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RESUMO

Ocotea acutifolia espécie pertencente a familia Lauraceae e aidaa n
estudada quimicamente, foi coletada na regido suMdto Grosso do Sul. O estudo
guimico dos extratos alcaloidicos das folhas easado caule e das fases hexanica e em
acetato de etila obtidas das particoes do exttatwkco das folhas resultou no isolamento
e identificacdo e/ou elucidacdo estrutural de vimtema substancias, compreendendo
dezoito alcaloides, um flavonoide, um poliprenaine esteroide. Das folhas foram obtidos
dezessete alcaloides aporfinoides, (+)-dicentrija (f+)-ocoteina ), (+)-nordicentrina
(3), (+)-O-metilcassifilina §4), (+)-6SN-0xido dicentrina §), (+)-6R-N-6xido dicentrina
(6), (+)-6SN-Oxido ocoteina q), (+)-6R-N-Oxido ocoteina §), (+)-leucoxina 9), (+)-
ocoxilonina 0), (+)-norocoxilonina1l), (+)-neolitsina 12), (+)-isodomesticinald), (+)-
talicsimidina @4), (+)-predicentrinaXb), (+)-N-metillaurotetaninal6) e talicminina 17)

e um alcaloide morfinano (+)-palidina18§), além de kaempferol-@-a-L-
ramnopiranosideo, ficaprenol-12 e 3-(®acil-O-#D-glucopiranosil)-sitosterol, dos quais

1, 2, 4 e 17 também foram isolados das cascas do caule. OwidkEsa7, 8 e 11 séo
inéditos, enquantdl2 e 14 estdo sendo descritos pela primeira vez no gérkso.
determinacdes estruturais foram efetuadas com émselados espectroscopicos de 1V,
UV, RMN 'H e**C uni- e bidimensionais, dados de EM e valoresothg&o dptica. Neste
trabalho foram também avaliadas a toxicidade patemia salinae atividades citotdxica
frente a diferentes linhagens de células tumomgenotdoxica em ceélulas de asas de
Drosophila melanogastepor meio do ensaio SMART e antifungica frente & sepas
padrdo deCandida albicans C. glabratg C. krusej C parapsilosis C. tropicalis e
Cryptococcus neoformardos extratos das folhas e das cascas do cauleakyu®s dos
alcaloides obtidos d©. acutifolia Dentre os resultados obtidos, pode-se destacar no
ensaio de atividade citotoxica realizado com dexzalcaloides isolado4,(2, 5, 7-9, 11-13

e 17), os compostod (Clso = 11,2ug/mL frente a células B16-F1®,(Clso = 8,1ug/mL
frente a células Hep-2),2 (Clsp = 10,2ug/mL frente as células MCF-7 e B16-F10)1 2
(Clsp = 10,7ug/mL frente a células 786-0). No ensaio de atividgdnotoxica realizado
com cinco dos alcaloides obtidds 2, 7, 9 e 17), trés (, 2 e 17) apresentaram atividade
genotoxica, destacando-4ee 17 os quais apresentaram genotoxicidade superior a do

agente anticancer cloridrato de doxorrubicina (@datpositivo). Estes alcaloides podem
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interagir com o DNA como agentes intercalantes,saado eventos de mutacdo e
recombinacao e assim os seus efeitos genotoxicEspser um dos principais fatores que
explica a citotoxicidade apresentada por estes ostop. Quanto ao ensaio de atividade
antifingica, o extrato alcaloidico das folhas destrmu potencial fungitéxico, assim como
0s nove alcaloides submetidos a este enshi@, (5, 7, 8, 9, 11, 17 e 18), os quais
apresentaram fungitoxicidade frente & maioria eépas testadas.

Palavras-Chave: Laurace#&ggotea acutifoliaalcaloides, citotoxicidade, genotoxicidade e
atividade antifingica.
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ABSTRACT

Ocotea acutifolia(Nees) Mez., a Lauraceous species which had neb be
chemically investigated previously, was collectadhe southern region of Mato Grosso
do Sul. The chemical study of the alkaloid extmaicthe leaves and the trunk bark and of
the hexane and ethyl acetate phases obtained faotitign of the ethanol extract of the
leaves resulted in the isolation and identificateord/or structural elucidation of eighteen
alkaloids, one flavonoid, one polyprenol and orexat. From the leaves were obtained
seventeen aporphinoid alkaloids, (+)-dicentrihg (+)-ocoteine 2), (+)-nordicentrine J),
(+)-O-methylcassyfiline 4), (+)-6S-dicentrineN-oxide 6), (+)-6R-dicentrineN-oxide @),
(+)-6S-ocoteine N-oxide (7), (+)-6R-ocoteine N-oxide @), (+)-leucoxine 9), (+)-
ocoxylonine 10), (+)-norocoxylonine X1), (+)-neolitsine 12), (+)-isodomesticine 13),
(+)-thalicsimidine 14), (+)-predicentrine X5), (+)-N-methyllaurotethanine 16) and
thalicminine (7) and one morphinan alkaloid (+)-pallidingg], in addition to 30-a-L-
rhamnopyranosylkaempferol, ficaprenol-12 and 3@&acyl-O-3D-glucopyranosyl)-
sitosterol, from whicH, 2, 4 and17 were also isolated from the trunk bark. Alkaloil$
and11 are new, whilel2 and14 are being reported for the first time in the geudtea.
The structures of the known and new compounds established on the basis of 1D- and
2D-NMR spectroscopic techniques, optical rotatiowl/ar mass spectrometry data. The
crude extracts from the leaves and trunk bark dsasesome of the isolated alkaloids were
assessed for their toxicity againsttemia salinalarvae, cytotoxic activity against four
human cancer cell lines, genotoxicity using the a&enmutation and recombination test
(SMART) in the wing cells oDrosophila melanogastesind antifungal properties against
six standard fungal strain§andida albicansC. glabratg C. krusej C parapsilosis C.
tropicalis and Cryptococcus neoformandmong the results obtained in the evaluation of
the cytotoxic activity of ten aporphine alkaloids 2, 5, 7-9, 11-13 and17), it is worthy of
mention the cytotoxic activities df (ICso = 11.2 pg/mL against B16-F10 cell®)(ICso =
8.1 pg/mL against Hep-2 celld)2 (ICso = 10.2 pg/mL against MCF-7 and B16-F10 cells)
and 17 (ICso = 10.7 pg/mL against 786-0 cells). Among the faygorphine alkaloids
evaluated for their genotoxic potential in the SMRARssay 1, 2, 7, 9 and17), three of
them (, 2 and17) showed genotoxicity at the concentrations tedtedy which1l and17
were more genotoxic than the anticancer agent ddan hydrochloride, used as positive
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control. These alkaloids might interact with DNA astercalating agents, causing
mutational and recombinational events, and so theirotoxic effects might one of the
main factors that account for their cytotoxicityll Ahe alkaloids assayed for their
antifungal properties, namely, 2, 5, 7, 8, 9, 11, 17 and 18), showed fungitoxic activities

against most fungal strains tested.

Key Words: LauraceaeQcotea acutifolia alkaloids, cytotoxicity, genotoxicity and

antifungal activity.
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Estudo quimico e avaliagdo de atividades citot§geaotéxica e antifingica @@cotea acutifolig Nees) Mez. (Lauraceae)

1- INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem-se verificado um grande avaiggtifico envolvendo os
estudos quimicos e farmacolégicos de plantas nmadlécique visam obter novos
compostos com propriedades terapéuticas, uma veasgjsubstancias de origem vegetal
ainda desempenham papéis importantes na medicidarna constituindo-se na principal
fonte de medicamentos ou de substancias, que pselin de modelos para preparacéo de
analogos mais eficazes usando metodologia quinti® sintese total ou combinatoria
(CRAGG & NEWMAN, 2009; NEWMAN et al., 2003; HOSTEMANN et al., 2003;
YUNES & CALIXTO, 2001; NEWMAN et al., 2000; CORDELI2000; SIMOES et al.,
2000; HOSTETTMANN et al., 1998; CECHINEL FILHO & WES, 1998).

Dentro deste contexto, diversos tipos de pesquiga desenvolvidos no
Laboratério LP-1 do Departamento de Quimica da ehsidade Federal de Mato Grosso
do Sul, incluindo-se a que consiste em estudatgdazom potencialidades farmacolégicas
e terapéuticas, visando isolar e caracterizar ogbuktos secundarios bioativos. Os
extratos brutos e/ou substancias isoladas sao sidlosi@ bioensaios de toxicidade para
Artemia salina atividade fungitdxica, atividade citotoxida vitro frente a linhagens de
células tumorais e atividade genotdxicaitro e a testes de atividade antioxidante.

Estes estudos sao realizados com espécies petiehadamilias selecionadas,
particularmente, Lauraceae, Meliaceae, Combretagddignoniaceae, devido ao fato de
gue muitas das plantas pertencentes a estas fsélaricas em metabdlitos secundarios,
muitos deles bioativos.

Estas diferentes abordagens tém originado bondtadss, sendo obtidos e
caracterizados metabdlitos secundarios de interefigens dos quais bioativos quanto a
toxicidade paraA. salina (GARCEZ, 2006; GARCEZ et al., 2005a; GARCEZ et al.
2005b; GARCEZ et. al.,, 2004; GUERBAS NETO, 2008&ARCEZ et al.,, 2003a;
GARCEZ et al., 2003b; BATISTA, 2001; GARCEZ et aRp00; RAMOS, 1999;
GARCEZ et al., 1999; GARCEZ et al., 1998; GARCEZakt 1997a; GARCEZ et al.,
1997b; GARCEZ et al., 1996; GARCEZ et al., 1995).

Com base nas informacgdes acima relatadas, o peesahalho visa contribuir
para o conhecimento da composi¢cdo quimica e daeslades bioldgicas de plantas da

familia Lauraceae, realizando o estudo de um esigedeOcotea acutifolia



Estudo quimico e avaliagdo de atividades citot§geaotéxica e antifingica @@cotea acutifolig Nees) Mez. (Lauraceae)

2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- FAMILIA LAURACEAE - GENERO Ocotea

A familia Lauraceae compreende 54 géneros e cer@s@D espécies, as quais
sdo predominantemente arboOreas, ocorrendo prinogaé nas regides tropicais e
subtropicais do planeta, estendendo-se a regidedida temperado. No Brasil, esta
familia é representada por 19 géneros e aproximaat@n390 espécies (CHRISTOPHEL
& ROWETT, 1996; JOLY, 1991; GOTTLIEB, 1972).

Muitas das espécies pertencentes a familia Lawac@® consideradas
medicinais e de utilizacdo variada, desempenharif@oedtes funcdes contra diversas
doencas. Algumas espécies sdo amplamente utilipatasociedade, podendo-se destacar
entre elas a canfor&€ihnamomum camphoyautilizada como cardioténico, anestésico e
cicatrizante e o louroL@urus nobili§ freqientemente utilizado como estimulante nas
afeccdes gastricas e reumaticas, além de apresgintdade antiespamaodica (MARQUES,
2001).

Como ja mencionado anteriormente, trata-se de uamilih rica em
metabolitos secundarios, destacando-se 0s pertesc@s seguintes classes: neolignanas e
lignanas, alcaloides aporfinicos e benzilisoquimods, flavonoides, sesquiterpenos, e
pironas (GARCEZ et al, 2005a; GARCEZ et al., 2006lENRIQUES et al., 2000;
BARBOSA FILHO, 2000; GARCEZ et al., 1999; GARCEZ at, 1995; SAKAI et al.,
1989; GOTTLIEB & YOSHIDA, 1989; GOTTLIEB, 1972)endo ainda algumas espécies
ricas em Oleo essencial (BRUNI et al.,, 2004; SCORASCORA, 2001; DIAZ et al.,
1980).

