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RESUMO

Ocotea acutifolia, espécie pertencente a familia Lauraceae e ainda ndo
estudada quimicamente, foi coletada na regido sul de Mato Grosso do Sul. O estudo
quimico dos extratos alcaloidicos das folhas e cascas do caule e das fases hexanica e em
acetato de etila obtidas das particGes do extrato etandlico das folhas resultou no isolamento
e identificacdo e/ou elucidacdo estrutural de vinte e uma substancias, compreendendo
dezoito alcaloides, um flavonoide, um poliprenol e um esteroide. Das folhas foram obtidos
dezessete alcaloides aporfinodides, (+)-dicentrina (1), (+)-ocoteina (2), (+)-nordicentrina
(3), (+)-O-metilcassifilina (4), (+)-6S-N-6xido dicentrina (5), (+)-6R-N-6xido dicentrina
(6), (+)-6S-N-6xido ocoteina (7), (+)-6R-N-O0xido ocoteina (8), (+)-leucoxina (9), (+)-
ocoxilonina (10), (+)-norocoxilonina (11), (+)-neolitsina (12), (+)-isodomesticina (13), (+)-
talicsimidina (14), (+)-predicentrina (15), (+)-N-metillaurotetanina (16) e talicminina (17)
e um alcaloide morfinano (+)-palidina (18), além de kaempferol-3-O-a-L-
ramnopiranosideo, ficaprenol-12 e 3-(6’-O-acil-O-b-D-glucopiranosil)-sitosterol, dos quais
1, 2, 4 e 17 também foram isolados das cascas do caule. Os alcaloides 6, 7, 8, 11 sdo
inéditos, enquanto 12 e 14 estdo sendo descritos pela primeira vez no género. As
determinacgdes estruturais foram efetuadas com base em dados espectroscopicos de 1V,
RMN 'H e *C uni- e bidimensionais, dados de EM e valores de rotagdo Optica. Neste
trabalho foram também avaliadas a toxicidade para Artemia salina e atividades citotoxica
frente a diferentes linhagens de células tumorais, genotéxica em células de asas de
Drosophila melanogaster por meio do ensaio SMART e antiflngica frente a seis cepas
padrdo de Candida albicans, C. glabrata, C. krusei, C parapsilosis, C. tropicalis e
Cryptococcus neoformans dos extratos das folhas e das cascas do caule e de alguns dos
alcaloides obtidos de O. acutifolia. Dentre os resultados obtidos, pode-se destacar no
ensaio de atividade citotoxica realizado com dez dos alcaloides isolados (1, 2, 5, 7-9, 11-13
e 17), os compostos 1 (Clsp = 11,2 pg/mL frente a células B16-F10), 2 (Clsp = 8,1 pg/mL
frente a células Hep-2), 12 (Clsp = 10,2 pg/mL frente as células MCF-7 e B16-F10), 17
(Clso = 10,7 pg/mL frente a células 786-0). No ensaio de atividade genotoxica realizado
com cinco dos alcaloides obtidos (1, 2, 7, 9 e 17), trés (1, 2 e 17) apresentaram atividade
genotoxica, destacando-se 1 e 17 o0s quais apresentaram genotoxicidade superior & do

agente anticancer cloridrato de doxorrubicina (controle positivo). Estes alcaloides podem



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation o)glé{.

interagir com o DNA como agentes intercalantes, causando eventos de mutacdo e
recombinacgdo e assim 0s seus efeitos genotoxicos podem ser um dos principais fatores que
explica a citotoxicidade apresentada por estes compostos. Quanto ao ensaio de atividade
antifngica, o extrato alcaloidico das folhas demonstrou potencial fungitdxico, assim como
os nove alcaloides submetidos a este ensaio (1, 2, 5, 7, 8, 9, 11, 17 e 18), os quais

apresentaram fungitoxicidade frente a maioria das cepas testadas.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation 0)%%

ABSTRACT

Ocotea acutifolia (Nees) Mez., a Lauraceous species which had not been
chemically investigated previously, was collected in the southern region of Mato Grosso
do Sul. The chemical study of the alkaloid extract of the leaves and the trunk bark and of
the hexane and ethyl acetate phases obtained from partition of the ethanol extract of the
leaves resulted in the isolation and identification and/or structural elucidation of eighteen
alkaloids, one flavonoid, one polyprenol and one steroid. From the leaves were obtained
seventeen aporphinoid alkaloids, (+)-dicentrine (1), (+)-ocoteine (2), (+)-nordicentrine (3),
(+)-O-methylcassyfiline (4), (+)-6S-dicentrine N-oxide (5), (+)-6R-dicentrine N-oxide (6),
(+)-6S-ocoteine N-oxide (7), (+)-6R-ocoteine N-oxide (8), (+)-leucoxine (9), (+)-
ocoxylonine (10), (+)-norocoxylonine (11), (+)-neolitsine (12), (+)-isodomesticine (13),
(+)-thalicsimidine (14), (+)-predicentrine (15), (+)-N-methyllaurotethanine (16) and
thalicminine (17) and one morphinan alkaloid (+)-pallidine (18), in addition to 3-O-a-L-
rhamnopyranosylkaempferol, ficaprenol-12 and 3-(6’-O-acyl-O-b-D-glucopyranosyl)-
sitosterol, from which 1, 2, 4 and 17 were also isolated from the trunk bark. Alkaloids 6, 7,
8 and 11 are new, while 12 and 14 are being reported for the first time in the genus Ocotea.
The structures of the known and new compounds were established on the basis of 1D- and
2D-NMR spectroscopic techniques, optical rotation and/or mass spectrometry data. The
crude extracts from the leaves and trunk bark as well as some of the isolated alkaloids were
assessed for their toxicity against Artemia salina larvae, cytotoxic activity against four
human cancer cell lines, genotoxicity using the somatic mutation and recombination test
(SMART) in the wing cells of Drosophila melanogaster and antifungal properties against
six standard fungal strains, Candida albicans, C. glabrata, C. krusei, C parapsilosis, C.
tropicalis and Cryptococcus neoformans. Among the results obtained in the evaluation of
the cytotoxic activity of ten aporphine alkaloids (1, 2, 5, 7-9, 11-13 and 17), it is worthy of
mention the cytotoxic activities of 1 (1Cso = 11.2 pg/mL against B16-F10 cells), 2 (ICs =
8.1 pg/mL against Hep-2 cells), 12 (1Csp = 10.2 pg/mL against MCF-7 and B16-F10 cells)
and 17 (ICsp = 10.7 pg/mL against 786-0 cells). Among the five aporphine alkaloids
evaluated for their genotoxic potential in the SMART assay (1, 2, 7, 9 and 17), three of
them (1, 2 and 17) showed genotoxicity at the concentrations tested, from which 1 and 17

were more genotoxic than the anticancer agent doxorubicin hydrochloride, used as positive
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control. These alkaloids might interact with DNA as intercalating agents, causing
mutational and recombinational events, and so their genotoxic effects might one of the
main factors that account for their cytotoxicity. All the alkaloids assayed for their
antifungal properties, namely (1, 2, 5, 7, 8, 9, 11, 17 and 18), showed fungitoxic activities

against most fungal strains tested.
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Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae)

1- INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem-se verificado um grande avanco cientifico envolvendo os
estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais que visam obter novos
compostos com propriedades terapéuticas, uma vez que as substancias de origem vegetal
ainda desempenham papéis importantes na medicina moderna, constituindo-se na principal
fonte de medicamentos ou de substancias protdtipos de estrutura molecular complexa, que
dificilmente seriam obtidos por sintese ou pela quimica combinatéria (CRAGG &
NEWMAN, 2009; NEWMAN et al., 2003; HOSTETTMANN et al., 2003; YUNES &
CALIXTO, 2001; NEWMAN et al., 2000; CORDELL, 2000; SIMOES et al., 2000;
HOSTETTMANN et al., 1998; CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).

Dentro deste contexto, diversos tipos de pesquisa sé&o desenvolvidos no
Laboratorio LP-1 do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, incluindo-se a que consiste em estudar plantas com potencialidades farmacoldgicas
e terapéuticas, visando isolar e caracterizar os metabdlitos secundarios bioativos. Os
extratos brutos e/ou substancias isoladas sdo submetidos a bioensaios de toxicidade para
Artemia salina, atividade fungitoxica, atividade citotoxica in vitro frente a linhagens de
células tumorais e atividade genotdxica in vitro e a testes de atividade antioxidante.

Estes estudos sdo realizados com espécies pertencentes a familias selecionadas,
particularmente, Lauraceae, Meliaceae, Combretaceae e Bignoniaceae, devido ao fato de
que muitas das plantas pertencentes a estas familias sdo ricas em metabdlitos secundérios,
muitos deles bioativos.

Estas diferentes abordagens tém originado bons resultados, sendo obtidos e
caracterizados metabdlitos secundarios de interesse, alguns dos quais bioativos quanto a
toxicidade para A. salina (GARCEZ, 2006; GARCEZ et al., 2005a; GARCEZ et al.,
2005b; GARCEZ et. al., 2004; GUERBAS NETO, 2003; GARCEZ et al.,, 2003a;
GARCEZ et al., 2003b; BATISTA, 2001; GARCEZ et al., 2000; RAMOS, 1999;
GARCEZ et al., 1999; GARCEZ et al., 1998; GARCEZ et al., 1997a; GARCEZ et al.,
1997b; GARCEZ et al., 1996; GARCEZ et al., 1995).

Com base nas informagdes acima relatadas, o presente trabalho visa contribuir
para 0 conhecimento da composi¢do quimica e das atividades biologicas de plantas da
familia Lauraceae, realizando o estudo de um espécime de Ocotea acutifolia.
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- FAMILIA LAURACEAE - GENERO Ocotea

A familia Lauraceae compreende 54 géneros e cerca de 2500 espécies, as quais
sdo predominantemente arbdreas, ocorrendo principalmente nas regifes tropicais e
subtropicais do planeta, estendendo-se a regides de clima temperado. No Brasil, esta
familia é representada por 19 géneros e aproximadamente 390 espécies (CHRISTOPHEL
& ROWETT, 1996; JOLY, 1991; GOTTLIEB, 1972).

Muitas das espécies pertencentes a familia Lauraceae sdo consideradas
medicinais e de utilizacdo variada, desempenhando diferentes funcbes contra diversas
doencas. Algumas espécies sdo amplamente utilizadas pela sociedade, podendo-se destacar
entre elas a canfora (Cinnamomum camphora), utilizada como cardiotonico, anestésico e
cicatrizante e o louro (Laurus nobilis) frequentemente utilizado como estimulante nas
afecgdes gastricas e reumaticas, além de apresentar atividade antiespamddica (MARQUES,
2001).

Como ja mencionado anteriormente, trata-se de uma familia rica em
metabdlitos secundarios, destacando-se 0s pertencentes as seguintes classes: neolignanas e
lignanas, alcaloides aporfinicos e benzilisoquinolinicos, flavonoides, sesquiterpenos, e
pironas (GARCEZ et al, 2005a; GARCEZ et al., 2005b; HENRIQUES et al., 2000;
BARBOSA FILHO, 2000; GARCEZ et al., 1999; GARCEZ et al., 1995; SAKAI et al.,
1989; GOTTLIEB & YOSHIDA, 1989; GOTTLIEB, 1972), sendo ainda algumas espécies
ricas em Oleo essencial (BRUNI et al., 2004; SCORA & SCORA, 2001; DIAZ et al.,
1980).

Inserido na familia Lauraceae, Ocotea € um género que inclui mais de 300
espécies de arvores e arbustos, distribuidas principalmente pelas regides tropicais e
subtropicais da América Central e América do Sul, com poucas espécies na Africa e em
Madagascar (ROHWER, 1993).

Este género apresenta o maior nimero de espécies empregadas na medicina
popular, as quais sdo usadas como anti-reumaticas, depurativas, tonicas, estomaquicas,
sudorifica e contra abcessos (MARQUES, 2001; RIZZINI & MORS, 1976). Estudos
etnobotanicos mencionam o uso de Ocotea aciphylla por indios do Xingu, onde a folha é
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utilizada para enrolar cigarro usado pelo pajé em rituais de cura. Esta folha, quando
queimada, pode apresentar um efeito narcético (EMMERICH & SENNA, 1985).

Diversas plantas pertencentes a este género produzem 6leos essenciais, que em
alguns casos tém importancia econdmica. Pode-se citar, por exemplo, O. cymbarum, O.
caudata, O. pretiosa e O. usambarensis, que sdo exploradas comercialmente. Algumas
espécies sdo também importantes na producdo de madeira, entre estas destacando-se O.
porosa, O. odorifera O. puberula e O. bullata (LORENZI, 2002).

Quanto a composi¢do quimica de representantes de Ocotea, destacam-se 0s
alcaloides aporfindides e benziltetraidroisoquinolinicos, benzopiranos e principalmente,
neolignanas (ZANIN & LORDELLO, 2007; TELES et al., 2005; SILVA et al., 2002;
LORDELLO & MASSAYOSHI, 1997; GARCEZ et al., 1995; GUINAUDEAU et al.,
1994; BOTEGA et al., 1993; SILVA et al., 1989; DODSON et al., 1987; KHAN et al.,
1987; VECCHIETTI et al., 1979).

Com relagdo a O. acutifolia, ndo foi encontrado na literatura nenhum relato

sobre a composicao quimica desta espécie.

2.2- Ocotea acutifolia

Ocotea acutifolia (Nees) Mez., conhecida popularmente como canela bosta,
canela-massapé, louro-branco-do-parana ou louro-do-parana, é uma arvore de grande porte
portando folhas persistentes, verde-escuro brilhante, simples, lanceoladas e de 6 a 11
centimetros de comprimento. A arvore floresce na primavera e no verdo. As flores séo
brancas, mindsculas, em paniculas axilares ou subterminal. Seu fruto é uma baga elipsoide,
cupula hemisférica, coriacea com margem simples (NEES, 1833).

O. acutifolia possui madeira adequada para 0 uso em marcenaria e construgdes
(MARQUES, 2001). Esta espécie esta dispersa na América do Sul, com ocorréncia no
nordeste da Argentina e no norte do Uruguai, no Brasil ocorre principalmente na regido sul
do pais (ROHWER, 1986).
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Figura 1- Ocotea acutifolia (Nees) Mez.

2.2- ALCALOIDES de Ocotea

Os alcaloides isoquinolinicos constituem o maior grupo de alcaloides vegetais,
ocorrendo em diversas familias de plantas (ROBBERS et al., 1996; SILVA et al., 2002).
Trata-se de um grupo extenso de alcaloides relacionados biogenética e estruturalmente,
sendo as principais classes destes compostos o0s tetraidroisoquinolinicos,
benziltetraidroisoquinolinicos, aporfinicos, proaporfinicos,
bisbenziltetraidroisoquinolinicos, dibenzopirrocolinicos, protoberberinicos e
benzofenantridinicos (Figura 2) [SHAMA, 1972].
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N\R N\R N\R
tetraidroisoquinolinico

benziltetraidroisoquinolinico proaporfinico
N \R R/ I\%O N \R
O
aporfinico bisbenziltetraidroisoquinolinico
N
\R
dibenzopirrocolinico protoberberinico benzofenantridinico

Figura 2- Esqueletos carbbnicos das principais classes de alcaloides isoquinolinicos

Os alcaloides benzilisoquinolinicos sdo estruturalmente os precursores destas
classes e a partir desta estrutura base, através de uma série de oxidacdes e ciclizagbes séo
originados os outros esqueletos (SHAMA, 1972). A figura 3 ilustra a relacdo biossintética
entre o precursor, um alcaloide do tipo benziltetraidroisoquinolinico, o qual é formado pela
condensacgdo de duas unidades derivadas de tirosina, e os alcaloides com esqueleto do tipo
aporfinico e morfinano.

Em espécies de Ocotea, os alcaloides isoquinolinicos sdo substancias bastante
frequentes. Dos mais de 200 representantes deste género sessenta e cinco tiveram seus

estudos quimicos e/ou farmacoldgicos realizados e das espécies que foram estudadas
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quimicamente, em vinte e cinco foi constatada a presenga de cerca de oitenta alcaloides
isoquinolinicos, sendo os aporfindides, alcaloides estruturalmente relacionados aos
isoquinolinicos, os de maior ocorréncia nas espécies (Tabela 1, figura 4). No entanto, a
literatura também relata a ocorréncia de outros tipos de esqueletos de alcaloides no género,
tais como os morfinanos (ALAIN et al., 2007; VECHIETTI et al., 1981; VECHIETTI et
al., 1977; VECHIETTI et al., 1976), embora presentes em quantidades pouco expressivas.

HOD/\
NH
HO ?

Dopamina

CO,H O,H
— )
mZ NH,
HO ~
Fenilalanina Tirosina

4-hidroxifenilacetaldeido

HO. CH;0 CH;0 CHsO, CHz0
NH
NH NH NH NH
HO HO . © D HO
—> HO. —> . E— ; —>
HO CH40 CH40 CHs0 CHy0
norcoclaurina nor-reticulina H

norisoboldina
CH30 CH;0 CHs0.
O
H
CH30 CH3O CH3O
norpalidina

Figura 3- Sequéncia biossintética atualmente aceita evidenciando a sequéncia comum de
alcaloides aporfinicos e morfinanos
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Varios alcaloides aporfindides comumente encontrados em plantas do género
Ocotea apresentam pronunciada bioatividade. O alcaloide (+)-dicentrina (VII1), por
exemplo, € um agente intercalante do DNA com diferentes bioatividades, destacando-se
citotoxicidade frente a inimeras linhagens de células humanas tumorais (HOET et al.,
2004; MORTEZA-SEMNANI et al., 2003; STEVIGNY et al., 2002; SHEN et al., 2000;
HUANG et al., 1998; KONDO et al., 1990; LIOU et al., 1979). O alcaloide (+)-Glaucina
(XVI1) também exibe atividade antineoplasica (HOET et al., 2004; KONDO et al., 1990;
LIOU et al., 1979). E descrito ainda atividade antitumoral frente & linhagem celular HepG2
para os alcaloides (+)-nordomesticina (XXX), (+)-domesticina (XXIX) e (-)-caaverina
(FOURNET et al., 2007).

(+) Dicentrina (VI11) apresenta atividade anti-topoisomerase | e Il (HOET et
al., 2004; WOO et al.,1999) sendo também considerado antagonista a 1-adrenoceptor,
assim como o alcaloide (+) ocoteina (XXXVI) [CHANG et al., 1997; YU et al., 1994].

Dicentrinona (XXXVI), além de exibir significativa acdo vasorelaxante
(CHEN et al., 1997), inibe a agdo catalitica da enzima topoisomerase | (ZHOU et al., 2000)
e (+)-nantenina (XLII) atua como bloqueador de contragdo muscular e translocagéo de
Ca** (RIBEIRO et al., 2003).

A literatura registra a agdo toxica contra diferentes fungos demonstrada pelos
alcaloides (+) glaucina (XV1) e (+) dicentrina (VI11) [MORTEZA-SEMNANI et al., 2003;
HSU et al.,, 1991, MA et al, 2000]. (+)-Nordicentrina (XL) é considerado um potente
antifangico frente a Clodosporium cladosporioides (PUVANENDRAN et al., 2008).

Atividade antiagregante plaquetaria é relatada para (+)-dicentrina (V11I), (+)-
ocoteina (XXXVI), (+)-hernovina (LX), (+)-predicentrina (1X) e (+)-N-metillaurotetanina
(L) [WU et al., 1998; CHANG et al., 1998; CHEN et al., 1997; CHEN et al., 1996]. Para
glaziovina (XI11), isolado de O. glaziovii, é relatado efeito anti-Glcera em camundongos
(CHAUMONTET et al., 1978).

Atividade tripanocida foi relatada para os alcaloides (+) glaucina (XLI) e (+)-
predicentrina (1X), os quais inibiram o crescimento de Trypanosoma cruzi (MORELLO et
al., 1994). Relata-se também para (+)-dicentrina (VI11) atividade antitripanosomal contra
Trypanosoma brucei brucei (HOET et al., 2004).

Os alcaloides (+)-nordomesticina (XXX), (+)-domesticina (XXIX) e (-)-
caaverina isolado de O. lancifolia apresentaram resultados interessantes frente aos

parasitas Leishmania brasiliensis, L. amazonensis, L. donavani e Trypanosoma crusi
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(FOURNET et al., 2007). (+)-Isodomesticina (LI11), (+)-N-metillaurotetanina (LI11) e (+)-
nantenina (XLII) também apresentaram atividade antileishmania, inibindo o crescimento
do parasita Leishmania mexicana (CORREA et al., 2006).

Para (+)-N-metillaurotetanina (L11), (+)-isoboldina (XV) e (+)-glaucina (XL1I)
existem registros de atividades antipoliovirus (STIGLIANI et al., 1998; BOUSTIE et al.,
1998) e para o oxaporfinico talicminina (LI) hd relatos na literatura de atividade

antiplasmodial frente a Plasmodium falciparum (WRIGHT et al., 2000).
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Tabela 1- Alcaloides aporfindides obtidos de espécies de Ocotea (Lauraceae)

Espécies Alcaloides # Parte estudada Ref.

O. holdridgeiana (+)-isocoridina Cascas VARGAS et al., 1996

(+)-norisocoridina

(+)-corituberina

(+)-0,0 dimetilcorituberina J\Y4 Folhas CASTRO & RUIZ,
(-)-3-metoxinuciferina \% 1994
(-)-3-hidroxinuciferina VI

(+)-isocoridina 1
O. bucherii (+)-3-hidroxiglaucina Vil Folhas/galhos ROENSCH et al., 1983
O. brachybotra (+)-dicentrina Vil Folhas VECCHIETTI et al.,
(+)-predicentrina X 1977
(+)-cassiticina X
(+)-ocopodina Xl
(+)-leucoxina Xl
(+/-)-glaziovina X
O. brenesii 3-hidroxi-6a, 7- XV Folhas LOPEZ et al., 1996
dehidronuciferina
(+)-isocoridina 1
(-)-3-hidroxinuciferina \Yi|
O. caesia (+)-isolbodina XV Madeira do VILEGAS et al., 1989
(+)-norisolbodina XVI tronco
(-)-pulcina XVl
(-)-zenquerina XV
(+)-nororientina XIX
O. glaziovii (+/-)-apoglaziovina XX Folhas GILBERT et al., 1964;
(+/-)-glaziovina Xl CASAGRANDE &
FERRARI, 1975
(-)-pronuciferina XX1 Folhas CASAGRANDE &
(+)-crotsparina XX FERRARI, 1975
(-)-caaverina XX
(-)-asimilobina XXIV
(+/-)-lirinidina XXV
(+)-isolbodina XV
O. gomesii (+)-preocoteina XXVI Cascas LOPEZ et al.,1995
O. insularis talictuberina XXVII Folhas HASBUN &

3-O-dimetiltalictuberina XXVIII CASTRO, 1993
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Tabela 1 (continuacdo)- Alcaloides aporfindides obtidos de espécies de Ocotea

Ref.

Espécies Alcaloides # Parte estudada
O. lancifolia (+)-domesticina XXIX Cascas do FOURNET et al.,
(+)-nordomesticina XXX caule 2007
(+)-laurotetanina XXXI1
(+)-nornantenina XXX
(+)-corituberina 1
glaziovina X
(+)-isoboldina XV
(+)-norisoboldina XVI
crostparina XX
(-)-caaverina XX
O. leucoxylon (+)-dicentrina Vil Folhas GOODWIN, et al.,
(+)-leucoxina X 1960
(+)-leucoxilonina XXX
(+)-dicentrina Vil Folhas ZHOU et al., 2000
dicentrinona XXXIV
lequesnamina XXXV Madeira IMLER et al., 2003
(+)-ocoteina XXXVI - AHMAD & CAVA,
(+)-ocoxilonina XXXVII 1977
(+)-leucoxilonina XXX
O. macropoda (+)-dicentrina Vil - CAVA et al, 1968
deidrodicentrina XXXV
(+)-ocopodina Xl
dicentrinona XXXIV - CAVA &
deidroocopodina XXXIX VENKATESWARLU
(+)-nordicentrina XL 1971
(+)-predicentrina X
O. macrophylla (+)-glaucina XLI Madeira do FRANCA et al., 1975
(+)-nantenina XL tronco
(+)-isocoridina 1
deidronantenina XL
(+)-nantenina XL - RIBEIRO et al., 2003
O. meziana (+)-nandigerina XLIV Cascas LOPEZ et al., 1995
O. minarum (+)-dicentrina Vil Folhas VECCHIETTI et al.,
(+)-predicentrina X 1979
(+)-ocopodina Xl
(+)-leucoxina Xl




Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software

http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.
Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae) 11

Tabela 1 (continuacdo)- Alcaloides aporfindides obtidos de espécies de Ocotea

Espécies Alcaloides # Parte estudada Ref.
O. minarum (+)-leucoxilonina XXX Folhas VECCHIETTI et al.,
dicentrinona XXXIV 1979
(+)-ocoteina XXXVI
(+)-hidroxidicentrina XLV
(+)-iso-oconovina XLVI
(+)-norleucoxilonina XLVII
(+)-ocominarina XLVIII
(+)-ocotominarina XLIX
ocominarona L
talicminina LI
O. puberula dicentrina Vil - ZANIN &
predicentrina 1X LORDELLO, 2007
leucoxina Xl
N-metillaurotetanina LIl
isodomesticina LI
N-oxido dicentrina LIV
talicminina LI - BARALLE et al.,
1973
(+)-ocoteina XXXVI Cascas VERNENGO et al.,
1957; JACOBUCCI,
1954
- ZANIN &
LORDELLO, 2007
deidroocoteina Lv Cascas BARALLE et al.,
dideidroocoteina LVI 1972
3-hidroxidicentrina Lvi - ZANIN &
LORDELLO, 2007
O. sinuata nordomesticina XXX - ZANIN &
LORDELLO, 2007
Ocotea sp. (+)-isocoridina 1 - CAVA et al, 1968
(+)-oconovina Lvii
(+)-ococriptina LIX
O. teleiandra (+)-hernovina LX Madeira do VILEGAS &
(+)-laetanina LXI1 tronco GOTTLIEB , 1992
(-)-laetina LXII
(+)-ovigerina LXii
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Tabela 1 (continuacdo)- Alcaloides aporfindides obtidos de espécies de Ocotea

Espécies Alcaloides # Parte estudada Ref.
O. teleiandra (+)-nandigerina XLIV Madeira do VILEGAS &
tronco GOTTLIEB, 1992
O. variabilis variabilina LXIV - CAVAcetal., 1972
(+)-glaziovina X1
(+)-apoglaziovina XX
(+)-nantenina XL
O. vellosiana coridina LXV Frutos GARCEZ et al., 1995
O-metilcassifilina LXVI
(+)-isocoridina 1
(+)-dicentrina Vil
predecentrina X
ocopodina Xl
leucoxilonina XXX
ocoteina XXXVI
nordicentrina XL
glaucina XLI
ocominarina XLviil

ocotominarina XLIX
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6

1-R1, Rg, Rz =H; Ry, R3, Rs = OCHj3; R4, = OH

m- R]_, RG! R7 =H; Rz, R5 = OCHg, Rg, R4 =0OH
V- R]_, RG! R7 =H; Rz, Rg, R4, R5 :OCH3

V-Ry, Ry, R3=0CH3; R4, Rs, Rg, R;=H

ﬂ' R]_ =0OH; Rz, R3 = OCHg, R4, R5, RG! R7 =H
VII- Ri=0OH; Ry, R3, Rs, Rg= OCH3; R4, R, =H
M' R]_, R4, R7 =H; R2 =OH; Rg, R5, RG = OCH3
ﬁ' R]_, R4, R7 =H; Rz, R5 = OCHg, Rg, RG =0OH
XVII- R]_, R4, RG! R7 =H; Rz, R5 = OCHS, R3 =0OH
&' R]_, R4, RG! R7 =H; R2 = OCHg, Rg, R5 =OH
m- R]_, R4, R5, RG, R7 = H, Rz = OCHg, Rg: OH
XXVI- R]_, Rz, R5, RG = OCHg, R3 =0OH; R4, R7 =H
XLI- Ry, R4, R =H; Ry, R3, Rs, Rg = OCH3

XLVI- R]_, Rz, R4, R5 = OCHg, R3 =0OH; RG! R7 =H
u' R]_, R4, R7 =H; Rz, Rg, RS:OCHg; RG =OH
LVIII- Ry, Ry, R3, Rs =0OCH3; R, =0OH; Rg, R, =H
w' R]_, RG! R7 =H; Rz, R4, R5 = OCHg, R3 =0OH

<

11- R]_, Rz, R5 =H; Rg, R4 = OCH3

-R1, Ry, Rs =H; R3 =0OCH3;; R, = OH

I- R]_, R2 =H; Rg, R4, R5 = OCH3

ll- R1, R; = H; R, Ry = OCH3; Rs = OH
XXXIII- R1, Rs, Ry, R = OCHy: R, = H
XXXVI- R1, Ry, R; = OCHs: Ry, Ry = H
XXXVII- R1, R3, R4= OCH3; R; =H; Rs = OH
M' R]_ =0OH; Rz, R5 =H; Rg, R4 = OCH3

pep|

X

6

- Ry, Rg, R, = H; Ry, R3, Rs = OCH3; R, = OH
M' R]_, R4, R7 =H,; Rz, R5 = OCHg, Rg, RG =0OH
XVIII- R]_, R4, RG! R7 =H; Rz, R5 = OCHg, R3 =0OH
XIX-Ry, R4, R5, R, =H; Ry, Rg =OCHj; R; = OH
XXIII- R]_, R4, R5, RG! R7 =H; R2 :OCHg, R3 =0OH
XXIV- R]_, R4, R5, RG, R7 = H, Rz :OH, R3 = OCH3
XXXI- R]_, R4, R7 =H; Rz, Rg, R5: OCHg, RG =0OH
g' R]_, RG! R7 =H; Rz, R5 =0OH; Rg, R4 = OCH3
LXI- R]_, R4, R7 =H; Rz, R5 =OH; Rg, RG = OCH3

&' R]_, Rz, R5 = H, Rg, R4: OCH3
XLIV-Ry, R4, Rs =H; R, = 0OCHj3; R = OH
XLVII- R]_, Rg, R4, R5 = OCHg, R2 =H
LXVI- R]_, Rg, R4 = OCHg, Rz, R5 =H

Figura 4- Estruturas dos alcaloides aporfindides obtidos de espécies de Ocotea



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae) 14
R CH; H
H
R: R
N NH ( N
Ry SCH; Ry NCH;
Ry
R5 H3CO
CH3
XXIX- Ry, R4, Rs =H; R, =0CHj3; R3 = OH XXX-R; =0CHg;; R, =0OH XLV
XLIH- Ry, R4y Rs=H; Ry, R3= OCH3 XXXI- Ry, R; = OCH;
LI- Ry, Ry, Rs =H; R; =OH; R3 = OCHj3
Ri
< HO.
+
( N<2H NH
N 3
\CH?’ H3CO
R
H3CO' (
Rs
CH3
LIV LXI1I
XLVII- Ry, R; =H; R3 = OCHj,4 T
XLIX-Ry, R3=0CH3; R, = H
HsC
( NH
N
\ H SCH;
HsCO NCH;,
HO ( P H,
PhessC H s
H3CO
LXI1II LXIV

C
X

Figura 4 (continuagédo)- Estruturas dos alcaloides

Ocotea

aporfindides obtidos de espécies de



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae) 15
R1
H
( N ( H3CO,
N
N
R HsCO NCH;,
R Rs (
4
XXXIV- Ry, Ry, Rs=H; R;, Ry= OCHj, X XV

L-Ry,R3, Ry Rs=0CH3 R, =H
LI-Ry, R3, R4 =0CH3; Ry, Rs =H

CH,
H,CO.
! <
H3COf \CH3 N\CH3
HsC
CHa
XXXVII- Ry, Ry, Rs = H: Ry, Ry = OCHj XLt Lvi
LV-R;, R3, Ry =0CH3; R, Rs=H
XXXIX- Ry, R, =H; R3, R4, Rs = OCHjs
R
H3CO. R
N R
Ry NCH;, NH
HO' o iHs
H . H yn |\ e C H
o)
o)
XIlI- R, = OCH3; R, = OH Xl XXVII- Ry, R, = OCH;
XXI- Ry, R, =OCHj XXVIII- R; = OH; R, = OCHs

Figura 4 (continuacdo)- Estruturas dos alcaloides aporfindides obtidos de espécies de
Ocotea



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software

http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.
Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae) 16

3- OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:

- realizar o estudo quimico das folhas e cascas do caule de um espécime de
Ocotea acutifolia que ocorre em Mato Grosso do Sul, visando ao isolamento e
caracterizacao dos metabdlitos secundarios,

- Submeter os extratos brutos, fracdes e/ou metabodlitos secundarios obtidos a
ensaios de atividades bioldgicas, particularmente os de toxicidade para Artemia salina e
atividades citotdxica frente a linhagens de células cancerigenas, genotéxica em asas de

Drosophila melanogaster e antifingica frente a cepas padrédo de leveduras.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software

http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae)

4- MATERIAL E METODOS

4.1- COLETAE IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado em marco de 2006, no municipio de Japord,
regido sul de Mato Grosso do Sul. A identificagdo da planta foi realizada por Dr. Jo&o
Baitello (Instituto Florestal de S&o Paulo, SP) e MSc. Flavio Macedo Alves (DBI/UFMS),
sendo uma excicata depositada no herbario da UFMS (CGMS) sob o nimero 15441.

