxidativo direto da$)-reticulina na forma do radichis-dienona. Consequentemente, os dois
radicais podem sanrto-orto a ser iniciado nos anéis A e C contendo o grupasfenbl, em
gue nesse caso resultaria em um padrao de sufftitnas posi¢des 1,2,10,11, mto-para
resultando em um aporfino com substituicdo nas ¢pesi 1,2,9,10 (ESQUEMA 4)
(PELLETIER, 1987; COSTA, 2009).

ESQUEMA 4 —Biossintese dos alcaloides aporfinicos.

Acoplamento
Oxidativo
orto-o rto

—_— >

Acoplamento
Oxidativo
orto-para

B

(S)-Reticulina

FONTE: Adaptado de PELLETIER (1987) e COSTA (2009).

Em um estudo realizado por RINGDAHL et al., 198khrsoos alcaloides aporfinos
foi observado que estes demonstravam possuir ot6Eimtton” (EC) centrado em 235-245
nm nas curvas disperséao rotatoria optica (DRO)grérplo qual a configuracado absoluta do
centro quiral poderia ser deduzida.

Os alcaloides aporfinos contém um cromaoforo bifémitido possuindo atividade
Optica, devido a inerente dissimetria. A caradiedsespecial desse tipo de alcaloide € devido
a correlacdo entre a configuracdo absoluta do @eniiral e o sentido de tor¢do do grupo
bifenil em ponte, resultando nas configuracdes lateso R) ou ) (FIGURA 13). Assim,

para um composto possuindo a configura@od dicroismo circular a 240 nm é positivo. O
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sinal do Efeito Cotton intenso na regido de 2344242 caracteristica do sentido absoluto de
torcdo do sistema bifenil dissimétrico, domina gi&e do visivel e fornece uma explicagdo
fisica para a generalizacédo de que os aporfina®uigguracdo $ tém uma rotacao positiva
na linha D do sodio, enquanto que os aporfinosodéguracéo R) tém uma rotacéo negativa
na linha D nos experimentos de rotagdo especiRISGDAHL et al., 1981; CRAIG e ROY,
1965; BENTLEY e CARDWELL, 1955).

FIGURA 13 - Estereoquimica dos alcaloides aporfinos.

(R)
FONTE: Adaptado de RINGDAHL et al., (1981).

Os proaporfinos (FIGURA 12) sdo numericamente um grupo minoritééatro da
familia Annonaceae, mas com um papel importanteodatermediario numa rota alternativa
para a formacao dos aporfinos. (SHAMA & GUINAUDEA18984; PELLETIER, 1987).

Um exemplo desta biossintese €& verificado para d@ssutsstituido
benziltetraidroisoquinolindN-metilcoclaurina precursor da roemerina, em quama D falta
oxigenagcdo e mecambrolina em que o anel D retéubstigiicio em C-10 (ESQUEMA 5).
Esta conversdo € explicada pela formacdo do dumahdle 5a e sua ciclizacdo para o
proaporfino conhecido glaziovingb. Protonacdo da carbonila dienona (C-10)58ecom
consequente rearranjo fenol-dienona conduz diretsngara o padréo de substituicdo-1,2,10
de 5c, requerendo apenas uma subsequente formacdo damatienodioxi originando
mecambrolina §¢). Num outro sentido, uma reducao inicial da cailbodienona para o
correspondente proaporfinetl pode entéo levar, via protonacédo, para desidratztcaeés de
um rearranjo benzeno-dienol levando a formacgdo whe aporfino 1,2-substituido que
novamente precisa apenas da formacdo do anel noelifxi resultando no aporfino
roemeringbe (ESQUEMA 5) (SHAMA & GUINAUDEAU, 1984; PELLETIER, 987).

O mesmo pode ser feito para os alcaloides bemailtedbisoquinolino
tetrassubstituidos, como por exemplo, parg-aiientalina precursor da isotebaina através do

intermediério orientalinona, e depois através dermediario orientalinol e um rearranjo do
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benzeno-dienol (ESQUEMA 6) (SHAMA & GUINAUDEAU, 188 PELLETIER, 1987,
DEWICK, 2009; COSTA, 20009).

ESQUEMA 5 — Biossintese dos alcaloides aporfinicos a partiuhe intermediario proaporfino
(glaziovina).

Acoplamento  H3CO,
Oxidativo
orto-para

—~
Reducéo na dienona

para dienol
’/\

H® HO

(S)-N-metilcoclaurina

Proaporfinol

Migragéo 1,2-aril com perda
do grupo de saida: favorecido

pela formacéo do anel aromatico

(S)-Mecambrolina (S)-Roemerina

FONTE: Adaptado de PELLETIER (1987).

ESQUEMA 6 —Biossintese dos alcaloides aporfinicos a parturdéntermediario proaprofino
(orientalinona).

Acoplamento
Oxidativo
“CHg orto-para

(e}
(S)-Orientalina (S)-Orientalinona

Reducéo da dienona
para dienol

Migracao 1,2-aril com perda
® do grupo de saida: favorecido
(S)-Isotebaina H® HO pela formagéo do anel aromatico

Orientalinol

FONTE: Adaptado de DEWICK (2009) e COSTA (2009).

Os alcaloide®xoaporfinicos(FIGURA 12) apresentam uma carbonila em C-7 e um
esqueleto aporfinico aromatico. Consequentemedte,cempostos coloridos apresentando
coloracdo amarelada, alaranjada e/ou avermelhddan#\ alcaloides oxoaporfinicos estéo,

entre a maioria, distribuidos na familia Annonacede pequeno grupo de alcaloides
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apresenta a substituicdo oxo no anel B em C-5 oCehe C-5, sendo estes chamados de
dioxoaporfinicos e também sdo bastante encontrado®spécies da familia Annonaceae
(SHAMA & GUINAUDEAU, 1984; PELLETIER, 1987; COSTA009).

A biossintese dos alcaloides oxoaporfinos envol@/gvelmente os alcaloides
desidroaporfinos como intermediarios, estes por\&msao biossintetizados a partir dos
correspondentes aporfinos pela oxidacdo em C-6a7e(ESQUEMA 7). Embora alguns
alcaloides desidroaporfinos sejam conhecidos naterde, eles sdo geralmente muito
instaveis para serem caracterizados completam&HAMA & GUINAUDEAU, 1984;
PELLETIER, 1987; COSTA, 2009).

ESQUEMA 7 — Biossintese dos alcaloides oxoaporfinicos.

Oxidagao gerando uma
Oxidacdo gerando uma Oxidagao gerando uma ligagéo ligacdo dupla entre C6a-N6 e um grupo
ligacdo dupla entre C6a-C7 dupla entre C5-C4 originando os carbonila em C-7 originando o ion
originando os desidroaporfinos 4,5,6a,7-didesidroaporfinos quaternario 7-oxo-N- metaquaternano

RQ RQ
@ AN
N RO N / ~c
b Cr [o] ‘ s

Converséo do grupoN-metil
Oxidag&do gerando uma via reacoes de o><|daz;,ao e
ligag&o dupla entre C6a-N6 reducdo gerando um fon iminj NADP+/NADPH
restabelecendo a aromaticidade

RQ do anel piridinico RQ
@)@
RO

Hidroélise do
ion iminio

FONTE: Adaptado de PELLETIER (1987).

N&o ha estudos vivo sobre a biossintese dos alcaloides oxoaporfinos, una
sequéncia racional dos eventos envolveria a oxidpadso a passo de um idéntico aporfino
substituido através dos desidroaporfinicos e depdida,7-tetradesidroaporfino que seria
suscetivel & oxidagdo em C-7 conduzindo geralméefidemacdo do ion oxoaporfinio instavel
7-oxoN-metoquaternario, cujo o grupémetil sofre rapidamente uma conversdo em um ion
iminio via NADP e NAPH e enzima dependente citocroma P-450, sagilgdhidrolise e
oxidag&o originando o esqueleto oxoaporfino (ESQVEN (SHAMA & GUINAUDEAU,
1984; PELLETIER, 1987; COSTA, 2009).

O dltimo grupo de alcaloides a ser consideradoosdenantrenos (FIGURA 12).
Estes alcaloides séo originados a partir dos apoo8 devido a uma clivagem entre N-6 e C-
6a levando a formacdo do nucleo fenantreno com cewlgia etilamina, e uma ou duas
metilas ligadas ao nitrogénio (SHAMA & GUINAUDEAU1984; PELLETIER, 1987)
(ESQUEMA 8).
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ESQUEMA 8 — Biossintese geral para os alcaloides fenantreno.

FONTE: Adaptado de PELLETIER (1987).

3.2. Biossintese dos Alcaloides Protoberberinos etfaidroprotoberberinicos

Assim como observado para os alcaloides aporfispide precursor dos
tetraidroprotoberberinos e protoberberinos é ola@ba benziltetraidroisoquinolino S-
reticulina. O esqueleto tetraciclico dos alcaloiddsaidroprotoberberinos e protoberberinos é
derivado do sistema benziltetraidroisoquinolino aimcorporacédo de um atomo de carbono
proveniente da§)-adenosilmetionina via um grupd-metil (ESQUEMA 9). Este esqueleto
carbbnico extra é chamado de ponte berberibariferine bridgg. A formagédo da ponte
berberina é racionalizada como um processo oxmam que o grupdl-metil é oxidado a
um ion iminio, e ocorre uma ciclizacdo do anel aeo por virtude do grupo fendlico
(DEWICK, 20009).

O processo oxidativo de ciclizagdo € analogo ao falenacdo do grupo
metilenodidxi, 0 mecanismo de ciclizacdo € aindatawente o mesmo como aquele
envolvido na formacédo do anel tetraidroisoquinolineacdo de Mannich). O produto da
transformacdo enzimética d&)-feticulina € o alcaloide tetraidroprotoberberir{8)-
esculerina, a enzima ponte berberina requer oxag@niecular como oxidante liberando agua
como produto. Seu papel na reacdo de ciclizacamletan o grupo fenol na esculerina é
depois metilado, e tetraidrocolumbamina é oxidadiicianalmente dando o sistema
isoquinolino quaternario na columbamina (ESQUEMA 9)

Este processo parece envolver dois passos sepatadnsdacao, ambos requerem
oxigénio molecular, embora peroxido de hidrogéilgl;) e agua (HO) sejam produzidos
NOS processos sucessivos. A sequéncia do mecaaisaves de ion iminio tem sido levada
em conta para estas observacdes. Finalmente, arinarfESQUEMA 9) é produzida pela
transformacdo do grupo orto-metoxifenilico a mabiioxi via o @, NADPH, e enzima
dependente citocroma P-450 (ESQUEMA 9) (DEWICK,200
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ESQUEMA 9 — Biossintese dos alcaloides protoberberinog@dedprotoberberinos.

Oxidagao da amina terciaria Reacé&o de Mannich: posi¢éo orto ao
para fon iminio fenol é o nucleofilico

O, H0O;

Enzima ponte berberina

OCH,

(S)-Reticulina

Tautomerismo
ceto-enol

<

H3CO.
© ®N ¥ H Hx0, O,
HO N ﬁ

¥ ocC
oL
OCH;

Oxidacgéo levando a formag&o do
H,05 sistema aromatico

H3CO,
Ok %
HO NADPH

Q OCH,

7}

(S)-Esculerina

OCH; OCH,

(S)-Columbamina Berberina

FONTE: Adaptado de DEWICK (2009).
3.3. Biossintese dos Alcaloides Morfinanodienonas

O precursor dos alcaloides morfinanodienonas j@daofirmado como sendo R)¢
reticulina (DEWICK, 2009). Sua biossintese ocorrpagtir da §-reticulina que passa por
uma oxidacdo via NADP e enzima 1,2-deidroreticulina sintase, gerandoow 1,2-
deidroreticulina, que posteriormente sofre redugda NADPH e a enzima ion
deidroreticulina redutase obtendo-seRxreticulina (ESQUEMA 10) (PELLETIER, 1987;
DEWICK, 2009).

ESQUEMA 10 - Biossintese do alcaloidB)reticulina.

HLCO A redugéo do ion iminio permlt{;t:l_|3C

a mudanca na esterioquimic
@ N@
HO 7N HO
1,2-deidroreticulina 1,2-deidroreticulina HO.

sintase o HO. @ redutase >
m HaCO m HsCO

.,
NADP*  NADPH NADPH  NADP

(S)-Reticulina Caétion 1,2-deidroreticulina (R)-Reticulina

FONTE: Adaptado de DEWICK (2009).
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A rota mais simples para a biossintese dos modiianonas envolve um rearranjo
cuidadoso, seguido do acoplamento oxidativo Rardticulina na forma do radicdlis-
dienona. Consequentemente, os dois radicais poelgmars-orto a ser iniciado nos anéis A e
C contendo o grupamento fenol, em que nesse casliarga em um padrao de substituicdo
nas posicoes 3,4,6,7, para-pararesultando em um morfinanodienona com substitungio
posicdes 2,3,6,7 (ESQUEMA 11) (PELLETIER, 1987; DIEX, 2009).

ESQUEMA 11 - Biossintese dos alcaloides morfinanodienonas.

HsCO
H3CO, H3CO Girar os anéis Ae B @\
\ como demonstrado HO

HO N Ho y)
___________________________ H-- — gl N
HO = Ho g =
Girar a N/
molécula 180°
HsCO HzCO
(R)-Reticulina i 0 Q]

HsCO

Acoplamento

oxidativo
para-para
-
O
Acoplamento
Tautomerism oxidativo
ceto-enol para-orto

Tautomerismo O
ceto-enol

Isosalutaridina O Salutaridina

FONTE: Adaptado de PELLETIER (1987) e DEWICK (2009).
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4. OBJETIVOS

4.1.Geral

Ampliar o conhecimento acerca da composicdo quimiedividade citotoxica das
espécies de Annonaceae brasileiras principalmeadessipécies de ocorréncia no Estado de
Sergipe, tendo em vista a importancia do seu piaterguimico e biolégico para o

aproveitamento racional e a preservacéo da biczideste brasileira.

4.2. Especificos

. Estudar fitoquimicamente o caule Xglopia laevigata

. Realizar o ensaio de atividade citotOxica vitro nos extratos, bem como
fracOes provenientes destes, direcionando pa@amento das substancias bioativas;

. Isolar e identificar as substancias presentes xinates e/ou fracdes bioativas,
através de métodos cromatograficos e espectromwsstric

. Submeter as substancias isoladas ao ensaio d#adtvcitotoxica.

5. METODOLOGIA

5.1. Suportes para Cromatografia

Cromatografia em coluna (CC). Os fracionamentos cromatograficos foram
realizados em coluna de vidro aberta, utilizandma@dase estacionaria silica gel 60 com
particulas entre 0,063-0,200 mm (70-230 mesh) dehbtay-Nagel tratada previamente com
solucdo de bicarbonato de sodio 10% (NaBR)QQOSTA et al., 2006). O comprimento e 0
diametro das colunas variaram de acordo com astidadas das amostras a serem
fracionadas. A proporcéo de silica utilizada ngmsecdes foi cerca de 20 vezes a massa do
produto bruto a ser purificado (MATTOS, 1997).

Cromatografia em camada delgadaanalitica (CCDA). As analises em camada
delgada analitica foram realizadas em cromatofoMasherey-Nagel, silica gel 60, com

indicador de fluorescénciadz, com suporte em aluminio e 0,2 mm de espessura.

Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)As analises em escala
preparativa foram desenvolvidas em cromatoplacdaardanho 20 x 20 cm com espessura de

1,0 mm. As placas foram preparadas usando cer2@glde silica gel 60 da Macherey-Nagel
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e 50 mL de 4gua destilada. Apés a evaporacao dadagmperatura ambiente foram ativadas
em estufa a 110°C. A recuperacdo das amostrasfdtiada utilizando como solventes

diclorometano (ChkLCly), cloroférmio (CHC}), metanol (CHOH) e/ou misturas destes.

Reveladores A revelacao das faixas spots nas CCDA e CCDP foi feita sob luz
ultravioleta 254 e 365 nm, solucdo de anisaldeid@agente de Dragendorff.

Solventes.Para cromatografia foram utilizados solventes dascas F. Maia, Synth
e Nuclear. Para obtencdo de espectros de RMN fotdirados solventes deuterados das
marcas Merck e Aldrich. Para obtencéo de espedeosiassas foram utilizados solventes
grau HPLC.

5.2. Reagentes e Testes de ldentificacédo

Solucéo de AnisaldeidoA solucédo de anisaldeido foi preparada pela adigi5
mL de anisaldeido @igO;) em 90 mL de alcool etilico, 5 mL de acido sulfori
concentrado e 1 mL de &cido acético glacial.

Reagente de Dragendorff com modificagdo de Munie(MUNIER, 1953 apud
MERCK, 1971). Solucdo A: 1,7 g de nitrato de bismit e 20,0 g de &cido tartarico
dissolvidos em 80 mL de agua destilada. Solu¢cabol) g de iodeto de potassio dissolvidos
em 40 mL de agua destilada. A mistura de partesaisg(i:1) destas solucdes constitui a
solucdo estoque. Para borrifacdo das placas, 5,8ansolucdo estoque é adicionado a 10,0 g
de &cido tartarico dissolvido em 50 mL de 4guaildest

5.3. Equipamentos

. Os espectros de ressonancia magnética nucleae unidimensionais (RMN
1D/2D) foram registrados em aparelhos Bruker Avalhle¢00 operando a 9,4 Tesla (400
MHz para RMN de'H e 100 MHz para RMN dé&’C) e Avance 11I-600 operando a 14,1
Tesla, (600 MHz para RMN d& e 150 MHz para RMN d€C), ambos do Departamento de
Quimica da Universidade Federal do Parana (DQ/UFRR)amostras foram solubilizadas
em cloroformio deuterado (CDgle/ou CDC} + gotas de metanol deuterado {CI). Os
deslocamentos quimicos foram expressos em pgme (as multiplicidades dos sinais

indicadas segundo a convenc&o(simpleto), sl (simpleto largo),d (dupleto),dd (duplo
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dupleto), ddd (duplo duplo dupleto)t (tripleto), dt (duplo tripleto), m (multipleto). As
constantes de acoplamend foram registradas em Hertz (Hz);

. Os espectros de massas (EM) das substancias sé&aden adquiridos em um
espectrémetro TSQ Quantum Acess (Thermo Scienpiclencente a Universidade Federal
do Amazonas (UFAM), com analisador de massas dadiptrap e equipado com uma fonte
de APCI programada para operar no modo positivoageisicdo e também em um
espectrdmetro do tipon trap (Thermo Scientific-LCQ Fleet) pertencente a Ursidade
Federal do Parana (UFPR), equipado com uma fonterdeacdo por eletrospray (ESI)
programada para operar no modo positivo de aqoisigé informacdes foram registradas
através do modo de aquisicdo continua, disponivdlGQ Fleet Tune. As amostras foram
diluidas a 10 ppm em metanol grau HPLC e injetaddsopingde 5uL do espectrébmetro de
massas. Utilizou-se uma bomba ACELA 600 (Fluxo @@2. min™ de metanol grau HPLC)
para levar as amostras lboping até a fonte de ionizacdo. A faixa monitorada toirdz120-
800 Da.

. As rotagBes Oticas foram registradas em GHE€lu CHOH em um

polarimetro Jasco P-2000 pertencente a UniversiBladeral do Parana.

5.4. Outros Equipamentos

Evaporador rotatorio — Heidolph em banho-maria temperatura controlada;
Moinho — modelo Marconi com quatro facas;
Estufa incubadora — Fabbe e Olidef cz Linea,;

Balanca analitica modelo APX 200 da marca Denvardmet Company.

5.5. Coleta e Identificacdo Botanica

O material botanico dX. laevigata(caule) foi coletado no dia 19 de fevereiro de
2013 as 10 horas da manha no Parque Nacional &eitabaiana (PARNA), Municipio de
Itabaiana, Sergipe. O material botanico foi idécdailo pela Professora Dra. Ana Paula do
Nascimento Prata, taxonomista botanica do Departtimde Biologia da Universidade
Federal de Sergipe (UFS). Uma exsicata da espétiestudo foi depositada no Herbario
ASE/UFS sob o numero de registro 26805.
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5.6. Obtencéo dos Extratos

ApOs a coleta, o material botanico em estudo (yaldieseco em estufa de ar
circulante a 45C por cinco dias, sendo em seguida triturado enmamho de quatro facas.

O caule deX. laevigata apés seco, moido e pesado (1400 g), foi submetido
extracdo a frio (maceracado) inicialmente com hexammsteriormente com metanol, com
renovacdo de solvente em intervalo de 72 horasestiuo remanescente foi desprezado
conforme ESQUEMA 12. Os extratos obtidos foram eot@dos em um evaporador rotativo
a pressdo reduzida, a temperatura de 4856 em seguida secos em dessecador. Apds a
completa secagem e calculo dos rendimentos obtidpeguenas quantidades
(aproximadamente 500 mg) dos extratos foram retgadsubmetidos a realizacdo do ensaio

de atividade citotéxica.

ESQUEMA 12 — Fluxograma de obteng&o dos extratos.

Caule (1400 g)
: Extracdo com hexano
! 5 extragbes em intervalo de 72 horas

I . ~ ~
1 Filtracdo e concentracao do solvente

Extrato Hexénico (XLEH) Torta
18,77 g (1,34%) e e T

1 Extracdo com metanol 1
| 5 extracdes em intervalo de 72 horab
I Filtracao e concentracdo do solventé

Extrato Metandlico (XLEM) Residuo
87,79 g (6,27%) Desprezado

5.7. Estudo Fitoquimico do Extrato Metanodlico (XLEM)

A analise fitoquimica do extrato metanolicéLEM ) do caule deX. laevigatapor
Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDAIljzando diferentes sistemas de
solvente e revelando com o reagente de Dragendaditativo de alcaloides, evidenciou a
presenca de constituintes alcaloidicos. Baseadte riedicio, o XLEM foi submetido a

extracdo acido-base de acordo com a metodolog@odta et al. (2006). Assim, ad_.EM
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(84,0 g) foi adicionado 250 mL de cloroférmio (CHICE extraido sucessivamente com
solucao de acido cloridrico a 3% v/v, obtendo-sesdtacdes: a fracdo aquosa acilaX) e
a fracdo cloroférmica neutr&I(FCN). A FAA foi basificada com hidroxido de aménio
concentrado (NEDH) até pH 12 e extraida sucessivamente com g H&@ando a duas novas
fracdes: a fracdo cloroférmica alcaloidiedFCA) e a fracdo aquosa béasi¢aAB) que foi
desprezada (ESQUEMA 13). As fracdes cloroformicaitnae XLFCN) e alcaloidica

(XLFCA) foram submetidas ao ensaio de atividade citotdxic

ESQUEMA 13 — Fluxograma do tratamento acido-base do extratamdlico KLEM ).

