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RESUMO

TELES, M. M. R. S. Contribuicdo ao estudo fitoquimico de Ocotea gardnei (Meisn)
Mez e Ocotea duckei Vattimo (Lauraceae). 2016. 115 p. Tese (Doutorado em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos- Farmacoquimica) — Centro de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2016.

A familia Lauraceae é constituida por aproximadamente 70 géneros e 2500 espécies,
com distribuicao tropical e subtropical. No Brasil, compreende 400 espécies distribuidas
em 25 géneros. Dentre esses, destacamos o género Ocotea, com cerca de 350 espécies.
O presente trabalho teve como objetivo realizar o estudo fitoquimico de Ocotea duckei
Vattimo e Ocotea gardneri (Meisn) Mez, bem como, avaliar a atividade antimicrobiana
e antileishmania dos constituintes quimicos isolados. Para isto, 0 material botanico foi
submetido a processos de extracao, particdo e métodos cromatograficos para isolamento
dos constituintes quimicos. As estruturas quimicas dos compostos foram determinadas
por métodos espectroscopicos e comparagbes com modelos da literatura. O
fracionamento cromatografico da fase diclorometano de Ocotea gardneri resultou no
isolamento do triterpeno 2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexeno
(esqualeno), do 3,4,5 trimetdxibenzaldeido e do esteroide glicosilado sitosterol-3-O-f3-
D-glicopiranosideo  Da fase acetato de etila foi isolada a flavona 3,5,7,3°,4’-
pentaidroxiflavona (quercetina) e dois flavonois 2 - (3,4-di-hidroxifenil) - 4H-cromeno-
3,5,7-triol  (epicatequina) e 2- (3,4-di-hidroxifenil) -4H-cromeno-3,5,7-triol
(epicatequina). Todos os compostos estdo sendo relatados pela primeira vez na espécie.
Para obtencdo da fracdo de alcaloides totais (FAT), o extrato etanélico bruto das folhas
de Ocotea duckei foi submetido a marcha de alcaloides e, posteriormente, ao
fracionamento cromatografico, resultando no isolamento dos alcaloides reticulina e N-
oxido de reticulina, sendo este relatado pela primeira vez no género. Ainda, a FAT foi
analisada por LC-MS e por CG-MS. A LC-MS permitiu a identificacdo dos alcaloides
reticulina, coclaurina, discretamina, tetrahidrocolumbamina e N-6xido de reticulina. A
analise da FAT por CG-MS permitiu a identificacdo dos alcaloides metilreticulina e
metilcoclaurina. Destes alcaloides, apenas a reticulina havia sido identificada para FAT
das folhas, em estudos anteriores. Os flavonoides isolados foram avaliados quanto a
atividade antimicrobiana pela técnica de microdiluicao, frente as cepas de S. mutans, P.
aeruginosa e S. aureus. A quercetina apresentou uma CIM de 83,5 pug/mL frente a S.
aureus e a catequina uma CIM de 400 pg/mL frente a P. aeruginosa. Os alcaloides
reticulina e N-6xido de reticulina foram submetidos ao método de reducdo de MTT para
avaliacdo da atividade antileihmania frente a L. amazonensis, e estes ndo apresentaram
atividade.

Palavras-chave: Lauraceae, Ocotea gardneri, Ocotea duckei, alcaloides, atividade

bioldgica.
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ABSTRACT

TELES, M. M. S. R. Contribuition to the phytochemical study of Ocotea gardnei
(Meisn) Mez and Ocotea duckei Vattimo (Lauraceae). 2016. 115 p. Thesis (Doctorate
in of Natural Products and Synthetic Bioactive- Pharmachemistry) - Health Sciences
Center, Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa, 2016.

The Lauraceae family consists of about 70 genera and 2.500 species, with tropical and
subtropical distribution. In Brazil, comprises 400 species in 25 genera. Among these,
we highlight the Ocotea genus with about 350 species. This study aimed to carry out the
phytochemical study Ocotea duckei Vattimo and Ocotea gardneri (Meisn) Mez, as well
as to assess the antimicrobial activity and antileishman of isolated chemical
constituents. For this, the plant material was subjected to extraction processes, partition
and chromatography methods to isolate the chemical constituents. The chemical
structures of the compounds were determined by spectroscopic methods and
comparisons with literature data. Chromatographic fractionation of the dichloromethane
phase Ocotea gardneri resulted in the isolation of triterpene 2,6,10,15,19,23-
hexamethyl-2,6,10,14,18,22-tetracosahexeno (squalene) of 3, 4, 5
trimethoxybenzaldehyde and glycosylated sitosterol-3-O-p-D-glucopyranoside the ethyl
acetate phase was isolated flavone steroid 3,5,7,3 ', 4'-pentaidroxiflavona (quercetin)
and two flavonols 2- (3, 4-dihydroxyphenyl) -4H-chromene-3,5,7-triol (epicatechin) and
2- (3,4-dihydroxyphenyl) -4H-chromene-3,5,7-triol (epicatechin). All compounds are
first reported in this species. To obtain the fraction of total alkaloids (FAT), the crude
ethanolic extract of leaves of Ocotea duckei underwent alkaloid march and then the
chromatographic fractionation, resulting in the isolation of reticulin and N- oxide
reticulin alkaloid, which is reported for the first time in the genus. Further, the FAT was
analyzed by LC-MS and GC-MS. LC-MS allowed the identification of reticulin
alkaloids, coclaurina, discretamina, tetrahidrocolumbamina and N-oxide reticulin. The
FAT analysis by GC-MS allowed the identification of metilreticulina metilcoclaurina
and alkaloids. Of these alkaloids, only reticulin was identified to FAT leaves in previous
studies. Flavonoids isolates were evaluated for antimicrobial activity by microdilution
technique, compared to strains of S. mutans, P. aeruginosa and S. aureus. Quercetin
presented a MIC of 83.5 mg / mL against S. aureus and catechin one MIC of 400 mg /
mL against the P. aeruginosa. The reticulin alkaloids and reticulin N-oxide were
subjected to MTT reduction method to evaluate the activity antileihmania front of L.
amazonensis, and they did not show activity

Keywords: Lauraceae, Ocotea gardneri, Ocotea duckei, alkaloids, activity biologic.
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1 INTRODUCAO

A maioria dos fa&rmacos em uso clinico séo de origem natural ou foram desenvolvidos
por sintese quimica planejada a partir de produtos naturais. Embora existam, nos dias atuais,
diversas estratégias e metodologias disponiveis para que se possa sintetizar e descobrir novos
farmacos, a quimica de produtos naturais representa uma destas alternativas de sucesso,
historicamente privilegiada (BARREIRO; SILVA-BOLZANI, 2009). A natureza, de forma
geral, tem produzido a maioria das substancias organicas conhecidas. Entretanto, € o Reino
Vegetal que tem contribuido de forma mais significativa para o fornecimento de substancias
Uteis ao tratamento de doencas que acometem os seres humanos (MONTANARI; SILVA-
BOLZANI, 2001).

A enorme variedade e complexidade de metabdlitos secundarios biossintetizados pelas
plantas teriam-se formado e evoluido, como mecanismo de defesa desses vegetais as
condicBes ambientais. As atividades bioldgicas que as plantas medicinais apresentam,
geralmente, sdo atribuidas a esses metabolitos (FERREIRA; PINTO, 2010).

Ha muitos exemplos historicos em que o produto natural ndo foi apenas o
medicamento, mas também ajudou a revelar um novo aspecto da farmacologia. Por exemplo,
digitalis da dedaleira mostraram o papel bloqueador da bomba sodio - potassio - ATPase; a
morfina apontou o caminho para os receptores afetados por opidides endogenos; muscarina,
nicotina e tubocurarina ajudaram a explorar os diferentes tipos de receptores de acetilcolina , e
assim por diante. (HARVEY, 2008).

O surgimento dos antibidticos produzidos por fermentacdo microbiana aliado ao
desenvolvimento marcante de farmacos sintéticos produzidos pela industria farmacéutica,
logo depois da Segunda Guerra, foram causas marcantes no declinio do uso de plantas
medicinais e consequentemente, no investimento em farmacos de origem vegetal. Nas ultimas
décadas, uma importante mudanca no paradigma das sociedades ocidentais fez com que 0s
produtos de plantas passassem novamente a ocupar papel de destaque por grandes
contingentes das populacGes de paises desenvolvidos e em desenvolvimento (MONTANARI,;
SILVA-BOLZANI, 2001).

Segundo estimativas da Convengdo da Diversidade Bioldgica (CDB), o Brasil hospeda
entre 15 e 20% de toda a biodiversidade mundial, sendo considerado o maior do planeta em

numero de espécies endémicas. A biodiversidade do Brasil é considerada uma fonte de
TELES, M. M. R. S/ Introdugdo
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substancias biologicamente ativas e sua preservacéo e fundamental tanto pelo valor intrinseco
dessa imensa riqueza bioldgica como pelo seu enorme potencial como fonte de novos
farmacos. A Caatinga apresenta-se como o bioma predominante na Paraiba e caracteriza-se
pelo alto endemismo das espécies e tipos vegetais. A Caatinga € o Unico bioma vegetal
brasileiro cujos limites estdo restritos ao territorio nacional. A Mata Atlantica tem distribuicéo
menos expressiva, no entanto é mais estudada devido sua heterogeneidade (BARREIRO;
SILVA-BOLZANI, 2009).

Assim, considerando o potencial quimico-farmacologico das espécies vegetais
encontradas nos biomas paraibanos, em especial da familia Lauraceae, este trabalho da
continuidade ao estudo de Ocotea duckei Vattimo, e apresenta o estudo de Ocotea gardneri
(Meisn) Mez, cujos estudos quimicos e farmacoldgicos ainda sdo pouco conhecidos.

A descoberta de produtos naturais bioativos constitui, portanto, ndo apenas uma
necessidade de sua identificacdo prdpria, mas, principalmente, contribui para o conhecimento
de novas entidades quimicas (NCEs), que podem ser usadas como matrizes para a descoberta
de novos farmacos (MONTANARI; SILVA-BOLZANI, 2001).

TELES, M. M. R. S/ Introdugdo
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Considerac0es sobre a familia Lauraceae

A familia Lauraceae, pertencente a ordem Laurales, é considerada uma das familias
mais primitivas da divisdo Magnoliphyta (STEVENS, 2016). Foi estabelecida por Antoine
Laurent de Jussieu em 1789 e o conhecimento de suas espécies data de 2800 a.C., com relatos
do uso do dleo de Cinnamomum camphora (L.) J.Presl e de outras espécies do género na
medicina chinesa. As folhas de laurus nobilis L., eram usadas como grinaldas pelos antigos
gregos e romanos para coroar guerreiros e atletas (GOTTLIEB, 1972).

Suas espécies apresentam distribuicdo tropical e subtropical (Figura 1), concentradas
nas florestas temperadas americanas e asiaticas, incluindo cerca de 70 géneros com mais de
2500 espécies. Sdo encontradas particularmente em paises com focos de biodiversidade. No
Brasil ocorrem aproximadamante 400 espécies distribuidas em 25 géneros. Lauraceae €
considerada a familia de maior destaque na composicdo floristica de grande parte dos
ecossistemas florestais do pais, em especial da Mata Atlantica e em florestas da Regido Sul
(CUSTODIO; VEIGA JUNIOR, 2014).

Figura 1 Mapa de distribuicdo da familia Lauraceae no mundo representado em verde

.

Fonte: Missouri Botanical Garden, 2015.

8| | Rl
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As espécies da familia Lauraceae sdo consideradas uma das mais importantes
economicamente, dentre aquelas encontradas nas florestas equatoriais e tropicais, em virtude
da boa qualidade da madeira, podendo ser usada na marcenaria, fabricacdo de papel
(celulose), construcdo civil. Os dleos essencias extraidos de suas espécies possuem um alto
valor comercial, podendo ser usado nas industrias de cosméticos, farmacéuticas, de
perfumaria e também na culinéria, como condimentos e flavorizantes (SILVA et al, 2009).

A pressdo extrativista sobre espécies madeiraveis resultou na diminuicdo de
populacdes de Lauraceae, e as espécies Ocotea catharinensis Mez, Ocotea odorifera (Vell.)
Rohwer e Ocotea porosa (Nees) Barroso, que ocorrem no Parana, estdo incluidas na lista
oficial das espécies da flora brasileira ameagadas de extingdo (LORENZI; MATOS 2008). A
sua importancia econdmica e a inexisténcia de programas efetivos de manejo florestal,
contribuem para a extingdo da maior parte das suas espécies. A exploracdo econdmica deve
ser feita de maneira sustentavel, como preconiza a Quimica Verde, a fim de ndo esgotar o

potencial e grande contribuicio das espécies para a sociedade (ARAUJO, 1994).

2.2 O género Ocotea

O género Ocotea foi estabelecido por Aublet em 1775 com a espécie Ocotea
guianensis, sendo considerado o maior género da familia Lauraceae. Apresenta cerca de 350
espécies, a maioria nas Américas tropical e subtropical. Estima-se que o Brasil abriga
aproximadamente 160 espécies vegetais deste género (QUINET et al., 2016). Suas espécies
ndo possuem constancia na frutificagdo, fato que dificulta sua propagagdo (ZANIN;
LORDELLO, 2007).

Em relacdo as suas caracteristicas botanicas, compreende arvores ou arbustos, com
flores monoclinas ou diclinas, com 6 tépalas, as flores estaminadas, androceu com 9 estames
férteis, anteras quadrilocelares, locelos dispostos em pares superpostos; estames das primeiras
e segundas séries com trés estames cada, anteras introrsas; estames de terceira serie com trés
estames, par de glandulas na base dos filetes, reduzidos, anteras extrorsas; quarta série
estaminodial ausente ou quando presente com trés estaminddios, em geral reduzidos,
filiformes, ou raramente estaminddios bem desenvolvidos, cordados ou sagitados; pistiloide
presente ou ausente. Flores pistiladas com estaminddios reduzidos. Fruto bacaceo, sobre ou
parcialmente envolvido pela cupula, em geral com margem simples e tépalas deciduas
(QUINET; ANDREATA 2002).

TELES, M. M. R. S/ Fundamentag3o tedrica
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O género Ocotea desperta o interesse fitoquimico devido a sua distribuicdo em todo
territorio nacional (Figura 2), e pelas inumeras atividades farmacolOgicas atribuidas as
lignanas e alcaloides presentes em suas espécies (SOUZA et al., 2004).

