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RESUMO

SILVA, E. W. SESQUITERPENOS DE Guatteria olivacea R. E. FR
(ANNONACEAE). Dissertacdo de mestrado, Programa de Pés-graduacdo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos — Farmacoquimica, Centro de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2023.

Cerca de 80% da populacao de paises em desenvolvimento depende da medicina
tradicional ou fitoterapica para tratar e prevenir doencas e, no Brasil, o uso de
plantas medicinais é facilitado pela rica diversidade vegetal do pais. As espécies
da familia Annonaceae possuem alto valor econdmico, sdo utilizadas como
matéria-prima de alimentos e farmacos e possuem uma gama de atividades
biolégicas. Sobre uma destas, a Guatteria olivacea encontrada principalmente no
Amazonas, Acre e Para, foram publicados estudos com identificagéo de alcaloides
e terpenoides, com relatos de atividade antitumoral in vitro. A partir disto, buscou-
se nesse trabalho ampliar o conhecimento sobre essa planta, mediante estudo
fitoquimico de seu extrato hexanico. Para tal, o material vegetal foi coletado na
cidade de Manaus, Amazonas, Brasil e submetido a processos de extracéo,
purificacdo e analise dos constituintes quimicos. Esses procedimentos foram
realizados por métodos laboratoriais classicos, assim como por técnicas modernas
de CLAE e RMN. Portanto, a partir do extrato hexanico das folhas da planta, foi
possivel isolar e caracterizar as estruturas quimicas de dois sesquiterpenos
(alisméxido, oplodiol), uma mistura do sesquiterpeno precarabrona com uma
fitoalexina (4-bis(2-fenilpropan-2-il)fenol) e um disesquiterpeno, isolados pela
primeira vez em Guatteria olivacea. Por fim, os resultados obtidos no
desenvolvimento deste trabalho contribuiram com o conhecimento quimico desta

espécie e da familia Annonaceae.

Palavras-chave: Annonaceae; Guatteria olivacea; terpenoides; sesquiterpenos



ABSTRACT

SILVA, E. W. SESQUITERPENES OF Guatteria olivacea R. E. FR (ANNONACEAE).
Master's dissertation, Postgraduate Program in Natural and Synthetic Bioactive
Products - Pharmacochemistry, Health Sciences Center, Federal University of

Paraiba, Jodo Pessoa, 2023.

About 80% of the population in developing countries depends on traditional or herbal
medicine to treat and prevent diseases and, in Brazil, the use of medicinal plants is
facilitated by the country's rich plant diversity. Species of the Annonaceae family have
a high economic value, are used as raw material for cosmetics and perfumery and
have a range of biological activities. About one of them, Guatteria olivacea found
mainly in Amazonas, Acre and Para, studies were published identifying alkaloids and
terpenoids, with reports of in vitro antitumor activity. From this, this work sought to
expand the knowledge about this plant, through a phytochemical study of its hexane
extract. For this, the plant material was collected in the city of Manaus, Amazonas,
Brazil and given to processes of inheritance, purification and analysis of chemical
constituents. These procedures were performed by classical laboratory methods as
well as by modern HPLC and NMR techniques. Therefore, from the hexane extract of
the leaves of the plant, it was possible to isolate and characterize the chemical
structures of two sesquiterpenes (alismoxide, oplodiol), a mixture of the sesquiterpene
precarabrone with a phytolexin (4-bis(2-phenylpropan-2-yl) phenol) and a
disquiterpene, isolated for the first time in Guatteria olivacea. Finally, the results
obtained in the development of this work cultivated with the chemical knowledge of this

and Annonaceae family species.

Keywords: Annonaceae; Guatteria olivacea; terpenoids; sesquiterpenes
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais, seus extratos e principios ativos no tratamento de
doencas é uma prética ancestral da histéria humana. Nas ultimas décadas, o niUmero
de pesquisas que buscam aproveitar esse potencial tem crescido exponencialmente,
impulsionado pelos avancos da biologia molecular e pelo uso de novas técnicas de
identificacdo, extracdo e purificacdo de compostos. Uma parcela significativa de
medicamentos aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration), por exemplo, tem
origem em fontes naturais: das 1881 micromoléculas aprovadas como farmacos pelo
FDA, entre os anos de 1981 e 2019, cerca de 53% possuem uma profunda correlacéo
com as estruturas encontradas nos produtos naturais ou sao derivados diretos de
alguma fonte biologica (NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M., 2020; ROCHA, L. P. B. et
al., 2021).

No Brasil, 0 uso de plantas medicinais é facilitado pela rica diversidade vegetal
do pais e pelo baixo custo associado ao uso de fitoterapicos. Esses fatores tém
chamado a atencdo dos programas de saude e tém tornado o uso da fitoterapia uma
opcdo atraente. Existem no Brasil politicas nacionais que incentivam o0 uso de
fitoterapicos, elas incluem a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) e a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC).
A implementacéo de politicas nacionais de apoio ao uso de fitoterapicos é um passo
positivo, mas também é importante garantir que os medicamentos fitoterapicos sejam
obtidos de fontes confiaveis e usados sob a orientacdo de profissionais de saude
qualificados (TESSER, C. D.; DALLEGRAVE, D., 2020; HABIMORAD, P. H. L. et al;
IANCK, M. A. et al., 2020).

A utilizacdo de espécies vegetais para fins terapéuticos € sustentada pela
grande diversidade de compostos quimicos presentes nas plantas. As espécies
vegetais sintetizam e armazenam uma ampla gama de metabdlitos primarios e
secundarios para manter sua homeostase interna e combater estresses bioticos e
abidticos. Esses metabdlitos sdo responsaveis por seus efeitos terapéuticos,
alelopéticos e pesticidas. Por meio do estudo destes compostos vegetais,
pesquisadores podem identificar e isolar novas substancias com propriedades
terapéuticas, que podem ser posteriormente transformados em medicamentos ou
agentes de protecéo de cultivos (PILON, A. C. et al., 2020; SALEHI, B. et al., 2018).
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No estudo fitoquimico sdo empregadas técnicas extrativas e analises
espectroscopicas e espectrométricas que auxiliam na pesquisa de constituintes
guimicos de forma qualitativa e/ou quantitativa. Usando essas informacgdes, o0s
pesquisadores podem conduzir seus esfor¢cos para purificacdo, isolamento e
caracterizagdo de metabdlitos secundarios de maneira direcionada. Ao identificar e
caracterizar esses metabolitos pode-se obter uma melhor compreensdo de suas
possiveis aplicagcdes na medicina, agricultura e outros campos (PILON, A. C. et al.,
2020)

A familia Annonaceae, por exemplo, é conhecida por suas propriedades
farmacologicas e contém diversas plantas que séo utilizadas na medicina tradicional.
Essas propriedades séo atribuidas a presenca de constituintes quimicos de diferentes
classes, como alcaloides, acetogeninas e flavonoides, que sdo amplamente descritos
na literatura por possuirem propriedades antitumorais, antimicrobianas, antivirais,
anti-inflamatérias e analgésicas (XAVIER, M. N. et al., 2016; SALEHI, B. et al, 2018;
MENEZES, R. P. B. et al., 2021).

Portanto, em razédo da importancia dos estudos fitoquimicos e da familia
Annonaceae como produtora de metabdlitos secundarios de ampla variedade
estrutural, o presente trabalho visa explorar a diversidade quimica desta familia,
identificando novos compostos com potencial terapéutico e contribuindo com o estudo

guimiotaxondmico da mesma.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Consideracdes sobre a familia Annonaceae

Annonaceae € uma familia pantropical (figura 1, pag. 24) de arvores com flores,
arbustos e lianas, crescendo predominantemente em clima tropical, florestas nativas
e subtropicais de baixa altitude. A familia tem sido listada entre as mais diversificadas
da floresta tropical devido a sua heterogeneidade e abundancia: apresenta cerca de
108 géneros e cerca de 2400 espécies, dos quais 31 géneros e 387 espécies ocorrem
no Brasil. A Floresta Atlantica, bastante ameacada e considerada um centro de grande
biodiversidade, é o segundo dominio do pais mais rico em espécies de Annonaceae,
com cerca de 97 espécies, sendo a Amazb6nia o primeiro, onde 269 taxons estdo
presentes (FILARDI, F. L.., 2018; COUVREUR, T. L. P. et al., 2011; LOBAO, A. Q. et
al., 2020; MASSONI, J.; FOREST, F.; SAUQUET, H., 2014).

Figura 1 - Distribuigdo geogréfica da familia Annonaceae

/;’f‘ff"-"“
ol

Fonte:http://www.thecompositaehut.com/www_tch/images/webcurso_spv/mapas/annonaceae.jpg

<Acesso em 19 de janeiro de 2023>

Algumas espécies de Annonaceae possuem alto valor econémico no mercado
internacional de frutas frescas, como Annona cherimola Mill. (“Cherimdlia”), Annona
muricata L. (graviola) e Annona squamosa L. (“pinha”) (figura 2, pag. 25). As espécies
conhecidas da familia também s&o utilizadas como matéria-prima de cosméticos e

perfumaria, antimicrobianos, inseticidas e na medicina natural, como antimalérica.
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Além de possuir atividade analgésica, antipirética, anti Ulcera, anti-hipertensiva,
hipoglicemiante e atuar na cicatrizacdo de feridas. Sesquiterpenos e diterpenos
isolados em espécies de Annonaceae também tém mostrado atividade anti-
inflamatoria promissora, fazendo desta um banco de potenciais candidatos a
medicamentos anti-inflamatérios (ANSANTE, T. F. et al., 2015; ATTIQ, A.; JALIL, J,;
HUSAIN, K., 2017).

Figura 2 - Annona cherimola Mill. (“Cherimélia”), Annona muricata L. (graviola) e Annona squamosa
L. (“pinha”)

Fontes: https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:927235-1 <Acesso em 19 de
janeiro de 2023>

Nesta familia, ha uma grande variedade de compostos quimicos. Entre as
classes de metabdlitos encontrados estdo alcaloides, terpenos, acetogeninas e
esteroides. Acetogeninas, uma classe de metabdlitos (C35/C37) derivados de acidos
graxos de cadeia longa (C32/C34) da via dos policetideos, representam um grupo
muito proeminente entre constituintes das annonaceas. Exibindo uma atividade
antitumoral impressionante, no entanto, apresentam toxicidade severa, especialmente
neurotoxicidade. (LEMOS, E. E. P., 2014; FRAUSIN, G. et al., 2014).