Extrato Metandlico (XLEM)
(84,0 9)

| - Adicdo de 250 mL de CHgI '
1 - Extracdo com HCI 3% !

Fracdo Aquosa AciddQA) Fracdo Cloroférmica Neutra
(XLFCN) 5,50 g (6,50%)

|| - Basificagdo com NOH (pH 12)

| - Extracdo com CHGI

Fracdo Aquosa Basic&AB) Fracéo Cloroférmica Alcaloidica
(XLFCA) 930 mg (1,10%)

5.8. Fracionamento Cromatografico da Fracdo Clorofdmica Alcaloidica
(XLFCA) proveniente do extrato metanolico (XLEM)

Uma parte daXLFCA (730,0 mg) foi inicialmente submetida ao fracioeato
cromatografico por meio de uma coluna cromatogaficC; ® x h de 2,5 x 50,0 cm) de
silica gel com 0,063-0,200 mm (70-230 mesh) pregiamtratada com solugdo de NaHGO
10% (COSTA et al., 2006), eluida com hexano, dacteetano, acetato de etila e metanol em

misturas de polaridades crescentes, obtendo-sk&Tis (ESQUEMA 14).



ESQUEMA 14 — Fluxograma do fracionamento cromatograficoxXie<CA ).

Fracdo Cloroférmica Alcaloidica
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(XL FCA)
— - Coluna de silica (--230mest 1
| | | |
Hexano CH.Cl, AcOEt AcOEt/MeOH
Fr. 1 Fr. 7(-88 Fr.135-13€ Fr.
95:05 139-142
Hexano/CH,CI, CH,CI,/ AcOEt 90:10 143-146
Fr. Fr. 80:20 147-184
95:05 2 95:05 89-95 70:30 185-191
90:10 3 90:10 96-101 60:40 192-199
80:20 4-6 80:20  102-105 50:50 20-21¢
70:30 7-10 70:30  106-109
60:40 11-18 60:40 110-113
50:50 19-45 50:50 114-117
40:60 46-48 40:60 118-122
30:70 49-55 30:70  123-126
20:80 56-63 20:80 127-130
10:90 64-69 10:90 13-134

As fracOes obtidas foram analisadas por CCDA euasapresentaram o mesmg R
foram reunidas (TABELA 6).

TABELA 6 — Reunido das fracdes obtidas do fracionamenigLdeCA .

Grupo de Rendimento Grupo de Rendimento
FracOes (G) Fracbes (mg) Fracotes (G) Fracbes (mg)
1 1-5 34,1 14 141-143 9,3
2 6-7 3,8 15 144 2,6
3 8-14 117,4 16 145-149 84,1
4 15-20 44,0 17 150-154 63,0
5 21-31 58,2 18 155-158 22,7
6 32-38 16,5 19 159-160 8,5
7 39-57 44,1 20 161-169 25,7
8 58-75 58,5 21 170-174 10,0
9 76-93 25,2 22 175-178 25,9
10 94-98 6,5 23 179-186 43,7
11 99-106 36,4 24 187-194 112,6
12 107-110 7,3 25 195-198 87,8
13 111-140 10,5 26 199-218 191,0
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O grupo de fracoe&2 (3,8 mg) foi submetido a analise por CCDA utilidarcomo

eluente CHCI,:MeOH (95:05), e observou-se a presenca de apenapaetquando revelada

com reagente de Dragendorff e Anisaldeido, bem cguamdo submetido a irradiagcéo de luz

ultravioleta em 254 nm, sendo codificada cofid (3,8 mg). Posteriormente, esse solido foi

submetido as andlises de EM e RMNdee 1°C 1D/2D.

5.8.2. Estudo Cromatogréfico do grupo de fracbes G3

O grupo de fragbe&3 (117,4 mg) foi inicialmente submetida ao fracioeaho

cromatografico por meio de uma coluna cromatogeaflcC; ® x h de 2,5 x 40,0 cm) de
silica gel com 0,063-0,200 mm (70-230 mesh) pregiastratada com solucdo de NaH@O

10%, eluida com hexano, diclorometano, acetato tdea e metanol em misturas de

polaridades crescentes, obtendo-se 51 fracdes (ESAUS).

ESQUEMA 15 — Fluxograma do fracionamento cromatografic@@e

G3
(117,4 mg)
! - Coluna de silica (70-230 mesh)
' -1
| | |
Hexano CH.CI, AcOEt ACOEt/MeOH
Fr. 12 Fr. 20-23 Fr.37-38 Fr
Hexano/CH,Cl, CH,Cl,/ ACOEt oy
Fr. Fr. I )
95:.05 34 90:10 24-25 2828 j?_jg
90:10 5-6 80:20  26-27 50:50 49-51
80:20 7 70:30  28-29 i
70:30 8-9 50:50 30-33
50:50 10-13 30:70 34-36
30:70 14-17
20:80 18-19

As fracOes obtidas foram analisadas por CCDA euasapresentaram o mesmeg R

foram reunidas (TABELA 7).
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TABELA 7 — Reunido das fragdes obtidas do fracionament®3le

Grupo de Rendimento Grupo de Rendimento
Fracbes (G3) FracOes (mQ) Fracbes (G) Fracbes (mg)

1 1-3 4,1 7 21-25 14
2 4-5 11,9 8 26-27 50
3 6-8 41,3 9 28-30 1,0
4 9-14 37,5 10 31-40 2,6
5 15 1,9 11 41-51 6,5
6 16-20 2,5 - - -

5.8.2.1. Estudo Cromatogréfico do grupo de frac6€53.3

No ESQUEMA 16 é representado o resultado do esfed?s.3 (41,3 mg). O grupo
de frac6e<53.3, obtido a partir do fracionamento do grupo de@esgG3, foi submetido a
CCDP utilizando como eluente @QEl,:MeOH (95:05) resultando no isolamento de trés
substancias, codificadas com@2, XL3, XL4 e XL5. A anélise por CCDA em diferentes
sistemas de solventes e reagentes, conforme citattem5.8.1.,de cada substancia isolada

revelou apenas uspot As substancias isoladas foram submetidas assasdle EM e RMN
de'H e°C 1D/2D.

ESQUEMA 16 — Isolamento d&L2, XL3, XL4 eXL5.

G3.3
(41,3 mg)
|1 -CCDP i
I - CH,CI;:MeOH (95:05) i
XL2 XL3 XL4 XL5
(7,0 mg) (4,0 mg) (1,5 mg) (13,4 mg)

5.8.2.2. Estudo Cromatografico do grupo de frac6e53.4

No ESQUEMA 17 é representado o resultado do ested?3.4 (37,5 mg). O grupo
de frac6e$53.4, obtido a partir do fracionamento do grupo de@esG3, foi submetido a
CCDP utilizando como eluente @QEl,:MeOH (95:05) resultando no isolamento de quatro
substancias, codificadas cof@3, XL6, XL7 e XL8. A andlise por CCDA em diferentes
sistemas de solventes e reagentes, conforme aitaddem5.8.1.de cada substancia isolada
revelou apenas uspot As substancias isoladas foram submetidas assasdle EM e RMN
de'H e**C 1D/2D.
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ESQUEMA 17 — Isolamento d&L3, XL6, XL7 eXL8.

G3.4
(37,5 mg)
| - CCDP !
|| - CH,Cl;:MeOH (95:05) !
XL3 XL6 XL7 XL8
(1,0 mg) (8,3 mg) (8,2 mg) (8,0 mg)

5.8.3. Estudo Cromatografico do grupo de fracbes G4

No ESQUEMA 18 é representado o resultado do estieds4 (44,0 mg). O grupo
de fracbesG4 foi submetido a CCDP utilizando como eluente ;,CkltMeOH (95:05)
resultando no isolamento de cinco substanciasficadas comoXL9, XL10 e XL11. A
andlise por CCDA em diferentes sistemas de solsenteagentes de cada substancia isolada
revelou apenas urspot conforme citado no iten®.8.1. As substancias isoladas foram
submetidas as anéalises de EM e RMNHe **C 1D/2D.

ESQUEMA 18 — Isolamento dXL9, XL10 e XL11.

G4
(44,0 mg)
| - CCDP !
|| - CH,Cl;MeOH (95:05 !
XL9 XL10 XL11
(0,7 mg) (4,3 mg) (5,4 mg)

5.8.4. Estudo Cromatografico do grupo de fracbes G5

No ESQUEMA 19 é representado o resultado do estieds5 (58,2 mg). O grupo
de fracdesG5 foi submetido & CCDP utilizando como eluente ;,CktMeOH (95:05)
resultando no isolamento de duas substancias el comaL12 e XL13. A analise por
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CCDA em diferentes sistemas de solventes e reayeetecada substancia isolada revelou
apenas unspot As substancias isoladas foram submetidas assaesdle EM e RMN di#H e
¥%c 1D/2D.

ESQUEMA 19— Isolamento dXL12 e XL13.

G5
(58,2mg)
| - CCDP !
|| - CH,Cl;MeOH (95:05 !
XL12 XL13
(7,1 mg) (21,9 mg)

5.8.5. Estudo Cromatogréfico do grupo de fracbes G7

No ESQUEMA 20 é representado o resultado do estieds7 (44,1 mg). O grupo
de fragcbesG7 foi submetido a CCDP utilizando como eluente ;,CktMeOH (95:05)
resultando no isolamento de quatro substanciagficamths comoxXL14, XL15, XL16 e
XL17. A analise por CCDA em diferentes sistemas deesds e reagentes, conforme citado
no item5.8.1, de cada substancia isolada revelou apenaspan As substancias isoladas
foram submetidas as anélises de EM e RMRHe *C 1D/2D.

ESQUEMA 20 — Isolamento dXL14, XL15, XL16 e XL17.

G7
(44,1 mg)
[m————————
| - CCDP :
| - CH2C|2:MeOH |
| | | |
XL14 XL15 XL16 XL17

(1,5 mg) (8,2 mg) (14,1 mg) (1,6 mg)
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5.8.6. Estudo Cromatogréfico do grupo de fracbes G9

No ESQUEMA 21 é representado o resultado do estieds9 (25,2 mg). O grupo
de fracdesG9 foi submetido & CCDP utilizando como eluente ;,CktMeOH (95:05)
resultando no isolamento de uma substancia, caddE comaXL18 e XL19. A andlise por
CCDA em diferentes sistemas de solventes e reagerdaforme citado no itefs.8.1, de
cada substancia isolada revelou apenaspmh As substancias isoladas foram submetidas as
analises de EM e RMN dél e*C 1D/2D.

ESQUEMA 21 — Isolamento dXL18 e XL19.

G9
(25,2mg)
| - CCDP !
[} - CH,CI;MeOH (95:05 !
XL18 XL19
(3,5 mg) (2,4 mg)

5.9. Investigacdo da Atividade Citotoxican vitro

A analise de citoxicidaden vitro em células tumorais faz parte de ggreening

inicial para Identificacdo do potencial antitumattalextratos e substancias isoladas.

5.9.1. Preparo das Amostras

As amostras foram diluidas em DMSO puro estéritmacentracdo de 5 mg mL
para substancias puras e 10 mg'nfara extratos, sendo testadas em concentracbes que
variaram de 0,19-50 pg ritL

5.9.2. Células

Foram utilizadas células tumorais B16-F10 (melanomiaino), HepG2 (carcinoma
hepatocelular humano), K562 (leucemia mielociticdnica humana) e HL-60 (leucemia
promielocitica humana) doadas pelo Hospital A.Cm&ago, Sdo Paulo, SP, Brasil. As
células foram cultivadas em garrafas para culteraédulas (75 cfy volume de 250 mL), os
meios utilizados foram RPMI 1640 e suplementadaws d®% de soro bovino fetal. As

células foram mantidas em incubadoras com atmod&ios de C@a 37 °C. Vale ressaltar
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que para os extratos e fracbes 0os mesmos saodmsbigenas frente as células tumorais
HepG2 e HL-60 em concentracdo Unica de 50 pg'npois é realizado apenas um
‘screening’ Diariamente acompanhava-se o0 crescimento celotsn a utilizacdo de
microscopio de inversdo. O meio foi trocado semgue o crescimento celular atingia
confluéncia necessaria para renovacao de nutrieRgga a manutencdo de células aderidas
utilizou-se tripsina (0,25%) para que as célulapdeEgassem-se das paredes das garrafas. . As
culturas de células apresentavam negativas paraptasma, conforme avaliado pela técnica
de gPCR (Lookout® Mycoplasma gPCR detection kitt. ®&4P0040, Sigma-Aldrich®, St
Louis, MO, USA).

Para avaliar a citotoxicidade dos compostos solpmlgeracdo de células normais,
PBMC (peripheral blood mononuclear celslinfocitos e monécitos) foram obtidas a partir
de sangue periférico de voluntarios saudaveis. lat@alo sangue foi realizada em frasco
heparinizados por profissionais capacitados, npsriincias do Laboratério de Engenharia
Tecidual e Imunofarmacologia (LETI-Fiocruz-Bahialtilizando seringas esterilizadas e
descartaveis com volume de 4 mL. As PBMC foranmaida$ a partir de uma amostra de cerca
de 3 mL de sangue, acrescida de 5 mL de salinaet#®sas até o isolamento incluiram a
adicdo de 3 mL de Ficoll, seguida por 15 minutosceetrifugacdo a 1500 rpm, e feita a
aspiracdo dos PBMC, presentes na regido interneeckatre as hemécias e o plasma. A
suspensao de PBMC foi transferida para outro tulsual foi acrescido com salina até o
volume de 11 mL, sendo centrifugado por 5 minuto4080 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado de PBMC foi ressuspendid meio completo (RPMI 1640
acrescido de 20% de soro fetal bovino e 10 pg o concanavalina A, ConA) e contado em

camera de Newbauer para posterior diluicdo e ptaqgaato.

5.9.3. Ensaio de Citotoxicidade

Para avaliar a citotoxicidade das amostras, o emnkaalamar blue foi realizado apoés
72 horas de exposicdo com 0os compostos em testlan@r blue, recentemente identificado
como resazurina (O'BRIEN et al., 2000), é um indlicafluorescente/colorimétrico com
propriedades redox. Assim como, os sais de teteazdblamar blue reduz-se em células em
proliferacdo. A forma oxidada é azul (ndo fluorg¢ee€lula ndo viavel) e a forma reduzida &
résea (fluorescente/célula viavel) (ESQUEMA 22).ré&ducdo do alamar blue reflete a
proliferacédo celular. Este foi inicialmente utild@apara indicar crescimento e/ou viabilidade
celular no monitoramento de proliferagdo de linfdei(AHMED et al., 1994) e atualmente

apresenta varias aplicacgoes.
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ESQUEMA 22 —Reacéao de oxi-reducdo da resazurina.

- +_
Na O O Reduc&o por células NaQ o) _0
metabolicamente ativas
@ > P
N N

O

Resazurina Resofurina

FONTE: Adaptado de RODRIGUES (2012).

Inicialmente, as células foram plaqueadas em pldea®6 cavidades (100 pL/poco
de uma solucao de 0,3 x®1&lulas mL* para células em suspenséo e 0,7 Xc#lulas mr*
para células aderidas). Apds 24 horas de incubaggi@ompostos testes dissolvidos em
DMSO foram adicionados em cada poco e incubados7pohoras. A doxorrubicina foi
utilizada como controle positivo. O controle negatrecebeu a mesma quantidade DMSO.
Quatro horas (vinte e quatro horas para o PBM@sadt final do periodo de incubacao, 20
uL da solucéo estoque (0,312 mg thide alamar blue (resazurina) foram adicionadosda c
poco. As absorbancias foram mensuradas nos compomde onda de 570 nm (reduzido) e
595 nm (oxidado) utilizando uma leitora de plac&lf#ED et al., 1994)(ESQUEMA 23).

ESQUEMA 23 — Ensaio de citotoxicidade.

Contagem das células Diluigdo e Incubagio das células

Cultura de células

L

24h
Reacdo Redox Alamar Blue - ics
Espectrofotdmetro de placa Reiazurina S Agf: ©
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A proliferacéo celular foi calculada utilizandoegsinte férmula:

% proliferagcdo = A w — (Auw X Rg) x 100
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Onde, Aw e Ayw Ssao as absorbancias no menor e maior comprimentonda,

respectivamente.
O R, foi calculado utilizando a seguinte formula:
Ro:AO LwlAO HW

Onde, AQw e AO4w sé@o as absorbéncias do meio adicionado ao alalar b
subtraido das absorbancias do meio isolado nos raoentos de onda menor e maior,
respectivamente. Utiliza-se o paramet@@ara eliminar a absorcéo caracteristica do meio
puro, que possui uma coloragao levemente rosea.

A amostra foi testada em diluicdo seriada, emitaph. A porcentagem de inibigéo
foi calculada e registrada a percentagem de irobidég da concentracao e determinado suas
Clso realizado a partir de regressao nao-linear utiivao programa Prisma versdo 5.0
(GraphPad Software).

Este ensaio foi realizado no Centro de Pesquisag;dm Moniz, localizado na
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) no estado da Bahiaolaboragdo com o Prof. Dr. Daniel

Pereira Bezerra.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Do estudo fitoquimico do caule d&. laevigata utilizando o0s métodos
cromatograficos usuais (CC, CCDA, CCDP) foi podsivesolamento de 19 substancias
conhecidas, pertencentes a classe dos alcaloidesul#stancias isoladas foram identificadas
utilizando as técnicas modernas de elucidacaotesituais como, RMN d&H e*C 1D/2D e
EM, bem como por comparagcéo com os dados desoatbteratura.

Dentre os alcaloides isolados observou-se a prasdec¢quatro subclasses, 0s
benzilisoquinolinicos, os aporfinoides, os tetratotoberberinicos e os morfinanodienonas
(FIGURA 14, TABELA 8). Os aporfinoides de acordont®ELLETIER (1987) podem ser
subdivididos em sete subclasses: proaporfinosfiapsy oxoaporfinos, oxoaporfinos no anel
B, aporfinoides diméricos, fenantrenos e aporfiasidegradados. Neste trabalho foi possivel
o isolamento de duas subclasses dentre as oitgfidadas, os aporfinos e os oxoaporfinos.
(TABELA 8).
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FIGURA 14 — Esqueletos basicos dos alcaloides isolados. tkevigata.

5 B

Benziltetraioroisoguinolinicos Aporfinos Oxoaporfinos Tetraidroprotoberberinicos I\/brflnanodlenonas

TABELA 8 —Classe de alcaloides isoladosXdldaevigata

Aporfinoides

Aporfinos Oxoaporfinos Tetraidro Benziltetraidro ~ Morfinano

protoberberinicos  isoquinolinicos dienonas

XL1; XL2; XL4, XL3 XL8 XL16 XL19
XL5; XL7; XL9; XL6 XL13
XL10;XL11; XL12; XL17
XL14; XL15 XL18

A seguir nas FIGURAS 15-19, sdo mostradas as essitlas substancias isoladas e
identificadas de acordo com a sua respectiva ctissdécaloide.
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FIGURA 15 — Substancias isoladas pertencentes a classe adsigds do tipo aporfinos.
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FIGURA 16 — Substancias isoladas pertencentes a classe disigds do tipo oxoaporfinos.
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BN

FIGURA 17 - Substancias isoladas pertencentes a classe dosloigds do tipo
tetraidroprotoberberinicos

XL8 OCH, XL13 OCH;
Discretina

XL17 OH XL19
Coritenchina Discretamina
FIGURA 18 — Substancia isolada pertencente a classe dos desloido tipo

benziltetraidroisoquinolinicos.

XL16
Reticulina

FIGURA 19 — Substéancia isolada pertencente a classe dosidksldo tipo morfinanodienonas.

XL19
Flavinantina
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6.1. Identificagcdo Estrutural das Substancias Isoldas deX. laevigata
6.1.1. Identificac&do Estrutural dos Alcaloides do ipo Aporfinos
6.1.1.1. Identificagao estrutural de XL1

A substanciaXL1 (3,8 mg)apresentou-se como solido marrom, teste positiva pa
alcaloide quando revelada com solucdo de Dragentimioracdo alaranjada) e]p® =
11,0° € 0,5 g/100 mL, CHG). Pela andlise do espectro de RMN'de(400 MHz, CDC} +
gotas de CBOD) (FIGURA 20) observou-se caracteristicas de uoal@de do tipo
aporfinicosensu strictdGUINAUDEAU et al., 1983).

Na regido dos hidrogénios arométicos verificou-peesenca de cinco sinais, sendo
quatro emd 8,07 (1H,d, J = 8,0 Hz),6 7,25 (2H,m) e 7,32 (1H,m) tipicos dos hidrogénios
aromaticos H-11, H-8/H-9 e H-10, respectivamente,adel D ndo substituido do sistema

aporfinico, e um end 6,57 (1H,s), caracteristico de H-3 do anel A do sistema apicd
dissubstituido (FIGURA 21, TABELA 9).

FIGURA 20 — Espectro de RMN diH (400 MHz, CDC} + gotas de CEDD) deXL1.
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FIGURA 21 — Ampliacéo da regido aromatica do espectro de RMMA400 MHz, CDC} + gotas
de CDQOD) deXL1.
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A presenca de dois sinais etn 6,10 e 5,95 ambos dupletod € 1,4 Hz)
correlacionado com o sinal do carbono&t®1,0 no mapa de correlagdo HSQC evidenciou a
presenca de um grupo metilenodioxi na estruturaa das raz6es para a ndo equivaléncia dos
hidrogénios do grupo metilenodidxi se deve a tmdd sistema bifenil, fazendo com que
ambos possuam ambientes quimicos diferentes.