Figura 2 Distribuicdo das espécies de Ocotea por dominio fitogeografico

Amazdnia

Mata Atlantica

Caatinga

Cerrado

Fonte: Flora do Brasil, 2016

Segundo pesquisa realizada no banco de dados Natural Poducts Alert (NAPRALERT)
em 2009, as espécies do género Ocotea apresentam propriedades medicinais variadas como
ténico e estomaquico (O. aciphyla), ulceras (O. caparrapi), dor de cabeca (O. bullata), febre,
tosse (O. species), colicas menstruais (O. nicaraguensis), diarréia (O. quixos),

antihipertensivo (O. foetens), antimalarico (O. usambarensis), dentre outras.

2.2.1 Metabdlitos secundarios do género Ocotea

Diversas pesquisas tém sido conduzidas com diferentes espécies de Ocotea, visando o
isolamento e a caracterizagdo de compostos quimicos. Quimicamente este género caracteriza-
se por apresentar, em sua composi¢do, metabolitos secundarios, fenilpropaoides, alcaloides
isoquinolinicos, indolicos e aporfinicos; lignanas, neolignanas, além de terpenoides
(FUNAZAKI, 2006).

TELES, M. M. R. S/ Fundamentag3o tedrica
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2.2.1.1 Fenilpropanoides

Os fenilpropanoides sdo de ocorréncia muito frequente no género e frequentemente
estdo presentes nas fracbes volateis obtidas junto com mono e sesquiterpenos. S&o
normalmente do tipo alil ou propenilfendis, cujo precussor béasico € a fenilalanina que através
de uma série de transformac@es, os quais incluem a formagdo do acido cinamico, resulta na
formacéo de aldeidos, cetonas e alcoois. O fenilpropanoide mais comum no género é o safrol
(Figura 3), constituinte principal do 6leo de sassafras obtido de O. odorifera, O. pretiosa e O.
fragrantissima (COSTA, 2000).

Figura 3 Estrutura quimica do safrol

2.2.1.2 Lignanas e Neolignanas

Os lignoides sdo produtos naturais que possuem sua estrutura basica formada por
grupos fenilpropanoides (do tipo CsCs), condensados em algumas unidades (BARBOSA-
FILHO, 2007).

Destacam-se as lignanas furofuranicas isoladas de O. duckei (Quadro 1) (BARBOSA-
FILHO et al.,, 1999). As neolignanas constituem-se no principal grupo biogenético de
Lauraceae, devido a elevada frequéncia, e apresentam grande variedade de constituintes e
configuragbes (GOTTLIEB; YOSHIDA, 1984).

TELES, M. M. R. S/ Fundamentag3o tedrica



Contribuicao ao conhecimento fitoquimico de Ocotea gardneri (Meisn) Mez e Ocotea duckei Vattimo
9

Quadro 1 Lignoides isoladas de espécies do género Ocotea

OMe

o / //”’//,,

HO.

OMe

MeO OMe
OH

Lioniresinol (O. minarum)
(GARCEZ, 2005)

R4 R4
R5 R5

- o N
A Re ) Re

R1 R1

o

R2 RZ

Ocotea duckei
(BARBOSA-FILHO, 1999)

A distin¢do precisa entre lignanas e neolignanas foi motivo de controveérsias. Vérias

propostas de acoplamento e dimeros foram sugeridas para a formacdo desses metabolitos.

Gottlieb (1972) estudando a quimica da Lauraceae, introduziu o termo neolignana, que

posteriormente foi definido como metabdlitos formados a partir da condensacdo oxidativa de

alifenois e propenilfenois, entre si ou de forma cruzada, sem oxigenacdo no C-9. As lignanas

sdo dimeros de &cidos cindmicos e/ou alcoois cinamilicos, apresentando o carbono 9 da cadeia

lateral oxigenado.

TELES, M. M. R. S/ Fundamentag3o tedrica
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2.2.1.3 Terpenoides

Os terpenoides ocorrem com frequéncia no género, e na maioria das vezes sao
constituintes tipicos de 6leo essencial. A composi¢do quimica dos 6leos essenciais de varias
espéecies de Ocotea ja foi descrita, revelando a presenca de uma grande diversidade de
monoterpenos, com predominancia de o-pineno e [B-pineno, além dos sesquiterpenos f-
cariofileno e germacreno-D (TAKAKU et al., 2007; GARRETT et al., 2010; FARAGO et al.,
2010).

Também foram encontrados em extratos de folhas e cascas de espécies de Ocotea
outros sesquiterpenos, principalmente com esqueletos eudesmanicos (1), calamenénicos (I1) e
cadinanicos (I11) (Quadro 2)) (LORDELLO et al., 2000).

Quadro 2 Principais sesquiterpenos encontrados em Ocotea

CHj3
CHj;

HsC
CHj

CH3 CH3

H;C CH
I 3 S

CH3

HsC CHj3

1

2.2.1.4 Flavonoides

S80 compostos aromaticos de baixo peso molecular caracterizado por um nucleo
flavanico e um esqueleto carbonado com configuracdo C6-C3-C6. A estrutura basica dos
flavonoides consiste em dois anéis de benzeno (A e B) ligados por um anel pirano que contém

oxigénio (anel C). O anel aromatico A ¢é derivado do ciclo acetato-polimalato, enquanto o anel
TELES, M. M. R. S/ Fundamentag3o tedrica
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B é derivado da fenilalanina. A numeracdo individual do esqueleto flavonoide esta
representada na Figura 4 (MARTENS; MITHOFER, 2005).

Figura 4 Estrutura e numeracdo padrdo dos flavonoides

Os flavonoides sdo uma classe biossintética frequente no reino vegetal, mas
diversidadetém ocorréncia restrita em Lauraceae. Encontram-se catequina, epicatequina, e
flavonois glicosilados (Figura 5). A maioria dos flavonoides isolados até 0 momento em
Ocotea sdo derivados das agliconas quercetina e de dihidroquercetina e essa caracteristica
parece ser comum para o género (FUNASAKI, 2006).

Figura 5 Flavonoides isolados de Ocotea

OH OH
HO (0] HO O.
OH OH
OH OH
OH o] OH %
Quercetina Dihidroquercetina

Relatos apontam que os flavonoides possuem atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
citotoxica antitumoral, efeitos no tratamento de doencas neurodegenerativas e acao
vasodilatadora. S&o ainda conhecidos por inibir em a peroxidacdo lipidica, a agregacéo
plaquetaria e a atividade enzimatica das enzimas ciclooxigenases (COX) e lipoxigenases
(LOX) (ASIF; KHODADADI, 2013).

Os flavonodides tem sido identificados e caracterizados como agentes antifungicos,
antivirais e antibacterianos, e estudos também mostram que existe um sinergismo entre estes
diferentes compostos. Alguns trabalhos mostram que a sua acdo da-se principalmente através
de sua capacidade de interagdo com a membrana plasmatica, inibindo sua funcdo, e

TELES, M. M. R. S/ Fundamentag3o tedrica
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consequentemente levando a destruicdo da integridade celular. Por outro lado, alguns
flavondides podem inibir a atividade de DNA girase, e outros podem inibir o metabolismo
energético bacteriano (CUSHNIE & LAMB, 2006).

2.2.1.5 Alcaloides

Os alcaloides constituem um grupo de substancias bastante frequente em suas espécies
(Tabela 1, pagina 18). Foram identificados alcaloides isoquinolinicos, benzilisoquinolinicos,
bisbelzilisoquinolinicos (CUSTODIO; VEIGAS JUNIOR, 2014). Os aporfinicos strictu sensu
representam o grupo predominante (ZANIN; LORDELLO, 2007). No Quadro 3 temos 0s
principais esqueletos de alcaloides encontrados em Ocotea.

Os alcaloides aporfinicos sdo encontrados somente em espécies das familias:
Annonaceae, Berberidaceae, Lauraceae, Magnoliaceae, Menispermaceae, Monimiaceae,
Ranunculaceae, Papaveraceae e Rhamnaceae (RINALDI, 2007).

A origem biossintética dos alcaloides isoquinolinicos se inicia pela rota do &cido
chiguimico a partir de carboidratos. O acido chiquimico é responsavel pela formacdo dos
aminoacidos aromaticos como a L-fenilalanina e L-tirosina, sendo esses 0s precursores dos
alcaloides isoquinolinicos. A formagdo biossintética do esqueleto benzilisoquinolinico tem
inicio com a reacdo de condensacdo de duas unidades fenolicas, ambas derivadas do
aminoéacido L-tirosina, a dopamina e o p-hidroxi-fenilacetaldeido. A rota biossintética a partir
de L-tirosina para formacdo de estrutura benzilisoquinolica ¢ mostrada no Quadro 4
(RINALDI, 2007). A origem desses alcaloides, a partir de seu provavel precursor, a reticulina,
é mostrada na Quadro 5 (CAVE, 1985).

Vaérios alcaloides aporfinicos comumente encontrados no género Ocotea apresentam
pronunciada bioatividade, como a nantenina (bloqueador de contragdo muscular, translocacéo
de Ca?"), derivados da nantenina (antagonista ol-adrenoreceptor), coclaurina (anti-HIV),
glaucina (citotoxica), derivados halogenados da predicentrina (agonista dos receptores
dopaminérgicos D1), dicentrina (inibicdo da topoisomerase Il, atividade antineoplésica),
dicentrinona (inibi¢do da topoisomerase 1), inclusive varios deles tendo sido alvo de patentes,
0 que tem acarretado um grande interesse nessa classe de compostos (ZANIN; LORDELLO,
2007). No Quadro 6 observamos os principais alcaloides encontrados em Ocotea.
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Quadro 3 Principais esqueletos de alcaloides aporfinicos de Ocotea
\
Bl Bl
CH;, CH;,
3 4
/CH3
R
\CH3

N
g ’
H3CO a

CHj,
O

g

1-Aporfinico strictu sensu; 2-Oxoaporfinico; 3-Dihidroaporfinico, 4-Didehidroaporfinico, 5-
C-3-aporfinico; 6- C-4-aporfinico; 7-Fenantreno (RINALDI, 2007).
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Quadro 4 Rota biossintética para a formacao da estrutura benzilisoquinolinica a partir da L-
tirosina (RINALDI, 2007)

Dopamina
HO
HO H5CO
NH,
HO NH N
L-Tirosina \ HO HO H
CHO
HO HO HO
p-hidroxifenilacetaldeido (R) ou (S) norcoclaurina (R) ou (S) coclaurina
H,CO H5CO H5CO
NCH NCH NCH;
HO 3 HO 3 HO
D D
HO HO
F
H,CO HO HO E
(R) ou (S) N-metilcoclaurina (R) ou (S) 5-hidréxi-N-metilcoclaurina (R) ou (S)- reticulina
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Quadro 5 Origem biossintética dos alcaloides isoquinolinicos a partir do esqueleto
benzilisoquinolinico (CAVE, 1985)

Isoquinolinico ! é Cularina
: : N
ﬂ \

Aporfinico

N

0 ‘ X
o) N N< N
0 o

Bisbenzilisoquinolinico Fenantreno Oxoaporfinico

Protoberberinico Benzilisoquinolina
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Quadro 6 Alcaloides isolados do género Ocotea (CUSTODIO; VEIGAS JUNIOR, 2014;
ZANIN; LORDELLO, 2007).

1: R1=R5=R6=0CH;; R2=0OH; R3=R4=R7=H; R8=CH;
2: R1+R2=0CH,0; R3=R7=H; R4=R5=R6=0CH;; R8=CH;
3: R1+R2=0CH,0; R3=R4=R7=R8=H; R5=R6=0CH;

4: R1=R2=0CHj;; R3=R4=R7=H; R5+R6=0CH,0; R8=CH;

5: R1=R5=R6=0CHj; R3=R4=R7=H; R8=CH;

Py
&

{

VRN
&

N\
%

8: R1+R2=0CH,0; R3=R4=R7=H, R5=R6=0CH,
9:R1+R2=0CH,0; R3=R7=H; R4=R5=R6=0OCHj

10:R1=R2=0CHj; R3=R4=R7=H; R5+R6=0CH,0

continua
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Continuacdo do Quadro 6
MeO
HO
15 16
Me
R N_
O “Me
MeO ‘
o MeO o I
o
18 19: R= OCH,4
20: R=OH

21: R1=0OH; R2=R6=R7=0CHj;; R3=R4=R5=H; R8=CH;
22: R1+R2=0CH,0; R3=R4=R5=R6= OCH;; R7=R8=H

23:R1=0H; R2=R3=R6=R7=0CH;; R4=R5=H; R8=CHj;

Me

Irz

1-Predicentrine; 2-Ocopodine, 3-Nordicentrine; 4-Natenine; 5-Glaucine; 6-Dicentrinona; 7-

Neolitsine; ~ 8-Dehidrodicentrina;  9-Dehidrocopodina;  10-Dehidronantenina;  11-
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Dehidrocoteina; 12-N-acetil-nornatenine; 13-(S)-3-metoxinordomesticina; 14-N-formil-3-
metoxinordomesticina; 15-Coclauina; 16-Laurotetanina; 17-Reticulina; 18-(+) -6S-N-Oxido
de coteina; 19-Talictuberine; 20-3-o-dimetiltalictuberine; 21-Coridina; 22-Norleucoxiloning;

23-1sooconovina; 24-Triptofol-5-O- D-glicopiranosideo; 25-Rodiasina.