4.2- OBTENCAO DO EXTRATO ALCALOIDICO DAS FOLHAS DE 0. acutifolia

As folhas (500 g) de O. acutifolia foram submetidas a secagem ao ar, moidas e
posteriormente extraidas exaustivamente com etanol, a frio. O extrato resultante foi filtrado
e concentrado sob pressdo reduzida até consisténcia xaroposa. Ao extrato etandlico obtido
foram adicionados 200 ml de &cido acético 10% e 50 ml de acetato de etila. Este sistema
foi mantido sob agitagéo intensa por 2 horas e entdo transferido para um funil de separagdo
com auxilio de 300 ml de acetato de etila e 50 ml de agua. O funil foi agitado varias vezes
por cerca de 30 minutos e deixado em repouso até completa separagdo das fases.

A fase acetato de etila foi retirada e a aquosa alcalinizada a pH 8 com NH,OH
concentrado, sendo em seguida submetida a extracdo com acetato de etila (200 ml, 3
vezes). A fase acetato de etila assim obtida foi lavada com 100 ml de &gua e o solvente

evaporado sob pressdo reduzida, resultando 3,0 g de extrato alcaloidico.

4.2.1- FRACIONAMENTO DO EXTRATO ALCALOIDICO DAS FOLHAS DE O.

acutifolia

O extrato alcaloidico (3,0 g) foi inicialmente submetido a cromatografia em
coluna de silica gel 40-63 mm (150 g), eluida em CHCI3/MeOH em gradiente de polaridade
crescente. Foram coletadas 162 fragdes, sendo a primeira de 50 ml, a segunda e a terceira

de 25 ml e as demais de 10 ml. As fragGes foram analisadas por CCDA e reunidas aquelas

17
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que apresentaram perfil cromatografico semelhante. Desse processo resultaram 18 fragdes
(OAF-ALC 1 2 18) [Tabela 2].

Tabela 2- Fracionamento do extrato alcaloidico das folhas de O. acutifolia (Coluna ALC)

Eluente Fracdo Massa (mg)
CHCI3/MeOH 5% OAF-ALC 1 2855
CHCI3/MeOH 5% OAF-ALC 2 312,3
CHCI3/MeOH 5% OAF-ALC 3 4289
CHCI3/MeOH 5% OAF-ALC 4 1229
CHCI3/MeOH 5% OAF-ALC5 47,0
CHCI3/MeOH 5% OAF-ALC 6 60,2
CHCI3/MeOH 5% OAF-ALC 7 132,2
CHCI3/MeOH 5% OAF-ALC 8 20,2
CHCI3/MeOH 5% OAF-ALC 9 50,3
CHCI3/MeOH 5% OAF-ALC 10 55,8
CHCI3/MeOH 6% OAF-ALC 11 25,7
CHClI3/MeOH 6% OAF-ALC 12 34,5
CHCI3/MeOH 7% OAF-ALC 13 18,1
CHCI3/MeOH 8% OAF-ALC 14 21,3
CHCI3/MeOH 10% OAF-ALC 15 414
CHCI3/MeOH 20% OAF-ALC 16 40,4
CHCI3/MeOH 20% OAF-ALC 17 52,7
CHCl3s/MeOH 30% OAF-ALC 18 48,5

Foram selecionadas para estudo, visando ao isolamento, caracterizagcdo dos
metabdlitos secundarios e avaliacdo de atividades bioldgicas as fragdes OAF-ALC 1, OAF-
ALC 2, OAF-ALC 3, OAF-ALC 4, OAF-ALC 5, OAF-ALC 6, OAF-ALC 7, OAF-ALC 9,
OAF-ALC 10 e OAF-ALC 16.
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4.2.2- FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE OAF-ALC 1, OAF-ALC 2,
OAF-ALC 3, OAF-ALC 4, OAF-ALC 5, OAF-ALC 6, OAF-ALC 7, OAF-ALC 9,
OAF-ALC 10 e OAF-ALC 16

4.2.2.1- Separacdo dos componentes da fracdo OAF-ALC 1

A fragdo OAF-ALC 1 (285,5 mg) foi inicialmente dividida em 2 porgoes,
sendo cada uma delas submetida a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 (3/26
cm), eluida em MeOH. Foram aplicados cerca de 140 mg de material de cada vez e
coletadas, em média, 36 fragdes, sendo a primeira de 35 ml, a segunda de 15 ml e as
demais de 5 ml. As fragfes obtidas foram analisadas por CCDA e reunidas aquelas que
apresentaram perfil cromatografico semelhante. Desse processo resultaram 8 fragdes
(OAF-ALC A 1 a 8) [Esquema 1a].

Da fracdo OAF-ALC A 2 obteve-se 0 composto (+)-talicsimidina (14) [4,0 mg]
e da fragdo OAF-ALC A 4 (15,0 mg) os compostos (+)-dicentrina (1), (+)-ocoteina (2) e

talicminina (17).

4.2.2.2- Separacao dos componentes da fracdo OAF-ALC 2

A fragdo OAF-ALC 2 (312,0 mg) foi inicialmente dividida em 3 porgdes,
sendo cada uma delas submetida a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 (3/26
cm), eluida em MeOH. Foram aplicados cerca de 100 mg de material de cada vez e
coletadas, em média, 33 fragdes, sendo a primeira de 35 ml, a segunda de 15 ml e as
demais de 5 ml. As fragdes foram analisadas por CCDA e reunidas aquelas que
apresentaram perfil cromatografico semelhante. Desse processo resultaram 9 fragdes
(OAF-ALC B 1 a9) [Esquema 1a].

Da fracdo OAF-ALC B 1 (21,0 mg) obteve-se (+)-ocoteina (2), de OAF-ALC
B 2 (10,0 mg) obteve-se (+)-dicentrina (1) e da fragdo OAF-ALC B 6 (5,3 mg) obteve-se o

composto (+)-neolitsina (12).
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4.2.2.3- Separacdo dos componentes da fracdo OAF-ALC 3

O perfil cromatografico, ap6s analise por CCDA, da fragdo OAF-ALC 3 (428,5
mg) mostrou ser bastante semelhante ao da fracdo anterior OAF-ALC 2. Sendo assim,
parte da fragdo OAF-ALC 3 (80,0 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20 (3/26 cm), eluida em MeOH. Foram coletadas 38 fragdes, sendo a
primeira de 35 ml, a segunda de 15 ml e as demais de 5 ml. Desse processo resultaram 8
fracbes (OAF-ALC C 1 a 8), ap6s analise das mesmas por CCDA [Esquema 1a].

Das fragdes OAF-ALC C 4 a 6 (60,2 mg) foram também obtidos os compostos

(+)-dicentrina (1) e (+)-ocoteina (2) em mistura.

4.2.2.4- Separacdo dos componentes da fragdo OAF-ALC 4

OAF-ALC 4 (122,9 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de Sephadex
LH-20 (3/26 cm), eluida em MeOH. Foram coletadas 34 fracdes, sendo a primeira de 35
ml, a segunda de 15 ml e as demais de 5 ml. Desse processo resultaram 9 fragcdes (OAF-
ALC D 1 a 9), apés andlise de seus respectivos perfis cromatograficos em CCDA
[Esquema 1a].

A fragdo OAF-ALC D 3 (11,4 mg) forneceu mistura de (+)-dicentrina (1) e

(+)-leucoxina (9).

4.2.2.5- Separacao dos componentes da fragdo OAF-ALC 5

A fracdo OAF-ALC 5 (47,0 mg) foi analisada por CLAE em silica de fase
reversa. Foram estabelecidas as condi¢Ges de separacdo em coluna analitica (Figura 5) e as
substancias purificadas através de coluna semipreparativa (Esquema 1a). Desse processo
foram obtidos mistura (5,2 mg) de (+)-N-metillaurotetanina (15) e (+)-predicentrina (16),
0s compostos (+)-isodomesticina (13; 6,4 mg) e (+)-leucoxina (9; 14,2 mg) e ainda

mistura (7,0 mg) de 9 e (+)-ocoxilonina (10).
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Figura 5- Cromatograma analitico da fragdo OAF-ALC 5. Coluna Phenomenex-Luna C-8,
5 um, 4,60 x 250 mm; eluente MeOH/H,0O (60:40); fluxo de 0,7 mL/min; detector UV,
280 nm
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Esquema la- Fracionamento de OAF-ALC 1, OAF-ALC 2, OAF-ALC 3, OAF-ALC 4,
OAF-ALC 5, OAF-ALC 6, OAF-ALC 7, OAF-ALC 9, OAF-ALC 10 e OAF-ALC 16

originadas do extrato alcaloidico das folhas de O. acutifolia

Extrato alcaloidico

(+)-ocoteina (2)
e talicminina (17)
15,0 mg

CC Sephadex LH-20
MeOH
Coluna B

OAF-ALCB 1
(+)-ocoteina (2)
21,0 mg

das folhas

(3.00) A: CHCl3
CC silica gel 40-63 nm B: MeOH

A/B 5® 30%

Coluna ALC
AIB 5% A/B 5% ‘ A/B 5% A/B 5% A/B 5%

OAF-ALC 1 OAF-ALC 3 OAF-ALC 4 OAF-ALC 5
285,5mg 80,0 mg 122,9 mg 47 mg
CC Sephadex LH-20
| gfﬂ; A CC Sephadex LH-20
MeOH CC Sephadex LH-20
Coluna C MeOH
Coluna D
OAF-ALC A2 OAF-ALCC4a6
(+)-talicsimidina OAF-ALC 2 | (+)-dicentrina (1)
(14) 312,0 mg e CLAE RP-8,
4,0 mg (+)-ocoteina (2) OAF-ALCD 3 semi-preparativa
60,2 mg (+)-dicentrina (1) e MeOH/H,0 (60:40)
OAF-ALC A 4 (+)-Iiuchcf»r<T:na 9 ::I:xzoéO?nmmL/mm
(+)-dicentrina (1), bl

(+)-N-metillaurotetanina

(+)-predicentrina (16)
5,2 mg

OAF-ALCB 2
(+)-dicentrina (1)
10,0 mg

(+)-leucoxina

)
14,2 mg

(15)
e

OAF-ALC B 6
(+)-neolitsina (12)
5,3 mg

(+)-leucoxina (9)
e (+)-ocoxilonina
(10)

7,0 mg

(13)
6,4 mg

(+)-isodomesticina
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4.2.2.6- Separacdo dos componentes da fracdo OAF-ALC 6

OAF-ALC 6 (60,2 mg) foi inicialmente submetida a cromatografia em coluna
de Sephadex LH-20 (3/26 cm), eluida em MeOH. Foram coletadas 30 fragdes, sendo a
primeira de 35 ml, a segunda de 15 ml e as demais de 5 ml. As fra¢6es obtidas foram
analisadas por CCDA e reunidas aquelas que apresentaram perfil cromatografico
semelhante. Desse processo resultaram 6 fragdes (OAF-ALC E 1 a 6) [Esquema 1b].

Da fracdo OAF-ALC E 1 (4,7 mg) obteve-se o composto (+)-palidina (18).

4.2.2.7- Separacdo dos componentes da fracdo OAF-ALC 7

OAF-ALC 7 (132,2 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de Sephadex
LH-20 (3/26 cm), eluida em MeOH. Foram coletadas 48 fracdes, sendo a primeira de 35
ml, a segunda de 15 ml e as demais de 5 ml. Desse processo resultaram 8 fragcdes (OAF-
ALC F 1 a 8), ap0ds analise das mesmas por CCDA [Esquema 1b].

Da fracdo OAF-ALC F 6 (14,0 mg) foi obtida a mistura dos compostos (+)-

nordicentrina (3) e (+)-O-metilcassifilina (4).

4.2.2.8- Separacao dos componentes da fragcdo OAF-ALC 9

A fragdo OAF-ALC 9 (50,3 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20 (3/26 cm), eluida em MeOH. Foram coletadas 38 fragdes, sendo a
primeira de 35 ml, a segunda de 15 ml e as demais de 5 ml. Desse processo resultaram 8
fracbes (OAF-ALC G 1 a 8), apds analise de seus respectivos perfis cromatograficos e
CCDA [Esquema 1Db].

As fragcbes OAF-ALC G 2 e 3 originaram 0 composto (+)-6S-N-6xido ocoteina
(7) [25,2 mg] e a fragdo OAF-ALC G 6 originou o composto (+)-6S-N-0xido dicentrina (5)
[5,0 mg].



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software

http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.
Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae)

4.2.2.9- Separacédo dos componentes da fracdo OAF-ALC 10

A fracdo OAF-ALC 10 (55,8 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20 (3/26 cm), eluida em MeOH. Foram coletadas 32 fra¢Bes, sendo a
primeira de 35 ml, a segunda de 15 ml e as demais de 5 ml. Apds analise por CCDA das
fracOes foram reunidas aquelas que apresentaram perfil cromatografico semelhante. Desse
processo resultaram 9 fragcdes (OAF-ALC H 1 a 9) [Esquema 1b].

A fracdo OAF-ALC H 9 (6,5 mg) forneceu o composto (+)-norocoxilonina
(12).

4.2.2.10- Separacdo dos componentes da fracdo OAF-ALC 16

OAF-ALC 15 (40,4 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de Sephadex
LH-20 (3/26 cm), eluida em MeOH. Foram coletadas 60 fracdes, sendo a primeira de 35
ml, a segunda de 15 ml e as demais de 5 ml. As fragcdes obtidas foram analisadas por
CCDA e reunidas aquelas que apresentaram perfil cromatografico semelhante, resultando 9
fracOes (OAF-ALC I 1 a9) [Esquema 1b].

A fracdo OAF-ALC 1 5 (7,2 mg) forneceu o composto kaempferol-3-O-a-L-

ramnopiranosideo (19).
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Esquema 1b- Seqiiéncia de fracionamento de OAF-ALC 1, OAF-ALC 2, OAF-ALC 3,
OAF-ALC 4, OAF-ALC 5, OAF-ALC 6, OAF-ALC 7, OAF-ALC 9, OAF-ALC 10 e
OAF-ALC 16 originadas do extrato alcaloidico das folhas de O. acutifolia

Extrato alcaloidico

5,0 mg

das folhas
(3,00) A: CHCl,
B: MeOH
CC silica gel 40-63 nm
A/B 5® 30%
Coluna ALC
A/B 5% A/B 5% A/B 5% A/B 5% A/B 20%
ORF-ALC 6 ORF-ALC 7 OAF-ALC 9 OAF-ALC 10 OAF-ALC 16
60,2 mg 132,2 mg 50,3 mg 55,8 mg 40,4 mg
(IE/IC (')Si'phadex LH-20 CC Sephadex LH-20
€ MeOH
CC Sephadex LH-20
Coluna E CC Sephadex LH-20 | Coluna G MeOIip adex CC Sephadex LH-20
MeOH C MeOH
oluna H
OAF-ALCE 1 Coluna F Coluna |
+)-palidina
™) ?18) | OAF-ALCH9
47 mg OAF-ALCG 2e3 (+)-norocoxilonina
(+)-6S-N-0xido (11)
ocoteina (7) 6,5 mg
25,2 mg
OAF-ALC 15
OAF-ALCF 6 kaempferol-3-O-a-
(+)-nordicentrina L-ramnopiranosideo
19)
@3)e (
(+)-O-metilcassifilina OAF-ALC G 6 7,2 mg
() (+)-6S-N-oxido
14,0 mg dicentrina (5)
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4.3- OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE 0. acutifolia

As folhas (2880 g) de O. acutifolia foram submetidas a secagem ao ar, moidas
e posteriormente extraidas exaustivamente com etanol, a frio.

O extrato resultante foi filtrado e concentrado sob pressdo reduzida até
consisténcia xaroposa, fornecendo o extrato etandlico bruto. Apos adigcdo de 1700 mL de
metanol/agua (9:1), o extrato foi submetido a particdo com hexano. A fase hidrometandlica
foi concentrada sob pressdo reduzida até eliminacdo de todo o metanol e em seguida,
particionada com acetato de etila. Desta forma foram obtidos 73,4 g da fase hexanica e

54,0 g da fase acetato de etila.

43.1- FRACIONAMENTO DA FASE HEXANICA PROVENIENTE DA
PARTICAO DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE O. acutifolia

O material presente na fase hexanica (73,4 g) foi submetido inicialmente a uma
cromatografia em coluna (Coluna A), utilizando-se para tal 150 g de silica gel 63-200 nm.
O sistema foi eluido com CHCl,, CH,Clo/AcOEt, AcOEt e AcOEt/MeOH em gradiente de
polaridade crescente. Foram coletadas 39 frages de aproximadamente 250 ml cada e feita
analise por CCDA de cada fragdo obtida, sendo reunidas aquelas que apresentaram perfil
cromatografico semelhante. Desse processo resultaram 13 fragdes (OAF-A 1 a 13) [Tabela
3].
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Tabela 3- Fracionamento da fase hexanica do extrato etandlico das folhas de O. acutifolia

(Coluna A)
Eluente Fracgdo Massa (g)
CH.ClI; OAF-Al 7,16
CH,Cl, OAF-A 2 31,6
CH.ClI; OAF-A 3 12,2
CH.Cl, /AcOEt (9:1) OAF-A 4 8,57
CH,Cl, / AcOEt (7:3) OAF-A5 3,36
CH,Cl, / AcOEt (7:3) OAF-A 6 0,82
CH,Cl, / AcOEt (1:1) OAF-A 7 1,48
AcOEt OAF-A 8 2,98
AcOEt OAF-A9 1,05
AcOEt / MeOH (9:1) OAF-A 10 0,10
AcOEt / MeOH (7:3) OAF-A 11 0,16
AcOEt / MeOH (7:3) OAF-A 12 1,19
AcOEt / MeOH (1:1) OAF-A 13 0,42

Foram selecionadas para estudo, visando o isolamento, caracterizagdo dos

metabdlitos secundarios e avaliacdo de atividades bioldgicas as fragdes OAF-A 1, OAF-A

3, OAF-A 6, OAF-A 8.

4.3.2- FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE OAF-A 1, OAF-A 3, OAF-A

6 e OAF-A8

4.3.2.1- Fragdes OAF-A 1

A fracdo OAF-A 1 (7,16 g) forneceu o composto ficaprenol-12 (20) contendo

pequena propor¢do de impurezas (Esquema 2).
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4.3.2.2- Separacdo dos componentes da fragdo OAF-A 3

Parte da fracdo OAF-A 3 (0,3 g) foi inicialmente submetida a cromatografia
em coluna de silica gel 40-63 mm (40 g), eluida em Hex/AcOEt em gradiente de
polaridade crescente. Foram coletadas 170 fragfes, sendo a primeira de 50 ml, a segunda e
a terceira de 25 ml e as demais de 10 ml. As fragOes foram analisadas por CCDA e
reunidas aquelas que apresentaram perfil cromatografico semelhante. Desse processo
resultaram 10 fragGes (OAF-B 1 a 10) [Esquema 2].

Da fracdo OAF-B 1, eluida em Hex/AcOEt 2 e 3% (21,0 mg) obteve-se o
composto ficaprenol-12 (20) com pequena quantidade de impurezas e e da fracdo OAF-B
6, eluida em Hex/AcOEt 15 e 17% (14,0 mg) obteve-se 0 composto 3-(6’-O-acil-O-b-D-

glucopiranosil)-sitosterol (21).

4.3.2.3- Separacdo dos componentes da fragdo OAF-A 6

A fracdo OAF-A 6 (0,82 g) foi incialmente dividida em duas porcdes, sendo
cada uma delas submetida & cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 (3/26 cm),
eluida em Hex/CH,Cl, (2:8), CH,Cl,/Acetona (3:2) e CH,Cl,/Acetona (2:8). Foram
aplicados cerca de 400,0 mg de material de cada vez e coletadas, em média, 160 fracdes,
sendo a primeira de 35 mL, a segunda de 15 mL e as demais de 5 mL. As fragGes obtidas
foram analisadas por CCDA e reunidas aquelas que apresentaram perfil cromatografico
semelhante, resultando 13 fragGes (OAF-C 1 a 13) [Esquema 2].

A fragdo OAF-C 1 (12,0 mg), eluida em Hex/CH,Cl, (2:8), forneceu o
ficaprenol (20) como composto majoritario, enquanto as fracbes OAF-C 4 a C 8 (22,0
mg), eluidas em CH,Cl,/Acetona (3:2), originaram a mistura dos compostos (+)-dicentrina
(1), (+)-ocoteina (2) e 20.

4.3.2.4- Fracdo OAF-A 8

A fracdo OAF-A 8 (2,98 g) forneceu a mistura de (+)-dicentrina (1) e (+)-

ocoteina (2) e ainda o composto ficaprenol-12 (20) [Esquema 2].
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Esquema 2- Fracionamento de OAF-A 1, OAF-A 3, OAF-A 6 e OAF-A 8 originadas da

fase hexanica do extrato etandlico das folhas de O. acutifolia

Fase Hexanica

A: CH2C|2
(73.49) B: AcOEt
C: MeOH
- D: Hexano
CC silica gel 63-200 mm E: Acetona
A® A/B® B® B/C
Coluna A
A A A/B B
OAF-A 1l OAF-A 3 OAF-A 6 OAF-A 8
7,16 g 0,3¢g 0,82¢g 2,98 ¢

ficaprenol-12
(20)

CC Sephadex LH-20
D/A (2:8) ® A/E
(3:2) ® A/E (2:8)

D/B2e3%

OAF-B1
ficaprenol-12
(20)
21,0mg

Coluna C
CC silica gel 40-63 mm
D/B D/A (2:8) (+)-dicentrina (1)
Coluna B (+)-ocoteina (2) e
OAF-C1 ficaprenol-12
ficaprenol-12 (20)
(20)
12,0 mg
AE (3:2)
D/B 15 e 17% OAF-C 4/8

OAF-B 6

3-(6’-0-acil-O-b-D-
glucopiranosil)-sitosterol

(21)
14,0 mg

(+)-dicentrina (1)
(+)-ocoteina (2), e
ficaprenol-12
(20)

22,0 mg
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4.3.3- FRACIONAMENTO DA FASE ACETATO DE ETILA PROVENIENTE DA
PARTICAO DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE O. acutifolia

O material presente na fase acetato de etila (54,0 g) foi submetido inicialmente
a uma cromatografia em coluna de silica gel de fase reversa RP-18 (Coluna A), utilizando-
se para tal 500 g de silica. O sistema foi eluido com H,O/MeOH (8:2); H,O/MeOH (6:4),
H,O/MeOH (4:6), H,O/MeOH (2:8), MeOH, AcOEt, CHCI; e MeOH. Foram coletadas 8
fracbes (OAF-Ac) de aproximadamente 500 mL cada e feita analise por CCDA de cada
fracdo obtida (Tabela 4).

Tabela 4- Fracionamento da fase acetato de etila do extrato etandlico das folhas de O.

acutifolia (Coluna A)

Eluente Fracgdo Massa (9)
H,O/MeOH (8:2) OAF-Ac 1 -
H,O/MeOH (6:4) OAF-Ac 2 -
H20/MeOH (4:6) OAF-Ac 3 1,0
H,O/MeOH (2:8) OAF-Ac 4 10,0

MeOH OAF-Ac 5 17,0

AcOEt OAF-Ac 6 8,0

CHCls OAF-Ac 7 0,9

MeOH OAF-Ac 8 11

A seguir foram selecionadas para estudo, visando ao isolamento,
caracterizacdo dos metabdlitos secundarios e avaliacdo de atividades bioldgicas, as fragdes
OAF-Ac 4, OAF-Ac 5, OAF-Ac 6 e OAF-Ac 8
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4.3.4- FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE OAF-Ac 4, OAF-Ac 5, OAF-
Ac 6 e OAF-Ac 8

4.3.4.1- Estudo da fracdo OAF-Ac 4

A fracdo OAF-Ac 4 (10,0 g) foi submetida a cromatografia em coluna de silica
gel 63-200 um (120 g) eluida em Hex, Hex/CH.Cl;, CH,Cl,, CH,Clo/AcOEt, AcOEt,
ACcOEt/MeOH e MeOH em gradiente de polaridade crescente. Foram coletadas 16 fragdes
de aproximadamente 300 mL cada e feita analise por CCDA de cada fragdo obtida, sendo
reunidas aquelas que apresentaram perfil cromatografico semelhante. Desse processo
resultaram 13 fraces (OAF-Ac B.1 a 13) [Esquema 3a].

Da fragdo OAF-Ac B.3 (1,8 g), eluida em CH,CI,, obteve-se a mistura dos

compostos (+)-dicentrina (1), (+)-ocoteina (2), (+)-leucoxina (9) e (+)-ocoxilonina (10).

4.3.4.1.1- Separagdo dos componentes da fracdo OAF-Ac B.5

A fragdo OAF-Ac B.5 (430,0 mg), eluida em AcOEt/MeOH 5%, foi submetida
a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 (3/37 c¢m) eluida em MeOH. Foram
coletadas 32 fragdes, sendo a primeira de 35 mL e as demais de 10 mL e apds analise por
CCDA de cada fracdo foram reunidas aquelas que apresentaram perfil cromatogréfico
semelhante. Desse processo resultaram 7 fragdes (OAF-Ac C.1 a 7) [Esquema 3a], tendo
sido obtido como componente majoritario da fracdo OAF-Ac C.3 (12,0 mg) o composto

(kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranosideo (19).

4.3.4.1.2- Separagao dos componentes da fracdo OAF-Ac B.12

A fragcdo OAF-Ac B.12 (MeOH, 180 mg) foi submetida também a
cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 (3/37 cm) no eluente MeOH. Foram

coletadas 30 fragOes, sendo a primeira de 35 mL e as demais de 10 mL. As fragcOes obtidas
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foram analisadas por CCDA e reunidas aquelas que apresentaram perfil cromatografico
semelhante, resultando 9 fragdes (OAF-Ac D.1 a 9) [Esquema 3a].

O composto (+)-6R-N-6xido ocoteina (8) foi obtido da fragdo OAF-Ac D.2
(14,5 mg), enquanto que OAF-Ac D.3 (14,0 mg) forneceu a mistura de (+)-6S-N-Oxido

ocoteina (7) e 8.

4.3.4.1.3- Separacdo dos componentes da fracdo OAF-Ac B.13

A fragdo OAF-Ac B.13 (MeOH, 17,0 mg), foi analisada por CLAE em silica
de fase reversa, ap6s analise dos dados espectrais de RMN 'H e *3C, que revelou a
presenca dos compostos 5 e 6. Foram estabelecidas as condi¢Oes de separagdo em coluna
analitica (Figura 6) e as substancias purificadas através de coluna semipreparativa
(Esquema 3a). Desse processo obteve-se 0s compostos (+)-6R-N-Oxido dicentrina (6) [1,0
mg] e (+)-6S-N-6xido dicentrina (5) [3,1 mg].

TEMPO (min)

Figura 6- Cromatograma analitico da fracdo OAF-Ac B.13. Coluna Phenomenex-Luna C-
18, 5 um, 4,6 x 250 mm; eluente MeOH/H,0 (52:48); fluxo de 0,7 mL/min; detector UV,
280 nm
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Esquema 3a- Fracionamento de OAF-Ac 4, OAF-Ac 5, OAF-Ac 6 e OAF-Ac 8 originadas

da fase acetato de etila do extrato etandlico das folhas de O. acutifolia

A: Hzo
Fase éiieltato de B: MeOH

a C: AcOEt
E: Hexano

CC silica gel Fase Reversa RP-18 F: CHC,

A/B®B® C®D®B

Coluna A

A/B (2:8)

OAF-Ac 4
10,0¢

CC silica gel 63-200 nm

E® E/F® F® F/IC® C®

C/B® B

Coluna B

F C/B 5% B B
OAF-AcB.3
(+)-dicentrina (1), OAF-ACB.5 OAF-Ac B.12 OAF-Ac B.13
(+)-ocoteina (2), 430,0 mg 180,0 mg 17,0 mg
(+)-leucoxina (9) e c 8
(+)-ocoxilonina CC Sephadex LH-20 | CC Sephadex LH-20 LAE RP-18,
(10) MeOH MeOH semi-preparativa
18 Coluna C Coluna D MeOH/HZO (5248)
©4 Fluxo: 7 mL/min
| =280 nm
OAF-AcC.3
kaempferil-a-L-
ramnopiranosideo (19)
12,0 mg (+)-6R-N-
oxido
dicentrina (6)
1,0mg
OAF-AcD.2
() oRN- OAF-AcD.3 (;_)'GSt'N'éXEg)O
_6S-N-06xi 1 icentrina
ocoteina (8) (+)-6S-N o>7<|do ocoteina 31 mg
14,5 mg (7)e )
(+)-6R-N-0xido ocoteina
(8)
14,0 mg
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4.3.4.2- Estudo da fracdo OAF-Ac 5

A fracdo OAF-Ac 5 (17,0 g) foi submetida a cromatografia em coluna de silica
gel 63-200 um (120 g) eluida em Hex, Hex/CH,Cl,, CH,Cl,, CH,CIl,/AcOEt, AcOEt,
AcOEt/MeOH e MeOH em gradiente de polaridade crescente. Foram coletadas 16 fragdes
de aproximadamente 300 mL cada e feita analise por CCDA de cada fragdo obtida, sendo
reunidas aquelas que apresentaram perfil cromatografico semelhante. Desse processo
resultaram 14 fracGes (OAF-Ac E.1 a 14) [Esquema 3b].

A fracdo OAF-Ac E.3 (3,0 g), eluida em CHCl,, originou 0 composto (+)-

ocoteina (2) com pequena proporg¢do de impurezas.

4.3.4.2.1- Separagdo dos componentes da fracdo OAF-Ac E.4

A fragdo OAF-Ac E.4 (405,0 mg), obtida em CH,Cl/AcOEt 1:1, foi
inicialmente dividida em 2 porc¢des, sendo cada uma delas submetida a cromatografia em
coluna de Sephadex LH-20 (3/26 cm) eluida em MeOH. Foram aplicados cerca de 200 mg
de cada vez e coletadas, em média 48 fragdes, sendo a primeira de 35 mL e as demais de
10 mL. As fragbes obtidas foram analisadas por CCDA e reunidas aquelas que
apresentaram perfil cromatografico semelhante, resultando 12 fragcbes (OAF-Ac F.1 a 12)
[Esquema 3b].

Os compostos (+)-dicentrina (1) e (+)-ocoteina (2) foram isolados em mistura
(9,2 mg) das fracbes OAF-Ac F.7 e OAF-Ac F.8, enquanto que a fracdo OAF-Ac F.9
forneceu os compostos 1, 2, (+)-leucoxina (9) e (+)-ocoxilonina (10) também em mistura
(59,0 mg).

4.3.4.2.2- Separagado dos componentes da fracdo OAF-Ac E.11

A fracdo OAF-Ac E.11 (MeOH, 110,0 mg) foi submetida a uma cromatografia

em coluna de Sephadex LH-20 (2/30 cm) no eluente MeOH. Foram coletadas 36 fragdes,

sendo a primeira de 35 mL e as demais de 10 mL. As fragOes obtidas foram analisadas por
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CCDA e reunidas aquelas que apresentaram perfil cromatografico semelhante. Desse
processo resultaram 8 fragcdes (OAF-Ac G.1 a 8) [Esquema 3b].

A fracdo OAF-Ac G.5 forneceu o composto (+)-6R-N-0xido ocoteina (8) [4,0
mg], a fragdo OAF-Ac G.6 (10,0 mg) mistura dos compostos (+)-6S-N-6xido ocoteina (7)

e 8 e a fracdo OAF-Ac G.8 revelou que era constituida apenas pelo composto 7 (13,4 mg).

4.3.4.2.3- Separagdo dos componentes da fracdo OAF-Ac E.12

OAF-Ac E.12 (MeOH, 210,0 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20 (2/30 cm) eluida em MeOH. Foram coletadas 42 fracGes, sendo a
primeira de 35 mL e as demais de 10 mL. Apds analise por CCDA de cada fragdo obtida,
foram reunidas aquelas que apresentaram perfil cromatografico semelhante. Desse
processo resultaram 8 fragcdes (OAF-Ac H.1 a 8) [Esquema 3b].

Da fragdo OAF-Ac H.4 (31,0 mg) foram obtidos em mistura 0s compostos
(+)-6S-N-6xido ocoteina (7) e (+)-6R-N-6xido ocoteina (8).

4.3.4.2.4- Separagdo dos componentes da fracdo OAF-Ac E.13

A fragdo OAF-Ac E.13 (MeOH, 80,0 mg) foi submetida também a
cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 (2/30 cm) eluida em MeOH. Foram
coletadas 46 fragOes, sendo a primeira de 35 mL e as demais de 5 mL. Desse processo
resultaram 10 fracdes (OAF-Ac 1.1 a 10), apds analise de seus respectivos perfis
cromatograficos em CCDA (Esquema 3b).