Outro grupo caracteristico que recebeu grande interesse no desenvolvimento
de drogas séo os alcaloides aromaticos policiclicos, a maioria dos quais séo derivados
biossinteticamente de precursores aporfinoides (figura 3, pag. 26) (BITENCOURT, H.
R. et al., 2020).
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Figura 3 - Estrutura quimica de alcaloides comuns em Annonaceae

/N N

Aporfinicos Oxoaporfinicos Tetrahidroprotoberberinicos

Fonte: Adaptado de BITENCOURT, H. R. et al., 2020

Os terpenos, também sdo comuns em Annonaceae, e ocorrem em todas as
subclasses (mono-, di-, sesqui- e triterpenos), sendo os diterpenos 0s mais
abundantes. Os diterpenos mais frequentes sdo caureno, traquilobano e atisano
(figura 4, pag. 26). Alguns géneros sdo caracterizados por produzirem metabdlitos
especificos em maior quantidade, como por exemplo, as acetogeninas, alcaloides e
flavonoides presentes em Annona e diterpenos no género Xylopia (BARBOSA, L. T.
C.; VEGA, M. R. G,, 2017; MENEZES, R. P. B. et al., 2021; NESKE, A. et al., 2020).

Figura 4 - Diterpenos encontrados em espécies de Annonaceae
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Fonte: ALEXANDRE, F. S. O., 2017
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Portanto, devido ao acervo de substancias ativas presentes em espécies de
Annonaceae, estudos farmacoldgicos acerca destas tém aumentado. Foram entédo
observados, a partir de ensaios biologicos, resultados promissores relacionados as
atividades leishmanicida, tripanocida, antiviral, antimicrobiana, citotoxica e
antioxidante (BRIGIDO, H. P. C. et al., 2020; KAMDEM, M. H. K. et al, 2022;
OKPEKON, T. A. et al., 2021; RODRIGUES, A. M. et al., 2021; SOUZA, C. A. S. de,
2020; TRINDADE, T. M. L. S.; de CARVALHO JUNIOR, A. R.; FERREIRA, R. O.,
2021).

2.2. Consideracdes sobre o género Guatteria Ruiz & Pav

Um dos maiores géneros pertencentes a familia Annonaceae, é o género
Guatteria Ruiz & Pav. Este € um género que apresenta cerca de 307 espécies que
sdo amplamente distribuidas pela Mesoamérica, Caribe e América do Sul, com grande
diversidade na Amazénia. As espécies de Guatteria sdo frequentemente encontradas
em florestas e possuem habito predominantemente arbéreo, existindo apenas
algumas espécies lianascentes e nenhuma herbacea. No Brasil, 88 espécies sdo
descritas das quais 47 sao endémicas. A maioria das espécies € conhecida
popularmente como “envireiras” devido a presenca de fibras longas e duras na casca
(MAAS, P. J. M. et al., 2015; MAAS, P. J. M. et al., 2019; LI, Z. et al., 2017; LOBAO,
A. Q. etal., 2012).

Espécies deste género sdo conhecidas ha muito tempo por suas fragrancias
aromaticas e suas propriedades medicinais. Foram relatados, por exemplo, o uso de
sementes de Guatteria ouregou (figura 5, pag. 28), no tratamento de dispepsia, dor
estomacal e cdlica, no norte do Brasil; assim como de cascas de Guatteria guianensis
(figura 5, pag. 28) no tratamento de doengas genito-urinarias e como febrifugas, na
Guiana Francesa; além do uso de cascas de Guatteria modesta (figura 5, pag. 28)
como contraceptivos, no Peru. As espécies do Guatteria sao utilizadas também como
antiparasitarias (G. amplifoliam e G. foliosa), vermifugas (G. boliviana) e inseticidas
(G. foliosa) (PAREDES, A., et al., 2001; MAHIOU, V. et al., 2000).
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Figura 5 - Guatteria oregou, Guatteria guianensis, Guatteria modesta

Fonte: https://plantidtools.fieldmuseum.org/pt/rrc/catalogue/3118135 <Acesso em 02 de fevereiro de
2023>

Estudos farmacoldgicos tém revelado que essas importantes propriedades
estdo associadas aos constituintes quimicos presentes nas espécies de Guatteria. O
género possui, em sua composi¢cao quimica, alcaloides isoquinolinicos e aporfinicos,
lactonas sesquiterpénicas com esqueleto guaianolideo, além de monoterpenos e
sesquiterpenos que compdem o0s Oleos essenciais de suas espécies, com prevaléncia
deste Ultimo (tabela 1, pag. 29) (ARAUJO, M. S. et al., 2020; COSTA, E. V. et al.,
2022; COSTA, E. V. et al., 2018; MAIA, J. G. S. et al., 2005; MEIRA, C. S. et al., 2017;
SANTOS, A. R. et al., 2017; SIQUEIRA, C. A. T. et al., 2015).
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Tabela 1 - Constituintes quimicos encontrados em folhas e cascas de espécies de Guatteria

Metabélitos secundarios de Guatteria Espécie

Fonte

Folhas Guatteria poeppigiana MAIA, J. G. S. etal,
\ 2005
Sesquiterpenos (humuleno)
Folhas Guatteria poeppigiana MAIA, J. G. S. etal,
2005
Sesquiterpenos espatulenol)
Folhas Guatteria juruensis MAIA, J. G. S. etal.,

Monoterpenos (« e 3-pineno)

2005
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Tabela 1 (Cont.) - Constituintes quimicos encontrados em folhas e cascas de espécies de Guatteria

Metabolitos secundarios de Guatteria Espécie

Fonte

Folhas o@ Guatteria microcalyx

Oxido de cariofileno (sesquiterpenos)

MAIA, J. G. S. et al,,
2005

Folhas Guatteria latifolia SANTOS, A. R. et al.,
2017
Folhas Guatteria latifolia SANTOS, A. R. et al.,

Isomoschatolina (alcaloide oxoaporfinico)

2017
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Tabela 1 (Cont.) - Constituintes quimicos encontrados em folhas e cascas de espécies de Guatteria

Metabdlitos secundos de Guatteria

Espécie

Fonte

Folhas

Nornuciferina (alcaloide aporfinico)

Guatteria sellowiana

SANTOS, A. R. et al.,
2017

e

[e)
Folhas O

O-metil moscatolina (alcaloide oxoaporfinico)

Guatteria sellowiana

SANTOS, A. R. et al.,
2017

Folhas /L§

Elemol (monoterpeno)

Guatteria friesiana

MEIRA, C. S. et al.,
2017
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Tabela 1 (Cont.) - Constituintes quimicos encontrados em folhas e cascas de espécies de Guatteria

Metabolitos secundarios de Guatteria Espécie

Fonte

Folhas Guatteria pogonopus MEIRA, C. S. et al.,
2017
y-amorfeno (sesquiterpeno)
Cascas do <° O
caule o nH i
‘ " Guatteria pogonopus SANTOS, M. D. F. C.
—° O etal., 2015
Puterina (alcaloide aporfinico)
o]
Cascas do <
caule SANTOS, M. D. F. C.

O NH
(e}
o ‘ Guatteria pogonopus

Launobina (alcaloide aporfinico)

etal.,, 2015
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Tabela 1 (Cont.) - Constituintes quimicos encontrados em folhas e cascas de espécies de Guatteria

Metabolitos secundarios de Guatteria Espécie Fonte

Cascas do Guatteria pogonopus SANTOS, M. D. F. C.

\O
|
O NH
HO
caule ‘ et al.,, 2015

Isopilina (alcaloide aporfinico)

Cascas do Guatteria friesiana COSTA, E. V. etal., 2018

caule

Guatterfriesol A (1) e C (2)

(Lactonas sesquiterpénicas)
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InvestigacBes quimicas e farmacoldgicas em algumas espécies do género
revelaram a presenca de compostos que exibiram citotoxicidade contra
linhagens de células tumorais humanas e atividade antimicrobiana. Resultados
obtidos por SOUZA, D. P. (2022) revelaram que o tratamento com o Oleo
essencial de Guatteria citriodora foi capaz de suprimir a germinacéo de conidios
de A. alternata, induzir a liberagcdo de marcadores celulares especificos (por
exemplo, acidos nucléicos e proteinas) e alterar a morfologia dos conidios,
causando danos ao sistema de membranas celulares. O que torna o Oleo
essencial desta espécie um potencial candidato a antifangico. O alcaloide
Isomoschatolina (figura 6, pag. 35), de G. blepharophylla mostrou atividade
antifingica significativa, contra C. albicans. Oleos essenciais extraidos de
G.australis, G. ferruginea, G. latifolia e G. sellowiana também foram analisados
e todos mostraram forte atividade antibacteriana contra cepas de Rhodococcus
equi. Todos os 6leos continham os sesquiterpenos oxigenados espatulenol
(tabela 1, pag. 29) e oxido de cariofileno (figura 9, pag. 37) como constituintes
predominantes (COSTA, E. V. et al., 2011; SANTOS, A. R. et al., 2017).

Além destes, estudos de docking molecular associados a ensaios in vitro
realizados por BRANCHES, A. D. S. et al. (2019) mostraram que o alcaloide 4,5-
dihidro-9-metoxiguatterfriesina (figura 6, pag. 35), isolado de Guatteria friesiana
possui atividade antitumoral expressiva contra células de carcinoma
hepatocelular humano. Os alcaloides guadiscina e guadiscidina (Guatteria
friesiana) (figura 6, pag. 35), também demonstraram potencial antitumoral contra
essa linhagem celular. Em outro ensaio de citotoxicidade in vitro, desta vez com
G. megalophylla, observou-se que o tratamento com OE causou aumento da
externalizacéo de fosfatidilserina e fragmentagdo do DNA sem aumento de ROS
em células de leucemia promielocitica humana (COSTA, R. G. et al., 2020;
COSTA, R. G. et al., 2021).
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Figura 6 - Alcaloides bioativos do género Guatteria Ruiz & Pav.
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Fonte: Autora

2.3. Guatteriaolivacea R. E. Fr

Popularmente conhecida como “envira-bobd”, “envira-fofa”, “envireira”,
‘embira”, “embira-branca”, “embira-preta”, envira-branca” e “envira-preta”,
Guatteria olivacea R. E. Fr. (sinbnimo Guatteria punctata (Aubl.) R. A. Howard)
(figura 8, pag. 36) é encontrada principalmente no Amazonas, Acre e Para (figura
9, pag. 37). E facilmente reconhecida por suas folhas que s&o pretas a marrom-
escuras quando secas. Trata-se de uma arvore de 10-27 m de altura e 20-32
cm de didametro, com casca espessa e esverdeada. Sua madeira é amplamente
utiizada na construcdo de moveis e utensilios domeésticos decorativos,

brinquedos, lencdis, caixas e engradados. No Suriname, € utilizada como fruto
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comestivel, e suas folhas em banhos de ervas (MAAS, P. J. M. et al., 2007;
MAAS, P. J. M. et al, 2015).