Inserido na familia Lauracea®coteaé um género que inclui mais de 300
espécies de arvores e arbustos, distribuidas paincente pelas regides tropicais e
subtropicais da América Central e América do Sain @oucas espécies na Africa em
Madagascar (ROHWER, 1993).

Este género apresenta o maior nimero de espéc@megadas nha medicina
popular, as quais sdo usadas como anti-reumatiegsirativas, tbnicas, estomaquicas,
sudorifica e contra abcessos (MARQUES, 2001; RIZZENMORS, 1976). Estudos

etnobotanicos mencionam o uso@eotea aciphyllgoor indios do Xingu, onde a folha é
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utilizada para enrolar cigarro usado pelo pajé @mais de cura. Esta folha, quando
gueimada, pode apresentar um efeito narcético (ERMHE & SENNA, 1985).

Diversas plantas pertencentes a este género prodilees essenciais, que em
alguns casos tém importancia econémica. Pode-ge pior exemplo®. cymbarumO.
caudata O. pretiosae O. usambarensjsque sdo exploradas comercialmente. Algumas
espécies sdo também importantes na producdo ddrmaeldre estas destacandoGe
porosag O. odoriferaO. puberulae O. bullata(LORENZI, 2002).

Quanto a composicdo quimica de representanté@coéea destacam-se 0s
alcaloides aporfinoides e benziltetraidroisoquimobs, benzopiranos e principalmente,
neolignanas (ZANIN & LORDELLO, 2007; TELES et aR005; SILVA et al., 2002;
LORDELLO & MASSAYOSHI, 1997; GARCEZ et al., 1995;WWNAUDEAU et al.,
1994; BOTEGA et al., 1993; SILVA et al., 1989; DOOBS et al., 1987; KHAN et al.,
1987; VECCHIETTI et al., 1979).

Com relacdo @. acutifolig ndo foi encontrado na literatura nenhum relato

sobre a composicao quimica desta espécie.

2.2-Ocotea acutifolia

Ocotea acutifolia(Nees) Mez., conhecida popularmente como canedtapo
canela-massapé, louro-branco-do-parana ou louggadena, € uma arvore de grande porte
portando folhas persistentes, verde-escuro br#hasimples, lanceoladas e de 6 a 11
centimetros de comprimento. A arvore floresce naarera e no verdo. As flores sdo
brancas, minusculas, em paniculas axilares oursuini@. Seu fruto € uma baga elipsoide,
cupula hemisférica, coriacea com margem simpleE@H833).

O. acutifoliapossui madeira adequada para 0 uso em marcenayissgucoes
(MARQUES, 2001). Esta espécie esta dispersa na idmélo Sul, com ocorréncia no
nordeste da Argentina e no norte do Uruguai, ngiBogorre principalmente na regiao sul
do pais (ROHWER, 1986).
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Figura 1-Ocotea acutifoligNees) Mez.

2.2- ALCALOIDES de Ocotea

Os alcaloides isoquinolinicos constituem o maioipgrde alcaloides vegetais,
ocorrendo em diversas familias de plantas (ROBBERS&., 1996; SILVA et al., 2002).
Trata-se de um grupo extenso de alcaloides reladam biogenética e estruturalmente,
sendo as principais classes destes compostos ogidrgsoquinolinicos,
benziltetraidroisoquinolinicos, aporfinicos, prodfrocos,
bisbenziltetraidroisoquinolinicos, dibenzopirrooatds, protoberberinicos e
benzofenantridinicos (Figura 2) [SHAMA, 1972].
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tetraidroisoquinolinico
benziltetraidroisoquinolinico proaporfinico
@)
aporfinico bisbenziltetraidroisoquinolinico
N
N
N
O R
dibenzopirrocolinico protoberberinico benzofenantridinico

Figura 2- Esqueletos carbénicos das principaisekde alcaloides isoquinolinicos

Os alcaloides benzilisoquinolinicos sao estrutueali® os precursores destas
classes e a partir desta estrutura base, atravéaeérie de oxidacdes e ciclizagbes sao
originados os outros esqueletos (SHAMA, 1972).cAifa 3 ilustra a relacdo biossintética
entre o precursor, um alcaloide do tipo benziliétoksoquinolinico, o qual é formado pela
condensacéao de duas unidades derivadas de tiresisaalcaloides com esqueleto do tipo
aporfinico e morfinano.

Em espécies dOcotea os alcaloides isoquinolinicos sdo substanciasbizs
freqUentes. Dos mais de 200 representantes desezogéessenta e cinco tiveram seus

estudos quimicos e/ou farmacoldgicos realizadosas aspécies que foram estudadas
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quimicamente, em vinte e cinco foi constatada agmea de cerca de oitenta alcaloides
isoquinolinicos, sendo os aporfinoides, alcaloidetruturalmente relacionados aos
isoquinolinicos, os de maior ocorréncia nas espédiabela 1, figura 4). No entanto, a
literatura também relata a ocorréncia de outrasstge esqueletos de alcaloides no género,
tais como os morfinanos (ALAIN et al., 2007; VECHIH et al., 1981; VECHIETTI et
al., 1977; VECHIETTI et al., 1976), embora pressmm quantidades pouco expressivas.

HO:O/\
NH
HO 2

/ Dopamina
COH COH
- H (0] .,
NH2 NH2
HO \
Fenilalanina Tirosina
HO

4-hidroxifenilacetaldeido

HO. CH30 CH30 CHzO
‘ NH ‘ NH O ‘ NH
HO HO 0 : HO
— 5 —> 5 —
HO . CHs0 ! CH30 l CHO l
OH

norcoclaurina nor-reticulina
norisoboldina
o) OH
CH30 CH;O % CH30 l
O : Al ;
NH NH ‘ NH

CHzO CH30 CHzO

O. (0] (0]

norpalidina

Figura 3- Sequéncia biossintética atualmente aeeidenciando a sequéncia comum de
alcaloides aporfinicos e morfinanos
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Vérios alcaloides aporfinoides comumente enconfragto plantas do género
Ocotea apresentam pronunciada bioatividade. O alcaloidedicentrina VIII ), por
exemplo, € um agente intercalante do DNA com difieie bioatividades, destacando-se
citotoxicidade frente a inumeras linhagens de aélilumanas tumorais (HOET et al.,
2004; MORTEZA-SEMNANI et al., 2003; STEVIGNY et aR002; SHEN et al., 2000;
HUANG et al., 1998; KONDO et al., 1990; LIOU et,d979). O alcaloide (+)-Glaucina
(XVI1) também exibe atividade antineoplasica (HOET gt28104; KONDO et al., 1990;
LIOU et al., 1979). E descrito ainda atividade tamtioral frente a linhagem celular HepG2
para os alcaloides (+)-nordomesticinéX¥K), (+)-domesticina XXIX) e (-)-caaverina
(FOURNET et al., 2007).

(+) Dicentrina VIII ) apresenta atividade anti-topoisomerase | e |IEA@t
al., 2004; WOO et al.,1999) sendo também considemdagonistan 1-adrenoceptor,
assim como o alcaloide (+) ocoteidXXVI ) [CHANG et al., 1997; YU et al., 1994].

Dicentrinona XXXVI ), além de exibir significativa acdo vasorelaxante
(CHEN et al., 1997), inibe a acdo catalitica dareazopoisomerase | (ZHOU et al., 2000)
e (+)-nanteninaXLIl ) atua como bloqueador de contracdo muscular slo@acao de
Ccd" (RIBEIRO et al., 2003).

A literatura registra a acéo toxica contra difeesnfiungos demonstrada pelos
alcaloides (+) glaucinaxVl) e (+) dicentrinaV\Ill ) [MORTEZA-SEMNANI et al., 2003;
HSU et al., 1991, MA et al, 2000]. (+)-NordicentifXL) é considerado um potente
antifungico frente &lodosporium cladosporioidd®UVANENDRAN et al., 2008).

Atividade antiagregante plaquetaria é relatada peraicentrina VIl ), (+)-
ocoteina XXXVI ), (+)-hernovina I(X), (+)-predicentrinal¥) e (+)N-metillaurotetanina
(LIl ) [WU et al., 1998; CHANG et al., 1998; CHEN et 4l997; CHEN et al., 1996]. Para
glaziovina KIll ), isolado deO. glaziovij é relatado efeito anti-Ulcera em camundongos
(CHAUMONTET et al., 1978).

Atividade tripanocida foi relatada para os alcadsid+) glaucinaXLIl) e (+)-
predicentrinal(X), os quais inibiram o crescimento Tg/panosoma cruZiMORELLO et
al., 1994). Relata-se também para (+)-dicent\ifl { atividade antitripanosomal contra
Trypanosoma brucei brucHOET et al., 2004).

Os alcaloides (+)-nordomesticina&XX), (+)-domesticina XXIX) e (-)-
caaverina isolado deé. lancifolia apresentaram resultados interessantes frente aos

parasitasLeishmania brasiliensjsL. amazonensjsL. donavanie Trypanosoma crusi



Estudo quimico e avaliagdo de atividades citot§geaotéxica e antifingica @@cotea acutifolig Nees) Mez. (Lauraceae)

(FOURNET et al., 2007). (+)-Isodomesticirdl( ), (+)-N-metillaurotetaninal(ll ) e (+)-
nantenina XLIl ) também apresentaram atividade antileishmanibinidd o crescimento
do parasitd_eishmania mexicangCORREA et al., 2006).

Para (+)N-metillaurotetaninal(ll ), (+)-isoboldina XV) e (+)-glaucina XLI )
existem registros de atividades antipoliovirus (SIANI et al., 1998; BOUSTIE et al.,
1998) e para o oxaporfinico talicminindl}{ ha relatos na literatura de atividade
antiplasmodial frente Blasmodium falciparunfWRIGHT et al., 2000).
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Tabela 1- Alcaloides aporfinoides obtidos de esgmedeOcotea(Lauraceae)

Espécies Alcaloides # Parte estudada Ref.
O. holdridgeiana (+)-isocoridina R Cascas VARGAS et al., 1996

(+)-norisocoridina _
Il

(+)-corituberina

(+)-O,0 dimetilcorituberina v Folhas CASTRO & RUIZ,
(-)-3-metoxinuciferina v 1994
(-)-3-hidroxinuciferina Vi

(+)-isocoridina n
O. bucherii (+)-3-hidroxiglaucina _vi Folhas/galhos ROENSCH et al., 1983
O. brachybotra (+)-dicentrina vl Folhas VECCHIETTI et al.,
(+)-predicentrina _IX 1977
(+)-cassiticina X
(+)-ocopodina Xl
(+)-leucoxina Xl
(+/-)-glaziovina X
O. brenesii 3-hidroxi-6a, 7- XIV. Folhas LOPEZ et al., 1996
dehidronuciferina
(+)-isocoridina n
(-)-3-hidroxinuciferina Vi
O. caesia (+)-isolbodina XV Madeira do VILEGAS et al., 1989
(+)-norisolbodina _XVI tronco
(-)-pulcina XVl
(-)-zenquerina _XVII
(+)-nororientina _XIX
0. glaziovii (+/-)-apoglaziovina _XX Folhas GILBERT et al., 1964;
(+/-)-glaziovina Xl CASAGRANDE &
FERRARI, 1975
(-)-pronuciferina XXI Folhas CASAGRANDE &
(+)-crotsparina _XXII 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 (continuacédo)- Alcaloides aporfinoidesdus de espécies dcotea

