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v
RESUMO

Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.) Benth. & Hook f. — Annonaceae, popularmente
conhecida como “araticum-seco”, é uma planta invasora muito comum em Mato Grosso do
Sul. No presente trabalho foi realizado, além do estudo fitoquimico das partes subterraneas
desta planta, a avaliacdo alelopdtica, teste de toxicidade sobre a Artemia salina (TAS) e
também o bioensaio de atividade auxinica.

O estudo fitoquimico do 6leo essencial das cascas do caule subterraneo conduziu ao
isolamento de: 2.4,5-trimetoxi-estireno (1), «o-gurjuneno (2), aromadendreno (3),
biciclogermacreno (4), (E)-metilisoeugenol (5) e a-asarona (6). Do extrato éter de petrdleo
das cascas do caule subterrdneo foram isolados: policarpol (7), 6xido de B-cariofileno (8),
asaraldeido (9), 2,4,5-trimetoxi-estireno (1) e ai-asarona (6).

A partir do extrato alcaloidico das cascas do caule subterraneo foram isolados os
alcaldides: (-)-duguetina (10), dicentrinona (11), (-)-N-metiltetraidropalmatina (12) e (+)-N-
metilglaucina (13), enquanto do extrato etandlico do cerne do caule subterraneo foi obtido o
ureideo alantoina (14).

As substancias 5, 6 e 16 estdo sendo descritas pela primeira vez no género Duguetia e
as substancias 14 e 15 pela primeira vez em Annonaceae.

O ¢leo essencial e o extrato éter de petrdleo apresentaram atividade indutora de
crescimento das radiculas de Lactuca sativa, enquanto que o extrato alcaloidico provocou
inibicdo do crescimento. O dleo essencial, avaliado no teste do crescimento linear do
coledptilo estiolado, apresentou atividade auxinica e todos os extratos obtidos e testados no

TAS apresentaram atividade.



ABSTRACT

Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.) Benth. & Hook f. — Annonaceae, locally know as
“araticum-seco”, is a weed that often invades pastures in the Brazilian state of Mato Grosso
do Sul. In the present work, its subterranean parts were used to conduct a phytochemical
study, including allelopathic evaluation, brine shrimp (Artemia salina) lethality bioassay and
auxin bioassay.

2,4,5-Trimethoxystyrene (1), o--gurjunene (2), aromadendrene (3), bicyclogermacrene
(4), (E)- methylisoeugenol (5) and a-asarone (6) were isolated from the essential oil of the
subterranean stem bark. Polycarpol (7), B-caryofillene oxide (8), asaraldehyde (9), 2,4,5-
trimethoxystyrene (1) and a-asarone (6) were obtained from the petroleum ether extract of the
subterranean stem bark.

The alkaloid extract of the subterranean stem bark led to the isolation of (-)-duguetine
(10), dicentrinone (11), (-)-N-methyltetrahydropalmatine (12) and (+)-N-methylglaucine (13).
From the ethanol extract of the subterranean stem pith, the ureide allantoin (14) was isolated.

Substances 6 and 16 are described for the first time in the genus Duguetia; substances
14 and 15, for the first time in Annonaceae.

The essential oil and petroleum ether extract induced root growth in Lactuca sativa,
whereas the alkaloid extract was growth-inhibiting. In the coleoptile elongation assay, the
essential oil exhibited auxin activity. All extracts were active in the brine shrimp lethality

bioassay .
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1- INTRODUCAO

1.1 — A Familia Annonaceae

Annonaceae ¢ uma das maiores familias de plantas da ordem Magnoliales
(Annonales), sendo esta considerada uma das mais primitivas de plantas dicotiledoneas
[PELLETIER, 1987]. Representa uma familia pantropical compreendendo 2300 espécies que
estdo divididas em aproximadamente 128 géneros [KEESSLER, 1993], ocorrendo em
diversas regides do planeta e abrangendo darvores aromadticas, arbustos e trepadeiras
[LEBOEUF et al., 1982] [SANTOS & SALATINO, 2000]. No continente americano €
representada por cerca de 38 géneros e 740 espécies [WATERMAN, 1986], sendo que no
Brasil foram identificados 26 géneros e 260 espécies [MAAS et al., 2001].

Nessa familia algumas espécies sao conhecidas pelos seus frutos comestiveis, como
em espécies do género Annona (A. crassiflora, cujos frutos sao conhecidos como araticum’) e
do género Xylopia (por exemplo, X. aromatica, cujos frutos sdo utilizados como temperos e
conhecidos como “pimenta de macaco”)[CORREA, 1978]. Também se destaca a importancia
comercial de alguns 6leos volateis como o 6leo de Cananga (Cananga odorata Hook var.
macrophylla) e de Ylang-Ylang (Cananga odorata Hook var. genuina) que sao usados em

perfumaria [CRAVEIRO et al., 1981].

1.2 — Perfil Quimico de Annonaceae

E uma das familias de maior diversidade de constituintes quimicos, que inicialmente
foram divididos em dois grupos: substancias alcaloidicas e ndo alcaloidicas, o que demonstra
a importancia dada inicialmente a presenca de alcaldides. De fato, até 1982, das 371
substancias isoladas da familia, 225 eram alcaldides, mas o perfil quimico de Annonaceae
sugere um grande nimero de constituintes ndo alcaloidicos, tais como polifenélicos com

énfase aos flavondides e outras substancias aromdticas, terpendides (monoterpenos,
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sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos), bem como produtos do metabolismo primdrio que
incluem carboidratos, lipideos, aminodcidos, proteinas, entre outros [LEBOEUF et al., 1982].

A ampla variacdo de constituintes quimicos pode ser verificada no estudo citado por
Waterman (1986) que mostra as diferentes classes de metabdlitos secundarios isolados das
cascas do caule de espécies de Annonaceae encontradas em florestas tropicais africanas. Esta
grande diversidade quimica pode ser uma conseqiiéncia do isolamento geogréafico dos géneros
[WATERMAN, 1986].

Desde a década de 80, o estudo fitoquimico da familia Annonaceae se intensificou
devido a descoberta de uma nova classe de substincias, extremamente ativas, denominadas de
“acetogeninas de annondceas”. Em 1999, um artigo de revisdo sobre acetogeninas relatou o

isolamento de 350 substancias de 37 espécies diferentes de Annonaceae [ALALI et al., 1999].

1.3 — Acetogeninas de Annonaceae

Acetogeninas sao metabdlitos de Css a Cs7, sendo caracterizados estruturalmente por
possuirem uma cadeia alifdtica longa com um anel o,[-insaturado y-lactona (ou cetolactona)
metil-substituido e anéis tetraidrofuranicos localizados entre as cadeias alifdticas. Estes
compostos apresentam atividades anti-helmintica (in vivo), citotéxica, antimaldrica,
antimicrobiana, antiprotozodria e pesticida [ALALI et al., 1999].

Em 1982, com o isolamento da primeira acetogenina, uvaricina, do extrato etandlico
das cascas do caule de Uvaria accuminata [JOLAD et al., 1982] os estudos fitoquimicos da

familia Annonaceae se intensificaram na busca por esses compostos [ALALI et al., 1999].

e

Uvaricina
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Em estudo recente, verificou-se uma significante atividade leishmanicida de diversas
acetogeninas isoladas de Annonaceae, bem como a importincia da presenca dos grupos
hidroxilas em suas estruturas [GRANDIC et al., 2004]. A acetogenina tucumanina (B-hidroxi-
v-lactona bistetraidrofuranica) isolada de Annona cherimolia apresentou uma potente
atividade inibidora do complexo mitocondrial I [BARRACHINA et al., 2004], e annonacina,
uma acetogenina mono-tetraidrofuranica isolada das sementes de Annona reticulata, mostrou
citotoxicidade nos estidgios G1 e S do ciclo celular, sugerindo seu potencial anti-cancer
[YUAN et al., 2003].

A acetogenina bulatacina, isolada de Annona bullata, detém grande interesse ja que
apresentou atividade in vivo 300 vezes maior do que o taxol sobre células leucémicas L1210

[AHAMMADSAHIB et al., 1993].

trans treo (o) @)
treo ¢

Bulatacina

1.4 — Constituintes dos oleos essenciais de Annonaceae

As substancias volateis tém despertado interesse por estarem relacionadas com
diferentes propriedades bioldgicas e ecoldgicas, além de sua importancia comercial na
industria alimenticia e cosmética [FOURNIER et al., 1999].

Numerosas espécies da familia Annonaceae sdo odoriferas em conseqiiéncia da
presenca de dleos essenciais. Estes sdo misturas complexas que contém, em geral, uma grande
quantidade de compostos organicos, mas observa-se a incidéncia de determinadas classes de
compostos conforme o 6rgao onde se localiza o 6leo: monoterpenos nao funcionalizados sao
usualmente encontrados em frutos e sementes, sesquiterpenos nao funcionalizados em folhas
e sesquiterpenos oxigenados nas raizes e caules [FOURNIER et al., 1999]. A variacdo dos
teores de Oleo essencial em diferentes espécies pode ser devido a constituicdo genética da

planta, pois esta influencia a producdo de determinados metabolitos [HAY et al., 1993].
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As primeiras substincias volateis isoladas de Annonaceae foram os monoterpenos
carvacrol, p — cimeno, o - felandreno e canfeno de Monodora grandiflora [LEIMBACH,

1909].

Q0

Carvacrol p — cimeno o - felandreno Canfeno

Em estudos fitoquimicos recentes, isolou-se a cazolobina, um novo sesquiterpeno das
raizes de Isolona hexaloba [MATHOUET et al., 2004]. Ja os diterpenos ent-cauranos obtidos
de A. squamosa mostraram atividade de inibi¢do da produgdo de 6xido nitrico em neutréfilos

[YANG et al., 2004].

OCH,
7 = OCHj
O
0 H4CO
OCH,
Cazolobina 2,4,5-trimetoxi-estireno

O estudo comparativo dos constituintes voldteis de quatro espécies da familia
Annonaceae (Anonidium manii, Monodora myristica, Pachypodanthium staudtii e Polyalthia
suaveoleans), por CG/EM, revelou que nos 6leos essenciais obtidos hd predominancia de
sesquiterpenos, entretanto em P. sataudtii observou-se a predominancia de 2,4,5-trimetoxi-

estireno (70%) [AGNANIET et al., 2004].
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1.5 — Alcaldides em Annonaceae

A classe alcaloidica detém grande importancia dentro da familia Annonaceae, pois
diversos tipos de esqueletos ja foram isolados, principalmente oxaporfinicos e aporfinicos
[LEBOEUF et al., 1982]. Os alcaldides oxaporfinicos t€ém sido avaliados em diferentes
atividades bioldgicas, entre elas: atividade citotoxica [SONNET & JACOBSON, 1971; WU et
al., 1989; WU et al., 1993; WIJERATNE et al., 1995], anti-agregante plaquetaria [CHEN et
al., 1996], antimicrobiana e antifingica [HUFFORD et al., 1975; HUFFORD et al., 1980]. A
principal atividade dessa classe de constituintes € a citotoxica [CHEN et al., 1996].

De Xylopia parviflora foram isolados alcaldides isoquinolinicos quaterndrios, tais
como a xilopinidina, deidrocoreximina, dimetilanomurina e N-metilpoebina, sendo este
ultimo um alcal6ide aporfinico relatado pela primeira vez na literatura [NISHIYAMA et al.,

2004].

Ri=H R,=0OH Rj3= OH Xilopinidina Desidrocoreximina
Ri=0OMe R;=0OMe R3;=H Dimetilanomurina

N-metilpoebina
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Os alcaldides bisbenzilisoquinolinicos, presentes em um grande nimero de espécies de
Annonaceae, possuem varias atividades farmacoldgicas que incluem atividade leishmanicida
[FOURNET et al., 1993], tripanocida [ARIAS et al, 1994] e anti-maldrica
[LIKHITWITAYAWUID et al., 1993]. Da espécie Guatteria boliviana foram isolados os
alcaloides puertogalina A e B que mostram atividade leishmanicida e anti-malérica
[MAHIOU et al., 2000].

OCH3 H4CO
N
N o RO N
o
OH

R=H Puertogalina A; R=CH; Puertogalina B

Através de cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massa (LC/MS/MS),
determinou-se a presenca de reticulina e N-metilcoculaurina em frutos e folhas de A.
muricata, A. reticulata e A. squamosa. Essas substancias sdo potencialmente neurotéxicas
devido a similaridade com o MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina), a qual provoca
lesdes nos neurdnios dopaminérgicos. Isto poderia explicar a alta incidéncia de parkinsonismo
atipico e paralisia supranuclear progressiva nos pacientes investigados que consumiam os
frutos e folhas (chés) de espécies do género Annona (Annonaceae) em Guadalupe [KOTAKE

et al., 2004].
HaCO HaCO

AN
HO CHz HO \CH3
OH

OCHs OH

Reticulina N-metilcoculaurina
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1.6 — O Género Duguetia

O género Duguetia contém cerca de 80 espécies nativas na América tropical, sendo
um dos 27 géneros mais importantes dentro da familia. Investigacdes quimicas de varias
espécies da Bolivia, Colombia e Brasil tém revelado predominancia de alcaléides, incluindo
benziltetraidro-isoquinolinicos, aporfinicos e oxaporfinicos, mas ainda ndo foi relatado o
isolamento de acetogeninas neste género [NAVARRO et al., 2001; MUHAMMAD et al.,
2001; LEBOEUF et al., 1982].

Um dos primeiros estudos de Duguetia sp. mostrou a presenga de alcaldides
aporfinicos e 7-hidroxi-aporfinicos, estando entre estes tltimos a duguetina [CASAGRANDE
et al., 1970].

Da espécie D. eximia foram isolados alcaldides oxaporfinicos, tais como O-
metilmoscatolina e 11-hidroxi-1,2-metilenodioxidoxaporfinico, como também o 24,5-
trimetoxi-estireno, sendo que este o primeiro composto isolado pertencente a uma classe
diferente da alcaloidica no género Duguetia [GOTTLIEB et al., 1978], mas que também foi
encontrado em D. panamensis [WANG et al., 1988].

Outros  alcaldides  aporfinicos,  7-substituidos, fenantrénicos, tal como
noraterosperminina, € protoberberinicos (discretamina) foram obtidos de D. calycina
[LEBOEUF et al., 1982].

OCHj4

H,CO - |/\

N

HeCO™ S :[:
X 0
=

O-metilmoscatolina

11-hidroxi-1,2-metilenodioxidoxaporfinico Noraterosperminina
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Discretamina

Os alcaldides azaromaporfinicos, espiguetina e espiguetidina, foram identificados em

D. spixiana [RAZAMIZAFY et al., 1987], e o alcal6ide probovatina (morfinanedienona) em

D. obovata [LEBOEUF et al., 1982].

R= OCH; Espiguetina Probovatina
R=OH Espiguetidina

De D. glabriuscula foram isolados diversos metabdlitos, tais como alcaldides

oxaporfinicos, 7-hidroxi-aporfinicos e terpenos, dentre estes se destacam os derivados
santalanos e policarpol [SIQUEIRA et al., 1997, 1999, 2001, 2003; PEREIRA, 2002;

PEREIRA et al., 2003]. Este ultimo € considerado por muitos autores o marcador quimico de

Annonaceae, porém recentemente este metabdlito foi isolado em uma espécie vegetal

pertencente a familia Olacaceae [JAYASURIYA et al., 2005].

Estudo Fitoquimico e Avaliacdo Alelopatica das partes subterraneas de Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.) Benth. & Hook f. — Annonaceae



10

OH
OH

(+) 9,10,11-a-santalano- triol Policarpol

Os alcaldides tipo dioxo-azaporfinico (hadrantina-A e hadrantina-B) e copirinicos
(sampangina e 3-metoxisampangina) foram encontrados em D. hadranta [MUHAMMAD et
al., 2001]. E de D. flagellaris foram isolados apenas cinco alcaldides aporfinicos e cinco

alcaléides 7-hidroxi-aporfinicos [NAVARRO et al., 2001].

R
/ \
N N
@)
Ra
R;=CH; R,= OCH; Hadrantina-A R=H Sampangina
Ri=H, R,=H Hadrantina-B R= OCHj; 3-metoxisampangina

Recentemente, alcaldides isoquinolinicos isolados de D. vallicola foram avaliados
quanto a atividadade antiplasmddica, mas somente os alcaldides cleistopolina e (-)-oliverolina

exibiram atividade contra o Plasmodium falciparum [PEREZ et al., 2004].

0O O
N <
= O
AN
O Me
Cleistopolina Oliverolina
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1.7 — Duguetia furfuracea

Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.) Benth. & Hook f. € um arbusto, tipico do cerrado
seco da regido central do Brasil, principalmente nos estados de Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso, Goids e Minas Gerais. Conhecida popularmente como ‘“‘araticum seco”, € considerada
uma planta daninha, e geralmente forma grandes infestagdes de dificil controle. Suas
sementes pulverizadas e diluidas em 4gua sdo utilizadas popularmente como parasiticida,
especialmente contra piolhos [CORREA, 1978] [SILBERBAUER-GOTTSBERGER,
1981/1982; LORENZI, 2000] e o infuso ou tisana de seus ramos e folhas € utilizado para
combater o reumatismo [RODRIGUES & CARVALHO, 2001].

Santos e Salatino (2000) identificaram duas classes de flavonodides em trabalho
comparativo realizado com 31 espécies de Annonaceae. Das folhas de Duguetia furfuracea
foram identificados quatro diferentes flavondides glicosilados, que apds andlise por
UV/visivel e CLAE/EM-ES observou que se tratavam de: 3-0O-galactosilgalactosil-
kaempferol, 3-0-galactosil-isoramnetina, 3-0-galactosilramnosil-isoramnetina, 3-0-

ramnosilglucosil-isoramnetina [SANTOS & SALATINO, 2000].

HO

alactosilgalactosila
~ g
@)

OH @ OH 0

3-0-galactosilgalactosil-kaempferol R= galactosila 3-0-galactosil-isoramnetina
R= galactosilramnosila 3-0O-galactosilramnosil-isoramnetina

R=ramnosilglucosila  3-O-ramnosilglucosil-isoramnetina

O estudo fitoquimico das partes aéreas (folhas e cascas do caule) de D. furfuracea
conduziu ao isolamento de diferentes metabdlitos secundarios, sendo que das folhas foram
obtidos seis sesquiterpenos, um flavondide, um esteréide e nove alcaldéides [TABELA 1] e
das cascas do caule aéreo foram obtidos os alcaldides oxaporfinicos: aterospermidina,

liriodenina e lanuginosina [CAROLLO, 2003; CAROLLO et al., 2005].
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TABELA 1- Compostos isolados das folhas de Duguetia furfuracea

Extrato Substincias isoladas [CAROLLO, 2003; CAROLLO et al., 2005]

Oleo Essencial -Sesquiterpenos: (-)-ishwarano, o—santaleno, biciclogermacreno,
(+)-espatulenol, 6xido de B—cariofileno e (-)-a-santalen-9-ona
Hexanico - Esterdide: B-sitosterol
Etandlico - Flavonéide: isoramnetina
- Alcaldides aporfinicos: (+)-isocoridina, norisocoridina, xilopina,
obovanina, anonaina e (-)-asimilobina
- Alcaléide bisbenziltetraidro-isoquinoinico: isocondodendrina
- Alcaléide tetraidro-protoberberinico: (-)- discretamina

- Alcaldide benziltetraidro-isoquinolinico: (+)- reticulina.

O sesquiterpeno (-)-o-santalen-9-ona é pertencente a rara classe dos santais e foi

descrito pela segunda vez na literatura [CAROLLO et al., 2005].

X

(-)-a-santalen-9-ona

O extrato alcaloidico (0,42%) das folhas de D. furfuracea apresentou significante
toxicidade contra Plasmodium falciparum sensiveis a cloroquina [FISCHER et al., 2004].
Essa atividade pode estar relacionada com a presenca de alcaldides isoquinolinicos, pois
diversas plantas tradicionalmente utilizadas contra maldria cont€ém esses alcaldides, como

Annona muricata e Guatteria amplifolia, ambas pertencentes a familia Annonaceae

[GUINAUDEAU et al., 1997].
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1.7.1 — Descricao Botanica

Duguetia furfuraceae (A. St.-Hil.) Benth. & Hook f. [FIGURA 1] é um arbusto de 0,5
a 2 metros de altura e muito ramificado desde a base. Possui casca suberosa e folhas oblongo-
lanceoladas a elipticas (9-14 x 3-5 cm). As flores sdo vermelhas e o fruto € do tipo baga

composta ovéide com aréolas rombeas de 30-50 mm de didmetro, com coloracdo alaranjada e

comestivel [CORREA, 1978; MAAS et al., 2001].

FIGURA 1 - Duguetia furfuracea St. Hil — Partes aéreas
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1.8 — Alelopatia

O termo alelopatia foi empregado pela primeira vez por Molisch (1937), sendo
derivado das palavras gregas allelon= mutuo e pathos= prejuizo. Atualmente, defini-se
alelopatia como uma interferéncia positiva (inducdo) ou negativa (inibi¢do) provocadas por
substancias quimicas, denominadas de aleloquimicos, que sdo langadas no meio por uma
planta, alga bactéria ou fungo e, irdo influenciar o desenvolvimento de espécies vizinhas
[IAS, 1996; FERREIRA, 2005].

Os aleloquimicos, substancias provenientes das rotas biossintéticas do &cido
chiquimico e acetato, podem atuar como fitotoxinas, inibindo ou promovendo processos
bioquimicos e fisioldgicos em outras plantas ou organismos. Eles variam na planta em
concentracdo, localizagdo e composicio [FERREIRA & AQUILA, 2000; YUNES &
CALIXTO, 2001].

A liberacdo dos aleloquimicos para o meio (solo ou ar) pode ocorrer de diversas
maneiras, tais como: partes da planta sobre o solo ao sofrerem decomposicdo, liberacao de
substancias volateis, exsudacdo pelas raizes ou os compostos bioativos serem lixiviados
[YUNES & CALIXTO, 2001]. Em um estudo realizado no género Eucalyptus observou-se a
relac@o entre o modo de liberagdo e os aleloquimicos presentes, como em E. regnans que seus
aleloquimicos (terpendides e fendis) sdo exsudados pela raiz e em E. globulus que os
constituintes, como terpenos, taninos e aromaticos (4acidos), sdo liberados por lixiviagdo e
decomposicao das folhas no solo [ALVES et al., 1999].