Figura 7 - Guatteria olivacea R. E. Fr

Fonte: ARAUJO, M.S. & COSTA, E.V. 2017

Figura 8 - Distribuicdo geografica da espécie Guatteria olivacea

Fonte:https://ferramentas.sibbr.gov.br/ficha/bin/view/especie/guatteria_olivacea#HDistribuiE7E
30GeogrE1lfica28Estados29 <Acesso em 02 de fevereiro de 2023>

Em uma andlise do dleo essencial de G. olivacea, 0os sesquiterpenos
foram a classe de metabolitos secundarios dominante, compreendendo 94,10%

da composicdo do OE. Monoterpenos também foram observados, mas foram
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representados por apenas 2,75% da amostra de OE. Os principais compostos
identificados no OE foram germacreno D, 1-epi-cubenol, 6xido de cariofileno,
espatulenol, (E)-cariofileno, biciclogermacreno e 6-elemeno (figura 9, pag. 37).
Este 6leo essencial apresentou atividade tripanocida contra as formas
amastigotas e tripomastigotas do T. cruzi e, potencial antitumoral contra cancer
de figado (GALVAO, A. F. et al., 2022).

Figura 9 - Compostos identificados em 6leo essencial de G. olivacea
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Fonte: Autora

2.4. Consideracdes sobre os terpenoides

Terpenoides, 0 maior grupo de metabdlitos secundarios em plantas, inclui
mais de 40.000 estruturas que sao usadas nas industrias de aromas, fragrancias,
guimicas e farmacéuticas. As estruturas dos terpenos sao baseadas na ligacéo
de unidade de isopreno (CsHs) (figura 10, pag. 38). Dois ou mais componentes
C5 geram varios terpenos através de uma reacdo de condensacao cabeca-
cauda (figura 10, pag. 38), desta forma, estes metabdlitos sdo agrupados de
acordo com o numero de cinco unidades de carbono em seus esqueletos: hemi-
(C5), mono- (C10) sesqui- (C15), di- (C20), sester- (C25), tri- (C30) e tetra- (C40:
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carotenoides) terpenoides (DUBEY, V. S.; BHALLA, R.; LUTHRA, R., 2003;
MITIC, Z. S. et al., 2017; PICHERSKY, E.; NOEL, J. P.; DUDAREVA, N., 2006;
ZHOU, Z. Y. et al., 2021).

Figura 10 - Condensacéo cabeca-cauda de unidades de isopreno

cauda
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Fonte: Autora

Os terpenoides sdo sintetizados a partir de duas moléculas
independentes, mas vias separadas: o acido mevaldnico (MVA) e fosfato de
metileritritol (MEP) (esquema 1, pag. 39). A via MEP ¢é a principal responsavel
pela biossintese de mono e diterpenos, produzindo aproximadamente 53 e 1%
do total de terpenoides florais, respectivamente. Sesquiterpenos séo sintetizados
a partir da via MVA, contribuindo aproximadamente com 28% do total de
terpenoides florais (MUHLEMANN, J. K.; KLEMPIEN, A.; DUDAREVA, N.; 2014).

Os menores terpenoides vegetais, os hemiterpenoides (C5), podem ser
formados diretamente do dimetilalil difosfato (DMAPP) pela atividade da
terpenoide sintase (TPs). Alternativamente, a montagem de duas, trés ou quatro
unidades C5 por prenil transferases (PT) produz geranildifosfato (GDP; C10),
farnesil difosfato (FDP; C15) e geranilgeranil difosfato (GGDP; C20). GDP, FDP
e GGDP sao substratos para familias de enzimas TPs, e servem como
precursores imediatos para os diversos grupos de todos os monoterpenoides
(C10), sesquiterpenoides (C15) e diterpenoides (C20), respectivamente. Além
disso, a condensacdo aos pares de FDP e GGDP da origem as classes de
triterpenoides (C30) e tetraterpenoides (C40), respectivamente (esquema 1, pag.
39) (ASAWATRERATANAKUL, K. et al., 2003; CHRISTIANSON, D. W. et al,
2006).
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Esquema 1 - Rota do mevalonato (MAV) e do fosfato de metileritritol (MEP)

3x Acetil CoA (C2) Gliceraldeido 3-fosfato (C3) + Piruvato (C3)
Acido Mevalénico Metileritritol Fosfato (MEV)
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Diterpenos (C20) 2x
Tetraterpenos (C30)

Fonte: Adaptado de TAIZ, L.; ZEIGER, E., 2004

Terpenos e terpenoides tém diferentes atividades bioldgicas. Seus papéis

em varias doencas humanas, como doencas inflamatérias, tumorigénese e
neurodegeneracdo, tém sido estudados por modelos celulares e animais ha
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décadas, sugerindo que estes sao potenciais drogas quimiopreventivas e
terapéuticas para varias doencas. Nos ultimos anos, alguns novos terpenoides
foram isolados ou sintetizados, fornecendo mais compostos com potencial valor
guimioterapéutico para pesquisa clinica (ASHRAFIZADEH, M. et al., 2020; CHO,
K. S. etal.,, 2017; HUANG, M. et al., 2012; RABI, T.; BISHAYEE, A., 2009; ZHU,
W. et al., 2018).

2.4.1. Sesquiterpenos

Os sesquiterpenos pertencem ao maior grupo de metabdlitos secundarios
de plantas (terpenoides), e sado formados a partir de trés unidades de isopreno.
Esses compostos estdo amplamente distribuidos em varias angiospermas,
algumas gimnospermas e briofitas, sendo biossintetizados em varias partes da
planta, incluindo folhas, frutos e raizes. Nas Ultimas duas décadas, esses
compostos demonstraram perspectivas de promocao da saude contra uma
ampla gama de sindromes metabdlicas, como hiperglicemia, hiperlipidemia,
complicagBes cardiovasculares, distlrbios neurais, diabetes e cancer (ABU-
IZNEID, T. et al., 2020; IVANESCU, B. et al., 2015; KREUGER, M. R. O. et al.,
2012).

O precursor direto para toda a variedade de sesquiterpenos ciclicos
na natureza é o farnesil pirofosfato (FPP). Por meio da acdo de sesquiterpenos
sintases, o FPP é ciclizado através da abstracdo do difosfato para fornecer o
cétion farnesil reativo. O ataque da dupla ligacdo C10=C11 a C1 pode produzir
o cation germacril por 1,10- ou o céation humulil por 1,11-ciclizacao. Estes cations
sofrem ataques eletrofilicos que possibilitam o deslocamento das duplas
ligagBes e a formagdo dos cations guaial, eudesmil e cariofil (esquema 2, pég.
41) (ZHANG, Y. L. et al, 2016; CHRISTIANSON, D. W. et al., 2017; DICKSCHAT,
J. S., 2016; QUIN, M. B.; FLYNN, C. M.; SCHMIDT-DANNERT, C., 2014).
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Esquema 2 - Ciclizacdo do FPP e formag&do do germacreno A

| =4
OPP
FPP /
AN

»OPP' Cation cariofilil

Cation humulil : ; ®
Cation farnesil /

1, 10
\®\ N Cation guaial

Cation germacril \ "
2 —

Cation eudesmil

\\J

Fonte: Adaptado XU, H.; DICKSCHAT, J. S., 2020

Os sesquiterpenos representam um grupo comum de componentes
guimicos encontrados em espécies de Annonaceae. Dentre 0s principais
constituintes quimicos identificados nos Oleos essenciais de espécies de
Annonaceae de ocorréncia no Brasil estdo, por exemplo, E-cariofileno,
germacreno-D, biciclogermacreno, espatulenol, éxido de cariofileno (CASCAES,
M. M. et al., 2021).

Em espécies do género Annona, o maior género pertencente a esta
familia, foram encontrados Oxido de cariofileno e espatulenol, através do
fracionamento do extrato de éter de petrdleo das folhas de Annona pickelii;
outros sesquiterpenos obtidos através desta mesma metodologia, mas desta vez
na espécie Annona reticulata, foram copaeno, patchoulano e 1H-
Cicloprop[e]azuleno (figura 11, pag. 42) (CHAVAN, M. J.; WAKTE, P. S
SHINDE, D. B., 2012; DUTRA, L. M. et al., 2012).
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Figura 11 - Sesquiterpenos do género Annona

----I
AY

AY

\
/\

Patchoulano
H (Annona reticulata)
Copaeno
(Annona reticulata)

$
>
N
N
H

1H-Cicloprop[e]azuleno
(Annona reticulata)

Fonte: Autora

O segundo maior género desta familia, € o género Xylopia, no qual foram
encontrados os sesquiterpenos furanoguaian-1,3-dieno e furanoguai-1,4-eno
(folhas de Xylopia staudtii); 6xido de cariofileno; espatulenol; 1B,6a-diidroxi-
4(15)-eudesmeno e 4-hidroxi-1,15-peroxieudesmano (extrato hexénico dos
frutos de Xylopia emarginata); eudesm-4(15)-eno-13,6B-diol; aromadendrano-
4(3,100a,15-triol; aromadendrano-4a,10a-diol e aloaromadendrano-4a,10B-diol
(ramos de X. brasiliensis) (figura 12, pag. 43) (FERRAZ, R. P. C. et al., 2013;
MOREIRA, I. C. et al., 2007; YAPI, T. A. et al., 2015).
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Figura 12 - Sesquiterpenos do género Xylopia
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Fonte: Autora

J& no género Guatteria, foram isolados guaterina A, dihidromadolina-K,
madolina-K e madolina-W do extrato etandlico das raizes de G. multivenia; bem
como a-, B-, e y-eudesmol nas folhas de G. friesiana; além destes, o0s
sesquiterpenos oxigenados espatulenol e oxido de cariofileno sdo comumente

encontrados em 6leos essenciais de Guatteria, e podem ser considerados como
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marcadores quimicos para o género (figura 13, pag. 44) (BRITTO, A. C. S. et al.,
2012; RAJCA, A. K. et al., 2018; ZHANG, Z. et al., 2002).