Tabela 1 Alcaloides isolados de espécies de Ocotea

Espécie Alcaloide Parte da Referéncias
planta
O. acutangula S-O-metilpalidina Folhas VECCHIETTI, 1981
(S)-(-)-palidinina Folhas VECCHIETTI, 1981
(S)-O- Folhas
metilpalidinina VECCHIETTI, 1981
O. acutifolia Neolitsina Folhas GARCEZ et al, 2011
(+)-6S-N-6xido de Folhas GARCEZ et al, 2011
ocoteina GARCEZ et al, 2011
(+)-Norocoxilonina Folhas ’
(+)-Talicsimidina Folhas GARCEZ etal, 2011
O. brachybotra Predicentrina Folhas VECCHIETTI, 1977
Ocopodina Folhas VECCHIETTI, 1977
Cassitidina Folhas VECCHIETTI, 1977
Glaziovina Folhas VECCHIETTI, 1977
; VECCHIETTI, 1977
Leucoxina Folhas
el VECCHIETTI, 1977
Cassiticina Folhas VECCHIETTI, 1977
Sl il Folhas  yECCHIETTI, 1977
Palidina Folhas VECCHIETTI, 1977
Ocobotrina Folhas VECCHIETTI, 1977
14-episiomenina Folhas
O. brenesii 3-hidroxi-6a,7- Folhas LOPES et al., 1996
dihidronuciferina
Isocoridina Folhas LOPES et al., 1996
3-hidroxinuciferina Folhas LOPES et al., 1996
O. bucherii Talbaicalidina Folhas GUINAUDEAU, 1988
Talictuberina Folhas
O. caesia Zenkerina Caules VILEGAS et al., 1989
Laureliptina Caules VILEGAS et al., 1989
Nororientidina Caules VILEGAS et al., 1989
O. duckei Reticulina Folhas/caule MORAIS et al., 1998
[frutos/raizes DIAS et al., 2003
Coclaurina Caule/raizes DIAS et al., 2003
Coclaurina + N- Caule DIAS et al., 2003
metilcoclurina
0. glaziovii Glaziovina Folhas SILVA et al., 2002
Assimilobina Folhas SILVA et al., 2002
Caaverina Folhas SILVA etal., 2002
Liridinina Folhas
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O. holdridgeiana 0,0- Folhas CASTRO; RUIZ, 1994
dimetilcorituberina
3-hidroxinuciferina Folhas CASTRO; RUIZ, 1994
3-metoxinuciferina Folhas CASTRO; RUIZ, 1994
O. insularis 3-O- Folhas GUINAUDEAU, 1994
dimetiltalictuberina
O. lancifolia Coclaurina Caule FOURNET et al., 2007
N-metilcoclaurina Folhas FOURNET et al., 2007
Glaziovina Folhas FOURNET et al., 2007
O. macrophylla Isocoridine Folhas FRANCA et al., 1975
Glaucina Caule FRANCA et al., 1975
Dehidronantenina Folhas Esﬁmgﬁ g: Z:" ig;g
Dicentrina Folhas g
Dehidroocopodina Folhas BARREF{Z%bgUAREZ,
Nantenina Folhas BARRERA: SUAREZ,
Neolitsina Folhas 2009
N-acetilnornantenina Folhas BARRERA: SUAREZ,
2009
O. macropoda Ocopodina Folhas CAVA; 1971
Nordicentrina Folhas CAVA,; 1971
Dicentrinona Folhas gﬁxﬁi %g%
Dehidrodicentrina Folhas ,
Dehidroocopodina Folhas CAVA; 1971
O. minarum Dicentrina Folhas VECCHIETTI, 1979
Predicentrina Folhas VECCHIETTI, 1979
Dicentrinana Folhas VECCHIETTI, 1979
Leucoxina Folhas xggg::gg: ig;g
O-metilcassifilina Folhas ’
Ocotominarina Folhas VECCHIETTI, 1979
Talicmini Folh VECCHIETTI, 1979
atieminina onas VECCHIETTI, 1979
Ocominaina Folhas VECCHIETTI, 1979
Norleucoxilonina Folhas VECCHIETTI, 1979
Isooconovina Folhas VECCHIETTI, 1979
Hidroxidicentrina Folhas VECCHIETTI, 1979
Ocominarona Folhas VECCHIETTI, 1979
Triptofol-5-O-p-D- Folhas VECCHIETTI, 1979
glicopiranosideo
O. puberula Laurotetanina Folhas ZANIN et al., 2012
Predicentrina Folhas ZANIN et al., 2012
Didehidroocoteina Folhas ZANIN etal., 2012
N-o6xido de dicentrina Folhas %ﬁmm et a:., ggg
Dehidroocoteina Folhas AN gt ZI” T
3-h|dr§x:g!centr|na Eomas ZANIN et al.. 2012
>0'dINa omnas ZANIN etal., 2012
Dicentrina Folhas ZANIN et al.. 2012
Leucoxina Folhas
Isodomesticina Folhas MONTRUCCHIO et al.,
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2012
O. pulchela O-metilcassifilina Folhas BOTEGA et al.,1993
O. rodiaei Ocoteamina Caule HEARST, 1964
Demerarina Caule HEARST, 1964
Norrodianina Caule HEARST, 1964
Ocotamina Caule HEARST, 1964
O. sinuata Isocoridina Folhas CAVA etal., 1968
Oconovina Folhas GUINADEAU, 1979
Ocoxilonina Folhas GUINADEAU, 1983
O. variabilis Natenina Folhas CAVA etal., 1972
Apoglaziovina Folhas CAVAetal., 1972
Variabilina Folhas CAVA etal. 1972
O. vellosiana Reticulina Frutos GARCEZ et al., 1995
Predientrina Ramos GARCEZ et al., 1995
Nordicentrina Ramos GARCEZ et al., 1995
Ocoteina Caule GARCEZ et al., 1995
Leucoxilonina Ramos GARCEZ etal., 1995
Ocominarina Folhas GARCEZ etal., 1995
Coridi Frut GARCEZ et al., 1995
oriaina rutos GARCEZ et al., 1995

2.3 Ocotea duckei Vattimo

Ocotea duckei Vattimo ¢ uma espécie popularmente conhecida como “louro-de-
cheiro”, “louro-pimenta” e “louro-canela”, encontrada nos estados da Paraiba, Pernambuco,
Ceard, Sergipe e Bahia e em areas remanescentes da Floresta Atlantica (BARRETO, 1990).

Compreende uma arvore de grande porte, com cerca de 10 m de altura, de copa
arredondada, caule e ramos cilindricos, verdes quando jovens tornando-se marrons na planta
adulta (Figura 6) (COUTINHO, 2006).
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Figura 6 Imagens do caule, folhas e inflorescéncias da Ocotea duckei Vattimo

Fotos: Sandro Leal, 2011

Estudos do ponto de vista fitoquimico e farmacoldgico com esta espécie comegaram
no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF), no inicio da década de 90, sob a
coordenagdo do Prof. José Maria Barbosa Filho.

Para essa espécie sdo relatadas varias lignanas como: iangambina, epiiangambina,
sesartemina, episesartemina, siringaresinol, 4’- O- demetilepimagnolin A e (+) - 4”’- O-
demetilepimagnolin A (MORAIS et al., 1996; MORAIS et al., 1998a).

Foram isolados trés alcaloides benzilisoquinolinicos: reticulina (MORAIS et al.,
1998b), coclaurina (SILVA et al., 2002) e N-acetilnorjuzifina (DIAS et al., 2003). Também
foi isolado um alcaloide aporfinico, a laureliptina (DIAS et al., 2003).

A analise dos 0Oleos essenciais extraidos de diversas partes de O. duckei mostrou que
sdo formados por misturas complexas de monoterpenos e sesquiterpenos. O teor das folhas
tem como componente majoritario, o trans-cariofileno. Os sesquiterpenos, a-humuleno e &-
selineno, também representaram um teor significativo. O fruto apresenta D-limoneno em

concentragdes elevadas. No caule, ha predominancia de B-eudesmol, enquanto na raiz o

TELES, M. M. R. S/ Fundamentag3o tedrica



Contribuicao ao conhecimento fitoquimico de Ocotea gardneri (Meisn) Mez e Ocotea duckei Vattimo
22

principal constituinte foi o elemol (LACERDA, 2004). No Quadro 7 observa-se alguns
constituintes quimicos isolados desta espécie.

Castro Faria-Neto e colaboradores (1995a e 1995b) evidenciaram que a iangambina
inibe a agregacao plaquetéria induzida pelo PAF (fator de agregacéo plaquetaria) em modelos
experimentais in vitro e in vivo, respectivamente. Estudos farmacoldgicos feitos por Herbert e
colaboradores (1997) observaram que existem dois subtipos diferentes de receptores de PAF
em plaquetas e leucdcitos, estudos esses realizados com a iangambina. O trabalho mostra que
a iangambina é um antagonista seletivo para o receptor de PAF em plaquetas, e esta lignana
falhou em inibir o PAF em leucdcitos humanos. Esses estudos forneceram evidéncias que a
iangambina exibe propriedade antagonista sobre os receptores do PAF e também sobre outros
receptores, podendo ser uma importante ferramenta na conduta de algumas doengas alérgicas
(SERRA et al., 1997).

Trabalhos recentes realizados in vitro por Monte-Neto e colaboradores (2007) com
parasitas das espécies de Leishmania chagasi e L. amazonensis mostraram que a iangambina
apresenta uma significativa atividade antipromastigota e antiamastigota em macrofagos
murinos infectados com L. chagasi. Penha, (2010), demonstrou gque a iangambina apresentou
um efeito antileishmania in vivo, em camundongos suicos infectados com L. amazonensis,
traduzido pela diminuicdo da carga parasitaria nos animais tratados via oral com esta lignana.

Em relacéo as atividades farmacoldgicas dos alcaloides isolados, estudos realizados
com a reticulina demonstraram que a substancia produziu alteracdo de comportamento nos
animais testados, além de aumentar o tempo de sono induzido pelo pentobarbital; reduziu a
incoordenagdo motora e a hipermotilidade induzida por anfetamina, indicando com estes
resultados que a reticulina tem atividade depressora do sistema nervoso central (MORAIS et
al.,1998b). Dias et al., (2004), através de ensaios in vitro e in vivo demonstrou-se que a
reticulina apresenta atividade hipotensora, provavelmente por diminuicdo da resisténcia

vascular periférica.
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Quadro 7 Substancias isoladas de Ocotea duckei

HO

H;CO

Reticulina
(MORAIS et. al., 1999)
OCH,
OCHj,
OCH,
Hiltwe
HsCO e
HsCO
OCHj,
langambina B-eudesmol
(MORAIS et al., 1996) (LACERDA, 2004)
OCHs OCH;
OH OCHg
aw ° W
OCH; : OCHs
Hitm willH
H3CO \“‘\l
HO
OCHs

(+)- 4°-O-dimetilepimagnolin A

(MORAIS et al.,1998a)

Hinnney annliiH

H,CO

OCH,

4’-O- Dimetilepiiangambina
(MORAIS et al., 1996)
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Continuacdo do Quadro 7- Substancias isoladas de Ocotea duckei

9-oxo0-nerolidol Nerolidol
(TELES, 2012) (TELES, 2012)
0 CHy CH, CHy CH
H,C
OH
H,C CH,

a-Tocoferol quinona
(TELES, 2012)

2.4 Ocotea gardneri (Meisn) Mez

Ocotea gardneri (Meisn) Mez é uma espécie encontrada no Nordeste brasileiro,
especialmente nos estados de Paraiba, Pernambuco. E conhecida como “louro babdo” ou
“louro branco” (BARRETO, 1990).

A descricdo de Barreto (1990) relata ser uma arvore de 6 a 18 m, folhas ovoides e
elipticas, com nervuras principais e secundarias pouco proeminentes nas duas faces.
Apresenta flores diclinas, com tépalas ovoides. Estaminoides muito pequenos, flores
pistiladas, ovario oblongo, estilete quase lateral e estigma discoide. Fruto ovoide, incluso em

cupula hemisférica (Figura 7).
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Figura 7 Imagens de Ocotea gardneri

Fonte: Madalena

Quinet e Andreata (2002) descrevem esta espécie como sendo sinonimia de Ocotea
nonata Mez, e Rohwer j& a descrevia assim. De acordo com esses autores, estas espécies se
diferenciam pela forma das folhas e principalmente pelo tipo de habitat, sendo O. gardneri
tipica da Floresta Atlantica e O. nonata resrita a restinga (COUTINHO, 2007). Ha estudos da
composicdo dos Gleos essenciais obtidos das folhas e cascas do caule dessa espécie (Tabela
2).

O estudo do 6leo essencial das folhas de O. gardneri apresentou toxicidade frente ao
acaro rajado Tetranychus urticae koch, que é considerado uma das principais pragas de
hortalicas e vérias outras culturas no Brasil, revelando-se um produto promissor no manejo
integrado dessa praga, minimizando assim, perdas significativas aos pequenos agricultores
(MORAES et al., 2010).

TELES, M. M. R. S/ Fundamentag3o tedrica



Contribuicao ao conhecimento fitoquimico de Ocotea gardneri (Meisn) Mez e Ocotea duckei Vattimo
26

Tabela 2 Composicdo (%) dos Oleos essenciais obtidos das folhas e cascas do caule de O.
gardneri (Meisn) Mez.

Composto Folhas (%)  Cascas de caule (%) IK
a- copaeno 2,5 1,7 1376
p-elemeno - 1,2 1390
Trans- p-cariofileno 29,2 10,9 1410
a- humuleno 5,5 3,0 1454
Germacreno D 7,1 4,9 1485
a- muuroleno - 1,3 1507
-(-) globulol - 1,4 1587
viridiflorol - 1,2 1595
T-muurolol - 13,2 1645
a- muurolol 1,0 4,3 1507
a- cadinol - 2,7 1647
(+)-espatulenol - 0,6 1657
a- pineno 15,4 12 1578
B-pineno 9,0 0,3 0937
Mirceno 13 - 0990
Limoneno 4,2 - 1025
Kaur-16eno 18,3 6,0 2015
Zingibereno - 3,5 1490
Cariofileno - 0,4 1580
a- santalol - 6,6 1680

Fonte: Adaptado de Coutinho, 2006
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2.5 Importancia dos estudos da Atividade Antimicrobiana

O estudo de agentes antimicrobianos tem grande abrangéncia, sendo ponto crucial em
varios setores do campo farmacéutico e cosmético. Outro ponto a ser ressaltado é a utilizagédo
desse estudo na descoberta da atividade farmacoldgica dos constituintes de O. gardneri, sendo
de extrema importancia, principalmente em um pais como o Brasil que oferece uma imensa
biodiversidade. Desta forma, tais pesquisas podem contribuir significativamente no
desenvolvimento do campo da saude em nivel mundial, encontrando substancias mais efi
cazes na corrida contra a resisténcia e 0 surgimento de microrganismos patogénicos
(OSTROSKY et al., 2008)

A atividade antimicrobiana é avaliada através da determinacdo de uma pequena
guantidade da substancia necessaria para inibir o crescimento do microrganismo-teste; esse
valor é conhecido como Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Um aspecto bastante
relevante na determinacdo da CIM de extratos vegetais é a preocupacdo em relacdo aos
aspectos toxicoldgicos, microbioldgicos e legais pertinentes aos compostos naturais ou suas
combinagbes (PINTO et al.,, 2003). A pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz
necessaria devido ao surgimento de microrganismos resistentes e de infec¢bes oportunistas

fatais, associadas a AIDS, quimioterapia antineoplasica e transplantes (PENNA et al., 2001)

2.6 Importancia dos estudos da Atividade Antileishmania

A Leishmaniose pertence a um grupo de doencas classificado como doencas tropicais
negligenciadas (DTN). Neste grupo também encontramos a doenga de Chagas,
esquistossomose, tuberculose. Sdo causadas por varios agentes infecciosos e responsaveis por
altos niveis de mortalidade e morbidade em todo o mundo. Doengas negligenciadas sdo
doengas que ndo s prevalecem em condi¢Oes de pobreza, mas tambeém contribuem para a
manutencdo do quadro de desigualdade, ja que representam forte entrave ao desenvolvimento
dos paises (CALLEJON et al., 2014).