Os aleloquimicos podem ter acdo direta ou indireta, esta Ultima acontece quando
ocorrem modificagdes quimicas em suas estruturas, depois de serem excretados e antes de se
ligarem ao sitio de acdo. Esses compostos podem afetar: estruturas citoldgicas e ultra-
estruturais, hormoénios, permeabilidade das membranas, absor¢ao de minerais, movimentos
dos estOmatos, sintese de pigmentos, fotossintese, respiracdo, sintese de proteinas, atividade
enzimatica, relagdes hidricas e material genético (alteracdes no DNA e RNA) [INDERIJIT &
DUKE, 2003]. Os compostos aromdticos, fendlicos, cumarinas, aldeidos e flavondides
podem, por exemplo, afetar a respiracdo [FERREIRA & AQUILA, 2000; YUNES &
CALIXTO, 2001]. Na Tabela 2 estao alguns exemplos de aleloquimicos cujos mecanismos

de acdo sdo conhecidos.
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TABELA 2- Exemplos de alguns aleloquimicos e seus mecanismos de a¢ao

Aleloquimico Mecanismo de Ac¢ao
O
OH
H3CO 1 Afeta a produgao de ATP*
Sorgoleona
O
O‘ Afeta a producdo de ATP*

OH O

Juglona
‘ ‘ ;
Inibem o ciclo do nitrogénio*
O-pineno B-pineno Limoneno
o C02H o CO2H
Reduzem a mobilizagao lipidica*
HO HO
OH
Acido Cafeico Acido p-cumérico
HO HO G
N = Impedem ou diminuem a velocidade
O O ) . .
O de crescimento de muitos insetos
HO OGic HO OGic herbivoros**
Aucubina Catalpol

* [YUNES & CALIXTO, 2001]; **[NIEMINEN et al., 2003]
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A atividade dos aleloquimicos tem sido usada como alternativa ao uso de herbicidas,
inseticidas e nematicidas, sendo uma tentativa para o controle de invasoras, pois muitas ja
desenvolveram resisténcia a alguns dos herbicidas sintéticos [FERREIRA & AQUILA, 2000;
YUNES & CALIXTO, 2001].

As interferéncias alelopdticas raramente sdao causadas por apenas uma Unica
substancia, sendo que os fatores ambientais e a presenca de outras substancias produzidas pela
planta no solo podem causar um efeito sinergistico e, por fim, potencializar os efeitos
causados pelos aleloquimicos [EINHELLIG, 1999]. Essas outras substancias que causam
efeito sinergistico podem ser, por exemplo, agicares e aminoécidos que sdo preferencialmente
utilizados por microorganismos como fontes de carbono ao invés dos compostos fendlicos
(aleloquimicos), isto permite que os compostos bioativos permanecam no solo, maximizando
o efeito alelopatico dos mesmos [FERREIRA, 2005].

Na busca por novos compostos ativos, os bioensaios sdo necessarios em cada etapa do
estudo fitoquimico, até se chegar a substincia bioativa isolada. O ensaio de inibi¢do de
germinacdo é o mais difundido para a avalia¢do alelopatica, sendo que sementes de Lactuca
sativa (alface), Lycopersicon esculentum (tomate) e Cucumis sativus (pepino) sdo as mais
utilizadas, pois sdo muito sensiveis a pequenas concentragdes de aleloquimicos e apresentam

germinacdo rdpida e uniforme [ALVES et al., 2004; FERREIRA & AQUILA, 2000].

1.8.1- Plantas invasoras e a Alelopatia

Plantas invasoras ou daninhas sao espécies vegetais, silvestres ou exoticas, que
nascem e se reproduzem espontaneamente, ndo sendo cultivadas pelo homem ou ndo tendo
seu cultivo algum interesse econdmico, comportando-se de forma indesejdvel e, geralmente,
em areas de grande importancia economica [LORENZI, 2000].

O sucesso da invasdao pode ser justificado por diversos fatores, como as degradacdes
do meio ambiente provocadas principalmente pelo homem, permitindo que as plantas
daninhas se difundissem. Portanto, sd@o plantas de habitat incomum que se disseminam
facilmente, pois essas espécies, em geral, possuem facil germinagdo, rdpido crescimento
inicial e alto crescimento morfo e fisiologico [DIETZ et al., 1999], podendo ter uma grande

agressividade competitiva, grande produgdo de sementes e grande longevidade das sementes.
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A grande agressividade competitiva estd relacionada com uma maior capacidade de
aproveitamento dos elementos vitais disponiveis, como luz, dgua, nutrientes e CO,
[LORENZI, 2000].

Bais e colaboradores (2003) relataram que o sucesso do processo de invasdao ndo esta
somente relacionado com suas vantagens na competicdo pelas fontes vitais e as alteracdes nos
processos bioquimicos causados pelos seus aleloquimicos, mas também na inibicdo nos
meristemas da planta receptora por espécies reativas de oxigénio, o que conduz ao influxo de
calcio e altera a expressao dos genes [BAIS et al., 2003].

A campo, um dos indicios de efeito alelopatico € a observacdo de uma grande
densidade de uma espécie no mesmo local [FERREIRA, 2005], sendo que esta capacidade de
formacdo de monoculturas € caracteristica de espécies invasoras.

Os extratos aquosos das partes subterraneas de invasoras como Cynodon dactylon
(grama-seda), Cyperus rotundus (tiririca) e Sorghum halepense (capim massambard) inibiram
a germinagdo e o crescimento do tomateiro [CASTRO et al., 1984] e, em algumas plantas de
cerrado também foram observados efeitos alelopaticos como a inibicdo da germinagao e do
crescimento das raizes de alface (Lactuca sativa). Portanto, a agressividade da espécie como
invasora pode ocorrer devido a substincias alelopéticas [FERREIRA & AQUILA, 2000].

Como o uso indiscriminado de herbicidas sintéticos tem causado um aumento da
resisténcia de plantas invasoras a algumas classes destes, tais como triazinas, dinitroanilinas,
imidazolinonas [YUNES & CALIXTO, 2001]; os estudos sobre interacdes alelopaticas
poderdo ajudar a resolver estes problemas ja que as plantas possuem seu proprio mecanismo
de defesa e os aleloquimicos poderdo ser empregados como herbicidas naturais.

Dentro da familia Annonaceae apenas as espécies Duguetia furfuracea e Anona
coriacea sao classificadas como invasoras, sendo que estas sdo amplamente difundidas em

Mato Grosso do Sul [LORENZI, 2000].
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos: a continuidade do estudo fitoquimico de
Duguetia furfuracea, planta invasora pertencente a familia Annonaceae, visando a
ampliacdo da caracterizacdo fitoquimica da espécie e a avaliagdo alelopdtica de extratos
obtidos das partes subterraneas desta planta, com o intuito de se compreender melhor o
processo de invasdo, visto que esta espécie causa prejuizos de impacto econdmico para o

Estado de Mato Grosso do Sul.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - Material e métodos

e No fracionamento em coluna foi utilizada silica gel 70-230 mesh, 60A°, Merck.
Utilizou-se também 6xido de aluminio 70-230 mesh Merck, como fase estacionaria.

e Na cromatografia em camada delgada (CCDS) foram utilizadas placas ativadas
(105°C por 30 min) de silica gel 60 G e silica gel GF;sy.

e Para cromatografia em camada preparativa (CCPS) foram utilizadas placas ativadas
de silica gel 60 G ou mistura de silica gel 60 G: GF,s4, 9:1. Nestas placas a recuperagdo das
amostras foi feita com CHCl; e MeOH.

e Para cromatografia em camada preparativa de silica gel impregnada com AgNO;
(CCPS-AgNO3) foram utilizadas silica gel 60 G: GF;s4 : AgNO3 na propor¢ao 80:10:10. As
placas foram preparadas em camara escura, nao foram ativadas e, apds 24 h, foram utilizadas
em ambiente ausente de luz e na recuperagdo das amostras foi utilizado CHCls.

e Para cromatografia em camada preparativa de silica gel impregnada com dacido
oxdlico (CCPS-OXA) foi utilizado a mistura de silica gel 60G: GF,s4: dcido oxdlico na
propor¢cdo 86:10:4. Essas placas foram secadas sem corrente de ar e ativadas em estufa a
105°C por uma hora (Cuidado! Vapores téxicos). Para a recuperacdo das amostras foi
necessaria a utilizagao de NH4OH 10% até pH = 7-8, e posterior extracdo com CHCl;.

® As revelacdes foram feitas por irradiacdo de luz ultravioleta (Monitor UV de mao,
modelo UVGL - 25, UVP inc. com lampadas BlackRay de 254 e 365 nm) e com os seguintes
reveladores: vanilina (1% em EtOH)/acido sulfirico (5% em EtOH), sulfato cérico (Ce(SOy4),)
e Dragendorff.

e Os espectros de RMN de 'H (300 MHz), "*C (75 MHz), DEPT 135° ¢ 90°, COSY,
HMBC, HMQC e NOESY foram registrados no espectrometro Bruker DPX-300, na
DQI/UFMS.

e Para a obtengdo dos espectros foram utilizados solventes deuterados como
CDCl5,CD;0D e DMSO-de.

e A cromatografia gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas (CG/EM) foi

realizada em equipamento Shimadzu 17A/QP5000, no DQI/UFMG.
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e O espectro de massas de baixa resolu¢do do composto 13 foi obtido através de
ionizacdo por eletrospray e em condi¢des ESI (+), sendo esta andlise realizada no aparelho
LCQ (Thermo Quest) localizado na Universidade de Cadiz/Espanha.

e Os espectros de baixa resolu¢do dos compostos 10 e 13, obtidos por impacto
eletronico (70 eV), foram realizados no aparelho LCQ (Thermo Quest) através de injecdao
direta via capilar. Esta andlise foi realizada na Universidade de Cadiz/Espanha.

e O espectro de massas (ESIMS-MS) de alta resolucdo do metabdlito isolado 12 foi
obtido no aparelho Ultro TOF-Q, com ionizagao por eletrospray, tendo como padrdes internos
a cumarina (147 e 169) e monensina (693) e condi¢des ESI (+). Esta andlise foi realizada na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Riberdo Preto/USP.

e As absorbancias foram analisadas em UV/Visivel no espectrometro U-3000 da
Hitachi.

e A determinacdo das rotacdes especificas, [ot]p>", foram feitas em polarimetro Perkin-
Elmer 341 EM.

e Os espectros no infravermelho foram obtidos e registrados em espectrometro Perkin
Elmer modelo 783.

e Os critérios de pureza adotados para as substincias obtidas foram a observacio de
uma unica mancha em CCDS, variando-se ou ndo o sistema de elui¢do e pelos sinais dos
espectros de RMN de 'Hede C.

® Os célculos tedricos de andlise conformacional foram realizados no programa

Gaussian 03 e as gravuras foram geradas no programa gnuplot e ghemical.

3.2 - Coleta e Identificacao do Material Vegetal

As cascas e o cerne do caule subterraneo de Duguetia furfuracea St.-Hil —
Annonaceae, foram coletadas em Mar¢co de 2004 no municipio de Campo Grande/MS, no
campus da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. A planta foi identificada pelo Prof.
Renato de Mello-Silva (Instituto de Botanica-USP) e uma exsicata depositada no herbarium

CG/MS (UEMS), Campo Grande — MS, sob o n° 023.
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3.3 — Obtencio do Oleo Essencial das cascas do caule subterrineo de Duguetia

Jurfuracea

As cascas in natura do caule subterrdneo de Duguetia furfuracea (294g) foram
trituradas e submetidas a extragdo exaustiva por hidrodestilacdo (4h). Com este procedimento
obtiveram-se duas fracdes; uma das fragdes apresentava-se com aspecto de 6leo e a outra
como uma suspensao na fase aquosa formada no aparelho de Clevenger .

A fracdo oleosa adicionou-se éter etilico; a camada etérea foi filtrada sobre sulfato de
s6dio anidro e rapidamente concentrada com N, gasoso, obtendo-se 3,5 mL (1,19% v/p) do
60leo denominado DfccsOE2. A dgua foi recolhida separadamente devido a turvagdo
observada na mesma e com a precipitagdo, sob condi¢des de resfriamento, obteve-se 117,5
mg de solido amorfo branco denominado DfccsOEl1 (1). Este, em CCDS (FM: CHCl;,
revelador: vanilina/dcido sulftirico) revelou a presenca de um unico ponto de Rf = 0,53. A
partir da andlise dos dados espectroscépicos verificou-se tratar do metabdlito predominante

2,4,5-trimetoxi-estireno (1).

3.4- Cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) do oéleo

essencial das cascas do caule subterraneo de Duguetia furfuracea (DfccsOE2)

A identificagdo dos compostos do 6leo essencial das cascas do caule subterraneo
(DfccsOE2) foi realizada por CG/EM (Figura 4, pig. 48), em equipamento Shimadzu,
modelo CG17A, com detector seletivo de massa (ionizagdo de chamas), modelo QP 5000
(Shimadzu). A coluna cromatografica utilizada foi do tipo capilar de silica fundida com fase
estaciondria DB-5 de 30 mm de comprimento e 0,25 mm de didmetro interno, utilizando hélio
como gds carreador e aquecimento com programacdo de temperatura de 60-240 °C a 3 °C/min.

As temperaturas do injetor e detector foram fixadas em 220°C e 240°C, respectivamente.

3.5 — Estudo fitoquimico do Oleo Essencial das cascas do caule subterraneo (DfccsOE2)

O 6leo (3,19 g), DfccsOE2, foi submetido ao fracionamento em coluna aberta de silica

gel (320 g), utilizando-se o gradiente de polaridade EP, CHCl; e MeOH. Desta coluna foram
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obtidas 128 fracdes [TABELA 3] que foram reunidas em 13 grupos de acordo com a
semelhanca em CCDS e andlise espectroscopica [TABELA 4] [ESQUEMA 1].

TABELA 3 - Fracionamento cromatografico do 6leo essencial das cascas do caule
subterraneo (DfccsOE2)

Eluentes Proporc¢ao Fracoes
EP 100 1-52
EP: CHCl; 50:50 53-77
CHCl3 100 78-102
CHCl3: MeOH 90:10 103-121
MeOH 100 122-128

TABELA 4 — Grupos provenientes do fracionamento do 6leo essencial das cascas do caule
subterraneo (DfccsOE2)

Fracoes Grupo Peso (mg)
1-3 1 6,9
4-7 2 19,5

8-12 3 40,7
13-25 4 137,1
26-38 5 39,8
39-42 6 23,6
43-52 7 20,2
53-76 8 15,2
77-84 9 9,1
85-94 10 13,4

95-102 11 10,1

103-110 12 160,2

111-128 13 127,5
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- Grupo 1
- DFCCSOE2-2

As fragdes deste grupo (6,9 mg) apresentaram-se com o aspecto de 6leo incolor e
solivel em CHCl;. Em CCDS (FM: EP, revelador: vanilina/acido sulfiirico) observou-se
apenas uma Gnica mancha e com os dados espectroscépicos de IV, RMN de 'H, '°C e DEPT
135° verificou-se tratar do sesquiterpeno, porém este ainda nao foi elucidado até o presente

momento.

- Grupo 2
- (-)-o-gurjuneno (2)

As fragdes do grupo 2 (19,5 mg) apresentaram-se com o aspecto de 6leo incolor e em
CCDS (FM: EP, revelador: vanilina/acido sulfirico) observou-se uma unica mancha de

coloragdo violeta. A partir dos dados de IV, RMN de 1H, 13C, DEPT 135° e [0]p concluiu-se

tratar do sesquiterpeno (-)-0-gurjuneno (2).

- Grupo 3
- Aromadendreno (3)

As fracdes de 8 a 12 (40,7 mg) exibiram uma mancha em CCDS (FM: EP, revelador:
vanilina/dcido sulftrico), porém a andlise espectroscOpica permitiu-nos visualizar a presenca
de uma mistura de substancias. Entdo, estas fracdes foram submetidas a CCPS- AgNO; (FM:
EP) resultando no isolamento do sesquiterpeno aromadendreno (3) (9,1mg), confirmado a

partir de seus dados espectrais de RMN de 'H, '°C e DEPT 135°.
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- Grupo 6
- Biciclogermacreno (4)

As fracdes de 39 a 42 (23,6 mg) foram reunidas, mas a andlise espectroscopica
permitiu-nos verificar tratar-se de uma mistura de compostos, assim foram submetidas a
CCPS-AgNO;3; (FM: CHCI5:MeOH 2%). Com isto, obteve-se uma fracdo com um produto
majoritdrio (17,2 mg), o qual foi identificado, a partir de seus dados espectrais de RMN de 'H,

3C e DEPT 135°, como sendo o biciclogermacreno (4).

- Grupo 11
- (E)-metil-isoeugenol (5)

Em CCDS (FM: CHCls, revelador: vanilina/acido sulfirico) as fracoes 95 a 102 (10,1
mg) apresentaram-se como uma unica mancha de Rf = 0,53, portanto foram reunidas. A
andlise dos dados espectrais de RMN de lH, 3C e DEPT 135° desta substancia permitiu

identifica-la como sendo (E)-metil-isoeugenol (5).

- Grupo 12

- oi-asarona (6) e 2,4,5-trimetoxi-estireno (1)

As fragdes 103 a 110 (160,2 mg) apresentaram-se como uma tnica mancha em CCDS
(FM: CHCl3, revelador: vanilina/acido sulfirico) de Rf = 0,53. Com os dados de RMN de 1H,
3C e DEPT 135° pode-se constatar a mistura dos metabdlitos 2,4,5-trimetoxiestireno (1) e
asarona (6). Esta fracdo foi submetida a CCPS-AgNO; (FM: CHCls: MeOH 3%), mas nao

foram obtidos resultados satisfatorios, ja que os produtos separados sofreram degradacao.
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[ DfccsOE2 (3,19 g) ]
128 fragoes
Grupos 1 a 13

| | | | | |
[ Gruno 1 ] [ Gruno 2 ] [ Gruno 3 ] [ Gruno 6 ] [ Gruno 11 ] [ Gruno 12 ]
I I |

[ o-gurjuneno (2) ] [ Biciclogermacreno (4) ] 2,4,5-trimetoxi-estireno (1) e
o-asarona (6)

J

[ DfccsOE2-2 ] [ Aromadendreno (3) ] [ (E)-metil-isoeugenol (5) ]

ESQUEMA 1 - Fracionamento de DfccsOE2

3.6 - Obtencao do extrato éter de petroleo das cascas do caule subterraneo de Duguetia

Jfurfuracea

As cascas do caule subterraneo, secas e trituradas (154g), foram submetidas a extragao
exaustiva em Soxlhet com EP (6 hs) para a obtencdo do extrato DfccsEP (12,96 g). Neste
extrato houve a formagdo de um precipitado, que foi separado por centrifugacdo e purificado
através de recristalizagdo com Hx e CHCl; [ESQUEMA 2]. Este precipitado (176,4mg)
apresentou-se como um sélido amorfo branco e em CCDS (FM: CHCls, revelador: Ce(SQOy),)
revelou apenas um Unico ponto de coloracdo amarela, com Rf de 0,23. A partir da
comparagcdo de seus dados espectrais com os citados na literatura verificou-se tratar do
triterpeno policarpol (7).

A fracdo sobrenadante (DfccsEPsob) foi avaliada em CCDS com a finalidade de
selecionar o melhor sistema eluente, para proceder ao fracionamento em coluna

cromatogréfica.
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3.7 - Estudo fitoquimico do extrato éter de petrdleo das cascas do caule subterrineo

(DfcesEPsob)

O extrato éter de petréleo (5,05 g) foi submetido ao fracionamento em coluna de silica
gel 60 (0,063 — 0,200) utilizando o gradiente de polaridade Hx, CHCl; e MeOH, assim
obteve-se 157 fracdes de 25 ml [TABELA 5], sendo estas analisadas em CCDS e agrupadas

de acordo com os perfis cromatograficos [TABELA 6].

TABELA 5 - Fracionamento cromatografico do extrato éter de petréleo DfccsEPsob

Eluentes Proporc¢ao Fracoes
Hx 100 0-36
CHCl; 100 37-73
CHCl3:MeOH 99:1 74-110
CHCl3: MeOH 95:5 111-129
CHCl3: MeOH 90:10 130-147
MeOH 100 148-157

TABELA 6 - Grupos provenientes do fracionamento do extrato éter de petréleo DfccsEPsob

Fracgdes Grupo Peso (mg)
1-2 1 224.5
3-10 2 166,5
11-25 3 19,6
26-36 4 30,7
37-44 5 22,8
45-53 6 12,7
54-63 7 27,7
64-88 8 62,5
89-94 9 12,3
95-111 10 122,1
112-135 11 1634
136-157 12 470,4
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[ 154 g de casca do caule subterraneo ]

[ Extragdo exaustiva com EP ]—

[ 12, 96 g (8,42 %)- DfccsEP ]

[ Precipitagdo e recristalizagao ]_‘

[ Policarlpol I ] [ 1241¢g (leccsEPsob) ]

Coluna cromatografica
(5,05g)
Grupos 1 a 12

ESQUEMA 2- Estudo fitoquimico do extrato éter de petréleo (DfccsEP)

- Grupo 1

- Oxido de B-cariofileno (8)

As fragdes do grupo 1 foram submetidas a CCPS (FM: CHCls) e uma das amostras
obtidas apresentou-se como um sélido amorfo branco (11,8 mg). Este em CCDS (FM: CHCls,
revelador: Ce(SQO4),) mostrou a presenga de uma tnica mancha de coloragdo azulada, com a
andlise dos dados espectrais obtidos foi identificado como o sesquiterpeno 6xido de -

cariofileno (8).

- Grupo 9
- Asaraldeido (9)

As fragoes 89 a 94 (12,3 mg) apresentaram um aspecto de s6lido amorfo branco, e sua
andlise em CCDS (FM: CHCls, revelador: Ce(SQOy),) permitiu-nos a visualizagdo de uma
Ginica mancha. Os dados espectrais de RMN de 'H e °C destas fracdes confirmaram a

presenca de uma unica substancia, sendo esta identificada como asaraldeido (9).
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- Grupo 10

Em CCDS (FM: CHCl;:MeOH 2%, revelador: Ce(SQOy),) as fragdes deste grupo
revelaram a presenca de uma mistura, sendo entdo submetidas a CCPS (2 placas) (FM:
CHCI5:MeOH 2%) e obteve-se duas subfracdes (A e B) que se mostraram como manchas
unicas em CCDS. Porém, suas andlises espectroscopicas indicaram tratar-se ambas de

misturas.

- 2,4,5-trimetoxiestireno (1) e oi-asarona (6)

Ap06s o estudo dos dados espectroscopicos de RMN de 'H e de "*C verificou-se que a
subfracdo B (33,2 mg) tratava-se da mistura de 2,4,5-trimetoxiestireno (1) e a-asarona (6), ja

isolados anteriormente do 4leo essencial.

3.8 - Obtencido do extrato alcaloidico das cascas do caule subterraneo de Duguetia

Jurfuracea

Cascas do caule subterraneo de Duguetia furfuracea, secas e pulverizadas (1,32 Kg),
foram submetidas a extragdo exaustiva com CHCI; em meio bdsico (NH4OH 10%, PH= 9),

obtendo-se o extrato bruto denominado DfccsAlcBr (68,81 g).