Figura 13 - Sesquiterpenos do género Guatteria
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Fonte: Autora

Entretanto, para a espécie Guatteria olivacea, apesar de serem relatados
sesquiterpenos em sua composicao quimica, as metodologias desenvolvidas até
entdo envolvem a quantificacdo destes no 6leo essencial de suas folhas, o que
dificulta a identificacdo de sesquiterpenos mais funcionalizados. Desta forma,
neste trabalho, foi utilizado o fracionamento do extrato hexanico das folhas de
G. olivacea, com solventes como hexano, diclorometano, acetato e metanol para
posterior isolamento de sesquiterpenos mais polares, contribuindo assim, para o

estudo fitoquimico desta espécie.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral
Contribuir com a ampliagdo do conhecimento quimico da familia

Annonaceae por meio do estudo fitoquimico da espécie Guatteria olivacea.

3.2.  Objetivos especificos

e Separar e isolar os metabdlitos secundarios presentes no extrato hexanico
das folhas de Guatteria olivacea através de métodos cromatogréaficos

classicos e modernos;

e Desenvolver metodologias analiticas em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para isolamento e purificagdo dos compostos presentes

nas fragdes oriundas do extrato hexanico

e |dentificar e elucidar as estruturas quimicas dos constituintes de Guatteria
olivacea utilizando a técnica espectroscopica de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Equipamentos, materiais e procedimentos gerais

A analise, o fracionamento, o isolamento e a purificagdo dos constituintes
guimicos do material vegetal ocorreram por uso de técnicas de cromatografia em
coluna classica (CC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Para CC, foram utilizados como fase movel os solventes comerciais
hexano (Hex), diclorometano (CH:Cl.), acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH)
e acetonitrila (ACN), puros ou em misturas binarias. Para CLAE, foram utilizados
ACN grau de pureza HPLC (Tedia®) e agua ultrapura (purificada em sistema
Milli-Q®), puros ou em misturas binarias. Para o isolamento dos sesquiterpenos,
a fase aquosa foi acidificada com acido formico (0,1%).

Na CC, foi utilizada como fase estacionaria silica gel (SiliaFlash® G60 da
SiliCycle®, com particulas de 60-200 pm, 70-230 mesh, 60 A). J& na CLMP a
fase estacionaria utilizada foi silica gel, porém com menor tamanho de particula
(SiliaFlash® F60 da SiliCycle®, com particulas de 40-63 um, 230-400 mesh, 60
A). Nas duas técnicas (CC e CLMP), utilizou-se como suporte colunas cilindricas
de vidro cujo comprimento e diametro variaram de acordo com a quantidade da
amostra e da fase estacionaria utilizadas.

Para a CLMP, utlizou-se o equipamento automatizado BUCHI®
conectado a um computador contendo um aplicativo gerenciador e composto por
um sistema de duas bombas modelo C-605, unidade de controle C-620, detector
fotométrico UV C- 640 e coletor de fracdes C-660. O fluxo empregado para todas
as andlises foi de 15 mL/min.

As fragcbes obtidas por CLMP foram analisadas por CCDA utilizando-se
placas de silica gel com suporte de aluminio (SiliaPlate® com indicador F-254,
espessura de 200 um e 20x20 cm de dimensao) adquiridas comercialmente.
ApGs aplicacdo das amostras, as placas foram reveladas por exposicéo a luz UV
nos comprimentos de onda 254 e 365 nm, no aparelho BOIT-LUBO1 da marca
Boitton.

As amotras utilizadas nas andlises e purificacbes por CLAE foram
preparadas acrescentando-se ACN e, em seguida, colocando-as em banho de

ultrassom, no aparelho USC-1600 da marca Unique, para favorecer a
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solubilizacdo. Em seguida, as amostras foram filtradas em filtro de PVDF com
poro de 0,45 um de diametro.

Para as purificagbes por CLAE, primeiramente desenvolveu-se um
método na escala analitica para posterior transposicdo para a escala
preparativa. Portanto, todas as fra¢des purificadas por essa técnica passaram
pela mesma etapa de desenvolvimento de método analitico prévio.

Para CLAE na escala analitica, utilizou-se o equipamento Shimadzu
Prominence composto por controlador de sistema modelo CBM-20A, bomba LC-
20AT, degaseificador DGU-20A 5R, auto-injetor SIL-20A HT e detector de
arranjo de diodo (DAD) SPD-M20A. Foram utilizadas as colunas analiticas ACE
5 C18 (250 mm x 4,6 mm e particulas de 5 um) conectada a uma pré-coluna C18
(4 mm x 3,0 mm e particulas de 5 pm), Kromasil 100-10-C18 (250 mm x 4,6 mm
e particulas de 10 um) conectada a uma pré-coluna C18 (4 mm x 3,0 mm e
particulas de 10 um). O fluxo empregado para as analises foi de 0,6 mL/min, o
volume de injecéo foi de 20 pl e as amostras preparadas na concentracao de 1
mg/mL.

Os isolamentos em CLAE na escala preparativa ocorreram no
equipamento Shimadzu com controlador de sistema modelo SLC-10A vp, duas
bombas LC-6AD, injetor manual Rheodyne e detector DAD SPD-M10A vp. A
coluna preparativa utilizada no procedimento foi uma ACE 5 C18 (250 mm x 21,2
mm e particulas de 5 um). O fluxo da fase mével foi de 8,0 mL/min, com volume
de injecao da amostra de 100 pl, as quais foram preparadas em concentracoes

de até 100 mg/mL, variando de acordo com as caracteristicas das fracdes.
4.2. Equipamentos e procedimentos analiticos

4.2.1. Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN 1D e 2D foram registrados nos equipamentos

Bruker AVANCE Il HD (400 e 100 MHz para "He 13C, respectivamente) e Varian
NMR (500 e 125 MHz para *H e 13C, respectivamente). Para dissolucéo das
amostras foram utilizados cloroférmio deuterado (CDCI3) e CHCI3 residual (6H
7,24 e 6C 77,0) como padraointerno. Os deslocamentos quimicos (&) foram

expressos em partes por milhdo (ppm)e as constantes de acoplamento J em Hz.
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Utilizaram-se as convencdes s (simpleto), d (dupleto), dd (dupleto duplo), ddd

(duplo dupleto duplo), dt (tripleto duplo), t (tripleto) em (multipleto) para indicar as

multiplicidades dos sinais de 'H.
4.2.2. Material vegetal

As folhas de Guatteria olivacea foram coletadas em 27 de maio de 2017
sob as coordenadas 2°54'47” S e 59°58'48” W, na cidade de Manaus,
Amazonas, Brasil. A espécie foi identificada pelo professor Dr. Anténio Carlos
Webber do Departamento de Biologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Amazonas (DB/ICE/UFAM). Uma exsicata da espécie,
sob o cédigo 11423, encontra-se depositada no herbario (HUAM) do
Departamento de Biologia da propria UFAM, coordenado pelo professor Dr.
Emmanoel Vilaca Costa. O acesso (espécime) foi cadastrado no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SISGEN) sob o cédigo de registro A70EDCD.

4.2.3. Obtencéo e fracionamento do extrato hexanico

As folhas coletadas foram desidratadas em estufa com ar circulante a
temperatura de 40 °C por um periodo de 72 h. Em seguida, o material obtido foi
pulverizado em moinho mecanico, dando origem a 1.289,70 g de p6 seco. Com
0 peso obtido, a amostra vegetal foi submetida a extracéo a frio pelo método de
maceracao, onde foi transferida para um frasco Mariotte com adi¢do de solventes
em ordem crescente de polaridade, com renovacao a cada 72 horas. Inicialmente
foi utilizado hexano e posteriormente metanol. A cada etapa de maceracéo, os
extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo a presséao reduzida
e temperatura entre 40-50 °C, sendo posteriormente secos em dessecador. O
solvente evaporado foi reutilizado em cada etapa da maceracgéo, houve um gasto
inicial 3 L de solvente e a cada renovacdo necessitou-se acrescentar mais 250
mL, totalizando um gasto de 5 L de hexano e 5 L de metanol. Ao término do
processo, o residuo vegetal proveniente da extracdo foi descartado, e ambos os

solventes foram recuperados e redestilados para posterior uso. Apos completa
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secagem, o0 extrato hexanico rendeu 24,41 g e o extrato metandlico 192,39 g
(esquema 3, pag. 50).

Uma aliquota do EH (10,0 g) foi submetida a uma CC com silica gel eluida
com concentragbes crescentes de n-hexano:CH2Cl2 (100:0 a 30:70, v/v),
CH2Cl2:EtOAc (100:0 a 30:70, v/v), e EtOAc:MeOH (100:0 a 50:50, v/v) (tabela
2, pag. 51), gerando 30 fracbes (500 mL cada) (esquema 3, pag. 50).
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Esquema 3 - Obtencéo e fracionamento do extrato hexanico das folhas de G. olivacea
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Tabela 2 - Dados do fracionamento do EH de G. olivacea

Sistema eluente Frac6es EH
Hexano 01-03
Hex:CH2Cl2 (1:1) 04-06
Hex: CH2Cl2 (3:7) 07-10
CH2Cl2 11-14
CH2Cl2:AcOEt (7:3) 15-18
CH2Cl2:AcOEt (1:1) 19-22
CH2Cl2:AcOEt (3:7) 23-25
AcOEt 26-27
AcOEt:MeOH (7:3) 28-29
AcOEt:MeOH (1:1) 30

4.2.4. Isolamento dos constituintes quimicos da Fr-25

A fracdo 25 (CH2Cl2:AcOEt 3:7 vlv), com 276,2 mg, foi fracionada em
CLAE preparativa (200 mg). O método analitico compreendeu um gradiente dos
eluentes agua (0,1% de ac. formico) (A) e ACN (B) e leitura em 254 nm. Assim,
o gradiente foi iniciado (0,01 min) com 45% de B até 55% em 15 min,
permanecendo em eluicdo isocratica (55%) até 60 min. O método utilizado
permitiu a separacéo de 12 subfracfes, das quais a 01 (5,3 mg, em 55% de B),
a 04 (3,4 mg, em 55% de B) e a 08 (4,6 mg, em 55% de B), todas foram levadas
para analise por espectrometria de RMN e foram codificadas como SES-01,
SES-03 e SES-02, respectivamente (esquema 4, pag. 52).
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Esquema 4 - Isolamento dos constituintes quimicos da Fr-25

Fr-25 (200 mq)

| CLAE-DAD

1 | -

' CLAE-prep |

____________ 1

12 fragbes

[ ]
Subfr-01 Subfr-04 Subfr-08
(5,3 mg) (3,4 mg) (4,6 mg)

RN 2+  22C L rwnihesc ! |- RMNHeC I

L, ! I_________I L________I

SES-01 SES-03 SES-02

4.2.5. Isolamento dos constituintes quimicos da Fr-06

Para o fracionamento da Fr-06 do EH, uma aliquota de 800 mg foi
submetidaa CLMP com silica gel e os eluentes Hex:AcOEt (100:0 até 0:100)
(tabela 3, pag. 53), gerando no total 16 fracbes de 50 mL. Apds andlise das
amostras por CCDA, a subfragdo 10, com 5,7 mg, obtida em Hex:AcOEt (8:2),
foi encaminhada para analise por espectrometria de RMN e foi codificada como
SESM-04 (esquema 5, pag. 53).
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Esquema 5 - Isolamento dos constituintes quimicos da Fr-06

Fr-6
(800 mg)
Hex:CH,Cl,

16 fracbes

Subfr-10
(5,7 mg)
Hex:AcOEt (8:2)

SESM-04

Tabela 3 - Dados do fracionamento da Fr.6 do EH de G. olivacea

Sistema eluente Subfracbes
Hexano 01-04
Hex:AcOEt (9:1) 05-06
Hex: AcOEt (8:2) 07-10
Hex: AcOEt (1:1) 11-12
Hex:AcOEt (2:8) 13-14
AcOEt 15-16
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5. RESULTADOS

Através da separacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia, foi
possivel isolar SES-01, SES-02 e SES-03. O cromatograma obtido encontra-se
na figura 14 (pag. 53).