Da fragdo OAF-Ac 1.2 (7,0 mg) obteve-se a mistura dos compostos (+)-6R-N-
Oxido dicentrina (6), (+)-6S-N-Oxido ocoteina (7) e (+)-6R-N-Oxido ocoteina (8) e das
fracbes OAF-Ac 1.4/1.5 foram isolados em mistura os compostos (+)-6S-N-0xido dicentrina

(5) e7 (14,0 mg), sendo 5 0 composto majoritario.
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Esquema 3b- Sequéncia de fracionamento de OAF-Ac 4, OAF-Ac 5, OAF-Ac 6 e OAF-

Ac 8 originadas da fase acetato de etila do extrato etandlico das folhas de O. acutifolia

A: Hzo
Fase Acgtato de B- MeOH
Etila C: AcOEt
(54,0 g) D: CHCl,
E: Hexano
CC silica gel Fase Reversa RP-18 F: CHLCl,
A/B® B® C®D®B
Coluna A
B
OAF-Ac 5
17,09
CC silica gel 63-200 nm
E® E/F® F®F/C® C® C/B®B
Coluna E
F F/C (1:1) B B B
OAF-ACE3 || OAF-ACE.4 OAF-Ac E.11 OAF-Ac E.12 OAF-Ac E.13
(+)-ocoteina 405,0 mg 110,0 mg 210,0 mg 80,0 mg
2) i CC Sephadex LH-20
300 &igﬁphadex LH-20 CC Sephadex LH-20 | CC Sephadex LH-20 | MeOH
Coluna F MeOH MeOH Coluna |
Coluna G Coluna H |
| | OAF-Ac 1.2
OAF-ACF.1/8 OAF-ACCS |1 0AF-ACGS icentring (@)
. ; (+)-6R-N-6xido (+)-6S-N-6xido . ( )
(+)-dicentrina ocoteina (8) ! (+)-6S-N-oxido
(e 4,0mg ocggezfna () ocoteina (7) e
(+)-ocoteina (2) ’ A mg (+)-6R-N-6xido
9,2 mg ocoteina (8)
7,0 mg
AR ACFS OAF-Ac G.6
-ACE. (+)-6S-N-6xido
Oy | Jemene e | [ e | [
(+)-leucoxina (95 GR_N:OXIdO ocoteina (7) e (+)-65-N-6xido
2O ’ ocoteina (8) L dicentrina (5) e
(+)-ocoxilonina (10) 10,0 mg (+)-6R-N-0xido

59,0 mg

ocoteina (8)
31,0mg

(+)-6S-N-6xido
ocoteina (7)
14,0 mg
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4.3.4.3- Estudo da fracdo OAF-Ac 6

A fracdo OAF-Ac 6 (8,0 g) foi inicialmente submetida a cromatografia em
coluna de silica gel 63-200 pm (80 g) eluida em Hex, Hex/CH,Cl,, CHyCl,,
CH,CI,/AcOEt, AcOEt, AcOEt/MeOH e MeOH em gradiente de polaridade crescente.
Foram coletadas 19 fracdes de aproximadamente 100 mL cada e feita analise por CCDA de
cada fracdo obtida, sendo reunidas aquelas que apresentaram perfil cromatogréfico

semelhante. Desse processo resultaram 14 fracGes (OAF-Ac J.1 a 14) [Esquema 3c].

4.3.4.3.1- Separacao dos componentes da fracdo OAF-Ac J.5

A fracdo OAF-Ac J.5 (128,0 mg), obtida em CH,Cl,, foi submetida a
cromatografia em coluna de silica gel 40-63 mm (40 g), eluida em CHCIls/MeOH em
gradiente de polaridade crescente. Foram coletadas 48 fracdes, sendo a primeira de 50 ml,
a segunda e a terceira de 25 ml e as demais de 10 ml. Desse processo resultaram 8 fracGes
(OAF-Ac K.1 a 8) [Esquema 3c], ap6s andlise de seus respectivos perfis cromatograficos
em CCDA.

Da fragdo OAF-Ac K.7 (5,3 mg), eluida em CHCIl3/MeOH 5%, foram obtidos

0s compostos (+)-dicentrina (1) e (+)-ocoteina (2).

4.3.4.3.2- Separagdo dos componentes da fracdo OAF-Ac J.14

OAF-Ac J.14 (110 mg), eluida em AcOEt/MeOH 1:1, também foi submetida
a cromatografia em coluna de silica gel 40-63 nm (30 g), eluida em CHCl;/MeOH em
gradiente de polaridade crescente. Foram coletadas 124 fragdes, sendo a primeira de 50 ml,
a segunda e a terceira de 25 ml e as demais de 10 ml. As fragdes foram analisadas por
CCDA e reunidas aquelas que apresentaram perfil cromatografico semelhante. Desse
processo resultaram 32 fragdes (OAF-Ac L.1 a 32) [Esquema 3c].

Os compostos talicminina (17) [2,9 mg] e (+)-ocoteina (2) [3,9 mg] foram
obtidos, respectivamente, das fragdes OAF-Ac L.19, eluida em CHCIl3/MeOH 2% e OAF-
Ac L.22 eluida em CHCls/MeOH 3%.
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As fracbes OAF-Ac L.38 e OAF-Ac L.39 obtidas em CHCIls/MeOH 4%,
originaram o composto (+)-ocoxilonina (10) [1,0 mg] e a mistura (4,7 mg) dos compostos

(+)-leucoxina (9) e 10, respectivamente.

4.3.4.4- Estudo da fracdo OAF-Ac 8

A fracdo OAF-Ac 8 (1,1 g) foi submetida a cromatografia em coluna de silica
gel 63-200 nm (80 g), eluida em Hexano, Hex/CH,Cl,, CH,Cl,, CH,CIl,/AcOEt, AcOEt,
ACcOEt/MeOH e MeOH em gradiente de polaridade crescente. Foram coletadas 36 fragdes
de aproximadamente 300 mL cada e feita analise por CCDA de cada fragdo obtida, sendo
reunidas aquelas que apresentaram perfil cromatografico semelhante. Desse processo
resultaram 19 fragdes (OAF-Ac M.1 a 19) [Esquema 3c].

Da fracdo OAF-Ac M.14 (19,0 mg), eluida em MeOH, foram obtidos em
mistura (+)-6S-N-Oxido ocoteina (7) e (+)-6R-N-6xido ocoteina (8) e da fracdo OAF-Ac
M.15 (16,0 mg), também eluida em MeOH, foram obtidos os compostos 7, 8, (+)-6S-N-

6xido dicentrina (5) e (+)-6R-N-0xido dicentrina (6).
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Esquema 3c- Sequéncia de fracionamento de OAF-Ac 4, OAF-Ac 5, OAF-Ac 6 e OAF-

Ac 8 originadas da fase acetato de etila do extrato etandlico das folhas de O. acutifolia

A: Hzo
Fase Acgtato de B: MeOH
Etila C: AcOEt
(54,0 9) D: CHCI;
E: Hexano
CC silica gel Fase Reversa RP-18 F: CH,Cl,
A/B®B® C®D®B
Coluna A
C B
OAF-Ac 6 OAF-Ac 8
80g 1,19
CC silica gel 63-200 nm
E® E/F® F® F/C® C® CC silica gel 63-200 nm
C/B®B E®E/F® F® F/IC® C®
Colunal C/B®B
Coluna M
F C/B (1:1)
OAF-Ac J.5 OAF-Ac J.14 B
128,0 mg 110,0 mg
CC silica gel 40-63 nm CC silica gel 40-63 mm OAF-AcM.14
D® B D®B (7) 6S-N-6xido
ocoteina e (8)
D/B 5% 6R-N-Oxido B
D/B 3% ocoteina
0 19,0
OAF-ACK.7 oM OAF-Ac M.15
(1) OAF-Ac L.22 (5) 6S-N-oxido
dicentrina (2) ocoteina D/B 4% dicentrina,
€ 3,9mg (6) 6R-N-6xido
(2) ocoteina OAF-Ac L.39 dicentrina, (7) 6S-
5,3 mg D/B 2% (9) leucoxina e N-6xido ocoteina e
(10) ocoxilonina (8) 6R-N-6xido
OAF-AcL.19 4,7 mg ocoteina
17) 16,0 mg
talicminina D/B 4%
2,9 mg
OAF-AcL.38
(10)
ocoxilonina

1,0 mg
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4.4- OBTENGCAO DO EXTRATO ALCALOIDICO DAS CASCAS DO CAULE DE

O. acutifolia

As cascas do caule (1570 g) de O. acutifolia foram submetidas a secagem ao
ar, moidas e posteriormente extraidas exaustivamente com etanol, a frio. O extrato
resultante foi filtrado e concentrado sob pressdo reduzida até consisténcia xaroposa. Ao
extrato etandlico obtido foram adicionados 300 ml de &cido acético 10% e 50 ml de acetato
de etila. Este sistema foi mantido sob agitacdo intensa por aproximadamente 2 horas e
entdo transferido para um funil de separacdo com auxilio de 500 ml de acetato de etila e
100 ml de agua. O funil foi agitado varias vezes por cerca de 1hora e deixado em repouso
até completa separacao das fases.

A fase acetato de etila foi retirada e a aquosa alcalinizada a pH 8 com NH,OH
concentrado, sendo em seguida submetida a extracdo com acetato de etila (300 ml, 3
vezes). A fase acetato de etila assim obtida foi lavada com &gua e o solvente evaporado sob

pressdo reduzida, resultando 3,45 g da fase acetato de etila contendo alcaloides.

4.4.1- FRACIONAMENTO DO EXTRATO ALCALOIDICO DAS CASCAS DO
CAULE DE O. acutifolia

O material presente no extrato alcaloidico (3,45 g) foi submetido a
cromatografia em coluna de silica gel de fase reversa RP-18 (80 g) [Coluna A], eluida em
H,O/MeOH (8:2), H,O/MeOH (6:4) H,O/MeOH (4:6), H,O/MeOH (2:8), MeOH, AcOEt e
CHCI;. Foram coletadas 7 fragdes (OAC-A) de aproximadamente 300 mL cada e feita
analise por CCDA de cada fracdo obtida (Tabela 5).

40



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software

http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.
Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae)

Tabela 5- Fracionamento do extrato alcaloidico das cascas do caule de O. acutifolia
(Coluna A)

Eluente Fracgdo Massa (mg)
H,O/MeOH (8:2) OAC-A1 310,0
H,O/MeOH (6:4) OAC-A?2 138,9
H,O/MeOH (4:6) OAC-A3 26,7
H,O/MeOH (2:8) OAC-A 4 627,8

MeOH OAC-A5 967,3

AcOEt OAC-A 6 42,0

CHCl; OAC-A7 229,0

Foram selecionadas para estudo, visando o isolamento, caracterizacdo dos
metabdlitos secundarios e avaliacdo de atividades bioldgicas, as fragbes OAC-A 5, OAC-A
6 e OAC-AT.

4.4.2- FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE OAC-A 5, OAC-A 6 e OAC-
AT

4.4.2.1- Estudo da fracdo OAC-A 5

A fracdo OAC-A 5 (967,3 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de
silica gel 63-200 um (50,7 g) eluida em Hex, Hex/AcOEt, AcOEt, AcOEt/MeOH e MeOH
em gradiente de polaridade crescente. Foram coletadas 47 fragdes de aproximadamente 50
mL cada e feita analise por CCDA de cada fracdo obtida, sendo reunidas aquelas que
apresentaram perfil cromatografico semelhante. Desse processo resultaram 9 fragdes
(OAC-A-B.1 a9) [Esquema 4].
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Das fracbes OAC-A-B.3 (33,1 mg) e OAC-A-B.5 (40,2 mg) ambas eluidas em
Hex/AcOEt 50%, foram obtidos como componentes majoritarios, os compostos (+)-
ocoteina (2) e (+)-dicentrina (1), respectivamente.

A fracdo OAC-A-B.7 (46,0 mg) eluida em AcOEt revelou mistura de 1, 2 e

(+)-O-metilcassifilina (4).

4.4.2.2- Estudo da fracdo OAC-A 6

A andlise por CCDA da fracdo OAC-A 6 (42,0 mg) revelou a presenga de (+)-

ocoteina (2) e talicminina (17) como constituinte majoritario (Esquema 4).

4.4.2.3- Estudo da fracdo OAC-A 7

A fracdo OAC-A 7 (229,0 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20 (3/26 cm), eluida em MeOH. Foram coletadas 48 fragdes, sendo a
primeira de 50 mL e as demais de 10 mL cada e feita analise por CCDA de cada fragdo
obtida, foram reunidas aquelas que apresentaram perfil cromatografico semelhante. Desse
processo resultaram 8 fragdes (OAC-A-D.1 a 8) [Esquema 4].

A fragdo OAC-A-D.5 (11,3 mg) revelou que era composta principalmente por
(+)-ocoteina (2), enquanto que a fragdo OAC-A-D.7 (4,2 mg) forneceu o composto

talicminina (17) com pequena proporcdo de impurezas.
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Esquema 4- Fracionamento de OAC-A 5, OAC-A 6 e OAC-A 7 originadas do extrato

alcaloidico das cascas do caule de O. acutifolia

Extrato alcaloidico

A: Hzo
das cascas do caule B: MeOH
(3,459) C: AcOEt
D: CHC|3
E: Hexano
CC silica gel de Fase Reversa RP-18
A® AIB® A® C®D® A
Coluna A
B C
OAC-A5 OAC-A 6 OAC-A7
967,3 mg 42,0 mg 229,0 mg

CC silica gel 63-200 nm

(+)-ocoteina (2) e

CC Sephadex LH-20

MeOH
Coluna D
OAC-A-D.5 OAC-A-D.7
(+)-ocoteina (2) talicminina
11,3 mg ()]
4,2 mg

E® E/C® C® C/B® C talicminina (17)
Coluna B 42,0 mg
E/C 50% E/C 50%
OAC-A-B.5
(+)-dicentrina
(1)
40,2 mg C
OAC}A-B.7
OAC-A-B.3 (+)-dicentrina (1),
(+)-ocoteina (+)-ocoteina (2) e
(2) (+)-O-metiilcassifilina
33,1 mg ()]

46,0 mg
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4.5- ENSAIOS BIOLOGICOS

Os extratos brutos, misturas e/ou substancias puras obtidas de O. acutifolia
foram submetidos aos seguintes bioensaios: toxicidade para Artemia salina, atividade
citotéxica em linhagens de células cancerigenas, atividades genotdxica (teste SMART) e

antiflngica.

4.5.1- Ensaios de atividades citotéxica

4.5.1.1- Teste de toxicidade sobre Artemia salina (TAS)

O ensaio de toxicidade sobre Artemia salina foi realizado no laboratdrio de
pesquisa LP-1 do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, de acordo com a metodologia descrita na literatura (MEYER et al., 1982).

As amostras foram preparadas nas concentragcdes de 1000, 100 e 10 pg/mL,
todas em triplicata. A cada amostra adicionou-se 5 mL de solucdo salina (3,8 g/L)
contendo 10 microcrustdceos (A. salina). Ap6s 24 horas registrou-se 0 nimero de
sobreviventes. Os dados obtidos foram analisados no programa Probitos e séo
demonstrados por DLsy (dose necessaria para provocar a morte de 50% dos individuos
submetidos & anlise).

Foram testados os extratos alcaloidico das folhas e etandlicos das folhas e

cascas do caule.

4.5.1.2- Ensaio de atividade citotdxica in vitro em linhagens de células cancerigenas

Atividade citotoxica em linhagens de células cancerigenas, por avaliacdo

fotocolorimétrica pelo método SRB
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Este ensaio foi realizado no Departamento de Farmécia-Bioquimica da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob a responsabilidade da Dra. Maria de
Fatima Cepa Matos.

Para a avaliacdo da atividade citotoxica das substancias isoladas de O.
acutifolia frente as linhagens de células Hep-2, MCF-7, B16-F10 e 786-0 foi utilizado o
método da SRB (sulforodamina B) descrito por SKEHAN et al., 1990.

O principio do método baseia-se na coloracdo das proteinas, pelo corante
sulforodamina B (SRB). Este corante possui dois grupos sulfonicos, ligando-se as
proteinas das células fixadas na placa, as quais sdo precipitadas pelo &cido tricloro acético
(TCA).

As células Hep-2, MCF-7, B16-F10 e 786-0 foram semeadas em placas de 96
cavidades (100 000 células/mL) e mantidas em meio de cultura DMEM a 37 °C em
incubadora com atmosfera imida contendo CO, (5%). Ap6s 20 horas o meio foi aspirado
para a adicdo dos compostos-teste e do controle positivo - Cisplatina [cis-diclorodiamino-
platinum (I1)]. Foram utilizadas quatro concentracbes de cada composto (entre 5 e 50
pg/mL), sendo que cada concentragéo foi adicionada em 3 cavidades.

Em 48 horas, 0 meio foi removido e substituido por 100 nlL. de TCA 20%. As
placas foram incubadas por meia hora, a 4 °C em geladeira, e posteriormente, a solucéo
TCA foi removida. Adicionou-se 50 L de SRB 0,1% (diluida em &cido acético 1%) e o
material foi novamente incubado por meia hora em temperatura ambiente. Apés a remog¢ao
da solugdo de SRB, foi adicionado Tris Base 10mM. Em seguida as placas foram
submetidas a uma agitacdo de 10 minutos para a dissolugdo das proteinas coradas e a
absorbéancia foi medida a 540 nm em leitor de microplacas.

Foram testadas as substancias (+)-dicentrina (1), (+)-ocoteina (2), (+)-6S-N-
Oxido dicentrina (5), (+)-6S-N-Oxido ocoteina (7), (+)-6R-N-Oxido ocoteina (8), (+)-
leucoxina (9), (+)-norocoxilonina (11), (+)-neolitisina (12), (+)-isodomesticina (13) e

talicminina (17).

Atividade citotoxica em linhagens de células cancerigenas, por avaliacdo

fotocolorimétrica pelo método MTT
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Este ensaio foi realizado no Laboratério de Oncologia Experimental da
Universidade Federal do Cear4, sob a responsabilidade da Dra. Claudia do O Pessoa.

A andlise de citotoxicidade de substancias isoladas de O.acutifolia também foi
realizada frente as linhagens de células MDA-MB435, SF-295, HL-60 e HCT-8,
utilizando-se o método MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide] de acordo com protocolos estabelecidos (MOSMANN, 1983). Este é um sal
soluvel de tetrazdlio, e somente células vivas sdo capazes de reduzi-lo a um produto
colorido insoluvel, o formazan, que pode ser medido apés sua dissolugdo com DMSO.

As células MDA-MB435, SF-295, HL-60 e HCT-8 foram plaqueadas em
placas de 96 pogos nas seguintes concentragdes: (0,1x10° cel/mL), (0,1x10° cel/mL),
(0,3x10° cel/mL) e (0,7x10° cel/mL). Os compostos foram diluidos seriadamente em meio
RPMI para obtencdo das concentragdes finais (0,09-50 ng/mL) e adicionadas em placa de
96 pocos (100 ml/pogo). Apds 72 h, as placas foram resfriadas e centrifugadas a 1500
rpm/15 minutos. O sobrenadante foi aspirado e foi adicionado 150 i de solucdo MTT
10% RPMI a 5% de CO, por 3 h. Em seguida as placas foram novamente centrifugadas a
3000 rpm/10 minutos, tendo o sobrenadante aspirado e seu precipitado ressuspendido em
150 mL de DMSO e agitado por 10 minutos, até completa dissolugdo dos cristais de
formazan. O controle positivo utilizado foi a Doxorrubicina. As placas foram lidas em
espectrofotometro a 595 nm.

Foram testadas as substancias (+)-dicentrina (1) e (+)-ocoteina (2).

Determinacdo da Clsg

Como parametro para a citotoxicidade, utilizou-se o valor da Clso, que
representa a atividade antineoplasica das substancias testadas. A Clsy consiste na
concentracdo (microgramas/mL) que inibe 50% do crescimento celular e foi determinada a
partir das diferencas de absorbancia a 540 nm (método SRB) e 595nm (método MTT),
entre o controle negativo e as células tratadas com o composto-teste ou controle positivo.

No método SRB, Cls, foi calculada utillizando-se o programa PROBITOS
(FINNEY, 1971) e no MTT foi calculada com base no programa Prism versdo 3.0
(GraphPad Software).
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4.5.2- Ensaio de atividade genotdxica

O ensaio de atividade genotoxica foi realizado no laboratdrio de pesquisa LP-1
do Departamento de Quimica da UFMS, sob a responsabilidade da Dra. Zaira da Rosa
Guterres.

O Teste para deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica em células
somaticas de Drosophila melanogaster (“Somatic Mutation And Recombination Test —
SMART”) foi executado de acordo com metodologia descrita na literatura (GRAF et al.,
1984) e baseia-se em mutacGes encontradas nos tricomas que revestem as asas de D.
Melanogaster. Durante as sucessivas mitoses das células que originardo as asas, podem
ocorrer alteragdes genéticas, levando ao aparecimento de manchas mutantes. Estas regides
sdo detectadas ao se analisar a diferente forma dos pélos ou tricomas que expressam
fenotipicamente os genes mwh ou flr®,

Na analise das lesbes induzidas, pode-se contabilizar o nimero total de
manchas ou o tipo de mancha encontrada, sendo que o primeiro aspecto fornece dados
quantitativos, enquanto que o segundo elucida o tipo de lesdo ocorrida. Dois tipos de
manchas sdo possiveis, simples e gémeas que permitem detectar agentes causadores de
mutacbes pontuais, alteracbes cromossomicas, recombinacOes, delecdes, rearranjos,
aneuploidias, entre outros (GRAF et al., 1984).

O sequenciamento do genoma da D. melanogaster revelou uma alta
conservagdo evolutiva quando comparado ao genoma humano, ndo apenas em nivel de
seqiiéncia de DNA, mas principalmente em relacdo as fun¢des génicas, demonstrando alta
homologia genética (TINCKOO & RUSSEL, 2002).

Neste ensaio foi utilizado o Cruzamento padréo (ST) [fémeas + flIr¥/TM3, Bd®
cruzadas com machos mwh/mwh], portando os marcadores para a forma dos pélos das asas.
Os individuos foram previamente reproduzidos e as larvas no terceiro estagio de
desenvolvimento foram transferidas para frascos de vidros contendo meio alternativo (puré
instantdneo de batata Yoki®) e tratadas com diferentes concentragcbes dos extratos,

misturas e/ou substancias obtidas de O. acutifolia. Como controle positivo foi utilizado o
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cloridrato de doxorrubicina (DXR) nas concentragfes 0,125 e 0,2 mg/mL e como controle
negativo — solvente (4gua Milli-Q, 1% de Tween-80 e 3% etanol).

Os adultos emergentes [mwh + / + flr8 (MH) e mwh + / + TM3, Bd® (BH)]
foram coletados e fixados em etanol 70%. As asas foram montadas entre laminas e
laminulas com solucdo de Faure e analisadas, quanto a ocorréncia de diferentes tipos de
manchas mutantes, em microscopios 6pticos com magnificacdo de 400x. A analise dos
individuos MH permite detectar a ocorréncia de mutacfes de ponto, pequenas aberracdes
cromossdmicas e recombinagdes mitdticas e dos individuos BH permite detectar a
ocorréncia de mutagdes de ponto e pequenas aberragdes cromossomicas.

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente através do teste de
KASTENBAUM & BOWMAN, 1970 e as freqiiéncias de cada tipo de mancha mutante
por mosca foram comparadas com as freqliéncias dos respectivos controles negativos.

Foram testados os extratos alcaloidico e etandlico das folhas, mistura de (+)-
dicentrina (1) e (+)-ocoteina (2) e as substancias puras (+)-dicentrina (1), (+)-ocoteina (2),

(+)-6S-N-6xido ocoteina (7), (+)-leucoxina (9) e talicminina (17).

4.5.3- Ensaio de atividade antiflingica in vitro

Este ensaio foi realizado no Departamento de Farmécia-Bioquimica da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob a responsabilidade da MSc. Ivana Maria
Pdvoa Violante e MSc. Ana Lucia Batista.

Foram utilizadas cepas padronizadas da American Type Culture Collection
(ATCC) de Candida albicans (ATCC 90028), Candida glabrata (ATCC 9030), Candida
krusei, (ATCC 6258), Candida parapslosis (ATCC 22019), Candida tropicalis (ATCC
760) e Cryptococcus neoformans (ATCC 32045), disponiveis no Nucleo do Hospital
Universitario, Divisdo de Farmécia-Bioquimica, Secdo de Anélises Clinicas - UFMS.

Para a deteccdo de atividade antiflingica dos extratos e compostos isolados de
O. acutifolia utilizou-se a técnica da microdilui¢do, de acordo com metodologia descrita na
literatura (CLSI, 2002; MITSCHER, 1972).

As solugdes-estoque das amostras foram solubilizadas, no caso de extratos, em
meio de cultura Sabouraud e no caso de substancias puras, em meio RPMI-1640 liquido
(com glutamina, sem bicarbonato de sddio e com indicador de vermelho de fenol). O meio
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RPMI-1640 foi tamponado a pH 7,0 £ 0,1, em temperatura de 25 °C, com uma solucéo
tampdo de MOPS [é4cido 3-(N-morfolino) propanosulfonico], numa concentragdo final de
0,165 mol/L, pH 7,0. A padronizacdo do indculo foi realizada de acordo com o Método de
Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo para Determinagdo da Sensibilidade de
Leveduras a Terapia Antifangica (CLSI, 2002).

Os testes (diluigdes) foram realizados em triplicata, sendo a Concentragédo
Inibitéria Minima (CIM) estabelecida como a menor concentragdo capaz de inibir o
crescimento fungico. Como controle padrdo utilizou-se o antimicrobiano anfotericina B.

Foram testados os extratos alcaldidico das folhas e etandlicos das folhas e
cascas do caule e também as substancias (+)-dicentrina (1), (+)-ocoteina (2), (+)-6S-N-
Oxido dicentrina (5), (+)-6S-N-Oxido ocoteina (7), (+)-6R-N-Oxido ocoteina (8), (+)-

leucoxina (9), (+)-norocoxilonina (11), talicminina (17) e (+)-palidina (18).
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4.6- ESPECIFICACAO DOS MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

As folhas e cascas do caule de O. acutifolia foram moidas em moinho de facas
tipo Wiley.

Foram utilizados para extracdo, particdo por solventes e técnicas
cromatograficas (com excecdo CLAE) solventes de grau P. A. (Vetec, QM, Synth). No
caso de CLAE foram empregados solventes de grau cromatografico (Tedia).

Nas separacOes cromatograficas foram utilizados:

- gel de silica do tipo 60, particulas de 63-200 mm e 40-63 nm (Merck ou
Aldrich) e Sephadex LH-20, particulas de 25-100 nm (Sigma), para cromatografia em
coluna.

- gel de silica do tipo 60 G (5-40 mm, Merck ou Vetec) em camadas de 0,25
mm de espessura para cromatografia em camada delgada analitica.

Nas separacOes por CLAE foram utilizadas:

- bomba ternaria Shimadzu LC 6AD, com detector UV/Visivel varigvel
Shimadzu SPD 6AV, para condic¢des analiticas e semi-preparativas.

- coluna de fase reversa C-8 (base silica derivatizada com octadecilsilano), com
particulas de 100 A de poro e didmetro médio de 5 nm, dimens@es de 4,6@ x 250 mm
(analitica) e 20 x 250 mm (semi-preparativa) [Phenomenex Lunal].

- coluna de fase reversa C-18 (base silica derivatizada com octadecilsilano),
com particulas de 100 A de poro e didmetro médio de 5 um, dimensdes de 4,6@ x 250 mm
(analitica) e 14@ x 250 mm (semi-preparativa) [Phenomenex Luna].

A revelagdo dos cromatogramas foi feita através de inspecédo a luz UV (monitor
UV de méo, modelo UVGL-25, UVP inc. com lampadas Blackray de 254 e 366 nm) em
camara escura e empregando-se solucéo a 2% de sulfato cérico em H,SO4 2N ou reagente
de Dragendorff com &cido tartarico (WAGNER et al., 1984).

As medidas de rotacdo Optica foram feitas em polarimetro Perkin-Elmer
341EM, filtro de sodio (589 nm) e cela de 1 dm.

Os espectros de RMN *H e *C (uni- e bidimensionais) foram registrados em

espectrometro Bruker DPX-300 (300 e 75 MHz). Como referéncia interna foram utilizados
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os sinais relativos ao hidrogénio residual do solvente para RMN 'H e do solvente e/ou
tetrametilsilano (TMS) para RMN **C. Os solventes deuterados empregados foram CDCls,
CD30OD e acetona-ds das marcas Merck e CIL (Cambridge Isotope Laboratories).

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em espectofotometro
Bomem-Hartmann & Braum, modelo Michelson MB Series, FT-IR, utilizando-se pastilha
de KBr, em janelas de NaCl.

Os espectros de massas de alta resolucdo (HRESIMS-MS) foram obtidos na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/USP-SP em aparelho Ultro TOF-
Q, com ionizagao por eletrospray e condigdes ESI (+) e (-).

Os espectros de absorgdo na regido do Ultravioleta foram obtidos em

espectrofotdmetro, modelo U-3000 da marca Hitachi, utilizando-se etanol como solvente.
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4.7- DADOS ESPECTROSCOPICOS E PROPRIEDADES FIiSICAS DOS
CONSTITUINTES ISOLADOS OU EM MISTURA DE O. acutifolia

* (+)-dicentrina (1) CyoH2104N

Sélido amorfo amarelo

[a]o = + 44,0 (CHCIs, ¢ 0,0007)

Lit: [a]p = + 57,0 (EtOH, ¢ 1,0) [LU et al., 1972]
RMN de 'H: Espectro 1, tabela 6

RMN de *C: Espectro 2, tabela 6

HSQC: Espectro 3, tabela 7

HMBC: Espectros 4-6, tabela 7

* (+)-ocoteina (2) Cy1H2305N

Sélido amorfo amarelo

[alo = + 28,0 (CHCls, ¢ 0,00045)

Lit: [a]o = + 36,2 (EtOH, ¢ 0.92) [BARALLE et al., 1972]
RMN de 'H: Espectro 7, tabela 8

RMN de **C: Espectro 8, tabela 8

DEPT 135°: Espectro 9

HSQC: Espectro 10, tabela 9

HMBC: Espectros 11-15, tabela 9

* (+)-nordicentrina (3) C19H1904N

Sélido amorfo amarelo (Mistura)

[a]o =+ 14,0 (CHCI3, ¢ 0,0003)

Lit: [a]p = + 31,0 (MeOH, ¢ 0,65) [CHEN et al., 1977]
RMN de *H: Espectros 16 e 17, tabela 10

RMN de *3C: Espectros 18-22, tabela 10

DEPT 135°: Espectro 23

HSQC: Espectros 24-26, tabela 11

HMBC: Espectros 27-30, tabela 11
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* (+)-O-metilcassifilina (4) C2H210sN

Sélido amorfo amarelo (Mistura)

[alo = + 14,0 (CHCIs, ¢ 0,0003)

Lit: [a]p = + 16,4 (CHCls, ¢ 1,0) [TOMITA et al., 1965]
RMN de 'H: Espectros 16 e 17, tabela 12

RMN de **C: Espectros 18-22, tabela 12

DEPT 135°: Espectro 23

HSQC: Espectros 24-26, tabela 13

HMBC: Espectros 27-30, tabela 13

* (+)-6S-N-6xido dicentrina (5) CyoH210sN

Sélido amorfo amarelo

[a]o =+ 32,5 (MeOH, ¢ 0,0008)

RMN de *H: Espectro 31, tabela 14

RMN de **C: Espectro 32, tabela 15

DEPT 135°: Espectro 33

HSQC: Espectro 34, tabela 16

HMBC: Espectros 35 e 36, tabela 16

NOESY': Espectros 37 e 38

UV (EtOH) | max (log €): 226 (4,84), 269 (4,70), 308 (4,50) nm
IV (Nmax Cm'l): 3417, 2921, 1643, 1517, 1455, 1430, 1110, 1060
HRESIMS m/z: 356,1492 [M+H]" (calculado para CyoH220sN m/z: 356,1498)

* (+)-6R-N-6xido dicentrina (6) C2oH21OsN
Sélido amorfo amarelo

[a]lo = + 16,9 (MeOH, c 0,00045)

RMN de 'H: Espectro 40, tabela 17

RMN de *3C: Espectros 41-43, tabela 17
HSQC: Espectros 44 e 45, tabela 18
HMBC: Espectros 46-48, tabela 18
NOESY': Espectros 49 e 50
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* (+)-6S-N-6xido ocoteina (7) Ca1H2306N

Sélido amorfo amarelo

[a]o = + 35,0 (MeOH, ¢ 0,001)

RMN de *H: Espectro 51, tabela 19

RMN de *3C: Espectro 52, tabela 19

DEPT 135°: Espectro 53

HSQC: Espectro 54, tabela 20

HMBC: Espectros 55-57, tabela 20

NOESY': Espectro 58

UV (EtOH) | max (log €): 226 (4,30), 273 (4,18), 316 (3,82) nm

IV (Nmax Cm'l): 3404, 2941, 1626, 1510, 1458, 1434, 1339, 1203, 1120
HRESI-MS m/z: 420,1249 [M+CI] (calculado para C,1H2306NCI m/z: 420,1215)

* (+)-6R-N-6xido ocoteina (8) Cy;H2306N

Sélido amorfo amarelo

[a]lo = + 13,0 (MeOH, ¢ 0,00023)

RMN de *H: Espectro 60, tabela 21

RMN de **C: Espectro 61, tabela 21

HSQC: Espectro 62, tabela 22

HMBC: Espectros 63-65, tabela 22

NOESY': Espectros 66 e 67

IV (Nmax Cm'l): 3411, 2933, 1635, 1517, 1458, 1407, 1340, 1251, 1118.