As leishmanioses sdo um complexo de doengas causadas por varias espécies de
protozodarios pertencentes ao género Leishmania. Afeta cerca de 12 milhdes de pessoas em
areas tropicais e subtropicais no mundo e estd presente em quatro formas clinicas:
leishmaniose visceral ou calazar e leishmaniose tegumentar americana que inclui a
leishmaniose cutanea, mucocutanea e leishmaniose cutanea difusa (LOISEAU et al., 2011).

Todas as estratégias medicamentosas disponiveis a serem utilizadas para o tratamento

da leishmaniose ndo sdo exclusivas drogas antileishmania. Além disso, sdo em sua grande
TELES, M. M. R. S/ Fundamentag3o tedrica
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maioria medicamentos caros, altamente tdxicos e que apresentam graves efeitos secundarios
(PENHA, 2010).

Existem varios relatos na literatura de produtos de origem natural que demonstraram
eficacia farmacoldgica como agentes potencialmente novos e seletivos para o tratamento de
diversas doencas tropicais causadas por protozoarios e outros parasitas, dentre elas a
leishmaniose. Como exemplo temos a iangambina isolada de O. duckei (MONTE-NETO,
2007). Na literatura € possivel encontrar cerca 850 compostos, listados com atividades anti-
protozoaria em pelo menos um das DNTSs. Destes, 20% do total de compostos com essa
atividade eram alcaloides, o que fundamenta a importancia do estudo da atividade
antileishmania (LUCIO, 2015).

TELES, M. M. R. S/ Fundamentag3o tedrica
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Contribuir com o estudo fitoquimico da familia Lauraceae, por meio do estudo
fitoquimico de Ocotea duckei Vattimo e Ocotea gardneri (Meisn) Mez.

3.2 Objetivos Especificos

v Extrair os constituintes quimicos de Ocotea duckei e Ocotea gardneri utilizando

métodos de maceracgao usuais;

v' Isolar e purificar os constituintes quimicos majoritarios Ocotea duckei e Ocotea
gardneri utilizando métodos cromatogréaficos, tais como, cromatografia em coluna
(CC), cromatografia liquida em média pressdo (CLMP), cromatografia em camada
delgada (CD) e cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP).

v’ Caracterizar estruturalmente os constituintes quimicos isolados de Ocotea duckei
Vattimo e Ocotea gardneri através de métodos espectroscopicos, tais como,

ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono (*H e 3C).
v' Analisar a fracdo de alcaloides totais (FAT) de Ocotea duckei por meio de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) e cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS);

v Avaliar a atividade antimicrobiana por meio do método de microdiluicdo em caldo dos

flavonoides isoladas de Ocotea gardneri;

v' Avaliar a atividade antileishmania por meio do ensaio de MTT das substancias
isoladas de Ooctea duckei.

TELES, M. M. R. S/Objetivos
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MATERIAIS E
METODOS
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Estudo fitoquimico

4.1.1 Material vegetal

O material vegetal (folhas) de Ocotea duckei e Ocotea gardneri foi coletado no
municipio de Santa Rita, em fevereiro de 2012, estado da Paraiba. A identificacdo botanica do
material vegetal foi realizada pela Profé. Dra. Maria de Fatima Agra, do Centro de
Biotecnologia (Cbiotec/UFPB). Exsicatas destas espécies encontram-se depositadas no
Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza (CCEN
/ UFPB) sob o codigos AGRA 4309 e AGRA 4310, respectivamente.

4.1.2 Processamento do material vegetal

As partes aéreas das espécies vegetais foram desidratadas em estufa, com ar circulante,
durante 72 horas, a temperatura média de 40 °C, sendo, em seguida, trituradas com auxilio de

moinho mecanico.

4.1.3 Obtencéo dos extratos

Apdbs triturado, o material obtido p6 foi submetido a maceracdo com etanol a 95% por
72 horas, separadamente. Apds extragéo, as solu¢des foram concentradas em rota-evaporador
sob pressdo reduzida a temperatura de 45 °C obtendo-se o Extrato Etandlico Bruto (EEB) de
Ocotea duckei e Ocotea gardnerii O EEB de Ocotea gardneri foi submetido a

particionamento e 0 EEB de Ocotea duckei a Marcha de Alcaloides (Esquema 1, pagina 34).

4.1.4 Particionamento do extrato de Ocotea gardneri

Uma aliquota do EEB de Ocotea gardneri, foi dissolvida em MeOH:H.O (7:3), e
homogeneizado sob agitacio mecanica por uma hora, para obtencdo da solucédo

hidrometanolica que foi submetida sequencialmente a um particionamento em ampola de
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separagdo com hexano, diclorometano e acetato de etila. As fases foram, entdo, desidratadas
com sulfato de sédio anidro, filtradas e concentradas em evaporador rotativo sob pressao
reduzida (Esquema 2, pagina 35).

Tabela 3 Massa do material botanico seco, e massas obtidas apds particionamento das partes
aéreas de Ocotea gardneri

Massa em gramas

Material vegetal 3000
EEB 2114
EEB (particdo) 100

Fase hexéanica 14,16
Fase diclometano 7,8

Fase Acetato de etila 19,02
Fase hidrometandlica 39,80
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Esquema 1 Etapas envolvidas na obtengéo e particionamento do EEB das duas espécies

- Maceracdo 72h com EtOH 95%
- Concentracdo sob pressao reduzida

l 1

Ocotea duckei

Ocotea gardneri

A e

TELES, M. M. R. S/Materiais e métodos



Contribuicao ao conhecimento fitoquimico de Ocotea gardneri (Meisn) Mez e Ocotea duckei Vattimo
35

Esquema 2 Obtencdo do extrato e particionamento da Ocotea gardneri

[ Pé da Planta

I Maceracdo 72h com EtOH 95%
| Concentracdo sob presséo reduzida

Extrato Etandlico Bruto (EBEB) )
100 g

-MeOHH,O (7:3)
- Agitacdo mecanica por1 h

[ Suspensio Hidrometandlica

- Particdo liquido-liquido em ampola
de separacéo

l e - Desidratagao com sulfato de sodio anidro
- Concentracdo sob pressdo reduzida

‘ Fase Hexanica (14,16 g)

= - ) CH,CI I
- Desidratacao com sulfato de sodio anidro e
- Concentracdo sob pressdo reduzida

Fase Diclorometano (7,8 g) ‘

—— - Desidratagéo com sulfato de sodio anidro

| 1- Concentrac&o sob presséo reduzida

[ Fase Hidrometandlica (39,80 g) ]

4.1.5 Processamento cromatografico da fase diclorometano das partes aéreas de Ocotea

gardneri

Uma aliquota de 6,0 g da fase diclorometano do EEB das partes aéreas de Ocotea
gardneri foi submetida a uma cromatografia em coluna (CC), utilizou-se como fase
estacionaria Silica gel 60 (Silicycle® de particulas com dimensdes entre 0,063-0,2 mm) e
como fase movel os solventes hexano, CH2Cl> e MeOH, puros ou em misturas binarias, com
gradiente crescente de polaridade, sendo suas fragdes concentradas em evaporador rotativo
sob pressdo reduzida (Esquema 3, pagina 36).

As fragbes foram analisadas através de CCDA, utilizando diferentes sistemas de
eluicdo e reunidas, quando semelhantes e de acordo com seus fatores de retencédo (Rfs), apos
visualizacdo na luz ultravioleta e impregnacdo com vapores de iodo foram reunidas em 11

grupos (Esquema 3, pagina 36).
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A fracdo 17-21(73,0 mg) apresentou-se na forma de um éleo amarelo, e apds andlise
por CCDA revelou uma Gnica mancha, sendo entdo submetida a espectroscopia de RMN *H e
13C e codificada como Og-1.

A fracdo 60-73 (200,0 mg), foi submetida a CC, utilizando como fase estacionaria
silica flash (0,04-0,063 mm) e como eluentes hexano, CH.>Cl> e MeOH puros ou em misturas
binarias com gradiente crescente de polaridade. Foram obtidas 20 fragdes, A subfracdo 7-10
apresentou-se na forma de cristais brancos e amorfos, esta foi submetida a espectroscopia de
RMN !H e 3C, sendo codificada como Og-2 (25 mg).

A fracdo 90-116 (30,0 mg) apresentou-se como cristais brancos em formato de agulha,
e apos analise por CCDA revelou uma unica mancha, sendo submetida a espectroscopia de

RMN *H e 3C, sendo ent4o codificada como Og-3.

Esquema 3 Etapas envolvidas no processo cromatografico da fase diclorometano do EEB

das partes aéreas de Ocotea gardneri

[ Fase Diclorometano (6 g) ]

-CCisilica 60)
-Hex /CHLCls /Me OH

[ 165 fragoes ]

-CCDA

1-10 11-14 17-21  22-28 29-34 35-52 060-73 74-90 90-116 117-123 124-165

0g-1 0g-3
73mg 30mg

-CClsilica 60)
-Hex /CH,CL> /MeOH

1 6 7-10 11-20

0g-2
25mg
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4.1.6 Processamento cromatografico da fase acetato de etila do EEB das partes aéreas

Uma aliquota de 5,0 g da fase AcOEt foi submetida a CLMP. Para a CLMP utilizou-se
0 cromatdgrafo da Blichi® com um sistema de bomba e injetor de solventes automatico,
equipado com dois modulos de bombas (C-601 e C-605), mddulo controlador (C-615) e
coluna empacotada com silica gel 60 (Silicycle® de particulas com dimensdes entre 0,063-0,2
mm ou 0,04-0,063 mm) (Esquema 4, pagina 38).

Utilizou-se coluna empacotada com silica gel 60 (0,063 — 0,2 mm), utilizando o fluxo
de 30 mL/min e como fase movel os solventes CH>Cl,, AcOEt e MeOH, puros ou em
misturas binarias, com gradiente crescente de polaridade, obtendo-se 47 fracGes de 50 mL
cada. Posteriormente as fracdes obtidas foram concentradas em evaporador rotativo sob
pressdo reduzida. Em seguida, as fracdes foram analisadas por CCDA e reunidas de acordo
com seus perfis cromatogréficos (Esquema 4; pagina 38).

A fracdo 4-7 (200 mg) foi submetida a CC utilizando sephadex-LH20 como fase fixa e
MeOH como fase movel, obtendo-se 14 subfracdes que foram reunidas em 5 grupos apés
monitoramento por CCDA. Deste processo cromatografico obteve-se um p6 amarelo que ap6s
analise de RMN *H e 13C, a substéncia foi codificada como Og-4 (43 mg).

A fragdo 19-29 (350mg) também foi submetida a CC utilizando sephadex-LH20 como
fase fixa e MeOH como fase mdvel, obtendo-se 22 subfracfes que foram reunidas em 5
grupos apds monitoramento por CCDA (Esquema 4).

A fracdo 8-15 (150 mg), por sua vez, foi submetida a nova CC utilizando para esse
procedimento foi usado cartucho de fase reversa C18 (strata C18-E) e como eluente MeOH,
obtendo-se 7 subfracdes de 10 mL cada, que foram analisadas por CCDA. As fragdes 3 e 4 da
subfracdo 10 apds anélise por CCDA foram codificadas como Og-5 (39 mg) e Og-6 (27 mg).
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Esquema 4 Etapas envolvidas no processo cromatografico da fase acetato de etila do EEB
das partes aéreas de Ocotea gardneri

[ Fase Acetato de etila (5 g) ]

-CLMP (silica gel);
-Hex / AcOEt /MeOH

[ 47 fragoes ]

-CCDA
3 4-7 3-12 12-13 19-22 23-29 30-35 36-47
SephadexL-20
MeOH
Sephadex LH-20
1 3 7-8 9-11 12-14 MeOH
1 5 8-15 17 22
C-18
MeOH

4.1.7 Marcha de Alcaloides para Ocotea duckei

Parte do EEB (200 g) foi tratada com uma solucdo de acido cloridrico a 3%, sob
agitacdo mecanica e filtrado em celite, fornecendo um precipitado que foi descartado e uma
solucdo acida que foi extraida com cloroférmio, obtendo-se a fase cloroférmica acida e a fase
aquosa 4cida. A fase aquosa &cida foi alcalinizada, a frio, com uma solugdo de hidréxido de
amonia até pH 9-10e extraida com cloroférmio, até reacdo negativa com reagente de
Dragendorff, obtendo-se a fase cloroférmica basica. Posteriormente, essa fase foi tratada com
agua, seca com sulfato de sodio anidro e concentrada sob pressdo reduzida, resultando um

residuo de 1,6 g, denominada Fracdo de Alacaloides Totais (FAT) (Esquema 5).
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Esquema 5 Marcha de Alcaloides de Ocotea duckei

Extrato Etanélico Bruto
(200 g)

-Agitacdo com HCI 3%
-Filtragdo em celite

I |

[ Residuo descartado ] [ Solugdo aquosa acida ]

-Extracdo com CHCI,

!