Figura 14 - Cromatograma da Fr.25 obtido por CLAE preparativa
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5.2. Determinagéo estrutural de SES-01

A substancia codificada como SES-01 foi isolada na forma de um pé
branco, pesando 5,3 mg.

Nos espectros de RMN de 13C — BB (figuras 20-24, pag. 60-62) e dept-
135 (100 MHz, CDCIs) (figuras 25-28, pag. 62-64), foi possivel verificar a
presenca de 15 sinais correspondentes a 15 atomos de carbono. Estes sinais
foram atribuidos a 4 carbonos metinicos (C-1, C-5, C-6 e C-11), 4 carbonos
metilicos (C-12, C-13, C-14 e C-15), 4 carbonos metilénicos (C-2, C-3, C-8 e C-
9) e 3 carbonos n&o hidrogenados, sendo um carbono com uma ligagao dupla
trissubstituida (C-7) e dois carbonos hidroxilados nas posi¢des C-4 e C-10.

Por meio dos dados espectrais de RMN de H (400 MHz, CDCls) (figuras

16-19, pag. 58-59), foi possivel observar a presenca de um duplo dupleto em &x
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0,96 ppm com integral para 6 hidrogénios e J = 3,6 e 6,8 Hz, estes sinais foram
atribuidos aos hidrogénios das Me-12 e Me-13, que possuem O mMesmo
deslocamento por se tratar de metilas de um grupo isopropil. Além disso, o
deslocamento quimico atribuido ao hidrogénio metinico (H-11) do grupo isopropil
em dn 2,21 (1H, m) mostrou que este grupo esté diretamente ligado a um carbono
sp2. Também foram observados um sinal de hidrogénio olefinico em 615,48 (1H,
d, J = 3,2 Hz) referente ao hidrogénio H-6, e sinais caracteristicos de hidrogénios
metilicos em 6n 1,25 (3H, s) e dn 1,19 (3H, s) referentes as Me-14 e Me-15,
respectivamente. Ainda no espectro de RMN de 'H, foram verificados sinais em
on 1,92 (AH, m) e du 2,18 (1H, m), compativeis com os hidrogénios
diasterotopicos H-8a e H-8b e em 611,80 (1H, dd, J=1,6 € 4,8) e 1,45 (1H, dd,
J=1,6 e 3,2) atribuidos aos hidrogénios H-9a e H-9b, também diasterotopicos.
Os sinais em o1 1,85 (1H, m); ox 1,75 (2H, m); dn 1,63 (2H, m) e dx 2,15 (1H, m)
foram respectivamente atribuidos aos hidrogénios H-1, H-2, H-3 e H-5.

Os dados obtidos (tabela 4, pag. 56) foram comparados com dados de
outros hidroxi-sesquiterpenos (alismol e alismoxido) (tabela 5, pag. 57) na
literatura (PENG, G. P. et al., 2003; JIANG, Z. Y. et al., 2022) e, desta forma, foi
possivel estabelecer que SES-01 possui um esqueleto guaiano com uma ligacao
dupla em C-6 (&¢ 121,3) e grupos hidroxilas em C-10 (&c 75,3) e C-4 (dc 80,3).

As correlag6es entre préotons e carbonos foram atribuidas também através
da andlise dos espectros de HSQC e HMBC. No espectro de HSQC (figuras 29-
31, pag. 64-65) foram analisadas as correlacGes diretas entre hidrogénios e
carbonos e, no espectro de HMBC e em suas expansoes (figuras 32-36, pag. 66-
67), foi possivel observar correlacdes entre H-6 (6+ 5,48) e os carbonos C-1 (&¢c
50,7), C-4 (&c 80,3), C-8 (6c 42,6) e C-11 (6¢c 37,3); H-12/13 (&1 0,96) com C-7
(¢ 149,7) e C-11 (&c 37,3); H-15 (&n 1,19) com C-3 (dc, 40,5), C-4 (8¢ 80,3), e
C-5 (8¢ 50,3); H-14 (81 1,25) com C-9 (&¢ 42,6), C-1 (6¢ 50,7) e C-10 (&¢ 75,3).
Esses dados confirmaram a estrutura planar de SES-01 como um guai-6-en-
4,10-diol (alismoxido) (figura 16, pag. 56).

Para confirmar a estereoquimica de SES-01 como sendo a mesma do
alismoxido, foram observados o espectro de NOESY e suas expansoes (figuras
36-38, pag. 68-69). Nestes, ndo foram observadas correlacbes entre os
hidrogénios das metilas 14 (3H, dn 1,25, s) e 15 (3H, dn 1,19, s), indicando que

elas estdo em lados opostos da molécula. Também foi observado correlacées
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entre H-1 (1H, 6x 1,85, m) e H-15 (3H, &n 1,19, s); e entre H-5 (1H, dx 2,15, m)
e H-14 (3H, dn 1,25, s), indicando que H-1 e H-15 estdo do mesmo lado da
molécula, assim como H-5 e H-14.

TABELA 4 - Deslocamentos quimicos de RMN *H (400 MHz) e *3C (100 MHz) em CDCls

de SES-01
SES-01 By dc
1 1,85 (1H, m) 50,7
2 1,75 (2H, m) 21,5
3 1,63 (2H, m) 40,5
4 - 80,3
5 2,15 (1H, m) 50,3
6 5,48 (1H, d, J = 3,2) 121,3
7 - 149,7
8 1,92 (1H, m) 25,1
2,17 (1H, m)
9 1,80 (1H, dd, J = 1,6 e 4,8) 42,6
1,45 (1H, dd, J= 1,6 € 3,2)
10 - 75,3
11 2,21 (1H, m) 37,3
12 0,96 (3H, dd, J = 3,6 € 6,8) 21,4
13 0,96 (3H, dd, J = 3,6 e 6,8) 21,3
14 1,25 (3H, s) 21,2
15 1,19 (3H, s) 22,6

FIGURA 15 - Estrutura de SES-01 (Alismoxido)
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TABELA 5 - Deslocamentos quimicos de RMN *3C em CDCls de SES-01, alismol e alismoxido

SES-01 (8¢)

Alismol (5c, CDCls) Alismoxido (8¢, CDCls)

(PENG, G. P. et al, 2003) (JIANG, Z. Y. etal, 2022)
1 50,7 55,1 50,8
2 21,5 24,8 21,6
3 40,5 40,3 40,6
4 80,3 80,6 80,3
5 50,3 47,3 50,4
6 121,3 121,4 121,5
7 149,7 149,6 149,7
8 25,1 30,0 25,2
9 42,6 37,1 42,7
10 75,3 153,9 75,4
11 37,3 37,4 37,4
12 21,4 21,3 21,6
13 21,3 21,5 21,5
14 21,2 24,1 21,3
15 22,6 106,4 22,7




Figura 16 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) de SES-01
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Figura 17 - Expans&o do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) de SES-01
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Figura 18 - Expanséo do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de SES-01
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Figura 20 - Espectro de RMN de '3C - BB (100 MHz, CDCls) de SES-01
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Figura 21 - Expans&o do espectro de RMN de 3C - BB (100 MHz, CDCls) de SES-01
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Figura 22 - Expanséo do espectro de RMN de *C - BB (100 MHz, CDCls) de SES-01
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Figura 24 - Expanséo do espectro de RMN de *3C - BB (100 MHz, CDCls) de SES-01
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Figura 25 - Espectro de RMN de '3C — dept135 (100 MHz, CDCls) de SES-01
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Figura 26 - Expanséo do espectro de RMN de *3C — dept135 (100 MHz, CDCls) de SES-01
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Figura 27 - Expanséo do espectro de RMN de 3C — dept135 (100 MHz, CDCls) de SES-01
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Figura 28 - Expanséo do espectro de RMN de *3C — dept135 (100 MHz, CDCls) de SES-01
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Figura 29 - Espectro de RMN de 'H - 13C — 1J HSQC (400x100 MHz, CDCl3) de SES-01
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Figura 30 - Expans&o do espectro de RMN de H - 13C — 1J HSQC (400x100 MHz, CDCls) de

SES-01
15
e ® 00 é C@ [~
- 000 0o b p 7 25
@ 30
35

&
f1 (ppm)

ol 80

45

55

el

Fa5

23 22 21 2.0 19 18 1.7 16 1.5 1.4 13 1.2 11 1.0 09 08 0.7 06
£2 (ppm)

Figura 31 - Expanséo do espectro de RMN de H - 13C — 1J HSQC (400x100 MHz, CDCls) de
SES-01
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Figura 32 - Espectro de RMN de 'H - 3C — 23] HMBC (400x100 MHz, CDCls) de SES-01
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Figura 33 - Expans&o do espectro de RMN de *H - 13C - 23J HMBC (400x100 MHz, CDCls) de
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Figura 34 - Expanséo do espectro de RMN de *H - 13C —23J HMBC (400x100 MHz, CDCls) de

SES-01
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Figura 35 - Expans&o do espectro de RMN de *H -3C — 23] HMBC (400x100 MHz, CDCls) de
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Figura 36 - Espectro de RMN de NOESY (400 MHz, CDCls) de SES-01
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Figura 38 - Expanséo do espectro de RMN de NOESY (400 MHz, CDCIz) de SES-01
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5.3. Determinacao Estrutural de SES-02

SES-02 foi isolada na forma de um p6 branco, pesando 4,6 mg. Em seu
espectro de RMN de 'H (figuras 43-48, pag. 74-76) foram observados
deslocamentos caracteristicos de grupos metil em 6+ 1,81 (3H, s, H-12), 6+ 1,99
(3H, d, J = 2,1, H-13), 61 1,42 (3H, s, H-12') e 61 1,45 (3H, s, H-13’), também
observou-se dupletos em 611,02 (3H, H-14) e em 611,23 (3H, H-14’), também
caracteristicos de hidrogénios metilicos, ambos acoplando com os hidrogénios
metinicos H-10 (1H, 612,67, m) e H-10’ (1H, 612,69, m), respectivamente. Foi
observada ainda, a presenca de dois grupos metil, sendo um, vinilico (H-15) em
on 1,39 (3H, s), e em &n 1,52 (3H, s) (H-15’). Também foram vistos sinais
caracteristicos de metila de grupo acetil em 6n 2,04 (3H, s) e de um hidrogénio
olefinico em 61 5,54 (1H, s) (H-6).