Espécies Alcaloides # Parte estudada Ref.
O. lancifolia (+)-domesticina _XXIX Cascas do FOURNET et al.,
(+)-nordomesticina XXX caule 2007
(+)-laurotetanina XXXI
(+)-nornantenina _XXXII
(+)-corituberina i
glaziovina Xl
(+)-isoboldina XV
(+)-norisoboldina _XVI
crostparina _XXIlI
(-)-caaverina _XXII
O. leucoxylon (+)-dicentrina vl Folhas GOODWIN, et al.,
(+)-leucoxina Xl 1960
(+)-leucoxilonina XXXII
(+)-dicentrina _vil Folhas ZHOU et al., 2000
dicentrinona XXXIV
lequesnamina XXXV Madeira IMLER et al., 2003
(+)-ocoteina XXXVI - AHMAD & CAVA,
(+)-ocoxilonina XXXVII 1977
(+)-leucoxilonina _XXXIII
O. macropoda (+)-dicentrina vl - CAVA et al, 1968
deidrodicentrina XXXVII
(+)-ocopodina Xl
dicentrinona XXXV - CAVA &
deidroocopodina XXXIX VENKATESWARLU
(+)-nordicentrina XL 1971
(+)-predicentrina _IX
O. macrophylla (+)-glaucina _XLI Madeira do FRANCA et al., 1975
(+)-nantenina _XLII tronco
(+)-isocoridina _
deidronantenina XL
(+)-nantenina _XLII - RIBEIRO et al., 2003
O. meziana (+)-nandigerina _XLIV Cascas LOPEZ et al., 1995
O. minarum (+)-dicentrina vl Folhas VECCHIETTIl et al.,
(+)-predicentrina _IX 1979
(+)-ocopodina Xl
(+)-leucoxina Xl
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Tabela 1 (continuacédo)- Alcaloides aporfinoidesdus de espécies dcotea

Espécies Alcaloides # Parte estudada Ref.
O. minarum (+)-leucoxilonina XXXIII Folhas VECCHIETTI et al.,
dicentrinona XXXIV 1979
(+)-ocoteina XXXVI
(+)-hidroxidicentrina XLV
(+)-iso-oconovina _XLVI
(+)-norleucoxilonina _XLVII
(+)-ocominarina XLV
(+)-ocotominarina _XLIX
ocominarona L
talicminina LI
O. puberula dicentrina _VIII - ZANIN &
predicentrina _IX LORDELLO, 2007
leucoxina Xl
N-metillaurotetanina LI
isodomesticina _ LI
N-6xido 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 _LVII - ZANIN &
LORDELLO, 2007
O. sinuata nordomesticina _ XXX - ZANIN &
LORDELLO, 2007
Ocoteasp. (+)-isocoridina 1 - CAVA et al, 1968
(+)-oconovina _Lvil
(+)-ococriptina _LIX
O. teleiandra (+)-hernovina LX Madeira do VILEGAS &
(+)-laetanina _LXI tronco GOTTLIEB , 1992
(-)-laetina Xl
(+)-ovigerina LX1
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Tabela 1 (continuacédo)- Alcaloides aporfinoidesdus de espécies dcotea

Espécies Alcaloides # Parte estudada Ref.
O. teleiandra (+)-nandigerina _XLIV Madeira do VILEGAS &
tronco GOTTLIEB , 1992
O. variabilis variabilina LXIV - CAVAetal., 1972
(+)-glaziovina Xl
(+)-apoglaziovina _XX
(+)-nantenina _XLII
O. vellosiana coridina LXV Frutos GARCEZ et al., 1995
O-metilcassifilina LXVI

(+)-isocoridina

(+)-dicentrina VIlI

predecentrina _IX
ocopodina Xl
leucoxilonina XXXII

ocoteina XXXVI
nordicentrina XL

glaucina _XLI
ocominarina XLV

ocotominarina XLIX
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I__ Rl! RG! R7= H! RZ! R31 R5: OCFlSv R4: OH

M' Rl! RG! R7= H! RZ! R5: OCF&S! RS! R4: OH
IV- Ry, Rs, Rz = H; Ry, Rs, Ry, Rs = OCH;

M' Rlv RZ! R3 = OCH?;! R41 R51 Rﬁv R7: H
VI-R;=OH; R, Rs=0OCH;, R4, Rs, Rs, Ry = H
ﬂ' R1: OHv RZ! R3v R51 R6: OCF‘& R4v R7 =H
K' Rl! R41 R7: Hl R2: OH: %1 R51 R6: OCF‘?:
ﬂ_ Rl! R4l R7: Hv RZ! R5: OCHS: R31 R6: OH
M_ Rl! R4l RG! R7 =H; R21 R5 = OCHS: R3 =OH
M_ Rl! R4l RG! R7: Hv R2: OCHS: R31 R5: OH
w_ Rl! R41 R51 RG! R7= H; R2: OC'*S! R3: OH
M' Rl! RZ! R5v R6: OCH?;! R3: OH: Rl! R7: H
M' Rlv R41 R7 = Hl RZ! R31 R51 RG = OCH3

M' Rl! R21 R4v R5 = OCF‘& R3: OHv %v R7 =H
LI- Ry, Ry, Ry = H; Ry, Ry, Rs= OCH;; Rg = OH
LVIII - Ry, Ry, Rg, Rs=OCH;; Ry =OH; R;, R,=H
w_ Rl! RG! R7: H; R21 R4! R5: OCHS! R3: OH

&' er R2= H! R31 R41 R5: OCF}."

Xll-R1, R =H; R, Ry= OCH; Rs = OH
XXXIII - R1, R, Ry, Rs= OCH;; R, = H
XXXVI-R1, R, R, = OCH; Ry, Rs = H
XXXVII - R1, R, Ry= OCH;; R, = H; Ry = OH
LVII- Ry = OH; R, Rs=H; R;, Ry = OCH;

ﬂ' Rl! RG! R7= H! RZ! R31 R5: OCFlSv R4: OH
XVI- Ry, Ry, Rz = H; Ry, R = OCH; Rs, Rg = OH
M_ Rl! R4l RG! R7 :H! R21 R5: OCHS: R3 =OH
M' Rlv R4v R51 R7: Hv RZ! RG = OCF‘& R3 =OH
w' Rlv R4v R51 R61 R7: Hl R2: OCF‘& R3: OH
w' Rlv R41 R51 Rﬁv R7: Hl R2: OH! %: OCH3
M' Rlv R41 R7 = Hv RZ! R3v R5: OCFl’ﬂ RG =0OH
i_ Rl! RG! R7=H; RZ! R5:OH1 &1 R4:OC|_QS
M' Rlv R4! R7: Hv R21 R5: OH, %! R6: OCF&

1

R
R4

XL - Ry, Ry, Rs = H; R, R= OCH;

XLIV - Ry, Ry, Rs = H; R, = OCHy; Ry = OH
XLVII - Ry, Ry, Ry, Rs = OCH;; R, = H
LXVI- Ry, Ry, Ry = OCHy; R, Rs = H

Figura 4- Estruturas dos alcaloides aporfinoide&iob de espécies d&cotea
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XXIX - Ry, Ry, Rs = H; R, = OCH; Rz = OH
XL - Ry, Ry, Rs=H; Ry, Rg= OCH;
LIl - Ry, Ry, Rs = H; R, = OH; Ry = OCH;

XLIX-R;, Rs=0CH;; R, =H

Figura 4 (continuacdo)- Estruturas dos alcaloidesrfanoides obtidos de espécies de

Ocotea

XXX - R; = OCH; R, = OH XLV
XXXII - Ry, R, = OCH;

Z
I

OCHg

LXIlI LXIV
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1

R
Ry
XXXIV - Ry, Ry, Rs = H; Ry, Ry= OCHy LX

L- Ry, R, Ry, Re=0OCH;; R, = H
LI- Ry, R, Ry = OCH;; Ry, Rs=H

XXXVII - Ry, Ry, Rs = H; Ry, Ry = OCH; AL e
LV- Ry, Rs, Ry = OCHs; Ry, Rs = H
XXXIX - Ry, R, = H; Rs, Ry, Rs = OCH;

HaCO Ry
Ry
NH
HO CHs
o) [
CHy—CH,—N—CHg

%
<

XXVII - Ry, R, = OCH

Il - R; = OCH; R, = OH
XI- Ry, R, = OCH, XXVIII - R, = OH; R, = OCH

Figura 4 (continuacdo)- Estruturas dos alcaloidesrfanoides obtidos de espécies de

Ocotea
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3- OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:

- realizar o estudo quimico das folhas e cascasadte de um espécime de
Ocotea acutifoliavisando ao isolamento e caracteriza¢do dos mdtabgecundarios,

- Submeter os extratos e metabdlitos secundaridislosb puros e/ou em
misturas a ensaios de atividades bioldgicas, pdatimente os de toxicidade pakeemia
salina e atividades citotoxica frente a linhagens delaslgancerigenas, genotdxica em
asas d®rosophila melanogaster antifingica frente a cepas padrao de leveduras.

16
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado em margo de 20@5pmnicipio de Japora,
regido sul de Mato Grosso do Sul. A identificac@ptanta foi realizada por Dr. Jodo
Baitello (Instituto Florestal de Sdo Paulo, SP) 8dMFlavio Macedo Alves (DBI/UFMS),
sendo uma excicata depositada no herbario da URNEBAS) sob o niumero 15441.

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

As folhas (500 g) d©®. acutifoliaforam submetidas a secagem ao ar, moidas e
posteriormente extraidas exaustivamente com etariog. O extrato resultante foi filtrado
e concentrado sob pressao reduzida até consist@roposa. Ao extrato etandlico obtido
foram adicionados 200 ml de acido acético 10% enb@e acetato de etila. Este sistema
foi mantido sob agitacao intensa por 2 horas eoanaédisferido para um funil de separacao
com auxilio de 300 ml de acetato de etila e 50aergua. O funil foi agitado varias vezes
por cerca de 30 minutos e deixado em repouso atpleta separacao das fases.

A fase acetato de etila foi retirada e a aquosaiaizada a pH 8 com NJOH
concentrado, sendo em seguida submetida a ext@géioacetato de etila (200 ml, 3
vezes). A fase acetato de etila assim obtida f@da com 100 ml de 4gua e o solvente

evaporado sob pressao reduzida, resultando 3,@xgtiddo alcaloidico.

4.2.1- FRACIONAMENTO DO EXTRATO ALCALOIDICO DAS FOL HAS DE O.

acutifolia

O extrato alcaloidico (3,0 g) foi inicialmente sudtido a cromatografia em
coluna de silica gel 40-G8n (150 g), eluida em CH&MeOH em gradiente de polaridade
crescente. Foram coletadas 162 fragOes, sendoaiide 50 ml, a segunda e a terceira

de 25 ml e as demais de 10 ml. As fracdes forarfisadas por CCDA e reunidas aquelas
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que apresentaram perfil cromatografico semelh&dsse processo resultaram 18 fragoes
(OAF-ALC 1 a 18) [Tabela 2].