[ Fase cloroformica acida ]

-Basificada com NH4OH até pH =8-10
-Extrac&o com CHCI;

! |

Fase cloroformica basica | [ Fase Aquosa ]

-Lavar com agua
-Secar com Na,S0, anidro
-Rotaevaporador

FRAGAO DE ALCALOIDES
TOTAIS (1,6 g)

4.1.8 Extracéo e isolamento dos alcaloides

Uma aliquota (150 mg) da Fracéo de Alcaloides Totais foi submetida a Cromatografia
em Camada Delgada Preparativa (CCDP), utilizando como sistema de solventes acetato de
etila. Depois da eluigdo, as placas foram visualizadas na luz ultravioleta (254 e 360 nm)
para identificacdo das faixas que absorveram a luz e os alcaloides foram revelados com
reagente Dragendorff. As faixas foram raspadas da placa e extraidas com mistura binaria de
solventes, CH2Cl>: MeOH (90:10). Os compostos isolados foram filtrados e codificados como
Od-1 (36 mg) e Od-2 (18 mg).
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4.1.9 Andlise da fracdo de alcaloides totais (FAT)

4.1.9.1 Analise dos alcaloides por Cromatografia a Gas acoplada a Espectrémetro de
Massas (CG-EM)

A Fracdo de Alcaloides Totais (FAT) foi analisada no Instituto de Quimica da USP,
utilizando um cromatografo a gas (Agilent Tecnologies modelo 6890N), acoplado ao
espectrometro de massas Agilent Tecnologies modelo 5975, equipado com uma coluna
capilar HP5-MS (espessura do filme: 30m x 0,25 mm x 0,25 pum).

A amostra foi dissolvida em metanol (cerca 20 mg/mL) e analisada em condigdes
descritas na Tabela 4. O volume de injecdo dos alcaloides totais foi de 1 uL. Os resultados

obtidos foram comparados com o banco de dados Wiley 25.

Tabela 4 Condi¢6es de andlise por CG-EM, utilizando coluna capilar HP5-MS

Parametros

Temperatura do injetor 290°C
Temperatuta inicial 100 °C (1 min)
Temperatura final 290 °C (10 min)
Taxa de aquecimento 15 °C/min
Fluxo do gas de arraste (He) 1 mL/min
Diviséo de fluxo 1:40

Faixa de massas 40,0 - 650,0 Da
Tempo do scan 1,25 scan
Temperatura do injetor 290°C

4.1.9.2 Analise dos alcaloides por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de
Massas (LC-EM)

A Fracdo de Alcaloides Totais (FAT) foi analisada no Leibniz Institute of Plant
Biochemistry, Alemanha, utilizando um sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(UHPLC) (Dionex UltiMate 3000, Thermo Fisher Scientific) acoplado a um espectrometro de
massas Orbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific).

A separacdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna RP-18 (2,1 x 50
mm; 1,9 um; Hypersil GOLD, Thermo Fisher Scientific; temperatura da coluna 40 ° C) e um

detector de arranjo de diodos (220-600 nm, Thermo Fisher Scientific). O volume de injecéo
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foi de 2 uL. A fase mével A consistiu de 4gua e a B — acetonitrila (CH3CN), com 0,2 % de
acido formico, usando um sistema de gradiente descrito na Tabela 5.

Os espectros de massas foram adquiridos utilizando fonte de ions Eletrospray (ESI)
no modo positivo, em condicdes descritas na Tabela 6. Os espectros obtidos foram
comparados com os dados da literatura e os padrGes de fragmentacdo foram propostos
baseados na fragmentacgdo de alcaloides aporfinicos e protoberberinicos.

Tabela 5 Condic¢bes do modo gradiente do UHPLC

Tempo Fluxo (mL/min) A B
1 0,0 0,150 95
2 1,0 0,150 95 5
3 16,0 0,150 0 100
4 21,0 0,150 0 100
5 22,0 0,150 95 5
6 0,150 95 5

Tabela 6 CondicBes do Espectrometro de Massas ho modo ESI positivo

Voltagem 4 KV
Temperatura do capilar 275°C
Temperatura da fonte 250°C

Fluxo de gés-bainha 25 mL/min
Fluxo do gés auxiliar (N) 21 00 mL/min
Fullscan 220-1000 m/z

4.1.10 Caracterizacéo estrutural dos constituintes quimicos isolados

A identificacéo e/ou elucidacéo estrutural das substancias isoladas foi realizada atraves
de métodos espectroscopicos e comparagdes com modelos da literatura e biblioteca dos

espectrometros de massas.

4.1.10.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de H e ¥C, que informam sobre os diferentes tipos de
hidrogénios e carbonos da molécula, respectivamente, foram obtidos em espectrémetros

VARIAN SYSTEM 500 MHz e VARIAN MERCURY 200 MHz, ambos da Unidade de
TELES, M. M. R. S/Materiais e métodos
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Caracterizacdo e Analise (UNICAL) da UFPB. As amostras para analise foram preparadas
dissolvendo-se pequena quantidade das mesmas em solventes deuterados da marca
Cambridge Isotope Laboratories: cloroformio (CDCIs), metanol (CD3OD) e dimetilsufoxido
(DMSO). Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento (J) em Hz foram referenciados para RMN de *H pelos sinais
caracteristicos dos hidrogénios pertencentes as fracdes ndo deuteradas dos solventes: CDCl3
(8 7,24), CD3OD (8n 3,31) e DMSO-ds (51 2,50). Para os espectros de RMN de 3C, os
deslocamentos quimicos foram referenciados pelos sinais dos carbonos dos solventes
deuterados: CDClIs (¢ 77,0), CD30OD (6¢c 49,0), DMSO-ds (dc 39,5).

As multiplicidades dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H foram indicadas
segundo as convengdes: s (singleto), sl (singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), di
(dubleto largo), t (tripleto), q (quarteto) e m (multipleto). Os espectros de RMN de 3C foram
obtidos pela técnica APT com a seguinte convencao: os sinais de carbonos ndo-hidrogenados
(C) e metilénicos (CH2) acima da linha base e sinais de carbonos metinicos (CH) e metilicos
(CHa) abaixo da linha base. Os espectros de RMN também foram otimizados para as técnicas
bidimensionais: HMQC, espectro de correlacdo heteronuclear, que permite fazer uma
correlagdo entre hidrogénios e seus respectivos carbonos; HMBC que permite fazer uma
correlacéo entre hidrogénios e carbonos a duas (2J) e trés (3J) ligacdes; (KAISER, 2000).

4.1.10.2 Ponto de fuséo
O ponto de fuséo de cada substancia foi determinado em aparelho digital para ponto de

fusdo (MAQPF-302) DA Microquimica Equipamentos LTDA, com temperatura variando de
0-350 °C.
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4.2 Estudo farmacolégico

4.2.1 Atividade antimicrobiana dos flavonoides isolados de Ocotea gardneri

4.2.1.1 Local de Pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Biologia Bucal (LABIAL) no Centro

de Ciéncias da Saude (CCS /UFPB), e supervisionadapela Prof. Dr. Fabio Correia Sampaio.

4.2.1.2 Métodos

Na avaliacdo foram testados flavonoides os quercetina, a catequina e epicatequina
isolados da espécie Ocotea gardneri. Os microorganismo foram cepas padrdo de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27583, Staphylococcus aureus ATCC 29213 e
Streptococcus mutans ATCC 25175. Os ensaios antibacterianos foram realizados através do
procedimento de microdiluicdo em caldo.

As moléculas foram solubilizadas em solugdo de dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck,
Darmstadt, Alemanha) a 10%, e em seguida diluidos em caldo BHI. Todos 0s pogos
receberam aliquotas de 20 pL da suspensdo bacteriana padronizada, adicionadas a BHI caldo
e drogas testadas em diferentes propor¢des, de 400 ug/mL a 15 pg/mL. O controle positivo
adotado foi o digluconato de clorexidina a 0,12% (Sigma, Steinheim, Alemanha) diluido em
série de 600 a 0,29 ug/mL. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e 0s
resultados sdo apresentados como valores de pg/mL.

Utilizou-se como critério de ponto de corte valores abaixo de 100 pg/mL como
indicativo de significativa atividade antibacteriana (HOLETZ, PESSINI, et al., 2002).
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4.2.2 Avaliagdo in vitro da atividade antileishmania dos alcaloides isolados de Ocotea
duckei

4.2.2.1 Local da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Imunologia de Doencas Infecciosas
(LABDIC) no Centro de Biotecnologia (CBiotec /UFPB), e supervisionada pela Prof.2 Dr.2

Tatjana Keesen de Souza Lima Clemente .

4.2.2.2 Métodos

Foram utilizadas formas  promastigotas de  Leishmania  amazonensis
(MHOM/ET/1967/HU3), mantidas em meio de Schneider (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) suplementado com 20% de soro fetal bovino (SBF), 1% de urina humana masculina e
antibidticos (penicilina 200U I/mL e estreptomicina 0,1 mg/mL) (Gibco,BR), mantidos
incubados em estufa de demanda bioldgica de oxigénio (B.O.D.) a 26°C.

O método colorimétrico MTT (Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazélio) é baseado na atividade de enzimas desidrogenases citosolicas e
mitocondriais, que sdo capazes de reduzir o MTT (coloragdo amarela) e formar um produto de
coloracdo azul, insolivel em &gua, o sal formazan. O ensaio com MTT (Brometo de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil-tetrazdlio) foi utilizado para avaliar a atividade antileishmania
dos alcaloides reticulina e N-6xido de reticulina.

Em placa de 96 pogos foram adicionados 100 pL de meio Schneider suplementado e
cerca de 1 x 10° promastigotas/poco de L. amazonensis. Posteriormente, foram adicionadas as
substancias-teste em triplicata nas concentragdes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125 pg / mL de
cada composto previamente diluido em meio Schneider com Dimetilsulfoxido (DMSO). Em
seguida a placa foi incubada por 72 h em estufa de B.O.D. a 26°C. Ao final da incubacdo, foi
adicionado 10 pL de MTT diluido em PBS a uma concentragdo final de 5 mg/mL. Foram
incubados por mais 4 h em estufa de B.O.D. a 26°C, e em seguida foi adicionado 50 pL de
SDS (dodecilsulfato de sodio) (Vetec®) a 10%.

A placa foi deixada em overnight para dissolucdo do formazan, e por ultimo, a
absorbancia de cada pogo foi lida utilizando um espectrofotdmetro (Spectramax, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, EUA), a 570 nm.
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O controle negativo foi realizado com meio Schneider suplementado a 0,2% de
DMSO. O controle positivo foi realizado na presenca de anfotericina B como farmaco de
referéncia. Os ensaios foram realizados em triplicatas e repetidos trés vezes em dias

diferentes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo fitoquimico

5.1.1 Substéancias isoladas de Ocotea gardneri

5.1.1.1 Identificacdo estrutural do Og-1

A substancia codificada como Og-1 foi obtida como um éleo incolor com 73 mg. O
espectro de RMN 3C — APT (50 MHz, CDCls) de Og-1 (Figura 10, pagina 49) apresentou
sinas em &c 131,17, 134,83 e 135,04, caracteristicos de absor¢fes de carbonos quarternarios
(C-2 e C-23, C-10 e C-15, e C-6 e C-19, respectivamente), um sinal em d&c 124,28
caracteristico de carbonos de dupla ligag¢do (C-3, C7, C-11, C-14, C-18 e C-22), e sinais entre
dc 16,02 e 39,74 atribuidos aos carbonos metilénicos e metilicos (CURSINO et al., 2009).

O espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) de Og-1 (Figura 11, pagina 49)
apresentou um tripleto em 615,12 (J = 4 Hz) atribuido aos hidrogénios das duplas ligacbes H-
3, H-7, H-11, H-14, H-18 e H-22, um quarteto em 84 2,01 (J = 6,0 Hz) atribuido aos
hidrogénios metilénicos vizinhos as ligagdes duplas, um singleto em on 1,60 atribuido aos
hidrogénios das metilas H-25, H-26, H-27, H-28, H-29 e H-30, ¢ um singleto em dn 1,68
atribuido aos hidrogénios das metilas H-1 e H-24. Os dados de RMN, em compara¢do com 0s
dados da literatura, permitiram inferir que Og-1 tratava-se do 2,6,10,15,19,23-hexametil-
2,6,10,14,18,22-tetracosahexeno, conhecido como esqualeno (Tabela 7), relatado pela
primeira vez em Ocotea gardneri (CURSINO et al., 2009).

O esqualeno (Figura 8) é um intermediario na biossintese do colesterol, sendo um
antioxidante estavel e eficaz, capaz de impedir a peroxidagdo lipidica dentro das células
animais e vegetais. Pode induzir a resposta imune a varios antigenos (REDDY; COUVREUR,
2009). Além disso, j& foi comprovado atividade anticancerigena em tumores em animais,
através da reducdo de pirofosfato de farnesila (PFF) (NEWMARK, 1997; RAO;
NEWMARK; REDDY, 1998; SPORN; SUH, 2000; WALL, 2010).
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Figura 8 Estrutura do Esqualeno
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Tabela 7 Comparagdo dos dados de RMN de *C (50 MHz) de Og-1 com dados da literatura

(CURSINO et al., 2009) em CDCl3

C Og-1 Esqualeno
dc oc
1,24 25,7 25,29
2,23 131,2 131,43
3,22 124,3 124,65
4,21 26,5 26,90
5,20 39,7 39,98
6,19 135,0 135,30
7,18 124,3 124,54
8,17 28,3 27,01
9,16 39,7 39,96
10, 15 1348 135,10
11, 14 124,3 124,52
12,13 29,7 28,50
25, 30 17,7 17,89
26, 29 16,0 16,26
27,28 16,0 16,21
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Figura 9 Espectro de RMN de 3C-APT de Og-1 (50 MHz, CDCls)
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Figura 10 Espectro de RMN de H de Og-1 (200 MHz, CDCls)
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5.1.1.2 Identificacao estrutural de Og-2

A substancia codificada como Og-2 foi obtida na forma de um so6lido amorfo branco
com 25 mg.

O espectro de RMN H (200 MHz, piridina-ds) (Figura 11, pagina 51) apresentou
sinais caracteristicos de aldeido aromatico: um singleto em &4 10,02 e outro em 7,31
integrando para um e dois hidrogénios, respectivamente. Esses dados sugerem que a
substancia se trata de um aldeido trisubstituido nas posicdes 3, 4 e 5, uma vez que 0 espectro
apresenta dois singletos 3,90 (m-OMe, 3H) e 3,75 (p-OMe, 6H).

No espectro de RMN 3C — APT (50 MHz, piridina-ds) (Figura 12, pagina 51), s&o
observados 9 sinais de carbono, sendo 4 sinais de carbonos ndo hidrogenados, 3 sinais
metinicos, e dois sinais em dc 56,4 e 61,0 atribuidos aos trés carbonos metoxilicos em posic¢éo
meta e posi¢do para. Os sinais apresentados corroboram com o 3,4,5-Trimetoxibenzaldeido,
relatado pela primeira vez em Ocotea gardneri (Tabela 8).