Os espectros de RMN de 13C-BB (figuras 49-54, pag. 77-79) e deptl135
(figuras 55-58, pag. 80-81), interpretados com a ajuda do espectro HSQC
(figuras 59-62, pag. 82-83), mostraram a presenca de 30 atomos de carbonos,
destes, nove sdo metilicos, trés metilénicos, sete metinicos e 11 sdo carbonos
nao hidrogenados, sendo dois carbonilicos, oito olefinicos e quatro carbonos
oxigenados. Os sinais em dc 154,9, c 103,2 e oc 85,5 revelam a presenca de
um anel de perdxido de cinco membros e o sinal de carbono metinico em &c
80,12 (C-3) sugere a presenca de um grupo hidroxila ligado a este carbono. Os
deslocamentos de RMN de 'H e de 3C (tabela 6, pag. 73) comparados com os
dados encontrados na literatura (XIE, Y. et al., 2019), sugerem a presenca de
duas unidades (A e B) de sesquiterpenos com esqueleto guaiano (figura 39, pag.
70).

Figura 39 - Monémeros formadores de SES-02
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No espectro HMBC (figuras 63-67, pag. 84-86), foi observado um anel de
cinco membros (I) na unidade “B” pela existéncia de um mapa de contorno
atribuido as correlacdes de H-3' com C-2'/C-5" e de Me-15" com C-3’/C-4’/C-5'.
Além disso, correlagbes de H-6’ a C-1'/C-7°/C-8/, de H-10’ com C-1'/C-8/C-9’,
de H2-9’ com C-1°/C-8/C-10’ e de H3-14’ com C-1’/C-9'/C-10’ indicaram que o
anel de sete membros (II) esta conectado com o anel de cinco membros () via
ligacdo dupla C-1’/C-5’. O anel perdxido de cinco membros é conectado com o
anel de sete membros (Il) através de uma ligagdo simples C-7’/C-8 com base
nas correlacdes entre H-6" a C-7°/C-8'/C-11’, de H3-12’ a C-11’/C-7’ e H3-13 a
C-11/C-7’. De acordo com a analise espectral, confirma-se que as duas
unidades constituintes de SES-02 sdo mon6meros com esqueleto guaiano. As
unidades A e B séo conectadas por meio de ligacées C-1a C-4'e C-2 a C-2' com
base nas correlagées de HMBC de H-2 com C-1', de H-3' com C-2, e de H3-15'
com C-1. Consequentemente, a estrutura planar de SES-02 foi confirmada
conforme mostrado na figura 40 (pag. 71), sendo semelhante a estrutura da
Vieloplanina A (XIE, Y. et al., 2019). Entretanto, a Vieloplanina possui o grupo
acetil ligado em C-3 e um grupo cetona em C-3’, ao passo que SES-02 possui
uma hidroxila em C-3 e o0 grupo acetil ligado em C-3’, isso implica em uma

desprotecao do carbono C-3 da Vieloplanina em comparacdo com SES-02.

Figura 40 - Estrutura planar de SES-02 e da Vieloplanina A

Vieloplanina A
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A configuracdo relativa de SES-02 foi determinada pelas principais
correlagdes (figura 41, pag. 72) observadas no espectro de NOESY (figuras 68-
74, pag. 86-89). Neste, foram vistos mapas de contornos relativos as correlacdes
entre H-2’ e Me-14’, indicando que H-2’ e a Me-14’ estao cofaciais; entre H-10 e
Me-15', sugerindo que as metilas 14 e 15’ estdo em lados opostos da molécula,
entre H-3 e H3-15 e de H-3’' e de H-15’, que indica que o grupo acetil estd em
lado oposto a metila 15.

Portanto, SES-02 foi identificada como sendo um disesquiterpeno com

esqueleto guaiano-guaiano (figura 42, pag. 72) isolado pela primeira vez na
literatura e na espécie Guatteria olivacea.

Figura 41 - Correlacdes do NOESY de SES-02
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Tabela 6 - Deslocamentos quimicos de RMN *C em CDCIls de SES-02 e Vieloplanina A

SES-02 (8 e 8¢, CDCly)

Vieloplanina A (&4 e 8¢, CDCl3)

(XIE, Y. et al., 2019)

o O b~ WDN P

~

10’
11
12’
13’
14
15’

AcO-3’

OH

2.64 (m)
3.89 (s)

3.06 (dd, J = 4.6, 2.30)

2.63 (m)

3.25 (dd, J = 11.8, 2.7)
2.26 (dd, J = 11.8, 6.6)

2.67 ()

1,81 (s)

1,99 (3H, d, J = 2,1)
1,02 (3H, d, J = 7,1)

1,42 (s)

3,09 (m)

4,40 (1H,d, J=2,1)

5,54 (1H, s)

2.02 (m)
1.62 (m)
2,69 (m)
1,40 (s)
1,45 (s)
1,23(d,J=7,1)
1,52 (s)

2,04 (s)

&c
67,08
55,53
80,18

140,44
140,72
28,98

132,13
203,86
48,44

33,81
141,68
22,95
22,97
18,77
11,54
146,41
48,5
88,57
57,62
133,40
111,78
154,90
103,22
38,11

33,59

85,53

27,71

24,99

19,24

14,57
170,43
21,41

OH
2.48 (m)
5.09 (s)

3.47 (d, 15.2)
3.15 (d, 15.2)

2.73 (m)
2.43 (m)
2.66 (M)
1.73 (s)
2.02 (s)
1.21 (d, 6.5)
1.55 (s)
3.11 (m)
5.91 (s)

2.16 (m)
1.72 (m)
2.89 (m)
1,45 (s)
1,49 (s)
1,25(d,J=7,1)
1,59 (s)

2,03 (s)

6c
66,2
56,4
85,09
133,3
134,6
26,4

133,8
205,7
52,8

30,4
134,2
20,6
21,3
19,9
14,3
147,1
50,9
205,7
53,7
161,4
113,7
161,9
102,9
39,61

27,9
85,8
23,8
21,8
18,5
24,5
170,0
213

73



Figura 43 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) de SES-02
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Figura 44 - Expans&o do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de SES-02
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Figura 45 - Expanséo do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de SES-02
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Figura 47 - Expanséo do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de SES-02
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Figura 48 - Expans&o do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de SES-02
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Figura 49 - Espectro de RMN de '3C - BB (100 MHz, CDCls) de SES-02
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Figura 51 - Expanséo do espectro de RMN de *C - BB (100 MHz, CDCls) de SES-02
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Figura 52 - Expans&o do espectro de RMN de *C - BB (100 MHz, CDCls) de SES-02
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Figura 53 - Expans&o do espectro de RMN de *C - BB (100 MHz, CDCls) de SES-02
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Figura 54 - Expans&o do espectro de RMN de *3C - BB (100 MHz, CDCls) de SES-02
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Figura 55 - Espectro de RMN de '3C — dept135 (100 MHz, CDCls) de SES-02
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Figura 56 - Expansdo do espectro de RMN de **C — dept135 (100 MHz, CDCls) de SES-02
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Figura 57 - Expanséo do espectro de RMN de *3C — dept135 (100 MHz, CDCls) de SES-02
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Figura 58 - Expanséo do espectro de RMN de *3C — dept135 (100 MHz, CDCls) de SES-02
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Figura 59 - Espectro de RMN de 'H - 3C — 1J HSQC (400x100 MHz, CDCls) de SES-02
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Figura 60 - Expans&o do espectro de RMN de H - 13C — 1J HSQC (400x100 MHz, CDCls) de

SES-02
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Figura 61 - Expans&o do espectro de RMN de H - 13C — 1J HSQC (400x100 MHz, CDCls) de

SES-02
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Figura 62 - Expans&o do espectro de RMN de H - 13C — 1J HSQC (400x100 MHz, CDCls) de

SES-02
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Figura 63 - Espectro de RMN de 'H - 3C — 23] HMBC (400x100 MHz, CDCls) de SES-02
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Figura 64 - Expanséo do espectro de RMN de *H - 13C — 23] HMBC (400x100 MHz, CDCls) de

SES-02
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Figura 65 - Expanséo do espectro de RMN de *H - 13C — 23] HMBC (400x100 MHz, CDCls) de

SES-02
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Figura 66 - Expans&o do espectro de RMN de *H -3C — 23] HMBC (400x100 MHz, CDCls) de

SES-02
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Figura 67 - Expans&o do espectro de RMN de *H - 13C — 23] HMBC (400x100 MHz, CDCls) de

SES-02
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Figura 68 - Espectro de RMN de NOESY (400 MHz, CDCls) de SES-02
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Figura 69 - Expanséo do espectro de RMN de NOESY (400 MHz, CDCIz) de SES-02
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Figura 70 - Expanséo do espectro de RMN de NOESY (400 MHz, CDCIz) de SES-02
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Figura 71 - Expanséo do espectro de RMN de NOESY (400 MHz, CDClz) de SES-02
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Figura 72 - Expanséo do espectro de RMN de NOESY (400 MHz, CDClz) de SES-02
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Figura 73 - Expanséo do espectro de RMN de NOESY (400 MHz, CDClz) de SES-02
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Figura 74 - Expansédo do espectro de RMN de NOESY (400 MHz, CDClz) de SES-02
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5.4. Determinacao estrutural de SES-03

SES-03 foi isolada na forma de cristais pesando 3,4 mg. Em seu espectro
de RMN de *H (500 MHz, CDCls) (figuras 76-79, pag. 92-93) foram observados
sinais caracteristicos de um hidrogénio olefinico em én 5,32 (1H, dl, J = 4,5 Hz)
referente ao H-8; um hidrogénio metinico (H-1) em én 3,28 (1H, dd, J = 12,0 e
4,0 Hz) caracteristico de hidrogénio ligado a carbono oxigenado; e sinais
indicativos da presenca de um grupo isopropil, sendo o deslocamento em én 2,18
(1H, m) atribuido ao hidrogénio metinico (H-11) que sustenta as duas metilas
(Me-12 e Me-13) com deslocamento 6+ 1,01 (3H, d, J = 3,0 Hz) e 61 0,99 (3H, d,
J = 3,0 Hz). Foram observados ainda, dois hidrogénios metil terciarios em on
1,16 (3H, s) 61 0,94 (3H, d, J = 1 Hz), atribuidos respectivamente aos prétons H-
15 e H-14.