Tabela 2- Fracionamento do extrato alcaloidicofdiss deO. acutifolia(Coluna ALC)

Eluente Fracéo Massa (mg)
CHCIl3/MeOH 5% OAF-ALC 1 285,5
CHCIy/MeOH 5% OAF-ALC 2 312,3
CHCIy/MeOH 5% OAF-ALC 3 428,9
CHCIl3/MeOH 5% OAF-ALC 4 122,9
CHCIl3/MeOH 5% OAF-ALC 5 47,0
CHCI3/MeOH 5% OAF-ALC 6 60,2
CHCIy/MeOH 5% OAF-ALC 7 132,2
CHCl3/MeOH 5% OAF-ALC 8 20,2
CHCl3/MeOH 5% OAF-ALC 9 50,3
CHCIly/MeOH 5% OAF-ALC 10 55,8
CHCIly/MeOH 6% OAF-ALC 11 25,7
CHClI3/MeOH 6% OAF-ALC 12 34,5
CHCI3/MeOH 7% OAF-ALC 13 18,1
CHCIls/MeOH 8% OAF-ALC 14 21,3
CHCIs/MeOH 10% OAF-ALC 15 41,4
CHCly/MeOH 20% OAF-ALC 16 40,4
CHCly/MeOH 20% OAF-ALC 17 52,7
CHCIs/MeOH 30% OAF-ALC 18 48,5

Foram selecionadas para estudo, apos analise p@ACdsando ao
isolamento e caracterizagdo dos metabdlitos sedosdas fracdes OAF-ALC 1, OAF-
ALC 2, OAF-ALC 3, OAF-ALC 4, OAF-ALC 5, OAF-ALC 6DAF-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, O AF-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- Separagao dos componentes da fragcdo OAF-GI1

A fracdo OAF-ALC 1 (285,5 mg) foi inicialmente dilidla em 2 porcdes,
sendo cada uma delas submetida a cromatografiaokmacde Sephadex LH-20 (3/26
cm), eluida em MeOH. Foram aplicados cerca de 140den material de cada vez e
coletadas, em média, 36 fracbes, sendo a primeird5dml, a segunda de 15 ml e as
demais de 5 ml. As fracGes obtidas foram anals@ada CCDA e reunidas aquelas que
apresentaram perfil cromatografico semelhante. égsecesso resultaram 8 fracdes
(OAF-ALC A 1 a 8) [Esquema 1a].

Da fragcdo OAF-ALC A 2 obteve-se o composto (+)ektidina (4) [4,0 mg]
e da fracdo OAF-ALC A 4 (15,0 mg) os compostosdieentrina (), (+)-ocoteina?) e
talicminina (7).

4.2.2.2- Separacao dos componentes da fracdo OAF-BI12

A fracdo OAF-ALC 2 (312,0 mg) foi inicialmente dilidla em 3 porcdes,
sendo cada uma delas submetida a cromatografiaokmacde Sephadex LH-20 (3/26
cm), eluida em MeOH. Foram aplicados cerca de 100den material de cada vez e
coletadas, em média, 33 fracbes, sendo a primeird5dml, a segunda de 15 ml e as
demais de 5 ml. As fracbes foram analisadas por @ reunidas aquelas que
apresentaram perfil cromatografico semelhante. égsecesso resultaram 9 fracdes
(OAF-ALC B 1 a 9) [Esquema 1a].

Da fracdo OAF-ALC B 1 (21,0 mg) obteve-se (+)-otwde@), de OAF-ALC
B 2 (10,0 mg) obteve-se (+)-dicentrirg € da fracdo OAF-ALC B 6 (5,3 mg) obteve-se o
composto (+)-neolitsindl@).

19
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4.2.2.3- Separagao dos componentes da fragcdo OAF-BI3

O perfil cromatografico, apés analise por CCDAfrdgdo OAF-ALC 3 (428,5
mg) mostrou ser bastante semelhante ao da frag@don OAF-ALC 2. Sendo assim,
parte da fracdo OAF-ALC 3 (80,0 mg) foi submetidacramatografia em coluna de
Sephadex LH-20 (3/26 cm), eluida em MeOH. Foranetadhs 38 fracdes, sendo a
primeira de 35 ml, a segunda de 15 ml e as deneatsdl. Desse processo resultaram 8
fracbes (OAF-ALC C 1 a 8), ap0s analise das megoa€CDA [Esquema 1a].

Das fragbes OAF-ALC C 4 a 6 (60,2 mg) foram tamlodtidos os compostos
(+)-dicentrina 1) e (+)-ocoteinad) em mistura.

4.2.2.4- Separacao dos componentes da fracdo OAF-@14

OAF-ALC 4 (122,9 mg) foi submetida a cromatografia coluna de Sephadex
LH-20 (3/26 cm), eluida em MeOH. Foram coletadadrdddes, sendo a primeira de 35
ml, a segunda de 15 ml e as demais de 5 ml. De@sseg30 resultaram 9 fragbes (OAF-
ALC D 1 a 9), apbés andlise de seus respectivossperbmatograficos em CCDA
[Esquema 1a].

A fracdo OAF-ALC D 3 (11,4 mg) forneceu mistura @g-dicentrina 1) e

(+)-leucoxina 9).

4.2.2.5- Separacao dos componentes da fracdo OAF-BI5

A fracdo OAF-ALC 5 (47,0 mg) foi analisada por CLAI silica de fase
reversa. Foram estabelecidas as condi¢des de s@pana coluna analitica (Figura 5) e as
substancias purificadas através de coluna semiatdga (Esquema 1a). Desse processo
foram obtidos mistura (5,2 mg) de (Mymetillaurotetaninal(5) e (+)-predicentrinal),
0s compostos (+)-isodomesticinal3( 6,4 mg) e (+)-leucoxina9( 14,2 mg) e ainda

mistura (7,0 mg) dé e (+)-ocoxilonina 10).
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Figura 5- Cromatograma analitico da fracdo OAF-AL.oluna Phenomenex-Luna C-8,

5 um, 4,60 x 250 mm; eluente MeOH/B (60:40); fluxo de 0,7 mL/min; detector UV,
280 nm
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Esquema 1a- Fracionamento de OAF-ALC 1, OAF-ALCO2F-ALC 3, OAF-ALC 4,
OAF-ALC 5, OAF-ALC 6, OAF-ALC 7, OAF-ALC 9, OAF-ALC10 e OAF-ALC 16

originadas do extrato alcaloidico das folha®deacutifolia

Extrato alcaloidico

das folhas
(3,00) A: CHCl;
CC silica gel 40-63um B: MeOH
A/B 5-30%
Coluna ALC
A/B 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
285,5 mg 80,0 mg 122,9 mg 47 mg
CC Sephadex LH-20
E"gﬁr';'a R CC Sephadex LH-20
MeOH CC Sephadex LH-20
Coluna C MeOH
Coluna D
OAF-ALC A2 OAF-ALCC4 a6
(+)-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 (+)-leucoxina (9) Fluxo: 7 mL/min
. . A =280
(+)-dicentrina (1), 11,4 mg nm
(+)-ocoteina (2) CC Sephadex LH-20
etalicminina (17) MeOH
15,0 mg Coluna B
(+)-leucoxina
| )
OAF-ALCB 1 (+)-N-metillaurotetanina 14,2 mg
- i 15 ;
) (;(ioéerlnr;a 2) ( e ) (+)-leucoxina (9)
(+)-predicentrina (16) € (+)-o(cloo>;|lon|na
OAF-ALC B 2 5.2 mg 7.0 mg
(+)-dicentrina (1)
10,0 mg (+)-isodomesticina
(13)
(+)-neolitsina (12)

5,3 mg
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4.2.2.6- Separagao dos componentes da fracdo OAF-BI6

OAF-ALC 6 (60,2 mg) foi inicialmente submetida @mratografia em coluna
de Sephadex LH-20 (3/26 cm), eluida em MeOH. Focatatadas 30 fracdes, sendo a
primeira de 35 ml, a segunda de 15 ml e as den@ais ohl. As fracbes obtidas foram
analisadas por CCDA e reunidas aquelas que apaesentperfil cromatogréafico
semelhante. Desse processo resultaram 6 fracods-ADE E 1 a 6) [Esquema 1b].

Da fracdo OAF-ALC E 1 (4,7 mg) obteve-se o compé@sjepalidina (8).

4.2.2.7- Separacao dos componentes da fracdo OAF-BL/

OAF-ALC 7 (132,2 mg) foi submetida a cromatogradia coluna de Sephadex
LH-20 (3/26 cm), eluida em MeOH. Foram coletadadrdgdes, sendo a primeira de 35
ml, a segunda de 15 ml e as demais de 5 ml. Dessegso resultaram 8 fracdes (OAF-
ALC F 1 a 8), ap0s analise das mesmas por CCDAuUeq 1b].

Da fracdo OAF-ALC F 6 (14,0 mg) foi obtida a mistudos compostos (+)-
nordicentrina ) e (+)-O-metilcassifilina 4).

4.2.2.8- Separacao dos componentes da fracdo OAF-BI9

A fracdo OAF-ALC 9 (50,3 mg) foi submetida a croowrafia em coluna de
Sephadex LH-20 (3/26 cm), eluida em MeOH. Foranetadbs 38 fracdes, sendo a
primeira de 35 ml, a segunda de 15 ml e as deneatsdl. Desse processo resultaram 8
fracdes (OAF-ALC G 1 a 8), ap0Os analise de seusentivos perfis cromatograficos e
CCDA [Esquema 1b].

As fracbes OAF-ALC G 2 e 3 originaram o compostpg$N-oxido ocoteina
(7) [25,2 mg] e a fracdo OAF-ALC G 6 originou o corsfm(+)-&N-0xido dicentrina )
[5,0 mq].
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4.2.2.9- Separacao dos componentes da fragdo OAF-@110

A fracdo OAF-ALC 10 (55,8 mg) foi submetida a craaggafia em coluna de
Sephadex LH-20 (3/26 cm), eluida em MeOH. Foranetadbs 32 fracdes, sendo a
primeira de 35 ml, a segunda de 15 ml e as deneafsrdl. Apds andlise por CCDA das
fracdes foram reunidas aquelas que apresentardiincp@matografico semelhante. Desse
processo resultaram 9 fracdes (OAF-ALC H 1 a 9y{iesna 1b].

A fracdo OAF-ALC H 9 (6,5 mg) forneceu o compost9-iiorocoxilonina
(11).

4.2.2.10- Separacao dos componentes da fracdo OAEA16

OAF-ALC 15 (40,4 mg) foi submetida a cromatogradia coluna de Sephadex
LH-20 (3/26 cm), eluida em MeOH. Foram coletadadré&@oes, sendo a primeira de 35
ml, a segunda de 15 ml e as demais de 5 ml. A$dmpbtidas foram analisadas por
CCDA e reunidas aguelas que apresentaram penfilatagrafico semelhante, resultando 9
fracbes (OAF-ALC | 1 a 9) [Esquema 1b].

A fracdo OAF-ALC | 5 (7,2 mg) forneceu o composteipferol-30-a-L-

ramnopiranosidedLp).
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Esquema 1b- Sequéncia de fracionamento de OAF-ALOAF-ALC 2, OAF-ALC 3,
OAF-ALC 4, OAF-ALC 5, OAF-ALC 6, OAF-ALC 7, OAF-ALC9, OAF-ALC 10 e
OAF-ALC 16 originadas do extrato alcaloidico dabt#&s deO. acutifolia

Extrato alcaloidico

5,0 mg

das folhas
(3,009) A: CHCl,
B: MeOH
CC silica gel 40-63im
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
|(\:/|C OSHephadeX LH-20 CC Sephadex LH-20
€ MeOH
CC Sephadex LH-20
Coluna E CC Sephadex LH-20 | Coluna G Meo|_e|p adex CC Sephadex LH-20
MeOH MeOH
Coluna H
OAF-ALC E 1 Coluna F Coluna |
+)-palidina
™ ?18) | OAF-ALCH9
4.7 mc OAF-ALCG2e3 (+)-norocoxilonina
- (+)-6S-N-6xido (11)
ocoteina (7) 6,5 mg
25,2 mg
OAF-ALC 15
OAE-ALCF 6 kaempferol-3-O-a-
(+)-nordicentrina L-ramnopiranosideo
19)
(3)e (
(+)-O-metilcassifilina OAF-ALC G 6 7,2mg
(4) (+)-6S-N-0xido
14,0 mg dicentrina (5)
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4.3- OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE O. acutifolia

As folhas (2880 g) d®. acutifoliaforam submetidas a secagem ao ar, moidas
e posteriormente extraidas exaustivamente comletafrm.