3.9 - Marcha Quimica do Extrato DfccsAlcBr

O extrato DfccsAlcBr, mencionado acima, foi solubilizado em CHCI; e submetido a
marcha quimica usual para alcaldides conforme ilustrado no Esquema 3, resultando no

extrato alcaloidico DfccsAlc (9,22 g).
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[ DfccsAlceBr (68,81 g) ]

1) CHCl,
2) HCI 5%
CHCI, H,O/H+

2) CHCl;

p
1)NH,OH 10%, PH=9 }

G

|
[ DfccsAlc (9,22g) ] H,O/OH-

ESQUEMA 3 - Marcha quimica para obtencdo do extrato alcaloidico DfccsAlc

3.10 - Estudo fitoquimico do extrato alcaloidico das cascas do caule subterrineo de

Duguetia furfuracea (DfccsAlc)

Uma aliquota (7,16 g) do extrato alcaloidico DfccsAlc foi submetido ao fracionamento
em coluna aberta de alumina (422 g), seguindo o gradiente de polaridade CHCI3;, MeOH e
H,0, sendo coletadas 261 fracdes de 20 mL [TABELA 7]. Essas fragdes foram analisadas em
CCDS, observando-se a presenca de 13 grupos com perfis cromatogriaficos semelhantes
[TABELA 8].
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TABELA 7 - Fracionamento cromatografico do extrato alcaloidico (DfccsAlc)

Eluentes Proporc¢ao Fracdes
CHCl3 100 1-17
CHCl3:MeOH 99:1 18-66
CHCl3:MeOH 98:2 67-87
CHCl3:MeOH 95:5 88-127
CHCl3:MeOH 90:10 128-168
CHCl3:MeOH 80:20 169-188
CHCl3:MeOH 70:30 189-206
CHCl3:MeOH 50:50 207-224
MeOH 100 225-242
H,O 100 243-261

TABELA 8 - Grupos provenientes do fracionamento do extrato alcaloidico (DfccsAlc)

Fracoes Grupos Peso (mg)
1-19 1 44,9
20-40 2 64,8
41-49 3 380,7
50-62 4 812,1
63-79 5 800,0
80-102 6 722,77
103-126 7 386,7
127-156 8 356,0
157-185 9 3329
186-206 10 69,3
207-213 11 11,2
214-237 12 38,9
238-261 13 830,6
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- Grupo 4

- (-)-duguetina (10)

As fracdes do grupo 4 (812,1 mg) apresentavam-se como manchas tnicas em CCDS
(FM: CHCI;, revelador: Dragendorff), sendo reunidas e submetidas a andlises
espectroscopicas. Os dados obtidos confirmaram que se tratava da (-)-duguetina (12), um
alcal6ide 7-hidréxi-aporfinico.

A (-)-duguetina (10) foi submetida a reacdes de acetilagdes com anidrido acético (1
mL) + piridina (1 mL) e com anidrido acético (1 mL) + DMAP, ambas sob condi¢des de

aquecimento, porém com a andlise espectroscopica verificou-se que a acetilacdo nao ocorreu.

- Grupo 5

Em CCDS (FM: CHCl3:MeOH 10%, revelador: Dragendorff) as fracdes de 63 a 79
(800 mg) apresentaram-se como mistura, assim optou-se em submeté-las a cromatografia em
coluna aberta de silica gel 60 (76 g) utilizando o gradiente de polaridade CHCl3;, MeOH, H,0O
e acetona [TABELA 9]. Com isso, obteve-se 221 fra¢des de 10 mL, as quais foram reunidas

em 10 subgrupos de acordo com a semelhanga dos perfis cromatograficos [TABELA 10].
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TABELA 9 - Fracionamento cromatogréfico das fracdes 63-79 (Grupo 5)

Fracoes Subgrupos Pesos (mg)
1-44 1 12,4
45-59 2 13,0
60-75 3 25,6
76-94 4 23,5
95-108 5 2894
109-128 6 158,1
129-152 7 23,5
153-177 8 18,6
178-193 9 53,5
194-221 10 36,4

TABELA 10 — SubGrupos provenientes do fracionamento das fra¢des 63-79 (Grupo 5)

Fracoes Subgrupos Pesos (mg)
1-44 1 124
45-59 2 13,0
60-75 3 25,6
76-94 4 23,5
95-108 5 289.,4
109-128 6 158,1
129-152 7 23,5
153-177 8 18,6
178-193 9 53,5
194-221 10 36,4
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- Subgrupo 3
- Dicentrinona (11)

As fracdes 60 a 75 (25,6 mg) foram reunidas, pois revelavam uma unica mancha em
CCDS (FM:CHClI5:MeOH 6%, revelador: Dragendorff), porém com a andlise espectroscopica
verificou-se tratar de uma mistura de alcaldides oxaporfinicos detentores de mesmo Rf em
placas de silica gel. Por esta razdo, esta foi submetida a CCPS-OXA (FM:CHCI5:MeOH 15%)

para a obtenc¢do do alcaléide dicentrinona (11) (4,6 mg).

- Subgrupo 5

- (-)-duguetina (10)

As fracdes 95 a 108 (289,4 mg) apresentaram-se como uma Unica mancha em CCDS
(FM: CHCIls, revelador: Dragendorff) de Rf coincidente ao do alcaldide, ja isolado
anteriormente, (-)-duguetina (10). Através dos dados espectroscépicos de IV, RMN de 'H, Be

e DEPT 135° confirmou-se que a substancia isolada trata-se da (-)-duguetina (10).

- Grupo 10
- (-)-N-metiltetraidropalmatina (12)

Reuniram-se as fragdes 186 a 206 (69,3 mg), pois apresentavam uma dnica mancha
em CCDS (FM: CHCI5:MeOH 15%, revelador: Dragendorff) e detinham o mesmo aspecto de
s6lido amorfo marrom. Apés a obtencdo dos dados de IV, EM e RMN de 'H e '°C verificou-

se que a substancia isolada trata-se do alcaldide (-)-N-metiltetraidropalmatina (12).
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- Grupo 11

- (+)-N-metilglaucina (13)

As fracoes 207 a 213 (11,2 mg) foram reunidas e submetidas a andlises
espectroscOpicas, pois se apresentavam puras em CCDS (FM: AcOEt:AcOH:Ac.
Férmico:H,0 100:11:11:26, revelador: Dragendorff). Apds a comparagdo entre dados obtidos
de IV, EM e RMN '"H e *C com os encontrados na literatura, identificou-se esta substancia

como sendo o alcaléide (+)-N-metilglaucina (13).

3.11 - Obtencao do Extrato etanélico do cerne de caule subterrineo de Duguetia

Jurfuracea — precipitacao com acetona

O cerne do caule subterraneo (60 g), apos extracdo em Soxhlet com EP, foi submetido
a extragdo exaustiva com EtOH 95% em Soxhlet por 6 hs, obtendo-se um extrato de coloragcao
marrom denominado DfcercsEt, o qual foi submetido ao processo de precipitacio com
acetona [ESQUEMA 4]. O precipitado obtido apresentou-se como cristais esbranquicados e
em CCDS (FM: CHCls;: MeOH 50%, revelador: Ce(SQO4),) mostrou-se como uma unica
mancha de coloracdo azulada. A partir da anélise dos dados espectroscopicos de RMN de 1H

e de 13C confirmou tratar-se do ureideo alantoina (14).
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[ Cerne do caule subterraneo (60 g) ]

1) Extracdo exaustiva com EP
2) Extracdo exaustiva com EtOH 95% (6 hs)
[ Extrato etandlico (DfcercsEt) ]

—[ Precipitacao com acetona ]

| |
[ DfcercsEtsob ] [ Precinitado (DfcercsEtont) ]

[ Alantoina (14) ]

ESQUEMA 4 — Metodologia utilizada para a precipitagdo da alantoina

3.12 — Avaliacao Alelopatica

A avaliagdo alelopdtica é verificada através do ensaio bioldgico de inibicdo de
germinagdo em sementes de plantas mais sensiveis com germinagdo rapida e uniforme, como
a Lactuca sativa (alface) [FERREIRA & AQUILA, 2000].

O ensaio bioldgico consiste no acompanhamento da germinacdo das sementes, bem
como no crescimento de radiculas e hipocétilos das plantulas de L. sativa. Em placas de Petri,
previamente submetidas a assepsia com dlcool etilico 70° GL, foram adicionados papéis de
filtro para serem esterilizadas em autoclave por 1 hora a 180°C e, posteriormente deixadas em
estufa durante uma hora, a 100°C.

Os materiais que foram utilizados no bioensaio de avaliacdo alelopdtica estdao

relacionados abaixo [TABELA 13].
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TABELA 13 — Materiais utilizados na Avaliacdo Alelopatica

Materiais utilizados Descricao Marca

Sementes de Alface (L. sativa) Variedade Green Salad Feltrin
(mimosa); semente comercial,

origem chilena; 97% germinagao

Solucao Tampao, pH 6,2 NaHPO, 0,2M Merck
NaH,PO, 0,2M Nuclear
Placas de Petri 9 cm de diametro Pyrex
Papel de Filtro N° 02 Whatman
Glifosato® Herbicida comercial, 48% pv Dipil
(480 g/L)
Germinador de Sementes Modelo 347-6 (Mangelsdorf) Fanem

Em cada placa de Petri foram adicionadas 25 sementes de L. sativa e as solucdes das
amostras a serem testadas, bem como as solu¢des controle (branco e glifosato). As diferentes

concentracoes utilizadas foram testadas em triplicatas.

- Preparo das solucoes

- Controle negativo (Branco)

No bioensaio utilizou-se solucdo tampao fosfato [TABELA 14] com 4gua destilada na
propor¢ao 20:80 como solvente para a manutengdo do pH e da osmolaridade, conforme

descrito por Macias [MACIAS et al., 1994], obtendo-se as condi¢des ideais para germinagao.
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TABELA 14 — Preparo da solucdo tampao fosfato (pH = 6,2)

Solugdo A Solugdo B Solugdo Tampado pH=6,2
27,6 gde 53,6 gde 485 mL da solucao A +
NaH,PO,.H,0 (0,2M) NaHPO.,.7H,0O (0,2M) 61,5 mL da solu¢do B +
em 1L de H,O em 1L de H,O 500 mL de H,O destilada
destilada destilada

- Controle positivo (Glifosato)

O glifosato, um herbicida comercial, foi utilizado como controle positivo no

bioensaiso nas concentracdes de 19,2, 9,6 e 4,8 mg/mL em triplicata.

- Amostras

Os extratos obtidos das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea foram testados
em diferentes concentragdes no ensaio de inibi¢do de germinacdo para a avaliagdo da

atividade alelopatica [TABELA 15].

TABELA 15 - Extratos de D. furfuracea testados no Ensaio de Avaliagdo Alelopdtica

(Germinacdo e Desenvolvimento de sementes de alface) e suas respectivas concentragdes

Extratos Teste Concentracdes (Lg/mL)
DfccsOE2 500, 250 e 125
DfccsEPsob 1000, 500 e 250
DfccsAlc 1000, 500 e 250

As solugdes dos extratos teste e do controle foram preparadas com solu¢do tampao:

agua destilada (20:80) nas concentracdes ja descritas, sendo adicionados em cada placa 4 mL
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da soluc@o sob o papel de filtro. As sementes foram distribuidas de forma homogénea em
cada placa, e estas mantidas na estufa de germinacdo com temperatura controlada num

intervalo de 28 a 30° [FIGURA 2].

FIGURA 2 — Germinador 347-6 (Fanen)

As leituras foram realizadas por cinco dias consecutivos, efetuando-se a contagem
didria do nimero de sementes germinadas e no dltimo dia do ensaio a medi¢do das radiculas e

hipocétilos das plantulas [TABELA 16].
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TABELA 16 — Procedimento da leitura do ensaio Alelopdtico

Leituras Horérios
Preparo do teste Oh
Contagem do nimero de sementes germinadas 24 h
48 h
72 h
96 h
120 h
Leitura do comprimento das radiculas 120 h
Leitura do comprimento dos hipocétilos 120 h

3.13 - Avaliacao da Atividade Auxinica

As auxinas sdo hormonios vegetais reguladores de vdrios processos, como a
capacidade de promover o alongamento de coledptilos e segmentos do caule [TAIZ &

ZEIGER, 2004; FERRI, 1979].

Devido aos resultados obtidos na avaliacdo alelopdtica, foi realizado o ensaio do

crescimento linear do coledptilo para a avaliagdo da atividade auxinica.

- Teste do crescimento linear do coledptilo estiolado
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Neste bioensaio foram utilizados coledptilos de 10 mm provindos de plantula de Zea

mays (milho) germinadas na incubadora [FIGURA 3] com auséncia de luz e temperatura a

25°C por 5 dias em caixas de germinacao com suporte de vermiculita.

FIGURA 3 - Incubadora B.O.D., 411D

Os materiais que foram utilizados no teste do crescimento linear do coledptilo estao

relacionados abaixo [TABELA 17].

TABELA 17 — Materiais utilizados no teste do crescimento linear do coledptilo

Materiais utilizados Descrigao Marca
Sementes de milho (Zea mays) Familia Flex, n: 12,5 Agroceres

MES CsH3NO,S . xH,0, min. 99,5%. Sigma

Faixa de pH 5,5-6,7.

Placas de Petri 9 cm de diametro Pyrex

AIA Acido indol-3-acético, C1oHsNO, Sigma
Vermiculita Expandida, tipo fina. Terra Mater

Paquimetro Aco inoxidavel Worker
Incubadora B.O.D Modelo 411D Nova Etica
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Em cada placa de Petri foram adicionados 20 coledptilos de Zea mays e 20 mL das

solucdes dos controles (positivo e negativo) e das amostras teste.
- Preparo das solucgoes
- Controle negativo (Branco)
No ensaio utilizou-se solu¢do tampao MES [TABELA 18] com dgua destilada na
propor¢do 20:80 como solvente para a manutencdo do pH, pois foram observados melhores

resultados com o uso da solu¢do tampao nesta propor¢ao.

TABELA 18 — Preparo da solugao tampao MES (pH = 6,2)

Solugdo Inicial Soluc¢dao Tampao pH=6,2
21,32g de MES em 1L Solucdo inicial + NaOH
de H,O destilada 30% até pH=6,2

- Controle positivo (AIA)

As solucdes de AIA (dcido indol-3-acético) com concentragdes de 100, 10, 1 e 0,1
pg/mL foram adicionadas nas placas de Petri com os coledptilos. O AIA foi utilizado como

controle positivo, pois possui uma maior solubilidade em dgua e maior relevancia fisiolégica

[TAIZ & ZEIGER, 2004].

- Amostras teste

O ¢leo essencial, obtido a partir das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea, foi
testado nas concentracdes de 100, 10, 1, e 0,1 pg/mL.

As solucdes do extrato teste, bem como os controles, foram preparadas com solucdo
tampao:agua destilada (20:80) nas concentragdes ja descritas, sendo adicionados em cada

placa 20 mL da solug¢do e 20 coledptilos. Estas placas foram mantidas na incubadora com
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auséncia da luz e temperatura a 25°C, sendo que 24 hs depois do inicio do experimento faz-se

a medi¢do dos comprimentos dos coledptilos com paquimetro.

3.14 - Toxicidade sobre a Artemia salina (TAS)

O teste de toxicidade sobre a Artemia. salina (TAS) é considerado um ensaio
preliminar por apresentar correlacdes com atividades antitumoral, inseticida e outras
[McLAUGHLIN, 1991] [MICHAEL et al., 1956] e caracteriza-se por ser de baixo custo e de
considerdvel sensibilidade. Este teste foi realizado com extratos obtidos das cascas do caule
subterraneo de D. furfuracea.

Uma solucdo de sal marinho sintético (38g/L, pH = 8-9) é borbulhada com oxigénio
na cuba de eclosdo juntamente com os ovos (80 mg), sendo que por um periodo de 02 hs uma
lampada € mantida pr6xima a cuba para que seja atingida a temperatura ideal de eclosdo.

Alguns dos materiais utilizados no TAS estao relacionados abaixo [TABELA 19].

TABELA 19- Materiais utilizados para o ensaio de Toxicidade sobre a A.salina (TAS)

Materiais utilizados Descrigao Marca
DMSO C,HeSO, 99% Merck
Sal Marinho - Marinemix
Ovos de Artemia salina  Ovos de alta eclosdo Maramar

Ap6s 48 hs, as larvas eclodidas atingem o estagio de nduplio e s@o transferidas para
frascos contendo solugdes teste e controles (branco e sulfato de quinidina), depois de 72 hs é
realizada a leitura [TABELA 20]. As dilui¢des das amostras e do controle positivo (sulfato de
quinidina nas concentracdes de 500, 250 e 125 pg/mL) foram feitas pelo método de dilui¢do
aritmética em solucdo aquosa de sal marinho sintético (38g/2L de H,O) com 1% DMSO (v/v).
Em cada frasco foram adicionadas 10 larvas, 3 mL de solucdo (amostra teste e controles),
sendo que as concentracoes foram testadas sempre em triplicatas [TABELA 21]. A

metodologia empregada € descrita por McLaughlin (1991).
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TABELA 20 - Cronograma do ensaio de Toxicidade sobre a Artemia salina (TAS)

Procedimento realizado Horarios
Adicdo dos ovos na cuba com oxigenagao Oh
Eclosdo e maturacdo dos ovos 24 hs
Transferéncias das larvas para fracos com solugdes 48 hs

(amostras e controles)

Leitura do teste 72 hs

TABELA 21- Extratos de D. furfuracea testados no Ensaio de Toxicidade sobre a Artemia

salina (TAS) e suas respectivas concentracdes

Extratos Teste Concentragdes (Lg/mL)
DfccsOE2 10,5¢e2,5
DfccsEPsob 10,5e2,5
DfccsAlc 75,37,5e 18,75

Para a andlise dos dados, obten¢do das DLsy e respectivos intervalos de confiancga

utilizou-se o método Probitos de analise.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4 . RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) do dleo

essencial das cascas do caule subterraneo de Duguetia furfuracea (DfccsOE2)

O o¢leo essencial, obtido das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea, foi
analisado em CG/EM [FIGURA 4], em equipamento Shimadzu, com detector seletivo de
massa (modelo QP 5000 Shimadzu), FID e 70eV. A coluna cromatografica utilizada foi do
tipo capilar de silica fundida com fase estacionédria DB-5, de 30 mm de comprimento e 0,25
mm de diametro interno, utilizando hélio como gés carreador. Os constituintes que puderam
ser identificados (biblioteca de padrdes e indice de Kovat’s) e confirmados por comparacio
dos espectros de massas.

Foram identificados como constituintes majoritarios de DfccsOE2 os compostos 2,4,5-
trimetoxi-estireno (29,2 %) e asarona (23,9 %), sendo que os outros identificados sdo
sesquiterpenos. Dentre os sesquiterpenos, os predominantes sdo: biciclogermacreno (8,6 %),

Epi-globulol (8,5 %), 6-cadineno (4,8 %) e (+)-espatulenol (4,7 %) [TABELA 22].

TIC * 1.0 34.057 664

504

21 22

a0 50

FIGURA 4 - Cromatograma no CG/EM obtido para o 6leo essencial das cascas do caule

subterraneo de Duguetia furfuracea (DfccsOE2)
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TABELA 22 — Principais constituintes do 6leo essencial das cascas do caule

subterraneo de D. furfuracea, determinados por CG/EM

Pico Tr (min) Teor (%) Peso Molecular Composto
1 31,1 2,2 204 Ol-gurjuneno
2 31,4 3,2 - -
3 31,9 3,3 204 Trans-cariofileno
4 32,8 2,2 204 Aromadendreno
5 33,4 0,8 204 o- humuleno
6 34,1 1,5 204 Drima-7,9(11)-dieno
7 34,3 0,9 204 Y-gurjuneno
8 35,3 8,6 204 Biciclogermacreno
9 36,3 4,8 204 d-cadineno
10 37,7 29,2 194 2.4,5-trimetoxi-estireno
11 38,0 1,1 222 Palustrol
12 38,8 4,7 220 (+)-espatulenol
13 39,0 2,2 220 (-)-6xido de cariofileno
14 39,4 1.4 222 Viridiflorol
15 39,9 8,5 222 Epi-globulol
16 40,7 0,7 222 1-Epi-cubenol
17 41,1 1,5 220 (-)-espatulenol
18 41,2 2,7 222 Epi-o-cadinol
19 41,7 1,0 224 Valerianol
20 42,4 23,9 208 Asarona
21 43,8 1,6 196 Asaraldeido
22 473 1,6 - -
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4.2 - 2,4,5-Trimetoxi-estireno (1)

MeO

O metabdlito 1 apresentou-se como um s6lido amorfo branco, solivel em CHCl; e em
CCDS, eluente CHCls, revelou a presenca de um tnico ponto (Rf = 0,53) de coloragdo roxa
ao ser revelado com vanilina/acido sulfirico. Além de ser encontrado no 6leo essencial,
também foi observada a presenca do composto 1, em grande quantidade, no extrato éter de
petréleo, ambos obtidos das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea.

O espectro de RMN 'H de 1 (Espectro 1) exibiu dois singletos relativos a hidrogénios
aromdticos em & 6,99 e 6,48 e trés singletos referentes as metoxilas aromaticas em & 3,80,
3,84 e 3,87. Além destes, os hidrogénios Hs, Hg € Hc apresentaram sinais de mesmo padrao
de desdobramento, duplo dupleto (dd) em, respectivamente, & 5,14, 5,57 e 6,96 com
constantes de acoplamentos caracteristicos tipo cis, trans e geminal [TABELA 23].

O espectro de RMN BC (Espectro 2), juntamente com os sinais encontrados no
espectro de DEPT 135° (Espectro 3), revelou sinais intensos relativos a trés metoxilas
aromadticas com os deslocamentos quimicos de & 56,0, 4 56,4 € 8 56,7. Seis sinais referentes a
carbonos aromadticos aparecem em & 97,7, 109,5, 118,5, 143,3, 149,6 ¢ 151,4, sendo esses
ultimos referentes aos deslocamentos quimicos dos carbonos aromaticos ligados as metoxilas.
Além destes sinais, também puderam ser observados os sinais para os carbonos olefinicos em
0 130,9 (CH) e 112,0 (CH,) [TABELA 24].

Os dados encontrados para a substancia 1 sd3o compativeis com aqueles encontrados na
literatura para o 2,4,5-trimetoxi-estireno [WATERMAN, 1976] [NAGASHIMA et al., 1999],

confirmando tratar-se da mesma substancia.
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O 2.4,5-trimetoxi-estireno ja foi isolado em D. eximia e D. panamensis, porém ainda
nao havia sido isolado em D. furfuracea. E descrito na literatura que este metabdlito possui

atividade sobre a Artemia salina (DLsy = 8 pg/mL) , mas baixa atividade citotdxica

[GOTTLIEB et al., 1978; WANG et al.,1988].