Os espectros de RMN de 13C — BB e dept 135 (125 MHz, CDCls) (figuras
80-85, pag. 94-96) demonstraram a presenca de 15 sinais, destes, foram
observados dois sinais de carbonos olefinicos em éc 142,0 (C-7) e em éc 116,0
(C-8); dois sinais de carbonos oxigenados em doc 79,9 (C-1) e 6c 70,9 (C-4); e
sinais caracteristicos de um grupo isopropil, sendo um carbono metinico em &c
35,0 (C-11) e dois metilicos em 6c 21,8 (C-12) e 6c 21,3 (C-13); o espectro
demonstrou outros dois carbonos metilicos em &c 11,7 (C-14) e éc 29,8 (C-15).
Estes dados espectrais, comparados com os dados encontrados na literatura
(JUNG, K. Y. et al., 1997) (tabela 7, pag. 91), sugeriram que SES-03 se trata do
oplodiol (figura 41, pag. 90), um sesquiterpeno que possui um esqueleto
eudesmano, com um grupo hidroxila secundéario e um terciario e uma ligagédo

dupla trissubstituida.

FIGURA 41 - Estrutura de SES-03 (Oplodiol)
OH
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TABELA 7 - Deslocamentos quimicos de RMN *H (500 MHz) e *3C (125 MHz) em CDClsz de

SES-03 comparados com a literatura

SES-03 (8 € 8¢, CDCl3)

Oplodiol (64 e &c, CDCl3)
(JUNG, K. Y. etal., 1997)

(6]

© 00 N O

11
12
13
14
15

OH
3,28 (1H, dd, J = 4 e 12 Hz)

1,97 (1H, m)
1,82 (1H, m)
1,71 (1H, m)
1,57 (1H, m)

1,28 (1H, dd, J =5 e 12 Hz)

2,05 (2H, m)
5,32 (1H, dl, J = 4,5 Hz)
2,08 (1H, m)
1,87 (1H, m)
2,18 (1H, m)

1,01 (3H, d, J = 3 Hz)
0,99 (3H, d, J = 3 Hz)
0,94 (3H, s)

1,16 (3H, s)

oc
79,9

40,7

39,4

70,9
46,2

26,7
1419
116,0

23,0

37,7
34,9
21,8
21,2
11,7
29,9

OH
3,32(1H,dd,J=11,4e 39
Hz)

1,92 (1H, m)

1,80 (1H, m)

1,74 (1H, m)

1,56 (1H, m)

1,33 (1H,dd,J=11,5e5,9
Hz)

2,07 (2H, m)

5,36 (1H,dd, J=3,4 e 2,1 Hz)
2,13 (1H, m)

1,92 (1H, m)

2,33 (1H, sept, J = 6,8 Hz)
1,06 (3H,d, J=6,8)
1,06 (3H,d, J=6,8)
0,99 (3H, s)

1,21 (3H, s)

oc
79,9

40,7

39,4

70,9
46,2

23,0
141,9
116,1

23,0

37,6
34,9
21,8
21,2
11,7
29,8
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Figura 76 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de SES-03
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Figura 77 - Expansdo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de SES-03
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Figura 78 - Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de SES-03
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Figura 80 - Espectro de RMN de 3C - BB (125 MHz, CDCls) de SES-03
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Figura 81 - Expanséo do espectro de RMN de *C - BB (125 MHz, CDCls) de SES-03
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Figura 82 - Expanséo do espectro de RMN de *C - BB (125 MHz, CDCls) de SES-03

—141.903
=116.063
—79.902

—70.982

T T v v T T T T T T v
145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 %0 85 80 75
f1 (pomj

Figura 83 - Espectro de RMN de *3C — dept135 (125 MHz, CDCl3) de SES-03
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Figura 84 - Expanséo do espectro de RMN de *3C — dept135 (125 MHz, CDCls) de SES-03
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Figura 85 - Expans&o do espectro de RMN de *3C — dept135 (125 MHz, CDCls) de SES-03
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5.5. Determinacao estrutural de SESM-04

A substancia codificada como SESM-04 foi isolada na forma de um dleo
amarelo, pesando 5,7 mg. Inicialmente a andlise dos dados espectrais permitiu
sugeriu que SESM-04 como uma mistura de duas substancias denominadas
como SESM-04a e SESM-04b.

A andlise do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) e de suas expansfes
(figuras 87-91, pag. 102-104) permitiu observar sinais em én 0,90 (6H, dd, J =
4,0 e 6,4 Hz) caracteristicos de hidrogénios metilicos e um sinal de hidrogénio
metinico em 6n 2,06 (1H, m), estes sinais indicam a presenca de um grupo
isopropil e o deslocamento de H-11 (1H, én 2,06, m) mostra que este grupo esta
conectado a uma ligacdo dupla, assim como em SES-01 e em SES-03. A
presenca desta ligacao 1 pode ser confirmada pela presenca de um hidrogénio
olefinico em 6n 5,64 (1H, d, J = 6 Hz, H-6). Foram observados ainda, sinais
caracteristicos de hidrogénios metilénicos em 6n 1,59 (H-2), éu 2,45 (H-3), On
1,81 (H-8) e 61 1,38 (H-9), sendo H-3 mais desprotegido destes sinais por estar
na posicéo a a funcéo carbonila. Os sinais em én 1,11 (3H, s, Me-14) e em 6u
2,11 (3H, s, Me-15) indicam a presenca de metilas, e o deslocamento de Me-15
€ indicativo de uma metila na posicéo a a carbonila. Hidrogénios referentes a um
anel ciclopropano também foram observados em 64 0,87 (1H, m, H-1) e 4 0,57
(1H, m, H-5). Estes sinais foram semelhantes aos dados espectrais de RMN de
'H relatados por BOHLMANN, F.; ROTARD, W (1987) (tabela 8, pag. 100) para
a substancia conhecida como precarabrona (figura 86, pag. 100), ja isolada da
espécie Silphium perfoliatum (Asteraceae),

Os deslocamentos de 13C foram atribuidos por HSQC através da andlise das
correlacdes diretas H - 13C (figuras 99-101, pag. 108-109). A partir desta andlise,
0s sinais em &c 209,0 (C-4) e 6c 30,1 (C-15), confirmaram a presenca de um
grupo acetil ligado a C-3 e os sinais em 6c 34,8 (C-11), oc 20,9 (C-12) e oc 21,4
(C-13) confirmaram a presenca do grupo isopropil. Os sinais em &c 23,0 (C-10)
e Oc 25,2 (C-5) foram atribuidos ao anel ciclopropano, e sinais 6c 119,0 e déc
142,63 a existéncia de uma dupla ligacdo, todas essas informac¢des associadas
a presenca de mais uma metila com deslocamento quimico em éc 19,0 (C-14)
confirma que SESM-04a é a precarabrona, sendo este o primeiro relato deste

composto quimico em Annonaceae e a primeira descricdo dos dados de RMN
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de 13C para este metabdlito. Todos os deslocamentos de RMN de 3C de SESM-
O4a encontram-se na tabela 8.

A subtracdo dos sinais do espectro de RMN de 'H (figuras 87-91,
pag. 102-104) referentes a SESM-04a, possibilitou o assinalamento dos sinais
de SESM-04b, nestes pode-se observar um conjunto de sinais entre on 7,31 -
7,13 com integral para 10 hidrogénios, 0 que sugere a presenca de dois anéis
aromaticos monossubstituidos. Na regido de aromaticos, foram observados
sinais em 6w 7,28 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-3), o1 6,98 (1H, dd, J = 2,4; 8,4 Hz, H-5)
e 6n 6,60 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-6), compativeis com um sistema ABX, sugerindo
a presenca de um anel aromatico trissubstituido. Ainda neste espectro, foram
observados dois simpletos em 61 1,57 (H-8 e H-9) e 6w 1,68 (H-8 e H-9’), ambos
com integrais para 6 hidrogénios. Ainda foi observado um sinal em 6n 4,17 (1H,
s), atribuido ao hidrogénio de uma hidroxila ligada em C-1.

Nos espectros de RMN de 13C — BB (figuras 92-95, pag.104-106) e 13C —
dept135 (figuras 96-98, pag. 106-107) (100 MHz, CDClIs), foram observados 8
sinais entre 6c 129,1 - 6c 124,7, referentes a carbonos metinicos aromaticos,
alguns deles mais intensos por se tratar de carbonos simétricos, corroborando
com a presenca de dois anéis aromaticos monossubstituidos. Também foram
observados 5 sinais em 6c 151,6 (C-1), éc 151,5 (C-1”), éc 142,6 (C-4), éc 148,5
(C-1") e &c 134,4 (C-2) atribuidos aos carbonos ndo hidrogenados presentes nos
anéis aromaticos. Outros sinais caracteristicos de carbonos ndo hidrogenados,
contudo pertencentes a um sistema alifatico foram observados em 6¢c 42,6 (C-7°)
e Oc 41,8 (C-7). A presenca das metilas foi confirmada pelos sinais em éc 31,0
(C-8eC-9)edc 29,7 (C-8e C-9).