O extrato resultante foi filtrado e concentrado qwiessdo reduzida até
consisténcia xaroposa, fornecendo o extrato etaméliuto. Apos adicdo de 1700 mL de
metanol/agua (9:1), o extrato foi submetido a padicom hexano. A fase hidrometandlica
foi concentrada sob pressao reduzida até elimindgaoetanol e em seguida, particionada
com acetato de etila. Desta forma foram obtidod g3ja fase hexanica e 54,0 g da fase
acetato de etila.

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

O material presente na fase hexanica (73,4 gufonetido inicialmente a uma
cromatografia em coluna (Coluna A), utilizando-seaptal 150 g de silica gel 63-20f.
O sistema foi eluido com GBI,, CH,Cl,/AcOEt, AcCOEt e AcCOEt/MeOH em gradiente de
polaridade crescente. Foram coletadas 39 fragcdaeprd@imadamente 250 ml cada e feita
andlise por CCDA de cada fracdo obtida, sendo desrquelas que apresentaram perfil
cromatografico semelhante. Desse processo resultBBaracées (OAF-A 1 a 13) [Tabela
3]
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Tabela 3- Fracionamento da fase hexanica do exdtatwlico das folhas d@. acutifolia
(Coluna A)

Eluente Fracéo Massa (g)
CH.CI, OAF-A 1l 7,16
CH.Cl, OAF-A 2 31,6
CH.Cl, OAF-A 3 12,2
CH.Cl, /AcOEt (9:1) OAF-A 4 8,57
CH,CI, / AcOEt (7:3) OAF-A5 3,36
CH.CI, / 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-A 9 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, ap6s andlise @@A®@Bando o isolamento
e caracterizagdo dos metabdlitos secundarios @8eBaOAF-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- FragOes OAF-A 1

A fracdo OAF-A 1 (7,16 g) forneceu o composto fregqol-12 @0) contendo

pequena proporc¢ao de impurezas (Esquema 2).
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4.3.2.2- Separagao dos componentes da fracdo OARA

Parte da fracdo OAF-A ®,3 g) foi inicialmente submetida a cromatografia
em coluna de silica gel 40-g8m (40 g), eluida em Hex/AcOEt em gradiente de
polaridade crescente. Foram coletadas 170 fragéadp a primeira de 50 ml, a segunda e
a terceira de 25 ml e as demais de 10 ml. As fea¢deam analisadas por CCDA e
reunidas aquelas que apresentaram perfil cromdimgrédemelhante. Desse processo
resultaram 10 fracbes (OAF-B 1 a 10) [Esquema 2].

Da fracdo OAF-B 1, eluida em Hex/AcOEt 2 e 3% (2th@) obteve-se o
composto ficaprenol-120) com pequena quantidade de impurezas e e da fa8&eB
6, eluida em Hex/AcOEt 15 e 17% (14,0 mg) obteve-semposto 3-(60-acil-O-[3-D-

glucopiranosil)-sitosterol(1).

4.3.2.3- Separacao dos componentes da fracdo OAFBA

A fracdo OAF-A 6 (0,82 g) foi incialmente divididan duas porg¢bes, sendo
cada uma delas submetida & cromatografia em calen8ephadex LH-20 (3/26 cm),
eluida em Hex/CkCl, (2:8), CHCIl,/Acetona (3:2) e CHCl,/Acetona (2:8). Foram
aplicados cerca de 400,0 mg de material de cad& wetetadas, em média, 160 fracdes,
sendo a primeira de 35 mL, a segunda de 15 mLdemasis de 5 mL. As fracbes obtidas
foram analisadas por CCDA e reunidas aquelas qreseqtaram perfil cromatografico
semelhante, resultando 13 fracdes (OAF-C 1 a 1)yéma 2].

A fracdo OAF-C 1 (12,0 mg), eluida em Hex/4CHy (2:8), forneceu o
ficaprenol 0) como composto majoritario, enquanto as fracbe$-QGM a C 8 (22,0
mg), eluidas em Ci€l,/Acetona (3:2), originaram a mistura dos compoétdslicentrina
(1), (+)-ocoteina?) e 20.

4.3.2.4- Fragao OAF-A 8

A fracdo OAF-A 8 (2,98 g) forneceu a mistura de-digentrina L) e (+)-
ocoteina 2) e ainda o composto ficaprenol-20( [Esquema 2].
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Esquema 2- Fracionamento de OAF-A 1, OAF-A 3, O"MB-e OAF-A 8 originadas da
fase hexanica do extrato etanodlico das folha® .dacutifolia

Fase Hexéanica

A: CH2C|2
(73’4 g) B: AcOEt
C: MeOH
o D: Hexano
CC silica gel 63-20im E: Acetona
A_-AB_B-BIC
Coluna A
A A A/B B
OAF-A 1 OAF-A 3 OAF-A 6 OAF-A 8
7,16 g 0,39 0,82¢g 298¢
CC Sephadex LH-20
D/A (2:8) - A/E
(3:2) - AJE (2:8)
ficaprenol-12 Coluna C
(20) .
CC silica gel 40-63um
D/B D/A (2:8) (+)-dicentrina (1)
Coluna E (+)-ocoteina (2)e
OAF-C 1 ficaprenol-12
ficaprenol-12 (20)
(20)
12,0 mg
AJE (3:2)
D/B2e 3%
D/B 15 e 17% OAF-C 4/8
OAF-B 1 (+)-dicentrina (1)
ficaprenol-12 (+)-ocoteina (2) e
(20) OAF-B 6 ficaprenol-12
21,0 mg 3-(6'-O-acil-O-p-D- (20)
glucopiranosil)-sitosterol 22,0 mg
(21)

14,0 mg
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4.3.3- FRACIONAMENTO DA FASE ACETATO DE ETILA PROVE NIENTE DA
PARTICAO DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE  O. acutifolia

O material presente na fase acetato de etila §4f@ submetido inicialmente
a uma cromatografia em coluna de silica gel derfasgrsa RP-18 (Coluna A), utilizando-
se para tal 500 g de silica. O sistema foi eluftla €,0/MeOH (8:2); HO/MeOH (6:4),
H,O/MeOH (4:6), HO/MeOH (2:8), MeOH, AcOEt, CHGle MeOH. Foram coletadas 8
fracbes (OAF-Ac) de aproximadamente 500 mL cadaita fnalise por CCDA de cada
fracédo obtida (Tabela 4).

Tabela 4- Fracionamento da fase acetato de etilaxttato etandlico das folhas @

acutifolia (Coluna A)

Eluente Fracéo Massa (g)
H,O/MeOH (8:2) OAF-Ac 1 -
H,O/MeOH (6:4) OAF-Ac 2 -
H,O/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

CHCl; OAF-Ac 7 0,9

MeOH OAF-Ac 8 11

A seguir foram selecionadas para estudo, apdssangtir CCDA visando ao
isolamento e caracterizacdo dos metabdlitos sedosdis fracdes 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, OA F-Ac 5, OAF-
Ac 6 e OAF-Ac 8

4.3.4.1- Estudo da fragédo OAF-Ac 4

A fracdo OAF-Ac 4 (10,0 g) foi submetida a croma#dign em coluna de silica
gel 63-200 um (120 g) eluida em Hex, HexfCH, CH.Cl,, CH,CI,/ACOEt, AcOEt,
AcOEt/MeOH e MeOH em gradiente de polaridade crgscd-oram coletadas 16 fracdes
de aproximadamente 300 mL cada e feita analis€€@@A de cada fracdo obtida, sendo
reunidas aquelas que apresentaram perfil cromdilmmraemelhante. Desse processo
resultaram 13 fracfes (OAF-Ac B.1 a 13) [Esquenja 3a

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

compostos (+)-dicentrind), (+)-ocoteina), (+)-leucoxina @) e (+)-ocoxilonina 10).

4.3.4.1.1- Separacao dos componentes da fragdo OAEB.5

A fracdo OAF-Ac B.5 (430,0 mg), eluida em AcOEt/M¢6%, foi submetida
a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 (3f8] eluida em MeOH. Foram
coletadas 32 fracdes, sendo a primeira de 35 nd.demais de 10 mL e apos analise por
CCDA de cada fracdo foram reunidas aquelas quesammaam perfil cromatogréfico
semelhante. Desse processo resultaram 7 frag0es-fOAC.1 a 7) [Esquema 3a], tendo
sido obtido como componente majoritario da fraca@d-@c C.3 (12,0 mg) o composto

(kaempferol-30-a-L-ramnopiranosidedl@).

4.3.4.1.2- Separacao dos componentes da fragcdo OAEB.12

A fracdo OAF-Ac B.12 (MeOH, 180 mg) foi submetidambém a
cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 (3/37 om)eluente MeOH. Foram
coletadas 30 fracdes, sendo a primeira de 35 ni.demais de 10 mL. As fragbes obtidas
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foram analisadas por CCDA e reunidas aquelas qeseamtaram perfil cromatografico
semelhante, resultando 9 fragbes (OAF-Ac D.1 &9jyjiema 3a].

O composto (+)-B-N-6xido ocoteina §) foi obtido da fracdo OAF-Ac D.2
(14,5 mg), enquanto que OAF-Ac D.3 (14,0 mg) foeea mistura de (+)SBN-Oxido
ocoteina () e8.

4.3.4.1.3- Separacao dos componentes da fracdo OAEB.13

A fracdo OAF-Ac B.13 (MeOH, 17,0 mg), foi analisaolar CLAE em silica
de fase reversa, ap6s andlise dos dados espedtraVN 'H e *C, que revelou a
presenca dos compostbs 6. Foram estabelecidas as condi¢cdes de separacéolena
analitica (Figura 6) e as substancias purificadiavés de coluna semipreparativa
(Esquema 3a). Desse processo obteve-se 0os compepsisN-Oxido dicentrina §) [1,0
mg] e (+)-&N-oxido dicentrina%) [3,1 mq].