Esta substancia foi descritata anteriormente nas raizes de Beilschmiedia tsangii
(Lauraceae) (HUANG, 2012).

Tabela 8 Dados de RMN H e $3C de Og-2 em CsDsN (200 e 50 MHz, respectivamente)

3,4,5-Trimetoxibenzaldeido

Posicao (CsDsN, 200 e 50 MHz) Rout, 2007 (CDCls, 400 MHz)
OH oc OH oc

1 - 132,9 - 131,7

2 7,31 (s, 2H) 107,5 7,1 (s, 2H) 106,8

3 - 154.,6 - 153,6

4 - 1444 - 143,7

5 - 154,6 - 153,6

6 7,31 (s, 2H) 107,6 7,1 (s, 2H) 106,8
O=CH 10,02 (s, 1H), 191,8 9,9 (s, 1H) 190,9
p-OCHjs 3,90 (s, 3H) 61,0 3,9 (s, 9H) 60,9
m-OCHjs 3,75 (s, 6H) 56,4 3,9 (s, 9H) 56,3
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Figura 9 Espectro de RMN H de Og-2 (200 MHz, CsDsN)
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5.1.1.3 Identificacao estrutural de Og-3

A substancia codificada como Og-3 (30mg) foi isolada na forma de cristais brancos
com 30 mg com ponto de fusdo 292 -294 °C.
O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDClIs) e as expansdes (Figuras 13 e 14, pagina
55) apresentaram um conjunto de deslocamentos quimicos simples e de alta multiplicidade na
regido compreendida entre dn 0,66-2,2 caracteristicos de hidrogénios metinicos, metilénicos e
metilicos, sugerindo que possui estrutura triterpénica ou esteroidal. A presenca de um
multipleto em dn 3,49 pdde-se verificar a presenga de um hidrogénio oximetinico atribuido ao
hidrogénio do carbono 3 (H-3) de nucleo esteroidal (KOJIMA, 1990). O espectro ainda
mostrou um dupleto em & 5,32 (J = 5,0 Hz) caracteristico de hidrogénio olefinico na posicao 6
de fitoesterdides (AHMED et al., 1992)
No espectro de RMN *3C - APT (125 MHz, CDClIs) e nas expansdes (Figuras 15 al7,
paginas 56 e 57) observa-se um sinal em dc 71,8 referente ao carbono oximetinico (C-3);
sinais para carbono sp? metinicos em 8c 121,7 e carbono ndo hidrogenado em ¢ 140,8
compativeis com a dupla ligacdo localizada em C-5 e C-6; outros em ¢ 26,2 ¢ oc 34,0 para
carbonos metilénicos, referentes a C-22 e C-23. Estes dados espectrais, feicGes do espectro e
comparagOes com dados da literatura possibilitaram sugerir que Og-3 tem um esqueleto do -
sitosterol.
A presenga de unidade osidica foi sugerida por um conjunto de absor¢des entre o4 4,0 €
OH 4,5 tipicos de hidrogénios oximetinicos da referida unidade (KASAI et al., 1987). Um
multipleto em on 3,94 referente ao hidrogénio carbin6lico, permitiu propor presenca de
unidade osidica no C-3.
O espectro de RMN *3C e suas expansdes, obtidos utilizando a técnica APT corroboram
com a proposta anterior da presen¢a da unidade osidica, a0 mostrar um sinal em oc 102,55
referente ao carbono anomeérico (C-1) (AQUINO et al., 1988), bem como absorcdes na
regido entre dc 71,68 e dc 78,54 condizentes com absorc¢des de carbonos carbindlicos. Uma
absor¢do em dc 62,80 referente a carbono metilénico oxigenado, confirma que a unidade
osidica trata-se da glicose. Observaram-se também sinais entre oc 11,93 e oc 19,93,
caracteristicos de carbonos metilicos de esteroides (BREITMAIER; VOELTER, 1990).
Absorg¢des em dc 140,90 e 6c 123,75 correspondem, respectivamente, aos carbonos 5 e 6 do
esqueleto de esteroides como o sitosterol.
A compilacdo dos dados de RMN de 'H e 3C obtidos para o composto Og-3 e

comparacdo com valores da literatura (KOJIMA et al., 1990), permitiram identifica-lo como
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Sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo, relatada pela primeira vez em Ocotea gardneri (Tabela
9).

Estudos in vivo em animais demostraram que o Sitosterol-3-O-p-D-glicopiranosideo
apresenta atividades antiinflamatoria, antineoplasica, antipirética e imunomodulatoria e
inibidor da DNA polimerase (MIZUSHINA et al., 2006).
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Tabela 9 Dados de RMN de *H (500 MHz) e 3C (125 MHz) para Og-3 (CsDsN) e
comparacio com os dados de RMN de *C da literatura (5C*) [(C5D5N) (KOJIMA et al.,
1990)] (6 em ppm e J em Hz)

HO— o
HO— 77
HO\%O

3 2 .

OH 1
Sitosterol-3-O-p-D-glicopiranosideo

37,45

78,39 3,49 (m, 1H)

140,89 -

32,14 -

50,33 -

21,13

42,45 -

24,47

56,81

19,19

0,98 (s, 3H)

18,98

26,40

29,46

19, 38 0,79 (d, J = 5,6 Hz, 3H)

11,85

TELES, M. M. R. S/Reultados e discussdo



Contribuicao ao conhecimento fitoquimico de Ocotea gardneri (Meisn) Mez e Ocotea duckei

Vattimo
Figura 11 Espectro de RMN de H de Og-3 (500 MHz, CsDsN) 23
l
1 LLLY T
J‘/ —
) 2N
Tie s s 9 &
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Figura 13 Expanséo do espectro de RMN de *3C de Og-3 na regio de 154 a

101 ppm (CsDsN, 125 MHz)
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Figura 14 Expansio do espectro de RMN de **C de Og-3 na regido de 80 a 45
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Figura 15 Expansdo do espectro de RMN de °C de

(CsDsN, 125 MHz)
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5.1.1.4 Identificagéo estrutural de Og-4

A substancia codificada como Og-4 foi obtida na forma de um p6 amarelo com
43 mg e ponto de fusdo 270-272 °C.

O espectro de RMN de BC (50 MHz, em CD3COCDs3) de Og-4 (Figuras 20,
pagina 60) apresentou quinze sinais, correspondentes a quinze atomos de carbono.
Destes 10 foram atribuidos a 4&tomos de carbono ndo hidrogenados e 5 a &tomos de
carbono metinicos. Os sinais em dc 94,4 ¢ 99,0, aliados a presenca de 15 carbonos e 6c
em 162,3 e 164,9 permitiram inferir um anel A de flavonas 5,7-dissubstituido. O sinal
em oc 137,2 sugeriu a posicdo C-3 substituida por OH (OLIVEIRA et al., 1999).
Observou-se ainda os sinais em 6C 148,2 e 145,7 que foram atribuidos a C-3’ e C-4’,
que juntamente com os sinais em o6c 115,7, 116,1 e 121,4 corroboraram para um anel B
de flavonas com um padrdo ABX.

O espectro de RMN de 'H (200 MHz, em CDsCOCD3) de Og-4 e sua expansio
(Figuras 18 e 19, pagina 61) apresentaram deslocamentos que corroboraram com a
proposta do espectro de RMN de 3C. Foram observados dois dubletos em &n 6,262 e
6,521 corroborando para um anel A 5,7-dissubstituido. O padrdo de substituicdo para o
anel B é confirmado com a presenca de um duplo dubleto em 617,695 (J = 8,6 € 2,0 Hz)
acoplando orto com um dubleto em oH 6,993 (J = 8,4 Hz) e meta com um dubleto em
dH 7,822 (J=2,0 Hz) caracteristicos do anel B com sistema ABX (MOREIRA et al.,
2003).

Apos andlise desses dados e comparacdes com dados da literatura foi possivel
identificar Og-4 como sendo a 3,5,7,3’,4’-pentaidroxiflavona, mais conhecida como

quercetina (Tabela 10), relatada pela primeira vez em Ocotea gardneri.

TELES, M. M. R. S/Reultados e discussdo



Contribuicao ao conhecimento fitoquimico de Ocotea gardneri (Meisn) Mez e Ocotea duckei

Vattimo
59

Tabela 10 Dados de RMN 'H e BC de Og-4 em CD3COCDs; (200 e 50 MHz,

respectivamente)

Quercetina
Posicdo Og-4 CHARISIADIS et al., 2014 (CD3COCD3)
on dc OH oc
2 - 145,7 - 147,8
3 - 136,7 - 137,1
4 - 176,5 - 177,2
5 - 162,3 - 162,3
6 6,262 (d, J = 1,8 Hz, 1H) 99,0 6,17 (d, J = 2,1 Hz, 1H) 99,1
7 164,9 - 165,3
8 6,522 (d, J = 1,8 Hz, 1H) 94,4 6,36 (d, J = 2,1 Hz, 1H) 94,4
9 - 157,7 - 158,1
10 = 105,9 - 104,1
r - 123,7 - 124,0
2’ 7,822 (d, J = 2,0 Hz, 1H) 115,7 7,72 (d, J=2,0, 1Hz, 1H) 115,9
3’ - 148,2 - 148,5
& - 145,7 - 146,0
5 6,993 (d, J = 8,4 Hz, 1H) 116,1 6,98 (d, J=8,5Hz, 1H) 116,1
6’ 7,695 (dd, J=8,6;2,0Hz, 1H) 1214 7,60 (dd, J = 8,4;2,1 Hz, 1H) 121,6
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Figura 16 Expanséo do espectro de RMN de *H de Og-4 (CD3COCD3, 200 MHz)
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Figura 18 Espectro de RMN de *C de Og-4 (CDsCOCD3, 50 MHz)
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5.1.1.5 Identificacdo estrutural de Og-5

A substancia codificada como Og-5 foi obtida na forma de cristais incolores com
39 mg e ponto de fusdo 175-177 °C.

No espectro de RMN H de Og-5 (CDsOD, 200 MHz) (figura 21, pagina 64),
observam-se sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos entre on 5,854 e 6,837. Os
dois dubletos com constantes de acoplamentos meta J = 2,4 Hz em 5,854 e 5,929 ppm
sdo atribuidos aos hidrogénios dos C-6 e C-8 do anel A de flavonoides. Em seguida
encontram-se sinais para o sistema catecol constituido de um dubleto com constante de
acoplamento meta J = 1,4 Hz em 61 6,83, atribuido ao H-2’ ¢ um multipleto em JH
6,750-6,728, atribuido a H-5" ¢ H-6" (Figura 23, pagina 59).

Na expansdo RMN !H de Og-5 (CDsOD, 200 MHz) (figura 22, pagina 64),
observam-se dois duplos dubletos em 61 2,852 e 61 2,50, caracteristicos de hidrogénios
de grupo metilénico (H-4a e H-4b); um multipleto (m, 1H) em 61 3,92-4,00, atribuido a
um hidrogénio ligado a carbono oximetinico (H-3); um dubleto, integrando para um
hidrogénio, em &n 4,564, referente a H-2 com J = 7,5 Hz acoplando com o H-3, o qual
aparece como multipleto em &n 4,0-3,92 atribuido aos acoplamentos com os H-4 axial
e H-4 equatorial do C-4. Esse conjunto de sinais é tipico do anel C de catequinas. Os
hidrogénios metilénicos do C-4 encontram-se mais protegidos sobre seu nucleo em
relacdo aos outros.

No espectro de RMN *3C (figura 24, pagina 65) observam-se 14 sinais, sendo 0
sinal em ¢ 146,2 refere-se a 2 carbonos com o mesmo valor dedeslocamento quimico,
portanto perfazendo um total de 15 carbonos, que correspondem aos quinze atomos
carbono da estrutura flavonoidica. A auséncia de carbono sp? de carbonila e a presenca
do sinal em 6c 28,5 para carbono metilénico (C-4), e os sinais dc 68,8 (atribuido a
carbono sp® ligado a hidroxila) e &c 82,8 para carbono ligado a um heterodtomo do
anel pirano e a um grupo fenil séo tipicos do anel C de um flavanol. Também séo
observados sinais oc 146,2 tipico de sistema catecol (anel B). Portanto, o0s
deslocamentos quimicos mostrados em comparagdo com os dados da literatuta (QI et al,

2012), permitiram caracterizar Og-5 como a catequina (Tabela 11, pagina 63).
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Tabela 11 Dados de RMN !H e 3C de Og-5 em CD3OD (200 e 50 MHz,

respectivamente).

Catequina

Posicao 0Og-5(CD30D, 200 MHz) Ql etal, 2012 (CD30D, 400 MHz)
on dc OH oc
2 4,564 (d, J =7.5 Hz, 1H) 82,8 4,57 (1H, d, J=7,6 Hz) 82,3
3 3,92-4,0 (m, 1H) 68,8 4,01(1H, ddd, J=5,4; 8,2; 7,6 68,3
Hz)
4a 2,852 (dd, J = 16,0, 5,4 Hz, 28,5 2,88 (1H, dd, J=5,4; 16,1 Hz) 28,2
1H)

4b 2,50 (dd, J = 16,1, 8,0 Hz, 1H 2,52 (1H, dd, J=8,2; 16,1 Hz)

5 - 157,6 - 156,9
6 5,929 (d, J = 2,4 Hz, 1H) 96,2 5,95 (1H, d, J=1,8 Hz) 96,2
7 157,8 - 157,0
8 5,854 (d, J = 2,4 Hz, 1H) 95,5 5,88 (1H, d, J=1,8 Hz) 95,4
9 - 156,9 - 156,3
10 - 100,8 - 100,7
r - 132,2 - 131,6
2’ 6,837 (d, J=1,4 Hz, 1H) 115,2 6,83 (1H, d, J=1,8 Hz) 115,0
3 - 146,2 - 145,6
4 - 146,2 - 1457
5 6,750 — 6,728 (m, 2H) 116,0 6,77 (1H, d, J=8,0 Hz) 116,0
6 6,750 — 6,728 (m, 2H) 120,0 6,72 (1H, d, J=8,0 Hz) 119,9
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Figura 19 Espectro de RMN de H de Og-5 (CDs0D, 200 MHz).
{
|
|
II‘ | /
If =
%‘E‘_‘*iﬁ m’mﬁ
g
9( ||L =
| UJ ‘ 1 I 1
A I VA
TN T
14 13 12 11 10 9 8 7 (Ii 5 “1 3 2 1 6 1
f1 (ppm)

Figura 20 Expanséo do espectro de RMN de *H de Og-5 (CD3;0D, 200 MHz).
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Figura 21 Expanséo do espectro de RMN de 'H de Og-5 (CDsOD, 200 MHz).
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5.1.1.6 Identificacdo estrutural de Og-6

A substancia codificada como Og-6 foi obtida na forma de cristais incolores com
27 mg e ponto de fusdo 178-180 °C.