Na regidao entres 3,26-2,46 observou-se o0s sinais referentes aosod@dios
metilénicos diastereotdpicos H-4, H-5 e H-7, bemma® sinal do hidrogénio metinico H-6a.
Os seus carbonos foram determinados com base fiseadd mapa de correlacdo HSQC
(FIGURA 22). Os sinais para 0s hidrogénios 3-8 H-7eqforam verificados end 2,69 (1H,
t,J=13,7 Hz) & 3,17 (1H,dd, J = 13,7 e 4,1 Hz), respectivamente (FIGURA 23, TABE
9).
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FIGURA 22 — Ampliagéo da regido alifatica ente3,23-2,58 do mapa de correlagdo HSQC (GDCI
+ gotas de CEDD) deXL1.
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FIGURA 23 — Ampliacdo da regio alifatica en#e8,26-2,46 do espectro de RMN té (400 MHz,
CDCl; + gotas de CEDD) deXL1.
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A analise conjunta dos mapas de correlacdo HSQCOVBCH (FIGURA 24 e
FIGURA 25) corroborou com as informacdes obtidas espectro de RMN déH
confirmando a presenca de um alcaloide aporfisérsustricto.
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Pelas analises dos mapas de correlacdo HSQC e HMBURA 24 e FIGURA 25)
observou-se a presenca de 18 carbonos, sendo rhatams entré 147,2 e5 116,5, quatro
metilénicos, sendo um etn101,0, caracteristico de grupo metilenodiéxi Stisio em C-
1/C2, e trés emd 53,5,6 34,5 ed 28,9 caracteristicos de C-5, C-7 e C-4, respeuivde, um
metinico emd 62,2, tipico de C-6a, e um &m3,6, tipico de metila ligada ao nitrogénid (
CHg). A presencga do grupo metila ligada ao nitrogéoii@onfirmada pela correlagéo do sinal
ems 2,56 (3H,s) a®J com o sinal do carbono e#r63,5 (C-5) e com o sinal do carbono &m
62,2 (C-6a). A presenca do grupo metilenodiéxi sthdo em C-1/C2 foi confirmada pela
correlacdo do sinal ef6,57 (H-3) &J com o sinal do carbono e#rll42,9 (C-1) e &J com o
sinal do carbono e®147,2 (C-2) (FIGURA 26, TABELA 9).

FIGURA 24 — Mapa de correlagdo HSQE&H¢ 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)
deXL1.
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FIGURA 25 — Mapa de correlacdo HMBCH: 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)
deXL1.
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FIGURA 26 — Principais correlagdes observadas no mapa de apdes HMBC d&L1.

TABELA 9 — Dados de RMN d&H e °C deXL1

Posicéo XL1 Roemerina
H e (8)2* HMBC H c (8)°
& (mult., J em Hzy (*H-C)?c & (mult., J em Hzf
1 1429, C 142,6
la 116,5, C 116,4
2 147,2, C 146,7
3 6,57 (1Hs) 107,6, CH 1,2,3ae4 6,66 (1H.,9) 107,5
3a 126,5, C 128,2
3b 126,7, C
4 2,67 (1H,m) 28,9, CH 3b 29,2
3,14 (1H,m) 3b
5 2,57 (1H,m) 53,5, CH 4 53,6
3,07 (1H,m) 3b,4e7a
6a 3,23 (1H,m) 62,2, CH 3be7a 62,1
7 3,17 (1H,dd, 13,7 e 4,1) 34,5,CH 3b, 6a, 7a, 8b e 11: 34,7
2,69 (1Ht, 13,7) Gae7a
7a 134,9,C 135,4
8 7,25 (1H,m) 128,5, CH 9ella 127,0
9 7,25 (1H,m) 127,7, CH 7ae9 7,22-7,33 (3HM) 126,9
10 7,32 (1H,m) 127,4, CH 8ella 126,6
11 8,07 (1H,d, 8,0) 127,2,C la,7a€e9 8,06 (17,8) 127,5
11a 131,1,C 131,1
N-CH, 2,56 (3H,9) 43,6, CH 5e 6a 44,0
(1,2)- 6,10 (1H,d, 1,4) 101,0,CH le2 6,09 (1H,d, 1,2) 100,7
OCH,0 5,95 (1H,d, 1,4) le?2 5,94 (1H,d, 1,8)

2Experimento a 400 MHz paré e 100 MHz para C em CDC} + gotas de CBDD, utilizando o TMS como
padréo internd’Multiplicidades determinadas mapas de correlacad@®&8s HMBC.ZHENJIA et al, 2010 {H:
600 MHz;**C: 150 MHz; CDCJ). () Deslocamentos em ppm.

Através da analise por espectrometria de mass&@JEEA 27), utilizando a técnica
de ionizacdo quimica a pressdo atmosférica operamaaodo positivo de aquisicdo de dados
(APCI+), foi possivel evidenciar a presenca de unwdécula protonada [M+H]com m/z
280,11 Daltons compativel com a formula moleculagH&NO, (calculado 279,12 Da)

confirmando assim os dados obtidos pelas anales&3MN.
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FIGURA 27 — Espectro de massas Xel.
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Os dados fornecidos pelas anélises de RMNHJeHSQC, HMBC, EM e d]p?°,

bem como comparacdo com os dados da literatura BMNHE et al. (1981), permitiu-nos a

361.10
Lol 381.19 399.18 425.21 437.17 463.23 497.89
ety e T :

concluir que a substancklL1 trata-se do alcaloide aporfinisgnsu strictqR)-roemerina
(FIGURA 28, TABELA 9).

FIGURA 28 — Estrutura daR)-roemerina.

6.1.1.2. Identificacéo estrutural de XL2

A substanciaXL2 (7,0 mg)apresentou-se como solido marrom, teste positiva pa
alcaloide quando revelada com solucdo de Dragen(mforacdo alaranjada) e]p™ =
+12,9° € 0,5 g/100 mL, CHG).

A andlise dos espectros de RMN dd (FIGURA 29) e®C (FIGURA 30),
juntamente com os mapas de correlagdo HSQC e HMBGURA 31 e FIGURA 32de
XL2 evidenciou caracteristicas comuns quando compamaioos dados espectrais Xlel ,
diferenciando deXL1 pela auséncia do sinal eim2,56 (3H,s) referente aos hidrogénios do

grupo metila ligado ao nitrogénio.
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Na regido dos hidrogénios aromaticos verificou-ggesenca de cinco sinais com
integracdo para 5 hidrogénios aromaticos sendoaaats 8,07 (1H,dm J= 7,9 Hz),6 7,23
(2H, m) e 6 7,31 (1H, m) tipicos dos hidrogénios aromaticos H-11, H-8/H-9H-10,
respectivamente do anel D n&do substituido do ssstgporfinico, e um er 6,57 (1H,s),
caracteristico de H-3 do anel A do sistema apadidissubstituido (FIGURA 29, TABELA
10).

FIGURA 29 — Espectro de RMN di#H (600 MHz, CDCJ) deXL2.
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Pela analise do espectro € (FIGURA 30) e dos mapas de correlacdo HSQC e
HMBC (FIGURA 31 e FIGURA 32) d&XL2 observou-se a presenca de 17 carbonos, sendo
12 arométicos enti@147,2 & 107,8, quatro metilénicos sendo trés&ed2,9,6 36,3 e 28,5
caracteristicos de C-5, C-7 e C-4, respectivameunte, em 6 100,8 tipico de grupo
metilenodiéxi (O-CH-O) e um metinico emi 53,3 tipico de C-6a (FIGURA 33, TABELA
10).



FIGURA 30 — Espectro de RMN dEC (150 MHz, CDCJ) deXL2.
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FIGURA 31 — Mapa de correlacdo HSQ&H 600 MHz;**C: 150 MHz; CDCJ) deXL2.
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FIGURA 32 —Mapa de correlagdo HMBCH: 600 MHz;**C: 150 MHz; CDC}) deXL2.
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FIGURA 33 — Principais correlagdes observadas no mapa de apded HMBC d&L2.
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TABELA 10 — Dados de RMN d&H e *C deXL2

Posicao XL2 Anonaina
H e (8)2* HMBC H Bc 6)°
& (mult., J em Hzy (*H-Bc)ae & (mult., J em Hzf
1 142,7,C 1425
la 116,3,C 116,1
2 147,2,C 146,9
3 6,57 (1Hs) 107,8, CH 1,2,3be4d 6,56 (1H,9) 107,8
3a 126,1, C 126,3
3b 126,7, C 127,3
4 2,69 (1H,m) 28,5, CH 3e3b 2,67 (1H,m) 28,8
3,00 (1H,m) 5 3,03 (1H,m)
5 3,45 (1H,m) 42,9, CH 3a, 4 e 6a 3,42 (1H,m) 43,0
3,00 (1H,m) 3a,4 e ba 3,03 (1H,m)
6a 4,03 (1H,dd, 14,0e 4,5 53,3, CH 3a,5,7e7a 4,00 diH14,1e4,7) 53,2
7 2,84 (1H,m) 36,3, CH 3b, 7ae 1la 2,84 (1H,pst 14,0) 36,6
2,95 (1H,dd, 15,2 e 5,1) 3b,7aella 2,97 (1Hdd 14,2 e 4,8)
7a 134,6, C 134,8
8 7,23 (1H,m) 128,2, CH 7,10 e 1l1a 7,23 (1Hpst 7,9e0,7) 1281
9 7,23 (1Hm) 127,7, CH 7ae 1l 7,23 (1pst 7,7e7,4) 1275
10 7,31 (1H,m) 127,2, CH 8ella 7,31 (1H,dt, 8,2e1,2) 127,0
11 8,07 (1H,dm 7,9) 127,1, CH la,7ae9 8,07 (1H,d, 8,1) 127,0
11a 131,0,C 131,0
1,2)- 6,08 (1H,d, 1,4) 100,8, CH le2 6,08 (1H,d, 1,2) 100,7
OCH,0 5,94 (1H,d, 1,4) le?2 5,93 (1H,d, 1,2)

3Experimento a 600 MHz pardd e 150 MHz para*C em CDC}, utilizando o TMS como padr&o interno.
Multiplicidades determinadas mapas de correlacd®E® HMBC.CORTIZ et al., 2007 'H: 400 MHz,**C:
100 MHz, CDCY}). (8) Deslocamentos em ppm.

A andlise por espectrometria de massas (FIGURA @dljzando a técnica de
lonizagdo por eletrospray operando no modo positieo aquisicdo de dados (ESI+),
evidenciou uma molécula protonada [M+Hjom m/z 266,08 Daltons compativel com a
formula molecular &H1sNO; (calculado 265,31 Da) corroborando com os daddisliaxb

pelas analises de RMN.
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FIGURA 34 — Espectro de massas ¥e2.
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Os dados fornecidos pelas anélises de RMNHde *C 1D/2D, EM e §]p%°, bem
como comparacado com os dados da literatura RINGDAIHL. (1981), permitiu-nos concluir
que a substancigL2 trata-se do alcaloide aporfinisensu strictdS)-anonaina (FIGURA
35, TABELA 10).

FIGURA 35 — Estrutura dag)-anonaina.

6.1.1.3. Identificagao estrutural de XL4

A substanciaXL4 (1,5 mg)apresentou-se como solido marrom, teste positiva pa
alcaloide quando revelada com solucdo de Dragen(mforacdo alaranjada) e]p”° =
+16,9° € 0,5 g/100 mL, CHG).

A andlise do espectro de RMN t¢ (FIGURA 36 e FIGURA 37), juntamente com os
mapas de correlagdo HSQC e HMEBEIGURA 38 e FIGURA 39 de XL4 evidenciou
caracteristicas comuns quando comparado com o0ss despeectrais dXL1, diferenciando
desta, pela auséncia dos dois sinais referentesidaxyénios do grupo metilenodioxi e a

presenca de dois sinais na forma de simpletos 885 (3H,s) e 3,89 (3Hs) correlacionados
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aos carbonos ei60,2 (1-OCH) e 55,7 (2-OCH) no mapa de correlagdo HSQC (FIGURA
38) caracteristicos de grupos metoxilicos subdtitino anel A do sistema aporfinico.

FIGURA 36 — Espectro de RMN dfH (400 MHz,CDCl; + gotas de CEDD) de XL4.
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FIGURA 37 — Ampliacdo da regi&o alifaticd 3,95-2,60 do espectro de RMN dd (400 MHz

CDCl; + gotas de CEDD) de XL4.
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Além disso,XL4 se diferencia dXL1 pela auséncia de dois sinais de hidrogénios

aromaticos substituidos por dois simpletos, intedpapara 3H cada, e 3,90 ed 3,93

caracteristicos de grupos metoxilicos substituiglms um anel aromatico. A comparacao

direta com os dados dd.1 indicam dois grupos metoxilicos presentes no Bra¢ XL4. A

presenca de dois simpletos én6,78 (H-8) e 8,08 (H-11) integrando para 1H caaldicou

que eles estdo em posigdara, entre si, sugerindo que os dois grupos metosilesido em

posicaoorto entre si. A correta substituicdo dos grupos mbtamsi no anel D foi estabelecida
de acordo com os mapas de correlacdo HSQC e HMEZJFRA 38 e FIGURA 39).
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FIGURA 38 —Mapa de correlagio HSQ&H: 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)
deXL4.
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FIGURA 39 — Mapa de correlacdo HMBCH: 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)
deXL4.
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O sinal do hidrogénio e®8,08 (1H,s, H-11) apresentou correlacddJacom o sinal
do carbono end 148,1 (C-9) portador do grupo metoxiliéo3,93 (carbon® 52,9) no
espectro de RMN d#H, enquanto que o sinal e#16,79 (1H,s, H-8) mostrou correlacdo®a
com o sinal do carbontH em & 147,6 (C-10) portador do grupo metoxilico én8,90
(carbonod 55,9) no espectro de RMN d#l, estabelecendo assim os grupos metoxilicos

substituidos em C-9 e C-10, respectivamente (FIGUBRA
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FIGURA 40 - Principais correlagdes observadas no mapa de apdes HMBC d&XL4.

Pela analise dos mapas de correlacdo HSQC e HME&JE®A 38 e FIGURA 39)

de XL4 observou-se a presenca de 21 carbonos, sendorhataos entré 152,3 e 110,4,

trés metilénicos erd 52,8, 33,7 e 28,1 caracteristicos de C-5, C-74e l€spectivamente, um
metinico emd 62,2 tipico de C-6a, quatro metoxilicos &®0,2, 55,9, 55,9 e 55,7 e um ém
42,9 tipico de metila ligada a nitrogéni-CHs) (TABELA 11).

TABELA 11 — Dados de RMN d&H e *C deXL4

Posicéo XL4 Glaucina
Hs c (6)2* HMBC Hé C (8)°
(mult., J em Hzf (*H-*C)?c (mult., J em Hzy
1 1449, C 145,2
la 127,1,C 127,7
2 152,3,C 153,6
3 6,59 (1H,9) 110,4,CH 1,2,3a,3be4 6,59 (1H,9) 110,2
3a 125,5,C 120,2
3b 1254, C 129,8
4 2,72 (1H,m) 28,1, CH 3,25 (2H,m) 26,1
3,26 (1H,m)
5 3,19 (1H,m) 52,8, CH 2,95 (2H,m) 52,8
2,68 (1H,m)
6a 3,22 (1H,m) 62,2, CH 5e 6a 2,50 (1) 63,0
7 2,73 (1H,m) 33,7, CH 2,71 (2H,m) 31,8
3,04 (1H,dd, 13,7 e 8ella
3,6)
7a 128,4,C 123,7
8 6,78 (1H,9 110,9,CH 7,9,10e 11a 6,78 (1H,9) 110,8
9 148,1, C 148,7
10 147,6, C 148,0
11 8,08 (1H,9) 111,6,CH 1a,7a,9,10e 8,09 (1H,9 111,6
lla
lla 1242, C 125,8
1-OCHj, 3,65 (3H,9) 60,2, CH 1 3,65 (3HY) 60,2
2-OCHjs 3,89 (3H,9 55,7 CH 2 3,89 (3H,9 55,8
9-OCHj, 3,93 (3H,9 55,9, CH 9 3,93 (3Hy9) 55,9
10-OCHs 3,90 (3H,9 55,9, CH 10 3,90 (3H,9) 55,9
N-CH; 2,66 (3H,9) 42,9, CH 5e 6a 2,57 (3Hy) 42,3

2Experimento a 400 MHz par&l e 100 MHz para®C em CDC} + gotas de CBDD, utilizando o TMS como
padréo interno®Multiplicidades determinadas pelos mapas de cai@iel&iSQC e HMBC Atomos de carbono
que mostraram correlacdo com os respectivos hidiog@COMINS et al., 1997*H: 300 MHz). ®Da SILVA et

al., 2013 ¥3C: 150 MHz, CDC)). (5) Deslocamentos em ppm.
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A andlise por espectrometria de massas (FIGURA dtijzando a técnica de
ionizacdo quimica a pressédo atmosférica operandmoun positivo de aquisicdo de dados
(APCI+), evidenciou uma molécula protonada [M*kEdm m/z 356,33 Daltons compativel
com a formula molecular £H2sNO, (calculado 355,17 Da) corroborando com os dados

obtidos pelas analises de RMN.

FIGURA 41 — Espectro de massds XL4 .
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Os dados fornecidos pelas anélises de RMNHJeHSQC, HMBC, EM e d]p?°,

bem como comparagcdo com os dados da literatura BMHE et al. (1981), permitiu-nos

o

concluir que a substanciél 4 trata-se do alcaloide aporfinigensu stricto(S)-glaucina
(FIGURA 42, TABELA 11).

FIGURA 42 — Estrutura da)-glaucina.
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6.1.1.4. Identificagao estrutural de XL5

A substanciaxL5 (13,9 mg)apresentou-se como sélido amarelo, teste posiava p
alcaloide quando revelada com solucdo de Dragen(mforacdo alaranjada) e]p™ =
+42,9° € 0,5 g/100 mL, CHG).

A andlise do espectro de RMN t¢ (FIGURA 43 e FIGURA 44), juntamente com
0s mapas de correlagdo HSQC e HMBC (FIGURA 49@URA 46) deXL5 evidenciou
sinais caracteristicos comuns quando comparado oemdados espectrais d€L1,
diferenciando desta, pela auséncia de um sinaiddeg&nio aromatico e o surgimento de um
simpleto emé 3,84 (3H) caracteristico de grupo metoxilico, aldanauséncia do sinal do
grupo metila ligado ao nitrogénio que deveria agareentred 2,40-2,60. A comparacéo
direta com os dados d€_1 indica a presenca de um grupo metoxila presentnebD de
XL5. A presenca deste grupo foi evidenciada pelosssites hidrogénios e8,01 (1H,d, J
= 8,6, H-11),6 6,81 (1H,dd, J= 2,7 e 0,7, H-8) & 6,86 (1H,ddd, J = 8,6, 2,7 e 0,7, H-10)
correlacionados aos carbondsl?28,6,6 113,7 ed 112,5 no mapa de correlagdo HSQC,
atribuidos respectivamente a H-11/C-11, H-8/C-8-80KC-10, indicando uma substituicdo
no C-9 do anel D (TABELA 12).

FIGURA 43 — Espectro de RMN dfH (400 MHz, CDC} + gotas de CEDD) de XL5.
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FIGURA 44 — Ampliacéo da regido aromatica do espectro de RMMA400 MHz, CDC} + gotas
de CDB,OD) de XL5 mostrando os sinais dos hidrogénios H-10, H-83% H-
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A correta substituicdo do grupo metoxilico no dhdbi estabelecida de acordo com
0os mapas de correlagdo HSQC e HMBC (FIGURA #3GJRA 46). O sinal do hidrogénio
em & 8,01 (H-11) apresentou correlacdd’Jacom o sinal do carbono ef 159,1 (C-9)
portador do grupo metoxilico eén3,84 (carboné 55,4, HSQC) no espectro de RMN 't
O sinal ems 6,81 (H-8) mostrou correlacdo*scom o sinal do carbono C-3 86,5) e &J
com C-9 § 159,1), e o sinal de H-10 6,86) evidenciou correlacddhcom o sinal de C-8(
113,7) e &J com C-9 § 159,1), confirmando assim a substituicdo em CIS(JRA 47).

FIGURA 45 —Mapa de correlacdo HSQE@H¢ 400 MHz;*3C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)
deXL5.
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FIGURA 46 — Mapa de correlacdo HMBCH: 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)
deXL5.
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Pela analise do espectro de RMN'd8 (FIGURA 48) e dos mapas de correlacdo
HSQC e HMBC (FIGURA 45 e FIGURA 46) dd_5 observou-se a presenca de 18 carbonos,
sendo 12 aromaticos entfe 147,3 e 107,1, quatro metilénicos sendo um &m00,8,
caracteristico de grupo metilenodioxi substituido €-1/C2, e trés er 42,9, 36,5 e 28,3
caracteristicos de C-5, C-7 e C-4, respectivamemtemetinico end 53,3, tipico de C-6a e
um metoxilico emd 55,4. A auséncia do sinal do carbono relativo dilandigada ao
nitrogénio (TABELA 12) também foi verificada no estro de RMN de"C, estando de
acordo com as informacdes obtidas no espectro de &MH.