TABELA 23 - Dados de RMN 'H (0) de 1 e 2,4,5-trimetoxi-estireno

H 1(6)* 2,4,5-trimetoxi-estireno
[WATERMAN, 1976]

Ha 5,14 (dd, Jap=1,2 e Jac= 11,0 Hz) 5,20 (dd, Jap=2 e Jac= 10 Hz)

Hp 5,57 (dd, Jga=1,2 e Jgc= 17,8 Hz) 5,65 (dd, Jga=2 e Jgc= 18 Hz)

Hc 6,96 (dd, Jca=11,0e Jcg= 17,8 Hz) 7,05 (dd, Jca=10e Jcg= 18 Hz)

3 6,48 (s) 6,58 (s)
6 6,99 (s) 7,10 (s)
OCH; 3,80 (s) 3,85 (s)
OCH; 3,84 (s) 3,90 (s)
OCH; 3,87 (s) 3,95 (s)

(300 MHz, CDCl3)
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TABELA 24- Dados de RMN "°C () de 1 e 2,4,5-trimetoxi-estireno

C 1(8)* 2,4,5-trimetoxi-estireno
[NAGASHIMA et al., 19991°
118,5 119,3
151,4 152,1
97,7 98,9
149,6 151,0
143,3 144,7
109,5 111,4
130,9 131,8
8 112,0 111,8
OCH; 56,0 55,8
OCH; 56,4 56,0
OCH; 56,7 56,5
*(75 MHz, CDCly), °(125 MHz, C¢Ds)
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4.3 - (-)-a-gurjuneno (2)

Essa substancia, purificada por cromatografia em coluna de silica, apresentou-se em
CCDS como uma mancha de coloracao violeta quando revelado com vanilina/dcido sulftrico,
possuindo aspecto de 6leo incolor e [O]p 20~ -28,12.

A anilise do seu espectro de RMN 'H (Espectros 4 e 5) permitiu identificar o sinal
relativo ao Hg do anel ciclopropanico em 60,75 (d, J = 8,6 Hz), enquanto o sinal de H;
apareceu encoberto por outros sinais. Além disso, observou-se os sinais das metilas em & 0,82
(s), 0,89 (d, J = 7,1 Hz), 1,09 (s) e 1,63 (sl), sendo este ultimo referente a metila ligada ao
carbono olefinico [TABELA 25].

O espectro de RMN Be (Espectro 6) exibiu sinais referentes as metilas em 6 16,4,
28,9, 18,4 e 14,6, bem como o sinal de um carbono quaterndrio em d 21,7, caracteristico do
Ci; do anel ciclopropanico [TABELA 26]. A insaturagdo foi confirmada pelos sinais
observados em 0 137,3 e 136,1, respectivamente de C4 e Cs, estes ndo foram visualizados no
espectro de DEPT 135° (Espectro 7).

Através da comparacao dos dados espectrais da substancia isolada com os descritos na
literatura para o-gurjuneno e seu epimero, 1-Epi-a-gurjuneno, [KRISHNAPPA et al., 1973]
[ATTA-UR-RAHMAN, 1992] confirmou-se que a substincia isolada trata-se do

sesquiterpeno (-)-0-gurjuneno (2).
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TABELA 25 - Dados de RMN 'H (§) de 2 e o-gurjuneno

H 2(9)*? (-)-0-gurjuneno
[KRISHNAPPA e al., 1973]°

6 0,75 (d, J=8,6 Hz) nc

12 1,09 (s) 1,08 (s)

13 0,82 (s) 0,81 (s)

14 1,63 (sl) 1,65 (d, J=0,5 Hz)

15 0,89 (d,J=7,1Hz) 0,86 (d, J=7,0 Hz)

*(300 MHz, CDCl»), b (CCly), nc: ndo citado pelo autor

TABELA 26- Dados de RMN °C () de 2, o-gurjuneno e 1-Epi-o-gurjuneno

C 2(9)* da-gurjuneno [ATTA- 1-Epi-d-gurjuneno [ATTA-
UR-RAHMAN, 1992]”  UR-RAHMAN, 1992]°

1 48,7 48,9 50,3

2 28,9 29,0 31,6

3 36,4 36,5 35,7

4 137,3 137,3 138,5

5 136,1 136,1 137,0

6 25,7 25,9 26,6

7 28,3 28,5 24,2

8 21,5 21,6 21,0

9 32,5 32,7 35,4

10 32,1 32,3 33,1

11 21,7 21,7 20,0

12 16,4 16,4 16,3

13 28,9 29,0 28.8

14 14,6 14,5 14,8

15 18,4 18,4 20,3

*(75 MHz, CDCl3), * (CDCls)
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O oa-gurjuneno é um sesquiterpeno pertencente a classe dos aromadendranos, sendo
estruturalmente caracterizado por possuir um anel dimetil ciclopropanico fundido a um
esqueleto hidroazulénico [GIJSEN et al., 1995]. Este sesquiterpeno foi isolado pela primeira
vez da resina proveniente de arvores tropicais da familia Dipterocarpaceae, mas somente em
1963 sua estrutura foi determinada [PALMADE er al, 1963]. E um dos principais
constituintes do 6leo de bédlsamo gurjun (resina de arvores tropicais de Dipterocarpaceae),

sendo utilizado comercialmente como agente fixador em perfumes [BAUER et al., 1990].

- Rota Biossintética

A biossintese de sesquiterpenos inicia-se com o trans-farnesil pirofosfato (FDP), este
pode ser proveniente da via mevalonato ou da ndo-mevalonato (via metileritritol) [KNAGGS,
2003].

Schmidt e colaboradores (1999) realizaram um estudo com precursores marcados com
deutério e a enzima isolada o-gurjuneno sintase obtida de Solidago canadensis. Observou-se
que inicialmente ocorria a abstracdo do grupo fosfato do FDP (a) e formacdo do cétion
germacrenil (b); este sofre um rearranjo com deslocamento dos pares de elétrons internos para
a formacdo do cation patchoulenil (¢) que sofre uma série de reacdes como os rearranjos 1,2
de hidreto, culminando com a formagdo do produto o-gurjuneno. Esta também € a rota

biossintética aceita para a producdo do y-gurjuneno [FIGURA 5].

Estudo Fitoquimico e Avaliacdo Alelopatica das partes subterraneas de Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.) Benth. & Hook f. — Annonaceae



58

Rearranjo
1,2-H
e
Rearranjo .
1,2-H Rearranjo
T e 1,2-H
H e

Ha
Hb

(d)

Enzima-B:~

H+

a-gurjuneno

FIGURA 5 - Rota biossintética do sesquiterpeno a-gurjuneno [SCHMIDT et al., 1999]
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4.4- Aromadendreno (3)

O composto 3, purificado por CCPS-AgNOs, apresentou-se com o aspecto de dleo
incolor, sendo soluvel em CHCl; e MeOH.

O espectro de RMN 'H (Espectros 8 e 9) caracteriza-se por apresentar sinais relativos
aos hidrogénios do anel ciclopropanico em 8 0,60 e 0,83, além dos sinais relativos aos trés
grupos metila em 80,94 (d, J= 6,9 Hz ), 60,95 (s) e 1,01 (s). O singleto largo em & 4,59 é
atribuido aos hidrogénios olefinicos da dupla exociclica [TABELA 27].

Os dados de RMN °C (Espectros 10 e 11) confirmaram o tipo de esqueleto e também
a insaturac@o, pois observaram-se sinais caracteristicos de carbonos olefinicos em & 105,3
(CH,) e 154,8 (C), bem como sinais em 6 19,9 (C) referente a C;; e & 15,8, 28,7 ¢ 17,1
relativos as metilas [TABELA 28].

Com base no espectro de DEPT 135° (Espectro 12), confirmou-se que o composto 4
possui trés carbonos metilicos, cinco metilénicos, cinco metinicos e dois carbonos
quaterndrios. E importante ressaltar que o carbono olefinico em & 105,3 apresentou-se como
metilénico, corroborando a ligacdo dupla ser exociclica.

Através da comparacdo dos dados espectrais da substiancia isolada com o
aromadendreno e allo-aromadendreno, seu epimero em C;, confirmou-se que o composto 3 €
o aromadendreno [FAURE e al., 1991; MIYAZAWA et al., 1995]. Este sesquiterpeno, ja
amplamente conhecido em espécies de Annonaceae, foi isolado em D. glabriuscula

[SIQUEIRA et al., 2003], porém ainda nao havia sido isolado em D. furfuracea.
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TABELA 27 - Dados de RMN 'H (8) de 3 e (+)-aromadendreno

H 3" (+)-aromadendreno
[FAURE et al., 19911°

6 0,60 (dd, J= 10,7 ¢ 9,5 Hz) 0,62 (dd, J= 11,0 ¢ 9,4 Hz)

7 0,83 (m) 0,70 (ddd, J = 10,9, 9,4 e 5,9 Hz)

12 1,01 (s) 1,06 (s)

13 0,95 (s) 1,00 (s)

15 0,94 (d, J = 6,9 Hz) 0,94 (d, J = 7,4 Hz)

14 4,59 (s1) 4,64 (sl)

*(300 MHz, CDCl5), ® (400 MHz, CDCl5)

TABELA 28 - Dados de RMN °C (§) de 3, (+)-aromadendreno e (-)-allo-aromadendreno

C 3()? (+)-aromadendreno (-)-allo-aromadendreno
[MIYAZAWA et al., 1995]° [FAURE et al., 1991]°
1 53,8 53,8 50,8
2 29,5 29,5 28,3
3 35,1 35,2 31,3
4 35,3 354 37.9
5 43,7 44.0 42,2
6 29,1 29,3 23,6
7 27,4 27,7 249
8 248 249 22,2
9 39,0 39,2 35,8
10 154,8 154,0 152,3
11 19,9 19,9 17,2
12 15,8 15,8 15,9
13 28,7 28,7 28,7
14 105,3 105,7 109,8
15 17,1 17,1 16,4

%(75 MHz, CDCls), °(125 MHz, CDCl;), (100 MHz, CDCl;),
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4.5- Biciclogermacreno (4)
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Este composto foi isolado a partir fracdes 39-42, provenientes do grupo 4 do 6leo
essencial das cascas do caule subterraneo, sendo purificado por CCPS-AgNO;, Apresentou-se
como uma tnica mancha em CCDS e com o aspecto de 6leo incolor.

No espectro de RMN 'H (Espectros 13 e 14) sdo destacdveis quatro singletos em
61,00, 1,07, 1,46 e 1,64 referentes, respectivamente, as duas metilas geminais do anel
ciclopropénico e as duas metilas olefinicas. Além desses, também ha o sinal em 6 4,33 (d, J =
11,5 Hz) correspondente a Hs e em & 4,81 (dd, J = 10,7 e 5,4 Hz) de H; [TABELA 29]. A
metila H;s encontra-se mais protegida do que a metila Hj4, pois sofre um efeito anisotrépico
de protecao conferido pela ligacdo dupla entre C4 e Cs [FIGURA 6].

Na andlise dos dados espectrais de RMN BC (Espectro 15), ¢ importante ressaltar que
foram observados quinze sinais, indicando tratar-se de um sesquiterpeno. Os sinais mais
relevantes na identificagdo estrutural do composto foram dos carbonos olefinicos em & 124,8,
140,8, 128,0 e 126,5, bem como o sinal de C;; em 0 19,8 e das metilas em 6 29,2, 15,4, 16,5 ¢
20,9, sendo os dois ultimos relativos as metilas olefinicas [TABELA 30]. Baseando-se no
espectro de DEPT 135° (Espectro 16) e nos outros dados espectroscopicos obtidos
visualizou-se que a substancia 4 possui quatro carbonos metilénicos, quatro metinicos, quatro
metilicos e trés carbonos quaterndrios, confirmando o esqueleto germacreno.

As andlises das informacgdes espectroscOpicas obtidas foram compativeis com um
sesquiterpeno de esqueleto biciclico, incluindo um anel ciclopropanico. Através da
comparacdo entre os dados obtidos do composto 4 com o biciclogermacreno [CAROLLO,

2003; FERREIRA et al., 2001], confirmou que se tratava da mesma substancia.

TABELA 29 - Dados de RMN 'H (0) de 4 e biciclogermacreno

H 4 (§)* Biciclogermacreno
[CAROLLO, 2003]*
1 4,81 (dd, J=10,7 ¢ 5,4 Hz) 4,81 (dd, J=5,4 ¢ 10,7 Hz)

5 4,33 (d, J=11,5 Hz) 4,32 (d, J=11,5 Hz)
12 1,07 (s) 1,07 (s)
13 1,00 (s) 1,00 (s)
14 1,64 (s) 1,64 (s)
15 1,46 (s) 1,44 (s)

(300 MHz, CDCl5)
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TABELA 30 - Dados de RMN "*C (0) de 4 e do biciclogermacreno

C 4 (8)* Biciclogermacreno
[FERREIRA et al., 2001]*

1 1248 124,8

2 26,0 26,0

3 41,1 41,0

4 128,0 128,0

5 126,5 126,5

6 26,9 26,8

7 30,0 30,0

8 26,8 26,7

9 37,2 37,2
10 140,8 140,6
11 19,8 19,7
12 29,2 29,2
13 154 15,3
14 16,5 16,5
15 20,9 20,7

(75 MHz, CDCl3)

FIGURA 6 - Imagem 3D, gerada no programa Hyperchem, do composto 4
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O biciclogermacreno foi isolado pela primeira vez do 6leo essencial de Citrus junos
[NISHIMURA et al., 1969] e desde entdo, foi identificado como constituinte de uma grande
variedade de plantas [HARDT et al., 1995], inclusive em D. furfuracea [CAROLLO et al.,
2005].

Toyota e colaboladores (1996) relataram a instabilidade do biciclogermacreno
(isomerizagdo, oxidacdo), pois observaram uma diferenca significativa na concentracido do
(-)-ent-biciclogermacreno e (-)-ent-espatulenol em extratos de vdrias espécies vegetais
armazenados por longos periodos. Foi proposto, pelos autores, a transformagao de acordo com
a Figura 7 [TOYOTA et al., 1996]. O biciclogermacreno é considerado um intermedidrio na

biossintese dos aromadendranos [NISHIMURA et al., 1969].

/ H

(-)-ent-biciclogermacreno

(-)-ent-espatulenol

FIGURA 7 - Proposta de transformacao do (-)-ent-bicilogermacreno no (-)-ent-espatulenol
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4.6 — (E)-metil-isoeugenol (5)

MeO

A substancia S foi obtida a partir das fracdes 95-100, oriundas do fracionamento do
6leo essencial das cascas do caule subterraneo, apresentando-se com o aspecto de sélido
amorfo branco, solivel em CHCI; e com Rf de 0,53 em CCDS (FM: CHCl5).

O espectro de RMN 'H (Espectros 17 e 18) revelou a presenca de sinais em & 6,84
(dd), 6,77 (d) e 6,87 (d) relativos a H,, H3 e Hg, como também um dupleto largo em & 6,32
com J de 15,7 Hz, caracterizando um hidrogénio de ligacdo dupla trans (E). Também
observou-se a presenc¢a de um duplo quarteto em & 6,08 referente a Hg e um duplo dupleto,
relativo a metila na posi¢do 9, em & 1,85 com J de 6,5 e 1,4 Hz, estes sdo caracteristicos de
acoplamento vicinal e alilico, respectivamente [TABELA 31].

No espectro de RMN Be (Espectros 19 e 20) foram observados sinais de duas
metoxilas em & 55,7 e 55,9; um sinal em d 18,3, relativo a metila e também oito sinais de
carbonos olefinicos, sendo que dois desses sao referentes aos carbonos da ligacao dupla entre
C; e Cg e 0s outros ao anel aromatico [TABELA 32].

Com a andlise do espectro de DEPT 135° (Espectro 21) confirmou-se a presenga de

trés carbonos quaterndrios, trés metilicos e cinco metinicos.
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TABELA 31 - Dados de RMN 'H (0) de 5 e (E)-metil-isoeugenol

5(9)*

(E)-metil-isoeugenol

[JOSHI et al., 2005]*

OCH3
OCH3

o N N W

9

6,84 (dd, J=1,7 e 8,2 Hz)
6,77 (d, J=8,2 Hz)
6,87 (d, J=1,7Hz)

6,32 (dl, J=15,7 Hz)

6,08 (dq, /= 6,5 ¢ 15,7 Hz)

1,85(dd, J=6,5¢ 1,4 Hz)

3,85 (s)
3,87 (s)

6,90-6,78 (m)
6,90-6,78 (m)
6,90-6,78 (m)

6,35 (d, J = 16,2 Hz)
6,22-6,11 (m)

1,87 (dl, J = 6,2 Hz)

3,83 (s)
3,87 (s)

*(300 MHz, CDCl5)

TABELA 32 - Dados de RMN "C (8) de 5 ¢ (E)-metil-isoeugenol

C 5 (E)-metil-isoeugenol [POUCHERT
& BEHNKE, 19931°
1 131,1 131,2
2 118,6 118,6
3 111,2 111,3
4 148,1 148,2
5 149,8 149,0
6 108,6 108,6
7 123,8 123,7
8 130,6 130,6
9 18,3 18,3
OCH; 55,7 55,8
OCH; 55,9 55,9

%(75 MHz, CDCl5), °(60 MHz, CDCl5)
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A estrutura de 5 pdde ser confirmada com os dados obtidos no espectro de 'H-'H
COSY 90° (Espectros 22 e 23), pois as principais correlacdes observadas foram entre o Hg e
H7, a metila na posicdo 9 com H; e Hg e entre H; e H; [FIGURA 8].

A comparacao entre os dados obtidos da substancia 5 com os citados na literatura para
o (E)-metil-isoeugenol [JOSHI et al., 2005] [POUCHERT & BEHNKE, 1993] permitiu-nos
concluir que se tratam da mesma substancia. Este metabolito estd sendo descrito pela primeira

vez no género Duguetia.

CH3
FIGURA 8 - Correlacdes observadas no mapa de contornos 'H-'"H COSY 90° de 5
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4.7 — o-asarona (6)

MeO

A substincia 6 foi obtida em mistura com o 2,4,5-trimetoxi-estireno (1), tanto do
fracionamento do 6leo essencial quanto do extrato éter de petr6leo, ambos provenientes das
cascas do caule subterraneo. As fragdes que continham a mistura entre esses compostos
apresentaram-se com o aspecto de s6lido amorfo branco e possuiam Rf diferentes em CCPS-
AgNOs;, porém nao foi possivel separacao deles ja que sdo muito instdveis em meio 4cido, até
mesmo em CHCI; e na presenca de silica [NAGASHIMA et al., 1999]. Apesar de se
encontrar em mistura, foi possivel definir quais sinais pertenciam ao composto 6,
principalmente por dispor dos espectros do 2,4,5-trimetoxi-estireno (1).

No espectro de RMN 'H (Espectros 24 e 25) observou-se, para o composto 6, sinais
em 0 6,63 e 6,07 relativos a H; e Hg, exibindo constantes caracteristicas de acoplamentos tipo
trans (15,9 Hz), vicinal (6,6 Hz) e alilico (1,6 Hz). Além desses, também se visualizou
singletos em 0 6,47 e 6,92 referentes a H; ¢ Hg, bem como trés singletos em & 3,79, 3,83 ¢
3,85 relativos as trés metoxilas aromaticas [TABELA 33].

No espectro de RMN Bc (Espectros 26 e 27) observou-se, para o metabdlito 6, sinais
de metoxilas aromadticas em & 55,9, 56,3 e 56,4 e sinais de seis carbonos aromaticos, como
também sinais relativos aos carbonos da ligacdo dupla em 6 124,9 e 124,0, sendo estes
confirmados no espectro de DEPT 135° como metinicos (Espectro 28) [TABELA 34].

A partir da comparacdo dos dados espectrais da mistura entre 6 ¢ 1, com dados do

2,4,5-trimetoxi-estireno € -asarona (trans-asarona), verificou-se que a mistura obtida
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consistia nesses metabélitos [NAGASHIMA et al., 1999; GONZALEZ et al., 1996]. A ao-
asarona ainda ndo havia sido relatada em Duguetia furfuracea e em nenhuma espécie do

género Duguetia.

TABELA 33 - Dados de RMN 'H (8) de 6 e a-asarona

H 6 (8)* o-asarona
[GONZALEZ et al., 19961
3 6,47 (s) 6,48 (s)
6 6,92 (s) 6,93 (s)
7 6,63 (dd,J=159e1,6Hz) 6,64 (dd,J=158¢ 1,5 Hz)
8 6,07 (dq, J=159¢6,6Hz) 6,10 (dq, J = 15,8 ¢ 6,5 Hz)
9 1,86 (dd, J = 6,6 ¢ 1,6 Hz) 1,87 (dd, J= 6,5 ¢ 1,5 Hz)
OCH; 3,79 (s) 3,80 (s)
OCH; 3,83 (s) 3,84 (s)
OCH; 3,85 (s) 3,86 (s)

*(300 MHz, CDCL), * (250 MHz, CDCl5)
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TABELA 34 - Dados de RMN *C (8) de 6, a-asarona, 1 e 2,4,5-trimetoxi-estireno

C 6 (3" o-asarona 1(3)?* 2,4,5-trimetoxi-estireno

[GONZALEZ et al., 19961 [NAGASHIMA et al., 1999]°

118.,8 1189 118.,4 119,3
150,5 150,5 151,2 152,1
97,8 97,4 97,6 98,9
148.,6 148.,6 149.,5 151,0
143,2 143,2 143,2 1447
109,7 109,7 109.,4 111,4
124,9 124,9 130,8 131,8
124,0 124,2 111,8 111,8
9 18,6 18,7 - -
OCH3 55,9 56,0 55,8 55,8
OCH3 56,3 56,4 56,3 56,0
OCH; 56,4 56,6 56,4 56,5

(o BN e Y, B A S R S

*(75 MHz, CDCly), * (100 Mz, CDCl,), ¢ (125 Mz, C¢Ds)
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ESPECTRO 28 — Espectro de DEPT 135° de 6 e 1 entre 0-200 ppm (75 MHz, CDCls)
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- Atividades bioldgicas de a-asarona (trans-asarona)

A o-asarona é um dos principais constituintes do caule de Guatteria gaumeri
(Annonaceae) [ENRIQUEZ et al., 1980], tendo comprovada atividades carcinogénica
[WISEMAN et al., 1987], anti-microbiana [MOMIN et al., 2002], espasmolitica [LIU et al.,
1983], inseticida, porém menor que da [B-asarona [PARK et al., 2003] e, recentemente,
verificou ter potencial anti-tromb6tico [POPLAWSKI et al., 2000]. Além dessas, também se
constatou ser um potente agente hipolipidémico [GARDUNO et al., 1997] atuando através da
inibicdo da biossintese do colesterol [ISTVAN et al., 2001] e, com estudos tedricos,
comprovou-se que seu mecanismo de acdo é semelhante ao das estatinas (medicamentos

comercializados), tendo grande importdncia os grupos metoxilicos para esta atividade

[MEDINA-FRANCO et al., 2005].

4.8 - Policarpol (7)
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O composto 7, obtido a partir do extrato éter de petrdleo, apresentou-se como um
sélido amorfo branco e, em CCDS (FM: CHCIl;: MeOH 1%, revelador: Ce(SQO,),) exibiu
apenas uma tnica mancha de coloracdo amarela.

A andlise do espectro no IV/FT de 7 (Espectro 29) contribuiu para identificacdo da
substancia isolada, pois se visualizou a presenga de bandas referentes as deformagdes axiais
das hidroxilas (3416 cm'l), C-H alifatico (2965-2886 cm'l) e estiramento C=C (1652-1.557
cm'l).