* (+)-leucoxina (9) Cz1H2305N

So6lido amorfo amarelo

[a]lo = + 38,5 (MeOH, c 0,0004)

Lit: [a]o = + 83° (EtOH, ¢ 0,5) [VECCHIETTI et al., 1977]
RMN de *H: Espectro 68, tabela 23

RMN de **C: Espectro 69, tabela 23

DEPT 135°: Espectro 70

HSQC: Espectro 71, tabela 24
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HMBC: Espectros 72-74, tabela 24

* (+)-ocoxilonina (10) C21H2306N

Sélido amorfo amarelo

[alo = + 22,0 (MeOH, ¢ 0,0005)

Lit: [a]o = + 45,0 (CHCl3) [AHMAD & CAVA, 1977]
RMN de 'H: Espectros 75 e 76, tabela 25

RMN de **C: Espectro 77 e 78, tabela 25

DEPT 135°: Espectro 79

HSQC: Espectros 80 e 81, tabela 26

HMBC: Espectros 82-84, tabela 26

* (+)-norocoxilonina (11) CyoH2; 06N

Sélido amorfo amarelo

[a]o = + 64,6 (MeOH, ¢ 0,0013)

RMN de *H: Espectro 85, tabela 27

RMN de **C: Espectro 86, tabela 27

HSQC: Espectro 87, tabela 28

HMBC: Espectros 88-90, tabela 28

UV (EtOH) | nax (log €): 226 (4,12), 267 (3,95), 289 (3,80) nm

IV (Nmaxcm™): 3410, 2924, 2854, 1636, 1458, 1362, 1090

HRESI-MS m/z: 372,1424 [M+H]" (calculado para CaoH220sN m/z: 372,1446)

* (+)-neolitsina (12) Cy9H1;04N

Sélido amorfo amarelo

[a]o =+ 27,0 (MeOH, c 0,0005)

Lit: [a]p = + 56,5 (CHCI3, ¢ 1,57) [HUI et al., 1965]
RMN de *H: Espectro 92, tabela 29

RMN de *3C: Espectro 93, tabela 29

HSQC: Espectros 94 e 95, tabela 30

HMBC: Espectros 96 e 97, tabela 30

* (+)-isodomesticina (13) C19H19004N



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software

http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.
Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae) 56

Sélido amorfo amarelo

[a]o =+ 37,5 (MeOH, ¢ 0,00064)
RMN de 'H: Espectro 98, tabela 31
RMN de **C: Espectro 99, tabela 31
HSQC: Espectros 100 e 101, tabela 32
HMBC: Espectros 102 e 105, tabela 32

* (+)-talicsimidina (14) C22H270sN

Sélido amorfo amarelo

[a]o = + 66,0 (MeOH, c 0,0006)

Lit: [a]p = + 66,9 (EtOH, c 1,42) [UMAROQV et al., 1970]
RMN de 'H: Espectro 106, tabela 33

RMN de *C: Espectros 107 e 108, tabela 33

HSQC: Espectros 109 e 110, tabela 34

HMBC: Espectros 111-114, tabela 34

* (+)-N-metillaurotetanina (15) CyoH2304N

Sélido amorfo amarelo (Mistura)

[a]o = + 44,2 (MeOH, c 0,0005)

Lit: [a]p = + 88,0 (CHCls, ¢ 0,64) [JOHNS et al., 1967]
RMN de *H: Espectros 115 e 116, tabela 35

RMN de *C: Espectros 117-119, tabela 35

DEPT 135°: Espectro 120

HSQC: Espectros 121-123, tabela 36

HMBC: Espectros 124-128, tabela 36

NOESY': Espectros 129 e 130

* (+)-predicentrina (16) C2oH2304N

Sélido amorfo amarelo (Mistura)

[a]o = + 44,2 (MeOH, ¢ 0,0005)

Lit: [a]o = + 97,0 (EtOH, ¢ 0,2) [JOHNS et al., 1969]
RMN de 'H: Espectros 115 e 116, tabela 37

RMN de *3C: Espectros 117-119, tabela 37
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DEPT 135°: Espectro 120

HSQC: Espectros 121-123, tabela 38
HMBC: Espectros 124-128, tabela 38
NOESY': Espectros 129 e 130

* talicminina (17) CyoH1506N

Sélido amorfo amarelo

RMN de 'H: Espectro 131, tabela 39
RMN de *C: Espectro 132, tabela 39
'H-'H COSY: Espectro 133

HSQC: Espectros 134 e 135, tabela 40
HMBC: Espectros 136-138, tabela 40

* (+)-palidina (18) C19H2104N

Sélido amorfo verde

[a]o = + 35,8 (MeOH, ¢ 0,00053)

Lit: [a]o =- 32,0 [KAMETANI et al., 1969]
RMN de *H: Espectro 139, tabela 41

RMN de *3C: Espectro 140, tabela 41

DEPT 135°: Espectro 141

HSQC: Espectros 142-144, tabela 42
HMBC: Espectros 145-148, tabela 42
NOESY': Espectros 149

* kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranosideo (19)
Sélido amorfo amarelo

RMN de *H: Espectro 150, tabela 43

RMN de *C: Espectros 151 e152, tabela 43
HSQC: Espectro 153

HMBC: Espectros 154 e 155

* ficaprenol-12 (20)

Oleo levemente amarelo
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RMN de 'H: Espectro 156, tabela 44
RMN de *C: Espectro 157, tabela 44
DEPT 135°: Espectro 158

* 3-(6’-O-acil-O-b-D-glucopiranosil)-sitosterol (21)
Sélido amorfo incolor

RMN de *H: Espectro 159, tabela 45

RMN de *3C: Espectro 160, tabela 45



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software

http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.
Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae) 59

5- RESULTADOS E DISCUSSAO

As substéncias isoladas neste trabalho foram obtidas do extrato alcaloidico das
folhas e das cascas do caule e das fases hexanica e em acetato de etila, resultantes da
particdo do extrato etandlico das folhas de O. acutifolia, através da utilizacdo de técnicas
cromatograficas descritas na parte experimental (capitulo 4).

A determinagdo estrutural das substancias foi efetuada com base em dados
espectroscopicos de 1V, RMN *H e *C (DEPT 135, incluindo técnicas bidimensionais
homo e heteronucleares (COSY 'H-H, NOESY, HSQC e HMBC), dados de EM e valores
de rotacdo Optica; no caso das substancias conhecidas a identificacdo também foi realizada
por comparacao dos dados espectrais obtidos com os disponiveis na literatura.

A discussdo relativa a determinagdo estrutural das substancias obtidas sera
conduzida independente da ordem de obtencdo das mesmas, a partir do fracionamento dos
extratos das folhas e cascas do caule.

Neste capitulo também serdo apresentados os resultados obtidos das avaliaces
das atividades citotoxica, genotoxica e antifungica realizadas com os extratos, misturas

e/ou substancias puras.
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5.1- Alcaloides aporfinicos

Através do estudo quimico de O. acutifolia foram isolados dezessete alcaloides
isoquinolinicos com esqueleto aporfinico. Desta forma, alguns aspectos gerais dessa classe
serdo apresentados, a fim de esclarecer dados relevantes para a elucidacgdo estrutural destes

compostos.

Esqueleto basico de alcaloides aporfinicos

Os alcaloides aporfinicos séo invariavelmente substituidos no anel A, em C-1 e
C-2 podendo ocorrer também substituicio em C-3. No anel D, as substituicdes mais
comuns ocorrem em C-9, C-10 e também em C-11, sendo que ndo é comum a substitui¢do
em C-8. Em geral, esses substituintes sdo oxigenados (presenca de hidroxilas ou
metoxilas), uma vez que esses compostos sdo biossintetizados a partir de alcaloides
benziltetraidroisoquinolinicos via acoplamentos oxidativos vide item 2.2 (SHAMA, 1972;
CAVE et al., 1987).

Com relacdo as caracteristicas espectroscopicas dos alcaloides aporfinicos, a
analise espectral de RMN 'H, principalmente nas regides referentes a hidrogénios de anel
aromatico (d 6,50 a 8,50) e metoxilas aromaticas (d 3,50 a 4,00), pode fornecer
informacGes que permitem definir o padréo de substitui¢cdo do alcaloide.

Assim, o sinal de H-3 se apresenta, em geral, como um singleto entre d 6,40 e
6,70 e 0 de H-11 entre d 7,50 e 8,20, sendo que este ultimo é influenciado pela presenca de
substituintes em C-10 e C-1. Os hidrogénios H-8, H-9 e H-10 normalmente ocorrem entre
d 6,70 e 7,40 e os alifaticos apresentam-se, comumente, como multipletos entre d 2,00 e
4,00.
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As metoxilas presentes nos anéis A e D ocorrem entre d 3,80 e 4,00, com
excecdo das localizadas em C-11 (d 3,60 e 3,80) e em C-1 (mais protegida, ocorrendo entre
d 3,40 e 3,70).

Os hidrogénios ndo equivalentes do grupo didxidometileno, quando este
encontra-se posicionado no anel A (C-1/C-2 e C-2/C-3) e no anel D (C-10/C-11),
geralmente originam dois dubletos (diferenga de deslocamento quimico de
aproximadamente d 0,15 e constante de acoplamento de 1,5 Hz) em d 5,90 e 6,10. No caso
de estar localizado em C-9/C-10 (anel D), os sinais dos hidrogénios apresentam-se como
um singleto ou dubletos com deslocamentos quimicos muito proximos (diferenca de
deslocamento quimico de aproximadamente 0,05 ppm) em torno de d 5,95.

O grupo N-CHgs, quando presente, apresenta-se como um singleto entre d 2,40
e 2,50, entretanto em alcaloides N-Oxidos o deslocamento é em torno de d 3,20
(GUINAUDEAU et al., 1988; GUINAUDEAU et al., 1983; GUINAUDEAU et al., 1979;
GUINAUDEAU et al., 1975; SHAMA, 1972).

Nos espectros de RMN *3C destes compostos, o sinal referente a C-4 é
observado entre d 28,0 e 30,0, ja os de C-5, C-6a e C-7 apresentam deslocamentos em
torno de d 43,0; 53,0 e 37,0, respectivamente. Porém, quando ha a ocorréncia de metila
ligada ao nitrogénio, os carbonos C-5 e C-6a sofrem desprotecdo (efeito b), sendo os sinais
observados em d 53,0 (C-5) e 62,0 (C-6a), enquanto que C-7 sofre efeito g de protecdo
originando um sinal em torno de d 34,0.

Os carbonos dos anéis aromaticos A e D adjacentes aos carbonos com
substituintes oxigenados apresentam valores de deslocamento quimico entre d 105,0 e
115,0, enquanto que os valores observados na regido de d 155,0 e 130,0 s&o referentes aos
carbonos com substituintes oxigenados.

O sinal do carbono do grupo diéxidometileno (presente no anel A e/ou D) é
observado em torno de d 100,0 e do grupo CHs-N entre d 40,0-43,0, porém em N-6xidos é
observado entre d 48,0 e 58,0. Os sinais dos carbonos dos grupos metoxilicos podem ser
observados entre d 59,0 e 61,0 ou d 55,0 e 56,0 (GUINAUDEAU et al., 1988; CASSELS
et al., 1987; GUINAUDEAU et al., 1983; MARSAIOLI et al., 1979; GUINAUDEAU et
al., 1979; GUINAUDEAU et al., 1975).
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5.1.1- Identificagéo de (+)-dicentrina (1)

Das fracbes OAF-ALC (A 4, B 2, C 4/6, D 3) e OAC (A-B.7, B.5)
provenientes dos fracionamentos cromatograficos dos extratos alcaloidicos das folhas e das
cascas do caule e das fragdes OAF (C 4/8, A 8) e OAF-Ac (B 3, F.7/8, K.7, L.22), obtidas
dos fracionamentos cromatograficos das fases hexanica e acetato de etila das folhas foi
isolado o alcaloide 1 (itens 4.2.2; 4.3.2; 4.3.4 e 4.4.2).

O espectro de RMN 'H (Espectro 1, tabela 6) apresentou trés singletos na
regido de hidrogénios de anel aromatico em d 6,76 e 7,64, atribuiveis a H-8 e H-11,
respectivamente e em d 6,50 referente a H-3, além de dois singletos largos em d 5,91 e
6,06 indicativos de hidrogénios de um grupo diéxidometileno presente no anel A.

Apresentou ainda, um singleto em d 2,53, atribuido a uma metila ligada a
nitrogénio e mais um singleto largo em d 3,90, referentes a duas metoxilas ligadas a anel
aromatico sobrepostas. Estes dados sugeriram que 1 possuia um esqueleto do tipo
aporfinico com a auséncia de um grupo metoxila em C-3, uma vez que foi observado o
singleto na regido de d 6,50 correspondente a H-3.

O espectro de RMN **C (Espectro 2, tabela 6) evidenciou sinais para vinte
carbonos. Com base nas correlagdes presentes no espectro HSQC (Espectro 3, tabela 7), foi
feita a correspondéncia entre os hidrogénios e 0s seus respectivos carbonos e aquelas
absorcGes foram entdo atribuidas a nove carbonos tetrassubstituidos, sendo quatro
indicativa de carbonos de anel aromatico oxigenados (d 141,8; 146,6; 147,7 e 148,3),
quatro carbonos metilénicos em d 29,2; 34,2; 53,6 e 100,6, sendo esta Gltima relativa ao

grupo dioxidometileno (OCH,0), quatro carbonos metinicos, sendo trés de anel aromatico
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em d 106,8, 110,6 e 111,3, uma metila ligada a nitrogénio em d 43,9 e metoxilas,
observadas em d 55,9 e 56,2.

No experimento HMBC (Espectros 4-6, tabela 7), foi possivel observar
correlagdes do tipo % entre H-3 e C-4 (d 29,2), H-8 e C-7 (d 34,2) e H-11 e C-11b (d
116,6), como tambeém correlac6es dos hidrogénios das metoxilas sobrepostas em d 3,90 (dc
55,9 e 56,1) com os respectivos carbonos em d 147,7 (C-9) e 148,3 (C-10) evidenciando
assim a presenca de metoxilas em C-9 e C-10 e do grupo diéxidometileno em C-1/C-2.

Em alcaloides aporfinicos, a rotacdo Optica especifica na raia D do sodio
determina a configuracdo absoluta do centro estereogénico do C-6a, pois 0S compostos
dextrogiros tém configurago (S) e os levogiros (R) [CAVE et al., 1987] o valor de [a]p =
+44,0 (CHCI3, ¢ 0,0007) encontrado para 1 determinou, portanto, a configuracdo do C-6a
como sendo S.

A comparacdo dos dados espectrais de RMN *H e *3C de 1 com os descritos na
literatura (MA et al., 2000) para o alcaloide aporfinico (+)-dicentrina indicou a identidade
entre as substancias.

Esta substancia foi isolada anteriormente de outras espécies do género Ocotea
(ZANIN & LORDELLO, 2007; GARCEZ et al., 1995; VECCHIETTI et al., 1979;
VECCHIETTI et al., 1977; CAVA et al., 1968; GOODWIN et al., 1960), havendo na
literatura inGmeros relatos sobre atividades bioldgicas deste alcaloide, tais como citotdxica
frente a diferentes linhagens de células humanas tumorais, antifingica e anti-
topoisomerase | e Il (HOET et al., 2004; MORTEZA-SEMNANI, 2003; STEVIGNY,
2002; WOO et al, 1999; HUANG et al., 1998; KONDO et al., 1990; LIOU et al., 1979).
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Tabela 6- Dados de RMN *H e *C (300/75 MHz, CDCls) de 1 e do alcaloide (+)-
dicentrina citado na literatura (MA et al., 2000) [500/125 MHz, CDCls]

1) (1) Literatura
C/H dc dH [m, J (HZ)] dc dH [m, J (H2)]
1 146,6 - 146,2 -
2 1418 - 1414 -
3 106,8 6,50 s 106,2 6,51s
3a 126,6 - 126,6 -
4 29,2 3,11 m (Ha) 28,9 3,16 m
2,58 m (Hb) 2,64 dl (14,0)
5 53,6 3,03m (Ha) 53,2 3,07m
2,50 m (Hb) 2,56 m
6a 62,4 3,16 m 62,1 3,23 dl1(10,0)
7 34,2 3,05 m (Ha) 338 3,07 dd (15,0; 4,5)
2,63 tl (15,0; 15,0 Hb) 2,67 dd (15,0; 10,0)
7a 128,4 - 128,2 -
8 111,3 6,76 s 1112 6,79 s
9 147,7 - 1475 -
10 148,3 - 148,2 -
11 110,6 7,64 s 1104 7,635
11a 123,6 - 123,1 -
11b 116,6 - 116,2 -
1lic 126,5 - 126,3 -

N-CH; 43,9 2,53s 43,3 2,58s
9-OCH; 55,9 3,90 55,4 393s
10-OCHs 56,1 3,90s 55,6 3,93s
OCH,0 100,6 5,91 sl; 6,06 sl 100,4 5,935s;6,05s
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Tabela 7- Correlagdes observadas nos espectros HSQC e HMBC de 1 (300/75 MHz,

CDCly)
HSQC (1) HMBC (1)
C/H d®c d'H (m) (H® C)
3 106,8 6,50 s C-1,C-2,C-33,C4
4 29,2 3,11 m (Ha) -
2,58 m (Hb) -
5 53,6 3,03m (Ha) C-4
2,50 m (Hb) -
6a 62,4 3,16 m -
7 34,2 3,05 m (Ha) C-11a, C-11c
2,63 1l (15,0; 15,0 Hb) C-7a
8 111,3 6,76 s C-7,C-9, C-10, C-11a
11 110,6 7,645 C-7a, C-9, C-C-10, C-11b
N-CH; 43,9 2,53s C-5, C-6a
9-OCHs 55,9 3,90s C-9
10-OCH; 56,1 3,90s C-10
OCH,O  100,6 5,91 sl; 6,06 sl C-1,C-2
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5.1.2- Identificacdo de (+)-ocoteina (2)

O alcaloide 2 foi obtido das fragdes OAF-ALC (A 4, B 1, C 4/6) e OAC-A (6,
B.3, B.7, D.5) a partir dos fracionamentos cromatograficos dos extratos alcaloidicos das
folhas e cascas do caule e das fragdes OAF (C 4/8, A 8), OAF-Ac (B.3, E.3, F.7/8, K.7, e
L.22), provenientes dos fracionamentos cromatogréaficos das fases hexanica e acetato de
etila das folhas (itens 4.2.1;4.3.1; 4.3.3e4.4.1).

No espectro de RMN 'H de 2 (Espectro 7, tabela 8), sinais relativos a
hidrogénios de anel aromatico foram observados como dois singletos largos em d 6,87 e
7,59. Este espectro apresentou também dois singletos em d 5,94 e 6,08 referentes aos
hidrogénios do grupo diéxidometileno presente no anel A e ainda mais trés singletos em d
3,77, 3,80 e 3,95 referentes a metoxilas em anel aromatico. Além desses, foram observados
sinais correspondentes a hidrogénios alifaticos, destacando-se um singleto em d 2,43
atribuido a metila ligada a N.

O espectro de RMN *3C (Espectro 8, tabela 8) mostrou sinais para vinte
carbonos. Com auxilio das informagBes presentes no espectro DEPT 135° (Espectro 9)
estes sinais foram atribuidos: - a dez carbonos tetrassubstituidos, dos quais cinco
apresentaram valores de deslocamento quimico compativeis com carbonos de anel
aromatico oxigenado (d 135,0; 139,3; 143,5; 148,1 e 148,5) - quatro carbonos metilénicos
em d23,6; 53,2; 33,8 e 100,8, este ultimo referente ao carbono do grupo diéxidometileno -

trés carbonos metinicos, sendo dois de anel aromatico em d 111,2 e 112,2, trés metoxilas
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em d 55,3; 55,6 e 58,8, este Ultimo sugestivo de metoxila estericamente impedida e uma
metila ligada a N em d 43,3.

Estes dados, ao serem comparados com os do alcaloide 1, indicaram que a
diferenca estrutural entre os dois compostos residia unicamente na presenca da metoxila
em C-3 no alcaloide 2. Esta proposta pdde ser confirmada pela auséncia do singleto a d
6,50 atribuivel a H-3 e pela auséncia do sinal em d 106,8 atribuido a C-3 em 1. Foram
observados ainda efeitos de protegdo de C-2, C-3a e C-11b, assim como de C-4 em 2,
compativeis com a presenca da metoxila em C-3. No espectro HSQC (Espectro 10, tabela
9), o sinal relativo aos hidrogénios desta metoxila (d 3,95) apresentou correlacdo com o
sinal 3 d 58,8.

No espectro HMBC (Espectros 11-15, tabela 9) também foi possivel constatar
a presenca da metoxila em C-3, através da observacdo de uma correlacdo intensa entre o
sinal em d 3,95 e 0 de C-3 a d 139,3, cuja atribuicdo foi confirmada pela correlagdo com H-
4 (tipo J).

A atribuicdo inequivoca dos valores de deslocamento quimico para 0s demais
carbonos de 2, principalmente os valores relativos as metoxilas, foi realizada com auxilio
das informacdes fornecidas pelos espectros HSQC e/ou HMBC.

Os dados espectrais de RMN 'H e 3¢, aliados aos valores positivos de rotagdo
Optica +28,0 (CHCls, ¢ 0,00045) encontrados para 2, foram compativeis com os descritos
na literatura para o alcaloide aporfinico (+)-ocoteina (GUINAUDEAU et al., 1975;
GUINAUDEAU et al., 1979).

O isolamento deste alcaloide ja foi relatado em varias espécies de plantas,
incluindo trés pertencentes ao género Ocotea (ZANIN & LORDELLO, 2007; GARCEZ et
al., 1995; VECCHIETTI et al., 1979; AHMAD & CAVA, 1977; VERNENGO et al., 1957;
JACOBUCCI et al., 1954).

A literatura relata também atividades antineoplasica contra células KB
(WRIGHT et al., 2000) e anti-agregante plaquetaria para este alcaloide (CHANG et a.,
1968).
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Tabela 8- Dados de RMN 'H e *C (300/75 MHz, acetona-ds) de 2 e do alcaloide (+)-
ocoteina citado na literatura (GUINAUDEAU et al., 1975) [60 MHz, CDClg],
(GUINAUDEAU et al., 1979) [15 MHz, CDCl;]

2 (2) Literatura
C/H d®c d'H[m,J (Hz)] d“c d'H [m, J (H2)]
1 1435 - 143,2 -
2 135,0 - 134,8 -
3 139,3 - 139,1 -
3a 119,3 - 119,1 -
4 23,6 2,66 m (Ha; Hb) 23,6 nc
5 53,2 3,01m (Ha) 53,2 nc
2,30 m (Hb) -
6a 62,6 292 m 62,3 nc
7 338 3,11 dd (15,0; 3,0 Ha) 34,1 nc
243 m -
7a 128,1 - 1274 -
8 112,2 6,87 s 1111 6,74 s
9 148,5 - 1475 -
10 148,1 - 1475 -
11 111,2 7,59 s 110,0 7,57s
11a 123,6 - 1235 -
11b 1112 - 1104 -
1lic 1279 - 1274 -
N-CHs 43,3 2,43s 41,9 2,52s
3-OCH; 58,8 395s 59,3 397s
9-OCH;  55,6° 3,80s 56,0 3,80s
10-OCHz  55,3° 3,77 s 55,8 3,80s
OCHO  100,8 5,94 sl; 6,08 sl 1004 5,92d (1,5); 6,02 d (1,5)

nc: nao citado na referéncia
% valores que podem estar trocados
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Tabela 9- Correlacdes observadas nos espectros HSQC e HMBC de 2 (300/75 MHz,

acetona-de)

HSQC (2) HMBC (2)
C/H d®c d'H (m) (H® C)
4 23,6 2,66 m (Ha; Hb) C-3, C-3a, C-5, C-11¢c
5 53,2 3,01m (Ha) -
2,30 m (Hb) C-6a
6a 62,6 2,92m -
7 338 3,11 dd (15,0; 3,0 Ha) C-6a, C-8, C-11a, C-11c
2,43 m C-8, C-11c
8 112,2 6,87 s C-7, C-7a, C-9, C-10, C-11a,
11 111,2 7,59s C-7a, C-9, C-10, C-114, C-11b
N-CH; 43,3 2,43s C-5, C-6a
3-OCH; 58,8 395s C-3
9-OCH;  55,6° 3,80s C-9
10-OCH;  55,3° 3,77 s C-10
OCH,O  100,8 5,94 sl; 6,08 sl C-1,C-2

% valores que podem estar trocados
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5.1.3- Identificacio de (+)-nordicentrina (3) e (+)-O-metilcassifilina (4)

Da Fragdo OAF-ALC F 6 originada a partir dos fracionamentos
cromatograficos do extrato alcaloidico das folhas foram obtidos 3 e 4 em mistura numa
proporcdo de aproximadamente 1:1 (item 4.2.2.7). O alcaloide 4 foi obtido ainda em
mistura com 1 e 2 da fracdo OAC-A-B.7 proveniente dos fracionamentos cromatograficos
do extrato alcaloidico das cascas do caule (item 4.4.2.1).
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Os dados espectrais de RMN 'H e **C de 3 e 4 mostraram-se semelhantes aos
de 1 e 2, respectivamente, indicando que estas substancias também eram alcaloides do tipo
aporfinico, onde 3 diferia de 1 e 4 diferia de 2 apenas pela auséncia do grupo metila ligado
no nitrogénio.

Assim, o espectro de RMN *H (Espectros 13 e 14, tabelas 16 e 17) apresentou
trés singletos em d 6,59; 6,89 e 7,69, atribuidos respectivamente a H-3, H-8 e H-11 de 3,
como também dois singletos em d 6,87 e 7,62 atribuidos a H-8 e H-11 de 4,
respectivamente. Também foram observados neste espectro dois singletos largos em d 5,96
e 6,09 referentes aos hidrogénios do grupo diéxidometileno presente no anel A das duas
substancias, além de singletos em d 3,84 e 3,87 atribuidos as metoxilas de 3 e em d 3,84;
3,85 e 4,03 atribuidos as de 4. A ndo observagdo de singletos na regido de d 2,40 indicou,
portanto, a auséncia do grupo N-CHs na estrutura dos dois compostos.

Nos espectros de RMN *3C e DEPT 135° (Espectros 18-23, tabelas 10 e 12),
foram observados sinais dos carbonos metilénicos dos anéis B e C entre d 22,9 e 35,4,
sinais de carbonos metinicos na regido entre d 112,0 e 113,0 relativos a C-8 e C-11 dos
anéis D, como também sinais relativos as metoxilas entre d 56,7 e 60,0 para os dois
compostos. N&o foram observados sinais referentes a metilas em torno de d 43,0,
evidenciando entdo, a auséncia de metilas ligadas a nitrogénio em ambos 0s compostos.

Os dados espectrais de RMN 'H obtidos para 3 mostraram-se bastante
semelhantes com aos descritos na literatura para o alcaloide aporfinico (+)-nordicentrina
(GUINAUDEAU et al., 1979). Na literatura ha relatos dos valores de RMN *3C para o (-)-
nordicentrina (GUINAUDEAU et al., 1994) os quais apresentaram uma boa correlacéo
com os de 3.

J4 para o alcaloide 4, os dados de RMN *H apresentaram uma boa correlagéo
com os relatados na literatura para o alcaloide (+)-O-metilcassifilina (GUINAUDEAU et
al., 1975), enquanto que os de RMN *3C est&o sendo relatados pela primeira vez. Os sinais
relativos aos carbonos de 4 foram definidos ap6s eliminagdo no espectro de RMN *3C dos
sinais referentes aos do alcaloide 3.

As atribuicOes dos valores de deslocamento quimico para os carbonos de 3 e 4,
foram também confirmadas pelas correlagdes presentes nos espectros de HSQC (Espectros
24-26, tabelas 11 e 13) e/ou HMBC (Espectros 27-30, tabelas 11 e 13). No espectro

HMBC foi possivel observar para 4, correlages entre H-8 (d 6,87) ligado ao carbono
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correspondente ao sinal em d 112,9 e os carbonos C-7a (d 127,3) e C-11a (d 124,8) e entre
H-11 (d 7,62) ligado ao carbono referente ao sinal em d 112,1 e os carbonos C-7a (d
127,3) e C-11b (d 111,9), além de constatar a presenca da metoxila em C-3, através da
observacéo de uma correlagéo intensa entre o sinal em d4,03 e o de C-3 ad 141,0.

O sinal da rotacdo Optica da mistura de 3 e 4 [a]p = + 14,0 (CHClIs, ¢ 0,0003),
indicou que estes alcaloides sdo dextrorrotatdrios, sendo indentificados como (+)-
nordicentrina e (+)-O-metilcassifilina.

Estes alcaloides ja foram isolados previamente de outras espécies vegetais,
inclusive de plantas do género Ocotea (GARCEZ et al, 1995 CAVA &
VENKATESWARLU, 1971).

Tabela 10- Dados de RMN *H e **C (300/75 MHz, CDsOD) de 3 e do alcaloide (+)-
nordicentrina citado na literatura (GUINAUDEAU et al., 1979) [60MHz, CFsCOOQH],
(GUINAUDEAU et al., 1994) [15 MHz, CDCls]

(3) (3) Literatura
CH d®c d'H[m,J (Hz)] d®c d'H[m,J (Hz)]
1 143,7 - 1416 -
2 1491 - 146,6 -
3 108,0 6,59 s 107,1 6,50 s
3a 126,6 - 126,5 -
4 28,0 3,11 m (Ha) 29,1 nc
2,85-2,75 m (Hb)
5 434 3,60-3,48 m (Ha) 431 nc
3,22-3,02 m (Hb)
6a 54,6 412-4,06 m 53,5 nc
7 35,4 3,02-2,94 m (Ha) 36,4 nc

2,89-2,71 m (Hb)
7a 1281 - 127,9 -
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8 112,9 6,89 s 111,0 6,72 s
9 150,2 - 148,1 -
10 149,4 - 1475 -
11 1125 7,69 s 110,5 7,65
11a 1246 - 1235 -
11b 1174 - 116,2 -
11c 1247 - 127,0 -
9-OCH; 56,5 3,875 55,8 3,885
10-OCH; 56,5 3,845 56,0 3,90s
OCH,0 1024 5,96 sl; 6,09 sl 1005  5,90d (1,3); 6,04 d (1,3)

nc: nao citado na referéncia
2 valores que podem estar trocados

Tabela 11- Correlagdes observadas nos espectros HSQC e HMBC de 3 (300/75 MHz,
CD3;0D)

HSQC (3) HMBC (3)
C/H d®c d'H (m) (H® C)
3 108,0 6,59 S C-1, C-2, C-11c
4 28,0 3,11 m (Ha) -
2,85-2,75 m (Hb) -
5 43,4 3,60-3,48 m (Ha) -
3,22-3,02 m (Hb) -
6a 54,6 4,12-4,06 m -
7 35,4 3,02-2,94 m (Ha) -
2,89-2,71 m (Hb) -
8 112,9 6,89 s C-9, C-10, C-11a
11 1125 7,69 s C-7a, C-9, C-10, C-11b
9-OCH; 56,5 387s C-9

10-OCHs 56,5 3,84 s C-10
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OCH;O

102,4

5,96 sl; 6,09 sl

C-1,C-2

Tabela 12- Dados de RMN *H e **C (300/75 MHz, CD;0D) de 4 e do alcaloide (+)-O-
metilcassifilina citado na literatura (GUINAUDEAU et al., 1975) [60 MHz, CDCls]

4) (4) Literatura

C/H d*“c d*H [m, J (Hz)] d*H [m, J (Hz)]
1 145.4 - -
2 137,0 - -
3 1410 - -
3a 118,9 - -
4 22,9 2,84 m (Ha, Hb) nc
5 43,1 3,60-3,48 m (Ha) nc

3,22-3,02 m (Hb)

6a 54,6 4,12-4,06 m nc
7 35,3 3,02-2,94 m (Ha) nc
2,89-2,71 m (Hb) -
7a 127,3 - -
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8 1129 6,87 s 6,73 s
9 1497 - -
10 1494 - -
11 112,1 7,62s 7,61s
11a 124.8 - -
11b 1119 - -
1lic 1257 - -
3-OCHjs 60,0 4,03 s 3,99 s
9-OCHjs 56,7 3855 3,895
10-OCHj3 56,7 3,84 s 3,89 s
OCH,;0 102,4 5,96 sl; 6,09 sl 5925;6,02s

nc: ndo citado na referéncia

Tabela 13- Correlagdes observadas nos espectros HSQC e HMBC de 4 (300/75 MHz,
CD;0D)

HSQC (4) HMBC (4)
C/H d®c d'H (m) (H® C)
4 229 2,84 m (Ha, Hb) -
5 431 3,60-3,48 m (Ha) -
3,22-3,02 m (Hb) -
6a 54,6 4,12-4,06 m -
7 35,3 3,02-2,94 m (Ha) C-6a
2,89-2,71 m (Hb) C-6a
8 112,9 6,87 S C-7a, C-9, C-10, C-11a
11 1121 7,625 C-7a, C-9, C-10, C-11a, C-11b
3-OCH; 60,0 4,03s c-3
9-OCH; 56,7 3,855 C-9
10-OCH; 56,7 3,845 C-10

OCH,O  102,4 5,96 sl; 6,09 sl C-1,C-2
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Espectro 24- Espectro HSQC da mistura de 3 e 4 (300/75 MHz, CD3;0D)
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5.1.4- ldentificagdo de (+)-6S-N-Oxido dicentrina (5)

O alcaloide 5 foi obtido da fragdo OAF-ALC G 6 originada a partir dos
fracionamentos cromatograficos do extrato alcaloidico das folhas e das fragdes OAF-Ac
(B.13, 1.4/1.5 e M.15) provenientes dos fracionamentos cromatogréaficos da fase acetato de
etila das folhas (itens 4.2.2.8; 4.3.4.1.3; 4.3.4.2.4 e 4.3.4.4).

O espectro de massas de alta resolucdo de 5 (Espectro 39) apresentou um ion
[M + H]" a m/z 356,1492, compativel com a férmula molecular CzoH2105N.