FIGURA 48 —Espectro de RMN d€¥C (100 MHz, CDC]J + gotas de CEDD) de XL5.
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TABELA 12 — Dados de RMN d&H e *C deXL5

Posicéo

7a
8
9
10
11
1la
9-OCH;
(1,2)-OCH,O

XL5 Xylopina
H & (mult., J em Hzy c (8)*" H & (mult., J em Hzf *c 6)°
1422, C 1442
116,3,C 117,3
147,3,C 144.9
6,54 (1H.9) 107,1, CH 6,67 (1H.9) 107,8
1257, C 125,3
125,9, C 121,2
2,71 (1H,m) 28,3, CH 2,99 (1H,m) 26,4
3,03 (1H,m) *
3,40 (1H,m) 42,9, CH 3,69 (1H,m) 42,8
3,02 (1H,m) 3,20 (1H,m)
4,00 (1H,dd, 14,1 e 5,0) 53,3, CH 4,38 (1Hg, 14,2 e 5,0) 54,2
2,81 (1H{, 14,1) 36,5, CH B 34,6
2,95 (1H,dd, 14,1 e 5,0) 3,10 (1H,dd, 5,0)
136,2, C 139,9
6,81 (1H,dd, 2,7 € 0,7) 113,7, CH 6,92 (1H.9) 114,8
159,1, C 161,0
6,86 (1H,ddd 8,6,2,7€0,7) 112,5, CH 6,94 (1H,d, 7,0) 114,1
8,01 (1H,d, 8,6) 128,6, CH 8,05 (1H, 7,0) 129,9
133,8,C 124,1
3,84 (3H,9) 55,4, CH 3,83 (3H,9) 55,9
5,94 (1H,d, 1,4) 100,8, CH 5,99 (1H,d, 1,0) 102,7

6,08 (1H,d, 1,4)

6,13 (1H,d, 1,0)

3Experimento a 400 MHz paraél e 100 MHz para®C em CDC} + gotas de CBDD, utilizando o TMS como
padrédo interno®Multiplicidades determinadas pelos mapas de capiielddSQC e HMBC®Da SILVA et al.,
2009b {H: 200 MHz;**C: 50 MHz, CDC}). (8) Deslocamentos em ppm. *Valores néo descritogtigoa
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A andlise por espectrometria de massas (FIGURA d8ljzando a técnica de
ionizacdo quimica a pressédo atmosférica operandmoun positivo de aquisicdo de dados
(APCI+), evidenciou uma molécula protonada [M*Edm m/z 296,25 Daltons compativel
com a férmula molecular gH;7NO3 (calculado 295,12 Da) corroborando com os dados

obtidos pelas analises de RMN.

FIGURA 49 — Espectro de massas Xe5.
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Os dados fornecidos pelas anélises de RMNHde *C 1D/2D, EM e §]p?°, bem
como comparagédo com os dados da literatura RINGDAIHHL. (1981), permitiu-nos concluir

que a substancigL5 trata-se do alcaloide aporfinisensu strictdS)-xylopina (FIGURA
50, TABELA 12).

FIGURA 50 — Estrutura dag)-xylopina.
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6.1.1.5. Identificagéao estrutural de XL7

A substanciaXL7 (8,2 mg)apresentou-se como solido marrom, teste positiva pa
alcaloide quando revelada com solucdo de Dragen(mforacdo alaranjada) e]p™ =
+181,7° ¢ 0,5 g/100 mL, CHG).

A anélise dos espectros de RMN'#ie(FIGURA 51), juntamente com os mapas de
correlacdo HSQC (FIGURA 52) e HMBC (FIGURA 53) dd.7 evidenciou sinais
caracteristicos comuns quando comparado com oss desjectrais d¥L4, diferenciando

desta, pela auséncia do sinal do grupo metiladigednitrogénio.

FIGURA 51 — Espectro de RMN d&i (400 MHz,CDCl; + gotas de CEDD) de XL7.
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FIGURA 52 — Mapa de correlacdo HSQ&H¢ 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)
deXL7.
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FIGURA 53 — Mapa de correlagdo HMBCH: 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)
deXL7.
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Assim como observado eXl4, foi possivel evidenciar a presenca de dois simais
forma de simpletos e 3,66 (3H,s) e 3,89 (3H,s) correlacionados aos carbonos &60,3
e 6 55,9 no mapa de correlacdo HSQC (FIGURA &&acteristicos de grupos metoxilicos
substituidos no anel A do sistema aporfinico. Tamba& possivel evidenciar a presenca de
dois simpletos e 3,90 (3H) & 3,91 (3H) correlacionados aos carbonossesb,9 es 55,9
no mapa de correlacdo HSQC (FIGURA 54) sugerindeeaenca de dois grupos metoxilicos
no anel D do sistema aporfinico.

FIGURA 54 — Mapa de correlacdo HSQ&H¢ 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)
deXL7 mostrando os sinais dos hidrogénios e carbonogrdp®s metoxilas.
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Além disso,a presenca de dois simpletos &®,76 (H-8) & 8,11 (H-11) indica que
0S mesmos estdo em posigdara, sugerindo que os dois grupos metoxilicos estdo em
posicdoorto no anel D do sistema aporfinico. A correta suligib desses grupos foi
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estabelecida de acordo com os mapas de correlsf8Q@CHFIGURA 52) e HMBC (FIGURA
53). O sinal do hidrogénio e 8,11 (1H, s, H-11) apresentou correlacZd eom o sinal do
carbono end 148,2, portador do grupo metoxilico en3,91 (carbon® 55,9) no espectro de
RMN de’H, enquanto que o sinal 16,76 (1H, s, H-8) mostrou correlagddlaom o sinal
do carbono end 147,6, portador do grupo metoxilidd3,90 (carbon® 55,9) no espectro de
RMN de 'H, estabelecendo assim os grupos metoxilicos suilsts em C-9 e C-10,
respectivamente (FIGURA 55).

FIGURA 55 — Principais correlagdes observadas no mapa de apdet HMBC dXL7.

Pela andlise do espectro de RMN*i@ (FIGURA 56 ) e dos mapas de correlacéo
HSQC (FIGURA 52) e HMBC (FIGURA 53) d€L7 observou-se a presenca de 20 carbonos,
sendo 12 arométicos entie 152,4 e 110,9 trés metilénicos en42,8, 36,3 e 28,5
caracteristicos de C-5, C-7 e C-4, respectivamememetinico end 53,6 tipico de C-6a,
quatro metoxilicos erd 60,3 e trés erd 55,9 com estes dados podemos confirmar a estrutura
proposta pela auséncia do sinal relativo ao carliengrupo metila ligado a nitrogénibl-(
CHs) (TABELA 13).
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FIGURA 56 —Espectro de RMN dE¥C (100 MHz, CDCJ + gotas de CEDD) de XL7.
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TABELA 13 — Dados de RMN d&H e *C deXL7

Posicéo XL7 Norglaucina
H e (8)2* HMBC H
8 (mult., J em Hzf (*H-¥C)?¢ 8 (mult., J em Hzf
1 1446, C
la 126,7, C
2 152,4,C
3 6,61 (1H,9) 110,9, CH 1,3be4d 6,58 (1H,9)
3a 128,5,C
3b 126,8, C
4 3,06 (1H,m) 28,5, CH
2,73 (1H,m)
5 3,45 (1H,m) 42,8, CH 4, 3a e 6a
2,06 (1H,m) 4
6a 3,90 (1H, sobreposto) 53,6, CH 3,81 (Hd, 13,9 e 4,2)
7 2,86 (1H,m) 36,3,CH 3b, 6a, 7a,8ell
2,79 (1H,m) 3b, 6a, 7ae 8
7a 128,6, C
8 6,76 (1H,9) 110,9, CH 7,9,10e 11a 6,73 (1H,9
9 148,2, C
10 147,6, C
11 8,11 (1H,9 111,8,CH 1a,7a,9,10e 1la 8,09 (8H,
11a 1245, C
1-OCHj, 3,66 (3H,9 60,3, CH 1 3,65 (3H9)
2-OCHj; 3,89 (3H,9) 55,9 CH 2 3,86 (3H.,9)
9-OCHj, 3,91 (3H,9 55,9, CH 9 3,90 (3Hy)
10-OCH; 3,90 (3H,9) 55,9, CH 10 3,88 (3H,9)

3Experimento a 400 MHz par&l e 100 MHz para®’C em CDC} + gotas de CBDD, utilizando o TMS
como padréo intern8Multiplicidades determinadas pelos mapas de cay@iel&lSQC e HMBC°Atomos
de carbono que mostraram correlacdo com os regpediidrogénios’CHIOU et al., 2013 'H: 400
MHz, CDCL). (8) Deslocamentos em ppm.
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A anadlise por espectrometria de massas (FIGURA 6filizando a técnica de
ionizacdo quimica a pressédo atmosférica operandmoun positivo de aquisicdo de dados
(APCI+), evidenciou uma molécula protonada [M*lddm m/z 342,31Daltons compativel
com a férmula molecular ggH23NO, (calculado 341,16 Da) corroborando com os dados

obtidos pelas analises de RMN.

FIGURA 57 — Espectro de massde XL7 .
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Os dados fornecidos pelas anélises de RMNHde *C 1D/2D, EM e §]p%°, bem
como comparacado com os dados da literatura RINGDAIHL. (1981), permitiu-nos concluir
que a substanciXL7 trata-se do alcaloide aporfiniceensu stricto(S)-norglaucina

(FIGURA 58, TABELA 13).
FIGURA 58 — Estrutura da)-norglaucina.

6.1.1.6. Identificagao estrutural de XL9

A substanciaxXL9 (0,7 mg)apresentou-se como sélido marrom e teste positva p
alcaloide quando revelada com solucéo de Dragdn@otbracéo alaranjada).
A andlise do espectro de RMN de (FIGURA 59) deXL9 evidenciou sinais

caracteristicos comuns quando comparado com 0% dapectrais d¥L2. Assim como em
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XL2, verificou-se enXL9 na regido dos hidrogénios aromaticos a presenginde sinais
com integracao para um hidrogénio cada, sendoayeats 8,32 (1H,dd, J = 8,0 e 0,6 Hz),
7,24 (2H,m) e 7,31 (1H,m) tipicos dos hidrogénios aromaticos H-11, H-9/H€l(H-8,
respectivamente do anel D n&do substituido do ssstgporfinico, e um er 6,68 (1H,s),
caracteristico de H-3 do anel A do sistema apadidissubstituido (FIGURA 59, TABELA
14).

FIGURA 59 — Espectro de RMN diH (400 MHz, CDC} + gotas de CEDD) deXL9.
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A amostraXL9 diferencia-se deXL2, pela auséncia dos sinais caracteristicos do
grupo metilenodioxi. No entanto, observou-se agirea de um sinal erd 3,60 (3H,9)
caracteristico de grupo metoxilico, nos fazendesugue temos uma estrutura em que o
anel A é dissubstituido, sendo o outro provavessuuinte oxigenado, um grupo hidroxila, o
qual foi confirmado com base nos dados da liteaatur

A andlise por espectrometria de massas (FIGURA 6fjzando a técnica de
ionizacdo quimica a pressédo atmosférica operandmoun positivo de aquisicdo de dados

(APCI+), evidenciou uma molécula protonada [M*kEdm m/z 268,23 Daltons compativel
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com a férmula molecular &H;7/NO, (calculado 267,17 Da) corroborando com os dados
obtidos pelas analises de RMN.

FIGURA 60 — Espectro de massas XE9.
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Os dados fornecidos pelas analises de RMAHde EM bem como comparagédo com
os dados da literatura permitiu-nos concluir queublstanciaxL9 trata-se do alcaloide
aporfinicosensu strict@asimilobina (FIGURA 61, TABELA 14).

FIGURA 61 — Estrutura da asimilobina.
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TABELA 14 — Dados de RMN déH deXL9

Posicéo XL9 Asimilobina
H § (mult., J em HzY H § (mult., J em HzY
3 6,68 (LH,9) 6,69 (1H.9
4 2,68 (1H,m) 2,90-3,00 (4Hm)
2.95 (1H,m)
5 3,34 (1H,m) 2,90-3,00 (4Hm)
2,92 (1H,m)
6a 3,81 (1H,dd, 13,8 e 4,6) 3,83 (1H,dd, 13,0 € 5,4)
7 2,76 (1H,dd, 13,8) 2,69 (1H, 13,0)
2,86 (1H,dd, 13,8 e 4,6) 2,86 (1H,dd, 13,0 e 5,4)
8 7,31 (1H,ddd, 6,7, 2,0 € 0,5)
9 7,24 (1H,m) 7,20-7,34 (3HM)
10 7,24 (LH,m)
11 8,32 (1H,dd, 8,1 e 0,6) 8,29 (1Hj, 7,5)
1-OCHj 3,60 (3H,9) 3,59 (3H.9)

®Experimento a 400 MHz pardl e 100 MHz paraC em CDC} + gotas de
CD;0D, utilizando o TMS como padréo interf&HANG et al., 2000'H: 400
MHz, CDCL). (8) Deslocamentos em ppm.

6.1.1.7. Identificacéo estrutural de XL10

A substanciaXL10 (4,3 mg)apresentou-se como solido marrom, teste positiva pa
alcaloide quando revelada com solucdo de Dragen(mforacdo alaranjada) e]p™ =
+91,2° € 0,5 g/200 mL, CHG).

A anélise do espectro de RMN H¢ (FIGURA 62), juntamente com os mapas de
correlacdo HSQC e HMBC (FIGURA 63 e FIGURA 64) k10 evidenciou sinais
caracteristicos comuns quando comparado com oss desjectrais d¥L7, diferenciando
deste, pela auséncia do sinal de H-3, o qual fostguido, provavelmente, por um grupo

metoxilico, cujo sinal foi observado eén8,91 (3H,s, 3-OCH).



73

FIGURA 62 — Espectro de RMN diH (400 MHz, CDC} + gotas de CEDD) deXL10.
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FIGURA 64 —Mapa de correlagdo HMBCH: 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)

deXL10.
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A presenca do grupo metoxilico substituido em Gt&dnfirmada pela correlacéo a
33 do sinal dos hidrogénios metilénicos &mM,83 (2H,m, H-4) com o sinal do carbono &mn
150,1, portador do grupo metoxilico 3,91 (3H,s, 3-OCH) no espectro de RMN déf e
§ 60,5 no espectro de RMN #€ (FIGURA 65, TABELA 15).

FIGURA 65 — Espectro de RMN dEC (100 MHz, CDCJ + gotas de CEDD) deXL10.
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Assim como observado eXL7, foi possivel evidenciar a presenca de dois sitople
emsd 3,73 (3H,s) e 3,96 (3Hys) correlacionados aos carbonos &1®0,7 e 61,1 no mapa de
correlacdo HSQC (FIGURA 63) caracteristicos de gsupnetoxilicos substituidos nos
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carbonos 1 e 2 no anel A do sistema aporfinico.bEammfoi possivel evidenciar a presenca de
um simpleto end 3,92 (6H) correlacionado aos carbonos &®5,9 es 56,1 no mapa de
correlacdo HSQC (FIGURA 63) sugerindo a presencdaoie grupos metoxilicos no anel D
do sistema aporfinico.

Além disso, verificou-se a presenca de dois sirapletns 6,78 e 7,97 indicando que
0S mesmo estdo em posigéara entre si, sugerindo que os dois grupos metoxikstd&o em
posicdoorto no anel D do sistema aporfinico. A correta suligb destes grupos foi
estabelecida de acordo com os mapas de correlé&g@€t HMBC (FIGURA 63 e FIGURA
64). O sinal do hidrogénio ein7,97 (1H,s, H-11) apresentou correlacddJacom o sinal do
carbono end 147,6, portador do grupo metoxilico €n3,92 (carbon® 55,9) no espectro de
RMN de’H, enquanto que o sinal er6,78 (1H,s, H-8) mostrou correlacdo®d com o sinal
do carbono end 147,6 portador do grupo metoxiliéd3,92 (carbon® 56,1) no espectro de
RMN de 'H, estabelecendo assim os grupos metoxilicos suilsts em C-9 e C-10,
respectivamente (FIGURA 66).

FIGURA 66 — Principais correlacdes observadas no mapa de aoded HMBC deXL10.

Através da analise dos mapas de correlacdo HSQOQVBCH(FIGURA 63 e
FIGURA 64) e RMN de"*C (FIGURA 65) deXL10 observou-se a presenca de 21 carbonos,
sendo 12 aromaticos entie 150,1 e 111,0, trés metilénicos an42,4, 36,1 e 23,2
caracteristicos de C-5, C-7 e C-4, respectivamememetinico end 53,9, tipico de C-6a,
cinco metoxilicos emd 61,1, 60,7, 60,5, 56,1 e 55,9 (TABELA 15).
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TABELA 15 — Dados de RMN déH e *C XL10

Posicao XL10 Norpurpureina
H § (mult., J em e (8)2* HMBC (*H- H § (mult., J C (8)°
Hz)? Beyac em Hz)’
1 149,5, C 149,9
la 122,6, C 122,1
2 1457, C 145,3
3 150,1, C 149,9
3a 122,8, C 122,8
3b 130,5,C 130,6
4 2,83 (2H,m) 23,2, CH 3,3a,3beb5 25,7
5 3,41 (1H,m) 42,4, CH 3a, 4 e 6a 36,4
2,94 (1H,m) 4
6a 3,83 (1H,m) 53,9, CH
7 36,1, CH 33,8
2,70 (1H,m) 3b, 6bae 7a
2,78 (1H,m) 3b, 6a, 7ae 8
7a 128,2,C 128,1
8 6,78 (1H,9) 111,0, CH 7ella 6,74 (1H,9) 110,7
9 147.6, C 147,5
10 147,6, C 147,3
11 7,97 (1H,9) 111,5, C la, 7ae9 7,98 (18), 111,3
1la 1245, C 124,4
1-OCHj 3,73 (3H,9) 60,7, CH 1 3,72 (3H9) 60,5
2-OCHjs 3,96 (3H,9) 61,1, CH 2 3,94 (3H,9) 61,9
3-OCH, 3,91 (3H,9) 60,5, CH 3 3,90 (3Hp9) 60,3
9-OCHj5 3,92 (3H,9) 55,9, CH 9 3,90 (3H,9) 54,0
10-OCH; 3,92 (3H,9) 56,1, CH 10 3,90 (3Hy) 56,0

3Experimento a 400 MHz parbl e 100 MHz para®’C em CDC}+ gotas de CEDD, utilizando o TMS como
padrdo interno’Multiplicidades determinadas pelos mapas de cadielaHSQC e HMBCSAtomos de
carbono que mostraram correlagdo com os respecliidr®génios."SONNET & JACOBSON, 1971.
*STERMITZ & CASTRO, 1983§) Deslocamentos em ppm.

A analise por espectrometria de massas (FIGURA 6ffljzando a técnica de
ionizacdo quimica a pressao atmosférica operandmaun positivo de aquisicdo de dados
(APCI+), evidenciou uma molécula protonada [M*kEdm m/z 372,37 Daltons compativel
com a férmula molecular £H2sNOs (calculado 371,17 Da) corroborando com os dados

obtidos pelas analises de RMN.



77

FIGURA 67 —Espectro de massas ¥e10.
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Os dados fornecidos pelas anélises de RMNHde *C 1D/2D, EM e §]p%°, bem
como comparacdo com os dados da literatura RINGDAHIL (1981)permitiu-nos concluir
que a substanciXL10 trata-se do alcaloide aporfinicensu stricto(S)-norpurpureina
(FIGURA 68, TABELA 15).

FIGURA 68 — Estrutura daS)-norpurpureina.

6.1.1.8. Identificagao estrutural de XL11

A substanciaXL11 (5,4 mg)apresentou-se como solido marrom, teste positiva pa
alcaloide quando revelada com solucdo de Dragen(mforacdo alaranjada) e]p”° =
+28,3° € 0,5 g/100 mL, CHG).

A anélise do espectro de RMN d¢ (FIGURA 69), juntamente com os mapas de
correlacdo HSQC e HMBC (FIGURA 70 e FIGURA 71) endiou sinais caracteristicos
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comuns quando comparado com os dados espectra¥l_4le diferenciando desta, pela

auséncia de um grupo metoxilico.

FIGURA 69 — Espectro de RMN diH (400 MHz, CDC} + gotas de CEDD) de XL11.
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FIGURA 71 — Mapa de correlacdo HMBCH: 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)

deXL11.
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No entanto, a presenca de um grupo hidroxila n&cotd foi evidenciada com base
na analise do mapa de correlacdo HMBC (FIGURA o2) o sinal de carbono einl145,3,
tipico de carbono aromatico oxigenado que ndo aptes correlacdo com os hidrogénios dos
grupos metoxilicos presentes.

FIGURA 72 — Ampliag&o da regido dos sinais dos hidrogéniosgiopos metoxilicos no mapa de
correlacdo HMBC'fH: 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD) deXL11.
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Através da andlise do espectro de RMN'd@ (FIGURA 73) e dos mapas de
correlacdo HSQC e HMBC (FIGURA 71 e FIGURA 72)XI€l1 observou-se a presenca de
20 carbonos, sendo 12 aromaticos ebtfb2,3 e 110,5, trés metilénicos en®3,3, 33,8 e
28,7 caracteristicos de C-5, C-7 e C-4, respectwva um metinico em 62,8, tipico de C-
6a, trés metoxilicos e 60,2, 56,2 e 56,0 e um ef 43,6, tipico de metila ligada a
nitrogénio \N-CHs) (TABELA 16).
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FIGURA 73 — Espectro de RMN d€C (100 MHz,CDCl; + gotas de CEDD) de XL11.
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Determinou-se a correta posicdo dos grupos megodldnidroxila com base na
andlise do mapa de correlacdo HMBC (FIGURA 71)inalslo hidrogénio em 8,03 (1H,s,
H-11) mostrou uma correlacdo®& com o sinal do carbono efn145,3 (C-9) portador do
grupo hidroxila, enquanto que o sinal én6,78 (1H,s, H-8) mostrou uma correlacdo’a
com o sinal do carbono ein146,1 (C-10), portador do grupo metoxila, defimrakssim a
metoxila em C-10 e a hidroxila em C-9 no anel Bsidtema aporfinico (FIGURA 74).

Além disso, foi possivel verificar no mapa de cdagéo HMBC (FIGURA 71) que
todos os hidrogénios dos grupos metoxilicos cari@@ram com os carbonos do anel

aromatico onde estao ligados.