No espectro de RMN 'H (Espectros 31, 32 e 33) pdde-se observar sinais de
hidrogénios olefinicos em & 5,06 (tm, J = 7,1 Hz), 5,28 (dl, J = 5,6 Hz) € 5,82 (dl, J/ = 5,8 Hz),
sendo estes relativos a Hy4, Hj; € H7. Também foram observados oito sinais de grupos metila
com os seguintes deslocamentos quimicos: & 0,58 (s), 0,85 (s), 0,86 (d), 0,91 (s), 0,95 (s), 0,97
(s), 1,57 (s) e 1,66 (s). As metilas mais desprotegidas sdo vinilicas, e por esta razao possuem
valores de deslocamentos quimicos maiores (8 1,57 € 1,66) [TABELA 35].

Os sinais em 83,22 e 4,25, de Hsqe Hisp, sio mais desprotegidos do que os
hidrogénios alifaticos devido ao efeito indutivo dos grupos hidroxilas, e ambos mostram-se
como duplo dubletos (dd) por apresentarem acoplamentos com os hidrogénios H, e Hjg,
respectivamente. O sinal em 8 3,22 é compativel com triterpenos que possuem um grupo
hidroxila em C; [VENKATRAMAN et al., 1994].

O espectro de RMN de "’C (Espectros 34 e 35) exibiu sinais referentes a trinta
carbonos, tendo destaque na identificacdo desse triterpeno os sinais dos carbonos carbinélicos
em & 74,4 e 78,9, relativos a C;5 € C;. O deslocamento quimico de C; encontra-se mais
desprotegido porque sofre efeitos B de desprotecdo conferidos pelas metilas Cag € Cpg. Além
desses, também foram visualizados seis sinais relativos aos carbonos olefinicos em 8 116,0,
121,3, 124,9, 131,1, 140,8 e 146,1. A anélise do espectro de DEPT 135° (Espectros 36 e 37)
permitiu-nos constatar que, dentre os trinta carbonos, hd sete carbonos metilénicos, oito
metilicos, oito metinicos e sete carbonos quaterndrios [TABELA 36].

No espectro de UV de 7 (Espectro 30) observou-se 0 Amu em 244 nm, que é
compativel com liga¢oes duplas conjugadas e heteroanular, pois em homoanular 0 Ay, € em
torno de 275 nm [PAVIA et al, 2001]. Portanto, a analise dos dados de UV, RMN "He BC do
composto 7 é compativel com um triterpeno de esqueleto lanostano [ROSECKE & KONIG,
1999], com duplas ligacdes entre C7 e Cy.

Os dados espectrais obtidos foram comparados com os dados encontrados na literatura

para o policarpol [JUNG et al., 1990] e, desta maneira, concluiu-se tratarem da mesma
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substancia. Este metabodlito estd sendo descrito pela primeira vez na espécie Duguetia

furfuracea.
TABELA 35 - Dados de RMN 'H (§) de 7 e policarpol

H 7 (8)* Policarpol [JUNG et al., 1990]"
3a 3,22 (dd, J=10,9 e 4,6 Hz) 3,21 (dd)

7 5,82 (dl, J=5,8 Hz) 5,81 (d)

11 5,28 (dl, J=5,6 Hz) 5,27 (d)
158 4,25 (dd, J=9,5 e 5,0 Hz) 4,24 (dd)
18 0,58 (s) 0,58(s)

19 0,91 (s) 0,91 (s)

21 0,86 (d, J =4,2 Hz) 0,86 (d)

24 5,06 (tm, J =7,1 Hz) 5,06 (t)

26 1,66 (s) 1,65 (s)

27 1,57 (s) 1,57 (s)

28 0,95 (s) 0,95 (s)

29 0,97 (s) 0,97 (s)

30 0,85 (s) 0,85 (s)

*(300 MHz, CDCl), °(200 MHz, CDCl5)
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TABELA 36- Dados de RMN "°C (8) de 7 e policarpol

C Grupo 7 ()" Policarpol [JUNG et al., 1990]°
1 CH, 36,2 36,2
2 CH, 27,7 27,7
3 CH 78,9 78,9
4 C 38,6 38,6
5 CH 48,8 48,9
6 CH, 22,9 22,9
7 CH 121,3 121,3
8 C 140,8 140,8
9 C 146,1 146,1
10 C 37,4 37,4
11 CH 116,0 116,0
12 CH; 38,4 38,5
13 C 443 443
14 C 51,9 51,9
15 CH 74,7 74,7
16 CH; 40,1 40,1
17 CH 48,9 48,9
18 CHs 15,8 15,8
19 CH; 22,8 22,8
20 CH 35,7 35,7
21 CHs 18,4 18,4
22 CH, 35,6 36,2
23 CH, 24.8 24.8
24 CH 124,9 124,9
25 C 131,1 131,1
26 CHs 17,6 17,6
27 CH; 25,7 25,7
28 CH; 28,1 28,1
29 CH; 15,9 15,9
30 CHs 17,1 17,1

* (75 MHz, CDCl3), b(50,2 MHz, CDCl5)
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O policarpol foi isolado pela primeira vez em Polyalthia oliveri e Meiocarpidium
lepidotum [HAMONNIERE etal., 1976]. E sugerido ser o marcador quimico de Annonaceae,
por ser um triterpeno raro e encontrado na maioria das plantas desta familia. Este triterpeno,
de esqueleto lanostano, possui atividade sobre a Artemia salina, células tumorais e um

pequeno efeito estimulante no crescimento de plantas [JUNG et al., 1990].
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ESPECTRO 29 - Espectro de IV/FT de 7
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ESPECTRO 31 - Espectro de RMN 'H de 7 entre 0-10 ppm (300 MHz, CDCl3)
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4.9 - Oxido de B-Cariofileno (8)

13
., H 2 3\ 15
12 11y
X—O
10
o 73
H\\ 8 7
14
8

A substancia 8 foi isolada do grupo 1 do extrato éter de petréleo das cascas do caule
subterraneo, apresentando-se com aspecto de s6lido amorfo branco e solivel em CHCl;.

O espectro de RMN 'H de 8 (Espectros 38 e 39) exibiu um sinal caracteristico do
hidrogénio do anel ep6xido em 6 2,86 (dd, J= 10,5 e 4,0 Hz), mas outros sinais significantes
para a definicdo de sua estrutura foram observados em & 4,84 (sl) e 4,95 (sl) referentes aos
hidrogénios olefinicos Hj4. Também foram visualizados trés singletos relativos a metilas em
80,96 (s), 0,98 (s) e 1,18 (s) [TABELA 37].

Com a andlise dos espectros de RMN C (Espectro 40) e DEPT 135° (Espectro 41)
observou-se sinais correspondentes a quinze carbonos e, dentre esses estdo trés metilicos, seis
metilénicos, trés metinicos e trés carbonos quaterndrios, o que sdo compativeis com um
sesquiterpeno triciclico com uma ligagdo dupla. Os sinais correspondentes as trés metilas
foram observados em 8 16,9, 21,6 e 29,9, estes dois ultimos atribuidos a C3 e Cjo. Também
se visualizou sinais caracteristicos dos carbonos do anel ep6xido em & 59,8 e 63,7, sendo que
a insaturacdo foi confirmada pelos sinais observados em 0 151,8 e 112,7, este tdltimo é
referente a Cy4 e foi confirmado como metilénico no espectro de DEPT 135° [TABELA 38].

Através da comparacdo dos dados espectrais da substancia isolada com os descritos na
literatura para o 6xido de [-cariofileno [SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000] pode-se
concluir serem ambas a mesma substéncia. O 6xido de B-cariofileno ja havia sido isolado do

6leo essencial das folhas de Duguetia furfuracea em trabalhos anteriores [CAROLLO et al.,

2005].
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TABELA 37 - Dados de RMN 'H (8) de 8 e 6xido de B-cariofileno

H 8(3)® Oxido de B-cariofileno
[SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000]
5  2.86(dd,J=4,0¢ 10,5 Hz) 2,86 (dd)
9  2,59(dd,J=94¢ 18,8 Hz) 2,60 (dI)
12 0,96 (s) 0,98 (s)
13 0,98 (s) 1,01 (s)
14 4,84 (sl) 4,86 (sl)
4,95 (sl) 4,97 (sl)
15 1,18 (s) 1,19 (s)

(300 MHz, CDCly)

TABELA 38 - Dados de RMN °C (§) de 8 e 6xido de B-cariofileno

C 8 (9" Oxido de B-cariofileno
[SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000]
1 50,7 50,9
2 27,2 27,2
3 39,1 39,2
4 59,8 59,7
5 63,7 63,6
6 30,2 30,1
7 29,8 29,9
8 151,8 153,0
9 48,7 48,7
10 39,7 39,8
11 34,0 34,0
12 29,9 30,0
13 21,6 22,6
14 112,7 113,0
15 16,9 16,9

*(75 MHz, CDCl5)
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ESPECTRO 39 — Expansio do espectro de RMN 'H de 8 entre 0,8-3 ppm
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ESPECTRO 41 — Espectro de DEPT 135° de 8 entre 0-200 ppm (75 MHz, CDCl5)
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4.10 - Asaraldeido (9)

Esta substancia, isolada do grupo 9 do extrato éter de petréleo, apresentou-se como um
s6lido amorfo branco e em CCDS (FM: CHCls, revelador: Ce(SO4),) exibiu apenas uma Unica
mancha.

O espectro de RMN 'H de 9 (Espectro 42) apresentou dois singletos relativos a
hidrogénios aromaéticos em 6 6,47 (s) e 7,31 (s), bem como sinais de trés metoxilas aromadticas
em 03,86, 3,90 e 3,95 e também um singleto em & 10,3 relativo a hidrogénio aldeidico
[TABELA 39].

A anilise dos dados espectrais de RMN "°C (Espectro 43) e DEPT 135° (Espectro
44) do composto 9 permitiu a confirmagdo da presenca de uma carbonila de aldeido e de um
anel aromadtico tetrassubstituido. A carbonila apresentou-se com deslocamento quimico de &
188,0 (CH), caracterizando uma carbonila conjugada com o anel aromadtico que sofre efeito de
ressonancia (protecdo) que também recebe a contribuicdo das metoxilas em C, e Cy4
[TABELA 40].

Os dados de RMN 'H (dois singletos referentes a hidrogénios aromaticos) e os valores
dos deslocamentos quimicos dos carbonos aromadticos indica um padrdo de substituicdo
1,2,4,5. Considerando os substituintes definidos, a dnica possibilidade estrutural é a do
asaraldeido (2,4,5-trimetoxi-benzaldeido), confirmado através da comparagao com os dados

da literatura [SIQUEIRA et al., 2001].
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TABELA 39 - Dados de RMN 'H (8) de 9 e asaraldeido

H 9 (§)* Asaraldeido [SIQUEIRA et al., 2001]*
3 6,47 (s) 6,48 (s)
6 7,31 (s) 7,31 (s)
7 10,3 (s) 10,3 (s)
OCH3 3,86 (s) 3,86 (s)
OCH; 3,90 (s) 3,91 (s)
OCH; 3,95 (s) 3,96 (s)

* (300 MHz, CDCl;)

TABELA 40 - Dados de RMN °C (8) de 9 e asaraldeido

C 9 (§)? Asaraldeido [SIQUEIRA er al., 2001]*
1 1174 117,3
2 158.,6 158.,6
3 96,0 95,9
4 155,8 155,6
5 143,6 143.,6
6 109,1 109,0
7 188,0 188,1
OCH; 56,2 56,2
OCH; 56,2 56,2
OCH3 56,3 56,3

(75 MHz, CDCl;)
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4.11 - Alcaloides aporfinicos

No estudo fitoquimico de Duguetia furfuracea foram isolados trés alcaldéides com

esqueleto aporfinico, sendo que dois deles sao do tipo 7-hidréxi-aporfinico e um N, N-dimetil-

aporfinico. Por estdo razdo, algumas caracteristicas dessa classe serdo discutidas com o intuito

de esclarecer dados mais relevantes para a elucidacdo dos mesmos.
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Esqueleto basico de alcaldides aporfinicos

Os alcaldides aporfinicos sao invariavelmente substituidos em C; e C,, podendo
também serem substituidos em C;. No anel D as substitui¢des mais comuns ocorrem em Co,
Cio e Cy1, sendo que a substituicdo em Cg € rara. Em geral, esses substituintes sdo oxigenados
(hidroxilas ou metoxilas), pois estes sdo importantes na biossintese desses compostos por
permitirem a sua formagdo a partir de alcaldides benziltetraisoquinolinicos via acoplamentos
oxidativos [CAVE et al., 1987].

Esta classe de alcaldides € subdivida, de acordo com as caracteristicas do esqueleto
basico, em: alcaldides aporfinicos sensu stricto, desidroaporfinicos, 7-alquil-aporfinicos e 7-

hidréxi-aporfinicos [CAVE et al., 1987].

4.11.1 - Algumas caracteristicas fisicas e espectroscopicas dos alcaléides aporfinicos

- Dados de RMN 'H [GUINADEAU, 1983, 1988, 1994; CAVE et al., 1987;
MARSAIOLI et al., 1979]

A andlise de espectros de RMN 'H, principalmente nas regides referentes a
hidrogénios arométicos e metoxilas, permite definir o padrdo de substitui¢do do alcaléide em
estudo.

Em geral, o sinal de Hj aparece entre 8 6,50-6,70 e de Hy; entre & 7,5-8,20, sendo que
este dltimo € influenciado pela presenca de substituinte em Cjg e C;. Os hidrogénios alifdticos

apresentam-se entre 0 2,00-4,00, sendo raramente distinguiveis. Enquanto que as metoxilas do
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anel A e D absorvam entre  3,75-4,00, com exce¢do em Cy; (6 3,60-3,80) e em C; (8 3,40-
3,70).

Os grupos metilenodioxilicos, quando posicionados no anel A (C,/C, e C,/Csz) ou no
anel D (C,0/Cy;) geralmente exibem dois dubletos com J de 1,5 Hz em 8 5,9 ¢ 6,1, mas em
Co/Cjp (anel D) apresentam-se como um singleto ou dois dubletos com deslocamentos
quimicos muito proximos. A ndo equivaléncia dos hidrogénios metilenodioxilicos esta
relacionada com a torcao do sistema bifenilico da molécula.

O grupo N-CHj3, quando presente, ocorre como um singleto em & 2,40-2,50, mas em

alcal6ides N-6xidos o seu deslocamento € menor.

- Dados de RMN "°C [GUINADEAU, 1983, 1988, 1994; CAVE et al.,, 1987;
MARSAIOLI et al., 1979]

Os carbonos sp> dos anéis B e C sdo distinguiveis entre si, sendo que o C, ocorre em
028-30 ppm, Cs, Cs, € C7 possuem deslocamentos quimicos em torno de & 43 , 53 e 37,
respectivamente. Porém quando hd uma metila ligada ao nitrogénio os carbonos Cs e Cg,
sofrem desprotecgdo (efeito ) passando a absorver em d 53 e 62, enquanto que C; sofre efeito
vy de protecdo apresentando-se em & 34. Em alcaldides 7-hidréxi-aporfinicos o carbono
carbindlico C; aparece em torno de & 70.

Os carbonos aromaticos (anéis A e D) que absorvem entre 6 105 a 115 sdo adjacentes
aos carbonos com substituintes oxigenados. Os deslocamentos entre & 155-130 sdo relativos
aos carbonos com substituintes oxigenados.

O grupo N-CH3; aparece entre 8 43-44, mas em 7-hidréxi-aporfinicos apresenta-se em

torno de & 40. Os carbonos dos grupos metoxilicos podem se observados entre 8 59-61 ou 55-

56.

- Configuracio absoluta [CAVE et al., 1987]
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Os alcaldides aporfinicos, possuidores de centro assimétrico em Cg,, podem ter sua
configuracdo absoluta determinada de acordo com sua rotacdo Optica especifica na raia D do
sédio. Os compostos dextrdgiros t€m configuracao (S) e os levogiros (R).

A correlacdo entre a configuracio absoluta e a substituicao no anel D foi observada, ja
que os alcaldides substituidos em Co/Cip ou C;¢/C;; tém predominantemente a configuragcdo
(S), enquanto que os alcaldides com apenas uma substituicdo em Cy, Cjp € C;;, ou ndo

substituidos podem exibir a configuracao (S) ou (R).

4.12 — (-)-duguetina (10)

O alcaldide 10 apresentou-se como um s6lido amorfo marrom que em CCDS (FM:
CHCI5:MeOH 8%, revelador: Dragendorff) exibiu um ponto predominante de coloragdo
laranja.

No espectro de IV/FT de 10 (Espectro 45) observou-se a presenga de uma banda de
absorcdo larga em 3422 cm™ referente 4 deformacdo axial do grupo hidroxila, como também

bandas de absorcdo em 2936 ¢ 2851 cm’, relativas s deformacdes axiais de C-H alifético.
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A andlise do espectro de RMN 'H (Espectros 46 e 47) permitiu a observacao de dois
dupletos em 8 3,51 e 4,58, referentes a Hg, € H7, com constantes de acoplamento (J) de 12,1
Hz, o que define a relacdo frans entre estes hidrogénios; além destes, também revelou a
presenca de singletos relativos a hidrogénios aromaticos em 6 6,51, 7,25 e 7,61, bem como
um singleto em & 2,57 caracteristico de metila ligada a nitrogénio. Todos esses sinais, € outros
observados para hidrogénios alifaticos indicaram tratar-se um alcal6ide 7-hidréxi-aporfinico
[TABELA 41]. Como a rotagdo 6ptica na raia D do sédio foi negativa ([a]p’= -36,06)
concluiu-se que este alcaldide é da série R e, portanto, apresenta o He, com a configuragcdao
conforme indicado na estrutura [CAVE et al., 1987].

O espectro de RMN "°C (Espectros 48 e 49) mostrou a presenca de sinais de carbonos
metilénicos em & 23,1 e 49,8, compativeis com C4 e Cs de alcaldides aporfinicos, como
também um sinal de metila em & 39,4 referente a N-CHj. Outros sinais importantes para a
identificag@o estrutural desse alcal6ide foram observados, como em o 69,7 caracteristico de
carbono carbindlico (C7) e 8 64,7 relativo a Cg,. Devido a metilagdo do nitrogénio, os
carbonos Cs e Cg, sofrem efeitos B de desprotegdo, enquanto C; sofre efeito y de protecdo
[TABELA 42].

O padrio de substituicdo foi confirmado pelos dados espectrais de RMN °C e DEPT
135° (Espectro 50), pois foram observados trés carbonos metinicos aromdticos € nove
carbonos sem hidrogénio, sendo o metilenodioxilico confirmado pelo sinal de carbono
metilénico em & 100,7.

No mapa de contornos NOESY (Espectros 51 e 52) foram observadas importantes
correlagdes, como entre o N-CHj3 e os hidrogénios Hg, € H7, como também entre as metoxilas
em 03,95 com o Hg e & 3,88 com o Hj;. As outras correlagdes podem ser observadas de
acordo com a Figura 11 e a Tabela 43.

O espectro de massas de baixa resoluciao de 11 (Espectro 53), obtido por impacto de
elétrons, exibiu o pico do fon molecular em m/z 355,0 [M]™, sendo este compativel com
C20H,;NOs, e o fragmento em m/z 340,3 [M-CH3]" confirmou a presenca da metila ligada ao
nitrogénio. Também se visualizou fons fragmentarios em m/z 337,1, 324,2 e 311,6, sendo os
dois primeiros formados pela perda de dgua e de metoxila, e o ultimo através de uma
fragmentacao tipo retro Diels-Alder, caracteristica dos aporfinicos.

A partir da comparagdo dos dados espectrais obtidos com os observados na literatura

pode-se determinar que a substincia 10 é a (-)-duguetina [NAVARRO et al., 2001]. Esta
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substancia foi isolada pela primeira vez em 1970 de Duguetia sp. [CASAGRANDE et al.,

1970], mas ainda nao havia relatos de seu isolamento em Duguetia furfuracea.

TABELA 41 -Dados de RMN 'H (0) de 10 e (-)-duguetina

H 10 (8)* (-)-duguetina [NAVARRO et al., 20011°

3 6,51 (s) 6,50 (s)

6a 3,51(d,J=12,1 Hz) 3,25 (d)

7 4,58 (d,J=12,1 Hz) 4,80 (d)

8 7,25 (s) 7,0 (s)

11 7,61 (s) 7,60 (s)
N-CH; 2,57 (s) nc

O-CH,-O 5,91 (sl) e 6,06 (sl) 4,95 (sl) e 6,05 (sl)

OCHj3 (Cyp) 3,88 (s)* nc
OCHj3; (Co) 3,95 (s)* nc
OH 1,94 (sl) nc

(300 MHz, CDCl»), b (200 MHz, CDCl3); nc: nao citado pelo autor; * confirmados pelo espectro

de NOESY
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TABELA 42 - Dados de RMN °C (§) de 10 e (-)-duguetina

C 10 (6)* (-)-duguetina [NAVARRO et al., 2001]b

1 141,8 141,8

la 116,6 116,0

1b 121,3 121,4

2 147,7 148,2

3 106,7 106,6

3a 127,1 127,4

4 23,1 24.9

5 49,8 49,2

6a 64,7 64,6

7 69,7 69,8

7a 132,8 133,6

8 107,3 109,1

9 148,7 148,5

10 146,9 146,3

11 110,4 110,3
11a 1227 123,9
N-CHs3 39,4 39,9
O-CH,-O 100,7 100,1
OCHj; (Cy) 55,9 55,2
OCHj3; (Cyp) 56,1 55,6

a (75 MHz, CDCl;), b (50 MHz, CDCl;)

FIGURA 11 - Correlagdes observadas no mapa de contornos NOESY de 10
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TABELA 43 — Correlagdes observadas no mapa de contorno NOESY do composto 10

(300 MHz, CDCl3)
H (3) 'H ()
H; (8§ 6,51) Hs (8 3,02)
Hg, (8 3,51) N-CH; (8 2,57)
H; (8 4,58) N-CH; (8 2,57), Hs (8 3,02)
Hs (8 7,25) H; (8 4,58), OCH; (8 3,95)
Hii (87,61) OCH; (8 3,88)
N-CHj3 (8 2,57) H;s (8 3,02), Hg, (5 3,51) e H; (8 4,58)

llZ'QSL/

T
3000 2000 1000

ESPECTRO 45- Espectro de IV/FT de 10
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ESPECTRO 51 — Mapa de contornos NOESY de 10 (300 MHz, CDCl3)
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- Reacdo de acetilagdo de 10

Esse alcal6ide, obtido a partir do extrato alcaloidico das cascas do caule subterraneo,
foi submetido a processos cldssicos de acetilacdes com anidrido acético/piridina e anidrido
acético/DMAP, mas sem sucesso e, por esta razdo, sua estrutura foi investigada com estudos
tedricos para determinagdo das preferéncias conformacionais tanto das metoxilas quanto do

N-CHj;, na tentativa de elucidar a resisténcia as acetilagdes por parte da hidroxila.