A analise do espectro de RMN de *H e 3C (Figuras 25 a 28, paginas 63 e 64),
em comparacdo com os dados da literatura (QI et al, 2012) e com os dados de Og-5,
ilustrados na Tabela 11, pdgina 63, permitiram sugerir que a substancia tem o esqueleto
estrutural semelhante a catequina.

Os dados de RMN H de Og-6 (Figuras 25 a 27, paginas 68 e 69) sdo similares
aos de Og-5, destacando-se apenas pequenas diferencas tanto no deslocamento quimico
como no padrdo de acoplamento, principalmente com relagdo aos hidrogénios alifaticos.
Por exemplo, H-2 e H-3 exibem singletos em &n 4,803 e 4,165, respectivamente, e H-
4b um duplo dubleto em 6+ 2,715 com J = 16,8 e 2,8 Hz, em conseqliéncia da mudanca
da estereoquimica do carbono C-3 (OH-a) em Og-6.

Os dados espectrais de RMN *C de Og-6 (Figura 28, pagina 69), também sio
semelhantes aos de Og-5, destacando-se como diferenca apenas os sinais atribuidos a C-
2 (6c 79,8) e a C-3 (dc 66,6), caracterizando a estereoquimica diferenciada de Og-6 em
relacdo a Og-5, ou seja, Og-6 tem estereoquimica relativa 3-OH a, tratando-se portanto
de um epimero de Og-6. Esses dados foram comparados com a literatura, o que permitiu
confirmar que Og-6 trata-se da epicatequina (LOBO et al., 2008).
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Tabela 12 Dados de RMN !H e 3C de Og-6 em CD3OD (200 e 50 MHz,

respectivamente)

Epicatequina

Posicado Og-6 (CD30D, 200 e 50 MHz) Lébo et al, 2008 (CD30D, 300 75 MHz)
OH oc OH oc

2 4,803 (s, 1H) 79,8 4,82 (sl, 1H) 79,1
3 4,165 (s, 1H) 67,5 4,17 (sl, 1H) 66,6
4a 2,862 (dd, J =16.8 e 4,4 Hz, 2H), 29,3 2,85 (dd, J = 16,8 € 4,5 Hz, 1H) 28,5
4b 2,715 (dd, J =16, 8 e 2,8 Hz, 1H) 2,72 (dd, J=16,8 e 2,4 Hz, 1H)

5 - 158,0 - 157,3
6 5,928 (d, J = 2.4 Hz, 1H) 96,3 5,93 (d, J = 1,8 Hz, 1H) 96,0
7 - 157,3 - 156,7
8 5,905 (d, J = 2,2 Hz, 1H) 95,9 5,91 (d, J = 1,8 Hz, 1H) 95,3
9 = 157,6 - 157,1
10 - 100,0 - 99,5
1’ - 132.3 - 131,7
2’ 6,964 (d, J= 1,6 Hz, 1H) 115,3 6,97 (d, J=1,2 Hz, 1H) 115,0
3 - 145,7 - 145,0
4 - 145,9 - 145,1
5 6,777 — 6,761 (m, 2H) 115,9 6,75 (d, J = 8,1 Hz, 1H) 115,4
6’ 6,777 — 6,761 (m, 2H) 1194 6,79 (dd, J=8,1e 1,2 Hz, 1H) 119,0
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Figura 23 Espectro de RMN de 1H de Og-6 (CD3s0OD, 200 MHz).
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Figura 24 Expanséo do espectro de RMN de *H de Og-6 (CD3z0D, 200 MHz).
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Figura 25 Expansio do espectro de RMN de H de Og-6 (CDs0D, 200 MHz).
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Figura 26 Espectro de RMN de *C-APT de Og-6 (CD30D, 50 MHz).
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5.1.2 Substéancias isoladas das partes aéreas de Ocotea duckei

5.1.2.1 Identificacao estrutural de Od-1

A substéncia codificada como Od-1 foi obtida na forma de um solido amorfo
com 36 mg.

A andlise dos espectros de RMN-2C e *H foram comparados e compativeis com
uma substancia anteriormente isolada de Ocotea duckei, reticulina (DIAS, 2004).

5.1.2.2 Identificacdo estrutural de Od-2

A substancia codificada como Od-2 foi obida na forma de um 6leo marrom com
18 mg.

O espectro de RMN-C (Figura 33) apresentou 19 sinais atribuidos a 2
oximetilicos, 3 metilénicos, 6 metinicos e 7 ndo hidrogenados. Os deslocamentos sdo
semelhantes aos apresentados pela reticulina, no entanto deslocamentos em 6¢ 79,26 ( C
-1)e 6252 (C - 3) sdo caracteristicas da por¢do N — Oxido, por estarem mais
desprotegidos em relacédo aos sinais da reticulina 5c 64,4 e 46,2, respectivamente.

O espectro de RMN *H (figura 32) mostrou na regido aromatica um sistema
ABX: um duplo dubleto em 6+ 6,612 (dd, J = 8,0 e 2,0 Hz, H-14, 1H) acoplando meta
com o dubleto 6 6,658 (d, J = 12,0 Hz, H-10, 1H) e orto com o dubleto em &4 6,842 (d,
J = 8,0 Hz, H-13, 1H). Também foi observado nessa regido dois singletos um em J&n
6,720 (H-5) e outro em 6x 6,318 (H-8). Esses sinais sdo caracteristicos de alcaloides do
tipo benziltetrahidroisoquinolinico 6, 7, 11, 12 tetraoxigenado.

Outros sinais significativos foram observados no espectro RMN *H (Figura 31) :
trés singletos com integracdo para 3 hidrogénios em 61 3,81, 3,82 e 3,21, sugerindo a
presenca de duas metoxilas e uma N-metila atribuidos a (CH30O-6), (CH30-12) e a N-

CHas, respectivamente.
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Tabela 13 Dados de RMN 13C de Od-2 (CD30D, 125 MHz) em comparacao com dados da literatura.
0Od-2 N-oxido reticulina HMBC
(SAIDI et al, 2011)
OH oc OH oc 2J 3]
1 4,461 79,5 4,53- 4,56, (dd, J=8,56; 79,21 -
(dd, J=38,0, 2,5 Hz, 1H) 2,68 Hz)
la 3,704 — 3,638 (m, 1H) 39,1 3,61-3,65, m 38,87 - -
1b 2,883-2,792 (m, 1H) 39,1 C-9 C-8a, C-10e C-14
3 3,481 — 3,432 (m, 2H) 62,8 3,42-3,49, m 62,50
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4a - 122,8 - 122,47 - -

6 - 148,8 - 148,63 - C-4eC-8a

8 6,318 (s, 1H) 115,5 6,28, s 115,27 C-7 C-4aeC-6

9 - 131,4 - 131,04 - -

11 - 147,9 - 147,64 - -

13 6,842 (d, J = 8,0 Hz, 1H) 1131 6,82, (d, J = 8.04) 112,78 - c-9

N-Me 3,203 (s, 3H) 54,8 3,30, s 54,48 - C-1eC-3

OMe-6 3,806 (s, 3H) 56,4 3,79, s 56,12 - -
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Na analise do espectro bidimensional HMBC de Od-2 (Figuras 36 e 37) foi
possivel correlagdes importantes sdo a 2J do H-1a com carbono C-9 como também a 3J
do mesmo hidrogénio com C-8a, C-10 e C-14, que permitiram evidenciar a ligacdo do
anel metoxilado com ndcleo tetrahidrobenzilisoquinolinico. Esses dados foram
comparados e compativeis com uma substancia N-6xido-reticulina de foérmula
molecular C19H230sN.

O duplo dubleto em on 4,461 (J = 8,5 e 2,8 Hz, 1H) de H-4, em comparacdo com
dados da literatura, classificam como Ng-Oxido de reticulina, uma vez que a Nq-6xido de
reticulina apresenta um deslocamento para 6n 5,08 para H-4. Todos os assinalamentos
para Nq-Oxido-reticulina se encontram na Tabela 13. Este composto foi relatado em
Neolitsea sericea (CUSTODIO; VEIGAS-JUNIOR, 2014) e Cryptocaryata rugulosa
(SAIDI et al., 2011), sendo o primeiro relato em Ocotea.

Figura 27 Espectro de RMN H de Od-2 (CDs0D, 500 MHz)
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Figura 28 Expanséo do espectro de RMN H de Od-2 (CD3sOD, 500 MHz)
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Figura 29 Expanséo do espectro de RMN H de Od-2 (CDzOD, 500 MHz)
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Figura 30 Expanséo do espectro de RMN H de Od-2 (CD;OD, 500 MHz)
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Figura 31 Espectro de RMN 3C-APT de Od-2 (CDs0OD, 125 MHz)
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Figura 32 Expansdo do espectro de RMN C-APT de Od-2 (CD30D, 125 MHz)
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Figura 33 Expansdo do espectro de RMN C-APT de Od-2 (CD30D, 125 MHz)
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Figura 34 Espectro de HMBC de Od-2 (CD3s0OD, 500 e 125 MHz).
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Figura 36 Expanséo do espectro de HMBC de Od-2 (CD3OD, 500 e 125 MHz).
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5.1.3 Andlise da Fracdo de Alcaloides Totais (FAT) de Ocotea duckei

5.1.3.1 Cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massas (LC-MS)

No cromatograma do LC-MS, observa-se a presenca de pelo menos 20 picos,
sendo dois picos majoritarios: RT=9,93 min e RT= 16,24 min (Figura 39).

Figura 37 Cromatograma LC-MS obtido para a fracdo de alcaloides totais (FAT) de Ocotea
duckei
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5.1.3.1.1 Identificacéo da reticulina

O pico majoritario (RT=9,93 min) (32,5%), mostrou o ion molecular em m/z =
330 (M+H), compativel com a férmula molecular C19H23NO4. (Figura 40). Apds a
fragmentacdo foram gerados os fragmentos m/z = 299 (M* -31), m/z = 267 (M*-15),
m/z = 192 (M*-137), m/z = 175 (192-17) (Figura 41), que sdo compativeis com 0
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alcaloide reticulina, ), alcaloide da classe dos benzilisoquinolinicos, de acordo com
dados da literatura (SAID et al., 2011).

A partir da fragmentacdo do pico do ion molecular (figura 40-41), foram
observados 0s picos caracteristicos, como o fragmento m/z 192 que se forma pela
quebra induzida da porcéo do aminoacido tiramina da molécula, e perda de [CsHqO2] ¥,
uma caracteristica de benzilisoquinolinico, além deste é possivel observar os ions m/z
177 [192-CHz3]* (Figura 42) relativo a perda da metila (JEONG, et al., 2012).

Figura 38 Espectro de massas do composto TR = 9,93 min obtido da fracdo de alcaloides
totais (LC-MS)
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Figura 40 Proposta de fragmentacéo da reticulina (JEONG et al., 2012)

H3CO. I

N

HO +
+
-
H3CO
OH H3CO
m/z=137 OH

m/z =330 [ M+H]*

~

CH3

—_—

HsCO
N
N
P
HO CHj

m/z=192
l CH,
HsCO
+
N
HO /
m/z=177

TELES, M. M. R. S/Reultados e discussdo




Contribuicao ao conhecimento fitoquimico de Ocotea gardneri (Meisn) Mez e Ocotea duckei
Vattimo

82

5.1.3.1.2 Identificacéo da coclaurina

O pico com tempo de retencdo (RT= 10,81) (0,83%), mostrou o ion molecular em
m/z 286 [M+ H]", compativel com a formula Ci7H190sN (Figura 43). Apbs a
fragmentacdo, foram observados fragmentos em m/z 269 [M*-NHs;, 100%], 178 [M*-
C7H-0], 107 [M*- C10H120N] (Figura 44), compativeis com o padrdo de fragmentacgao da
Coclaurina, estando condizente com dados da literatura (SCHMIDT et al., 2005). Os
ions fragmentos m/z 178 [M-C7H7;0]" e m/z 107 [M-C10H1202]*, sdo fragmentos que se
formam pela quebra induzida da por¢do do aminoacido tiramina, estes sdo produtos dos
rearranjos comuns em alcaloides benzilisoquinolinicos (Figura 45) (JEONG et al.,
2012).

Figura 41 Espectro de massas do composto TR = 10,81 min obtido da fracdo de alcaloides
totais (LC-MS)
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Figura 42 Espectro de massas do composto TR = 10,81 min obtido da fracdo de alcaloides
totais (LC-MS)
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Figura 43 Proposta de fragmentacdo da coclaurina (JEONG et al., 2012; SCHMIDT et al.,
2005).
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5.1.3.1.3 Identificacdo da discretamina/scoulerina

Na analise da fracdo de alcaloides por LC-MS, também foi encontrado um pico
com tempo de retencdo (RT= 10,47) (3,10%), que mostrou o ion molecular m/z = 328
[M+H], compativel com a formula C1leH2:OsN (Figura 46) . Apds a fragmentagdo
foram observados e ions de fragmentacdes m/z = 297 (100%), m/z = 178 e m/z = 151
(Figura 47), estando condizente com dados da literatura para a discretamina (OHASHI
et al., 1963). O fragmento em m/z = 297 resulta da perda metoxila, e m/z = 178 resulta
de uma fragmentacdo do tipo retro-Diels-Alder, caracteristica para alcaloides
protoberberinicos (OHASHI et al., 1963). Os fragmentos obtidos da fragmentacdo do

tipo retro-Diels-Alder da discretamina estdo mostrados na Figura 48.