FIGURA 74 —Principais correlacdes observadas no mapa de cofieldMBC dexXL11.
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TABELA 16 — Dados de RMN d&H e *C deXL11

Posicéo XL11
H 6 (mult., JemHz}  ©“C(8)*" HMBC (*H-C)¢
1 1443, C
la 127,4,C
2 152,3,C
3 6,59 (1H,9) 110,5, CH 1,2,3be4d
3a 128,7,C
3b 126,5, C
4 2,70 (1H,dd, 16,3 e 3,6) 28,7,CH 3a
3,15 (1H,m) 5
5 3,06 (1H,m) 53,3, CH 3a, 4 e 6a
2,55 (1H,m) 3be4d
6a 3,07 (1H,d, 13,6) 62,6, CH 3a
7 2,54 (1H, sobreposto) 33,8, CH 7a
2,97 (1H,dd, 13,6 € 4,0) 3b, 6a, 7a,8 e 11a
7a 129,6, C
8 6,78 (1H,9) 114,5, CH 7,10 e 1la
9 145,3,C
10 146,1, C
11 8,03 (1H,9) 111,9, CH la, 7ae9
1lla 123,7,C
1-OCHs 3,64 (3H,9 60,2, CH 1
2-OCHjs 3,88 (3H.,9) 56,0 CH 2
10-OCHs 3,89 (3H,9) 56,2, CH 10
N-CH3 2,54 (3H,9) 43,6, CH 5e 6a

%Experimento a 400 MHz pardl e 100 MHz paraC em CDC} + gotas de
CD;0D, utilizando 0 TMS como padréo interfMultiplicidades determinadas
pelos mapas de correlagdo HSQC e HMBX@omos de carbono que mostraram

correlagdo com os respectivos hidrogénidsDeslocamentos em ppm
A analise por espectrometria de massas (FIGURA u#ljzando a técnica de
ionizacdo quimica a pressédo atmosférica operandmoun positivo de aquisicdo de dados
(APCI+), evidenciou uma molécula protonada [M¥dm m/z 342,31 Daltons compativel
com a férmula molecular ggH23NO, (calculado 341,16 Da) corroborando com os dados

obtidos pelas analises de RMN.



82

FIGURA 75 — Espectro de massas ¥e11.
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Os dados fornecidos pelas anélises de RMNHde *C 1D/2D, EM e §]p%°, bem
como comparacado com os dados da literatura RINGDAIHL. (1981), permitiu-nos concluir
que a substanciaXL1ll trata-se do alcaloide aporfinicasensu stricto (S)-N-
metillaurotetanina (FIGURA 76, TABELA 16).

FIGURA 76 — Estrutura da$)-N-metillaurotetanina.

6.1.1.9. Identificacéo estrutural de XL12

A substanciaXL12 (8,5 mg)apresentou-se como solido marrom, teste positiva pa
alcaloide quando revelada com solucdo de Dragen(mforacdo alaranjada) e]p”° =
+81,4° € 0,5 g/100 mL, CHG).
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A anélise dos espectros de RMN'#e(FIGURA 77), juntamente com os mapas de
correlagdo HSQC e HMBC (FIGURA 78, FIGURA 79 e FIRAI80) deXL12 evidenciou
sinais caracteristicos comuns quando comparado oemdados espectrais d€L7,
diferenciando desta, pela auséncia de um sinalotige grupo metoxilico. A comparacéo
direta com os dados d¥L7 indica a presenca, provavelmente, de um grupooxiidr
presente no anel A a¢d_12.

FIGURA 77 —Espectro de RMN diH (400 MHz, CROD + gotas de CDG) deXL12.
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A correta substituicdo dos grupos metoxila e hidloxo anel A foi estabelecida de
acordo com os mapas de correlagcdo HSQC e HVMBC (RIS@8, FIGURA 79 e FIGURA
80). O sinal do hidrogénio ef6,66 (1H,s, H-3) apresentou correlacddacom o sinal do
carbono end 144,8, portador do grupo metoxilico en3,62 (carbon® 60,3) no espectro de
RMN de 'H e a?) com o sinal do carbono ef151,6, o qual ndo apresentou nenhuma
correlacdo com grupos metoxilicos, sendo atribiddeste a substituicdo por um grupo
hidroxila, estabelecendo assim os grupos metoxigdeoxila substituidos em C-1 e C-2,
respectivamente (FIGURA 81).

FIGURA 78 — Mapa de correlacdo HSQ&H¢ 400 MHz;**C: 100 MHz; CROD + gotas de CDG)

deXL12.
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FIGURA 79 — Mapa de correlagdo HMBCH: 400 MHz;**C: 100 MHz; CROD + gotas de CDG)

deXL12.
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FIGURA 80 —Mapa de correlagdo HMBCH: 400 MHz;**C: 100 MHz; CRQOD + gotas de CDG)
deXL12 mostrando o hidrogénio aromaticos H-11, H-8 e H-3.

A R

F1 [ppm]

130

H-11/C-11a
H11/7¢ H8/C-1la '

H8/C-10

T
140

T
150

T
160

T T
F2 [ppm]

Pela analise do espectro de RMN'd8 (FIGURA 82) e dos mapas de correlacdo
HSQC e HMBC (FIGURA 78, FIGURA 79 e FIGURA 80) d&12 observou-se a presenca
de 19 carbonos, sendo 12 arométicos eénir®1,6 e 112,1, trés metilénicos émM2,8, 34,9 e
26,7 caracteristicos de C-5, C-7 e C-4, respectvd um metinico e 54,3, tipico de C-
6a e trés metoxilicos e60,3, 56,5 e 56,3 (TABELA 17).
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FIGURA 82 —Espectro de RMN d€C (100 MHz, CRQOD + gotas de CDG) deXL12.
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A analise por espectrometria de massas (FIGURA 88ljzando a técnica de
ionizacdo quimica a pressédo atmosférica operandmoun positivo de aquisicdo de dados
(APCI+), evidenciou uma molécula protonada [M¥pm m/z 328,09 Daltons compativel
com a férmula molecular /gH,;NO, (calculado 327,14 Da) corroborando com os dados

obtidos pelas analises de RMN.

FIGURA 83 — Espectro de massas ¥el12.
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Os dados fornecidos pelas anélises de RMNHde *C 1D/2D, EM e §]p%°, bem
como comparagédo com os dados da literatura RINGDA#HHL. (1981), permitiu-nos concluir
que a substanci®L12 trata-se do alcaloide aporfinie@nsu stricto(S)-norpredicentrina
(FIGURA 84, TABELA 17).

FIGURA 84 — Estrutura daS)-norpredicentrina.

TABELA 17 — Dados de RMN déH e*®C XL12

Posicéo XL12 Norpredicentrina
H& (mult., Jem Hzff  °C (5)*" HMBC ('H-C)2° *c 6)°
1 1448 C 145,1
la 1255C 128,4
2 1516 C 152,1
3 6,66 (1H.,9) 115,5CH 1,2,3be4d 114,1
3a 1279C 129,1
3b 122,3C 126,7
4 3,16 (1H,m) 26,7 Ch 29,3
2,86 (1H,m) 3e3b
5 3,59 (1H,m) 42,8 CH 43,1
3,19 (1H,m)
6a 4,10 (1Hd, 13,8) 54,3 CH 53,7
7 3,00 (1H,m) 34,9 CH 3b, 8 e 11a 36,7
2,85 (1H,m) 3b, 6ae 8
7a 1279C 129,9
8 6,90 (1H.,9) 112,1 CH 7,10 e 1la 111,5
9 1496 C 1443
10 149,0 C 145,5
11 8,05 (1H,9) 112,6 CH la,7ae9 110,9
11a 1252 C 123,9
1-OCHs 3,62 (3H,9 60,3 CH 60,1
9-OCHjs 3,90 (3H,9) 56,3 CH 55,9
10-OCHs 3,88 (3H,9) 56,5 CH 56,0

*Experimento a 400 MHz par#l e 100 MHz para®C em CDC} + gotas de CEDD, utilizando o
TMS como padréo intern8Multiplicidades determinadas pelos mapas de cad@iel&!SQC e HMBC.
*RASOANAIVO et al, 1998 {*C: CDCE, 75,5 MHz). §) Deslocamentos em ppm.

6.1.1.10. Identificagéo estrutural de XL14

A substanciaxXL14 (1,5 mg)apresentou-se como sélido amarelo, teste posiava p
alcaloide quando revelada com solucdo de Dragen(mforacdo alaranjada) e]p”° =
+98,0° € 0,5 g/100 mL, CHG).
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A andlise do espectro de RMN 8¢ (FIGURA 85), juntamente com os mapas de
correlagdo HSQC e HMBC (FIGURA 86 e FIGURA 87) d¢14 evidenciou sinais
caracteristicos comuns quando comparado com oss desjpectrais d¥L5, diferenciando
desta, pela auséncia de um sinal de hidrogénioaimmindicando uma provavel presenca de
um grupo hidroxila na molécula, localizado no ddelima vez que ndo observamos sinais de
gualquer outro grupo que possa estar substituisidoamel.

FIGURA 85 — Espectro de RMN diH (600 MHz, CDCY) deXL14.
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Através da analise dos mapas de correlagdo HSQQVBCH(FIGURA 86 e
FIGURA 87) deXL14 observou-se a presenca de 18 carbonos, send@m2taros entré
160,8 e5 107,5, trés metilénicos etn42,7, 38,2 e 28,9 caracteristicos de C-5, C-74& C-
respectivamente, um metinico &mnb3,5, tipico de C-6a, um metoxilico ein55,3 e um
metilénico tipico de um grupo metilenodioxi @100,2 (O-CH-O). A presenca de um grupo
hidroxila na molécula foi confirmada pelo sinal@bono end 154,9 o qual ndo apresentou

correlacdo com hidrogénios de grupos metoxilicésBHLA 18).
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FIGURA 86 —Mapa de correlagdo HSQEH: 600 MHz;**C: 150 MHz; CDCY) deXL14.
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Determinou-se a correta posicdo dos grupos megoxldnidroxila com base na
analise do mapa de correlacdo HMBC (FIGURA 87)ir@ldo hidrogénio end 6,50 (1H,
dd, H-10) mostrou correlacéo®a com os sinais dos carbonos &rh54,9 e 160,8 portadores
dos grupos hidroxila e metoxila, respectivamerden dinal do hidrogénio ein6,47 (1H,dd,
H-8) mostrou correlacéo?d com o sinal do carbono e#nl60,8, portador do grupo metoxila,
confirmando assim que a metoxila encontra-se emeGatidroxila em C-11 no anel D do
sistema aporfinico (FIGURA 88)

FIGURA 87 —Mapa de correlagdo HMBCH: 600 MHz;"*C: 150 MHz; CDC}) deXL14.
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FIGURA 88 — Principais correlagdes observadas no mapa de apded HMBC d&XL14.

TABELA 18 — Dados de RMN d&H e *C deXL14

90

Posicéo XL14 Calicinina
H & (mult., J em Hzy ¥c 6)** HmBC (*H-Fcy*t Fc (8)°
1 138,9, C 138,6
la 114,0,C 113,5
2 146,0, C 145,8
3 6,61 (1H,9) 107,5, CH 1,2,3be4d 106,4
3a 127,6,C 127,4
3b 128,3,C 128,2
4 2,70 (1H,ddd 16,0; 4,0 e 1,1) 28,9, CH 5 28,4
3,07 (1H,ddd 16,0; 12,3 e 5,8) 3eb
5 3,41 (1H,ddd12,1; 5,8 e 1,1) 42,7, CH 3a, 4 e 6a 41,8
3,00 (1H,ddd,12,3; 12,1 e 4,0) 3a,4 e ba
6a 3,85 (1H,dd, 13,6 e 4,1) 53,5, CH la 53,1
7 2,76 (1H,dddd 13,7; 13,6; 1,2e 0,9 38,2, CH 3b, 6ae 7a 38,8
2,89 (1H,dd, 13,7; 4,1 e 0,5) 3b, 6ae 7a
7a 138,5, C 138,7
8 6,41 (1H,ddd 2,7; 1,2 e 0,7) 107,8, CH 7,9,10e 1la 106,7
9 160,8, C 160,9
10 6,50 (1H,dd, 2,7 € 0,9) 102,7, CH 8,9,11ella 101,12
11 154,9,C 154,6
11a 110,9, C 110,7
9-OCHjs 3,81 (3H,9 55,3, CH 9 54,9
(1,2)- 5,96 (1H,d, 1,4) 100,2, CH le2 99,9
OCH,0 6,09 (1H,d, 1,4) le?

3Experimento a 600 MHz par&l e 150 MHz para®C em CDC} + gotas de CEDD, utilizando o TMS
como padrdo interno®Multiplicidades determinadas pelos mapas de cadielaHSQC e HMBC.
°NAVARRO et al., 2001'¢C: 50 MHz, CDC}). (8) Deslocamentos em ppm.

A analise por espectrometria de massas (FIGURA 88jzando a técnica de
ionizacdo por eletrospray operando no modo positieo aquisicdo de dados (ESI+),
evidenciou uma molécula protonada [M+Hjom m/z 312,12 Daltons compativel com a
férmula molecular gH;1/NO, (calculado 311,12 Da) corroborando com os dadoilaxbt

pelas analises de RMN.
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FIGURA 89 — Espectro de massas ¥el14.
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Os dados fornecidos pelas anélises de RMNHJeHSQC, HMBC, EM e d]p?,
bem como comparacdo com os dados da literatura BRHE et al. (1981),permitiu-nos
concluir que a substanckKl 14 trata-se do alcaloide aporfinisensu strictqS)-calicinina
(FIGURA 90, TABELA 18).

FIGURA 90 - Estrutura daS)-calicinina.

6.1.1.11. Identificagéo estrutural de XL15

A substanciaxL15 (8,2 mg)apresentou-se como sélido amarelo, teste posiava p
alcaloide quando revelada com solucdo de Dragen(mforacdo alaranjada) e]p”° =
+54,6° € 0,5 g/100 mL, CHG).

A andlise do espectro de RMN ¢ e *°C (FIGURA 91 e FIGURA 92), juntamente
com os mapas de correlaggo HSQC e HMBC (FIGURA 9BIGURA 94) deXL15
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evidenciou sinais caracteristicos comuns quandopacado com 0s dados espectrais de
XL11, diferenciando desta, pela auséncia do sinal glmogmetila ligado ao nitrogénio.

Assim como observado eKl.11, verificou-se enXL15 na regido dos hidrogénios
aromaticos a presenca de trés sinais com integpayad3 hidrogénios aromaticos sendo dois
em & 8,06 (1H, s) e 6,77 (1H, s) tipicos dos hidrogénaromaticos H-11 e H-8,
respectivamente do anel D dissubstituido do sistepmafinico, e um end 6,61 (1H, s),
caracteristico de H-3 do anel A dissubstituido (BRA 91).

FIGURA 91 — Espectro de RMN diH (400 MHz, CDC} + gotas de CEDD) deXL15.
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Pela andlise do RMN d€C (FIGURA 92) deXL15 observou-se a presenca de 19
carbonos, sendo 12 aromaticos eidtdb2,5 e 110,7, trés metilénicos émM2,5, 35,7 e 28,2
caracteristicos de C-5, C-7 e C-4, respectivamememetinico end 53,5, tipico de C-6a,
trés metoxilicos end 60,2, 56,1 e 55,9 com estes dados pbéde-se confiamestrutura

proposta pela auséncia do sinal relativo ao carbdorngrupo metila ligado ao nitrogénio.
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FIGURA 92 —Espectro de RMN d€C (100 MHz, CDCJ + gotas de CEDD) deXL15.

152.52
145.42
144.47
129.04
128.31
126.98
123.65
114.39
111.81
110.72
49.87
49.66
49.45
49.23
49.02
48.80
48.59
4257
35.78
28.28

N—
N
P
—

60.23
56.10
55.93

Gl

200 150 100 50 0

ppm (t1)

As corretas posicdes dos grupos metoxilas e hidréaiam determinadas com base
na analise do mapa de correlacdo HMBC (FIGURA @4inal do hidrogénio ei®8,06 (1H,
s, H-11) mostrou correlacdo®a com o sinal do carbono esnl45,4 (C-9) portador do grupo
hidroxila, enquanto que o sinal do hidrogénio&677 (1H,s, H-8) apresentou correlagcéo a
33 com o sinal do carbono en146,0 (C-10) portador do grupo metoxila, defimirabsim a
metoxila em C-10 e a hidroxila em C-9 no anel Bsdtema aporfinico (FIGURA 95)

FIGURA 93 — Mapa de correlacdo HSQE@H¢ 400 MHz;*3C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)

deXL15.
e )
L |
g -, s

50 F1[ppm]

T
100

r\

T
150

T
200

8 6 4 2 F2 [ppm]



94

FIGURA 94 — Mapa de correlagdo HMBCH: 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)

deXL15.
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TABELA 19 — Dados de RMN d&H e *C deXL15

Posicao XL15 Laurotetanina
H e (8)2* HMBC H c (8)°
& (mult., J em Hzy (*H-c)ac 8 (mult., J em Hzy
1 144,4, C 1443
la 126,9, C 126,8
2 1525, C 152,2
3 6,61 (1H,9) 110,7, CH 1,2,3be4d 6,69 (1H,9) 110,8
3a 128,3, C 128,9
3b 126,4, C 127,4
4 2,74 (1Hm) 28,2,CH 3,02 (2H,m) 29,1
3,04 (1H,m)
5 3,02 (1H,m) 42,5, CH 3,39 (2H,9) 43,1
3,41 (1H,m)
6a 3,84 (1Hdd, 13,7e 53,5, CH 3,81 (1Hm) 53,8
4,7)
7 2,67 (1Hdd, 13,7e 35,7,CH 2,71 (2H,m) 35,6
13,7)
2,78 (1H,dd, 13,7 e
4,7)
7a 129,0,C 129,8
8 6,77 (1H.,9) 114,3, CH 7,10 e 11a 6,82 (1H.9) 113,9
9 1454, C 145,3
10 146,0, C 145,6
11 8,06 (1H,9) 111,6, CH la, 7a, 9 8,08 (18, 111,4
1la 123,6,C 124,0
1-OCHj 3,66 (3H,9) 60,2, CH 1 3,65 (3H9) 60,3
2-OCHjs 3,89 (3H,9 56,1, CH 2 3,89 (3H,9) 56,1
10-OCH;, 3,90 (3H,9) 55,9, CH 10 3,87 (3Hy) 55,9

3Experimento a 400 MHz parél e 100 MHz para®’C em CDC} + gotas de CBDD, utilizando o TMS
como padrao interndMultiplicidades determinadas pelos mapas de caielaiSQC e HMBCAtomos
de carbono que mostraram correlacédo com os regpgdtidrogénios’SULAIMAN, 2011 (H: 400 MHz;
13C: 100 MHz, CDCJ). (8) Deslocamentos em ppm.

A analise por espectrometria de massas (FIGURA @tijzando a técnica de
ionizacdo quimica a pressao atmosférica operandmaun positivo de aquisicdo de dados
(APCI+), evidenciou uma molécula protonada [M¥edm m/z328,29 Daltons compativel
com a férmula molecular ;gH23:NO, (calculado 327,14 Da) corroborando com os dados

obtidos pelas analises de RMN.
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FIGURA 96 — Espectro de massde XL15.
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Os dados fornecidos pelas anélises de RMNHde *C 1D/2D, EM e §]p%°, bem
como comparacdo com os dados da literatura RINGDAHIL (1981)permitiu-nos concluir
que a substanciXL15 trata-se do alcaloide aporfinickensu stricto(S)-laurotetanina
(FIGURA 97, TABELA 19).

FIGURA 97 — Estrutura da$)-laurotetanina.

6.1.2. Identificacdo dos Alcaloides do Tipo Oxoapbnos
6.1.2.1. Identificagao estrutural de XL3

A substanciaXL3 (5,0 mg)apresentou-se como sélido alaranjado e teste ymsiti
para alcaloide quando revelada com solucdo de Ddagt (coloracéo alaranjada).

Pela andlise do espectro de RMN dd¢ (FIGURA 98) foram observadas
caracteristicas de um alcaloide do tipo oxoapadirrisubstituido. Verificou-se a presenca
de seis sinais na regido de hidrogénios aromaticosintegracdo para um hidrogénio cada,
sendo trés erd 8,57 (1H,d, J = 8,9 Hz), 8,03 (1Hd, J=2,9 Hz) e 7,30 (1HJd, J=8,9 e 2,9
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Hz) atribuidos a H-11, H-8 e H-10, respectivametifgcos dos hidrogénios aromaticos do
anel D monossubstituido, e um &m7,15 (1H,s) tipico de H-3 do anel A do sistema
oxoaporfinico dissubstituido. Os dois sinais rdstmbservados e 8,89 e 7,77 ambos
dupletos J = 5,2 Hz) mostraram caracteristicas de um sisf@ni@inico compativel com o
anel B do sistema oxoaporfinico, referentes aosobé&hios H-5 e H-4, respectivamente
(FIGURA 98, TABELA 20). Observou-se ainda um sinbplems 6,34, com integragcéo para
dois hidrogénios tipicos de grupo metilenodioxi sitbido em C-1 e C-2 do anel A do
sistema oxoaporfinico e a presenca de um sinal 889 (3H,s) tipico de grupo metoxilico
substituido em C-9 (TABELA 20).

FIGURA 98 — Espectro de RMN d&H (400 MHz, CDC} + gotas de CEDD) deXL3.
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A andlise por espectrometria de massas (FIGURA @8ljzando a técnica de
ionizacdo quimica a pressao atmosférica operandmaun positivo de aquisicdo de dados
(APCI+), evidenciou uma molécula protonada [M*kEdm m/z 306,20 Daltons compativel
com a férmula molecular gH;:;NO, (calculado 305,06 Da) corroborando com os dados
obtidos pelas analises de RMN.
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FIGURA 99 — Espectro de massas Xe3.
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Os dados fornecidos pelas anélises de RMNHle EM, bem como comparacées
com dados descritos na literatura, permitiu-nosclednque o compostXL3 trata-se do
alcaloide oxoaporfinicanuginosina (FIGURA 100, TABELA 20).

TABELA 20 - Dados de RMN dé&H deXL3

Posicao XL3 Lanuginosina
H & (mult., J em Hzy H & (mult., J em HzY
3 7,15 (1H.9) 7,15 (1H9)
4 7,77 (1Hd, 5,2) 7,78 (1H,d, 5,2)
5 8,89 (1H,d, 5,2) 8,89 (1Hd, 5,2)
8 8,03 (1H,d, 2,9) 8,02 (1H,d, 2,9)
10 7,30 (1H,dd, 8,9 e 2,9) 7,31 (1Hid, 8,9 e 2,9)
11 8,57 (1H,d, 8,9) 8,57 (1H,d, 8,9)
9-OCH, 3,99 (3H,9) 3,99 (3H,9)
(1,2)-OCH,O 6,34 (2H,9) 6,35 (2H,9

3Experimento a 400 MHz par&l em CDC} + gotas de CEDD, utilizando o TMS como padrdo
interno.’"COSTA 2009 {H: CDCl, 400 MHz). §) Deslocamentos em ppm.
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FIGURA 100 - Estrutura da lanuginosina.