O espectro de RMN 'H de 5 (Espectro 31, tabela 14) apresentou sinais bastante
semelhantes aos observados no espectro de 1, indicando que 5 possuia um esqueleto
aporfinico com os mesmos substituintes presentes no de 1. A principal diferenca residia no
valor de deslocamento quimico do sinal relativo a CHs-N de 5 (d 3,19), enquanto que no
espectro de 1 este foi observado em d 2,53.

Nos espectros de RMN **C e DEPT 135° (Espectros 32 e 33, tabela 15) de 5 e
1 as principais diferencas foram observadas nos valores de deslocamento quimico dos
carbonos dos anéis B e C (particularmente os relativos aos carbonos C-5 e C-6a, 0s quais
apresentaram uma desprotecao superior a 10 ppm) e do sinal em d 48,3, este referente a
metila ligada ao nitrogénio, cuja correlagdo com o sinal a d 3,19 foi observada no espectro
HSQC (Espectro 34, tabela 16). No espectro de RMN **C de 1 este sinal se apresentou em
d 43,9.

Estas alteracGes nos deslocamentos quimicos dos carbonos dos anéis B e C,
particularmente, as desprotecdes de C-5 (+12,8 ppm) e C-6a (+11,9 ppm) e as protegdes de

C-4 (-2,0 ppm) e C-7 (-6 ppm) quando comparados com os de 1 e ainda a desprotecdo em
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torno de 5,0 ppm da metila ligada ao nitrogénio mostraram-se compativeis com a
quaternizagdo do nitrogénio (MARSAIOLI et al., 1979).

Desta maneira, a diferenca estrutural entre os alcaloides 5 e 1 seria a presenca
de uma funcdo N-O6xido no esqueleto de 5. O valor do deslocamento quimico dos
hidrogénios da metila ligada ao nitrogénio (d 3,19) corroborou com esta proposta.

Estas informagdes indicaram que o alcaloide 5 tratava-se de um N-6xido
dicentrina.

No espectro HMBC (Espectro 35 e 36, tabela 16) foram observadas correlagtes
intensas do tipo *J entre os hidrogénios daquela metila (CHs-N) e os carbonos 5 (d 66,4) e
6a (d 74,3) e também entre H-3 (d 6,51) e os carbonos C-11c (d 121,3) e C-4 (d 27,3), H-8
(d 6,80) e os carbonos em d 28,3 (C-7) e em d 122,4 (C-11a) e entre H-11 (d 7,60) e os
carbonos em d 125,3 (C-7a) eem d 117,1 (C-11b).

O sinal positivo da rotacdo especifica de 5 [a]p = +32,5 (MeOH, c 0,0008),
determinou a configuracdo absoluta de C-6a como sendo S (CAVE et al., 1987). Esta
informacdo, aliada as correlagcBes espaciais evidenciadas no espectro NOESY de 5
(Espectros 37 e 38), tais como: entre o hidrogénio pseudo-axial & 4,54 (H-6a) e os
hidrogénios & 3,69 (H-7a) e & 3,68 (H-5b), indicando uma relacdo syn entre eles e entre 0s
hidrogénios da metila (pseudo-axial) ligada ao nitrogénio e o hidrogénio em ¢ 3,88 (H-5a),
indicando que ambos estdo do mesmo lado (syn), porém anti ao H-6a, definiram a
orientacdo b do grupo metila ligado ao nitrogénio e consequentemente uma orientacdo a
para o oxigénio da funcdo N-6xido.

Assim, a estrutura do composto 5 foi definida como sendo (+)-6S-N-0xido
dicentrina.

Os dados de RMN *H e **C desta substancia apresentaram uma boa correlacéo
com os descritos na literatura para o N-6xido dicentrina obtido como produto de sintese
(GUINAUDEAU et al., 1994) e de Ocotea puberula (ZANIN & LORDELLO, 2007). No
entanto, ¢ importante mencionar que para o isébmero levégiro previamente sintetizado
(GUINAUDEAU et al., 1994) a configuracdo do centro N-6xido ndo foi determinado e
para N-6xido dicentrina obtido a partir de Ocotea puberula (ZANIN & LORDELLO,
2007), nenhuma informacdo foi fornecida sobre a sua rotacdo especifica e orientacdo do
grupo N-metila.

Portanto, o isolamento de (+)-N-Oxido dicentrina apresentando a configuragdo

6S para o N esta sendo descrita pela primeira vez.
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Embora ocorra em espécies de Annonaceae e de outras familias vegetais
GUINAUDEAU et al., 1975; GUINAUDEAWU et al., 1979; GUINAUDEAU et al., 1983;
GUINAUDEAU et al., 1988) , alcaloides N-6xidos sdo incomuns em espécies pertencentes
ao género Ocotea.

Na literatura existem relatos sobre atividades bioldgicas para o (-)-N-6xido
dicentrina, tais como: citotdxica in vitro contra linhagem de células humanas KB (WU et
al., 1989).

Tabela 14- Dados de RMN *H (300 MHz, CDCl;) de 5 obtido de O. acutifolia e do (-)-N-
6xido dicentrina citado na literatura (GUINAUDEAU et al., 1994) [60 MHz, CDCl;]

H d*H [m, J (Hz)]
(5) [(-)-N-6xido dicentrina] Lit.
3 6,51s 6,52 s
4 3,22 m (Ha) nc
2,94-2,98 m (Hb)
5 3,88 m (Ha) nc
3,68 m (Hb)
6a 4,54 dd (13,5; 4,5) nc
7 3,69 dd (13,5; 4,5 Ha) nc
2,88 tl (13,5; 13,5 Hb)
8 6,80 s 6,84 s
11 7,60s 7,60s
N-CH; 3,19s 3,025

9-OCH; 3,885 3,92s
10-OCHs 3,885 3925
OCH;0O 5,97 sl; 6,14 sl 5,94 d (2,0); 6,12 d (2,0)

nc: ndo citado na referéncia
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Tabela 15- Dados de RMN *C (75 MHz, CDCls3) de 5 obtido de O. acutifolia e do N-
Oxido dicentrina citado na literatura (ZANIN & LORDELLO, 2007) [75 MHz, CDCls]

C (5)d*C (N-6xido dicentrina) d **C Lit.
1 1431 1435
2 148,5 148,7
3 106,3 106,5
3a 122,3 1224
4 27,3 28,5
5 66,4 65,6
6a 74,3 73,8
7 28,3 27,1
7a 125,3 1244
8 1116 1108
9 149,0 1494
10 148,2 149,1
11 110,5 1118
11a 122,4° 120,1
11b 1171 1174
11c 1213 1221
N-CHs 48,3 47,6
9-OCHs 56,0” 56,3
10-OCHs 56,1" 56,2
OCH,0 101,3 100,6

%P valores que podem estar trocados
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Tabela 16- Correlagdes observadas nos espectros HSQC e HMBC de 5 (300/75 MHz,
CDCls)

HSQC (5) HMBC (5)
C/H d®c d'H (m) (H® C)
3 106,3 6,51 s C-1, C-2, C-4, C-11c
4 27,3 3,22 m (Ha) -
2,96 m (Hb) :
5 66,4 3,88 m (Ha) -
3,68 m (Hb) -
6a 74,3 4,54 dd -
7 28,3 3,69 dd (Ha) C-6a
2,88 tl (Hb) C-6a
8 1116 6,80 s C-7, C-9, C-10, C-11a
11 1105 7,60 s C-9, C-10, C-11b
N-CHs 48,3 319's C-5, C-6a
9-OCH;  56,0° 3,88's C-9
10-OCHs  56,1° 3,88's C-10
OCH,0  101,3 5,97 sl; 6,14 sl C-1,C-2

% valores que podem estar trocados
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5.1.5- Elucidagéo estrutural de (+)-6R-N-6xido dicentrina (6)

Das fragbes OAF-Ac (B.13, 1.2 e M.15) originadas dos fracionamentos
cromatograficos da fase acetato de etila das folhas foi obtido o alcaloide 6 em mistura
(capitulo 4, itens 4.3.4.1.3; 4.3.4.2.4 e 4.3.4.4).

Nos espectros da fragdo OAF-Ac B.13 foi detectada a presenga dos compostos
5 e 6, onde 6 era 0 componente minoritario. No entanto, apds ter sido submetida a técnica
de purificacdo que resultou no isolamento de 5, obteve-se de 6 na forma pura em
quantidade suficiente para a determinacdo de seu valor de rotacdo dptica. Sendo assim, a
estrutura deste alcaloide foi elucidada com base nos valores de deslocamento quimico e
multiplicidades dos sinais presentes nos espectros de RMN *H e **C da mistura contendo 5
e 6.

Os sinais no espectro de RMN *H (Espectro 40, tabela 17) atribuidos a 6
mostraram-se bastante semelhantes aos de 5, indicando que o alcaloide 6 também era do
tipo aporfinico com os mesmos substituintes presentes no esqueleto de 5. A Unica diferenca
residia no valor de deslocamento quimico do sinal relativo aos hidrogénios da metila ligada
ao nitrogénio (CH3-N), que para 6 foi observado em d 3,44 e para 5 d 3,19.

No espectro de RMN **C (Espectros 41-43, tabela 17), auxiliado pelos dados
presentes no experimento HSQC (Espectros 44 e 45, tabela 18), os sinais relativos a 6
mostraram boa correlagdo com os observados no espectro de 5 com alteracao significativa
apenas no valor referente a CH3s-N em d 58,1 (d 3,44) que no espectro de 5 foi observado

em d 48,3, compativel com uma inversdo na configuracdo do nitrogénio.
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No espectro HMBC (Espectros 46-48, tabela 18) foram observadas
correspondencias intensas entre os hidrogénios CHs-N (d 3,44) e os sinais em d 65,0
(referente a C-5) eem d 71,5 (C-6a).

Uma vez que 6 apresentou, da mesma forma que 5, um valor positivo de
rotacdo Optica [a]p = +16,9 (MeOH, ¢ 0,00045) no entanto, no experimento NOESY
(Espectros 49 e 50) uma correlagéo entre os hidrogénios da metila pseudo-equatorial ligada
ao nitrogénio (d 3,44) e o hidrogénio pseudo-axial H-6a (d 4,34), chegou-se a conclusao
que a diferenca estrutural entre ambos residia unicamente na configuragéo do nitrogénio.

Assim, o alcaloide 6 foi caracterizado como (+)-6R-N-6xido dicentrina. Ainda

nao ha relatos deste alcaloide na literatura, tratando-se, portanto, de um composto inédito.
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Tabela 17- Dados de RMN *H e **C (300/75 MHz, CDCls) de 6 e dados de RMN **C (75

MHz, CDCls) de 5

(6) (5)
C/H d®c d'H[m, J (Hz)] d®c
1 142,6 - 1431
2 148,0 - 1485
3 106,8 6,56 S 106,3
3a 122,7 - 122,3

4 24,8 2,72-2,82 m (Ha, Hb) 27,3

5 65,0 3,83-3,77 m (Ha) 66,4

3,17 m (Hb)

6a 71,5 4,34 dd (12,0; 3,0) 74,3

7 29,1 3,61-3,51 m (Ha, Hb) 28,3
7a 126,1 - 1253
8 1115 6,78 s 1116
9 148,7 - 149,0
10 147,8 - 148,2
11 110,5 761 1105
11a 1245 - 1224
11b 117,3 - 117,3
11c 121,2 - 1213
N-CHs 58,1 344 s 48,3
9-OCHj 56,0 3,88 s 56,0
10-OCH; 56,0 3,885 56,1
OCH,O  101,0 5,91 sl; 6,09 sl 101,3
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Tabela 18- Correlagdes observadas nos espectros HSQC e HMBC de 6 (300/75 MHz,

CDCls)
HSQC (6) HMBC (6)
C/H d®c d'H (m) (H® C)
3 106,8 6,56 S -
4 24,8 2,72-2,82 m (Ha, Hb) -
5 65,0 3,83-3,77 m (Ha) -
3,17 m (Hb) -
6a 715 4,34 dd (12,0; 3,0) :
7 29,1 3,61-3,51 m (Ha, Hb) C-11a, C-11c
8 111,5 6,78 s C-7,C-9, C-10, C-11a
11 1105 7,615 C-9, C-10
N-CH; 58,1 3,445 C-5, C-6a
9-OCH; 56,0 3,88's C-9
10-OCH; 56,0 3,885 C-10
OCH,O0  101,0 5,91 sl; 6,09 sl C-1,C-2
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5.1.6- Elucidagao estrutural de (+)-6S-N-6xido ocoteina (7)

Das fragbes OAF-ALC G 2 e 3 provenientes dos fracionamentos
cromatograficos do extrato alcaloidico das folhas e das fracbes OAF-Ac (D.3, G.5, G.8,
H.4, 1.2, M.14 e M.15) obtidas a partir dos fracionamentos cromatograficos da fase acetato
de etila das folhas, foi isolado o composto 7 (itens 4.2.2.8; 4.3.4.1.2; 4.3.4.2.2; 43.4.2.3;
434.24e434.4).

O espectro de RMN *H de 7 (Espectro 51, tabela 19) apresentou sinais
praticamente idénticos aos presentes no espectro de 2, entretanto, o valor de deslocamento
quimico do sinal relativo a Me-N para 7 foi observado em d 3,34, e para 2 em d 2,43.

Nos espectros de RMN *C e DEPT 135° (Espectros 52 e 53, tabela 19) de 7 as
principais diferencas com relagdo aos de 2 foram observadas nos valores de deslocamento
quimico dos carbonos dos anéis B/C, particularmente C-5 e C-6a, 0s quais apresentaram
uma desprotecdo superior a 10 ppm e do sinal atribuido a metila ligada ao nitrogénio (d
48,2), cuja correlagcdo com o sinal a d 3,34 foi observada no espectro HSQC (Espectro 54,
tabela 20). No espectro de RMN 3C de 2 este sinal se apresentou em d 43,3.

No espectro HMBC (Espectros 55-57, tabela 20) foi possivel observar as
correlagBes entre os hidrogénios daquela metila e os carbonos referentes aos sinais em d
66,3 (C-5) e d 74,1 (C-6a).

Estas alteracfes nos deslocamentos quimicos dos carbonos dos anéis B e C, ou
seja, as desprotecdes de C-5 (+13,1 ppm) e C-6a (+11,5 ppm) quando comparados com 0S
de 2 e ainda a desprotecdo de 4,9 ppm da metila ligada ao nitrogénio, foram compativeis
com a presenca de um oxigénio ligado ao nitrogénio no alcaloide 7 (MARSAIOLI et al.,
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1979). Da mesma maneira, um efeito g significativo sobre a ressonancia de C-7 (d 28,3),
causado pela presenca da funcdo N-oOxido, reforcou esta proposta. Esta, portanto seria a
Unica diferenca estrutural entre os alcaloides 7 e 2, tal como a existente entre os alcaloides
oel.

O espectro de massas de alta resolucéo de 6 (Espectro 59) obtido por ionizagdo
por eletrospray em modo negativo apresentou um ion a m/z 420,1249 [(M+CI)’] compativel
com a formula molecular Cz1H2306N, confirmando a presenca de mais um oxigénio na
estrutura de 7 em relacéo ao alcaloide 2.

Com base nestas informacdes e ainda, com o valor positivo de rotagdo Optica
obtido para 7 ([a]po + 35,0, MeOH, ¢ 0,001), a estrutura deste alcaloide foi definida como
(+)-N-6xido ocoteina.

No experimento NOESY (Espectro 58) de 7 foram observadas correlagdes
entre o hidrogénio pseudo-axial & 4,81 (H-6a) e os hidrogénios 6 3,61 (H-7a) e 6 3,96 (H-
5b), indicando que estes estdo em posi¢do syn. Da mesma forma observaram-se correlagbes
entre os hidrogénios Me-N (d 3,34) e os hidrogénios & 2,91 (H-7b) e 6 4,32 (H-5a),
indicando a relacdo syn entre eles. Portanto, a metila ligada ao nitrogénio estaria localizada
espacialmente do lado oposto (anti) a H-6a, definindo a configuragéo do nitrogénio com
sendo S.

Assim, o composto 7 foi identificado como (+)-6S-N-0xido ocoteina. Até o
momento, ndo foi encontrado na literatura nenhum relato sobre esta substancia, tratando-
se, portanto, de um alcaloide inédito.

A atribuicdo inequivoca dos valores de deslocamento quimico dos carbonos de
5 foi realizada em fungdo das informagbes fornecidas pelos espectros de HSQC e/ou

HMBC sendo relacionada na tabela 20.
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Tabela 19- Dados de RMN *H e **C (300/75 MHz, CDCls) de 7 e dados de RMN **C (75
MHz, acetona-ds) de 2

() )

C/H d®c d'H[m, J (Hz)] d®c

1 1451 - 1435

2 136,0 - 135,0

3 139,2 - 139,3

3a 114,7 - 119,3

4 22,7 3,11 ddl (18,0; 6,0 Ha) 23,6
2,95 m (Hb)

5 66,3 4,32 ddl (13,5; 4,5 Ha) 53,2
3,96 m (Hb)

6a 74,1 4,81 dd (16,0; 4,5) 62,6

7 28,3 3,61 dd (16,0; 4,5 Ha) 33,8

2,91 tl (16,0; 16,0 Hb)

7a 124,3 - 128,1

8 111,7 6,81 s 112,2

9 1485 - 1485

10 148,3 - 148,1

11 110,1 7,56 s 111,2

11a 1225 - 1236

11b 111,3 - 111,2

11c 122,0 - 1279

N-CHj 48,2 334 s 433

3-OCH; 59,6 4,06 s 58,8

9-OCH;  56,2° 3,88 55,6"

10-OCH;  56,0° 3,88's 55,3

OCH,O 1013 5,97 sl; 6,14 sl 100,8

2P yalores que podem estar trocados
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Tabela 20- Correlagdes observadas nos espectros HSQC e HMBC de 7 (300/75 MHz,

CDCly)
HSQC (7) HMBC (7)
C/H d®c d'H (m) (H® C)
4 22,7 3,11 ddl (18,0; 6,0 Ha) C-3a
2,95 m (Hb) C-3a
5 66,3 4,32 ddl (13,5; 4,5 Ha) C-3a
3,96 m (Hb) -
6a 74,1 4,81 dd (16,0; 4,5) -
7 28,3 3,61 dd (16,0; 4,5 Ha) C-6a, C-73a, C-8, C-114, C-11c
2,911l (16,0; 16,0 Hb) C-6a, C-7a, C-11a, C-11c
8 111,7 6,81 s C-7,C-7a, C-9, C-10, C-11a
11 110,1 7,56 s C-7a, C-9, C-10, C-114, C-11b
N-CHs 48,2 3,34 s C-5, C-6a
3-OCH; 59,6 4,06 s C-3
9-OCHs 56,2° 3,88s C-9
10-OCH;  56,0° 3,88s C-10
OCH,0 101,3 5,97 sl; 6,14 sl C-1,C-2

% valores que podem estar trocados
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5.1.7- Elucidagao estrutural de (+)-6R-N-6xido ocoteina (8)

O composto 8 foi isolado das fraces OAF-Ac (D.2, D.3, G.5, G.6, H.4, 1.2,
M.14 e M.15) provenientes dos fracionamentos cromatograficos da fase acetato de etila das
folhas (itens 4.3.4.1.2; 4.3.4.2.2;43.4.2.3;4.3.4.24e 4.3.4.4).

Este composto apresentou espectros de RMN *H (Espectro 60, tabela 21) e *C
(Espectro 61, tabela 21) semelhantes aos de 7, indicando que ambos possuiam o mesmo
esqueleto aporfinico. Com relagdo ao espectro de RMN 'H, pequenas diferencas
consistiam nos valores de deslocamentos quimicos relativos aos hidrogénios dos anéis B e
C e da metila ligada ao nitrogénio.

Nos espectros de RMN **C de 7 e 8 uma diferenca significativa foi observada
no valor de deslocamento quimico do carbono da Me-N, que para 8 foi observado em d
58,0 e para 7 em d 48,2, compativel com a inversdo na configuragdo do nitrogénio
(MARSAIOLI et al., 1979).

Considerando-se que o alcaloide 8 apresentou, da mesma forma que 7, um
valor positivo de rotacdo dptica ([a]o + 13,0 MeOH, c¢ 0,00023), chegou-se a conclusao
que ambos diferiam apenas na inversdo na configuracdo do nitrogénio, assim como o
descrito para a relagéo entre os compostos 6 e 5.

Esta informagdo foi confirmada pela correlagdo espacial entre H-6a pesudo-
axial (d 4,56) e os hidrogénios de Me-N (d 3,39) observada no experimento NOESY
(Espectros 66 e 67).
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Com o auxilio das informacdes presentes nos espectros HSQC (Espectro 62,
tabela 22) e/ou HMBC (Espectros 63-65, tabela 22) foi feita a atribuicdo dos valores de
deslocamento quimico de todos os carbonos de 7.

Assim, a substancia 8 foi caracterizada como (+)-6R-N-0xido ocoteina, a qual
esta sendo relatada pela primeira vez neste trabalho, porém a comparacdo dos dados
espectrais indicou que 8 ¢ idéntica a um composto isolado no LP-1, do extrato metandlico
da fase butandlica das sementes de Mimosa flocculosa (SOARES, 2008), “resultados ndo

publicados”.
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Tabela 21- Dados de RMN *H e *C (300/75 MHz, CDs0OD) de 8 e dados de RMN “*C de

7 (75 MHz, CDCly)

@) (7)
C/H d®c d'H[m,J (Hz)] d®c
1 1458 - 1451
2 137,2 - 136,0
3 140,5 - 139,2
3a 118,4 - 114,7
4 20,6 3,22 m (Ha) 22,7
2,86 ddl (16,5; 4,5 Hb)
5 65,3 3,69 m (Ha) 66,3
3,64 m (Hb)
6a 72,1 4,56 dd (13,5; 4,5) 74,1
7 29,4 3,25 m 28,3
7a 127,0 - 1243
8 1133 6,95 s 1117
9 149,9 - 1485
10 149,5 - 1483
11 112,0 7,63 s 110,1
11a 124,3 - 1225
11b 1128 - 1113
11c 122,6 - 122,0
N-CHs 58,0 3,395 48,2
3-OCHs 60,0 4,03s 59,6
9-OCHs 56,5 3,855 56,2
10-OCH;  56,7° 3,81s 56,0
OCH,0 102,5 5,96 sl; 6,10 sl 1013

2P valores que podem estar trocados
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Tabela 22- Correlagfes observadas nos espectros HSQC e HMBC de 8 (300/75 MHz,
CD3;0D)

HSQC (8) HMBC (8)
C/H d®c d'H (m) (H® C)
4 20,6 3,22 m (Ha) -
2,86 ddl (16,5; 4,5 Hb) -
5 65,3 3,69 m (Ha) -
3,64 m (Hb) -
6a 72,1 4,56 dd (13,5; 4,5) -
7 29,4 3,25 m C-7a, C-8, C-11c
8 1133 6,95 s C-7, C-7a, C-9, C-10, C-11a
11 112,0 7,63 C-7a, C-9,C-10, C-11a, C-11b
N-CH; 58,0 3,39’ C-5, C-6a
3-OCH; 60,0 4,03s c-3
9-OCH; 56,5 3,855 C-9
10-OCH; 56,7 3,815 C-10
OCH,0 1025 5,96 sl; 6,10 sl C-1,C-2

2 valores que podem estar trocados
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5.1.8- Identificacao de (+)-leucoxina (9)

Das fracbes OAC-ALC (D 3 e 5) originadas a partir dos fracionamentos
cromatograficos do extrato alcaloidico das folhas e das fracbes OAF-Ac (B.3 e F.9)
provenientes dos fracionamentos cromatograficos da fase acetato de etila das folhas foi
isolado o alcaloide 9 (itens 4.2.2.4;4.2.2.5;4.3.4.1 e 4.3.4.2.1).

O espectro de RMN *H de 9 (Espectro 68, tabela 23) apresentou semelhanca
com o de 1. Foram observados dois singletos em d 3,82 e 3,85, referentes a metoxilas
presentes no anel D, dois singletos em d 5,91 e 6,06, referentes aos hidrogénios do grupo
diéxidometileno presente no anel A e um singleto atribuido & metila ligada ao nitrogénio
em d 2,56. Apresentou ainda na regido de hidrogénios aromaticos, dois singletos em d 6,54
e 7,29 atribuiveis aos hidrogénios H-3 e H-11, respectivamente. A diferenca residia,
portanto, na auséncia do singleto entre d 6,70-6,90, observado no espectro de 1 em d 6,76 e
atribuido a H-8.

Da mesma forma, ao serem comparados espectros RMN **C e DEPT 135° de 9
(Espectros 69 e 70, tabela 23), e de 1 as principais diferencas foram observadas nos valores
de deslocamento quimico dos carbonos do anel D, compativeis com a presenca de um
substituinte oxigenado em C-8 no alcaloide 9. Uma vez que foram observados vinte sinais
no espectro de RMN °C de 9 e duas metoxilas, sendo uma impedida (d 61,2), o
substituinte presente em C-8 foi caracterizado como sendo uma hidroxila.

Os valores de deslocamento quimico de C-7a (d 116,3), C-9 (d 137,3) e C-11
(d 104,1), assim como a protecdo de +7,3 ppm ocorrida em C-7, mostraram-se também

compativeis com a localizagdo do grupo hidroxila na posicao 8 deste alcaloide.
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Com auxilio das informagdes obtidas nos experimentos HSQC e/ou HMBC
(Espectros 71-74, tabela 24) foram realizadas as atribui¢es dos valores de deslocamento
quimico dos carbonos de 9.

Assim, com base no valor de [a]p = +38,5 (MeOH, ¢ 0,0004) e através da
comparagdo dos dados espectrais de RMN *H e *C deste alcaloide com os descritos na
literatura (GUINAUDEAU et al.,, 1979; VECCHIETTI et al., 1977) para o alcaloide
aporfinico (+)-leucoxina, isolado também de outras espécies de plantas do género Ocotea
(ZANIN & LORDELLO, 2007; VECCHIETTI et al., 1979; VECCHIETTI et al., 1977,
GOODWIN, et al., 1960), foi possivel estabelecer a identidade entre os dois compostos.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software

http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.
Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae) 132

Tabela 23- Dados de RMN *H e **C (300/75 MHz, CD;0OD) de 9 e do alcaloide (+)-
leucoxina citado na literatura (VECCHIETTI et al., 1977) [60 MHz, CDClIs],
(GUINAUDEAU et al., 1979) [15 MHz, DMSOQO]

9) (9) Literatura
CH d®c d'H[m,J (Hz)] d®c d'H[m,J (Hz)]
1 143,8 - 141,6 -
2 148,2 - 146,0 -
3 108,0 6,54 s 106,8 6,52 s
3a 127,8 - 126,7° -
4 29,6 3,05 m (Ha) 28,7 nc
2,65 ddl (15,0; 3,0 Hb) -
5 54,5 3,08 m (Ha) 52,9 nc
2,49 m (Hb) -
6a 63,5 3,06 m 61,7 nc
7 26,8 3,59 dd (15,0; 3,0 Ha) 25,8 nc
2,11 tl (15,0; 15,0 Hb) -
7a 116,3 - 115,6 -
8 1484 - 146,8 -
9 137,3 - 135,9 -
10 152,7 - 150,8 -
11 104,1 7,29 s 102,4 7,32s
11a 127,6 - 125,8 -
11b 118,0 - 116,0 -
1lic 1273 - 126,4° -
N-CH3 439 2,56 s 43,5 2,555
9-OCH; 61,2 382s 60,2 3,87s
10-OCH; 56,4 385s 55,6 392s
OCHO 1021 5,91 sl; 6,06 sl 100,4 5,88d (1,0); 6,04 d (1,0)

nc: nao citado na referéncia
% valores que podem estar trocados
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Tabela 24- Correlagdes observadas nos espectros HSQC e HMBC de 9 (300/75 MHz,

CD;0D)
HSQC (9) HMBC (9)
C/H d®c d'H (m) (H® C)
3 108,0 6,54 s C-1,C-2,C4
4 29,6 3,05 m (Ha) C-11c
2,65 ddl (15,0; 3,0 Hb) C-11c
5 54,5 3,08 m (Ha) C-4
2,49 m (Hb) C-4
6a 63,5 3,06 m -
7 26,8 3,59 dd (15,0; 3,0 Ha) C-6a, C-7a, C-8, C-11c
2,11 tl (15,0; 15,0 Hb) C-6a, C-7a, C-8, C-11c
11 104,1 7,29 C-7a, C-9, C-10, C-11b
N-CHjs 43,9 2,56s C-5, C-6a
9-OCH; 61,2 3,825 C-9
10-OCH; 56,4 3,855 C-10
OCH,O 1021 5,91 sl; 6,06 sl C-1,C-2
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5.1.9- Identificacao de (+)-ocoxilonina (10)

Da fragdo OAF-ALC 5 proveniente dos fracionamentos cromatograficos do
extrato alcaloidico das folhas e das fracbes OAF-Ac (B.3, F.9 e L.39) resultantes dos
fracionamentos cromatograficos da fase acetato de etila das folhas foi obtido o composto
10 em mistura com 1, 2 e 9. Da fragdo OAF-Ac L.38 foi isolado o composto 10 na forma
pura, porém em quantidade suficiente apenas para obtencdo de seus valores de rotacdo
Optica (itens 4.2.2.5;4.3.4.1; 4.3.4.2.1e 4.3.4.3.2).

Da fracdo OAF-ALC 5 foram obtidos os compostos 9 e 10 em mistura, onde os
sinais majoritarios nos espectros de *H e *C (DEPT 135°) [Espectros 75-79, tabela 25]
foram atribuidos aos de 10.

Os dados espectrais de RMN *H e **C de 10 mostraram-se semelhantes aos de
2, indicando que esta substancia também possuia um esqueleto aporfinico, entretanto ndo
foi observado um singleto em d 6,88, atribuido a H-8 no espectro de 2.

Assim, 0 composto 10 apresentou no espectro de RMN *H um singleto em d
7,21 atribuido a H-11, trés singletos em d 3,98; 3,82 e 3,79 referentes a trés metoxilas, dois
singletos em d 5,90 e 6,04 atribuidos aos hidrogénios do grupo diéxidometileno, e ainda
um singleto em d 2,54 referente ao grupo CHs-N.

No espectro de RMN 13C de 10, o sinal em d 148,44 (C) atribuido a C-8,
juntamente com as alteragcdes ocorridas, notadamente a protecdo de C-7 (7,5 ppm), C-7a
(11,9 ppm), C-9 (10,1 ppm) e C-11 (6,4 ppm), quando comparados com o0s dados
espectrais de 2, indicaram a presenca de um grupo hidroxila em C-8, da mesma forma

como o observado para o alcaloide 9, que também possui em C-8 0 mesmo substituinte.
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No espectro HMBC (Espectros 82-84, tabela 26) foi possivel observar a
correlagéo entre H-7 e C-8 (d 148,4).

O valor de rotagdo Optica observado para 10 ([a]p = +22,0; MeOH, ¢ 0,0005)
indicou que 0 mesmo também pertencia a série 6a-(S).

Os dados de RMN *H de 10 apresentaram uma boa correlagéo com os descritos
na literatura para o alcaloide isolado anteriormente de Ocotea leucoxylon, (+)-ocoxilonina
(AHMAD & CAVA, 1977), enquanto que os de RMN “*C estdo sendo descritos pela
primeira vez. As atribui¢des dos valores de deslocamento quimico dos carbonos de 10
foram realizadas com auxilio das informacGes fornecidas pelos espectros HSQC e/ou
HMBC (Espectros 80-84, tabela 26).
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Tabela 25- Dados de RMN *H e **C (300/75 MHz, CD;0D) de 10 e do alcaloide (+)-

ocoxilonina citado na literatura (AHMAD & CAVA, 1977) [60 MHz, CDCls]

(10) (10) Literatura
C/H dc d'H [m, J (Hz2)] dH [m, J (HZ)]
1 145,6 - -
2 136,4 - -
3 140,9 - -
3a 119,8 - -
4 24,2 2,74 m nc
5 54,2 3,08 m (Ha) nc
2,45 m (Hb) -
6a 63,5 3,00m nc
7 26,6 3,54 m (Ha) nc
2,051l (12,0; 12,0 Hb) -
7a 115,5 - -
8 1484 - -
9 136,7 - -
10 152,7 - -
11 103,6 7,21s 7,30 s
11a 1279 - -
11b 1125 - -
1lic 1284 -
N-CHs 43,9 2,54 2,58s
3-OCH; 59,9 3,985 4,01s
9-OCH; 61,2 3,79s 3,90s
10-OCH; 56,3 3,82s 393s
OCH,0 102,1 5,90 sl; 6,04 sl 5,96 s;5,98 s
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Tabela 26- Correlagdes observadas nos espectros HSQC e HMBC de 10 (300/75 MHz,

CD;0D)
HSQC (10) HMBC (10)
C/H d®c d'H (m) (H® C)
4 24,2 2,74 m -
5 54,2 3,08 m (Ha) -
2,45 m (Hb) -
6a 63,5 3,00 m -
7 26,6 3,54 m (Ha) C-6a, C-7a, C-8, C-11c
2,05t (12,0; 12,0 Hb) C-6a, C-7a, C-8, C-11c
11 103,6 7,21s C-7a, C-9, C-10, C-11b
N-CH3 439 2,54 s C-5, C-6a
3-OCHjs 59,9 3,98s C-3
9-OCH; 61,2 3,79s C-9
10-OCH; 56,3 3,82s C-10
OCH0 102,1 5,90 sl; 6,04 sl C-1,C-2
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5.1.10- Elucidacéo estrutural de (+)-norocoxilonina (11)

Da fragdo OAF-ALC H 9 obtida dos fracionamentos cromatograficos do
extrato alcaloidico das folhas foi isolado o alcaloide 11 (item 4.2.2.9).