TEMPO (min)

Figura 6- Cromatograma analitico da fracdo OAF-At3B Coluna Phenomenex-Luna C-
18, 5um, 4,6 x 250 mm; eluente MeOH/B (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 5F@& 6 e OAF-Ac 8 originadas
da fase acetato de etila do extrato etandlicoalaas deD. acutifolia

Fase Acetato de gf ";'AZe%H
Etila C: AcOEt
(54,0 9) D: CHCl
E: Hexano
CC silica gel Fase Reversa RP-18 F: CHCl
AB-B-C-D-B
Coluna A
A/B (2:8)
OAF-Ac 4
10,0g¢
CC silica gel 63-20Qm
E-E/F-F-F/IC-C-
C/B-B
Coluna B
F C/B 5% B B
OAF-Ac B.3
(+)-dicentrina (21)' OAF-Ac B.5 OAF-Ac B.12 OAF-Ac B.13
(+)-ocoteina (2) 430,0 mg 180,0 mg 17,0 mg
(+)-leucoxina (9)e CLAE RP-18
(+)-ocoxilonina CC Sephadex LH-20 | CC Sephadex LH-20 E RP-LS,
10) MeOH MeOH semi-preparativa
( ColunaC MeOH/H,O (52:48)
189 Coluna ¢ Fluxo: 7 mL/min
A =280 nm
OAF-Ac C.3
kaempferil-a-L-
ramnopiranosideo (19)
12,0 mg (+)-6R-N-
oxido
dicentrina (6)
1,0 mg
OAF-Ac D.2
()R- OAF-Ac D.3 (J_)'5S£N'°X(ig)0
) i ‘ icentrina
ocoteina (8) (+)-6S-N o;qdo ocoteina 3.1 mg
14,5 mg (ne ,
(+)-6R-N-6xido ocoteina
(8)
14,0 mg
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4.3.4.2- Estudo da fragdo OAF-Ac 5

A fracdo OAF-Ac 5 (17,0 g) foi submetida a cromasdign em coluna de silica
gel 63-200 um (120 g) eluida em Hex, HexfCH, CH.Cl,, CH,CI,/ACOEt, AcOEt,
AcOEt/MeOH e MeOH em gradiente de polaridade crgscd-oram coletadas 16 fracdes
de aproximadamente 300 mL cada e feita analis€€@@A de cada fracdo obtida, sendo
reunidas aquelas que apresentaram perfil cromdilmmraemelhante. Desse processo
resultaram 14 fracfes (OAF-Ac E.1 a 14) [Esquenja 3b

A fragdo OAF-Ac E.3 (3,0 g), eluida em &b, originou 0 composto+)-

ocoteina ) com pequena proporcdo de impurezas.

4.3.4.2.1- Separacao dos componentes da fragcdo OAEE.4

A fracdo OAF-Ac E.4 (405,0 mg), obtida em £HY/AcCOEt 1:1, foi
inicialmente dividida em 2 porcdes, sendo cada delas submetida a cromatografia em
coluna de Sephadex LH-20 (3/26 cm) eluida em MeRaiam aplicados cerca de 200 mg
de cada vez e coletadas, em média 48 fracdes, sepdmeira de 35 mL e as demais de
10 mL. As fracGes obtidas foram analisadas por CC®Aeunidas aquelas que
apresentaram perfil cromatografico semelhante|tegglo 12 fracbes (OAF-Ac F.1 a 12)
[Esquema 3b].

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

4.3.4.2.2- Separacao dos componentes da fracdo OAEE.11

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

em coluna de Sephadex LH-20 (2/30 cm) no eluent®ild~oram coletadas 36 fragoes,

sendo a primeira de 35 mL e as demais de 10 mifra&ées obtidas foram analisadas por

34



Estudo quimico e avaliagdo de atividades citot§geaotéxica e antifingica @@cotea acutifolig Nees) Mez. (Lauraceae) 35

CCDA e reunidas aquelas que apresentaram perfinatagrafico semelhante. Desse
processo resultaram 8 fracdes (OAF-Ac G.1 a 8)UEst 3b).

A fracdo OAF-Ac G.5 forneceu o composto (RH8-6xido ocoteina8) [4,0
mg], a fracdo OAF-Ac G.6 (10,0 mg) mistura dompostos (+)-6-N-6xido ocoteina®)

e 8 e a fracdo OAF-Ac G.8 revelou que era constitajgEnas pelo composiq13,4 mg).

4.3.4.2.3- Separacao dos componentes da fracdo OAEE.12

OAF-Ac E.12 (MeOH, 210,0 mg) foi submetida a croogaéfia em coluna de
Sephadex LH-20 (2/30 cm) eluida em MeOH. Foramtadis 42 fracbes, sendo a
primeira de 35 mL e as demais de 10 mL. Apds an@lis CCDA de cada fracéo obtida,
foram reunidas aquelas que apresentaram perfil atografico semelhante. Desse
processo resultaram 8 fracdes (OAF-Ac H.1 a 8)JiEsta 3b].

Da fracdo OAF-Ac H.4 (31,0 mg) foram obtidos enstonia os compostos
(+)-6S-N-0xido ocoteina?) e (+)6R-N-O0xido ocoteinag).

4.3.4.2.4- Separacao dos componentes da fragdo OAEE.13

A fracdo OAF-Ac E.13 (MeOH, 80,0 mg) foi submetidambém a
cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 (2/30 ein)da em MeOH. Foram
coletadas 46 fracdes, sendo a primeira de 35 m& @emais de 5 mL. Desse processo
resultaram 10 fragcdes (OAF-Ac 1.1 a 10), apés amalile seus respectivos perfis
cromatograficos em CCDA (Esquema 3b).

Da fragcdo OAF-Ac 1.2 (7,0 mg) obteve-se a mistura dompostos (+)F&N-
oxido dicentrina §), (+)-6S-N-Oxido ocoteinaq) e (+)-8R-N-Oxido ocoteina §) e das
fracbes OAF-Ac 1.4/1.5 foram isolados em misturacompostos (+)-8-N-0xido dicentrina

(5) e7 (14,0 mg), sendd o composto majoritario.
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Esquema 3b- Sequéncia de fracionamento de OAF-AYAE-Ac 5, OAF-Ac 6 e OAF-
Ac 8 originadas da fase acetato de etila do exatiodlico das folhas d@. acutifolia

A: Hzo
Fase A(_:Ietato de B MaOH
Etila C: ACOEt
(54,0 9) D: CHC
E: Hexano
CC silica gel Fase Reversa RP-18 F: CHCl,
AB-B-C-D-B
Coluna A
B
OAF-Ac 5
170¢
CC silica gel 63-20Qm
E-E/IF-F-F/C-C-C/B-B
Coluna E
F FIC (1:1) B B B
OAFACES3 || 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
30g ,\C/Igosﬁphadex LH-20 CC Sephadex LH-20| CC Sephadex LH-2| MeOH
MeOH MeOH Coluna |
Coluna F
Coluna G Coluna + |
| OAF-Ac 1.2
OAF-Ac F.7/8 O‘g’;ﬁc ,G_-;J OAF-Ac G.8 (;)(;Sr?t'r'i\r'{:’égo
: : +)-6R-N-0xido . Axi o)
(+)-dicentrina ( gcotel’na ®) (+) GSN oxido (+)-65-N-6xido
e 2,0 mg Oc‘ljée"lna (7) ocoteina (7)e
(+)-ocoteina (2) ’ '+ Mg (+)-6R-N-6xido
9,2 m ocoteina (8)
7,0 mg
OAFAGES OAF-Ac G.6
“ACF. +)-6S-N-0xido
(+)-dicentrina(1), O(Cgte,'na (Te (+) OAF-Ac H.4
(+)-ocoteina (2) 6 5xid (+)-6S-N-6xido OAF-Ac !'4/5
(+)-leucoxina (9)' R-oxdo ocoteina (7)e (+)-65-N-oxido
N oning (10 ocoteina (8) 2)-6R-N-6xid dicentrina (5) e
(+)-ocoxilonina (10) 10,0 mg (+)- -N-Oxido (+)-6S-N-6xido
59,0 mg ocoteina (8) ocoteina (7)
31,0mg 14,0 mg
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4.3.4.3- Estudo da fragdo OAF-Ac 6

A fracdo OAF-Ac 6 (8,0 g) foi inicialmente submetid cromatografia em
coluna de silica gel 63-200 um (80 g) eluida em ,Helex/CHCIl,, CH.Cl,,
CH,CI,/AcOEt, AcOEt, AcOEt/MeOH e MeOH em gradiente ddapdade crescente.
Foram coletadas 19 fracdes de aproximadamente LGfada e feita analise por CCDA de
cada fracdo obtida, sendo reunidas aquelas quesempaeam perfil cromatografico

semelhante. Desse processo resultaram 14 frac@ésA© J.1 a 14) [Esquema 3c].

4.3.4.3.1- Separacao dos componentes da fracdo OAE-).5

A fracdo OAF-Ac J.5 (128,0 mg), obtida em £LH), foi submetida a
cromatografia em coluna de silica gel 40463 (40 g), eluida em CHgMeOH em
gradiente de polaridade crescente. Foram cole#l&scdes, sendo a primeira de 50 ml,
a segunda e a terceira de 25 ml e as demais dé. Tiegse processo resultaram 8 fragbes
(OAF-Ac K.1 a 8) [Esquema 3c], apds analise de sesgectivos perfis cromatograficos
em CCDA.

Da fragdo OAF-Ac K.7 (5,3 mg), eluida em CH®leOH 5%, foram obtidos

0s compostos (+)-dicentrind)(e (+)-ocoteinal).

4.3.4.3.2- Separacao dos componentes da fragcdo OAE-J.14

OAF-Ac J.14 (110 mg), eluida em AcOEt/MeOH 1:ambém foi submetida
a cromatografia em coluna de silica gel 4083 (30 g), eluida em CHgMeOH em
gradiente de polaridade crescente. Foram coleté2¥afracdes, sendo a primeira de 50 ml,
a segunda e a terceira de 25 ml e as demais dd.l@snfracdes foram analisadas por
CCDA e reunidas aquelas que apresentaram perfinatagrafico semelhante. Desse
processo resultaram 32 fracdes (OAF-Ac L.1 a 3&y{iema 3c].

Os compostos talicminindall) [2,9 mg] e (+)-ocoteina2] [3,9 mg] foram
obtidos, respectivamente, das fracdes OAF-Ac Lelilida em CHGIMeOH 2% e OAF-
Ac L.22 eluida em CHGIMeOH 3%.
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As fracdes OAF-Ac L.38 e OAF-Ac L.39 obtidas em CMeOH 4%,
originaram o composto (+)-ocoxilonin&aQj [1,0 mg] e a mistura (4,7 mg) dos compostos

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

4.3.4.4- Estudo da fragdo OAF-Ac 8

A fracdo OAF-Ac 8 (1,1 g) foi submetida a cromatdigr em coluna de silica
gel 63-200um (80 g), eluida em Hexano, Hex/&H,, CH,Cl,, CH,Cl,/AcCOEt, AcOEt,
AcOEt/MeOH e MeOH em gradiente de polaridade crascd-oram coletadas 36 fracdes
de aproximadamente 300 mL cada e feita analis€€@@A de cada fracdo obtida, sendo
reunidas aquelas que apresentaram perfil cromdimgrédemelhante. Desse processo
resultaram 19 fracbes (OAF-Ac M.1 a 19) [Esquenija 3c

Da fracdo OAF-Ac M.14 (19,0 mg), eluida em MeOHpram obtidos em
mistura (+)-&N-6xido ocoteina®) e (+)-8R-N-O0xido ocoteina§) e da fracdo OAF-Ac
M.15 (16,0 mg), também eluida em MeOH, foram olside compostog, 8, (+)-65N-

oxido dicentrina%) e (+)-8R-N-6xido dicentrina §).
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Esquema 3c- Sequéncia de fracionamento de OAF-AXAd-Ac 5, OAF-Ac 6 e OAF-

Ac 8 originadas da fase acetato de etila do exatiodlico das folhas d@. acutifolia

Fase Acetato de g‘i ',;'A"‘G%H
Etila C: AcOEt
(54,0 9) D: CHCL
E: Hexano
CC silica gel Fase Reversa RP-18 F: CHCl
AB-B-C-D-B
Coluna A
C B
OAF-Ac 6 OAF-Ac 8
8,0g 1,1g
CC silica gel 63-20Qm
C/B-B E-E/F-F-F/C-C-
Coluna. 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
. - OAF-Ac M.14
g(j :Ilca gel 40-68m SC ;lhca gel 40-63m (7) 6SN-Oxido
- ocoteinae (8)
D/B 5% 6R-N-0Oxido B
D/B 3% ocoteina
0
OAF-Ac K.7 19.0 mg OAF-Ac M.15
1) OAF-Ac L.22 (5) 65-N-oxido
dicentrina (2) ocoteina D/B 4% dicentrina,
e 3,9mg (6) 6R-N-6xido
(2) ocoteina OAF-Ac L.39 dicentrina, (7) 65
5,3 mg D/B 2% (9) leucoxinae N-6xido ocoteinae
(10) ocoxilonina (8) 6R-N-6xido
OAF-Ac L.19 4.7mg ocoteina
(17) 16,0 mg
talicminina D/B 4%
2,9 mg
OAF-Ac L.38
(10)
ocoxilonina
1,0 mg
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4 .4- OBTEN(;AO DO EXTRATO ALCALOIDICO DAS CASCAS DO CAULE DE
O. acutifolia

As cascas do caule (1570 g) @e acutifoliaforam submetidas a secagem ao
ar, moidas e posteriormente extraidas exaustiv@émenin etanol, a frio. O extrato
resultante foi filtrado e concentrado sob pressfiluzida até consisténcia xaroposa. Ao
extrato etandlico obtido foram adicionados 300 enadido acético 10% e 50 ml de acetato
de etila. Este sistema foi mantido sob agitacdensd por aproximadamente 2 horas e
entdo transferido para um funil de separacao corfli@ule 500 ml de acetato de etila e
100 ml de agua. O funil foi agitado varias vezesqaca de 1lhora e deixado em repouso
até completa separacao das fases.