Figura 44 Espectros de massas do composto TR = 10,47 min obtido da fracdo de
alcaloides totais (LC-MS)
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Figura 45 Espectro do composto TR = 10,47 min obtido da fracdo de alcaloides totais
(LC-MS)
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Ha relato desse acaloide para a familia Lauraceae apenas em Cryptocaria
lancifolia mas é comum em Annonaceae. Estudos apontam propriedade antinociceptiva
para esse alcaloide (ALMEIDA et al.,, 2011). Ainda existem indicacbes de que a
discretamina é um antagonista seletivo do a-adrenoreceptor e do receptor 5-HT no

mausculo liso vascular (KO et al., 1993).
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Figura 46 Proposta de fragmentacdo do tipo Retro Diels Alder da discretamina
(FERREIRA, 2016)
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5.1.3.1.4 Identificacédo da Tetrahidrocolumbamina

O pico com RT = 11,40 min (0,11%), mostrou o ion molecular m/z 342 [M+H],
compativel com a formula CxH240sN (Figura 49). Apds fragmentacdo foram
observados fragmentos m/z = 311, m/z = 296, m/z = 178, m/z = 163, m/z = 143 e m/z =
115, s com dados da literatura para a tetrahidrocolumbamina (WANG et al., 2012)
(Figura 50).

Os espectros de tetrahidrocolumbamina e scoulerina/discretamina séo
caracterizados pela presenca fragmentos relativos a perda da metoxila e em m/z 178
formados pelo processo de RDA e clivagem do anel B. Outra caracteristica da
tetrahdrocolumbamina é a formacao de um fragmento m/z 163, que se forma pela perda

do radical metila a partir de m/z 178 (Figura 51).
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Figura 47 Espectros de massas do composto TR = 11,40 min obtido da fragdo de
alcaloides (LC-MS)
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Figura 49 Proposta de fragmentos obtidos da fragmentagéo do tipo retro Diels Alder da

tetrahidrocolumbamina
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A reticulina é um composto precursor na biossintese dos alcaloides de
Papaver e dos tetrahidroprotoberberinicos  como scoulerina/discretamina e
tetrahidrocolumbamina (JOENG, 2012). Em Saccharomycces cerevisae ha estudos que
evidenciam a formacédo desses alcaloides a partir da reticulina (HAWINKS; SMOLKE,
2008).

O mecanismo de fragmentacdo mostrado na Figura 52 €é aplicado para a

identificacdo dos alcaloides tetraproberberinicos (WANG et al., 2012)
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Figura 50 Proposta do mecanismo de fragmentacdo para alcaloides tetrapoberberinicos
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5.1.3.1.5 Identificacdo de N-Oxido de reticulina

O espectro de massas do composto (RT= 10,59) (6,60%), apresentou o pico do
ion molecular m/z = 346 [M+H], compativel com a formula molecular C19H2305N
(Figura 53). Apos fragmentagdo foram observados picos em m/z = 329, m/z = 299, m/z
=192, m/z = 175 e m/z = 137 (figura 46-47) (Figura 54), compativeis com dados da
literatura para a N-O0xido de reticulina (SAID et al. 2011). O pico em m/z = 329 é
resultado da perda da hidroxila, da porcdo N-Oxido. O ion de fragmentacdo m/z 192
indica a presenca de metoxila e hidroxila na estrutura, e o pico em m/z = 137 corrobora
que apos a perda da hidroxila o padrdo de fragmentacdo apresentado é o da reticulina
(Figura 55).

TELES, M. M. R. S/Reultados e discussdo



Contribuicao ao conhecimento fitoquimico de Ocotea gardneri (Meisn) Mez e Ocotea duckei

Figura 51 Espectro de massas da N-0xido de reticulina (LC-MS)
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Figura 52 Espectro de massas da N-6xido de reticulina (LC-MS)
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Figura 53 Proposta de fragmentacéo da N-Oxido de reticulina
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5.1.3.2 Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-MS)

No cromatograma do CG-MS (Figura 56) observa-se a presenca de pelo menos

30 picos, com um pico majoritario com tempo de retencdo ( RT=16,001 min).

Figura 54 Cromatograma CG-MS obtido para a fracdo de alcaloides totais de Ocotea

duckei
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A andlise do cromatograma (CG-MS) desse composto, quando comparado com a
base de dados Wiley, foi compativel com a férmula molecular C19H23NOs, condizentes

com a reticulina.

5.1.3.2.1 Identificacdo da metilreticulina

No cromatograma (Figura 57), observa-se um pico com tempo de retencdo (RT=
8,864) com fragmentos, m/z 192, m/z 177 e m/z 150 (Figura 57). O cromatograma
obtido é compativel com o padrdo de fragmentacdo da Metilreticulina de férmula
molecular CyoH2sNOs. (WADDELL; RAPOPORT, 1985) de acordo com a base de
dados Wiley 25.

Figura 55 Espectro de massas da metilreticulina obtido da fracdo de alcaloides totais

(CG-MS)
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A fragmentagao entre C - 1 e C - 9 no momento do impacto de elétrons
determina trés picos intensos, resultantes dessa cisdo, m / z 192 (C11H14aNOs) ;151
(CoH1102) € um pico em 177 (C10H11NO2). A formacdo de m/z 150 e ndo em 137, como
ocorre na reticulina, sugere a presenca da metila (Figura 58).

A metilreticulina é considerada como precursor biossintético da codeina,
reticulina e morfina em estudos com Cis na Papaver somminiferum (WADDELL,
RAPOPORT, 1985).

TELES, M. M. R. S/Reultados e discussdo




Contribuicao ao conhecimento fitoquimico de Ocotea gardneri (Meisn) Mez e Ocotea duckei

Vattimo
94
Figura 56 Proposta de fragmentac&o da metilreticulina
H;CO
R
HO
N
H
HO + CH,
H5CO
H3CO CHs HO — j@g
- .
/ N
m/z =151 HO CH;
R H;CO CHs
o H m/z =343 m/z=192
H
'CH3
A
(,3 CHs, H;CO
H3C l
N
N
HO /
O
m/z=177
T/ CHs
H3C

m/z=150

5.1.3.2.2 Identificacdo da metilcoclaurina

No cromatograma (Figura 59), observa-se um pico com tempo de retencdo (RT
= 14,995). Observam-se fragmentos, m/z 192 [M-C7H-0]", m/z 107 [M-C11H14NO]" e
m/z 176 [ 192- CH4]". O cromatograma obtido é compativel com o padrdo de
fragmentacdo da metilcoclaurina de foérmula molecular CigH2103N (BRUGINSKI,
2016), de acordo coma base de dados dados Wiley 25.
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Figura 57 Espectro de massas do composto TR = 14,99 min obtido da fragdo de
alcaloides totais (CG-MS)
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Figura 58 Proposta de fragmentagdo da metilcoclaurina (BRUGINSKI, 2016)
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5.1.3.3 Estruturas dos alcaloides identificados na FAT Ocotea duckei

Quadro 8 Estrutura dos alcaloides identificados na FAT de Ocotea duckei

H,CO H;CO
| O 3 O Haco
HO HO O
) O O

H5CO HsCO HO O

Reticulina Metilreticulina Coclaurina
H,CO
O HO H5CO
N
HO CHs N O
HsCO
O OCH;
OH
HsCO
Metilcoclaurina Discretamina

N-6xido de reticulina

H3CO
0 N
HO
OCH;
l OCH;

Tetrahidrocolumbamina
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5.2 Estudo farmacoldgico

5.2.1 Atividade antimicrobiana

Os flavonoides isolados de O. gardneri (catequina, epicatequina e
quercetina) e suas respectivas microdiluicbes foram testadas frente as cepas de
Pseudomonas aeruginosa (bactéria gram-negativa), Staphylococcus aureus (bactéria
gram-positiva) e Streptococcus mutans (bactéria gram-positiva).

A clorexidina 0,12% foi empregada como controle positivo e o inoculo da
solucdo DMSO com Tween 80 como controle negativo.

Ao avaliar as microdiluicdes das substancias testadas, foi observado inibicao
de crescimento bacteriano da catequina, na concentracdo de 400 pg /mL frente a cepa de
Pseudomonas aeruginosa e da quercetina, na concentracdo de 83,5 pg/mL frente a cepa
de Staphylococcus aureus. A epicatequina ndo apresentou atividade frente a nenhuma
cepa testada (Tabela 14).

Tabela 14 Atividade antibacteriana de flavonoides isolados de O. gardneri

Composto P. aeruginosa S.mutans S. aureus
CIM (ug/mL) CIM (ug/mL)  CIM (pg/mL)
Catequina 400 - -

Epicatequina - - -

Quercetina - - 83,5

(-): Substancia ndo apresentou atividade. CIM foi definido como a mais baixa
concentracdo que produziu 50% de reducdo do crescimento das células bacterianas ap6s

a incubacao.

Estudos correlacionando a atividade antibacteriana com a estrutura molecular
dos flavonoides em seu nivel estrutural tem mostrado que estes compostos podem ser
candidatos potenciais contra o crescimento bacteriano, como mostra o estudo realizado
por Taguri et al. (2004). Alguns trabalhos mostram que a sua acdo da-se principalmente

através de sua capacidade de interagdo com a membrana plasmatica, inibindo sua
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funcgéo, e consequentemente levando a destruigcdo da integridade celular. Por outro lado,
alguns flavonoides podem inibir a atividade de DNA girase, e outros podem inibir o
metabolismo energético bacteriano (Cushnie & Lamb, 2006).

Estudos apontam que o flavonoide luteolina apresenta atividade antibacteriana
frente a S.aureus, através da inibicdo da DNA topoisomerase | e Il, podendo resultar
em diminuicdo de sintese de proteinas e &cidos nucléicos (WANG; XIE, 2010). A
luteolina apresenta estrutura semelhante a quercetina com o Carbono 3 ndo hidroxilado
(Quadro 9).

Sartori (2005), avaliou a atividade da luteolina frente a cepa de P. aeruginosa,
onde esta substancia, por sua vez, ndo apresentou efeito inibitorio ao crescimento, assim
como a quercetina. Enquanto no nosso estudo, o flavonoide catequina demonstrou efeito
de CIM 400 pg /mL e a epicatequina, seu epimero no carbono 3 ndo apresentou
atividade. Este fato pode ser explicado pelas diferencas quimicas existentes nos grupos
substituintes, que afetam diretamente o0 mecanismo de agao.

Né&o foi verificado a inibicdo de crescimento da cepa S.mutans por nenhuma
das substancias testadas. Este fato se deu pela incapacidade das substancias testadas em
atuar em alvos de acdo, como por exemplo: inibicdo da sintese de proteinas, inibicdo da
sintese de parece celular, inibicdo da replicacdo do DNA e transcricdo para 0 RNA,
entre outras (SANTOS, 2014).
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Quadro 9 Estrutura dos flavonoides testados para atividade antimicrobiana e utilizados
na comparacgao dos dados

OH
OH

HO (o)
HO o OH

OH

.,//,, //0 H
OH

OH

OH

Catequina Epicatequina

Quercetina Luteolina
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5.2.2 Atividade antileishmania

O teste do MTT foi utilizado na avaliacdo da viabilidade celular. O MTT,
quando incubado com células vivas, tem seu substrato quebrado por enzimas
mitocondriais, transformando-se de um composto amarelo em um composto azul escuro
(formazan). A producéo de formazan reflete o estado funcional da cadeia respiratoria.

Nos pocos que continham as substancias testadas observou-se a formacéo de
coloragdo azul, indicando a preservagdo das leishmanias. Nos pogos que continham a
anfotericina B, usada como controle positivo, ndo houve mudanca de coloracéo,
permanecendo na coloracdo amarela (Figura 61).

Na literatura ha relatos que os alcaloides benzilisoquinolinicos detém vérias
atividades farmacologicas, dentre elas atividade antileishmania. Os alcaloides
coclaurina e N-metilcoclaurina apresentaram atividade contra formas promastigotas de
L. amazonenses (FOURNET, 2007) bem como a O-metilparmepavina (VILA-NOVA et
al., 2011) (Quadro 10).

No entanto, a avaliacdo dos alcaloides reticulina e N-O0xido de reticulina
realizados no presente estudo, mostrou gque estes compostos nao apresentaram atividade
contra essas formas de Leishimania.

Sabe-se que uma pequena mudanca em uma estrutura quimica é passivel de
modificar determinada atividade bioldgica exercida por uma molécula. Nas estruturas
abaixo, apesar de serem observados o mesmo nucleo alcaloidico, pode ser observado
que a reticulina e a N-6xido de reticulina apresentam dois grupos substituintes no
nacleo C, diferentemente das outras que apresentaram esta atividade relatada na
literatura, podendo ser o fator determinante para a auséncia de atividade. Desta forma

estes resultados implicam na necessidade de estudos de relacédo estrutura atividade.
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Figura 59 Imagem da placa de analise da atividade antileishmania das substancias

Quadro 10 Estrutura dos alcaloides belzilisoquinolinicos testados para atividade

antileishmania e utilizados na comparacéo dos dados

HzCO H3CO
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~
HO CHs HO CHs
HO HO.
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6. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico das partes aéreas de Ocotea gadneri resultou no isolamento e
identificacéo estrutural de seis substancias, desconhecidas para a espécie. Da fase cloroférmica
foram isoladas trés substancias, o triterpeno 2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-
tetracosahexeno (esqualeno), o 3,45 Trimetoxibenzaldeido e o Sitosterol-3-O-p-D-
glicopiranosideo. Da fase acetato de etila foi isolada a flavona 3,5,7,3’,4’-pentaidroxiflavona
(quercetina) e dois flavonois 2- (3,4-di-hidroxifenil) -4H-cromeno-3,5,7-triol (epicatequina) e
2- (3,4-di-hidroxifenil) -4H-cromeno-3,5,7-triol (epicatequina).

O estudo continuado da fase de alcaloides totais das folhas de Ocotea duckei, permitiu o
isolamento de reticulina e N-6xido de reticulina.

A aplicacdo da fase de alcaloides totais na LC-MS resultou na identificacdo dos
alcaloides discretamina, tetrahidrocolumbamina, metilreticulina, coclaurina, reticulina e N-
oxido de reticulina. Este caracteriza o primeiro relato da N-6xido de reticulina para o género
Ocotea. A andlise por CG-MS permitiu a identificacdo dos alcaloides metilreticulina e
metilcoclaurina. Esses dados abrem uma perpectiva de um trabalho sisteméatico por essa
abordagem para analise de alcaldides de Ocotea por essa técnica.

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana, a quercetina apresentou uma CIM de 83,5
pg/mL frente a S. aureus e a catequina uma CIM de 400 pg/mL frente a P. aeruginosa.

A reticulina e o N-Oxido de reticulina ndo apresentaram atividade frente a Leishmania

amazonensis.
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