Os dados espectrais de RMN 'H e *C de 11 mostraram-se bastante
semelhantes aos de (+)-ocoxilonina (10), indicando que esta substancia possuia um
esqueleto aporfinico com 0s mesmos substituintes de 10, com exce¢do da metila ligada ao
nitrogénio, ausente em 11.

Esta informacdo foi baseada na auséncia de sinais na regido de d 2,50 e em
torno de d 43,0 nos espectros de RMN *H (Espectro 85, tabela 27) e RMN **C (Espectro
86, tabela 27), respectivamente. A protegédo de 11,7 ppm de C-5 e de 9,2 ppm de C-6a no
composto 11 em relacdo aos carbonos C-5 e C-6a de 10, confirma a auséncia de metila
ligada ao nitrogénio naquele alcaloide. No espectro infravermelho de 11 foi observada uma
banda larga em 3410 cm™ relativa ao estiramento N-H.

O espectro de massas de alta resolucdo de 11 (Espectro 91) obtido por
ionizagdo por “eletrospray” em modo positivo apresentou um ion a m/z 372,1424 [(M+H)"]
relativo a formula molecular CyoH2106N, compativel com a proposta supracitada.

Desta forma, considerando-se o valor positivo de rotagdo dptica ([a]p = + 64,6;
MeOH, c 0,0013) apresentado por 11, este foi caracterizado como (+)-norocoxilonina.

As atribuicbes dos valores de deslocamento quimico dos hidrogénios e
carbonos de 11 foram confirmadas através das correlagdes presentes nos espectros HSQC

e/ou HMBC (Espectros 87-90) e estdo relacionadas na tabela 28.
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Na literatura ndo foram encontrados relatos sobre este alcaloide, tratando-se,

portanto de uma substancia inédita.

Tabela 27- Dados de RMN *H e **C (300/75 MHz, CD;0D) de 11 e dados de RMN **C
(75 MHz, CD;0D) de 10

(11) (10)

C/H d®c d'H [m, J (H2)] d®c

1 146,4 : 145,6

2 137,5 - 136,4

3 1411 - 140,9

3a 1175 - 119,8

4 21,5 2,85-3,12m 24,2

5 425 3,74 ddl (12,0; 6,0 Ha) 54,2

3,34 m (Hb)

6a 54,3 4,29 dd (15,0; 6,0) 63,5

7 26,5 3,56 dd (15,0, 6,0 Ha) 26,6
2,47 t (15,0; 15,0 Hb)

7a 112,0 : 1155

8 148,4 - 148.4

9 137,2 : 136,7

10 153,3 - 152,7

11 103,8 7,285 103,6

11a 1273 : 1279

11b 1128 - 1125

11c 122,8 : 128,4

N-CHs - - 439

3-OCH; 60,1 4,07s 59,9

9-OCH; 612 3,81s 61,2

10-OCH; 56,4 3,86 s 56,3

OCH,0 1027 6,00 sl; 6,14 sl 102,1
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Tabela 28- Correlagdes observadas nos espectros HSQC e HMBC de 11 (300/75 MHz,

CD;0D)
HSQC (11) HMBC (11)
C/H d®c d'H (m) (H® C)
4 21,5 2,85-3,12m -
5 42,5 3,74 ddI (12,0; 6,0 Ha) -
3,34 m (Hb) -
6a 54,3 4,29 dd (15,0; 6,0) C-11c
7 26,5 3,56 dd (15,0, 6,0 Ha) C-6a, C-74, C-8, C-11a, C-11c
2,47 tl (15,0; 15,0 Hb) C-6a, C-7a, C-8, C-114, C-11c
11 103,8 7,283 C-9, C-10, C-11a, C-11b
3-OCH; 60,1 4,07 s C-3
9-OCH; 61,2 381s c-9
10-OCH; 56,4 3,86s C-10
OCH,0  102,7 6,00 sl; 6,14 sl C-1,C-2




Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software

http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.
Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae) 150

ee]

N < o

N =S

‘ © ©

J [

A JJLJ

0.00 0.00 0.03

3 [y Uy
I L R R B M R B R B R A Y
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5

Chemical Shift (ppm)

Espectro 85- RMN *H de 11 (300 MHz, CD3;0D)

(2]
0
©
I o
Qx Sg7
H (=]
SR T8¢ > § 2
o o o o | = Hg < o d
AR I o"‘-"-Z e | g :\V\
8 8IS 4 I § 5§ 9 ‘
‘—qcogﬁv_,\ ,\‘—1‘-4‘—«%
[—1 o 5d N | ‘N-
v ay \ b
-
\2 ]

152 144 136 128 120 112 104

Chemical Shift (ppm)

Espectro 86- RMN **C de 11 (75 MHz, CD;0D)




Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae) 151
— o
E
—3 = =]
-
Ej @
= a
— =1
— & .3
= & 3 a
To e T e s so k4o a5 a0 25
ppm

Espectro 87- Espectro de HSQC de 11 (300/75 MHz, CD3;0D)

—3 [} - E
.
e =] [}

= i -2 =0

— 8 g & 4

—3 o @ [0 ] (=3~

3 4 = e

E - & &

3 i G 2

3 o &q =}

3 L]

3 " e® as @ e

4 o) Q

75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15
ppm

Espectro 88- Espectro HMBC de 11 (300/75 MHz, CD3;0D)



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software

http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.
Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae) 152

E 100
£ 105
110
E 115
E 120
E 125
E 130
E 15
E 140
E 145

8]
; 150

©

e B e A e e e T B T B e e e L s e e e T B s s
7.5 7.0 6.5 6.0

ppm

Espectro 89- Expanséo do espectro HMBC de 11 (300/75 MHz, CD3;0D)

155

L 110

@ 00@@::-0’

115

120

20 S E
£ 125

@@ o

130

ppm

F 135

@ £ 140

145

(TN O E
@ E 150

@

155

e B e e L e o e B I e e e e e T B e
4.0 35 3.0 25

ppm

Espectro 90- Expanséo do espectro HMBC de 11 (300/75 MHz, CD3;0D)




Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software

http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.
Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae)

[T

A Ly

:l:.?lﬂ#

LKL -

froulr ]

17

17

——— - N - R T T

Espectro 91- Espectro de massas de alta resolugdo (HRESIMS) de 11 obtido no modo

positivo

153



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae)

5.1.11- Identificacdo de (+)-neolitsina (12)

Da fracdo OAF-ALC B 6 proveniente dos fracionamentos cromatograficos do
extrato alcaloidico das folhas, foi obtido o composto 12 contendo ainda impurezas em
pequena proporgéo (item 4.2.2.2).

O espectro de RMN *H de 12 (Espectro 92, tabela 29) apresentou trés singletos
em d 6,56; 6,81 e 7,56 atribuidos, de maneira semelhante aos alcaloides 1, 4, 5 e 6, a H-3,
H-8 e H-11, respectivamente, como também dois singletos em d 5,93 e 6,07, referentes aos
hidrogénios do grupo diéxidometileno presente no anel A e um singleto em d 2,56 relativo
a metila ligada ao nitrogénio. Apresentou ainda um singleto em d 5,95, sugestivo de
hidrogénios de outro grupo didxidometileno, que estaria, portanto, presente no anel D, na
posicéo C- 9/C-10.

O espectro de RMN **C (Espectro 93, tabela 29) mostrou dezenove absorgdes
mais intensas, atribuiveis aos carbonos de 12, assim como uma em d 20,7 correspondente a
material graxo.

Com base nas correlagBes presentes no espectro HSQC (Espectros 94 e 95,
tabela 30) foi feita a correspondéncia entre os hidrogénios e os seus respectivos carbonos e
aquelas absorcGes foram referentes a: - quatro carbonos metinicos; - cinco carbonos
metilénicos, sendo que os sinais em d 102,2 e 102,5 foram atribuidos aos carbonos dos
grupos OCH,0, confirmando, entdo, a presenca de um segundo grupo diéxidometileno na
estrutura de 12; - nove carbonos quaternarios, sendo quatro deles referentes aos carbonos
oxigenados C-1 (d 143,5) e C-2 (d 148,3) no anel A e em d 148,2 e d 148,3 no anel D; - um

carbono metilico (ligado a N) em d 43,6.
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No espectro HMBC (Espectros 96 e 97, tabela 30) de 12 foram observadas
correlagdes (tipo J) entre os hidrogénios da metila ligada a N e os carbonos em d 54,4 (C-
5) e 63,6 (C-6a), além das correlagfes entre H-3 (d 6,56) e os carbonos C-1 e C-2 e entre
H-8 e H-11e C-9 e C-10.

De acordo com tais informacgdes, juntamente com o valor de rotacdo dptica
[alo = +27,0 (MeOH, c 0,0005) encontrado e também com base no levantamento
bibliogréfico realizado, chegou-se a conclusdo que 12 tratava-se do alcaloide (+)-
neolitsina, cujos dados espectrais de RMN "H (GUINAUDEAU et al., 1975) apresentaram
uma boa correlagdo com os de 12. No entanto ndo foram encontrados os dados de RMN
3C para este alcaloide, 0s quais sdo apresentados pela primeira vez no presente trabalho.

Embora ja tenha sido relatado em outras espécies de Lauraceae, (STEVIGNY
et al., 2002; PECH & BRUNETON, 1982; CAVA et al., 1968), o isolamento deste
composto no género Ocotea estd sendo descrito pela primeira vez.

Com relagdo as atividades bioldgicas relatadas para o composto, destaca-se a
sua acgdo inibitoria frente ao parasita Leishimania mexicana e atividade citotoxica in vitro
contra linhagens de células HEla e 3T3 (STEVIGNY et al., 2002).
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Tabela 29- Dados de RMN *H e *3C (300/75 MHz, CD;0D) de 12 e dados de RMN *H
do alcaloide (+)-neolitsina citado na literatura (GUINAUDEAU et al., 1975) [60 MHz,

CDCls]
(12) (12) Literatura
C/H d®c d'H[m,J (Hz)] d'H[m,J (Hz)]
1 1435 - -
2 148,3 - -
3 107,8 6,56 s 6,43 s
3a 127,6 - -
4 29,3 3,13 m (Ha) nc
2,72 m (Hb)
5 54,4 3,16 m (Ha) nc
2,73 m (Hb)
6a 63,6 3,27 m nc
7 34,8 3,14 m (Ha) nc
2,55 m (Hb)
7a 130,3 - -
8 109,6 6,81s 6,95 s
9 148,3" - -
10 148,2° - -
11 108,3 7,56 s 7,57 s
11a 1256 - -
11b 117,2 - -
1l1c 126,4 - -
N-CH; 43,6 2,60s 2,47
OCH,0-1,2 102,2 5,93 sl; 6,07 sl 5,835s;5,92s
OCH;0-9,10 1025 595s 595s

2 valores que podem estar trocados
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Tabela 30- Correlagdes observadas nos espectros HSQC e HMBC de 12 (300/75 MHz,

CD;0D)
HSQC (12) HMBC (12)
C/H d®c d'H (m) (H® C)
3 107,8 6,56 s C-1,C-2,C-33,C4
4 29,3 3,13 m (Ha) -
2,72 m (Hb) -
5 54,4 3,16 m (Ha) -
2,73 m (Hb) -
6a 63,6 327m -
7 34,8 3,14 m (Ha) C-7a, C-11a
2,55 m (Hb) C-7a, C-11a
8 109,6 6,81s C-7,C-9, C-10, C-11a
11 108,3 7,56 s C-7a, C-9, C-10, C-11b
N-CH, 43,6 2,60s C-5, C-6a
OCH;0-1,2  102,2 5,93 sl; 6,07 sl C-1,C-2
OCH;0-9,10 1025 595s C-9, C-10
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5.1.12- Identificacdo de (+)-isodomesticina (13)

Da fragdo OAC-ALC 5, obtida a partir dos fracionamentos cromatograficos do
extrato alcaloidico, foi isolado o composto 13 (item 4.2.2.5).

O espectro de RMN 'H de 13 (Espectro 98, tabela 31) apresentou trés singletos
em d 6,57; 6,80 e 7,81 atribuidos a H-3, H-8 e H-11, respectivamente, um singleto em d
3,54 sugestivo de metoxila aromatica em C-1 (SHAMA, 1972) e ainda um singleto em d
2,52 relativo & metila ligada a nitrogénio. Apresentou também um singleto em d 5,95, ja
evidenciado no espectro do alcaloide 12, relativo aos hidrogénios do grupo
diéxidometileno no anel D (C- 9/C-10). Entretanto ndo foram observados os sinais entre d
5,90 e 6,10 relativos ao grupo OCH,O do anel A, como nos alcaloides anteriores 1-12,
indicando a auséncia deste grupo neste anel.

No espectro de RMN **C (Espectro 99, tabela 31), auxiliado pelos dados
obtidos do experimento HSQC (Espectros 100 e 101, tabela 32), foram observados nove
carbonos tetrassubstituidos, sendo quatro carbonos oxigenados em d 148,0 e 148,2
(correspondentes a C-9 e C-10, respectivamente) e em d 144,7 e 150,7 (atribuidos aos
carbonos presentes no anel A), trés carbonos metilénicos, um deles a d 102,3 relativo ao
grupo dioxidometileno, quatro carbonos metinicos, sendo trés de anel aromatico (C-3, C-8
e C-11) e dois carbonos metilicos a d 43,9 (CH3-N) e d 60,4 (OCHg).

O valor do deslocamento quimico da metoxila (d 60,4) foi indicativo de sua
localizagdo em C-1, definindo, portanto, a presenga de um grupo hidroxila em C-2. A

localizacdo daquela metoxila em C-1 também foi evidenciada pelas correlagdes existentes
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no espectro HMBC (Espectro 102-105, tabela 32) entre C-1 (d 144,7) e os hidrogénios da
metoxila (d 3,54) e o hidrogénio H-3 (correlacdes tipo *J).

Estas informacgOes, juntamente com o valor da rotacdo Optica [a]p = + 37,5
(MeOH, c 0,00064), permitiram identificar o composto 13 como sendo (+)-isodosmeticina,
alcaloide isolado anteriormente de outra espécie do género, Ocotea puberula (ZANIN &
LORDELLO, 2007), cujos dados espectrais apresentaram uma boa correlagdo com os de
13 (ZANIN & LORDELLO, 2007; GUINAUDEAU et al., 1975).
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Tabela 31- Dados de RMN *H e **C (300/75 MHz, CD;OD) de 13 e do alcaloide (+)-
isodomesticina citado na literatura (GUINAUDEAU et al., 1975) [60 MHz, CDCl;], (ZANIN &
LORDELLO, 2007) [75 MHz, CDCls]

(13) (13) Literatura
C/H dc dH [m, J (HZ)] dc d'H [m, J (H2)]
1 144,7 - 1428 R
2 150,7 - 148,9 -
3 115,5 6,57 s 113,6 6,52 s
3a 130,0 - 128,5 -
4 29,3 3,02 m (Ha) 27,3 nc
2,64m (Hb) -
5 54,3 2,97 m (Ha) 52,8 nc
2,49 m (Hb) -
6a 63,9 2,95 ddl (15,0; 3,0) 62,1 nc
7 355 3,02 m (Ha) 33,8 nc
2,44 1l (15,0; 15,0 Hb) -
7a 131,6 - 129,7 -
8 109,3 6,80 s 108,6 6,76 s
9 148,0° - 1472 -
10 148,2% - 146,9 -
11 109,1 7,81s 107,8 7,83s
11a 126,7 - 125,0 -
11b 127.8 - 126,1 -
1lic 126,7 - 125,0 -
N-CH3 43,9 2,52s 42,3 2,50s
1-OCH; 60,4 3,54s 60,4 3,57s
OCH,O  102,3 59s 1011 59s

nc: nao citado na referéncia
2 valores que podem estar trocados
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Tabela 32- Correlagdes observadas nos espectros HSQC e HMBC de 13 (300/75 MHz,

CD;0D)
HSQC (13) HMBC (13)
C/H d®c d'H (m) (H® C)
3 115,5 6,57 s C-1,C-2,C4,C-11a
4 29,3 3,02 m (Ha) -
2,64m (Hb) -
5 54,3 2,97 m (Ha) -
2,49 m (Hb) -
6a 63,9 2,95 ddl (15,0; 3,0) -
7 35,5 3,02 m (Ha) C-6a, C-73, C-8, C-113, C-11c
2,44 1l (15,0; 15,0 Hb) C-6a, C-7a, C-8, C-11a, C-11c
8 109,3 6,80 s C-7,C-9, C-10, C-11a
11 109,1 781s C-7a, C-9, C-10, C-11b
N-CH, 43,9 252s C-5, C-6a
1-OCHs 60,4 3,54 C-1
OCH;0-9,10 102,3 595s C-9, C-10
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5.1.13- Identificacdo de (+)-talicsimidina (14)

Da fracdo OAF-ALC A 2 proveniente dos fracionamentos cromatograficos do
extrato alcaloidico das folhas (item 4.2.2.1) foi obtido o alcaloide 14, com pequena
proporcéo de impurezas.

No espectro de RMN *H (Espectros 106, tabela 33) de 14 foram observados
dois singletos em d 6,92 e 7,92 referentes a H-8 e H-11, respectivamente, um singleto em d
2,69 atribuido a metila ligada a N e ainda sinais atribuidos a cinco metoxilas em d 3,92,
3,89, 3,88, 3,86 e 3,70. No espectro de 14 ndo foram observados sinais na regido de d 6,00
indicando a auséncia do grupo OCH,0 nos anéis A e/ou D.

O espectro de RMN *3C (Espectro 107 e 108, tabela 33) mostrou sinais para
vinte e dois carbonos. Com auxilio das informacgdes presentes no espectro HSQC
(Espectros 109 e 110, tabela 34) estes sinais foram atribuidos: - a dez carbonos
tetrassubstituidos, dos quais cinco deles relativos a carbonos oxigenados em d 151,1;
151,0; 147,1, 149,7 e 149,2, sendo os dois ultimos correspondentes a C-9 e C-10,
respectivamente, trés carbonos metilénicos em d 23,7 (C-4); 53,7 (C-5) e 34,0 (C-7), néo
tendo sido observado o sinal na regido de d 100,0, confirmando assim, a auséncia do grupo
OCH,O0 - trés carbonos metinicos em d 64,0 (C-6a), 112,7 (C-8) e 113,1 (C-11) e cinco
metoxilas em d 61,4; 61,0; 60,9; 56,8 e 56,5, sendo as trés primeiras estericamentes
impedidas e portanto, localizadas no anel A. Foi observado ainda um sinal em d 43,3
referente ao carbono metilico ligado ao N.

O singleto relativo a uma metoxila presente no anel A observado em d 3,89

apresentou correlagdo com o sinal em d 60,9 no espectro HSQC (Espectros 109 e 110,
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tabela 34). No espectro HMBC (Espectros 111-114, tabela 34), os hidrogénios desta
metoxila correlacionaram com o carbono a d 151,0. Uma vez que este carbono apresentou
conectividade neste mesmo experimento com H-4, ficou definida a localizacdo do grupo
metoxila em dy 3,89/d:60,9 no carbono 3.

Os singletos relativos as duas outras metoxilas presentes no anel A em d3,70 e
3,92 apresentaram picos cruzados no espectro HSQC com os sinais dos respectivos
carbonos em d 61,0 e 61,4, enquanto que no espectro HMBC apresentaram correlagdes a
longa distancia com os sinais dos carbonos em d 151,1 e 147,1, respectivamente. Assim,
uma vez que, no alcaloide 13 foram atribuidos os valores de d 144,7 para C-1 e d 150,7
para C-2 e considerando o efeito de protecdo em C-2 causado pela presenca da metoxila
em C-3 no composto 14, ficaram definidos os valores de d 147,1 para C-2 e,
consequentemente, d 151,1 para C-1.

Estas e as demais correlacbes presentes nos espectros bidimensinais de 14,
permitiram a atribuico completa dos valores de deslocamento quimico de RMN *3C deste
composto.

Os dados espectrais de RMN 'H, aliados aos valores positivos de rotacéo
Optica ([a]p = +66,0; MeOH, c 0,0006) obtidos para 14 foram compativeis com o0s
descritos na literatura para o alcaloide aporfinico (+)-talicsimidina (DOSKOTCH et al.,
1971), entretanto, seus dados de *3C estdo sendo fornecidos pela primeira vez no presente
trabalho.

O isolamento deste alcaloide ja havia sido relatado em espécies de plantas da
familia Lauraceae (CHANG, et al., 2002), porém trata-se do primeiro relato em um

representante do género Ocotea.
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Tabela 33- Dados de RMN *H e *3C (300/75 MHz, CD;0D) de 14 e dados de RMN *H
do alcaloide (+)-talicsimidina citado na literatura (DOSKOTCH et al., 1971) [60 MHz,

CDCls]
(14) (14) Literatura
C/H d®c d'H[m,J (Hz)] d'H[m,J (Hz)]

1 1511 - -

2 1471 - -

3 1510 - -

3a 123,4 - -

4 23,7 2,98-2,87 m (Ha, Hb) nc

5 53,7 3,26 m (Ha) nc

2,73 m (Hb) -

6a 64,0 3,25m nc

7 34,0 3,16 dd (15,0; 4,5 Ha) nc

2,55 tl (15,0; 15,0 Hb) -

7a 1294 - -
8 112,7 6,92 s 6,81s

9 1497 - -

10 149,2 - -
11 113,1 7,925 8,00 s

1l1a 125,5 - -

11b 1240 - -

11c 130,0 - -
N-CH, 43,3 2,69s 2,555
1-OCH; 61,0 3,70s 3,755
2-OCHj3 61,4 392s 391s
3-OCH; 60,9 3,89s 3,94 s
9-OCHs 56,5 3,885 3,9s
10-OCHs 56,8 3,865 3,98s
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Tabela 34- CorrelagOes observadas nos espectros HSQC e HMBC de 14 (300/75 MHz,

CD;0D)
HSQC (14) HMBC (14)
C/H d®c d'H (m) (H® C)
5 53,7 3,26 m (Ha) -
2,73 m (Hb)
6a 64,0 3,25m -
7 34,0 3,16 dd (15,0; 4,5 Ha) C-6a, C-7a, C-8, C-11a, C-11c
2,55 tl (15,0; 15,0 Hb) C-6a, C-7a, C-8, C-114, C-11c
8 112,7 6,92 s C-7,C-9, C-10, C-11a
11 1131 792s C-7a, C-9, C-10, C-11b
N-CH; 43,3 2,69 s C-5, C-6a
1-OCHj 61,0 3,70 s C-1
2-OCH; 61,4 392s C-2
3-OCHs 60,9 3,89s C-3
9-OCHs 56,5 3,88s C-9
10-OCH; 56,8 3,86s C-10
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5.1.14- Identificacdo de (+)-N-metillaurotetanina (15) e (+)-predicentrina (16)

Da Fracdo OAF-ALC 5 originada a partir dos fracionamentos cromatograficos
do extrato alcaloidico das folhas, foram obtidos 15 e 16 em mistura (item 4.2.2.5).

A anélise dos espectros de RMN 'H e *C da mistura apresentou sinais
duplicados, indicando que a mesma era constituida de dois alcaloides do tipo aporfinico.
Esta mistura mostrou ser de dificil separacdo, porém os dados espectrais obtidos
permitiram que se chegasse as estruturas dos seus componentes, em virtude do composto
15 estar em maior proporgéo.

Assim, o espectro de RMN 'H (Espectros 115 e 116, tabelas 35 e 37)
apresentou trés singletos em d 6,67, 6,72 e 7,94 atribuidos respectivamente a H-3, H-8 e H-
11 de 15, como também trés singletos em d 6,55, 6,89 e 7,98 atribuidos a H-3, H-8 e H-11
de 16, respectivamente. Também foram observados neste espectro trés singletos em d 3,85;
3,83 e 3,60 atribuidos as metoxilas em anel aromatico de 15 e em d 3,86, 3,83 e 3,55
atribuidos as de 16. Assim como ja observado nos alcaloides 13 e 14 os sinais a d 3,60 e
3,55 foram sugestivos de metoxilas liagadas ao anel A em C-1.

Da mesma forma como verificado no espectro de 14, ndo foram observados
sinais na regido de d 6,00 no espectro da mistura de 15 e 16, indicando a auséncia do grupo
OCH,0 nos dois compostos. Ainda neste espectro foram observados dois singletos em d
2,51 e 2,52 referentes aos grupos CHs-N presentes em 15 e 16, respectivamente.

Nos espectros de RMN **C e DEPT 135° (Espectros 117-120, tabelas 35 e 37)
foram observados sinais dos carbonos metilénicos dos anéis B e C entre d 29,2 e 34,9,

sinais de carbonos metinicos na regidao entre d 111,6 e 115,8 relativos a C-3, C-8 e C-11

178



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software

http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.
Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae)

dos anéis A e D, como também sinais relativos as metoxilas entre d 56,3 e 60,4 e dois
sinais sobrepostos em d 43,8, referentes CH3-N. No primeiro espectro também foram
observados quatro sinais de carbonos arométicos oxigenados para cada alcaloide. Desta
forma, chegou-se a conclusdo que cada alcaloide continha um grupo hidroxila como
substituinte, uma vez que, para cada um deles foram observadas trés metoxilas.

No espectro HSQC (Espectros 121-123, tabelas 36 e 38) foram estabelicidas as
conectividades entre H-3, H-8 e H-11 de 15 e 16 e os respectivos carbonos metinicos. A
partir das demais informacdes presentes neste espectro, em conjunto com as correlagdes a
longa distancia no espectro HMBC (Espectros 124-128, tabelas 36 e 38) foi possivel
definir a localizagdo dos grupos metoxilas e do grupo hidroxila nos anéis A e D de 15 e 16.

Assim, para o composto 15, a correlacdo 3J dos hidrogénios da metoxila a d
3,60 com o carbono a d 145,5, o qual apresentou correlagcdo também do tipo %3 com H-3,
confirmou a localizagdo de uma das metoxilas em C-1. As correlagdes 'J entre os
hidrogénios das metoxilas em d 3,83 e 3,85 e 0s respectivos carbonos em d 153,6 e 147,7
estabeleceram as ligacGes dos grupos metoxilas a estes carbonos e uma vez que o carbono
em d 153,6 apresentou conectividade com H-3 (correlagdo tipo %) e o carbono em d 147,7
com H-11 (correlagdo do tipo 2J) e H-8 (correlagdo do tipo *J) ficaram definidas as
posi¢cOes das outras duas metoxilas restantes em C-2 (dn 3,83/dc 153,6) e em C-10 (0n
3,85/d: 147,7) e, portanto restando a C-9 (d 147,2) a ligagdo com o grupo hidroxila.

Da mesma maneira, para 16, a confirmagéo da localizagdo da metoxila d 3,55
em C-1 foi possivel em funcdo da correlagdo observada entre os hidrogénios da metoxila e
0 carbono em 144.,6 d, que por sua vez apresentou conectividade com H-3. Os hidrogénios
das duas metoxilas restantes em d 3,83 e 3,86 apresentaram correlacdo do tipo *J com os
carbonos em d 56,7 e 56,4 e correlagdes & longa distancia (*J) com os respectivos carbonos
em d149,1 e 149,7. Este Gltimo apresentou correlacdes do tipo 2J com H-8 e *J com H-
11, enquanto que o carbono em 149,1 d apresentou correlagbes com os H-11 (ZJ) e H-8
(%), definindo, portanto, a localizagdo das metoxilas e em C-10 dy 3,83/dc 56,7 e C-9 dy
3,86/d: 56,4, e consequentemente, a localizac¢do da hidroxilaem C-2 (d 150,7).

Os dados resultantes do experimento NOESY (Espectros 129 e 130)
corroboraram com a localizagdo das metoxilas em C-1, C-2 e C-10 para 15, em funcéo das
correlagdes espaciais entre os hidrogénios H-3 e CH;0-2 (d 3,83) e H-11 e CH30-10 (d
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3,85), e em C-1, C-9 e C-10 para 16, pelas correlagdes observadas entre H-8 e CH30-9 (d
3,86) e H-11 e CH;0-10 (d 3,83).

Com base nos dados acima relatados e no sinal positivo obtido para a rotacéo
Optica da mistura ([alo = + 44,2; MeOH, ¢ 0,0005) verificou-se que 15 tratava-se do
alcaloide (+)-N-metillaurotetanina e 16 do alcaloide (+)-predicentrina ambos ja isolados
anteriormente de outras espécies de Lauraceae, inclusive do género Ocotea (ZANIN &
LORDELLO, 2007; GARCEZ et al., 1995; VECCHIETTI et al., 1979; VECCHIETTI et
al., 1977; CAVA & VENKATESWARLU, 1971). Os dados espectrais de RMN *H e **C
de 15 e 16 apresentaram uma boa correlagdo com os relatados na literatura para estes
alcaloides (LEBOEUF et al., 1982; ZANIN & LORDELLO, 2007; GUINAUDEAU et al.,
1975; GUINAUDEAU et al., 1979).
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Tabela 35- Dados de RMN 'H e **C (300/75 MHz, CD;0D) de 15 e do alcaloide (+)-N-
metillaurotetanina citado na literatura (LEBOEUF et al., 1982) [60 MHz, CDCls],
(ZANIN & LORDELLO, 2007) [75 MHz, CDCls]

(15) (15) Literatura
C/H d®c d'H [m, J (H2)] d“c d'H [m, J (H2)]
1 145,5 - 1441 -
2 153,6 - 151,9 -
3 1116 6,67 s 110,1 6,57 s
3a 1299 - 128,6 -
4 29,5 3,10-3,05 m (Ha) 28,8 nc
2,72-2,60 m (Hb) -
5 54,1 3,10-2,95 m (Ha) 531 nc
2,55-2,45 m (Hb) -
6a 63,9 3,03m 61,4 nc
7 34,7 3,10-2,95 m (Ha) 33,9 nc
2,48-2,42 m (Hb) -
7a 130,7 - 129,8 -
8 115,8 6,72 s 111,2 6,80 s
9 1472 - 145,3 -
10 1477 - 1449 -
11 113,2 7,94 s 114,0 8,06 s
11a 1245 - 123,7 -
11b 128,2 - 126,7 -
1lic 1275 - 127,0 -
N-CH; 43,8 251s 43,6 2,53s
1-OCH; 60,4 3,60s 60,0 3,655
2-OCH; 56,3" 3,83s 55,7 3,89s
10-OCH; 56,6 3,855 55,9 3,89s

nc: nao citado na referéncia
% valores que podem estar trocados
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Tabela 36- Correlagdes observadas nos espectros HSQC e HMBC de 15 (300/75 MHz,

CDs0D)
HSQC (15) HMBC (15)
C/H d®c d'H (m) (H® C)
3 1116 6,67 s C-1, C-2, C-4, C-11c
4 29,5 3,10-3,05 m (Ha) -
2,72-2,60 m (Hb) :
5 54,1 3,10-2,95 m (Ha) -
2,55-2,45 m (Hb) -
6a 63,9 3,03 m -
7 34,7 3,10-2,95 m (Ha) -
2,48-2,42 m (Hb) -
8 115,8 6,72’ C-7,C-9, C-10, C-11a
11 1132 7,94 s C-7a, C-9, C-10, C-11b
N-CHs 438 251 C-5,C-6
1-OCH; 60,4 3,60 s C-1
2-OCH;  56,3° 3835 C-2
10-OCH; 56,6 385 C-10

2 valores que podem estar trocados
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Tabela 37- Dados de RMN *H e **C (300/75 MHz, CD;0D) de 16 e do alcaloide (+)-
predicentrina citado na literatura (GUINAUDEAU et al., 1975) [60 MHz, CDCl3],
(GUINAUDEAU et al., 1979) [15 MHz, CDCls]

(16) (16)
C/H dc d'H [m, J (H2)] dc d'H [m, J (H2)]
1 144.6 - 142,3 -
2 150,7 - 148,2 -
3 1154 6,55 s 113,5 6,53 s
3a 130,1 - 129,6 -
4 29,2 3,10-3,05 m (Ha) 28,7 nc
2,72-2,60 m (Hb) -
5 54,2 3,10-2,95 m (Ha) 53,3 nc
2,55-2,45 m (Hb) -
6a 63,9 3,03m 62,5 nc
7 34,9 3,10-2,95 m (Ha) 34,2 nc
2,48-2,42 m (Hb) -
7a 130,5 - 129,2 -
8 112,7 6,89 s 110,7 6,78 s
9 149,7 - 148,1 -
10 1491 - 147,6 -
11 113,0 7,98 110,0 7,98 s
11a 125,8 - 124,1 -
11b 1277 - 126,3 -
11c 126,5 - 125,9 -
N-CH; 43,8 2,52s 434 2,48's
1-OCH; 604 3,555 60,3 352s
9-OCH;  56,4° 3,86s 56,0 3,87s
10-OCH; 56,7 3,83s 55,8 3,83s

nc: nao citado na referéncia
% valores que podem estar trocados
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Tabela 38- Correlagdes observadas nos espectros HSQC e HMBC de 16 (300/75 MHz,

CDs0D)
HSQC (16) HMBC (16)
C/H d®c d'H (m) (H® C)
3 1154 6,55 s C-1, C-2, C-4, C-11c
4 29,2 3,10-3,05 m (Ha) -
2,72-2,60 m (Hb) :
5 54,2 3,10-2,95 m (Ha) -
2,55-2,45 m (Hb) -
6a 63,9 3,03 m -
7 34,9 3,10-2,95 m (Ha) -
2,48-2,42 m (Hb) -
8 112,7 6,89 S C-7,C-9, C-10, C-11a
11 113,0 7,98's C-7a, C-9, C-10, C-11b
N-CHs 438 2,52's C-5,C-6
1-OCH; 60,4 3,55 S C-1
9-OCH;  56,4° 3,86 C-9
10-OCH; 56,7 3,835 C-10

% valores que podem estar trocados
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5.1.15- Identificacdo de talicminina (17)

O alcaloide 17 foi isolado das fracbes OAF-ALC A 4 e OAC-A (6, D.7)
proveniente dos fracionamentos cromatograficos dos extratos alcaloidicos das folhas e
cascas do caule e da fragdo OAF-Ac L.19 originada dos fracionamentos cromatogréaficos
da fase acetato de etila das folhas (itens 4.2.2.1; 4.4.2.2; 4.4.2.3 e 4.3.4.3.2).