6.1.2.2. Identificacdo estrutural de XL6

A substanciaxL6 (8,3 mg)apresentou-se como sélido marrom e teste positva p
alcaloide quando revelada com solugéo de Dragdn@otbracéo alaranjada).

A andlise do espectro de RMN t¢ (FIGURA 101), juntamente com os mapas de
correlacdo HSQC e HMBC (FIGURA 102 e FIGURA 103X evidenciou caracteristicas
comuns quando comparado com os dados espectrafs3lediferenciando deXL3, pela
auséncia do sinal referente aos hidrogénios daogmagtilenodioxi sendo substituido por dois
sinais na forma de simpletos etn 4,11 (3H) e 4,03 (3H) caracteristicos de grupos
metoxilicos. Além dissoXL6 se diferencia dXL3 pela auséncia de um sinal de hidrogénio
aromatico, o qual deve estar substituido por untaxiie, pois observa-se um sinal ém,08
(3H, s) caracteristico de grupo metoxilico. A comparagéeta com os dados d€L3
indicam dois grupos metoxilicos presentes no anelelXL6. A presenca dos sinais dos
hidrogénios end 8,03 e 8,82 na forma de simpletos indica que cemoesstdo em posicao
para entre si, sugerindo que os dois grupos metoxikst&o em posicamto entre si.

A correta substituicdo dos grupos metoxilicos nel &nfoi estabelecida de acordo
com os mapas de correlagdo HSQC e HMBC (FIGURA d@GURA 103). O sinal do
hidrogénio end 8,82 (1H,s, H-11) apresentou correlagddlacom o sinal do carbono eén
149,5, portador do grupo metoxilico énd,08 (carbond 56,1) no espectro de RMN di,
enquanto que o sinal en8,03 (1H,s, H-8) mostrou correlacdo®d com o sinal do carbono
ems 153,7, portador do grupo metoxiligat,08 (carbond 56,1) no espectro de RMN 4,

estabelecendo assim, os grupos metoxilicos suldsiiem C-9 e C-10, respectivamente.
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FIGURA 101 —Espectro de RMN diH (400 MHz, CDC} + gotas de CEDD) deXL6.
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Pela andlise dos mapas de correlacdo HSQC e HMBEUEEA 102 e FIGURA
103), observou-se a presenca de 20 carbonos sénamrhéaticos entrg 156,7 e 106,2, um
carbonilico en®181,3 e quatro metoxilicos ei60,7 (1-OCH), 6 56,2 (2-OCH), & 56,1 (9-
OCHs) e 6 56,1 (10-OCH) consistente com a estrutura ¥e6 (TABELA 21). O sinal do

carbono carbonilico ert181,3 (C-7) evidenciou a presenca do esqueletopaxfinico na
molécula.
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FIGURA 102 —Mapa de correlacdo HSQEH¢ 400 MHz;**C: 100 MHz; CDCJ + gotas de CEDD)
deXL6.
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FIGURA 103 —Mapa de correlagdo HMBCH: 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)
deXL6.
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Pelo mapa de correlagdo HBMC (FIGURA 104) podee#icgnar a presenca do
grupo carbonilico na molécula devido & correlagdsidal ems 8,03 (H-8) a®J com o sinal
do carbono end181,3 (C-7), bem como a correta localizacdo dd siedd-3 ¢ 7,20) devido

sua correlacdo 3 com o sinal do carbono e3t23,6 (C-4).
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FIGURA 104 — Ampliacéo da regido aroméatica no mapa de correladdBC (‘*H: 400 MHz; **C:
100 MHz; CDC} + gotas de CEDD) deXL6.
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Ainda pelo mapa de correlacdo HMBC pode-se detemas corretos valores de C-
1 e C-2 devido & correlacdd'hdo sinal e 7,20 (H-3) com o sinal do carbono ét51,0
(C-1) onde esta localizado o grupo metoxilico &®,03 (1-OCH) e aJ com o sinal do
carbono end156,7 substituido pelo grupo metoxilico émd,11 (2-OCH), respectivamente
(FIGURA 105, TABELA 21).

FIGURA 105 —Principais correlacdes observadas no mapa de apbed HMBC dL6.

A andlise por espectrometria de massas (FIGURA, l0f)zando a técnica de
ionizacdo quimica a pressédo atmosférica operandmoun positivo de aquisicdo de dados
(APCI+), evidenciou uma molécula protonada [M¥pm m/z 352,07 Daltons compativel
com a férmula molecular ggH;7/NOs (calculado 351,11 Da) corroborando com os dados

obtidos pelas analises de RMN.



FIGURA 106 —Espectro de massas ¥k6.
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Os dados fornecidos pelas analises de RMRHd¢1SQC, HMBC e EM bem como
a comparacao com os dados da literatura, pernmogusoncluir que a substan{&6 trata-se
do alcaloide oxoaporfinicoxoglaucina(FIGURA 107, TABELA 21).

TABELA 21 — Dados de RMN d&H e *C deXL6

Posicao XL6 Oxoglaucina
H e (8)2* HMBC H c (8)°
& (mult., J em Hzy (*H-c)ac & (mult., J em HzY
1 151,0, C 151,3
la 120,0,C 118,9
2 156,7, C 157,2
3 7,20 (1H,9) 106,2, CH 1,2,3be4d 7,15 (1H,9 105,3
3a 135,3,C 136,2
3b 121,6,C 120,5
4 7,78 (1H,9) 123,6, CH 3,3be5 7,72 (1H, 5,2) 123,7
5 8,91 (1H,d, 5,2) 145,1, CH 3a,4 e ba 8,86 (1H,d, 5,2) 145,0
6a 1455, C 145,6
7 181,3,C 181,2
7a 126,8, C 126,4
8 8,03 (1H.9) 110,1, CH 7,10e1la 7,99 (1H,5) 109,5
9 149,5, C 148,5
10 153,7, C 152,7
11 8,82 (1H,9) 110,4, CH la, 7ae 9 8,76 (18), 110,2
1lla 129,1, C 128,8
1-OCH, 4,03 (3H,9) 60,7, CH 1 4,00 (3H39) 60,5
2-OCHjs 4,11 (3H,9) 56,2, CH 2 4,02 (3H,9) 56,7
9-OCHj 4,08 (3H,) 56,1, CH 9 4,06 (3H9) 56,7
10-OCH; 4,08 (3H,9) 56,1, CH 10 4,06 (3H,9) 56,7

2Experimento a 400 MHz par&l e 100 MHz para°C em CDC} + gotas de CEDD, utilizando o TMS como
padréo interno’Multiplicidades determinadas pelos mapas de cayéieladSQC e HMBC®Atomos de carbono
que mostraram correlacdo com os respectivos hidiog@CHEN et al., 2012*H: 500 MHz; **C: 125 MHz,

CDCly). (8) Deslocamentos em ppm.
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FIGURA 107 —Estrutura da oxoglaucina.

6.1.3. Identificacdo dos Alcaloides do Tipo Tetraidproberberinicos
6.1.3.1. Identificagao estrutural de XL8

A substanci&L8 (8,0 mg)apresentou-se como soélido amarelakpi’ = -207,9° ¢
0,5 g/100 mL, CHG), teste positivo para alcaloide quando reveladan swlucdo de
Dragendorff (coloracao alaranjada).

Através da andlise preliminar dos espectros de RMNH (FIGURA 108) e®C
(FIGURA 109) observou-se caracteristicas de umatt=do tipo tetraidroprotoberberinico.
Analisando-se o espectro de RMN ¢ juntamente com o mapa de correlacdo HSQC
(FIGURA 110) verificou-se a presenca de sinais ideogénios diastereotopicos para quatro
grupos metilénicos e 3,15 (1H,mM)/ 2,67 (1H,m), 6 3,14 (1H,mM)/ 2,62 (1HmM), 6 3,95 (1H,

d, J= 14,6 Hz)/ 3,68 (1Hd, J = 14,6 Hz) & 3,25 (1H,dd, J = 15,8 e 3,7 Hz)/ 2,84 (1Hd, J

= 15,8 e 11,2 Hz) tipicos dos hidrogénios, gdd®l-5pax H-6ped H-6pax H-8pedH-8pax € H-
13e{H-130a% correlacionados aos sinais dos carbonos éer@9,0, 51,3, 58,2 e 36,3,
respectivamente, bem como um sinal de um hidrog@eidnico end 3,60 (1H,dd, J = 11,2

e 3,7 Hz) correlacionado ao sinal do carbono &m9,5 caracteristico de H-13a. Estes
hidrogénios metilénicos juntamente com o sinal ddrogénio metinico emd 3,60

confirmaram o sistema tetraidroprotoberberinicondéécula (TABELA 22).
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Observaram-se também quatro sinais&89, 3,87, 3,86 e 3,85 todos simpletos
com integracdo para trés hidrogénios, tipicos deag metoxilicos. Pelo espectro de RMN
de 'H observou-se ainda quatro sinais tipicos de héhimg aromaticos situados em posicéo
para de anel benzénico 1,2,4,5-tetrassubstituido, sdndoems 6,66 (1H,s) e 6,58 (1HYS)
tipico de H-12 e H-9, e dois en6,74 (1H,s) e 6,62 (1Hs) caracteristicos de H-1 e H-4,
respectivamente.

Através da anélise dos espectros de RMNY@e (FIGURA 109), e mapas de
correlacdo HSQC e HMBC (FIGURA 110 e FIGURA llbservou-se a presenca de 21
carbonos, sendo 12 aromaticos eitiel 7,6 e 108,5, quatro metoxilicos 8rd6,0, 55,9, 55,8
e 55,8, um metinico em59,5 tipico de C-13a, e quatro metilénicoséh8,2 (C-8), 51,3 (C-
6), 36,3 (C-13) e 29,0 (C-5) confirmando a preseatgasqueleto tetraidroprotoberberinico
estando de acordo com as informagées contidaspeates de RMN déH, consistente com a
estrutura proposta pard.8 (TABELA 22).

FIGURA 110 —Mapa de correlacdo HSQEH¢ 400 MHz;**C: 100 MHz; CDCJ + gotas de CEDD)

deXL8.
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FIGURA 111 — Mapa de correlacdo HMBCH: 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)
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As corretas posicdes dos hidrogénios aromaticos osnctarbonos aromaticos
vicinais e alifaticos foram determinadas pelas isealdos mapas de correlacdo HSQC e
HMBC (FIGURA 110 e 111, TABELA 22). A existéncia darrelagao do sinal etn6,62 (H-

4) com o sinal &) do carbono enfi 29,0 (C-5), & 6,74 (H-1) com o sinal & do carbono em

d 59,5 (C-13a) indicou a posicdo de ambos os higiogéaromaticos sem ambiguidades.
Consequentemente, a posi¢cdo dos hidrogénios acmwatio anel D foi definida pela
correlacdo do sinal e 6,90 (H-12) ligado ao carbono e311,3, a’J com os sinais dos
carbonos end 36,3 (C-13) & 126,3 (C-8a), e do sinal eén6,58 (H-9) ligado ao carborio
109,0, com os sinais dos carbonos &m26,2 (C-12a) & 58,2 (C-8) (FIGURA 112,
TABELA 22).

FIGURA 112 —Principais correla¢cdes observadas no mapa de apied HMBC deL8.
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TABELA 22 — Dados de RMN d&H e *C XL8

Posicdo XL8 Xylopinina
H & (mult., J em Hz} BC ) HMBC (*H-*C)*¢  H s (mult, JemHzY  C (5)°
1 6,74 (1H,5) 108,5, CH 3, 4a, 13a 6,72 (18), 108,3
2 147,4,C 147,3
3 147,3,C 147,3
4 6,62 (1H,5) 111,3, CH 2,5,13b 6,59 (1H,s) 112,2
4a 126,7,C 126,6
5 3,15 (1H,m) 29,0, CH 13b 2,62 (1HmM) 28,6
2,67 (1H,m) 4e13b 2,60 (1H,m)
6 3,14 (1H,m) 51,3, CH 4a,5e13a 3,14, (1Hm) 51,3
2,62 (1H,m) 4ae 13a 2,67 (1H,m)
8 3,95 (1H,d, 14,6) 58,2, CH 8a, 9, 12a e 13a 3,61 (1H,m) 58,2
3,68 (1H,d, 14,6) 8a, 12a e 13a 3,61 (1H,m)
8a 126,3,C 126,2
9 6,58 (1H.9) 109,0, CH 8,11e12a 6,55 (1H,9) 108,8
10 147,4,C 147,2
11 147.6, C 147.,5
12 6,66 (1H,9) 111,3, CH 8a, 10 e 13 6,64 (1), 112,2
12a 126,2, C 126,2
13 3,25 (1H,dd, 15,8 e 3,7) 36,3, CH 8ael2 3,28 (1H,m) 36,4
2,84 (1H,dd, 15,8 e 11,2) 8a, 12 e 13a 2,87 (1H,m)
13a 3,60 (1H,dd, 11,2e3,7) 59,5, CH 13b 3,56 (1H,m) 59,5
13b 129,7,C 129,7
2-OCHjs 3,87 (3H,9) 56,0, CH 2 3,87 (3H,9) 55,9
3-OCHj 3,89 (3H,9) 55,9, CH 3 3,82 (3H9) 55,8
10-OCH; 3,85 (3H,9) 55,8, CH 10 3,83 (3H,9) 55,8
11-OCH, 3,86 (3H,9) 55,8, CH 11 3,84 (3Hp9) 55,7

2Experimento a 400 MHz par&l e 100 MHz para®C em CDC} + gotas de CBDD, utilizando o TMS como
padréo interno®Multiplicidades determinadas pelos mapas de cadeldiSQC e HMBC®Da SILVA et al,
2009b {H: 200 MHz;**C: 50 MHz, CDC}J). “Atomos de carbono que mostraram correlacdo coraspectivos
hidrogénios. §) Deslocamentos em ppm.

A analise por espectrometria de massas (FIGURA,1did)zando a técnica de
ionizacdo quimica a pressao atmosférica operandmaun positivo de aquisicdo de dados
(APCI+), evidenciou uma molécula protonada [M*kEdm m/z 356,32 Daltons compativel
com a férmula molecular £H,sNO, (calculado 355,17 Da) corroborando com os dados
obtidos pelas analises de RMN 1D/2D.
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FIGURA 113 — Espectro de massas XleS .
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Os dados fornecidos pelas anélises de RMNHde *C 1D/2D, EM e §]p°°, bem

como a comparacdo com os dados da literatura, fp@mas concluir que a substanc{as8
trata-se do alcaloide tetraidroprotoberberinicexydppinina (FIGURA 114, TABELA 22).

FIGURA 114 —Estrutura da (-)-xylopinina.

6.1.3.2. Identificagao estrutural de XL13

A substanciaL13 (21,9 mg)apresentou-se como soélido amarelo, teste positva p
alcaloide quando revelada com solucdo de Dragen(mforacdo alaranjada) e]p”° =
+45,2° € 0,5 g/100 mL, CHG).

Pela andlise do espectro de RMN 'tte (400 MHz; CQOD + gotas de CDG)
(FIGURA 115 e FIGURA 116) juntamente com a anéatleemapa de correlagdo HSQC de
XL13 (FIGURA 117), observou-se algumas similaridadesndaacomparados com o0s
espectros de RMN d&L8, diferindo desta pela auséncia de um grupo metoxig a

provavel presenca de um grupo hidroxila na molécula
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A presenca de um grupo hidroxila na molécula fadewciada com base na analise
do mapa de correlagdo HMBC (FIGURA 118) com o stteatarbono erd 144,8, tipico de
carbono aromatico oxigenado e que nao apresentoelaggio com os hidrogénios dos grupos

metoxilicos.

FIGURA 117 — Mapa de correlacdo HSQE&( 400 MHz;*3C: 100 MHz; CRROD + gotas de CDG)

deXL13.
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FIGURA 118 — Mapa de correlagdo HMBEH: 400 MHz;**C: 100 MHz; CROD + gotas de CDG)

deXL13.
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Assim como observado eXl8, foi evidenciada a presenca de sinais de hidrogéni
diastereotdpicos para quatro grupos metilénicos €65 (1H,m)/ 3,05 (1H,ddd J = 17,4,
12,5e 5,0 Hz)$ 3,19 (1HmM)/ 2,65 (1H,mM), 6 3,98 (1H,d, J= 14,8 Hz)/ 3,70 (1Hd, J = 14,8
Hz) e 3,43 (1H,dd, J = 16,2 e 3,9 Hz)/ 2,80 (1HJd, J = 16,2 e 11,4) tipicos dos
hidrogénios, H-5, H-6, H-8 e H-13 correlacionados sinais dos carbonos &n28,8, 52,4,

58,8 e 36,5, respectivamente, bem como um sinahdéidrogénio metinico e 3,66 (1H,
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dd, J= 11,4 e 3,9 Hz) correlacionado ao sinal do casbemé 61,0 caracteristico de H-13a.
Estes hidrogénios metilénicos juntamente com ol sipahidrogénio metinico erd 3,66

confirmaram o sistema tetraidroprotoberberinicondéécula (FIGURA 119).

FIGURA 119 —Principais correlacdes observadas no mapa de aped HMBC dxXL13.

Pela anélise dos espectros de RMN#2 (FIGURA 110) e mapas de correlacéo
HSQC e HMBC (FIGURA 117 e FIGURA 118, respectivateg¢mbservou-se a presenca de
20 carbonos, sendo 12 aromaticos ebtdel9,2 e 110,4, trés metoxilicos &nb6,5, 56,5 e
56,4, um metinico e 61,0, tipico de C-13a, e quatro metilénicos &m@8,8 (C-5), 36,5 (C-
13), 52,4 (C-6) e 58,8 (C-8), confirmando a preaethg esqueleto tetraidroprotoberberinico,

consistente com a estruturaxiel3.

FIGURA 120 —Espectro de RMN d&C (100 MHz, CRQOD + gotas de CDG) deXL13.
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A andlise por espectrometria de massas (FIGURA,12ll)zando a técnica de
ionizacdo quimica a pressédo atmosférica operandmoun positivo de aquisicdo de dados
(APCI+), evidenciou uma molécula protonada [M*Edm m/z 342,15 Daltons compativel
com a férmula molecular ggH23NO, (calculado 341,16 Da) corroborando com os dados
obtidos pelas analises de RMN 1D/2D.

FIGURA 121 —Espectro de massas ¥k13.
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Os dados fornecidos pelas anélises de RMNHde °C 1D/2D, EM e §]p%°, bem
como a comparacdo com os dados da literatura, fpemais concluir que a substan{al13
trata-se do alcaloide tetraidroprotoberberirfiepdiscretina (FIGURA 122, TABELA 23).

FIGURA 122 —Estrutura da (+)-discretina.




TABELA 23 — Dados de RMN déH e*C XL13
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Posicéo XL13 Discretina
H & (mult., e (8)2* HMBC H & (mult., c (8)°
J em Hzy (H-C)2° J em Hzf
1 6,83 (1H,9) 109,8, CH 2,3,4ael3a 6,83 (M, 109,8, CH
2 147,8, C 1477, C
3 146,2, C 146,2, C
4 6,57 (1H,s) 115,9, CH 2,3,5e13b 6,57 (1H,9) 115,8, CH
4a 127,4,C 127,3,C
5 2,65 (1H,m) 28,8, CH 4,6¢e13b 2,67 (1H,m) 28,4, CH
3,05 (1H,ddd, 4a, 6 e 13b 3,05 (1H,ddd,
17,4, 12,5 e 5,0) 17,4, 12,5 e 5,0)
6 3,19 (1H,m) 52,4, CH 4a,5,8¢e 13a 3,19 (1H,m) 51,6, CH
2,65 (1H,m) 5,4ae 13a 2,65 (1H,m)
8 3,98 (1H,d, 14,8) 58,8, CH 6, 8a,9, 12a, 13: 3,98 (1H,d, 14,8) 58,7, CH
3,70 (1H,d, 14,8) e 13b 3,70 (1H,d, 14,8)
6, 8a, 12a el3a
8a 126,5, C 126,5, C
9 6,69 (1H,s) 110,4, CH 8,11 e12a 6,69 (1H.9) 110,4, CH
10 148,9, C 148,9, C
11 149,2, C 149,2, C
12 6,78 (1H,9) 112,9, CH 8a, 10 e 13 6,78 (18), 112,8, CH
12a 127,3,C 127,2,C
13 3,43 (1H,dd, 16,2 36,5, CH 8a, 12, 12ae 13a 3,43 (1H,dd, 16,2 36,5, CH
e 3,9) e3,9)
2,80 (1H,dd, 16,2 8a, 12a, 13a e 13b 2,80 (1H,dd, 16,2
e 11,4) e 11,4)
13a 3,66 (1H,dd, 11,4 61,0, CH 3,66 (1H,dd, 11,4 61,0, CH
e 3,9) e 3,9
13b 129,0,C 129,0,C
2-OCHjs 3,85 (3H,9) 56,6, CH 2 3,85 (3H,9 56,6, CH
10-OCHs 3,81 (3H,9) 56,4, CH 10 3,81 (3Hy) 56,4, CH
11-OCHs 3,82 (3H,9) 56,5, CH 11 3,82 (3H,9) 56,5, CH

2Experimento a 400 MHz pardl e 100 MHz para®C em CDC}+ gotas de CEDD, utilizando o TMS como
padréo interno"Multiplicidades determinadas pelos mapas de carieldHSQC e HMBCAtomos de
carbono que mostraram correlacdo com os respedtidosgénios ‘COSTA et al., 2013a'tfl: 400 MHz;

3C: 100 MHz, CDCJ+ gotas de CBDD) (3) Deslocamentos em ppm.

6.1.3.3. Identificagcéo estrutural de XL17

A substanciaxXL17 (1,8 mg)apresentou-se como sélido amarelo, teste posiava p
alcaloide quando revelada com solucdo de Dragein@otbracéo alaranjada) e]p = -3,7°
(c 0,5 g/100 mL, CHG).