A hidroxila teve sua posicdo confirmada apds observar no espectro de
correlacdo heteronuclear a mdultiplas ligacées (HMBC) (figuras 102-107, péag.
109-112) um mapa de contorno que revelou uma correlacdo do hidrogénio em
on 4,17 (1H, s) a duas ligagbes com C-1 (6c 151,6) e com C-6 (6c 117,1) e atrés
ligagbes com C-2 (6c 134,4); sendo assim possivel confirmar a inser¢cao da
hidroxila em C-1. A posicdo das metilas 8 e 9 foi confirmada a partir do mapa de
contorno observado nesse mesmo espectro de HMBC que revelou uma
correlacdo dos hidrogénios H-8 e H-9 (6H, on 1,57; s) com C-2 (6c 134,4) e C-1’
(6c 148,5) a trés ligacdes e com C-7 (6c 41,8) a duas ligacbes. Ja a posicao das

metilas 8 e 9’ foram confirmadas através da correlagdo dos hidrogénios H-8' e
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H-9’ (6H, dn 1,68; s) com C-4 (6c 142,6) e C-1” (6c 151,5) a trés ligagbes e com
C-7’ (6c 42,6) a duas ligagdes. Diante destes dados e em comparagdo com 0S
dados da literatura (tabela 9, pag. 101), foi possivel identificar SESM-04b como
sendo uma mistura do sesquiterpeno precarabrona e do composto fendlico do
tipo fitoalexina “4-bis-2-fenilpropan-2-il-fenol”) (figura 86, pag. 100) (ANDRADE,
R. S., 2020; BOHLMANN, F. e ROTARD, W., 1987).

Com base nestas informacfes espectrais e também na auséncia de
correlagBes entre os sinais atribuidos a SESM-04a e SESM-04b, afastou a
possibilidade de SESM-04 ser formada por um Unico metabdlito secundario, e
confirmou que essa fracao se trata de uma mistura composta por duas estruturas
guimicas distintas.

A proporcao de SESM-04a e de SESM-04b na mistura foi calculada
de acordo com os valores das integrais dos picos de RMN-'H. A integral do
hidrogénio 6 da precarabrona mais a integral do hidrogénio 5 de 4-bis-2-
fenilpropan-2-il-fenol equivalem a dois hidrogénios na mistura, sendo assim, foi
possivel descobrir a propor¢cdo de cada uma das substancias na mistura,
calculando quanto cada integral dos hidrogénios contribui para 100% da area

relativa a dois hidrogénios na mistura.

Integral de H-6 (precarabrona) + Integral de H-5 (4-bis-2-fenilpropan-2-il-
fenol) = (1,00) + (2,67) = 3,67

367 e 100% da area de 2 'H da mistura
2,67 (integral de H-5 de 4-bis-2-fenilpropan-2-il-fenol) ........... X
X =72,7% da area de 2 'H da mistura (4-hidroxibenzenoacetonitrila)

1,00 (integral de H-6 da precarabrona) ..............cccccvvvvvenen. X
X =27,2 % da area de 2 'H da mistura (precarabrona)

Portanto, a mistura € composta por 72,5% de 4-bis-2-fenilpropan-2-il-fenol

e 27,6% de precarabrona.
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TABELA 8 - Deslocamentos quimicos de RMN *H (400 MHz) e *C em CDCls (100 MHz) de

SESM-04a comparados com os deslocamentos de RMN *H da literatura

SESM-04a (8 e 8¢ , CDCl3)

Precarabrona (éu, CDCl3)

(BOHLMANN, F. e ROTARD, W; 1987)

© 00 N o o b~ W N P

L T < =
g M W N B O

OH Sc
0,87 (1H, m) 26,9
1,59 (2H, m) 23,7
2,45 (2H, m) 44,0
- 209,0
0,57 (1H, m) 25,2
5,64 (1H, d) 119,2
- 139,4
1,81 (2H, m) 23,0
1,38 (2H, m) 28,7
- 23,0
2,06 (1H, qq) 34,8
0,9 (3H,dd,J=4e6,4 Hz) 21,9
0,9(3H,dd,J=4e6,4 Hz) 21,4
1,11 (3H, s) 19,0
2,11 (3H, s) 30,1

On
0,90 (1H, m)
1,61 (1H, m)
2,49 (1H, m)
0,61 (1H, m)
5,68 (1H, d, brt)
1,84 (2H, m)
1,41 (2H, m)
2,00 (2H, qq)
0,95 (3H, d, J = 7)
0,94 (3H, d, J=7)
1,15 (3H, s)
2,15 (3H, s)

FIGURA 86 - Estruturas de SESM-04a e de SESM-04b

Precarabrona

4-bis-2-fenilpropan-2-il-fenol
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TABELA 9 - Deslocamentos quimicos de RMN *H (400 MHz) e *3C (100 MHz) em CDCls de

SESM-04b comparados com a literatura

SESM-04b (61 e 6c , CDCl3)

4-bis-2-fenilpropan-2-il-fenol (6 e &c , CDCl5)
(ANDRADE, R. S., 2020)

© 00 N o o B~ W DN PP

-—

-
o
2
”
-

OH

OH

7,28 (1H, d, J = 2,4 Hz)
6,98 (1H, dd, J = 2,4 e 8,4 Hz)
6,60 (1H, d, J = 8,4 Hz)
1,57 (3H, s)

1,57 (3H, s)

7,31 —7,18 (11H, m)
7,31 —7,18 (11H, m)
7,31 - 7,18 (11H, m)
7,31 —7,18 (11H, m)
7,31 —7,18 (11H, m)
1,68 (3H, s)

1,68 (3H, s)

7,31 - 7,18 (11H, m)
7,31 - 7,18 (11H, m)
7,31 —7,18 (11H, m)
7,31 - 7,18 (11H, m)
7,31 - 7,18 (11H, m)
4,17 (1H, s)

Oc
151,6
134,4
124,7
142,6
126,7
117,1
41,8
29,6
29,6
148,5
129,1-124,7
129,1-124,7
129,1-124,7
129,1-124,7
129,1-124,7
42,6
31,0
31,0
151,5
129,1-124,7
129,1-124,7
129,1-124,7
129,1-124,7
129,1-124,7

OH

7,32 (1H, d, J = 2,4 HZ)
7,02 (1H, dd, J = 2,4 e 8,4 Hz)
6,64 (1H, d, J = 8,4 Hz)
1,60 (3H, s)

1,60 (3H, s)

7,34 — 7,15 (11H, m)
7,34 — 7,15 (11H, m)
7,34 — 7,15 (11H, m)
7,34 — 7,15 (11H, m)
7,34 — 7,15 (11H, m)
1,70 (3H, s)

1,70 (3H, s)

7,34 — 7,15 (11H, m)
7,34 — 7,15 (11H, m)
7,34 — 7,15 (11H, m)
7,34 — 7,15 (11H, m)
7,34 — 7,15 (11H, m)
4,20 (1H, s)

Sc
151,7
134,6
124,9
142,8
126,6
117,2

41,9
29,7
29,7
148,6
129,3-124,9
129,3-124,9
129,3-124,9
129,3-124,9
129,3-124,9
42,8
31,2
31,2
151,3
129,3-124,9
129,3-124,9
129,3-124,9
129,3-124,9
129,3-124,9

101



Figura 87 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) de SESM-04
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Figura 88 - Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) de SESM-04
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Figura 89 - Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) de SESM-04
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Figura 90 - Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) de SESM-04
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Figura 91 - Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) de SESM-04
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Figura 92 - Espectro de RMN de *3C - BB (100 MHz, CDCls) de SESM-04
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Figura 93 - Expans&o do espectro de RMN de **C - BB (100 MHz, CDCls) de SESM-04
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Figura 94 - Expans&o do espectro de RMN de **C - BB (100 MHz, CDCls) de SESM-04
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Figura 95 - Expanséo do espectro de RMN de *C - BB (100 MHz, CDCls) de SESM-04
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ra 96 - Espectro de RMN de *3C — dept135 (100 MHz, CDCls) de SESM-04
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Figura 97 - Expans&o do espectro de RMN de **C — dept135 (100 MHz, CDCls) de SESM-04
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Figura 98 - Expans&o do espectro de RMN de *C — dept135 (100 MHz, CDCls) de SESM-04
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Figura 99 - Espectro de RMN de 'H - 13C — 1J HSQC (400x100 MHz, CDCls) de SESM-04
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Figura 100 - Expanséo do espectro de RMN de 'H - ¥C — 1J HSQC (400x100 MHz, CDCls) de
SESM-04
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Figura 101 - Expanséo do espectro de RMN de 'H - 3C — 1J HSQC (400x100 MHz, CDCls) de

SESM-04
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Figura 102 - Espectro de RMN de *H - 13C — 23] HMBC (400x100 MHz, CDCls) de SESM-04
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Figura 103 - Expanséo do espectro de RMN de 'H - C — 23] HMBC (400x100 MHz, CDCl) de

SESM-04
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Figura 104 - Expanséo do espectro de RMN de 'H - C — 23] HMBC (400x100 MHz, CDCl) de

SESM-04
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Figura 105 - Expanséo do espectro de RMN de 'H - C — 23] HMBC (400x100 MHz, CDCl) de

SESM-04

203
204
|- 205
208
207
|- 208

iy

!
fﬁ {n nf k200

il I
210
F211
Fa12
F213
214
ka1s
k218
k217

T T T
255 250

f1 {ppm)

T T T T T T ¥ T T
245 2.40 235 230 225 2.20 215 210 205 .00 1.95 1.50
12 (ppm)

Figura 106 - Expanséo do espectro de RMN de 'H - C — 23] HMBC (400x100 MHz, CDCl) de
SESM-04
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Figura 107 - Expanséo do espectro de RMN de 'H - C — 23] HMBC (400x100 MHz, CDCl) de
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6. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico do extrato hexanico das folhas de G. olivacea,
possibilitou o isolamento e caracterizagdo de cinco metabdlitos secundarios,
sendo trés puros e uma mistura com dois constituintes obtidos através de
técnicas cromatograficas como CLAE e CLMP, e identificados por meio de
métodos espectroscopicos.

Fato que revelou esta espécie como detentora de uma diversidade de
esqueletos sesquiterpénicos em sua constituicdo quimica como demonstrado
através do isolamento de um sesquiterpeno com esqueleto guaiano (alismoxido),
outro com o esqueleto eudesmano (oplodiol); uma mistura do sesquiterpeno
precarabrona com uma fitoalexina e um disesquiterpeno com duas unidades
guaiano (isolado pela primeira vez na literatura) (figura 108, pag. 113).

Os compostos isolados estdo sendo relatados pela primeira vez na
espécie Guatteria olivacea. O sesquiterpeno precarabrona ainda nédo foi descrito
em espécies da familia Annonaceae, sendo esta a primeira descri¢cdo dos dados
de RMN de !3C para esta substancia. Além disso, ainda ndo ha relatos de
dimeros de sesquiterpenos na espécie em estudo.

Estes achados corroboram com a literatura, que cita a presenca dos mais
variados  sesquiterpenos nas espécies da familia  Annonaceae.
Assim, contribuem com o conhecimento quimiotaxonémico e dao subsidios a

realizacdo de novos estudos, como 0s ensaios farmacoldgicos e quimicos.

Figura 108 - Constituintes isolados do extrato hexanico de Guatteria olivacea
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