A fase acetato de etila foi retirada e a aquosalinizada a pH 8 com N{OH
concentrado, sendo em seguida submetida a extagéioacetato de etila (300 ml, 3
vezes). A fase acetato de etila assim obtida ¥@ida com agua e o solvente evaporado sob

presséao reduzida, resultando 3,45 g da fase ackgatla contendo alcaloides.

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

O material presente no extrato alcaloidico (3,45 fg) submetido a
cromatografia em coluna de silica gel de fase savBP-18 (80 g) [Coluna A], eluida em
H,O/MeOH (8:2), HO/MeOH (6:4) HO/MeOH (4:6), HO/MeOH (2:8), MeOH, AcOEt e
CHCI;. Foram coletadas 7 fracbes (OAC-A) de aproximadaen800 mL cada e feita
analise por CCDA de cada fracdo obtida (Tabela 5).
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Tabela 5- Fracionamento do extrato alcaloidico c@scas do caule d®. acutifolia
(Coluna A)

Eluente Fracéo Massa (mg)
H,O/MeOH (8:2) OAC-A1l 310,0
H,O/MeOH (6:4) OAC-A 2 138,9
H,O/MeOH (4:6) OAC-A 3 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, apés analise o8 €i€ando ao isolamento

e caracterizacdo dos metabolitos secundarios @eBaDAC-A 5, OAC-A 6 e OAC-A 7.

4.4.2- FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE OAC-A 5, OA C-A 6 e OAC-
A7

4.4.2.1- Estudo da fragdo OAC-A 5

A fracdo OAC-A 5 (967,3 mg) foi submetida a cronga&dia em coluna de
silica gel 63-200 um (50,7 g) eluida em Hex, HexJ&t, AcOEt, AcOEt/MeOH e MeOH
em gradiente de polaridade crescente. Foram caletd fracbes de aproximadamente 50
mL cada e feita analise por CCDA de cada fracacdapsendo reunidas aquelas que
apresentaram perfil cromatografico semelhante. é©gs®cesso resultaram 9 fracbes
(OAC-A-B.1 a 9) [Esquema 4].

Das fragcdes OAC-A-B.3 (33,1 mg) e OAC-A-B.5 (40,8)rambas eluidas em
Hex/AcOEt 50%, foram obtidos como componentes ntajors, 0s compostos (+)-

ocoteing2) e (+)-dicentrinaX), respectivamente.



Estudo quimico e avaliagdo de atividades citot§geaotéxica e antifingica @@cotea acutifolig Nees) Mez. (Lauraceae)

A fragdo OAC-A-B.7 (46,0 mg) eluida em AcOEt revelmistura del, 2 e
(+)-O-metilcassifilina 4).

4.4.2.2- Estudo da fragdo OAC-A 6

A analise por CCDA da fracdo OAC-A 6 (42,0 mg) teuea presenca de (+)-

ocoteina2) e talicminina {7) 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 & crongatdia em coluna de
Sephadex LH-20 (3/26 cm), eluida em MeOH. Foranetadbs 48 fracdes, sendo a
primeira de 50 mL e as demais de 10 mL cada e #gsidise por CCDA de cada fracao
obtida, foram reunidas aquelas que apresentardiih ggematografico semelhante. Desse
processo resultaram 8 fragdes (OAC-A-D.1 a 8) [Estu4].

A fragcdo OAC-A-D.5 (11,3 mg) revelou que era contaggincipalmente por
(+)-ocoteina %), enquanto que a fragdo OAC-A-D.7 (4,2 mg) formece composto

talicminina (L7) com pequena proporcéo de impurezas.
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Esquema 4- Fracionamento de OAC-A 5, OAC-A 6 e OWC-originadas do extrato
alcaloidico das cascas do cauleddeacutifolia

Extrato alcaloidico

A: Hzo
das cascas do caule B: MeOH
3,45 C: AcOEt
( 9) D: CHCL
E: Hexano
CC silica gel de Fase Reversa RP-1!
A-AB-A-C-D-A
Coluna A
B C D
OAC-A 5 OAC-A 6 OAC-A 7
967,3 mg 42,0 mg 229,0 mg

CC silica gel 63-20m

(+)-ocoteina (2)e

E_LE/C-C_C/B_C talicminina (17)
Coluna B 42,0 mg
E/C 50% ? E/C 50%
(+)-dicentrina
(1)
40,2 mg C
OAC-A-B.7
OAC-A-B.3 (+)-dicentrina (1),
(+)-ocoteina (+)-ocoteina (2)e
2) (+)-O-metilcassifilina
33,1 mg 4)
46,0 mg

4.5- ENSAIOS BIOLOGICOS

OAC-A-D.5
(+)-ocoteina (2)
11,3 mg

CC Sephadex LH-20
MeOH
Coluna D

\=*"*)
4,2lmg ”
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Os extratos brutos, misturas e/ou substancias mbtdas deO. acutifolia
foram submetidos aos seguintes bioensaios: toxieiqsmra Artemia salina atividade
citotoxica em linhagens de células cancerigenasdadles genotoxica (teste SMART) e

antifingica.

4.5.1- Ensaios de atividades citotoxica

4.5.1.1- Teste de toxicidade sobwrtemia salina (TAS)

O ensaio de toxicidade sobketemia salinafoi realizado no laboratorio de
pesquisa LP-1 do Departamento de Quimica da Umilsets Federal de Mato Grosso do
Sul, de acordo com a metodologia descrita nalueagMEYER et al., 1982).

As amostras foram preparadas nas concentrac6e60fe 100 e 1GQug/mL,
todas em triplicata. A cada amostra adicionou-sel5de solucdo salina (3,8 g/L)
contendo 10 microcrustaceod. (saling. Apos 24 horas registrou-se o numero de
sobreviventes. Os dados obtidos foram analisados programa Probitos e sé&o
demonstrados por Rb (dose necessaria para provocar a morte de 50%ndgduos
submetidos a analise).

Foram testados os extratos alcaloidico das faghesnodlicos das folhas e

cascas do caule.

4.5.1.2- Ensaio de atividade citotoxicen vitro em linhagens de células cancerigenas

» Atividade citotoxica em linhagens de células caigegras, por avaliacao

fotocolorimétrica pelo método SRB

Este ensaio foi realizado no Departamento de FaanaBioquimica da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sobsponsabilidade da Dra. Maria de

Fatima Cepa Matos.
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Para a avaliacdo da atividade citotoxica das satisth isoladas deO.
acutifolia frente as linhagens de células Hep-2, MCF-7, B1®-& 786-0 foi utilizado o
método da SRB (sulforodamina B) descrito por SKEH&MI., 1990.

O principio do método baseia-se na coloracdo dateipas, pelo corante
sulforodamina B (SRB). Este corante possui doispagusulfénicos, ligando-se as
proteinas das células fixadas na placa, as quaiprsdipitadas pelo acido tricloro acético
(TCA).

As células Hep-2, MCF-7, B16-F10 e 786-0 foram saae em placas de 96
cavidades (100 000 células/mL) e mantidas em meicultura DMEM a 37C em
incubadora com atmosfera umida contende (8%0). Apos 20 horas o meio foi aspirado
para a adicdo dos compostos-teste e do controievposCisplatina [cis-diclorodiamino-
platinum (11)]. Foram utilizadas quatro concentr@gdde cada composto (entre 5 e 50
png/mL), sendo que cada concentracao foi adicioeadd cavidades.

Em 48 horas, o meio foi removido e substituido a0 uL de TCA 20%. As
placas foram incubadas por meia hora,°€ &m geladeira, e posteriormente, a solucdo
TCA foi removida. Adicionou-se 50L de SRB 0,1% (diluida em &cido acético 1%) e o
material foi novamente incubado por meia hora enperatura ambiente. Apds a remocao
da solucdo de SRB, foi adicionado Tris Base 10mih &eguida as placas foram
submetidas a uma agitacdo de 10 minutos para alwjde das proteinas coradas e a
absorbancia foi medida a 540 nm em leitor de mlaags.

Foram testadas as substancias (+)-dicentrdpa(€)-ocoteina %), (+)-6S-N-
oxido dicentrina %), (+)-6S-N-6xido ocoteina 1), (+)-6R-N-O0xido ocoteina §), (+)-
leucoxina 9), (+)-norocoxilonina 11), (+)-neolitisina 12), (+)-isodomesticina 1Q) e
talicminina (7).

» Atividade citotoxica em linhagens de células caigegras, por avaliacdo

fotocolorimétrica pelo método MTT

Este ensaio foi realizado no Laboratério de Ondalogxperimental da
Universidade Federal do Ceard, sob a responsatglida Dra. Claudia do O Pessoa.

A anédlise de citotoxicidade de substéncias isoldé#3.acutifoliatambém foi
realizada frente as linhagens de células MDA-MB43%;-295, HL-60 e HCT-8,
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utilizando-se o método MTT [3-(4,5-dimethylthiazblyl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide] de acordo com protocolos estabelecidos SMANN, 1983). Este € um sal
soluvel de tetrazdlio, e somente células vivas cdmazes de reduzi-lo a um produto
colorido insolavel, o formazan, que pode ser medijalas sua dissolugdo com DMSO.

As células MDA-MB435, SF-295, HL-60 e HCT-8 foranagueadas em
placas de 96 pocos nas seguintes concentracddsi1@,cel/mL), (0,1x16 cel/mL),
(0,3x10 cel/mL) e (0,7x1Bcel/mL). Os compostos foram diluidos seriadamentemeio
RPMI para obtencédo das concentracdes finais (0Q@ybnL) e adicionadas em placa de
96 pocos (10QuL/pocgo). Apos 72 h, as placas foram resfriadas rerifiegadas a 1500
rpm/15 minutos. O sobrenadante foi aspirado e dacienado 150uL de solugdo MTT
10% RPMI a 5% de Cfpor 3 h. Em seguida as placas foram novamenteifcgaidas a
3000 rpm/10 minutos, tendo o0 sobrenadante aspeagku precipitado ressuspendido em
150 uL de DMSO e agitado por 10 minutos, até completsalucdo dos cristais de
formazan. O controle positivo utilizado foi a Domdricina. As placas foram lidas em
espectrofotdmetro a 595 nm.