Pela andlise do espectro de RMN 't (400 MHz, CDC} + gotas de CEDD)
(FIGURA 123) juntamente com a analise dos mapadelacdo HSQC e HMBC ad¢€.17
(FIGURA 124 e FIGURA 125), observou-se algumas laingades quando comparados com
os espectros de RMN a€.13, diferindo-se desta, apenas na posi¢cado onde asthzhdo o
substituinte hidroxila na molécula. A correta pésigleste grupo na molécula foi evidenciada
com base na andlise do mapa de correlagio HMBCURKA125), em que o sinal do

hidrogénios 6,57 (1H,s, H-9) apresentou correlacddJacom o sinal do carbono ednl44,7
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(C-11) deslocamento tipico de carbono aromaticgemado, e que ndo apresentou correlacao
com 0s grupos metoxilicos, sendo entdo determigadoo grupo hidroxila esteja localizado

no anel D do sistema tetraidroprotoberberinico (FR@ 126).

FIGURA 123 —Espectro de RMN di# (400 MHz, CDC} + gotas de CEDD) deXL17.
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FIGURA 125 —Mapa de correlacdo HMBCH: 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)

deXL17.
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Assim como observado eKL8, foi evidenciada a presenca de sinais de hidrogéni
diastereotdpicos para quatro grupos metilénicos 8m4 (1H,m)/ 2,69 (1H,m), & 3,15 (1H,
m) / 2,64 (1H,m), 6 3,92 (1H, sobreposto)/ 3,69 (1H, sobrepost®Be25 (1H,dd, J = 16,2 e
3,8 Hz)/ 2,79 (1Hdd, J = 16,2 e 11,6) tipicos dos hidrogénios, H-5, H#68 e H-13
correlacionados aos sinais dos carbonos 48,5, 51,6, 58,2 e 35,5, respectivamente, bem
como um sinal de um hidrogénio metinico &3,63 (1H, sobreposto) correlacionado ao sinal
do carbono end 59,7 caracteristico de H-13a. Estes hidrogéniddénieos juntamente com
o sinal do hidrogénio metinico e#3,63 confirmaram o sistema tetraidroprotoberbeoimia
molécula (FIGURA 126, TABELA 24).

Pela andlise dos mapas de correlacdo HSQC e HMBEUFA 124 e FIGURA
125) observou-se a presenca de 20 carbonos seralmrb2ticos entré 147,5 e 108,5, trés
metoxilicos ambos em 56,0, um metinico erd 59,7, tipico de C-13a, e quatro metilénicos
em 6 28,5 (C-5), 35,5 (C-13), 51,6 (C-6) e 58,2 (C&)nfirmando a presenca do esqueleto
tetraidroprotoberberinico, consistente com a astadeXL17.
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FIGURA 126 —Principais correlacdes observadas no mapa de aged HMBC dxXL17.

TABELA 24 — Dados de RMN d&H e 3C deXL17

Posicéo XL17 Coritenchina

'H & (mult., J em Hzy c (8)2* HMBC H 6 (mult., Jem Hzf'  C (5)°
(1H_13C)a,c
1 6,74 (1H,9) 108,5,CH  3,4ae13a 6,68 (13}, 108,4
2 147,4,C 146,1
3 1475, C 144.,8
4 6,63 (1H,s) 111,7, CH 2eb5 6,61 (1H,9) 114,9
4a 126,4,C 126,9
5 3,14 (1H,m) 28,5, CH 3,09 (1H,m) 28,3
2,69 (1H,m) 2,62 (1H,m)
6 3,15 (1H,m) 51,6, CH 3,18 (1H,m) 51,4
2,64 (1H,m) 2,64 (1H,m)
8 3,92 (1H, sobreposto) 58,2, Ch 8ae9 3,73 (1H,d, 14,6) 58,0
3,69 (1H, sobreposto) 3,97 (1H,d,14,6)
8a 125,0,C 126,0
9 6,57 (1H,9) 109,1,CH 8,1l1e12a 6,55 (1H.,9) 109,3
10 146,0, C 148,2
11 1447, C 147,9
12 6,70 (1H,s) 114,9,CH  8a,10e 13 6,64 (1), 111,7
12a 126,5, C 125,4
13 3,25 (1H,dd, 16,2 e 3,8) 35,5, CH 3,20 (1H,m) 36,0
2,96 (1H,dd, 16,2 e 11,6) 2,84 (1H,m)
13a 3,63 (1H, sobreposto) 59,7, CH 3,56 (1H,m) 59,9
13b 128,7,C 128,3
2-OCHjs 3,89 (3H,9) 56,0, CH 2 3,84 (3H,9) 56,0
3-OCH, 3,87 (3H.9) 56,0, CH 3 3,81 (3Hp9) 55,9
10-OCHs 3,86 (3H,9) 56,0, CH 10 3,82 (3H.,9) 55,8

2Experimento a 400 MHz par&l e 100 MHz para®C em CROD + gotas de CECI, utilizando o TMS como
padréo internd® Multiplicidades determinadas pelos mapas de cay@eladdSQC e HMBC Atomos de carbono
que mostraram correlagdo com os respectivos hidiog&Da SILVA et al, 2009b tH: 200 MHz; **C: 50
MHz, CDCL). (8) Deslocamentos em ppm.

A analise por espectrometria de massas (FIGURA,1Zf)zando a técnica de
ionizacdo quimica a pressao atmosférica operandmaun positivo de aquisicdo de dados
(APCI+), evidenciou uma molécula protonada [M*kEdm m/z 342,31 Daltons compativel
com a férmula molecular ggH23NO, (calculado 341,16 Da) corroborando com os dados
obtidos pelas analises de RMN 1D/2D.
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FIGURA 127 —Espectro de massas ¥e17.
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Os dados fornecidos pelas anélises de RMi&Hde 1D/2D, EM e ¢]5*°, bem como
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comparacao com os dados da literatura permitivenosluir que a substancklL17 trata-se
do alcaloide tetraidroprotoberberinico ¢9ritenchina (FIGURA 128, TABELA 24).

FIGURA 128 — Estrutura da (-)-coritenchina.
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6.1.3.4. Identificacéo estrutural de XL18

A substanciaxXL18 (3,5 mg)apresentou-se como solido marrom, teste positiva pa
alcaloide quando revelada com solucdo de Dragen(mforacdo alaranjada) e]p™ =
+192,4° ¢ 0,5 g/100 mL, CHG).

Pela andlise do espectro de RMN 't (400 MHz, CDC} + gotas de CEDD)
(FIGURA 129) juntamente com a analise dos mapadelacdo HSQC e HMBC d¢L.18
(FIGURA 130 e FIGURA 131), observou-se algumas laingades quando comparados com
0s espectros de RMN ad 8, XL13 e XL17, diferindo deXL13 e XL17 pela auséncia de um
grupo metoxilico e a provavel presenca de um ghighmxila a mais na molécula. Observou-

se também a auséncia do sistgpaga em um dos anéis e a presenca de um sistetoa
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através de dois sinais de hidrogénios aromaticos8 6/81 (1H) e 6,77 (1H) ambos dupletos

com constante de acoplamentto em torno de 8,2 Hz.

FIGURA 129 —Espectro de RMN diH (400 MHz, CDC} + gotas de CEDD) deXL18.
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A presenca de dois grupos hidroxilas na molécuiaetidenciada com base na
andlise do mapa de correlacdo HMBC (FIGURA 131) cosinal de carbono etn147,2 e
144.6 tipicos de carbonos aromaticos oxigenadageng§o apresentaram correlacdo com o0s
grupos metoxilicos.

Pelo mapa de correlacdo HMBC (FIGURA 131) pédeedaind as corretas posicoes
dos grupos hidroxilas e metoxilicos. Assim obsersewue o sinal e 6,72 (H-1) mostrou
uma forte correlacdod com o sinal end 144,6, atribuindo assim o grupo hidroxila em C-3,
e o sinal end 6,63 (H-4) apresentou uma forte correlacédo comal emé 146,0, atribuindo
um dos grupos metoxilicos em C-2. Ja o sinabé181 (H-12) mostrou uma forte correlacéo
a>J com o sinal en8147,2 confirmando assim o segundo grupo hidroxitaG210, e o sinal
em 6,81 (H-11) uma forte correlacdo®hcom o sinal end 143,7 estabelecendo assim o
segundo grupo metoxilico em C-9 (FIGURA 132). Estaduicdes foram corroboradas, pois
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todos os hidrogénios das metoxilas correlacionadicom os carbonos aromaticos a quem
estavam ligados (FIGURA 132).

FIGURA 130 —Mapa de correlacdo HSQEH¢ 400 MHz;**C: 100 MHz; CDCJ + gotas de CEDD)
deXL18.
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FIGURA 131 — Mapa de correlacdo HMBCH: 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)
deXL18.
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FIGURA 132 —Principais correlacdes observadas no mapa de agded HMBC d&L18.

Através da andlise dos mapas de correlacggo HSQMIBCH(FIGURA 130 e
FIGURA 131) observou-se a presenca de 19 carbamnsl?2 aromaticos entéeld7,2 e
108,5, dois metoxilicos um edn60,3 e em 0 outro em 56,9, um metinico®s9,7 tipico de
C-13a, e quatro metilénicos end 28,3 (C-5), 36,0 (C-13), 51,7 (C-6) e 54,1 (C-8),
confirmando a presenca do esqueleto tetraidropedbelinico, consistente com a estrutura de
XL18.

A andlise por espectrometria de massas (FIGURA,l38)zando a técnica de
ionizacdo quimica a pressédo atmosférica operandmoun positivo de aquisicdo de dados
(APCI+), evidenciou uma molécula protonada [M*kEdm m/z 328,14 Daltons compativel
com a férmula molecular /gH,;NO, (calculado 327,14 Da) corroborando com os dados
obtidos pelas analises de RMN 1D/2D.
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FIGURA 133 —Espectro de massas ¥e18.
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Os dados fornecidos pelas andlises de RMN'HieEM e [0]p?° permitiu-nos
concluir que a substanciXL18 trata-se do alcaloide tetraidroprotoberberini¢e-
discretamina (FIGURA 134, TABELA 25).

TABELA 25 — Dados de RMN d&H e *C XL18

Posicéo XL18
H § (mult., J em HzY e (8)2* HMBC (*H-*C)?*
1 6,72 (1H,5) 108,59, CH 2,3, 4a, 13a
2 146,01, C
3 144,61, C
4 6,63 (1H.9) 116,05, CH 2,3,5e13b
4a 126,97, C
5 2,66 (1H,m) 28,36, CH 4e13b
3,07 (1H,m) 6
6 3,17 (1H,m) 51,73, CH 4ael3a
2,64 (1H,m) 4a el3a
8 4,20 (1H,d, 15,6) 54,10, CH 8a, 12a el3a
3,55 (1H,d, 15,6) 6 e 8a
8a 127,94, C
9 143,73, C
10 147,28, C
11 6,77 (1Hd, 8,2) 115,21, CH 9e12a
12 6,81 (1H,d, 8,2) 124,77, CH 8a, 10 e 13
12a 126,41, C
13 2,81 (1H,dd, 16,2 e 3,8) 36,04, CH 12a e 13a
3,29 (1H,dd, 16,2 e 11,5) 8a, 12 e 12a
13a 3,58 (1H,dd, 11,5 e 3,8) 59,78, CH
13b 128,71, C
2-OCH, 3,89 (3H,9) 56,90, CH 2
9-OCH, 3,83 (3H,9) 60,32, CH 9

%Experimento a 400 MHz paral e 100 MHz para”C em CDC} + gotas de CBDD, utilizando o
TMS como padréo interndMultiplicidades determinadas pelos mapas de caiielaHSQC e
HMBC. “Atomos de carbono que mostraram correlagdo comespectivos hidrogéniosd)(
Deslocamentos em ppm.
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FIGURA 134 —Estrutura da (+)-discretamina.

OH

6.1.4. Identificacdo do Alcaloide do Tipo Benzilisuinolinico
6.1.4.1. Identificacdo estrutural de XL16

A substanciaXL16 (10,3 mg)apresentou-se como sélido marromogpof’ = +74,1°
(c 0,5 ¢g/100 mL, CHGQG), teste positivo para alcaloide quando reveladm smlucdo de
Dragendorff (coloracéo alaranjada).

Pela andlise do espectro de RMN 'tte (400 MHz, CDC} + gotas de CEDD)
(FIGURA 135) juntamente com a analise do mapa declagdo HSQC (FIGURA 136),
verificou-se a presenca de cinco sinais de hidriogémromaticos em 6,75 (1H,d, J = 8,2
Hz), 6,70 (1H,d, J = 2,0 Hz), 6,56 (1Hs), 6,54 (1H,dd, J = 8,2 e 2,0 Hz) e 6,19 (1H),
correlacionados aos sinais de carbonos &nml11,3, 116,2, 111,2, 121,0 e 1144,
respectivamente. Observou-se ainda a presencaislgrdpos metoxilicos e 3,84 e 3,85,

assim como um grupo metila én?2,48, tipicamente ligado ao nitrogénh-CHs).
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FIGURA 135 —Espectro de RMN diH (400 MHz, CDC} + gotas de CEDD) deXL16.
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A presenca dos grupos hidroxilas &hl16 foi evidenciada devido aos sinais dos
carbonos end 143,6 (C-7) & 145,9 (C-13) tipicos de carbonos aromaticos oxides, 0s
quais ndo apresentaram nenhuma correlacdo comdosg@nios aromaticos no mapa de
correlacdo HSQC (FIGURA 136), bem como nenhumeaetaigdo com os grupos metoxilicos
no mapa de correlacdo HMBC (FIGURA 137).

FIGURA 136 —Mapa de correlagdo HSQEH 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)
deXL16.
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FIGURA 137 —Mapa de correlacdo HMBCH: 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)

deXL16.
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A correta posicdo dos grupos metoxilicos ethl6 foram definidas pelas
correlagbes no mapa de correlacdo HMBC (FIGURA H&73inal end 6,56 (H-5) &J com
o sinal do carbono e 146,2 (C-6) e do sinal ef6,19 (H-8) &% com o sinal do carbono
ems 146,2 (C-6), no anel A, bem como correlacées dal €m 6,70 (H-14) & com o sinal
do carbono end 145,7 (C-12) e do sinal e 6,75 (H-11) &J com este mesmo carbono
(FIGURA 138).

FIGURA 138 —Mapa de correlacdo HMBCH: 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)
deXL16 mostrando a regido aromatica.
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Pela andlise do espectro de RMN dé (FIGURA 139) e mapas de correlagéo
HSQC e HMBC (FIGURA 136, FIGURA 137 e FIGURA 138)servou-se a presenca de 19
carbonos sendo 12 arométicos ewntB16,2 e 111,2, trés metilénicos émd6,3, 41,9 e 24,6
caracteristicos de C-3, C-1la e C-4, respectivamsgmtelcleo benziltetraidroisoquinolinico,
um metinico end 64,6 (C-1), dois metoxilicos ein55,9 (12-OCH) e 56,0 (6-OCH) e um
grupo metila end 41,9 (N-CHs), tipico de carbono ligado a nitrogénio conformdi¢ado

também no espectro de RMN t¢ consistente com a estruturaxiel6.

FIGURA 139 —Espectro de RMN d€C (100 de MHz, CDGl+ gotas CROD) deXL16.
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A analise por espectrometria de massas (FIGURA,14fl)zando a técnica de
ionizacdo quimica a pressédo atmosférica operandmoun positivo de aquisicdo de dados
(APCI+), evidenciou uma molécula protonada [M*kEdm m/z 330,30 Daltons compativel
com a férmula molecular 1gH»3NO, (calculado 329,39 Da) corroborando com os dados

obtidos pelas analises de RMN 1D/2D.
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FIGURA 140 —Espectro de massas ¥e16.
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Os dados fornecidos pelas analises de RMNHe **C 1D/2D, EM e §]p?° bem
como comparacao com os dados da literatura permoBuconcluir que a substancia 16
trata-se do alcaloide benziltetraidroisoquinolin{gg-reticulina (FIGURA 141, TABELA
26).

FIGURA 141 —Estrutura da (+)-reticulina.
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TABELA 26 — Dados de RMN d&H e*®C XL16

Posicéo XL16 Reticulina
H § (mult., J em HzY e (8)2* H § (mult., J em Hzf BC (8)°
1 3,75 (1H,dd, 7,0 e 5,0) 64,6, CH 3,72 (1Hd, 7,0 € 5,2) 64.6
la 3,08 (1Hdd, 13,8€5,0) 40,6, CH 3,07 (1H,dd, 13,8 € 5,2) 40,6
2,74 (1H,dd, 13,8 e 7,0) 2,74 (1H,dd, 13,8 e 7,0)
3 3,19 (1H,m) 46,3, CH 3,17 (1H,m) 46,4
2,79 (1H,m) 2,80 (1H,m)
4 2,87 (1H,m) 24,6, CH 2,86 (1H,m) 24,6
2,66 (1H,m) 2,64 (1H,m)
4a 124,0,C 1241
5 6,56 (1H,9) 111,2, CH 6,55 (1H.9) 111,0
6 146,2, C 146,0
7 143,6, C 143,5
8 6,19 (1H,9) 114,4, CH 6,20 (1Hs) 1142
8a 129,0,C 129,1
9 132,4,C 132,5
10 6,54 (1H,dd, 8,2 e 2,0) 121,0, CH 6,54 (1H,dd, 8,2 e 2,0) 121,0
11 6,75 (1H,d, 8,2) 111,3, CH 6,74 (1H, 8,2) 111,1
12 145,9, C 145,7
13 145,7,C 145,6
14 6,70 (1H,d, 2,0) 116,2, CH 6,70 (1H,d, 2,0) 116,1
6-OCHs 3,84 (3H,9) 55,9, CH 3,83 (3H.,9 55,8
12-OCHs 3,85 (3H.9) 56,0, CH 3,84 (3H.9) 55,9
N-CHs 2,48 (3H,9) 41,9, CH 2,47 (3H,9 42,0

3Experimento realizado a 400 MHz pakhe 100 MHz para’C em CDC}+ gotas de CBOD, utilizando o TMS
como padrdo interndMultiplicidades determinadas pelos espectros®@e DEPT 135, HSQC e HMBCDa
CRUZ, 2011 H: 400 MHz;**C: 100 MHz; CDCJ)). (5) Deslocamentos em ppm.

6.1.5. Identificacdo do Alcaloide do Tipo Morfinandienona
6.1.5.1. Identificacdo estrutural de XL19

A substancia&L19 (2,4 mg)apresentou-se como sélido marromupsf° = +45,5° ¢
0,5 g/100 mL, CHG), teste positivo para alcaloide quando reveladm smlucdo de
Dragendorff (coloracao alaranjada).

Pela andlise do espectro de RMN 'tte (400 MHz, CDC} + gotas de CEDD)
(FIGURA 142) juntamente com a andlise do mapa declagdo HSQC (FIGURA 143),
verificou-se a presenca de dois sinais de hidrogémioméaticos e 6,71 (1H,s), 6,78 (1H,
9), correlacionados aos sinais de carbonos dt3,5 e 107,4, bem como a presenca de dois
sinais de hidrogénios vinilicos e#6,34 (1H,s) e 6,33 (1Hgs), correlacionados aos sinais de
carbonos end 118,9 e 122,3, respectivamente, caracteristicossiema morfinanodienona
(SUAU et al., 1991). Observou-se ainda a preseag@ots grupos metoxilicos es,81 (3H,

s) e 3,91 (3H, s), assim como um grupo metilace46 (3H, s), caracteristico de grupo
metila ligado a nitrogénid\-CHj).
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FIGURA 142 —Espectro de RMN diH (400 MHz, CDC} + gotas de CEDD) deXL19.
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A presenca do grupo hidroxila ext.19 foi evidenciada devido ao sinal do carbono
emd 146,0 (C-3) tipico de carbono aromético oxigenadqual ndo apresentou correlacao
com os hidrogénios aromaticos no mapa de correldEHQC (FIGURA 143), bem como

nenhuma correlacdo com os grupos metoxilicos nocandegpcorrelacdo HMBC (FIGURA
144).
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FIGURA 143 —Mapa de correlagdo HSQEH(: 400 MHz;"*C: 100 MHz; CDC]J + gotas de CEDD)

deXL19.
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FIGURA 144 —Mapa de correlacdo HMBCH: 400 MHz;**C: 100 MHz; CDC} + gotas de CEDD)
deXL19.
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A correta posicdo dos grupos metoxilicos ethl9 foram definidas pelas
correlagbes no mapa de correlacdo HMBC (FIGURA Bt#43inal end 6,78 (H-4) &) com
o sinal do carbono e 144,8 (C-2), no anel A, bem como a correlacaoidal €mé 6,33
(H-8) a®J com o sinal do carbono edrll51,6 (C-6) no anel D (FIGURA 145).
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FIGURA 145 —Principais correlacfes observadas no mapa de coéieldMBC deXL19.
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Pela andlise do espectro de RMN 'dé (FIGURA 146) e mapas de correlacéo
HSQC e HMBC (FIGURA 143 e FIGURA 144) observou-ggesenca de 19 carbonos sendo
seis aromaticos ente146,0 e 107,4, trés metilénicos émb5,7, 41,4 e 32,4 caracteristicos

de C-16, C-15 e C-10, respectivamente, do nucledimaoodienona, trés metinicos dm
122,3 (C-8), 118,9 (C-5) e 60,8 (C-9), dois metoafl emd 56,1 (2-OCH) e 55,1 (6-OCHh),
quatro carbonos quaternarios, sendo und dr@1,3 (C-7), tipico de grupo carbonila, um &m
42,3 (C-13) e dois carbonospB-insaturados er 151,6 (C-6) e 161,5 (C-14). Além disso, foi
possivel perceber a presenca de um sinal refeeenta grupo metila erd 41,7 (N-CHy),
tipico de carbono ligado a nitrogénio conforme éadio também no espectro de RMN'He

consistente com a estruturaxiel9.