- Anélise conformacional de 10

[Euzébio Guimaraes Barbosa (PG), Departamento de Quimica, UFMS, Campo Grande/ MS]

As conformacdes das metoxilas do anel D, investigadas por meio de uma superficie de
potencial eletrostatico realizada com AMI, em que a energia menor € observada quando as

metoxilas estdo com ambos os dngulos de diedro de 0° [FIGURA 12].

250
200
160
100
50

i ]
200 e g

_~Tto

FIGURA 12 - Superficie de energia potencial para a rotacdo das diedrais da metoxilas.

Duas conformacdes para o anel B foram selecionadas por dinamica molecular (MM2)

e subseqiientemente, as geometrias, otimizadas com nivel de teoria B3LYP/6-31G**,
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permitiram a observacdo de uma diferenca de energia entre o conformero a e b de apenas
0,0412 kcal/mol [FIGURA 13]. Também foi constado que, tanto na conformagdo @ como na
conformagdo b, o hidrogénio da hidroxila € capaz de fazer ligacdo de hidrogénio com o
nitrogénio em ambas as conformacdes, porém a ligacdo de hidrogénio em b é mais curta, o
que explica a pequena diferenca energética entre os confOrmeros. A distribuicdo
conformacional pode ser confirmada por correlagdes observadas no espectro de NOESY
[TABELA 43] entre N-CH3; e os hidrogénios Hg, € H7, 0 que atesta a existéncia das duas

conformagdes em propor¢des muito semelhantes.

Conférmero a. Conférmera b.

FIGURA 13 - Destaque das correlagdes observadas no NOESY para N-CH; e comprimento

das ligacdes de hidrogénio de 10 nas duas conformacdes mais estiveis

Portanto, com os estudos tedricos observou-se que o alcaldéide duguetina possui
confOrmeros que oscilam entre si muito facilmente devido a pequena diferenca de energia
entre eles, e as ligacdes de hidrogénio, constatadas em ambos os confOrmeros, explicam a

marcante dificuldade de acetilac@o desse alcaldide.
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4.13 - Dicentrinona (11)

O metabdlito 11, isolado por CCPS-OXA, apresentou-se como cristais alaranjados
soliveis em CHCI; e MeOH. Apo6s adicdo de HCI 5% a uma solucao cloroférmica do mesmo
observou-se uma alteragdo da cor para avermelhada, indicando a possibilidade do metabdlito
ser um alcaldide oxaporfinico, pois em meio 4cido esses alcaldides tornam-se protonados
resultando em um deslocamento batocromico [CAVE et al., 1987; NIETO et al., 1976]. Os
alcaldides oxaporfinicos sdo estruturalmente caracterizados por possuirem um esqueleto
aporfinico totalmente aromatizado e uma carbonila em C.

No espectro de RMN 'H de 11 (Espectro 54) foram observados dois dupletos em &
7,69 e 8,84 relativos a Hy € Hs com J de 5,0 Hz, sendo que esses sinais e o valor de J sdo
compativeis com os mesmos de esqueletos oxaporfinicos. Também foram observados
singletos referentes a hidrogénios benzénicos em 6 7,06, 7,88 e 7,91, como também os sinais
do metilenodidxido em & 6,35 e das duas metoxilas em 0 3,95 e 4,05 [TABELA 44]. Esses
sinais permitiram o estabelecimento do padrdo de substituicao, o qual foi confirmado pelos
dados espectrais de RMN "°C.

Os sinais mais relevantes na caracterizag¢ao estrutural do composto 11, no espectro de
RMN C (Espectros 55 e 56), foram observados em o 181,2, 102,4, 56,1 e 56,2, sendo o
primeiro relativo ao grupo carbonila em C7, o segundo ao metilenodiéxido e os dois ultimos
referentes as metoxilas aromdticas [TABELA 45]. O sinal do grupo metilenodioxilico foi

confirmado no espectro de DEPT 135° (Espectro 57) como sendo metilénico.
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Os dados espectrais obtidos foram compativeis com os descritos na literatura para o
alcaléide oxaporfinico dicentrinona [WIJERATNE et al., 1996; ZHOU et al., 2000]. Este
alcaldide, ja conhecido em Annonaceae, mas ndo em Duguetia furfuracea, apresentou
significativa atividade de inibicdo da topoisomerase I, o que estd relacionado com sua

atividade antitumoral [ZHOU et al., 2000].

TABELA 44 - Dados de RMN 'H (8) de 11 e dicentrinona

H 11(5)° Dicentrinona [WIJERATNE ez al., 1996]°
3 7,06 (s) 7,16 (s)
4 7,69 (d, J = 5,0 Hz) 7,74 (d, J = 5,4 Hz)
5 8,84 (d, J=5,0 Hz) 8,86 (d, J = 5,4 Hz)
8 7,88 (s) 7,97 (s)
11 7,91 (s) 8,64 (s)
O-CH,-O 6,35 (s) 6,13 (s)
OCH; 3,95 (s) 3,99 (s)
OCHj 4,05 (s) 4,08 (s)

*(300 MHz, CDCls); " (400 MHz, CDCl5)
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TABELA 45 - Dados de RMN °C (8) de 11 e dicentrinona

C 11 (§)* Dicentrinona [ZHOU ez al., 2000]°
1 151,5 152,1
la 108,2 107,5
1b 122,6 122,2
2 147,0 147,6
3 102,4 102,5
3a 135,5 138,2
4 123,9 124,3
5 144,7 142,9
6a 1454 143,7
7 181,2 180,4
Ta 1259 125,0
8 109,5 109,1
9 149,4 149,4
10 153,8 154,1
11 108,7 108,8
1la 127,7 127,7
O-CH,-O 102,4 102,7
OCHj (Co) 56,1 55,6
OCHj (C)o) 56,2 55,7

* (75 MHz, CDCl;), ° (100,6 MHz, CDCl;-CD;0D)
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4.14 - (-)-N-metiltetraidropalmatina (12)

O metabdlito 12 foi isolado do grupo 10 do extrato alcaloidico e apresentou-se como
um solido amorfo marrom, solivel em CHCl; e MeOH.

No espectro de RMN 'H de 12 (Espectros 58 e 59) foram observados na regido de
hidrogénios aromaticos dois singletos em d 6,77 e 6,66 e dois dupletos de um sistema AB em
0 6,80 e 6,86 com J de 8,5 Hz. Na regido de hidrogénios alifaticos apareceram dois dupletos
em O 5,03 e 5,32 com J de 16,0 Hz correspondentes a hidrogénios de um grupo metileno
(carbono em & 59,4), conforme mostrado no mapa de contornos HMQC (Espectros 64, 65 e
66), e um dupleto largo em & 5,34 relativo a um grupo metinico (carbono em & 64,6). Além
desses, também h4 sinais relativos a quatro metoxilas e uma metila em, respectivamente, &
3,81 (s), 3,85 (s), 3,85 (s), 3,89 (s) e 3,61 (s). O deslocamento quimico deste ultimo, que nao
se encontra ligado a oxigénio, sugere um grupo metilico ligado a nitrogénio quaterndrio
[TABELA 46].

A andlise conjunta dos espectros de RMN '°C (Espectros 60 e 61) ¢ DEPT 135°
(Espectro 62) revelou a presenca de sinais relativos a carbonos de dois anéis aromaéticos,
quatro carbonos metilénicos (& 23,3, 33,8, 52,0 € 59,4) e de cinco metilas, compativeis com
um alcaléide de esqueleto tetraidro-protoberberinico. Com o auxilio do espectro de DEPT 90°
(Espectro 63) pode-se confirmar que os sinais em & 64,6 e 50,0 referem-se a carbono
metinico e metilico, respectivamente [TABELA 47]. O sinal em & 23,3 relativo a Cs,

confirma a auséncia de metoxila em C,4, pois quando hd um substituinte oxigenado nesta
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posicdo o deslocamento de Cs aparece proximo de & 19,0 [FIGURA 18] [KANYINDA et al.,

1992].

TABELA 46 - Dados de RMN 'H e *C (8) do composto 12 e correlagdes obtidas através do

mapa de contorno HMQC
C/H 12 (3w)" 12 (8¢c)" Grupo

1 6,77 (s) 109,7 CH

2 - 149,5 C

3 - 148,5 C
4 6,66 (s) 1114 CH

4a - 1239 C
5 3,0-3,35 (m) 23,3 CH,
6 3,69 (m), 3,94 (m) 52,0 CH,
8 5,03 (d, J = 16,0 Hz) 59,4 CH,

5,32 (d, J=16,0 Hz)

8a - 120,2 C

9 - 151,2 C

10 - 145,6 C
11 6,86 (d, /= 8,5 Hz) 113,1 CH
12 6,80 (d, J=8,5 Hz) 123,3 CH

12a - 121,1 C
13 3,14 (dd, J=6,3¢ 17,9 Hz) 33,8 CH,

3,48 (dd, J=6,3 ¢ 18,1 Hz)

14 5,34 (dl, J=18,1 Hz) 64,6 CH

14a - 119,3 C
N-CHj; 3,61 (s) 50,0 CHs
OCHj; (Cy) 3,85 (s) 56,2* CHs
OCHj3 (Cs) 3,85 (s) 56,0% CH3
OCHj3; (Cy) 3,81 (s) 61,2 CH;
OCHj; (Cyo) 3,89 (s) 55,9 CHs

300 MHz, CDCl); b(75 MHz, CDCls), 8y das metoxilas foram confirmados no espectro de

HMBC; *deslocamentos que podem estar trocados
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14 (-)-N-O-dimetiltaicanina

FIGURA 18 - Comparacao entre os dados de RMN 13C de 14 com (-)-N-O-dimetiltaicanina

No experimento HMBC (Espectros 67, 68, 69 e 70) foram visualizadas importantes
correlagdes como de Cs (8 23,3) com Hy (8 6,66); de N-CHj3 (8 50,0) com Hg (8 5,03 € 5,32) e
Hy4 (8 5,34); de Cy4 (8 64,6) com H; (8 6,77), Hg (8 5,03), N-CH; (8 3,61) e Hy3 (3 3,14).
Outras correlagcdes podem ser observadas na Figura 19 e Tabela 47.

A configuracdo relativa da juncdo dos anéis alifaticos foi determinada como sendo cis,
visto que em anéis N-metil-quinolizidinicos com esta estereoquimica o N-CHj aparece como
um singleto em & 3,22-3,50 (8 51,8-52,4), 0 C¢ em & 52,1-56,0 e C;3 em & 34-35, enquanto
que na jun¢do trans o N-CHj aparece em 6 2,83-3,06 (0 39,0-44,5), 0 C¢ em 0 61,8-63,8 ¢ Cy3
em 0 30-33 [RUANGRUNGSI ef al., 1986; KAMETANI et al., 1975; IWASA et al., 1988].
Por outro lado, sua rotacdo Optica especifica ([o]p™ = -104,13) sendo levogira, indica que Cq4
tem configuracdo absoluta R e, portanto, seu hidrogénio encontra-se localizado para trds do
plano, como indicado na estrutura.

A comparacao entre os deslocamentos quimicos observados para o composto 12 e para
0 (-)-N-O-dimetiltaicanina [FIGURA 18] [KANYINDA er al., 1992] revela uma boa
correlacdo com o alcaldide (-)-N-metiltetraidropalmatina, corroborando esta proposicdo, em
vista de que este apresenta fusdo cis entre os anéis alifaticos.

Esta substincia consta da literatura sob a denominacdo de (-)-N-
metiltetraidropalmatina, tendo sido isolada de Fagara capensis. Porém, ndo foi possivel ter

acesso a seus dados espectroscopicos para se efetuar a comparacao. Este alcaldide ainda ndo
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havia sido isolado em nenhuma espécie de Annonaceae, portanto o seu isolamento promoveu

a ampliacdo da caracterizacdo fitoquimica da familia e de Duguetia furfuracea.

FIGURA 19 - Correlagdes observadas no mapa de contornos HMBC de 12

TABELA 47 — Correlacdes entre carbonos e hidrogé€nios obtidos através do mapa de

contorno HMBC do composto 12 (75 MHz, CDCl5)

Bc (9) H (§)
C1(109,7) Hi4 (5,34)
C, (149,5) H, (6,77), Hs (6,66), OCHj3 (3,85)
C; (148.5) H, (6,77), Hy (6,66), OCHj3 (3,85)
C4a (123,9) H, (6,77), Hy (6,66), Hy4 (5,34), Hs (3,0-3,35)
Cs (23,3) Hy (6,66)
Ce (52,0) Hs (5,03; 5,32), Hi4 (5,34), N-CH3 (3,61)
Cs (59.4) Hs (3,94), N-CH3; (3,61)
Csa (120,2) Hg (5,03; 5,32), Hy3 (3,48)
Cy (151,2) H;; (6,86), OCH3 (3,81)
Cio (145,6) Hy, (6,86), Hg (5,03; 5,32), OCHj3 (3,89)
Ci2 (123,3) Hi; (6,86), Hi3 (3,48)
Ci2a (121,1) Hs (5,03; 5,32), Hy; (6,86), Hi» (6,80), Hys (3,14 3,48)
Ci13 (33,8) H» (6,80), Hi4 (5,34)
Ci4 (64,6) H, (6,77), Hg (5,03), Hy3 (3,14), N-CH3 (3,61)
Ci4a (119,3) H, (6,77), Hi4 (5,34), H5 (3,0-3,35), Hy3 (3,14)
N-CHj3; (50,0) Hg (5,03; 5,32), Hy4 (5,34)
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O espectro de ESIMS-MS (Espectro 71) de alta resolu¢do de 12, obtido no modo
positivo, exibiu o pico do fon molecular correspondente a CyHys04N em m/z 370,2095
(IM]™) o que confirmando ser o alcaléide (-)-N-metiltetraidropalmatina. O pico base em m/z
206,1216 corrobora a presenga das duas metoxilas no anel A, pois ele é formado devido a
uma fragmentacdo caracteristica tipo retro Diels-Alder e o pico em m/z 354,1735 [M-CH;-H]*
¢ importante ja que confirma a perda da metila ligada ao nitrogénio. A proposta da

fragmentacdo desse composto foi ilustrada na Figura 20.

+ +
H3CO
O N
-CH, H4CO
-H OCH3
‘ OCH,4
m/z 370,2095 m/z 354,1735
[M]* [M-CH3-H] +
retro Diels-Alder
+
H3CO
+
N +
H~.CO ~
m/z206,1216 m/z164

FIGURA 20 - Proposta da rota de fragmentag¢do do composto 14
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4.15 - (+)-N-metilglaucina (13)

O metabdlito 13 foi isolado do grupo 11 do extrato alcaloidico das cascas do caule
subterraneo e, apresentou-se como um soélido amorfo marrom escuro, solivel em CHCI; e
MeOH.

No espectro de RMN 'H de 13 (Espectro 72) foram observados trés singletos em o
6,63, 6,91 e 7,95 relativos a Hs, Hg e H;;, como também diversos sinais correspondentes aos
hidrogénios alifaticos e singletos em & 3,30, 3,65, 3,78, 3,84, 3,88 ¢ 3,90 [TABELA 48].
Estes foram confirmados no espectro bidimensional HMQC (Espectros 77, 78 e 79) como
sendo relativos aos carbonos em & 43,3, 60,5, 54,16, 56,1, 56,0 e 56,0, respectivamente
[TABELA 50], portanto, exceto o primeiro, sio compativeis com grupos metoxilicos.

O espectro de RMN BC (Espectros 73 e 74) revelou a presenca de doze sinais
referentes aos carbonos aromdticos sendo que quatro destes encontraram-se mais
desprotegidos (& 145,8, 148,5, 149,0 ¢ 154,0) indicando serem oxigenados, também se
observou sinais de carbonos alifdticos em 6 24,2, 29,5, 61,2 e 69,9, sendo os trés primeiros
referentes a grupos metilénicos e o ultimo a um grupo metinico [TABELA 49]. As andlises
dos espectros de DEPT 90° (Espectro 76) e DEPT 135° (Espectro 75) permitiram a
confirmagdo de que os sinais em 0 43,3 e 54,2 sdo de carbonos metilicos e, como temos
apenas quatro carbonos aromaticos oxigenados propds-se que estejam ligados diretamente a
um nitrogénio quaterndrio. Portanto, verificou-se a presenca de seis carbonos metilicos, trés
metilénicos, quatro metinicos e nove carbonos quaterndrios, que é condizente com o esqueleto

aporfinico sensu stricto com duas metilas ligadas ao nitrogénio, sendo que o sinal em & 4,37
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(d), correspondente a hidrogénio ligado ao carbono & 69,9, atribuido a posicéo 6a, reforca a
proposi¢do de tratar-se de um alcaléide quaterndrio.

Os dados de RMN 'H e "°C indicaram um padrdao de substitui¢do idéntico ao do
alcaldide glaucina, exceto pela metila adicional ligada ao nitrogénio. Os dados de RMN Be
sdo compativeis com os efeitos esperados pela quaternizacdo no nitrogénio, como a
desprotecao de Cs e Cg, e protecio de Cj,, Csy, C7 € C7, quando comparados com os
deslocamentos dos mesmos carbonos no alcaléide glaucina [FIGURA 21] [GUINAUDEAU
et al., 1983].

A estereoquimica de Cg, foi estabelecida através de sua rotacdo especifica ([OL]D20 =
+34,92) que por ser dextrdgira, permite concluir que o mesmo pertence a série S e, portanto

tem configuragdo relativa de Cg, como indicada na estrutura [CAVE et al., 1987].

TABELA 48 — Dados de RMN 'H (3) de 13 e N-metilglaucina

H 13 (6)* N-metliglaucina
[GUINAUDEAU et al., 1983]°

3 6,63 (s) 6,88 (s)

4 3,01-2,97 (m) ne

5 4,63 (dd) e 3,71-3,65 (m) ne

6a 4,37 (dl, J=13,2 Hz) nc

7 2,92(dd,J=132¢13,7Hz) e nc

3,35 (dd, J=3,7¢9,7 Hz)

8 6,91 (s) 7,04 (s)

11 7,95 (s) 7,95 (s)
N-CH; 3,30 (s) 3,09 (s)
N-CH; 3,78 (s) 3,47 (s)

OCH; (C)) 3,65 (s) 3,68 (s)
OCH; (Cy) 3,88 (s) 3,89 (s)
OCHj3 (Co) 3,90 (s) 3,83 (s)
OCHj3 (Cyo) 3,84 (s) 3,89 (s)

(300 MHz, CDCly); b (200 MHz, CD;0D); 8 das metoxilas foram confirmados no espectro

de HMBC; nc: néo citado pelo autor.
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TABELA 49 - Dados de RMN °C (3) de 13 e N-metilglaucina

C 13 ()" N-metilglaucina
[MARSAIOLI et al., 1979]°

1 145,8 145,6

la 127,8 127,7

1b 118,9 118,6

2 154,0 153,9

3 110,2 110,2

3a 124,5 124,1
4 242 24,3

5 61,2 61,4
6a 69,9 70,3
7 29,5 29,5

Ta 124,3 124,0

8 111,2 111,4

9 149,0 148,8

10 148,5 148,2

11 111,6 1114

11a 123,1 123,0
N-CHj; 43,3 44.0
N-CHj 54,2 54,8
OCHj3; (Cy) 60,5 60,5
OCHj3; (Cy) 56,0 55,7
OCHj3; (Co) 56,0 56,1
OCHj3; (Cyp) 56,1 56,1

* (75 MHz, CDCl); * (25,2 MHz, CDCl; e CD;0D)
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Glaucina

FIGURA 21 - Comparacio entre os dados de RMN 13C de 13 com glaucina

TABELA 50 — Correlacdes entre carbonos e hidrogé€nios obtidos através do mapa de

contorno HMQC do composto 13 (75 MHz, CDCls)

C/H B¢ (9) 'H ()

3 110,2 6,63 (s)

4 242 3,01-2,97 (m)

5 61,2 4,63 (dd) e 3,71-3,65 (m)

6a 69,9 4,37 (dl)

7 29,5 2,92 (dd) e 3,35 (dd)

8 111,2 6,91 (s)

11 11,6 7,95 (3)
N-CH; 433 3,30 (s)
N-CH; 542 3,78 (s)
OCH; 56,0 3,90 (s)
OCH; 56,0 3,88 (s)
OCH; 56,1 3,84 (s)
OCH; 60,5 3,65 (s)
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Com o espectro bidimensional HMBC (Espectros 80, 81 e 82) a estrutura do
composto 13 pode ser confirmada, pois foram observadas importantes correlagcdes como Cs (&
61,2) com os hidrogénios das metilas ligadas ao nitrogénio em & 3,30 e 3,78, bem como a
correlagdo entre C7 (8 29,5) com Hg (8 6,91). As outras correlacdes estdo descritas na Figura

22 ¢ Tabela 51.

OCH,

FIGURA 22 - Correlagdes observadas no mapa de contornos HMBC de 13

contorno HMBC do composto 13 (75 MHz, CDCl5)

TABELA 51 - Correlacdes entre carbonos e hidrogénios obtidos através do mapa de

Bc ®) 'H 5)
C;(145,8) H; (6,63), OCH; (3,65)
Cia (127,8) Hy, (7,95)

Cip (118,9) H; (6,63), Hy (3,01-2,97)
C, (154,0) H; (6,63), OCH; (3,88)
Csa (124,5) H, (3,01-2,97)
C4 (24,2) H; (6,63)
Cs (61,2) N-CHj (3,30), N-CH;3 (3,78)
Cea (69.,9) Hs (3,71-3,65)
C7(29,5) Hs (6,91)
Cr. (124,3) Hy, (7,95)
Co (149,0) H,, (7,95), OCH3 (3,90)
Cio (148,5) Hs (6,91), OCH; (3,84)
Ci1a (123,1) Hg (6,91)
N-CHj3 (54,2) N-CHj (3,30)
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O espectro de massas de baixa resolucdo de 13 (Espectro 83), obtido por impacto
eletrdnico, exibiu o pico do fon pseudomolecular em m/z 369,4 [M-H]™" e confirmou ser o
alcaldide proposto (CH2sNOy), ja que este ion, formado pela perda de um hidrogénio, €
caracteristico de alcaldides aporfinicos. Os fragmentos em m/z 352,9 e 338,2 sdo formados
através da perda das metilas, o que confirma os substituintes ligados ao nitrogénio. Também
se visualizou os picos em m/z 311,1 e 57,9 (pico base), formados através de uma
fragmentacao tipo retro Diels-Alder que é compativel com o esqueleto aporfinico contendo
quatro metoxilas [FIGURA 23].

A comparacdo entre os dados espectrais do composto 13 com os citados na literatura,
juntamente com a interpretacdo dos espectros bidimensionais € de massas, permitiu-nos
concluir que a substancia isolada trata-se da (+)-N-metilglaucina [GUINAUDEAU et al.,
1983; MARSAIOLI ef al., 1979]. Este alcaléide ainda ndo havia sido relatado em nenhuma
espécie de Annonaceae, portanto seu isolamento foi importante para a ampliacdo do

conhecimento fitoquimico de Annonaceae e da espécie Duguetia furfuracea.