O espectro de RMN *H de 17 (Espectro 131, tabela 39) apresentou dois
dubletos em d 8,87 (1H, J = 6,0 Hz) e 8,08 (1H, J = 6,0 Hz), dois singletos em d 7,90 e
7,82, um singleto em d 6,27 atribuido a um grupo diéxidometileno e ainda trés singletos
em d 4,25, 4,04 e 3,98 referentes a metoxilas ligadas a anel aromatico. Estes dados
sugeriram para 17 um esqueleto aporfinico totalmente aromatizado, porém possuindo 0s
mesmos substituintes nos anéis A e D que (+)-ocoteina (2).

No espectro de RMN *3C (Espectro 132, tabela 39) os sinais observados em d
118,9 e 144,2, os quais apresentaram correlagdo no espectro HSQC (Espectros 134 e 135,
tabela 40) com os hidrogénios a d 8,08 e 8,87, respectivamente, juntamente com o sinal a d
181,2 atribuido a um grupo carbonila corroboraram com a proposta, e sugeriram que 17
tratava-se de um alcaloide oxaporfinico. Estes alcaloides sdo estruturalmente
caracterizados por possuirem um esqueleto aporfinico totalmente aromatizado e uma
carbonilaem C-7 (GUINAUDEAU et al., 1975; SILVA et al., 2007).

No espectro *H-"H COSY (Espectro 133) foi possivel confirmar o acoplamento
vicinal entre os hidrogénios em d 8,08 e 8,87 e atribuidos a C-4 e C-5, respectivamente.

A presenca dos dois singletos a d 7,82 e 7,90, além da correlagdo observada no

espectro HMBC (Espectros 136-138, tabela 40) entre este tltimo sinal e o sinal do carbono
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carbonilico a d 181,2 mostraram-se coerentes com a proposta de um alcaloide
oxaaporfinico contendo metoxilas em C-9 e C-10. A correlagdo presente no espectro
HMBC entre H-4 (d 8,08) e C-3 (d 135,9), o qual por sua vez correlacionou-se com 0s
hidrogénios da metoxila em d 4,25, permitiu confirmar a localizagdo deste grupo em C-3.
A confirmacgéo da localizagdo das demais metoxilas em C-9 e C-10 foi feita com base nas
correlagdes entre seus respectivos hidrogénios a d 4,04 e 3,98 com os carbonos a d 148,9 e
153,9 os quais apresentaram correlagdes do tipo 2J com H-8 (d 7,90) e H-11 (d 7,82),
respectivamente. O grupo diéxidometileno estaria, portanto, localizado nos carbonos C-1 e
C-2.

De acordo com o levantamento bibliografico realizado, os dados espectrais de
RMN 'H mostraram-se compativeis com os citados para o alcaloide talicminina
(GUINAUDEAU et al., 1975), entretanto ndo foram encontrados os valores de RMN Be.
0s quais sdo apresentados na tabela 39.

O isolamento deste alcaloide ja havia sido descrito nas espécies O. puberula e
O. minarum (VECCHIETTI et al., 1979; BARALLE et al., 1973) e com relacdo a sua
atividade bioldgica ha relatos de atividade citotoxica contra linhagens de células KB
(WRIGHT et al., 2000).
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Tabela 39- Dados de RMN *H e *C (300/75 MHz, CDCls) de 17 e dados de RMN *H do
alcaloide talicminina citado na literatura (GUINAUDEAU et al., 1979) [60 MHz,
CF3COOH]

@an (17) Literatura
C/H dc d'H[m, J (Hz)] d'H[m,J (Hz)]
1 148,6 - -
2 136,4 : :
3 135,9 - -
3a 130,6 - -
4 118,9 8,08 d (6,0) 8,10 s
5 144,2 8,87 d (6,0) 8,88 s
6a 1451 - -
7 181,2 - -
7a 1251 - -
8 109,4 7,90 s 8,35 s
9 148,9 - -
10 153,9 - -
11 108,1 7,825 8,74 s
11a 128,2 - -
11b 102,9 - -
11c 122,2 - -
3-OCH; 60,1 4,25s 455s
9-OCH; 56,2 4,04s 4,25's
10-OCH; 56,1 3,98’ 420s

OCH,O  102,2 6,27 s 6,65s
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Tabela 40- Correlagdes observadas nos espectros HSQC e HMBC de 17 (300/75 MHz,

CDCly)
HSQC (17) HMBC (17)
C/H d®c d'H (m) (H® C)
4 118,9 8,08 d (6,0) C-3, C-11c
5 144,2 8,87 d (6,0) C-3a, C-4
8 109,4 7,90 s C-7, C-7a, C-9, C-10, C-11a
11 108,1 7,825 C-7, C-7a, C-9, C-10, C-11b
3-OCH; 60,1 4,25s C-3
9-OCH; 56,2 4,04s C-9
10-OCHs; 56,1 3,98's C-10
OCH,0  102,2 6,27 s C-1, C-2
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5.2- Alcaloide morfinano

5.2.1- Identificagéo de (+)-palidina (18)

Da fracdo OAF-ALC E 1, originada dos fracionamentos cromatogréaficos do
extrato alcaloidico das folhas, foi isolado o alcaloide 18 (item 4.2.2.6).

O espectro de RMN *H (Espectro 139, tabela 41) apresentou quatro singletos
em d 7,05, 6,89, 6,62 e 6,34 proporcionais a um hidrogénio cada e dois singletos em d 3,88
e 3,80 referentes a dois grupos metoxila. Apresentou ainda, um singleto em d 2,47
atribuido & metila ligada a nitrogénio e sinais de dois grupos de hidrogénios alifaticos nas
regides entre 3,81-3,35 d e 2,61-1,97 d.

No espectro de RMN **C (Espectros 140, tabela 41) foram observados sinais
para dezenove carbonos, os quais foram atribuidos com auxilio do DEPT 135° (Espectro
141) a trés metilas, cinco carbonos metinicos, trés metilénicos, sete tetrassubstituidos,
sendo trés oxigenados e um grupo carbonila (d 183,0 ). Tais informacles, aliadas a
presenca de um sinal de carbono quaternario em d 43,5 e ainda do sinal em d 41,7
atribuido a Me-N, sugeriram para o alcaloide 18 um esqueleto do tipo morfinano
(ROBLOT et al., 1984). O sinal do carbono tetrassubstituido C-13 na regido de d 40,0 €
considerado caracteristico de alcaloides com esse tipo de esqueleto (ROBLOT et al.,
1984).

No espectro de RMN **C também foram observados sinais em d 56,8 e 55,8, 0s

quais com auxilio das correlacBes presentes no experimento HSQC (Espectros 142-144,
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tabela 42) foram relacionados aos hidrogénios observados no espectro RMN 'H a d 3,88 e
3,80, respectivamente.

Com base nas correlagbes presentes nos experimentos HSQC e/ou HMBC
(Espectros 142-148, tabela 42) foi possivel propor a localizagdo do grupo carbonila, das
metoxila, e ainda de uma hidroxila que estaria ligada a um dos carbonos tetrassubstituidos,
uma vez que foram observados trés carbonos oxigenados.

Assim, no espectro HSQC foram estabelecidas as correlagbes entre 0s
hidrogénios e os respectivos carbonos em dy 7,05/dc 110,5, dy 6,89/dc 122,6, dy 6,62/dc
115,1 e dy 6,34/dc 123,2 os quais foram atribuidos, respectivamente a H-4, H-5, H-1 e H-
8, com base nas correlagdes presentes no espectro HMBC.

As correlagdes do tipo *J entre o carbono em 1485 d e os hidrogénios da
metoxila a d 3,88 estabeleceu a ligagdo da metoxila a este carbono e uma vez que este
apresentou conectividades com os hidrogénios a d 6,62/H-1 (*J) e d 7,05/H-4 (%), ficou
definida a localizagdo de um dos grupos metoxila em C-3 e da hidroxila em C-2 (147,1 d),
jé que este apresentou correlagdes com os hidrogénios ad 6,62/H-1 (%) e 7,05/H-4 (J).

A correlagéo dos hidrogénios da metoxila a d 3,80 com o carbono a 152,2 d, o
qual apresentou acoplamento tipo %J com os hidrogénios a d 6,34 e % com d 6,89,
hidrogénio este que, por sua vez, apresentou conectividade com a carbonila (d 183,0),
definiu a localizacdo da metoxila restante em C-6, e, consequentemente, da carbonila em
C-7. As demais correlagbes observadas no espectro HMBC permitiram a atribuicdo
completa dos valores de deslocamento quimico de RMN **C de 18.

As correlagOes espaciais obtidas no experimento NOESY (Espectro 149), tais
como de H-5 (d 6,89) com CH30-6 (d 3,80) e H-4 (d 7,05) com CH30-3 (d 3,88), também
confirmaram as atribuicfes efetuadas para o0 composto 18.

Estas informacdes, em conjunto com o valor positivo de rotacdo dptica de 18
([a]o = +35,8; MeOH, c 0,00053) indicaram que 18 tratava-se do alcaloide (+)-palidina,
isolado anteriormente de Ocotea acutangula, O. brachybotra e O. lancifolia (FOURNET et
al., 2007; VECCHIETTI et al., 1981; VECCHETTI et al., 1977).

Os valores de RMN 'H e *3C mostraram-se compativeis com os citados na
literatura para (-)-palidina (ROBLOT et al., 1984).
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Tabela 41- Dados de RMN *H e **C (300/75 MHz, CD;0D) de 18 e do alcaloide (-)-
palidina citado na literatura (ROBLOT et al., 1984) [400/25 MHz, CDCls]

(18) [(-)-palidina)] Literatura
C/H dc d'H [m, J (H2)] d®c d'H [m, J (H2)]
1 1151 6,62 s 113,7 6,68 s
2 1471 - 145,0 -
3 148,5 - 145,9 -
4 110,5 7,05s 107,6 6,75 s
5 122,6 6,89 s 119,0 6,32s
6 152,2 - 1514 -
7 183,0 - 180,9 -
8 123,2 6,34 s 1222 6,30 s
9 62,0 3,81 m 60,8 3,67 d (6,0)
10 33,1 3,35 m (Ha) 32,4 3,31dd (17,5 Ha)
3,00 ddl (18,0; 6,0 Hb) 2,99 dd (17,5; 6,0 Hb)
11 130,2 - 129,3 -
12 129,7 - 129,5 -
13 43,9 - 42,3 -
14 164,7 - 161,8 -
15 415 1,97 m (Hax) 41,3 1,94 ddd (13,0; 10,0; 7,0 Hax)
1,86 m (Heq) 1,82 ddd (13,0; 3,0; 2,5 Heq)
16 46,8 2,61 m (Hax) 45,7 2,58 m (Hax)
2,61 m (Heq) 2,58 m (Heq)
N-CH3 41,7 247 s 41,7 2,37s
3-OCH; 56,8 3,88s 56,2 3,89s
6-OCH; 55,8 380s 55,1 3,79s
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Tabela 42- Correlagdes observadas nos espectros HSQC e HMBC de 18 (300/75 MHz,

CD;0D)
HSQC (18) HMBC (18)
C/H d®c d'H (m) (H® C)
1 1151 6,62 s C-2, C-3, C-10, C-12
4 110,5 7,055 C-2,C-3,C-13
5 122,6 6,89 s C-6, C-7, C-12, C-14, C-15
8 123,2 6,34 s C-6, C-9, C-13
9 62,0 3,81m C-10, C-13, C-14
10 Ha 331 3,35m C-1,C-9,C-12,C-14
10 Hb 3,00 ddl C-1,C-9,C-12
15 Hax 41,5 197 m -
15 Heq 1,86 m -
16 Hax 46,8 261m C-13
16 Heq 2,61m C-13
N-CH3 41,7 2,47 m C-9, C-16
3-OCH; 56,8 3,88s C-3
6-OCHs 55,8 380s C-6
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5.3- Flavonoide

5.3.1- Identificacdo de kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranosideo (19)

Da fracdo OAF-ALC | 5, originada dos fracionamentos cromatograficos do
extrato alcaloidico das folhas, foi obtido o composto 19 contendo ainda impurezas em
pequena proporcdo e da fracdo OAF-Ac C.3 proveniente dos fracionamentos
cromatograficos da fase acetato de etila das folhas obteve-se 19 em mistura (itens 4.2.2.10
e43.4.1.1).

A anélise dos espectros de RMN *H e *C da fracdo OAF-ALC | 5 mostrou que
0 componente principal era de natureza aromatica, pela presenca de sinais na regido de
6,22 a 7,79 d (Espectro 150, tabela 43) e de 94,8 a 165,9 d (Espectros 151 e 152, tabela
43), respectivamente.

Assim, o espectro de RMN *H apresentou dois dubletos em d 6,41 (1H, J = 1,5
Hz) e d 6,22 (1H, J = 1,5 Hz) indicativos da presenca de dois hidrogénios com orienta¢do
meta em um anel aromatico tetrassubstituido e vizinhos a carbonos oxigenados e mais dois
dubletos em 7,78 d (2H, J = 9,0 Hz) e em 6,95 d (2H, J = 9,0 Hz), compativeis com a
presenca de outro anel aromatico, sendo dissubstituido (padrdo de substituicdo para). Estes
dados sugeriram que 19 tratava-se de um flavonoide.

A observacéo no espectro de RMN *3C dos sinais a 159,4, 136,2 e 1795 d
atribuidos aos carbonos do anel C (C-2, C-3 e C-4, respectivamente), juntamente com a

auséncia de um singleto na regido de d 6,5 no espectro de RMN *H, referente a H-3 de uma
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flavona, indicaram que 19 seria um derivado de flavonol (MABRY et al., 1970;
AGRAWAL, 1989).

No espectro de RMN 'H foram observados ainda dois dubletos em 5,37 d (=
1,5Hz) e 0,92 d (J = 6,0 Hz), este ultimo relativo a um grupo metila e sinais de multipletos
na regido de 4,23 a 3,77 d sugerindo que o substituinte em C-3 era uma unidade de a-
ramnose (GARCEZ, 1991). Os sinais observados no espectro RMN **C em 1035 d
atribuido ao carbono anomérico e em 17,6 d referente & metila observada em 0,92 d no
espectro de RMN 'H, e entre 73,2 € 71,9 d, confirmaram a presenca deste acucar em 19
(GARCEZ, 1991).

Através das correlagbes observadas nos espectros HSQC (Espectro 153) e
HMBC (Espectros 154 e 155) foi possivel realizar todas as atribui¢cdes dos carbonos de 19
e a correlacdo observada no espectro HMBC entre H-1" e C-3 evidenciou a presenca do
residuo de ramnose em C-3.

O valor da constante de acoplamento 1,5 Hz para os sinais relativos a H-1" e
H-2” definiu a orientagdo trans-diequatorial de ambos, indicando a orientagdo a para 0
hidrogénio anomérico (H-1").

Com base nas informagdes acima citadas, verificou-se que 19 tratava-se do
kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranosideo, ja isolado anteriormente de Ocotea vellosiana
(GARCEZ, 1991), cujos dados de RMN *H e *3C apresentaram uma boa correlagdo com os
de 19 (Tabela 27).
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Tabela 43- Dados de RMN *H e *C (300/75 MHz, CDs0OD) do flavonoide 19 obtido de
O. acutifolia e do flavonoide kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranosideo citado na literatura
(GARCEZ, 1991) [50 MHz, acetona-dg]

(19) (19) literatura
C/H d®c d'H[m, J (HZ)] d®c d'H [m, J (HZ)]

2 159,4 - 158,4 -

3 136,2 - 135,8 -

4 1795 - 179,3 -

5 163,2 - 163,1 -

6 99,9 6,22 d (1,5) 94,6 6,24 d (2,0)

7 165,9 - 165,0 -

8 94,8 6,41 d (1,5) 98,6 6,44 d (2,0)

9 158,4 : 158,0 -

10 106,0 - 105,8 -

1’ 1226 1225 -

2’ 131,9 7,78 d (9,0) 131,8 7,80 d (8,7)

3’ 116,6 6,96 d (9,0) 116,3 6,99 d (8,7)

4 161,6 - 160,9

5’ 116,6 6,96 d (9,0) 116,3 6,99 d (8,5)

6’ 131,9 7,78 d (9,0) 131,8 7,80 d (8,5)
Ramnose 1”  103,5 5,37 d (1.,5) 102,8 547 d (1,4)

2" 71,9 423 m 715 421m

3” 72,0 3,72m 72,2 3,20-3,80 m

4" 72,1 331 m 73,0 3,20-3,80 m

5” 73,2 331 m 71,3 3,20-3,80 m

6” 17,6 0,92 d (6,0) 17,7 0,86 d (6,0)
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5.4- Poliprenol

5.4.1- Identificacdo de ficaprenol-12 (20)

A substéncia 20 foi obtida com pequena quantidade de impurezas, das fragdes
OAF- (A1,B 1, C1, C4/8 e A 8) provenientes da fases hexénica das folhas (4.3.2.1;
43.22;4323;43.24).

O espectro de RMN 'H de 20 (Espectro 156, tabela 44) apresentou trés
singletos em 1,76; 1,69 e 1,61 d, sugestivos de grupos metila ligados a carbonos olefinicos
e dois singletos largos em 2,05 e 5,13 d. Apresentou também um dubleto dubleto em 4,12 d
(6,0; 3,0 Hz) e um multipleto em 5,37 d.

Os espectros de RMN *3C de 20 (DEPT 135°) [Espectros 157 e 159, tabela 44]
apresentaram, além de dois conjuntos de sinais relativos a carbonos olefinicos [um na
regido de 124,9 a 125,8 d (CH) e outro na regido de 132,7 a 136,1 d (C)], um sinal em 61,6
d correspondente a um grupo metilénico carbindlico (compativel com o sinal em 4,12 d no
espectro de RMN *H) e sinais referentes a grupos metila ligadas a carbonos olefinicos entre
16,8 e 26,4 d e a carbonos metilénicos entre 27,2 e 40,5 d.

Estas informacdes sugeriram para 20 uma estrutura isoprenoide aciclica e pela
comparagéo dos dados espectrais deste composto com os existentes na literatura, verficou-
se que 20 pertencia a classe dos poliprendis, os quais podem ser obtidos de plantas
superiores e também de animais e microorganismos (SWIEZEWSKA et al., 1994; AOKI et
al., 1997; TANAKA et al., 1998).

Poliprendis de origem vegetal apresentam uma grande diversidade quanto ao
tamanho da cadeia isoprendide. Em geral, poliprendis encontrados em folhas de
angiospermas possuem cadeias com 8 a 15 ou até mais unidades isoprénicas, sendo 0s mais
comuns os que contém residuos de 10 a 12 destas unidades (SWIEZEWSKA et al., 1994).
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Existem dois tipos principais de poliprendis vegetais: os tri-trans poli-cis
prendis (Figura 4, n = 3) e os di-trans poli-cis prendis (Figura 4, n = 2) [SWIEZEWSKA et
al., 1994; AOKI et al., 1997] originados a partir da incorporacdo de unidades isoprénicas
(através do pirofosfato de isopentenila) a unidades de pirofosfato de tri-trans geranil-
geranila e di-trans farnesila, respectivamente, pela acdo de uma cis-preniltransferase
(SWIEZEWSKA et al., 1994; TANAKA & TANGPAKDEE, 1998).

Com relagdo a estereoquimica destas unidades isoprénicas, verificou-se que
tanto ligagdes duplas trissubstituidas Z como E ocorriam na estrutura de 20, uma vez que
foram observados sinais para carbonos metilicos na regido de 23 d e para carbonos
metilénicos alilicos vizinhos ao carbono metilado na regido de 32 d (indicativos de ligagao
dupla Z), como também metilas na regido de 16 d e carbonos metilénicos entorno de 39 d
(indicativos de ligacdo dupla E), conforme exemplificado pelos valores de deslocamento
quimico dos carbonos nos monoterpenos abaixo (WEHRLI & NISHIDA, 1979).

17:4 6:0 716 23:5
2616 137:2 58,7

1311 1
N N 1319

255 124,9 397 124:5 OH 25,7

32,2

124:2
58:7

Com base, principalmente, no nimero de sinais de carbonos olefinicos, como
também na integracdo dos sinais no espectro de RMN *H de 20, concluiu-se que este
composto possuia em sua estrutura varios residuos isoprénicos contendo ligaces duplas
(2) e (E) e um grupo hidroximetilénico terminal.

No espectro de RMN 'H de 20 observa-se que ha uma predominancia de
residuos isoprénicos com geometria Z em relacdo aos de geometria E, conforme
demonstrado pela integracdo dos sinais em 1,61 e 1,69-1,76 d, referentes as metilas dos
residuos isoprénicos internos E e Z, respectivamente. Estes sinais também representam as
metilas do residuo isoprénico terminal W com orientagdo cis e trans, respectivamente, em
relagdo a cadeia principal e a metila do residuo isoprénico terminal a (1,69 d).

As informagdes fornecidas pela integracdo destes sinais presentes no espectro

de RMN 'H sugeriram a presenca de 12 unidades isoprénicas na estrutura de 20,
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compreendendo: sete residuos isoprénicos Z e trés E, além de um residuo terminal W e um
terminal a (Z), contendo o grupo hidroximetilénico.

Assim os dados de RMN *H e *C de 20 apresentaram-se bastante semelhantes
aos do ficaprenol-12 relatados na literatura (REYNOLDS et al., 1999) e também com os de
uma amostra auténtica, obtida de Guarea kunthiana (GARCEZ et al., 2004). Esta
substancia tem sido isolada de folhas de vérias espécies de angiospermas (SWIEZEWSKA
et al., 1994), incluindo representantes da familia Lauraceae, como por exemplo, Nectandra
cuspidata, Persea gratissima e algumas pertencentes ao género Cinnamomum (GARCEZ
et al., 1999; SWIEZEWSKA et al., 1994).

Tabela 44- Dados de RMN 'H e *C (300/75 MHz, CDCls) de 20 e do poliprenol
ficaprenol-12 citado na literatura (REYNOLDS et al., 1999) [500/125 MHz,

respectivamente, CsDg]

Posico d'H [m, J (Hz)] d'H d®c d®c
(20) Literatura (20) Literatura
1 412dd(60;30) 402 616 590
2 537 m 5,41 1258 126,0
3 - - 136,1 138,4
4 2,05 sl 2,03 32,7 32,5
a 2,05 sl 2,11-2,18 33,0 32,4-32,6
b 2,05 sl 2,10-2,20 27,2-28,0 26,9-27,2
c 5,13 sl 5,16-5,31 124,9-125,8 124,7-125,6
d - - 132,7-136,1 131,1-135,8
e 2,05 sl 2,10-2,12 40,5 40,2
f 1,69s 1,68 26,4 25,9
g 1,61s 1,57 18,5 17,8
h 1,61s 1,61-1,63 16,8 16,1
i 1,76 s 1,72-1,75 24,2 23,6-23,7

J 1,69s 1,65 26,4 23,5
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5.5- Esteroide

5.5.1- Identificacdo de 3-(6’-O-acil-O-b-D-glucopiranosil)-sitosterol (21)

Wi Wa

21

O composto 21 foi isolado da fragdo OAF-B-6 originada dos fracionamentos
cromatograficos da fase hexanica das folhas (item 4.3.2.2).

O espectro de RMN *H (Espectro 160) de 21 mostrou varios sinais na regiao de
d 0,65 a 2,75, um sinal maltiplo na regido de & 3,54 relativo a um hidrogénio e um dubleto
largo a 4 5,34 (9,0 Hz) que indicou a presenca de hidrogénio olefinico.

O espectro de RMN 3C (Espectro 161, tabela 45) apresentaram sinais mais
intensos relativos a seis metilas (duas delas a 11,8 e 12,0 4), um carbono oxigenado a
79,6 e dois carbonos olefinicos a 140,3 6 (C tetrassubstituido) e 122,1 & (CH), sugestivos
de um esqueleto esteroidal (GARCEZ et al., 1997a; POUCHERT & BEHNKE, 1983).
Além destes sinais relacionados no espectro de *C foram observados sinais adicionais na
regido de 14,1-34,2 d e 128,1-130,2 & e de um observado a d 174,6.

Nos espectros de RMN *H e **C foram observados ainda, sinais na regido entre
0 4,18 e 4,47 4 no espectro de RMN 'H e seis sinais na regido de 63,2-101,2 9, os quais
foram sugestivos de um residuo de aglcar. Foi determinado que tal residuo era de b-
glucopiranosila em funcéo dos valores de deslocamento quimico no espectro de RMN **C
(COLLINS & FERRIER, 1980).

Estes dados sugeriram para 21 a estrutura de um b-sitosterol glicosilado em C-
3 contendo um residuo de &cido graxo. No espectro de RMN **C de 21 a diferenca

significativa observada no valor de deslocamento do sinal correspondente ao carbono o

222



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software

http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.
Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae) 223

79,5 em relagdo ao mesmo carbono no sitosterol (6 71,7) [WRIGHT et al., 1978] foi
compativel com a presenca do agucar em C-3. Da mesma forma, a desprotecdo do carbono
C-6’ da glucose, assim como a protecao de C-5 (SOARES, 2006), foram compativeis com
a localizacdo do residuo de acido graxo naquele carbono.

O valor de 101,2 & para o C-1’da unidade de glucose pdde ainda evidenciar a
ligacdo do tipo de O-glucosideo em C-3 entre a aglicona e o aglcar, uma vez que carbonos
anomeérios de O-glucosideos sdo observados na regido de 100,0 4, independentemente da
natureza do residuo de agtcar (BOYD & TURVEY, 1978).

Com base nos dados espectroscopicos obtidos e através do levantamento
bibliografico sobre outros esteroides (SILVA et al., 2005), pdde-se concluir que 21 tratava-
se do 3(6’-O-acil-O-b-D-glucopiranosil)-sitosterol. Para estes tipos de compostos séo
atribuidos importantes atividades biolégicas, tais como antitumoral (KIRIAKIDIS et al.,
1997) e piscicida (HASHIMOTO et al., 1991).
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Tabela 45- Dados de RMN *C (75 MHz, CDCls) de 21 e do 3-(6’-O-acil-O-b-D-
glucopiranosil)-sitosterol) citado na literatura (SILVA et al., 2005) [75 MHz, CDCls]

C (21)d ®c (21) d °C Literatura
1 37,3 38,9
2 315 30,9
3 79,6 79,5
4 38,9 38,9
5 140,3 140,3
6 122,1 122,1
7 31,9 31,8
8 31,9 31,9
9 50,2 50,2
10 36,7 36,1
11 21,1 211
12 39,7 39,8
13 42,3 42,3
14 56,7 56,8
15 24,3 24,3
16 28,2 28,2
17 56,1 56,1
18 11,8 11,8
19 19,3 19,3
20 36,1 37,3
21 18,8 18,8
22 33,9 33,9
23 26,1 26,1
24 45,8 45,8
25 29,1 29,2
26 19,8 19,8
27 19,0 19,0
28 23,1 23,1

N
[(e]

12,0 11,9
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Tabela 45 (Continuacéo)- Dados de RMN **C (75 MHz, CDCls) de 21 e do 3-(6’-O-acil-
O-b-D-glucopiranosil)-sitosterol) citado na literatura (SILVA et al., 2005) [75 MHz,
CDCls; ]

C (21)d °C (21) d °C Literatura
Glicose 1’ 101,2 101,2
2’ 73,9 73,9
3’ 76,1 76,6
4’ 70,1 70,5
5’ 73,6 73,6
6’ 63,2 63,3
3-0O-Acil CO 1” 174,6 1741
27 34,2 34,2
3” 24,9 25,0
W 14,1 14,1
Wo 22,7 22,5

W3 34,2 31,9
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5.6- PROPOSTA BIOSSINTETICA PARA OS ALCALOIDES OBTIDOS DE Ocotea

acutifolia

O precursor da maioria dos alcaloides aporfinicos é o alcaloide
benziltetraidroisoquinolinico, ~S-reticulina, originado do esqueleto formado pela
condensacdo duas unidades de tirosina. A partir deste precursor sdo gerados 0s diversos
esqueletos aporfinicos, apos ciclizagbes através de acoplamento oxidativo intramolecular,
seguidas de uma série de oxidagdes, metilagdes e hidroxilagdes (STEVIGNY et al., 2005).
A figura 7 ilustra uma possivel sequéncia biossintética para os alcaloides aporfinicos e

morfinano presentes em O. acutifolia.
H CHs
H H
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Figura 7- Proposta biossintética para os alcaloides isolados de O. acutifolia
5.7- ENSAIOS BIOLOGICOS

Em funcdo das atividades bioldgicas apresentadas por varias substancias
isoladas de plantas do género Ocotea e dentro do programa de busca de compostos
bioativos em plantas de Mato Grosso do Sul desenvolvido no LP 1, foram realizados testes
de atividades citotdxica, genotdxica e antifingica com extratos, misturas e substancias
puras obtidas de O. acutifolia. No caso de substancias isoladas, foram selecionadas para
serem submetidas aos bioensaios aquelas obtidas num grau de pureza satisfatério e em

quantidade suficiente para a realizacdo dos mesmos.

5.7.1- Ensaios de atividade citotéxica

5.7.1.1- Teste de toxicidade sobre Artemia salina (TAS)

Os extratos alcaldidico das folhas e etandlicos das folhas e cascas do caule de
O. acutifolia apresentaram toxicidade para A. Salina, uma vez que extratos brutos vegetais
séo considerados bioativos quando apresentam um valor de DLso abaixo de 1000 ng/ml
(MEYER et al., 1982). Os resultados obtidos indicaram que 0s extratos sdo potencialmente
citotdxicos, destacando-se o valor de DLsy = 2,90 ng/ml obtido para o extrato alcaloidico
das folhas, sugerindo a presenca de substancias com potencial atividade antitumoral, pois o
teste de toxicidade sobre A. Salina possui uma boa correlagdo com o comportamento de
células cancerigenas (MCLAUGHLIN, 2008; MEYER et al., 1982).

Tabela 46- Toxicidade sobre A. Salina dos extratos alcaldidico das folhas e etandlicos das

folhas e cascas do caule de O. acutifolia

Extrato DLso ng/ml
Alcaloidico das folhas 2,9
Etandlico das folhas 2439

Etandlico das cascas do caule 4999
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5.7.1.2- Ensaio de atividade citotdxica in vitro em linhagens de células cancerigenas

Dos dezoito alcaloides obtidos no presente trabalho, dez foram avaliados
quanto a atividade citotdxica in vitro frente a diferentes linhagens de células humanas
tumorais (item 4.5.1.2).

Os alcaloides (+)-dicentrina (1), (+)-ocoteina (2), (+)-6S-N-6xido ocoteina (7),
(+)-6R-N-0xido ocoteina (8), (+)-leucoxina (9), (+)-norocoxilonina (11), (+)-neolitisina
(12), (+)-isodomesticina (13), talicminina (17) foram avaliados quanto sua atividade
citotdxica frente a quatro linhagens de células cancerigenas de Hep-2 (laringe), MCF-7
(mama), B16-F10 (melanoma) e 786-0 (rim) utilizando-se 0 método SRB (Tabela 47).

Os alcaloides 1 e 2 também foram testados frente a mais quatro linhagens de
células cancerigenas MDA-MB435 (melanoma), SF-295 (glioblastoma), HL-60 (leucemia)
e HCT-8 (c6lon) pelo Método MTT (Tabela 48).

Segundo CALDERON et al., 2003, compostos com forte atividade citotoxica
apresentam valores de Clsp menores que 25 ng/mL e com fraca atividade valores maiores
que 25 ng/mL. Para compostos inativos sdo observados valores acima de 100 ng/mL.

Desta forma, de acordo com os resultados descritos na Tabela 47, (+)-
dicentrina (1), (+)-ocoteina (2), (+)-neolitsina (12) e talicminina (17) foram
significativamente menos ativo contra uma linhagem de células testada. (+)-Ocoteina (2)
mostrou o efeito mais potente contra células Hep-2, pois inibiu o crescimento celular em
50% em uma concentragdo de 8,14 pg/mL, apresentando ainda atividade significativa
frente as células B 16-F10 (Clso = 11,4 pg/ml) e 786-0 (Clso = 12,9 pg/ml). (+)-Neolitsina
(12) foi o alcaloide mais citotoxico contra as linhagens MCF-7 (Clsp = 10,2 pg/mL) e
B16-F10 (Clso = 10,2 pg/mL) e talicminina (17), por outro lado, mostrou ser o composto
mais ativo contra células 786-0 (Clsp = 10,7 pg/ml), mas apenas inibiu moderadamente o
crescimento de células Hep-2 e foi inativo para as células MCF-7 e B16-F10 (Clso > 50
pg/mL).