181.27
161.53
151.42
146.00
14483
0.00000

aaaaaa

200 150 100 50 0
ppm (t1)



132

A andlise por espectrometria de massas (FIGURA, 14f)zando a técnica de
lonizagdo por eletrospray operando no modo positieo aquisicdo de dados (ESI+),
evidenciou uma molécula protonada [M+Hjom m/z 328,22 Daltons compativel com a
formula molecular @H»3NO, (calculado 327,15 Da) corroborando com os daddisiax
pelas analises de RMN 1D/2D.

FIGURA 147 —Espectro de massas ¥e19.
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Os dados fornecidos pelas analises de RMNHle **C 1D/2D, EM e §]p?° bem
como comparacao com os dados da literatura permoBuconcluir que a substancia19
trata-se do alcaloide benziltetraidroisoquinolinfep-flavinantina (FIGURA 148, TABELA
27).

FIGURA 148 —Estrutura da (+)-flavinantina.
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TABELA 27 — Dados de RMN d&H e*3C XL19

Posicao XL19 Flavinantina
H & (mult., J em Hzy e (8)2* HMBC H § (mult., J em Hzf
(1H_13C)ab
1 6,71 (1H,s) 113,5, CH 2,3,10e 12 6,62 (18),
2 144.8, C
3 146,0, C
4 6,78 (1H,9) 107,4, CH 2,3,11e12 6,93 (1H,9)
5 6,34 (1H,9 118,9, CH 7el4 6,35 (119,
6 151,6, C
7 181,3,C
8 6,33 (1H,9) 122,3, CH 6,9e13 6,32 (1H.,9)
9 3,68 (1H,d, 6,2) 60,8, CH 8,11,13,14¢e 16 3,69 (1H5,6)
10 3,00 (1H,ddd17,9;6,2e 32,4, CH 9ell 3,04 (1H,dd,17,8 e 5,6)
0,8) 1,9,11e14 3,34 (1H,d,17,8)
3,32 (1H,d,17,9)
11 128,3,C
12 129,4, C
13 42,3, C
14 161,5, C
15 1,82 (1H,ddd12,7;3,1e 41,4,CH 1,84 (1HmM)
2,1) 1,93 (1H,m)
1,95 (1H,ddd12,7; 12,7 e
6,3)
16 2,56 (1H,m) 457, CH 2,57 (1H,m)
2,59 (1H,m) 2,57 (1H,m)
2-OCH; 3,91 (3H,9) 56,1, CH 2 3,88 (3Hy9)
6-OCHj 3,81 (3H,9 55,1, CH 6 3,80 (3H,9
N-CH; 2,46 (3H,9 41,7, CH 9e 16 2,47 (3Hs)

®Experimento realizado a 400 MHz pathe 100 MHz para°C em CDC} + gotas de CEDD, utilizando o
TMS como padréo intern8Multiplicidades determinadas pelos espectro§@eDEPT 135, HSQC e HMBC.
‘GOZLER et al., 19904) Deslocamentos em ppm.

6.5. Importancia Quimiotaxonémica

Através das técnicas cromatograficas usuais, benmocodas técnicas
espectrométricas modernas foi possivel o isolament@® Identificacdo estrutural de 19
substancias pertencentes a classe dos alcalomlagds a partir do caule dé€ laevigata
Destes, 15 sao considerados inéditos para a espgceato os alcaloides lanuginosiid._3),
discretina XL13), laurotetanina XL15) e reticulina XL16) que ja foram isolados por
COSTA et al. (2013a) das folhas Xelaevigata

No entanto, a maior parte das substancias isokstaspresente em outras espécies
de Annonaceae, principalmente nas espécies dogogéArnona, Artabotrys, Duguetia,
Guatteria, Polyalthiae Xylopia (GUINAUDEAU et al., 1975, 1979, 1983, 1988, 1994;
LEBOEUF et al., 1982; CAMPOS et al., 2008; PINHEIRCal., 2009; COSTA et al., 2009b,
2010, 2011a, b; DA CRUZ et al., 2011; DUTRA et &Q012; ZAWAWI et al , 2012,



134

VENDRAMIN et al., 2013). Portanto, elas podem sensderadas como marcadores
quimiotaxondmicos da familia Annonaceae.

Em espécies d¥ylopia alguns dos alcaloides isolados tém uma grandearsteéa
guimiotaxondmica como pode ser observado na TABE8A

TABELA 28 — Importancia quimiotaxondmica dos alcaloides isotadeX. laevigata

Alcaloides Espécies dXylopia Referéncias
X. discreta LEBOEUF et al., 1982
Discretina X. championii PUVANENDRAN et al., 2008
X. parviflora NISHIYAMA et al., 2006;
X. lemurica NIETO et al., 1976
Lanuginosina X. nigricans PUVANENDRAN et al., 2010
X. frutescens LEBOEUF et al., 1982
X. buxifolia HOCQUEMILLER et al., 1981
X.langsdorffiana Da SILVA, 2009b
Xylopinina X. vieillardi JOSSANG et al., 1991
X. discreta SCHMUTZ, 1959
X. buxifolia HOCQUEMILLER et al., 1981
Coritenchina X. langsdorffiana Da SILVA, 2009b
X. vieillardi JOSSANG et al., 1991
X. amazonica MARTINS et al., 1995
Laurotetanina X. benthamii PIMENTA & MENDONCA, 2012
X. danguyella LEBOEUF et al., 1982
X. parviflora NISHIYAMA et al., 2006
X. pancherii LEBOEUF et al., 1982
Reticulina X. papuana JOHNS et al., 1968; LEBOEUF et al., 1982
X. nigricans PUVANENDRAN et al., 2010
X. parviflora NISHIYAMA et al., 2006
X. papuana JOHNS et al., 1968
X. langsdorffiana Da SILVA, 2009b
X. parviflora NISHIYAMA et al., 2006
Xylopina X. frutescens LEBOEUF et al., 1982
X. vieillardi JOSSANG et al., 1991
X. discreta SCHMUTZ, 1959
X. buxifolia HOCQUEMILLER et al., 1981
X. papuana JOHNS et al., 1968
Roemerina X. aromatic MARTINS et al., 1995
X. pancheri NIETO et al., 1976
X. aethiopica HARRIGAN et al., 1994
Oxoglaucina X. amazonica MARTINS et al., 1995
X. vieillardi JOSSANG et al., 1991
N-metillaurotetanina X. frutescens LEBOEUF et al., 1982
X. parviflora NISHIYAMA et al., 2006

X. aromatica

LEBOEUF et al., 1982

Glaucina X. amazonica LEBOEUF et al., 1982
X. parviflora NISHIYAMA et al., 2006
Norglaucina X. vieillardi JOSSANG et al., 1991

X. parviflora

NISHIYAMA et al., 2006




135

Estudos realizados por ERKENS et al., 2007; RAINE&®R)7 e CHATROU et al.,
2009, sobre as relagbes filogenéticas entre asciespgue compdem os géneros de
Annonaceae, tém demonstrado que determinados rnigiab&ecundarios podem ser
utilizados como um importante caractere para difdegdo de uma determinada espécie ou
género, ressaltando a importancia do conheciméntpufmico desta familia.

Estes estudos ressaltam a importancia da quimiotemia para a classificacdo dos
seres vivos (DOMINGUEZ, 1973), que pode ser utilzade forma significativa na

diferenciacao de espécies, géneros e familiagipalmente do Reino Plantae.

6.6. Investigacdo da Atividade Citotdxican vitro

A inibicdo do crescimento celular corresponde a indicador da citotoxicidade
causada pelas substancias e extratos que estaaatiddos quanto a atividade antitumoral.
Foi avaliado pelo método Alamar Blue [7-hydroxy-dddophenoxazin-10-ium-3-one]
(O'BRIEN et al, 2000). Somente células vivas sao capazes de reshiei sal sollvel a um
produto insoltvel colorido que pode ser avaliadésapissolugdo com DMSO (AHMED et
al., 1994).

Os extratos e fracbes foram avaliados inicialmdraate as linhagens tumorais
HepG2 (carcinoma hepatocelular humano) e HL-60c@msia promielocitica humana),
testados na dose maxima de 50 pg'mDs experimentos foram realizados em triplicata.

O critério empregando uma escala de intensidadeutibzado para avaliar o
potencial citotoxico das amostras testadas, ondestaas sem atividade (SA), com pouca
atividade (PA) apresentam inibicdo de crescimeetalar variando de 1 a 50%, amostras
com atividade moderada (MO) a inibicdo de crescimeelular varia de 50 a 75% e com
muita atividade (MA) possuem inibicdo de cresciroesgriando de 75 a 100%.

Os resultados do ensaio da atividade citotoxicexdiato hexanico (XLEH), extrato
metanolico (XLEM), fracédo cloroférmica neutra (XLNET e fracdo cloroférmica alcaloidica
(XLFCA) do caule deX. laevigataestdo apresentados na TABELA 29, com suas regascti
percentagens de inibicdo da proliferacdo celular.

Conforme apresentado, entre os extratos avaliadasiostra XLEH foi a mais ativa
inibicdo superior a 80%. A amostra XLEM apresergeuativo somente frente a HL60 com
inibicdo de 59,08%. Entretanto, ap0s o seu trattoménido-base que gerou as fracdes

XLFCA e XLFCN, observou-se que a atividade citotdxiapresentou uma mudanca
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significativa. A fragdo XLFCA passou a ser a mdigaadentre todas avaliadas incluindo
extratos e fragdes, indicando que os compostostimsaestdo presentes nessa fragéo
(TABELA 29).

TABELA 29 — Porcentagem de inibi¢cdo da proliferacédo celulafiehagens de células tumorais para
extratos e fracbes d€ laevigata

Amostras Porcentagem de inibicao da proliferacédo tdar (%)
HepG2 HL60
XLCH 59,49 + 1,75 (MO) 82,47 + 1,25 (MA)
XLEM 9,45 + 0,53(PA) 59,08 + 4,01 (MO)
XLFCA 83,60 + 1,32 (MA) 89,48 + 0,79 (MA)
XLFCN 38,54 + 0,20 (PA) 25,64 + 7,88 (PA)
Doxorrubicina® 94,06 + 0,33 94,06 + 0,33

Controle positivo

Com base nesses resultados, o estudo fitoquimicwentrou-se na fracao
cloroférmica alcaloidica levando ao isolamento déstincias pertencentes a classe dos
alcaloides descritas anteriormente.

Sendo assim, considerando o estudo biomonitorad¥LdeM e em busca do(s)
provavel ou provaveis alcaldide(s) responsavelaspansaveis pela atividade citotoxica de
XLFCA, os alcaloides isolados foram submetidos msa® de atividade citotOxica com as
linhagens tumorais, B16-F10 (melanoma murino), Hefsarcinoma hepatocelular humano),
K562 (leucemia mielocitica crénica humana), HL-6&u¢emia promielocitica humana) e
PBMC (células mononucleares do sangue periféricnamo ativado com concanavalina A —
linfoblastos humanos), testadas na dose maxima dg gL,

Na TABELA 30 sdo apresentados os resultados dadadig citotoxica das

substéancias isoladas delaevigata
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Clsopug mL™* (umol L™)?

Compostos
B16-F10 HepG2 HL60 K562 PBMC
Roemerina >25 >25 >25 >25 >25
(XL1) (89,50) (89,50) (89,50) (89,50) (89,50)
Anonaina 18,80 14,04 10,09 10,62 >25
(XL2) (70,86) (52,92) (38,03) (40,03) (106,24)
15,53-22,76 12,19-16,16 7,94-12,82 8,96-—12,58 -
Lanuginosina 8,46 3,89 7,81 6,61 24,53
(XL3) (27,73) (12,75) (25,60) (21,67) (80,41)
7,40 — 9,68 3,23 - 4,69 7,32 -8,33 5,69-7,68 16,98 — 35,43
Glaucina >25 >25 >25 >25 >25
(XL4) (70,34) (70,34) (70,34) (70,34) (70,34)
Xylopina 3,77 1,87 1,87 3,12 4,08
(XL5) (12,77) (6,34) (6,34) (10,57) (13,82)
3,39-4,19 1,56 — 2,23 1,67 -2,10 2,85-3,41 2,17 - 7,66
Oxoglaucina 19,14 >25 5,90 12,48 10,25
(XL6) (54,48) (71,15) (16,79) (35,52) (29,17)
15,19 - 24,11 - 4,09-852 8,84-17,61 7,96-13,20
Norglaucina 8,48 3,78 6,84 7,84 6,70
(XL7) (24,86) (11,08) (20,05) (22,98) (19,64)
7,62 —-9,44 3,11-4,61 6,25 - 7,48 6,78—-9,06 3,74-12,00
Xylopinina >25 >25 >25 >25 >25
(XL8) (70,39) (70,39) (70,39) (70,39) (70,39)
Norpurpureina 21,08 >25 10,11 16,72 17,94
(XL10) (56,75) (67,31) (27,22) (45,02) (48,30)
16,74 — 26,53 - 575-17,81 11,73-23,84 13,23 - 24,33
N-metil >25 >25 >25 >25 >25
laurotetanina (73,28) (73,28) (73,28) (73,28) (73,28)
(XL11) - - - - -
Norpredicetrina >25 >25 >25 >25 >25
(XL12) (76,41) (76,41) (76,41) (76,41) (76,41)
Discretina 16,15 7,89 12,97 14,85 >25
(XL13) (47,34) (23,13) (30,02) (43,53) (73,28)
14,35-18,17 5,83-10,68 10,75-15,66 11,89 — 18,54 -
Laurotetanina >25 >25 >25 >25 >25
(XL15) (76,41) (76,41) (76,41) (76,41) (76,41)
Reticulina >25 15,35 23,81 >25 >25
(XL16) (75,90) (46,60) (72,28) (75,90) (75,90)
- 12,45 -18,92 21,44 — 26,45 - -
Discretamina >25 >25 7,90 >25 >25
(XL19) (70,36) (70,36) (24,13) (70,36) (70,36)
- - 4,39 — 14,21 - -
Doxorrubicina® 2,30 0,23 0,83 0,68 5,09
(4,23) (0,42) (1,52) (1,25) (9,36)
1,12 -2,72 0,18 - 0,30 0,30 - 1,24 045-1,04 1,17 -13,97

*Dados apresentados como valores dge&®hpg mL™* (umol L) e o seu intervalo de confianca de 95% obtido
por meio de regressé@o néo linear a partir de &psri&ncias independentes realizadas em duplicatadjdo
pelo ensaio Alamar blue depois de 72 h de incub&B&xorubicina foi utilizado como controle positivo.
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Conforme observado na TABELA 30, as substancidadas mostraram atividades
significativas, com excegcdo da roemerina, glaucirglopinina, N-metillaurotetanina,
norpredicentrina e laurotetanina que néo exibirdotaxidade nas linhagens avaliadas, com
valor de Cio excedendo a concentracdo experimental utilizaBau¢2mL?). Além disso,
discretamina apresentou atividade citotoxica matieegpenas para a linhagem de células HL-
60 com Cigigual a 7,9Qug mL™.

A substéncia reticulina mostrou fraca atividadetoitica contra a linhagem das
células HepG2 (G$ = 15,35ug mL™?) e HL-60 (Cko = 23,81ug mL?), sendo inativa contra
linhagens das células B16-F10 e K562:¢G125ug mL™Y).

O alcaloide discretina revelou fraca atividade aotiferativa contra células
tumorais, das linhagens B16-F10 4 16,15ug mL™), HL-60 (Cko = 12,97ug mLY) e
K562 (Cko = 14,85ug mL") sendo que o melhor resultado foi observado patedgem
HepG2 com G igual a 7,8%ug mL™. O alcaloide anonaina demonstrou moderada atigidad
citotdxica contra as linhagens das células, Hep&8262 (10,09ug mL* e 10,62ug mLY) e
fraca atividade contra a linhagem das células Hle @16-F10 (G = 14,04ug mL* e Ckyo
= 18,80ugmL™). A subtancia oxoglaucina mostrou atividade citim#é moderada contra a
linhagem das células HL60 @gl= 5,90 ug mLY), fraca atividade contra a linhagem das
células K562 (Gb = 12,48ug mL™") e B16-F10 (G = 19,14pgmL™Y), sendo inativa contra
linhagens das células HepG2 £+ 25ug mL™).

A norpurpureina mostrou moderada atividade cit@#@xcontra a linhagem das
células HepG2 (G = 10,11ug mL™) e fraca atividade contra a linhagem das céluB&oke
B16-F10 (Cio = 16,72ugmL™ e 21,08ugmL™), sendo inativa contra linhagens das células
HL-60 (Clso > 25 gmLY).

Para as substancias isoladas, os melhores resuftadon obtidos para lanuginosina,
xylopina e norglaucina contra as linhagens de BIGCk, = 8,46, 3,77 e 8,48g mL™),
HepG2 (Cio = 3,89, 1,89 e 3,8ifg mL™), HL-60 (Cko = 7,81, 1,87 e 6,84g mL?) e K562
(Clso = 6,61, 3,12 e 7,84g mL™), com valores de € mais proximos do controle positivo,
2,30, 0,23, 0,83 e 0,68g mL*, respectivamente. Recentemente, TRAN et al. (2010)
relataram que os alcaloides aporfinoides, que ocomt@ grupo 1,2-metilenodioxi , foram os
mais potentes contra as linhagens de células tisnorgue sugere que esse grupo é um dos
elementos-chave para a bioatividade. Além dissoxidacdo que leva a formacdo dos
oxoaporfinicos aumenta a conjugacdo do nucleo droméa qual € eficaz para que as

moléculas orgéanicas possam adotar uma conformadd@ioarp consequentemente, 0s
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oxoaporfinicos exibem relativamente uma melhoridaiye citotoxica (LIU et al., 2013)
corroborando com os dados aqui descritos para ilaosiga e xylopina.

Essa atividade citotoxica pode ser atribuida aemgs do grupo 1,2-metilenodioxi
associado ao grupo metoxila na posicao 9 do amkl Bistema aporfino, entretanto, somente
a presenca do grupo 1,2-metilenodioxi ndo confemekcula propriedade citotdxica como
foi possivel observar para roemerina e anonairécdndo que o substituinte na posicéo 9 do
anel D pode ser um elemento chave na atividad®xita dos alcaloides aporfinos.

Todas essas observacfes sugerem que a atividaméxich de determinado
alcaloide é dependente de um conjunto de fatoresggando agregados em uma mesma
molécula confere-lhes tal propriedade antitumoral.

Provavelmente, a forte atividade antitumoral dertrada pela fracdo cloroformica
alcaloidica (XLFCA) deve ser atribuida a presergssds substancias (lanuginosina, xylopina
e norglaucina), uma vez que os resultados obtiddem confirmar o potencial citotoxico da
espécie em produzir substancias bioativas.

Os compostos avaliados que apresentaram atividemtéxica contra as linhagens
testadas também foram citotoxicos para as linhagemsais de células PBMC, apresentando
baixa seletividade (TABELA 16). Porém, o alcaloldauginosina foi a que apresentou 0s
resultados mais promissores com o indice de selatig (IS) igual a 2,9 para o melanoma
murino (B16-F10) (IS foi calculada com a seguirgeagao: IS = Ghp [PBMC]/ Clso [B16-
F10]), sendo o resultado maior que o controle pusitdoxorrubicina), onde exibiu um IS
igual a 2,2 para a mesma linhagem celular tumoral.

Os resultados da atividade citotoxica obtidos mgasubstancias isoladas de
laevigata sédo considerados bastante promissores, e indice@nmngvas investigacdes sao
necessarias com o intuito de estabelecer sua \ardagficacia, assim como sua toxidade,

visando a procura por novos farmacos com acaauardral provenientes de origem vegetal.

7. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico da fragdo cloroférmica alcdilcgé (XLFCA) proveniente do
extrato metandlico (XLEM) do caule de laevigataresultou no isolamento de 19 substancias
pertencentes a classe dos alcaloides, sendo gdeias inéditas na espécie em estudo. As
substéancias isoladas foram identificadas como seste alcaloides do tipo aporfisensu
stricto, (R)-roemerina, §-anonaina, §-glaucina, H-xylopina, §)-norglaucina, asimilobina,

(9-norpurpureina, $)-N-metillaurotetanina, )-norpredicentrina, J)-calicinina e §)-
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laurotetanina; dois oxoaporfinicos: lanuginosina eoxoglaucina, quatro
tetraidroprotoberberinicos: (-)-xylopinina, (+)-distina, (-)-coritenchina e (+)-discretamina;
um benziltetraidroisoquinolinico: (+)-reticulina; wm morfinanofienona: (+)-flavinantina.
Vale ressaltar que essa € a primeira vez que &adel® isolamento de um alcaloide do tipo
morfinandienona, flavinantina, no génétglopia

O ensaio de citotoxidaden vitro dos extratos e fragbes revelou a capacidade
antitumoral da espécie estudada. Dentre as amoatrasadas, a fracdo cloroformica
alcaloidica (XLFCA) foi a que apresentou os melbaesultados diante das duas linhagens
tumorais avaliadas com 83,60 + 1,32% de inibicdoa pgs células HepG2 (carcinoma
hepatocelular humano) e 89,48 + 0,79% de inibicaca pas células HL-60 (leucemia
promielocitica humana), justificando assim o0 setudss fitoquimico, em busca da(s)
substancia(s) responsavel(eis) pela atividadeuamitalin vitro apresentada.

Dentre os alcaloides testados provenientes da draté@roférmica alcaloidica,
lanuginosina, xylopina e€5f-norglaucina foram os que apresentaram atividédeogica mais
significativa em todas as linhagens avaliadas. &pda xylopina apresentar maior atividade
citotoxica contra as linhagens de células avaliagaslanuginosina apresentou maior
seletividade dentre os alcaloides testados, joatiio assim a continuidade do estudo dessas
duas substancias, para podermos conhecer o mecadsnacdo que explica a atividade
citotoxica destes alcaloides.

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam Xjulevigataé quimicamente
uma espécie tipica da familia Annonaceae, alémnda fonte promissora de substancias
biologicamente ativas. Os resultados contribuemgdai de forma significativa para o
conhecimento quimiotaxonémico da familia, uma ve® cuas substancias isoladas e
identificadas neste trabalho sdo encontradas esrsdis géneros dessa familia, tais como,

Annona Duguetig Guatterig Uvaria, Artabotryse Xylopia
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