+ 7H3CO O +
HyCO oH,
" HZC=N<
CI CHjy
H3CO m/z 57,9

OCHj

- OCH3 - -

m/z 311,1
m/z 369,4 [M-H]'+

FIGURA 23 - Fragmentacdo tipo retro Diels-Alder de 13
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4.16 - Alantoina (14)
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Este metabdlito, obtido a partir do extrato etandlico do cerne, apresentou-se como
cristais esbranquicados, e em CCDS (FM: CHCl3: MeOH 50%, revelador: Ce(SQOy);) exibiu
apenas uma tnica mancha de coloracdo azulada.

O espectro de RMN 'H de 14 (Espectro 84) revelou trés singletos largos
correspondestes ao grupos HN; (8 10,56), HN3 (0 8,04) e H,Ng (8 5,79) e dois dupletos em
85,21 € 6,92 com um J caracteristico de 7,6 Hz, sendo relativos a Hs ¢ HNg, respectivamente
[TABELA 52].

O espectro de RMN de Be (Espectro 85) exibiu sinais relativos a 4 carbonos, sendo
que trés estdo na faixa de carbonos carbonilicos. Os sinais em 0 157,2 e 157,8, tipicos de
carbonila de carbamida, sdo referentes aos carbonos C; e C,, enquanto que o deslocamento
observado em & 173,9 refere-se a C4. Além desses, também observou-se um sinal em 0 62,7
relativo a Cs, sendo este o Unico observado no espectro de DEPT 135° (Espectro 86)
[TABELA 53].

Os dados espectrais obtidos de RMN de 'H e '°C para a substincia 14 foram
comparados com os dados encontrados na literatura para o ureideo alantoina e, desta maneira,

concluiu-se tratarem da mesma substiancia [FERREIRA et al., 2000].
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TABELA 52 - Dados de RMN 'H () de 14 e alantoina

H 14 (3)° Alantoina [FERREIRA et al., 2000]°
HN, 10,56 (s) 10,54 (s)
HN; 8,04 (s) 8,05 (s)
5 5.21(d, J=7,6 Hz) 5,21 (d, J=8,1 Hz)
HN, 6,92 (d, J = 7,6 Hz) 6,91 (d, J= 8,1 Hz)
H,Ns 5,79 (s) 5,82 (s)

(300 MHz, DMSO-d¢); ° (200 MHz, DMSO-dg)

TABELA 53 - Dados de RMN °C (8) de 14 e alantoina

C 14 (5) Alantoina [FERREIRA ef al., 2000]°
2 157.8 1577
4 173,9 1734
5 52,7 62,7
7 157,2 1567

*(75 MHz, DMSO-dy); * (50 MHz, DMSO-dg)
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- Importancia da alantoina

A alantoina é um importante metabodlito pertencente a classe dos ureideos, e juntamente
com o acido alantdico sdo considerados excelentes carreadores de nitrogé€nio, principalmente
em leguminosas tropicais, como € o caso da soja [KAHN, 2000].

Os ureideos s@o compostos utilizados para o transporte € armazenamento de nitrogénio
[THOMAS, 1981]. Eles sao enviados das raizes para as folhas, onde sdo metabolizados
liberando o nitrogénio para a biossintese de aminodcidos e desenvolvimento de vagens e
frutos [WINKLER, 1998].

A alantoina possui atividade antiinflamatéria, antipeptica, antipsioriase, antidlcera,
imunoestimulante e queratolitica, sendo muito utilizada em cosméticos [MARTINDALE,
1993; JOANNE, 1988].

Recentemente, foi observado o efeito alelopético de indu¢do do crescimento de radiculas
de Lactuca sativa pela alantoina obtida a partir de Memora peregrina-planta invasora
(Bignoniaceae), sugerindo uma correlacio da presenca deste metabdlito em o6rgaos
subterraneos e a alta capacidade de crescimento vegetativo e disseminagdo dessas espécies
invasoras [GRASSI et al., 2005]. Como foi isolado este composto em Duguetia furfuracea e
em outras espécies invasoras, pode-se a partir disso estudar maneiras de controlar essas
espécies, onde sdo consideradas invasoras, pois geralmente crescem em dreas de grande
interesse econdmico, sendo, portanto, indesejaveis [LORENZI, 2000].

Este metabdlito estd sendo descrito pela primeira vez na familia Annonaceae e, portanto,
também no género Duguetia. Ela € descrita como indutor da sintese de compostos de defesa
em outra espécie vegetal, podendo ser um indicativo da sua utilizacdo como protetor de

plantas cultivadas em escala comercial [FERREIRA et al., 2000].
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4.17 — Avaliacao Alelopatica

A possibilidade de existéncia de substancias com atividade alelopdtica na por¢ao
subterranea de Duguetia furfuracea foi proposta como parte deste trabalho em fun¢do da
caracteristica desta planta ser considerada infestante de pastagens, pois a agressividade no
processo de infestacdo pode ter relacdo com a presenca de substincias alelopdticas
[FERREIRA & AQUILA, 2000; GOSLEE et al., 2001], como encontrado nas espécies
invasoras cornichdo (Lotus corniculatus) e trevo-branco (Trifolium repens) que tinham
influéncia sobre a germinacdo e desenvolvimento de forragens na tentativa de formar
monoculturas, como acontece com plantas invasoras [COELHO, 1986].

No bioensaio de germinacdo em sementes de Lactuca sativa, para a verificacdo de
efeitos alelopaticos, foram avaliados pardmetros como germinac¢do e desenvolvimento das
plantulas, uma vez que estes sdo os testes considerados mais sensiveis ao efeito de substincia

alelopdticas [FERREIRA & AQUILA, 2000].

4.17.1 - Resultados obtidos na avaliacao alelopatica do 6leo essencial das cascas do caule

subterraneo de Duguetia furfuracea (DfccsOE)

- Germinagdo de sementes de Lactuca sativa

Ao analisar os percentuais de germinacao observou-se que o 6leo essencial das cascas
do caule subterraneo de D. furfuracea (DfccsOE) ndo alterou a germinabilidade (percentual

final de germinacdo) e, nem a distribui¢do da curva de germinag¢do [TABELA 54] (Grafico
1).
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TABELA 54 — Percentuais de germinagdo acumulada de sementes de L. sativa no dleo

essencial das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea (DfccsOE) em comparagdo aos

controles (branco e glifosato)

Germinagao (%) - acumulada

24 h 48h 72h 96h 120h
1- Branco 71 a 8a 9la 9la 92 a
2- DfcesOE 500 pg/mL 84 b 91a 93a 93a 93 a
3- DfcesOE 250 pg/mL 76 a 88a 92a 93a 93 a
4- DfccsOE 125 pug/mL 85b 93a 9%a 97a 97 a
5- Glifosato 19.200 pg/mL. 41 ¢ 68b 73b 750 76 b
6- Glifosato 9.600 pg/mL 75 a 83a 84a 85a 85a
7- Glifosato 4.800 pg/mL 84 a 8a 92a 92a 92a

*Numeros seguidos da mesma letra na mesma coluna ndo diferem estatisticamente

entre si (n =75; p<0,05, ANOVA)

Grafico 1 — Germinagdo, em percentuais ndo acumulados, de sementes de L. sativa

promovida pelo 6leo essencial das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea (DfccsOE)

em comparagdo ao branco
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- Crescimento das radiculas e hipocétilos de Lactuca sativa

O o6leo essencial das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea (DfccsOE)
apresentou grande estimulo do crescimento das radiculas de L. sativa em uma relagdo dose
dependente inversa. Observaram-se estimulos do crescimento de radiculas de 45,0% e 71,1%
em relacdo ao controle (branco) nas concentragcdes de, respectivamente, 250 e 125 pg/mL e
uma inibi¢do do crescimento de radiculas na maior concentrag¢ao (Grafico 2) [TABELA 55].
Este efeito é semelhante ao apresentado por reguladores do crescimento de plantas, que em
baixas concentragdes agem como hormdnios de crescimento e, em altas concentragdes, agem
como herbicidas [YUNES & CALIXTO, 2001].

Além da variagdo no comprimento, observou-se nas plantulas a oxidacdo do apice e,
também uma menor espessura das radiculas, essas alteragdes sdo comuns quando estdo

presentes substancias alelopaticas [FERREIRA & AQUILA, 2000].

Grafico 2 - Inibigdo/estimulagdo do crescimento de L. sativa promovido pelo 6leo
essencial das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea (DfccsOE) sendo a linha de base

representada pelo valor do branco (n = 75; p<0,05, ANOVA)
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TABELA 55 — Efeito de inibicdo e estimulacdo do crescimento de L. sativa promovido por
diferentes concentragdes do 6leo essencial das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea

(DfccsOE) e pelo glifosato comparados ao branco

Radicula Hipocatilo
Estimulo (%) Inibicdo (%) Estimulo (%) Inibicao (%)

DfccsOE 500 pg/mL - 4,0a - 81,0a
DfcesOE 250 pg/mL 45,0 b - - 62,0 b
DfccsOE 125 pg/mL T1,1c¢ - - 48,5 ¢
Glifosato 9.600 pg/mL - 83,2d - 87,7d
Glifosato 4.800 pg/mL - 77,2d - 80,4 a

*Numeros seguidos da mesma letra na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si

(n =75; p<0,05, ANOVA)

A andlise de CG/EM desse 6leo essencial revelou como constituintes majoritirios os
compostos aromdticos, derivados da via do dcido chiquimico, 2,4,5-trimetoxi-estireno
(29,2%) e asarona (23,9%), como também os sesquiterpenos biciclogermacreno (8,6%), epi-
globulol (8,5%), delta-cadineno (4,8%) e espatulenol (4,7%). Muitos aleloquimicos ou
agentes alelopdticos conhecidos sdo derivados das vias acetato e chiquimico, dentre eles
destacam-se os terpenos, compostos fendlicos e alcaldides [YUNES & CALIXTO, 2001].

A deficiéncia de dgua, nutriente e a baixa fertilidade do solo podem ter um efeito
sinergistico aumentando o potencial alelopatico das espécies [FERREIRA, 2005]. Estas
deficiéncias sdo tipicas de solos de cerrado e, por esta razdo, podem estar influenciando no
efeito alelopatico de D. furfuracea, fazendo com que concentragdes baixas de possiveis

aleloquimicos sejam potencializados.

4.17.2 - Resultados obtidos na avaliacao alelopatica do extrato éter de petrdleo das

cascas do caule subterraneo de Duguetia furfuracea (DfccsEP)

- Germinagdo de sementes de Lactuca sativa
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O extrato éter de petréleo (DfccsEP) na concentracdo de 1000 pg/mL apresentou uma
reducdo da germinabilidade (percentual final de germinacdo) de 20,0% quando comparado
com o branco e, também causou uma reducdo da velocidade de germinacdo (Grafico 3)
[TABELA 56]. Ja nas menores concentragdes a germinabilidade ndo sofreu alteracao.

Essas alteragdes no padrao de germinacdo podem ocorrer devido aos efeitos sobre a
permeabilidade de membranas, a transcricdo e tradu¢do do DNA, o funcionamento dos
mensageiros secunddrios, a respiracdo por seqiiestro de oxigénio (com fendis), a conformagao

de enzimas e receptores ou por combinacio desses fatores [FERREIRA & AQUILA, 2000].

TABELA 56 - Percentuais de germinacao acumulada de sementes de L. sativa no extrato éter
de petréleo das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea (DfccsEP) em comparagao aos

controles (branco e glifosato)

Germinacdo (%) - acumulada

24 h 48h 72h 96h 120h

1- Branco 33a 73a T77a 719a 79 a
2- DfcesEP 1000 pg/mL 7b 52b  55b 560 59b
3- DfcesEP 500 pg/mL 33a 8¢ 85c 85a 85a
4- DfcesEP 250 ug/mL 41 ¢ 77a 80a 85a 87 a

5- Glifosato 19.200 pg/mL. 12d 23d  25d 27c 31c
6- Glifosato 9.600 pg/mL 32a 55b  55b 560 63b
7- Glifosato 4.800 pug/mL 47 e 75a 79a T9a 79 a

*Numeros seguidos da mesma letra na mesma coluna ndo diferem estatisticamente

entre si (n =75; p<0,05, ANOVA)
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Griafico 3 — Germinagdo, em percentuais ndo acumulados, de sementes de L. sativa
promovida pelo extrato éter de petrdleo das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea

(DfccsEP) em comparagdo ao branco
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- Crescimento das radiculas e hipocatilos de Lactuca sativa

O extrato éter de petrdleo das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea (DfccsEP)
causou um estimulo do crescimento das radiculas com relagdo dose dependente inversa e uma
relacao dose dependente quanto a inibi¢do do crescimento de hipocétilos de L. sativa. Pdde-se
observar, no crescimento das radiculas, um significativo estimulo de 69,7% em relacdo ao
branco na concentragao de 250 pg/mL e, uma inibi¢do na maior concentracdo (1000 pug/mL)
(Grafico 4) [TABELA 57]. Este efeito, também observado na avaliagdo alelopatica do 6leo
essencial, pode ter relacio com a presenca de alguns fitoformdnios que estimulem o
crescimento nas menores concentragdes, mas inibem nas maiores.

As mesmas alteracOes morfologicas observadas com o Oleo essencial sobre as
plantulas de L. sativa, também foram visualizadas com o extrato éter de petréleo das cascas

do caule subterraneo (DfccsEP), como a oxidag¢do do dpice e menor espessura das radiculas

das plantulas.
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Grafico 4 - Inibigcao/estimulagdo do crescimento de L. sativa promovido pelo extrato
éter de petroleo das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea (DfccsEP) sendo a linha de

base representada pelo valor do branco (n = 75; p<0,05, ANOVA)
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TABELA 57 — Efeito de inibi¢do e estimulac¢do do crescimento de L. sativa promovido por
diferentes concentragdes do extrato éter de petroleo das cascas do caule subterraneo de D.

furfuracea (DfccsEP) e pelo glifosato comparados ao branco

Radicula Hipocatilo

Estimulo (%) Inibicdo (%) Estimulo (%) Inibicao (%)

DfccsEP 1000 pg/mL - 60,6 a - 84,4 a
DfcesEP 500 pg/mL 18,8 b - - 72,6 b
DfcesEP 250 pg/mL 69,7 ¢ - - 64,4 c

Glifosato 9.600 pg/mL - 82,8d - 83,7a

Glifosato 4.800 pg/mL - 76,2 d - 80,7 a

*Numeros seguidos da mesma letra na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si

(n =75; p<0,05, ANOVA)
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Alteragdes ambientais que provoquem estresse podem desencadear alteragdes nos
niveis de producdo de aleloquimicos, como também nos niveis de fitoalexinas [INDERJIT,
1996; ZOBEL & LYNCH, 1999]. Estas fitoalexinas e/ou aleloquimicos podem ser excretadas
no meio para atuarem, como o observado pelos compostos fendlicos e terpendides de
Eucalyptus regnas que sdao exsudados da raiz para o solo, podendo ocorrer o0 mesmo com 0s
aleloquimicos de D. furfuracea.

Esses aleloquimicos produzidos podem atuar sob a prépria planta causando alteracdes
visiveis a germinacdo, como a inducdo de seu crescimento. Mas, quando liberados ao seu
redor, atuam em outras plantas como fitotoxinas, podendo estar relacionadas com a supressao

do crescimento de ervas daninhas préximas a ela [YU et al., 2000].

4.17.3 - Resultados obtidos na avaliacao alelopatica do extrato alcaloidico das cascas do

caule subterraneo de Duguetia furfuracea (DfccsAlc)

- Germinagdo de sementes de Lactuca sativa

No extrato alcaloidico (DfccsAlc) ndo foram observadas alteracdes na germinabilidade
e na distribuicdo da curva de germinacdo [TABELA 58] (Grafico 5). Porém, observou-se
uma pequena reducdo da velocidade de germinacdo na concentragdo de 1000 pug/mL, mas
somente na leitura realizada apds 24 horas. O efeito alelopético desse extrato foi mais notério

sobre o crescimento das plantulas de L. sativa.
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TABELA 58 — Percentuais de germinagdo acumulada de sementes de L. sativa no extrato

alcaloidico das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea (DfccsAlc) em comparagdo aos

controles (branco e glifosato)

Germinagao (%) - acumulada

24 h 48h 72h 96h 120h
1- Branco 71 a 8a 9la 9la 92 a
2- DfcesAle 1000 pg/mL 64 b 84a 87a 88a 89 a
3- DfcesAle 500 pg/mL 8lc 92a 93a 93a 93 a
4- DfccsAlc 250 pug/mL 79 c 92a 97a 97a 97 a
5- Glifosato 19.200 pg/mL 41d 68b 73b 750 76 b
6- Glifosato 9.600 pg/mL 75 ab 83a 84a 85a 85a
7- Glifosato 4.800 pg/mL 84 b 8a 92a 92a 92a

*Numeros seguidos da mesma letra na mesma coluna ndo diferem estatisticamente

entre si (n =75; p<0,05, ANOVA)

Grafico 5 — Germinagdo, em percentuais ndo acumulados, de sementes de L. sativa

promovida pelo extrato alcaloidico das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea

(DfcesAlc) em comparagdo ao branco
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- Crescimento das radiculas e hipocétilos de Lactuca sativa

O extrato alcaloidico (DfccsAlc) causou inibi¢do do crescimento de radiculas e
hipocétilos em uma relacdo dose dependente. Observou-se uma maior inibicdo do
crescimento de radiculas (78,5%) na concentracdo de 1000 pg/mL, sendo que esta inibi¢do €

semelhante a causada pelo herbicida glifosato [TABELA 59] (Grafico 6).

Grafico 6 — Inibigao/estimulagdo do crescimento de L. sativa promovido pelo extrato
alcaloidico das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea (DfccsAlc) sendo a linha de base

representada pelo valor do branco (n = 75; p<0,05, ANOVA)
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TABELA 59 - Efeito de inibicdo e estimulacdo do crescimento de L. sativa promovido por
diferentes concentragdes do extrato alcaloidico das cascas do caule subterraneo de D.

furfuracea (DfccsAlc) e pelo glifosato comparados ao branco

Radicula Hipocatilo
Estimulo (%) Inibicdo (%) Estimulo (%) Inibicao (%)

DfccsAle 1000 pg/mL - 78,5 a - 66,3 a
DfccsAlc 500 pg/mL - 80b - 41,1b
DfccesAle 250 pg/mL 20c - - 36,2 ¢

Glifosato 9.600 pg/mL - 83,2a - 87,7d

Glifosato 4.800 pg/mL - 77,2 a - 80,4 e

*Numeros seguidos da mesma letra na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si

(n =75; p<0,05, ANOVA)

Os compostos como alcal6ides ja foram identificados como possuidores de atividade
alelopatica [YUNES & CALIXTO, 2001] e como o uso indiscriminado de herbicidas
sintéticos tem causado um aumento da resisténcia de muitas plantas daninhas essas interacdes

alelopdticas podem ser uma alternativa aos métodos tradicionais de controle.

4.18 - Avaliacao da Atividade Auxinica

A avaliacdo da atividade auxinica do dleo essencial das cascas do caule subterraneo de
D. furfuracea (DfccsOE2) foi proposta como parte do trabalho, pois o mesmo apresentou, no
ensaio de inibi¢do de germinagdo, um efeito semelhante ao dos hormonios reguladores do
crescimento de plantas, j4 que em baixas concentracdes agem como horménios e em altas

concentragdes agem como inibidores [YUNES & CALIXTO, 2001].
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z

A busca por novas auxinas € necessdria porque elas vém sendo utilizadas na
agricultura e na horticultura com o intuito de prevenir a abscisio de frutos e folhas, promover
o enraizamento de estacas na propagagao vegetal ou como herbicidas. As auxinas sintéticas
sao amplamente utilizadas como herbicidas no controle de invasoras, porém somente das
espécies dicotiledoneas [TAIZ & ZEIGER, 2004].

No bioensaio do crescimento linear do coledptilo, a atividade auxinica é verificada
com o alongamento dos segmentos de coledptilo, sendo que as leituras foram realizadas ap6s

24 horas de incubacdo.

- Padronizacdo do ensaio de crescimento linear de coleoptilo

A padronizagdo do ensaio de atividade auxinica teve por finalidade determinar
condi¢des ideais para o bioensaio, sendo que o processo foi baseado na literatura com
pequenos ajustes nas condi¢des quando necessario [TAIZ & ZEIGER, 2004; FERRI, 1979].

A mistura de dgua destilada e solu¢do tampao MES (pH = 6,2) na proporc¢ao 80:20, foi
utilizada porque neste meio obtiveram-se os melhores resultados. Os tampdes mais acidos
podem causar um aumento rdpido e imediato na taxa de crescimento, enquanto que nos meios
neutros o crescimento induzido por auxinas € inibido.

Este ensaio bioldgico consistiu em determinar a taxa de alongamento dos coledptilos
provenientes de plantulas estioladas de Zea mays (milho) apds 24 horas da adi¢do das
solucdes teste. Os coledptilos foram mantidos no escuro e com temperatura controlada de 25°

C na incubadora.

4.18.1 - Resultados obtidos na avaliacdo da atividade auxinica do o6leo essencial das

cascas do caule subterraneo de Duguetia furfuracea (DfccsOE2)

O O6leo essencial das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea (DfccsOE?2)
apresentou atividade auxinica, mas de menor intensidade quando comparado ao AIA (4cido
indol-3-acético). A atividade de DfccsOE2 foi confirmada pela visualizacdo de um maior

alongamento do coledptilos (12,50 %) na concentracdo de 10 pg/ml, enquanto que nas
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menores e maiores concentracoes que 10 pLg/ml observou-se um menor alongamento; este tipo

de resposta é caracteristica de auxinas (Grafico 7) [TABELA 60].

Grafico 7 - — Alongamento de coledptilos de Zea mays promovido pelo éleo essencial
das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea, sendo a linha de base representada pelo

valor do branco (n = 40; p<0,05, ANOVA)
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TABELA 60 - Efeito de alongamento dos coledptilos promovido por diferentes
concentracdes do 6leo essencial das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea (DfccsOE2)

e pelo AIA (controle) comparados ao branco

Alongamento (%)

AIA 100 pg/mL 30,43 £
AIA 10 pg/mL 34,45d
AIA 1 pg/mL 20,69 ¢
AIA 0,1 pg/mL 6,46 a
DfccsOE2 100 pg/mL 9,05¢
DfccsOE2 10 ug/mL 12,50 e
DfccsOE2 1 pg/mL 6,29 a
DfccsOE2 0,1 pg/mL 1,29 b

*Numeros seguidos da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (n = 40; p<0,05, ANOVA)
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Os hormonios desempenham funcdes como o controle do crescimento e
desenvolvimento de plantas, estando relacionados com varios processos, como o alongamento
do caule, a dominancia apical, formagao de raiz, desenvolvimento de frutos e o crescimento
orientado (tropismos) [TAIZ & ZEIGER, 2004]. Esse grupo de substincias ocorre
naturalmente em concentracdes muito baixas, sendo que sua biossintese € alterada em
condi¢des de ambientes adversos e ameacas biolégicas [GOMEZ-CADENAS et al., 1998;
O’DONNELL et al., 2003].