(+)-6S-N-0Oxido ocoteina (7) apresentou apenas fraca atividade contra Hep-2 e
B16-F10 (Clso = 32,7 e 30,7 pg/mL, respectivamente) e foi inativo contra células MCF-7 e
786-0, como demonstrado pelo seu valor de Clsp > 50 pg/mL em ambos 0s casos, assim
como o alcaloide (+)-6R-N-6xido ocoteina (8), o qual foi inativo frente as células testadas
(MCF-7 e B-16-F10). O alcaldide (+)-6R-N-6xido dicentrina (5) foi inativo frente as
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células 786-0, MCF-7 e B-16-F10 demonstrando atividade apenas contra Hep-2 (Clsp =
16,2 pg/mL).

Estes resultados indicam que, comparado a 2, a funcionalidade N-6xido em 7
reduz significativamente a sua atividade citotoxica e em 8 o torna inativo, o que também
pdde ser observado na comparagdo entre 1 e 5, no entanto para 5 efeito citotdxico é
observado frente células MCF-7. Da mesma forma, a presenca de um substituinte hidroxila
em C-8 foi o responsavel pela baixa citotoxicidade de (+)-leucoxina (9) contra todas as
quatro linhagens testadas em comparac¢do com a de 1. Por outro lado, os resultados obtidos
para (+)-isodomesticina (13) e 12 sugerem que a presenca de um substituinte
dioxidometileno no anel A de 12 em vez de grupos orto hidroxila e metoxila em posi¢des 1
e 2, como em 13, pode explicar o aumento da atividade mostrado por 12 contra as células
testadas. Assim, quanto aos efeitos citotdxicos de 1 e 2 contra células Hep-2, MCF-7 e
786-0, a introducdo de um grupo metoxila em C-3 parece tornar este Ultimo mais ativo,
entretanto um efeito significativo ndo é observado contra células B16-F10.

Dentre os resultados obtidos para os alcaloide 1 e 2 frente as outras linhagens
celulares MDA-MBA43, SF-295, HL-60 e HCT-8 utilizando-se 0 método MTT (Tabela 48)
pode-se destacar o efeito mais potente apresentado pelo composto 2 contra células HCT-8,
entretanto, 1 foi inativo frente a esta linhagem. 1 e 2 demonstraram atividade citotoxica
significativa para as demais linhagens (MDA-MB43, SF-295, HL-60) com valores de Clsg
entre 5,5 e 10,7 pg/mL.

Para os alcaloides (+)-leucoxina e (+)-isodomesticina ndo existem trabalhos
descritos sobre suas atividades citotdxica in vitro. O potencial citotoxico de (+)-ocoteina e
talicminina, foi previamente avaliado apenas contra células KB, onde este Ultimo mostrou-
se inativo (WRIGHT et al., 2000), enquanto (+)-neolitsina foi testado contra linhagens de
células tumorais HelLa, Mel-5 e HL-60 (STEVIGNY et al., 2002). Apesar de existirem
atividades mencionadas para as duas formas enantiomérica de dicentrina contra varias
linhagens de células cancerigenas (STEVIGNY et al., 2005; STEVIGNY et al., 2002;
HUANG et al., 1998; LIKHITWITAYAWUID et al., 1993), esta € a primeira vez que a
citotoxicidade da (+)-dicentrina foi avaliada contra células MCF-7, B16-F10 e 786-0.
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Tabela 47- Valores de Clso (ug/mL) obtidos para os compostos 1, 2, 5, 7, 8,9, 11, 12,13 e
17 frente as linhagens de células Hep-2, MCF-7, B16-F10 e 786-0 (Método SRB -
SKEHAN et al., 1990)

Linhagem
Composto Hep-2 MCF-7 B16-F10 786-0
(laringe) (mama) (melanoma) (rim)
1 21,8 25,2 11,2 16,3
2 8,1 20,8 11,4 12,9
5 >50 16,2 >50 >50
7 32,7 >50 30,7 >50
8 NT >50 >50 NT
9 37,2 28,5 23,8 19,2
11 >50 >50 >50 >50
12 10,3 10,2 10,2 26,6
13 41,5 >50 23,3 41,6
17 26,5 >50 >50 10,7
Cisplatina (controle 1,6 6,1 7,7 1,3

positivo)
NT-ndo testado

Tabela 48- Valores de Clso (ug/mL) obtidos para os compostos 1 e 2 frente as linhagens de
células MDA-MB435, SF-295, HL-60 e HCT-8 (Método MTT - MOSMANN, 1983)

Linhagem
Composto MDA-MB43 SF-295 HL-60 HCT-8
(melanoma) (glioblastoma) (leucemia) (célon)
1 10,7 58 5,5 >50
2 10,7 91 59 3,2
Doxorrubicina 0,48 0,23 0,02 0,01

(controle positivo)
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5.7.2- Ensaio de atividade genotdxica

No presente trabalho foi também avaliada a atividade genotoxica: a) do extrato
etandlico (EE) das folhas; b) do extrato alcaloidico (EA) das folhas; c) e da mistura de
dicentrina e ocoteina (DO); d)- das substancias puras (+)-dicentrina (1), (+)-ocoteina (2),
(+)-6S-N-6xido ocoteina (7), (+)-leucoxina (9), e talicminina (17) utilizando-se como
modelo bioldgico o teste SMART, em asas de Drosophila melanogaster. Foram realizados
experimentos independentes, utilizando-se cruzamento padréo (ST) para todas as amostras.

O cruzamentos ST permite a obtencdo de descendentes MH (genotipo
mwh/flr®) identificados fenotipicamente pela borda lisa das asas e os descendentes BH
(gendtipo mwh/TM3) identificados pela borda de asa recortada. A diferenca entre as
frequéncias de manchas mutantes detectadas nos individuos MH e BH representa a

frequéncia de recombinacéo mitotica.

5.7.2.1- Atividade genotoxica de EE

A tabela 49 apresenta os resultados obtidos para o extrato etanolico das folhas
(EE). A freguiéncia total de manchas por individuo MH no controle negativo foi de 0,58
enquanto que os tratados com o EE a freqléncia variou de 0,65 (menor concentragdo) a
1,05 (maior concentragao).

Analisando os resultados obtidos com os individuos BH, verificou-se que a
freqiiéncia total de manchas do controle negativo foi de 0,30, enquanto que a do EE ndo
passou de 0,28. Com base nestes dados, pode-se inferir que grande parte das manchas dos
individuos MH provém de eventos recombinogénicos (75,7% para a concentracdo
intermedidria e 72,5% para a maior concentracao).

Assim, os resultados obtidos apds tratamento com o extrato etandlico das
folhas diferem estatisticamente do controle negativo (Figura 8) e, portanto, nessas
condi¢des experimentais, o EE apresenta efeito genotoxico.

De acordo com MARQUES et al., 2003, extratos hidroalcodlicos de Ocotea
duckei foram mutagénicos, quando avaliados pelo Teste de Ames, sendo esta atividade
atribuida aos componentes presentes no extrato, tais como lignanas, monoterpenos e
alcaloides (SILVA et al., 2002).
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Tabela 49- Resultados obtidos no teste de mancha de asas de D. melanogaster de
descendentes MH e BH do cruzamento ST, apds tratamento crdnico com diferentes
concentragdes de EE obtido das folhas da O. acutifolia

Amostra (EE) N° de FTM ™ FTM ™ Recombinacéo %

(mg.mL™?) individuos mwh mwh
- mwhA¥  mwhTM3
0,6 40 0,65 26 0,28 11 57,7
1,25 40 0,93 37 0,23 09 75,7
2,5 40 1,05 42 0,28 11 72,5
DXR (0,125) 40 8,03 321 1,08 43 86,1
Controle 40 0,58 23 0,30 12 -
negativo

FTM- Frequéncia total de manchas
TM- Total de manchas

B MH (mwh/fIr3)
BH (mwh/TM3)

Frequéncias

- BNl w BB
2,5

Controle DXR 0,125 0,6 1,25
negativo

Concentragdes (mg/mL)

Figura 8- Frequéncias totais de manchas (mwh) observadas em células de asas de D.
melanogaster de descendentes MH e BH, do cruzamento ST, apds o tratamento crénico

com EE
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5.7.2.2- Atividade genotoxica de EA

Na analise dos descendentes de gendtipo mwh/flr® tratados com diferentes
concentragcdes do extrato alcaloidico (EA), constatou-se um aumento estatisticamente
significativo na frequéncia de manchas mutantes, 1,40 para a menor concentracéo e 2,20
para a concentracdo intermediaria em relagdo ao controle negativo (Tabela 50, figura 9).
No entanto, a maior concentragdo (0,8 mg/mL) foi citotdéxica, impedindo o
desenvolvimento das moscas e posterior analise das asas. Este fato provavelmente se da
pelo grande numero de alcaloides presente nas folhas de O. acutifolia, que, em conjunto,
podem apresentar um forte efeito citotdxico.

J& 0 gendtipo mwh/TM3 ndo apresentou resultados positivos, o que determinou
para 0 EA taxas de recombinacdes de 68% e 71,4% para as concentragdes 0,4 mg/mL e 0,6
mg/mL, respectivamente. A partir destas informagdes conclui-se que EA exibe efeito

genotdxico superior ao apresentado pelo EE.

Tabela 50- Resultados obtidos no teste de mancha de asas de D. melanogaster de
descendentes MH e BH do cruzamento ST, ap6s tratamento crénico com diferentes
concentragdes de EA obtido das folhas da O. acutifolia

Amostra (EA) N° de FTM ™ FTM ™ Recombinacéo %

(mg.mL™") individuos mwh mwh
- mwhAir  mwhTM3
04 20 1,40 28 0,45 09 68,0
0,6 20 2,20 44 0,60 12 71,4
0,8* . . . . . .
DXR (0,125) 40 8,03 321 1,08 43 86,1
Controle 40 0,58 23 0,30 12 -
negativo

FTM- Frequéncia total de manchas
TM- Total de manchas
*citotoxica
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negativo Concentracdes (mg/mL)

Figura 9- Frequéncias totais de manchas (mwh) observadas em células de asas de D.
melanogaster de descendentes MH e BH, do cruzamento ST, apds o tratamento crénico
com EA

5.7.2.3- Atividade genotoxica de DO

Para a mistura de ocoteina e dicentrina (DO) a freqliéncia total de manchas por
individuo (mwh/flr®) no controle negativo foi de 0,58 enquanto que nos tratados a
freqiiéncia variou de 2,15 para a menor concentracdo a 5,35 para a maior. Constatou-se
um aumento estatisticamente significativo, quando comparado com a frequéncia de
manchas mutantes observada no controle negativo, assim como foi observado na analise
dos individuos de genétipo mwh/TM3 para as concentragbes 0,8 e 1,6 mg/mL (Tabela 51,
figura 10).

A freqiiéncia de recombinagéo variou de 75% (menor concentragdo) a 79,2 %
(maior concentracdo). Com base nestes resultados observou-se um aumento na freqtiéncia
de mutagBes da mistura em relacéo a observada nos ensaios com EE e EA. Desta forma os
alcaloides ocoteina e dicentrina, em maior concentracdo, apresentam maior atividade

genotdxica.

235



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software

http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.
Estudo quimico e avaliagdo de atividades citotoxica, genotoxica e antifungica de Ocotea acutifolia (Nees) Mez. (Lauraceae)

Tabela 51- Resultados obtidos no teste de mancha de asas de D. melanogaster de
descendentes MH e BH do cruzamento ST, apds tratamento crdnico com diferentes
concentragdes de DO obtido das folhas da O. acutifolia

Amostra (DO) N° de FTM ™ FTM ™ Recombinacéo %

(mg.mL™?) individuos mwh mwh
- mwhAir  mwhTM3
04 20 2,15 43 0,50 10 75,0
0,8 20 3,55 71 0,75 15 79,5
1,6 20 5,35 107 1,05 21 79,2
DXR (0,125) 40 8,03 321 1,08 43 86,1
Controle 40 0,58 23 0,30 12 -
negativo

FTM- Frequéncia total de manchas
TM- Total de manchas

B MH (mwh/fIr3)
BH (mwh/TM3)

Frequéncias

Controle DXR 0,125 0,4 0,8 1,6

negativo Concentragdes (mg/mL)

Figura 10- Frequéncias totais de manchas (mwh) observadas em células de asas de D.
melanogaster de descendentes MH e BH, do cruzamento ST, apds o tratamento crénico
com DO
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5.7.2.4- Atividade genotoxica de (+)-dicentrina (1)

Para o alcaloide 1 a frequéncia de manchas mutantes nos individuos de
gen6tipo mwh/flr® variou de 5,80 a 14,35 e para o gendtipo mwh/TM3 de 0,90 a 1,60
(Tabela 52). Estes resultados quando comparados as freqiiéncias obtidas para o controle
negativo indicaram um aumento estatisticamente significativo na freqiiéncia de manchas
mutantes proporcionais as concentracdes testadas para os dois individuos (Figura 11),
entretanto a taxa de recombinagcdo mitotica foi superior a 80%, demonstrando que grande
parte das manchas dos individuos MH provém de eventos recombinogénicos. Nessas
condigcdes experimentais 1 apresenta pronunciado efeito genotoxico e superior ao efeito

obtido com a mistura de 1 e (+)-ocoteina (2).

Tabela 52- Resultados obtidos no teste de mancha de asas de D. melanogaster de
descendentes MH e BH do cruzamento ST, ap6s tratamento crénico com diferentes
concentragdes de 1 obtido das folhas da O. acutifolia

Amostra (1) N° de FTM ™ FTM ™ Recombinacéo %

(mg.mL™") individuos mwh mwh
mwh/flr° mwh/TM3
0,1 20 5,80 116 0,90 18 86,3
0,2 20 7,15 143 1,40 28 81,3
0,4 20 14,35 287 1,60 32 88,7
DXR (0,2) 40 8,03 321 1,08 43 86,1
Controle 30 0,53 16 0,20 06 -
negativo

FTM- Frequéncia total de manchas
TM- Total de manchas
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Figura 11- Frequéncias totais de manchas (mwh) observadas em células de asas de D.
melanogaster de descendentes MH e BH, do cruzamento ST, apds o tratamento crénico

coml

5.7.2.5- Atividade genotoxica de (+)-ocoteina (2)

Os resultados obtidos (Tabela 53, figura 12) com o alcaloide 2 demonstraram
um aumento estatisticamente significativo na freqliéncia de manchas mutantes no genotipo
mwh/flr®, exceto para a concentragdo de 0,4 mg/mL. A freqiiéncia de manchas mutantes foi
de 1,7 para a concentracdo 0,8 mg/mL e de 2,65 para a concentragdo 1,6 mg/mL.
Entretanto, no gen6tipo mwh/TM3 os resultados ndo foram positivos, indicando que grande
parte das manchas dos individuos MH estdo ligadas a eventos recombinogénicos (68,8 a
82,4%).

A analise destes dados indica que 2 é uma substancia genotdxica, porém com

uma genotoxicidade menor que a conferida por (+)-dicentrina (1).
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Tabela 53- Resultados obtidos no teste de mancha de asas de D. melanogaster de
descendentes MH e BH do cruzamento ST, apds tratamento crdnico com diferentes

concentragdes de 2 obtido das folhas da O. acutifolia

Amostra (2) N° de FTM ™ FTM ™ Recombinacéo %
(mg.mL™) individuos mwh mwh
- mwhfI¥  mwhTM3
0,4 20 0,80 16 0,25 5 68,8
0,8 20 1,70 34 0,30 6 82,4
1,6 20 2,65 53 0,55 11 79,2
DXR (0,125) 40 8,03 321 1,08 43 86,1
Controle 40 0,58 23 0,15 6 -
negativo

FTM- Frequéncia total de manchas
TM- Total de manchas

B MH (mwh/fIr3)
BH (mwh/TM3)

Frequéncias

Controle DXR 0,125 04 0,8 1,6
negativo

Concentracfes (mg/mL)

Figura 12- Frequéncias totais de manchas (mwh) observadas em células de asas de D.
melanogaster de descendentes MH e BH, do cruzamento ST, apds o tratamento crénico

com 2
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5.7.2.6- Atividade genotoxica de talicminina (17)

Para a 17, a freqiiéncia total de manchas por individuo (mwh/flr’) variou de
3,35 para a menor concentracdo a 18,10 para a maior (Tabela 54, figura 13). Constatou-se
um aumento estatisticamente significativo na frequéncia de manchas mutantes
proporcional as concentracbes de 17, sendo inclusive citotoxico na concentracdo de 1,6
mg/mL. Entretanto, este aumento nao foi observado para individuos de genotipo
mwh/TM3. Com base nestes resultados pode-se afirmar que o alcaloide oxaporfinico 17
apresenta um potente efeito genotoxico ligado a recombinacdo mitética, ja que foi

observado uma taxa de recombinacao proxima de 100% nas trés concentragdes testadas.

Tabela 54- Resultados obtidos no teste de mancha de asas de D. melanogaster de
descendentes MH e BH do cruzamento ST, ap6s tratamento crénico com diferentes

concentragdes de 17 obtido das folhas da O. acutifolia

Amostra (17) N° de FTM ™ FTM ™ Recombinacéo %
(mg.mL™) individuos mwh mwh
- mwhfI¥  mwhTM3
0,4 20 3,35 67 0,10 2 97,0
0,8 20 6,75 135 0,45 9 93,0
1,2 20 18,10 361 1,20 24 93,0
1,6* - - - - - -
DXR (0,125) 40 8,03 321 1,08 43 86,1
Controle 20 0,55 11 0,30 06 -
negativo

FTM- Frequéncia total de manchas
TM- Total de manchas
*citotoxica
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Figura 13- Frequéncias totais de manchas (mwh) observadas em células de asas de D.
melanogaster de descendentes MH e BH, do cruzamento ST, apds o tratamento crénico

com 17

5.7.2.7- Atividades genotoxicas de (+)-6S-N-6xido ocoteina (7) e de (+)-leucoxina (9)

Os resultados obtidos (Tabela 55, figura 14) para 7 foram positivos, entretanto,
quando comparados com os obtidos para (+)-ocoteina (2), ndo foi observado para as
concentragbes testadas um aumento estatisticamente significativo nas freqiiéncias de
manchas mutantes para os individuos de gendtipo mwh/flr* em relagdo ao controle
negativo. Para os de genotipo mwh/TM3 os resultados foram negativos. Estes dados
demonstram que 7 apresenta efeito genotdxico, porém menos pronunciado que o observado
para o alcaloide, estruturalmente relacionado, 2.

Para 9 os resultados obtidos, expressos na tabelas 66 e figura 15, foram
negativos, pois ndo foi observado nas concentragdes testadas, aumento nas freqiiéncias de
manchas mutantes para os individuos de genétipo mwh/flr® em relagdo ao controle
negativo, indicando que 9 ndo apresenta, nestas condi¢Oes experimentais, atividade

genotdxica.
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Tabela 55- Resultados obtidos no teste de mancha de asas de D. melanogaster de
descendentes MH do cruzamento ST, ap6s tratamento crénico com diferentes

concentragdes de 7 obtido das folhas da O. acutifolia

Amostra (7) N° de FTM ™ FTM ™ Recombinacéo %
(mg.mL™) individuos mwh mwh
- mwhfI¥  mwhTM3
0,4 40 0,60 24 0,20 08 66,0
0,8 40 0,93 37 0,25 10 69,7
16 40 1,05 42 0,25 10 74,0
DXR (0,2) 40 8,03 321 1,08 43 86,1
Controle 40 0,33 13 0,20 08
negativo

FTM- Frequéncia total de manchas
TM- Total de manchas

B MH (mwh/fIr3)
BH (mwh/TM3)

Frequéncias

Controle DXR 0,2 04 0,8 1,6

negativo Concentrages (mg/mL)

Figura 14- Frequéncias totais de manchas (mwh) observadas em células de asas de D.

melanogaster de descendentes MH, do cruzamento ST, apds o tratamento crénico com 7
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Tabela 56- Resultados obtidos no teste de mancha de asas de D. melanogaster de
descendentes MH do cruzamento ST, ap6s tratamento crénico com diferentes

concentragdes de 9 obtido das folhas da O. acutifolia

Amostra (9) N° de individuos FTM ™
(mg.mL™) Mwh
- mwhic
0,4 40 0,40 16
0,8 40 0,48 19
1,6 40 0,50 20
DXR (0,125) 40 8,03 321
Controle negativo 40 0,33 13

FTM- Frequéncia total de manchas
TM- Total de manchas

B MH (mwh/fIr3)

Frequéncias

0 | NN

Controle DXR 0,125 04 0,8 1,6

negativo Concentragdes (mg/mL)

Figura 15- Frequéncias totais de manchas (mwh) observadas em células de asas de D.

melanogaster de descendentes MH, do cruzamento ST, apds o tratamento crénico com 9
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A atividade genotdxica para os extratos e compostos (1, 2, 7, 9 e 17) obtidos de
O. acutifolia, avaliada através do ensaio SMART, esta sendo descrita pela primeira vez
neste trabalho.

O forte efeito genotoxico observado para 1, 2 e 17, neste ensaio, pode estar
relacionado com a conformacdo planar adotada pelas moléculas, ja que pronunciado efeito
genotdxico foi relatado anteriormente para os alcaloides 1 e o oxaporfinico liriodenina
empregando-se o Teste de Ames (TADAKI et al., 1992; NOZAKA et al., 1990), os quais
apresentam uma conformacdo planar ideal para se ligarem entre as fitas de DNA, atuando
como agentes intercalantes, causando eventos de mutacdo e recombinacédo (WOO et al.,
1997; WOO et al., 1999). Para 1 ha também o fato de que interfere com a atividade
catalitica das topoisomerases | e Il (HOET et al., 2004), favorecendo, principalmente, a
ocorréncia de recombinacdo mitética.

Os resultados observados para 1 e 17 foram inclusive superiores aos obtidos
para o controle positivo utilizado, o antibiético anticancer Cloridrato de Doxorrubicina
(DXR) muito usado como quimioterapico no tratamento de leucemia e outros tumores e
que, por ser uma molécula de estrutura também planar, atua como agente intercalante, se
situando entre as fitas de DNA, alterando a conformacao da dupla-hélice, podendo levar a
apoptose e a fragmentagdo do DNA (SKLADANOWSKI & KONOPA, 1993; ZHANG &
LI, 2000; KUMAR et al., 2004). A fragmentacdo do DNA se da por agdo conjunta da
enzima topoisomerase Il que, ao entrar em contato com a doxorrubicina, efetua quebras em
uma ou em duas fitas (TEWEY et al., 1984).

Quanto aos efeitos genotoxicos observados para os alcaloides estruturalmente
relacionados 1 e 2, 9 e 1 e 7 e 2, os resultados obtidos neste ensaio indicam que,
comparado a (+)-dicentrina (1), a introducdo de um grupo metoxila em C-3 na estrutura de
(+)-ocoteina (2), reduz a sua genotoxicidade. Da mesma forma, a presenca de um
substituinte hidroxila em C-8 pode ser o responsavel por tornar (+)-leucoxina (9) inativa
neste ensaio. Os resultados obtidos para (+)-6S-N-6xido ocoteina (7) e 2 sugerem que a
presenca de uma funcdo N-6xido na estrutura de 7 reduz significativamente a sua atividade
genotoxica.

Com relagdo a citotoxicidade, substancias que apresentam potencial genotdxico
podem ser consideradas agentes quimioterdpicos, jA que os efeitos de mutacdes e
recombinagdes podem ser citotoxicos, levando as células tumorais a morte (KINGMA &
OSHEROFF, 1998). Portanto, a atividade genotdxica com alto valor de recombinagdo
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observada para 1, 2 e 17, pode estar relacionada com a citotoxicidade apresentada por estas
substancias, frente a determinadas linhagens de células tumorais, uma vez que no ensaio de
atividade citotdxica realizado no presente trabalho, estas substancias exibiram de moderada

a forte atividade frente & maioria das células tumorais testadas.

5.6.3- Ensaio de atividade antiflingica in vitro

Os resultados dos testes para determinacdo do potencial antiflingico dos
extratos alcaloidico das folhas e etandlicos das folhas e das cascas do caule de O. acutifolia
estdo descritos na tabela 57. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato
alcaloidico para as cepas de Candida glabrata, Candida tropicalis e Cryptococcus
neoformans apresentou um valor de 7,8 ng/mL, sendo este o melhor resultado para os
extratos testados. Os demais resultados obtidos para o extrato alcaloidico frentes as outras
cepas, também foram significativos, visto que se trata de um extrato bruto.

Para os extratos etandlicos das folhas e cascas do caule os melhores resultados
foram 62,5 ng/mL frente a C. neoformans e 156 ng/mL frente a C. tropicalis,
respectivamente.

Um dado importante que deve ser ressaltado, de acordo com os resultados do
teste, é a especificidade do extrato frente as cepas testadas, como é o caso do extrato
etandlico das folhas, pois 0 extrato inibiu o crescimento das cepas de Candida parapslosis
e Cryptococcus neoformans e ndo inibiu significativamente o crescimento das outras cepas
testadas, sendo inclusive inativo para algumas cepas. No caso do extrato etandlico das
cascas do caule, esta especificidade ndo foi tdo pronunciada, pois 0 extrato demonstrou
atividade antiflngica frente as cepas de Candida krusei, C. parapslosis, C. tropicalis e C.
neoformans, sendo inativo frente as outras duas (Candida albicans e C. glabrata).

Em relacdo as substancias obtidas de O. acutifolia nove delas [(+)-dicentrina
(1), (+)-ocoteina (2), (+)-6S-N-6xido dicentrina (5), (+)-6S-N-0xido ocoteina (7), (+)-6R-N-
Oxido ocoteina (8), (+)-leucoxina (9), (+)-norocoxilonina (11), talicminina (17) e (+)-
palidina (18)] foram avaliadas para a deteccdo de atividade antifungica frente as cepas de
C. albicans, C. krusei e C. neoformans.

As amostras apresentaram atividade antifingica frente a maioria das cepas

testadas (Tabela 58). Frente a C. neoformans, o alcaloide 8 foi 0 mais ativo, pois exibiu
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uma inibicdo de crescimento flngico a uma concentracdo de 25 pg/mL. Todos 0s
alcaloides testados contra C. albicans demonstraram atividade significativa, sendo que 18
apresentou uma atividade antifungica mais acentuada (CIM = 50 pg/mL). Os alcaloides 5 e
8 foram inativos frente C. krusei, porém os demais apresentaram moderada atividade
antifingica frente a esta cepa (CIM =50 pg/mL ou 100 pg/mL).

Apenas alguns trabalhos relatam atividade antifungica de alcaloides
aporfinicos. Os alcaloides (+)-dicentrina e (+)-glaucina foram identificados como os
responsaveis pela acdo antifingica de Glaucium oxylobum contra os fungos Microsporum
gypseum, M. canis, Trichophyton mentagrophytes e Epidermophyton floccosum
(MORTEZA-SEMNANI et al., 2003) sendo que (+)-glaucina inibiu ainda o crescimento
dos fungos Ceratocystis coerulescens, Fusarium oxysporum, Phialophora melinii,
Pleurotus ostreatus e Polyporus sulphureus (HSU et al., 1991).

Das cascas de Xylopia championii foram isolados cinco alcaloides, sendo o
alcaloide aporfinico (+)-nordicentrina o que apresentou maior atividade contra o fungo
fitopatogénico Clodosporium cladosporioides (PUVANENDRAN et al., 2008).

Das folhas de Nelumbo mucifera foi isolado (-)-roemerina, o qual apresentou
atividade antifungica frente a Candida albicans (AGNIHOTRI et al., 2008). (+)-anonaina
demonstrou potente acdo antiflngica frente a Cryptococcus neoformans e diferentes
espécies de Candida (TSAI et al., 1989). Relata-se também que o alcaloide oxaporfinico
liriodenina demonstrou atividade antifingica, in vivo, contra Candida albicans (CLARK et
al., 1987). E descrito ainda para liriodenina, além de (-)-asimibolina e (-)-norushinsunina
atividade frente aos fungos Clodosporium cladosporioides e C. sphaerospumum (LAGO et
al., 2007).

Recentemente, um novo alcaloide aporfinico b-magnoflorina e o conhecido a-
magnoflorina foram isolados das partes aéreas de Clematis parviloba e ambos exibiram
potente atividade antifungica frente a Penicillium avellaneum (CHEN et al., 2009).

Desta forma, este é o primeiro relato de atividade antifungica para os extratos
de O. acutifolia, assim como para os alcaloides (2, 5, 7, 8, 9, 11, 17 e 18). No caso de 1,
sua atividade frente as cepas testadas no presente trabalho esta sendo também descrita pela

primeira vez.
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Tabela 57- Valores da CIM (pug/mL) dos extratos alcaloidico e etandlicos das folhas e das
cascas do caule de O. acutifolia frente as cepas C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C.

parapslosis, C. tropicalis e Cryptococcus neoformans

Cepas (CIM pg/mL)

C.albicans C.glabrata C. krusei C. parapslosis C. tropicalis Cryptococus

ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC neoformans
90028 9030 6258 22019 760 ATCC 32045
Extrato 15,6 7,8 62,5 62,5 7,8 7.8
alcaloidico
das folhas
Extrato Inativo Inativo 1000 125,0 1000 62,5
etanolico
das folhas
Extrato Inativo Inativo 500 250 15,6 31,2
etanolico
das cascas
do caule
Anfotericina B 2,0 4,0 4,0 2,0 4,0 2,0
(controle

positivo)
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Tabela 58- Valores da CIM (ug/mL) das substancias 1, 2, 5,7, 8, 9, 11, 17 e 18 obtidas de

O. acutifolia frente as cepas C. albicans, C. krusei e Cryptococcus neoformans

Cepas (CIM pg/mL)

C. albicans C. krusei Cryptococus

ATCC 90028 ATCC 6258 neoformans

ATCC 32045
1 100,0 50,0 50,0
2 100,0 50,0 50,0
5 100,0 Inativo 50,0
7 100,0 50,0 50,0
8 200,0 Inativo 25,0
9 100,0 50,0 100,0
11 100,0 100,0 100,0
17 100,0 100,0 200,0
18 50,0 50,0 100,0
Anfotericina B 0,5 0,5 0,25

(Controle
positivo)
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6- CONSIDERACOES FINAIS

O estudo quimico dos extratos alcaldidicos das folhas e das cascas do caule e
das fases hexanica e em acetato de etila provenientes da parti¢cdo do extrato etandlico das
folhas de Ocotea acutifolia coletadas na regido sul de Mato Grosso do Sul resultou no
isolamento e identificagdo de dezoito alcaloides, compreendendo dezessete com esqueleto
aporfinico e um com esqueleto morfinano, além de um flavonoide, um poliprenol e um
esteroide.

Com relagdo aos alcaloides, constituintes principais do material vegetal
estudado, merecem destaque os alcaloides inéditos e pertencentes a um grupo ndo usual de
alcaloides aporfinicos: (+)-6R-N-Oxido dicentrina, (+)-6S-N-Oxido ocoteina, (+)-6R-N-
6xido ocoteina e o alcaloide (+)-norocoxilonina também descrito pela primeira vez, além
de (+)-neolitsina e (+)-talicsimidina cuja ocorréncia esta sendo relatada pela primeira vez
no género.

A exemplo de outras espécies de Ocotea, observou-se no espécime estudado a
predominancia de alcaloides aporfindides com esqueleto aporfinico, como também a
presenca de alcaloides bioativos.

Os resultados obtidos nos bioensaios realizados com os extratos e com alguns
alcaloides isolados, particularmente os de citotoxicidade em linhagens de células
cancerigenas e genotoxicidade foram considerados bastante promissores em funcdo de
serem comparaveis aos obtidos com compostos pertentecentes a mesma classe descritos na
literatura.

Nos ensaios de atividade citotoxica realizados com dez dos dezoito alcaloides
isolados foram obtidos valores de Clsg significativos para (+)-ocoteina (ICsp = 8,1 pg/mL
frente a células Hep-2), (+)-neolitsina (Clso = 10,2 pg/mL frente as células MCF-7 e B16-
F10) e (+)-dicentrina (Clsp = 11,2 pg/mL frente a células B16-F10) e talicminina (Clsy =
10,7 pg/mL frente a célula 786-0) o que lhes confere uma potencial capacidade de inibicao
do crescimento de células cancerigenas.

J& no ensaio de atividade genotoxica os resultados foram ainda mais
significativos. Dos cinco alcaloides testados, trés (talicminina, (+)-dicentrina e (+)-

ocoteina) apresentaram atividade genotdxica em células somaticas de asas de Drosophila
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melanogaster, destacando-se talicminina e (+)-dicentrina 0s quais apresentaram
genotoxicidade superior & do anticancer cloridrato de doxorrubicina (controle positivo).

Dentre 0s extratos testados no ensaio de atividade antifngica, deve-se ressaltar
o potencial fungitdxico observado para o extrato alcaloidico das folhas e ainda dos nove
alcaloides submetidos a este ensaio (+)-dicentrina, (+)-ocoteina, (+)-6S-N-6xido dicentrina,
(+)-6S-N-6xido ocoteina, (+)-6R-N-6xido ocoteina, (+)-leucoxina, (+)-norocoxilonina,
talicminina e (+)-palidina os quais apresentaram fungitoxicidade frente a maioria das cepas
testadas.

Além da relevancia dos resultados acima citados, pode-se destacar ainda neste
trabalho a contribuicdo dada para o conhecimento da composi¢do quimica de espécies de
Ocotea que ocorrem em Mato Grosso do Sul, bem como o fornecimento de informagdes
que poderdo facilitar posteriormente a execucdo de novos trabalhos relativos ao

isolamento, caracterizagdo e avaliacdo de atividade bioldgica de compostos afins.
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