As auxinas, em baixos niveis, também sdo necessarios para o crescimento das raizes,
mas em concentragdes mais altas inibem o seu crescimento, pois passam a induzir a produgdo
de etileno e, este inibe o alongamento da raiz [TAIZ & ZEIGER, 2004], podendo ser

utilizadas como herbicidas naturais e ser uma alternativa no controle de espécies invasoras

substituindo o uso de herbicidas sintéticos.

4.19 - Toxicidade sobre a Artemia salina (TAS)

O bioensaio de toxicidade sobre a Artemia salina (TAS) foi realizado com os extratos
obtidos das cascas do caule subterraneo de D. furfuracea, pois o TAS apresenta correlagdes
com outros ensaios biolégicos mais complexos, dentre estes se destacam atividades como
inseticida e antitumoral [MICHAEL et al., 1956; ANDERSON et al., 1997].

Este ensaio foi realizado segundo a metodologia proposta por McLaughlin

[McLAUGHLIN, 1991], sendo que cada concentragao foi testada em triplicata

4.19.1 - Resultados obtidos na avaliacao da Toxicidade frente a Artemia salina (TAS) dos

extratos obtidos das cascas do caule subterrineo de Duguetia furfuracea

Todos os extratos de D. furfuracea analisados mostraram-se ativos no TAS, sendo que

a menor atividade foi observada no extrato alcaloidico (DLsy = 36,9 pg/mL) e a maior no 6leo
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essencial (DLsp = 2,60 pg/mL) [TABELA 61]. O extrato € considerado ativo quando
DL5yp<1000ppm [SIQUEIRA et al., 1998].

TABELA 61 — Resultados da avaliacao da toxicidade dos extratos oriundos das cascas do

caule subterraneo sobre a Artemia salina (TAS)

Extrato teste DL5¢ (Intervalo de Confianca 95%)
1 - DfccsOE2 2,60 ug/mL (1,44 - 4,64)

2 - DfccsEP 6,07 ug/mL (5,07 — 7,28)

3 - DfccsAlc 36,9 nug/mL (31,33 —43,44)

DLsy: Dose letal para causar a morte de 50% dos individuos (pg/mL); Probit Analysis

A alta toxicidade de DfccsOE2 pode ser devido a presenga de constituintes
majoritarios como 2,4,5-trimetoxi-estireno (29,2 %) e asarona (23,9 %), estes ja foram

descritos serem ativos no TAS [WANG et al., 1988].
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5. DADOS FISICO-QUIMICOS

5.1 - 2,4,5-Trimetoxi-estireno (1)

H
H
H
Formula Molecular: C;;H 403 oMo
Peso Molecular: 194
Estado Fisico: s6lido amorfo branco MeO
Solubilidade: CHCl;, MeOH OMe

RMN 'H (300 MHz, CDCls, 3): 6,99 (s, He), 6,96 (dd, J= 11,0 e 17,8 Hz, Hc), 6,48 (s,
Hs), 5,57 (dd, J=1,2 e 17,8 Hz, Hp), 5,14 (dd, J=1,2 e 11,0 Hz, Ha), 3,87 (s, OCH3), 3,84
(s, OCH3), 3,80 (s, OCH3)

RMN "C (75 MHz, CDCl;, 8): 151,4 (C,), 149,6 (Cy), 143,3 (Cs), 130,9 (C7), 118,5 (C)),
112,0 (Cy), 109,5 (Ce), 97,7 (C3), 56,7 (OCH3), 56,4 (OCH3), 56,0 (OCH3)

5.2 - (-)-0-gurjuneno (2)

Formula Molecular: C;sH4

Estado Fisico: 6leo incolor

Solubilidade: CHCl;, MeOH, Hx, Acetona
[alp * : - 28,12 (CHCI;, c: 0,0085)

RMN 'H (300 MHz, CDCls, §): 1,63 (sl, Hyy), 1,09 (s, Hy,), 0,89 (d, J= 7,1 Hz, H)s),
0,82 (s, Hy3), 0,75 (d, J= 8,6 Hz, He)

RMN "C (75 MHz, CDCls, 3): 137,3 (C4), 136,1 (Cs), 48,7 (C)), 36,4 (C3), 32,5 (Co),
32,1 (Cio), 28,9 (Cy), 28,9 (Ci3), 28,3 (Cy), 25,7 (Ce), 21,7 (Cy1), 21,5 (Cg), 18,4 (Cys),
16,4 (C12), 14,6 (C14)
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5.3 - Aromadendreno (3)

Formula Molecular: C;sH»4

Estado Fisico: 6leo incolor

Solubilidade: CHCl;, MeOH, Hx, Acetona
RMN 'H (300 MHz, CDCl3, 8): 4,68 (s1, Hi4), 1,00 (s, Hi2), 0,97 (s, Hi3), 0,94 (d, J= 6,9
Hz, Hys), 0,83 (m, Hy), 0,60 (dd, J=9,5 e 10,7 Hz, Hy)

RMN C (75 MHz, CDCl3, 3): 154,8 (Cyo), 105,3 (Cys), 53,8 (C1), 19,9 (C11), 43,7 (Cs),
24,8 (Cy), 28,7 (C13), 15,8 (C12), 29,5 (Cy), 27,4 (C7), 35,3 (Cy), 35,1 (C3), 39,0 (Cy), 29,1
(Co), 17,1 (C15)

5.4 - Biciclogermacreno (4)

Férmula Molecular: C;sHy,

Estado Fisico: 6leo incolor

Solubilidade: CHCl;, MeOH, Hx, Acetona
RMN 'H (300 MHz, CDCl3, 8): 4,81 (dd, J= 5,4 ¢ 10,7 Hz, H)), 4,33 (d, J= 11,5 Hz, Hs),
1,64 (s, Hys), 1,46 (s, Hys), 1,07 (s, Hyz), 1,00 (s, Hy3)

RMN "*C (75 MHz, CDCL, §): 140,8 (C1p), 128,0 (C4), 126,5 (Cs), 124,8 (C)), 41,1 (C5),
37,2 (Cy), 30,0 (C7), 29,2 (C12), 26,9 (Cs), 26,8 (Cs), 26,0 (C»), 20,9 (Cy5), 19,8 (C1y), 16,5
(Ci4), 15,4 (Cy3)

CH
5.5 - (E)-metil-isoeugenol (5) | ?
H
Formula Molecular: C;1H;.0;
Estado Fisico: s6lido amorfo branco eo
e
Solubilidade: CHCl;, MeOH, Acetona OMe
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RMN 'H (300 MHz, CDCl3, 3): 6,87 (d, J= 1,7 Hz, Hy), 6,84 (dd, J= 1,7 e 8,2 Hz, H,),
6,77 (d, J= 8,2 Hz, Hy), 6,32 (dl, J= 15,7 Hz, Hy), 6,08 (dq, J= 6,5 e 15,7 Hz, Hy), 3,87 (s,
OCH3), 3,85 (s, OCHj3), 1,85 (dd, J=1,4 ¢ 6,5 Hz, Hy)

RMN “C (75 MHz, CDCl;, §): 1498 (Cs), 148,1 (Cy), 131,1 (Cy), 130,6 (Cs), 123,8 (C),
118,6 (Cy), 111,2 (C3), 108,6 (Ce), 55,9 (OCH3), 55,7 (OCH3), 18,3 (Co)

5.6 - a-asarona (6) e 2,4,5-trimetoxi-estireno (1) CHy Y
AL
H H
OMe OMe

Formula Molecular: C;,H ;03

. P MeO MeO
Estado Fisico: solido amorfo branco ©
OMe OMe

Solubilidade: CHCl;, MeOH, Acetona 6" 1

RMN 'H (300 MHz, CDCls, §): 6,99 (s, Hy), 6,97 (dd, J= 11,0 e 17,8 Hz, Ho/Hy), 6,92
(s, He)*, 6,63 (dd, J= 1,6 e 15,9 Hz, H7)*, 6,48 (s, H3), 6,47 (s, H3)*, 6,07 (dq, J= 6,6 ¢
15,9 Hz, Hg)*, 5,57 (dd, J= 1,2 e 17,8 Hz, Hg/Hy), 5,14 (dd, J= 1,2 e 11,0 Hz, Hxa/Hg),
3,87 (s, OCH3), 3,85 (s, OCH»)*, 3,84 (s, OCH3), 3,83 (s, OCH3)*, 3,80 (s, OCHj3), 3,79
(s, OCH3)*, 1,86 (dd, J=1,6 ¢ 6,6 Hz, Ho)*

RMN "C (75 MHz, CDCl3, 3): 151,2 (Cy), 150,5 (Co)*, 149,5 (Cy), 148,6 (C4)*, 143,2
(Cs), 1432 (Cs)*, 130,8 (C7), 124,9 (Cy)*, 124,2 (Cg)*, 118,8 (Cy)*, 118,4 (Cy), 111,8
(Cs), 109,7 (Ce)*, 109,4 (Co), 97,8 (C3)*, 97,6 (C3), 56,4 (OCH3)*, 56,4 (OCH3), 56,3
(OCH3)*, 56,3 (OCH3), 55,9 (OCH3»)*, 55,8 (OCH3), 18,3 (Co)*

5.7 - Policarpol (7)

Férmula Molecular: C3,Ha30,
Estado Fisico: s6lido amorfo branco
Solubilidade: CHCl; e MeOH
UV-Visivel MeOH): 244 nm (Amax)
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IV/FT (em™): 3416, 2965, 2930, 2886, 1652, 1634, 1557, 1463, 1455, 1374, 1145, 1090,
1036.

RMN 'H (300 MHz, CDCl;, 3): 5,82 (dl, J= 5,8 Hz, H;), 5,28 (dl, J= 5,6 Hz, H,), 5,06
(tm, J= 7,1 Hz, Hyy), 4,25 (dd, J= 5,0 € 9,5 Hz, Hsp), 3,22 (dd, J= 4.6 e 10,9 Hz, H;),
1,66 (s, Hag), 1,57 (s, Ha7), 0,97 (s, Hag), 0,95 (s, Hag), 0.91 (s, Hyo), 0,86 (d, J= 4,2 Hz,
H,1), 0,85 (s, Hag), 0,58 (s, Hs)

RMN C (75 MHz, CDCl3, 8): 146,1 (Co), 140,8 (Cyg), 131,1 (Cas), 124,9 (Cay), 121,3
(C7), 116,0 (C11), 78,9 (C3), 74,7 (C1s), 51,9 (C1a), 48,9 (Cy7), 48,8 (Cs), 44,3 (C13), 40,1
(Ci6), 38,6 (Cy), 38,4 (C12), 37,4 (C1o), 36,2 (C1), 35,7 (Cap), 35,6 (Caa), 28,1 (Cag), 27,7
(C2), 25,7 (Ca7), 24,8 (Ca3), 22,9 (Cy), 22,8 (Cio), 18,4 (Ca1), 17,6 (Ca), 17,1 (Csp), 15,9
(Cr9), 15,8 (Ci3)

5.8 - Oxido de B-Cariofileno (8)

Formula Molecular: C;sH,,0 O

Estado Fisico: sélido amorfo branco

Solubilidade: CHCl;, MeOH e Acetona

RMN 'H (300 MHz, CDCls, 3): 4,95 (s1, H,4), 4,84 (sl, Hyy), 2,86 (dd, J= 4,0 e 10,5 Hz, Hs),
2,59 (dd, J/=9.,4 e 18,8 Hz, Hy), 1,18 (s, Hys), 0,98 (s, Hj3), 0,96 (s, H2)

RMN C (75 MHz, CDCl3, §): 151,8 (Cg), 112,7 (C14), 63,7 (Cs), 59,8 (Cy), 50,7 (Cy), 48,7
(Co), 39,7 (Cip), 39,1 (C3), 34,0 (Ci1), 30,2 (Cs), 29,9 (Ci2), 29,8 (Cy), 27,2 (Cy), 21,6 (Cy3),
16,9 (Cy5)

5.9 — Asaraldeido (9)

H 0
Formula Molecular: CoH ;2,04 OCH;
Estado Fisico: s6lido amorfo branco CH.O
3
Solubilidade: CHCl; e MeOH OCH,4
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RMN 'H (300 MHz, CDCls, 8): 10,3 (s, Hy), 7,31 (s, Hg), 6,47 (s, H3), 3,95 (s, OCHs),
3,90 (s, OCH3), 3,86 (s, OCHj3)

RMN “C (75 MHz, CDCl;, §): 188,0 (C,), 158.6 (C,), 155,8 (Cy4), 143,6 (Cs), 117,4 (C)),
109,1 (C), 96,0 (C3), 56,3 (OCH3), 56,2 (OCH3), 56,2 (OCHs)

5.10 - (-)-duguetina (10)

Formula Molecular: C,0H,;NO5
Estado Fisico: sélido amorfo marrom
Solubilidade: CHCl; e MeOH

[alp 2° ¢ 36,06 (MeOH, c: 0,00122); literatura -41,3 (EtOH, ¢ = 1) [CASAGRANDE e¢
al., 1970].

IV/FT (em™) : 3422, 3098, 3001, 2936, 2851, 1607, 1514, 1460, 1407, 1338, 1390, 1276,
1216, 1164, 1125, 945, 873, 805, 755

EM/IE (70 eV) m/z (int. rel.) : 3550 [M]+ (100), 340,0 (30), 337,1 (16), 324,2 (26),
311,6 (40), 311,0 (28), 297,6 (10), 296,5 (16), 293,8 (24), 281,4 (16), 280,3 (10), 266,2
(18), 252.,4 (12), 236,1 (10), 220,1 (12), 210,4 (4), 194,4 (6), 190,0 (50), 181,3 (8), 163,1
(12), 152,3 (12), 139,0 (14), 126,4 (10), 111,5 (12), 98,5 (6), 97,4 (14), 82,9 (26), 81,0
(16), 69,0 (30), 57,7 (44)

RMN 'H (300 MHz, CDCl;, 3): 7,61 (s, Hy1), 7,25 (s, Hy), 6,51 (s, H3), 5,91 (sl, O-CH,-
0), 6,06 (sl, O-CH,-0), 4,58 (d, J= 12,1 Hz, Hy), 3,51 (d, J= 12,1 Hz, Hg,), 3,95 (s,
OCH3;-Cy), 3,88 (s, OCH;3-Cyp), 2,57 (s, N-CH3), 1,94 (sl, OH)

RMN “C (75 MHz, CDCl, J): 148,7 (Cy), 147,7 (C,), 146,9 (Cyo), 141,8 (C)), 132,8
(C7), 127,1 (Cs), 122,7 (Ci1a), 121,3 (Crp), 116,6 (C1a), 110,4 (C11), 107,3 (Cy), 106,7
(C3), 100,7 (O-CH»-0), 69,7 (C7), 64,7 (Csa), 56,1 (OCH;5-Cyg), 55,9 (OCH3-Cy), 49,8
(Cs), 39,4 (N-CH3), 23,1 (Cy)
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5.11 - Dicentrinona (11)

Formula Molecular: C9H;3NOs

Estado Fisico: cristais alaranjados OCHj3

Solubilidade: pouco solivel em CHCl;, solivel em CHCI;/MeOH

RMN 'H (300 MHz, CDCls, 3): 8,84 (d, J= 5,0 Hz, Hs), 7.91 (s, Hy}), 7,88 (s, Hg), 7,69
(d, J=5,0 Hz, Ha), 7,06 (s, H3), 6,35 (s, O-CH»-0), 4,05 (s, OCH3), 3,95 (s, OCH3)

RMN *C (75 MHz, CDCl, §): 181,2 (Cy), 153,8 (Cio), 151,5 (Cy), 149,4 (Cy), 147,0
(Cy), 1454 (Cea), 144,7 (Cs), 135,5 (Csza), 127,7 (Ci1a), 125,9 (Cra), 123,9 (Cs), 122,6
(Cip), 109,5 (Cg), 108,7 (Cy1), 108,2 (Cia), 102,4 (C3), 102,4 (O-CH,-0), 56,2 (OCH3),
56,1 (OCH3)

5.12 - (-)-N-metiltetraidropalmatina (12)

Formula Molecular: Cy,Hy3sNO,4
Estado Fisico: s6lido amorfo marrom
Solubilidade: CHCI3;, MeOH

[olp™® : -104,13 (MeOH, c: 0,00121); literatuta -110 (MeOH, c: 0,05) [SAN et al., 1998]
ESIMS-MS (ESI: +) m/z (int. rel.): 370,2095 [M]+(4), 354,1735 (4), 322,1538 (2),
308,1406 (4), 293,1210 (5), 206,1216 (100), 190,0892 (4)

RMN 'H (300 MHz, CDCl;, §): 6,86 (d, J= 8,5 Hz, H,)), 6,80 (d, J= 8,5 Hz, H»), 6,77
(s, Hy), 6,66 (s, Hy), 5,34 (dl, J= 18,1 Hz, Hy), 5,32 (d, J= 16,0 Hz, Hy), 5,03 (d, J= 16,0
Hz, Hg), 3,94 (m, Hp), 3,89 (s, OCH3-C)y), 3,85 (s, OCH3-C,), 3,85 (s, OCH3-C3), 3,81 (s,
OCHj3-Cy), 3,69 (m, Hp), 3,61 (s, N-CH3), 3,48 (dd, J= 6,3 e 17,9 Hz, H;3), 3,0-3,35 (m,
Hs), 3,14 (dd, J= 6,3 e 18,1 Hz, H;3)

RMN “C (75 MHz, CDCl3, §): 151,2 (Co), 149,5 (C»), 148,5 (C3), 145,6 (Cy), 123,9
(Caa), 123,3 (Cy2), 121,1 (Cy2a), 120,2 (Csa), 119,3 (Ciaa), 113,1 (Cyy), 111,4 (Cy), 109,7
(Cy), 64,6 (Cya), 61,2 (OCH3-Cy), 59,4 (Cs), 56,2 (OCH3-Cy)*, 56,0 (OCH3-C3)*, 55,9
(OCHj3-Cp), 52,0 (Ce), 50,0 (N-CH3), 33,8 (Cy3), 23,3 (Cs)
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5.13 - (+)-N-metilglaucina (13)

Formula Molecular: Cy,Hy3sNO,4

Estado Fisico: s6lido amorfo marrom escuro
Solubilidade: CHCl;, MeOH

[olp™ @ +34,92 (MeOH, c: 0,00063); literatura +81 (MeOH, c: 0,53) [GUINAUDEAU et
al., 1983]

EM/IE (70 eV) m/z (int. rel.): 369,4 (14), 352,9 (6), 339,7 (2), 338,2 (6), 324,5 (1), 312,7
(2), 311,1 (6), 294,1 (4), 280,4 (4), 265,1 (8), 252,5 (1), 234,1 (2), 225,4 (2), 209,4 (4),
190,4 (4), 181,4 (4), 163,0 (6), 152,3 (6), 139,3 (6), 125,4 (4), 1114 (5), 95,0 (8), 81,0 (8),
71,3 (8), 69,0 (16), 57,9 (100)

RMN 'H (300 MHz, CDCl;, d): 7,95 (s, Hyy), 6,91 (s, Hg), 6,63 (s, H3), 4,63 (dd, Hs),
4,37 (dl, J= 11,5 Hz, He,), 3,90 (s, OCH3-Cy), 3,88 (s, OCH3-C,), 3,84 (s, OCH;3-Cyy),
3,71-3,65 (m, Hs), 3,65 (s, OCH3-C)), 3,78 (s, N-CHs), 3,35 (dd, J= 13,2 e 13,7 Hz, Hy),
3,30 (s, N-CH3), 3,01-2,97 (m, Hy), 2,92 (dd, J=3,7 € 9,7 Hz, H7)

RMN “cC (75 MHz, CDCl;, 9): 154,0 (C,), 149,0 (Cy), 148,5 (Cy), 145,8 (Cy), 127,8
(Cia), 124,5 (Cs3y), 124,3 (C7,), 123,1 (Cy1a), 118,99 (Cyp), 111,6 (Cyy), 111,2 (Cg), 110,2
(C3), 69,9 (Ceqn), 61,2 (Cs), 60,5 (OCH;-Cy), 56,1 (OCH3-C), 56,0 (OCH3-Cy), 56,0
(OCH3-Cy), 54,2 (N-CH3), 43,3 (N-CHa3), 29,5 (C7), 24,2 (Cy)

5.14 - Alantoina (14) H
N_ O
0= :i
Formula Molecular: C;HsO3N, N N/H
/
Estado Fisico: cristais esbranquicados H /}\N/H
Solubilidade: H,O, DMSO °

RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds, 8): 10,56 (s, HN)), 8,04 (s, HN3), 6,92 (d, J= 7,6 Hz,
HNG), 5,79 (s, HoNs), 5,21 (d, J= 7,6 Hz, Hs)
RMN 3C (75 MHz, DMSO-dg, 8): 173,9 (Cs), 157,8 (C,), 157,2 (C7), 52,7 (Cs)
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6 . CONCLUSAO

O estudo fitoquimico das partes subterraneas de Duguetia furfuracea conduziu ao
isolamento e identificagdo de 16 substancias, sendo que das cascas do caule subterraneo
foram isolados quatro compostos aromadticos: 2,4,5-trimetoxi-estireno (1), (E)-
metilisoeugenol (§), a-asarona (6) e asaraldeido (9); quatro sesquiterpenos: ¢-gurjuneno (2),
aromadendreno (3), biciclogermacreno (4) e 6xido de P-cariofileno (8); um triterpeno:
policarpol (7) e quatro alcaldides: (-)-duguetina (10), dicentrinona (11), (-)-N-
metiltetraidropalmatina (12) e (+)-N-metilglaucina (13). A partir do cerne do caule
subterraneo foi obtido o ureideo alantoina (14).

Este trabalho contribuiu para a ampliagdo do conhecimento fitoquimico de Duguetia
furfuracea, ja que as substancias 5, 6 e 14 estdo sendo descritas pela primeira vez no género
Duguetia e as substancias 12 e 13 pela primeira vez em Annonaceae.

Na avaliacdo alelopatica do O6leo essencial e do extrato éter de petréleo foram
observados efeitos, sobre o crescimento, de indu¢do nas radiculas e inibi¢do nos hipocétilos
de Lactuca sativa, enquanto que o extrato alcaloidico provocou acentuada inibi¢do do
crescimento de ambos. O 6leo essencial, avaliado no teste do crescimento linear do coledptilo
estiolado, apresentou-se com atividade auxinica e todos os extratos obtidos e testados no TAS
apresentaram-se ativos.

As atividades bioldgicas descritas no presente trabalho possibilitaram a formulagao de
hipéteses para o entendimento dessa espécie na biota, podendo seu comportamento como

espécie invasora receber a contribuicdo de um ou do somatério dos fatores descritos.
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