Foram testadas as substéncias (+)-dicenttina (+)-ocoteinad).

» Determinacéo da &

Como parametro para a citotoxicidade, utilizou-sevador da Ciop, que
representa a atividade antineoplasica das subatirteistadas. A €l consiste na
concentracdo (microgramas/mL) que inibe 50% doceremto celular e foi determinada a
partir das diferencas de absorbancia a 540 nm @oé&iRB) e 595 nm (método MTT),
entre o controle negativo e as células tratadasaoomposto-teste ou controle positivo.

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

O ensaio de atividade genotoxica foi realizadoatmiatorio de pesquisa LP-1
do Departamento de Quimica da UFMS, sob a respitidsale da Dra. Zaira da Rosa
Guterres.

O Teste para deteccdo de Mutacdo e Recombinacda@tiSanem células
somaticas dédrosophila melanogaste¢‘Somatic Mutation And Recombination Test —
SMART”) foi executado de acordo com a metodologgadatita na literatura (GRAF et al.,
1984) e baseia-se em mutacbes encontradas nosdscque revestem as asasDie
Melanogaster Durante as sucessivas mitoses das células qgieaséo as asas, podem
ocorrer alteracdes genéticas, levando ao aparetmmdenmanchas mutantes. Estas regides
sdo detectadas ao se analisar a diferente formgé&los ou tricomas que expressam
fenotipicamente os genesvhouflr®,

Na analise das lesdes induzidas, pode-se contabitiznumero total de
manchas ou o tipo de mancha encontrada, sendo quneiro aspecto fornece dados
quantitativos, enquanto que o segundo elucida @ dig lesdo ocorrida. Dois tipos de
manchas sdo possiveis, simples e gémeas que perahitiectar agentes causadores de
mutacbes pontuais, alteracbes cromossomicas, racagdes, delegOes, rearranjos,
aneuploidias, entre outros (GRAF et al., 1984).

O sequenciamento do genoma d@a melanogasterrevelou uma alta
conservacao evolutiva quando comparado ao genomarin) ndo apenas em nivel de
sequéncia de DNA, mas principalmente em relacdorg®es génicas, demonstrando alta
homologia genética (TINCKOO & RUSSEL, 2002).

Neste ensaio foi utilizado o Cruzamento padréo (&R)eas #r%+ TM3, Bd®
cruzadas com machosmwh+ mwH, portando os marcadores para a forma dos péks da
asas. Os individuos foram previamente reproduzél@s larvas no terceiro estagio de
desenvolvimento foram transferidas para frascogdtes contendo meio alternativo (puré
instantaneo de batata Yoki®) e tratadas com difesertoncentracdes dos extratos,
misturas e/ou substancias obtidasOdeacutifolia Como controle positivo foi utilizado o
cloridrato de doxorrubicina (DXR) nas concentrag@dd5 e 0,2 mg/mL e como controle
negativo — solvente (agua Milli-Q, 1% de Tween-&Yeetanol).

Os adultos emergentesnivh+ / +flrd (MH) e mwh+ / + TM3, Bd (BH)]

foram coletados e fixados em etanol 70%. As asemmfomontadas entre laminas e
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laminulas com solucdo de Faure e analisadas, qaaotorréncia de diferentes tipos de
manchas mutantes, em microscopios Opticos com ficagdo de 400x. A analise dos
individuos MH permite detectar a ocorréncia de igfiga de ponto, pequenas aberracdes
cromossOmicas e recombinacbes mitéticas e dos ithais BH permite detectar a
ocorréncia de mutagdes de ponto e pequenas aleEsraginossomicas.

Os dados obtidos foram analisados estatisticamattevés do teste de
KASTENBAUM & BOWMAN, 1970 e as freqUuéncias de caflzo de mancha mutante
por mosca foram comparadas com as frequénciasedpsativos controles negativos.

Foram testados os extratos alcaloidico e etandiisofolhas, mistura de (+)-
dicentrina ) e (+)-ocoteinad) e as substancias puras (+)-dicentritya ()-ocoteina ),

(+)-6S-N-Oxido ocoteina®), (+)-leucoxina 9) e talicminina 17).

4.5.3- Ensaio de atividade antifangican vitro

Este ensaio foi realizado no Departamento de FaanaBioquimica da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, s@sponsabilidade da MSc. lvana Maria
Pévoa Violante e MSc. Ana Llcia Batista.

Foram utilizadas cepas padronizadas da Americare lture Collection
(ATCC) deCandida albicangATCC 90028),Candida glabrata(ATCC 9030) Candida
krusei, (ATCC 6258) Candida parapslosi$ATCC 22019) Candida tropicalis(ATCC
760) e Cryptococcus neoforman@ATCC 32045) disponiveis no Nucleo do Hospital
Universitario, Divisdo de Farmacia-Bioquimica, Seda Analises Clinicas - UFMS.

Para a deteccdo de atividade antifungica dos exteatompostos isolados de
O. acutifoliautilizou-se a técnica da microdiluicdo, de acordmanetodologia descrita na
literatura (CLSI, 2002; MITSCHER, 1972).

As solucdes-estoque das amostras foram solubibzadacaso de extratos, em
meio de cultura Sabouraud e no caso de substgmeias, em meio RPMI-1640 liquido
(com glutamina, sem bicarbonato de sodio e contautir de vermelho de fenol). O meio
RPMI-1640 foi tamponado a pH 7,0 + 0,1, em tempeeatle 25 °C, com uma solucao
tampao de MOPS [&cido 3-(N-morfolino) propanosutéh numa concentracdo final de

0,165 mol/L, pH 7,0. A padronizacéo do in6culorealizada de acordo com o Método de
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Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo partarieacdo da Sensibilidade de
Leveduras a Terapia Antifingica (CLSI, 2002).

Os testes (diluicdes) foram realizados em tripicatendo a Concentragcao
Inibitéria Minima (CIM) estabelecida como a menancentracdo capaz de inibir o
crescimento fungico. Como controle padrao utilizeuws antimicrobiano anfotericina B.

Foram testados os extratos alcal6idico das folhasarolicos das folhas e
cascas do caule e também as substancias (+)+thee(i), (+)-ocoteina ), (+)-6SN-
oxido dicentrina %), (+)-6S-N-6xido ocoteina 1), (+)-6R-N-O0xido ocoteina §), (+)-

leucoxina 9), (+)-norocoxilonina1l), talicminina (7) e (+)-palidina 18).
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4.6- ESPECIFICACAO DOS MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTI LIZADOS

As folhas e cascas do caule@eacutifoliaforam moidas em moinho de facas
tipo Wiley.

Foram utilizados para extracdo, particdo por sobsene técnicas
cromatograficas (com excecdo CLAE) solventes de §aA. (Vetec, QM, Synth). No
caso de CLAE foram empregados solventes de grawatografico (Tedia).

Nas separacOes cromatograficas foram utilizados:

- gel de silica do tipo 60, particulas de 63-200 e 40-63um (Merck ou
Aldrich) e Sephadex LH-20, particulas de 25-108 (Sigma), para cromatografia em
coluna.

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

Nas separagdes por CLAE foram utilizadas:

- bomba ternaria Shimadzu LC 6AD, com detector USi&l variavel
Shimadzu SPD 6AV, para condi¢cdes analiticas e peeparativas.

- coluna de fase reversa C-8 (base silica deraddizcom octilsilano), com
particulas de 100 A de poro e didmetro médio ¢en5 dimensdes de 4,6@ x 250 mm
(analitica) e 20 x 250 mm (semi-preparatiRdnomenex Lufa

- coluna de fase reversa C-18 (base silica dexa@di com octadecilsilano),
com particulas de 108 de poro e diametro médio deum, dimensdes de 4,60 x 250 mm
(analitica) e 140 x 250 mm (semi-preparativa) [Pnesnex_una).

A revelacao dos cromatogramas foi feita atravéssfgecao a luz UV (monitor
UV de mao, modelo UVGL-25, UVP inc. com lampadaadBlay de 254 e 366 nm) em
camara escura e empregando-se solucao a 2% dm sidfeco em HSO, 2N ou reagente
de Dragendorff com acido tartarico (WAGNER et 2084).

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

Os espectros de RMMH e **C (uni- e bidimensionais) foram registrados em
espectrémetro Bruker DPX-300 (300 e 75 MHz). Cosferéncia interna foram utilizados
os sinais relativos ao hidrogénio residual do sukepara RMN'H e do solvente e/ou
tetrametilsilano (TMS) para RMKC. Os solventes deuterados empregados foram £DCI
CDsOD e acetonas das marcas Merck e CIL (Cambridge Isotope Laboegtpr
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Os espectros na regido do infravermelho foram obtein espectofotdmetro
Bomem-Hartmann & Braum, modelo Michelson MB Serl€E;IR, utilizando-se pastilha
de KBr, em janelas de NaCl.

Os espectros de massas de alta resolucdo (HRESIS)Skdviam obtidos na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo/B&P-SP em aparelho Ultro TOF-
Q, com ionizacao por eletrospray e condigbes EfB (+).

Os espectros de absorcdo na regido do Ultravidietam obtidos em

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

* (+)-dicentrina () CyoH2104N

Solido amorfo amarelo

[a]p = + 44,0 (CHC, ¢ 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 B) Cp1H2305N

Solido amorfo amarelo

[a]p = + 28,0 (CHG, ¢ 0,00045)

Lit: [a]p = + 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 8) C;0H1604N

Solido amorfo amarelo (Mistura)

[a]p = + 14,0 (CHG, ¢ 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) C,oH21:05N

Solido amorfo amarelo (Mistura)

[a]p = + 14,0 (CHG, ¢ 0,0003)

Lit: [a]p = + 16,4 (CHC4, ¢ 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

* (+)-6SN-0xido dicentrina$) CyoH210sN

Solido amorfo amarelo

[a]p = + 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) Amax (log €): 226 (4,84), 269 (4,70), 308 (4,50) nm

IV (Vmaxcm®): 3417, 2921, 1643, 1517, 1455, 1430, 1110, 1060
HRESIMSm/z 356,1492 [M+H] (calculado para £gH2,0sN m/z 356,1498)

* (+)-6R-N-0xido dicentrina) CyoH2:0sN
Solido amorfo amarelo

[a]p = + 16,9 (MeOH¢ 0,00045)

RMN de'H: Espectro 40, tabela 17
RMN de'®C: 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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* (+)-6SN-0xido ocoteina®) Cy1H2306N

Solido amorfo amarelo

[a]p = + 35,0 (MeOH¢ 0,001)

RMN de'H: Espectro 51, tabela 19

RMN de'®C: Espectro 52, tabela 19

DEPT 135°: Espectro 53

HSQC: Espectro 54, tabela 20

HMBC: Espectros 55-57, tabela 20

NOESY: Espectro 58

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

IV (Vmaxcm®): 3404, 2941, 1626, 1510, 1458, 1434, 1339, 12030
HRESI-MSm/z 420,1249 [M+Cl] (calculado para £H,30sNCI m/z 420,1215)

* (+)-6R-N-0xido ocoteinag) C,1H2306N

Solido amorfo amarelo

[a]p = + 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

v (vmaxcm'l): 3411, 2933, 1635, 1517, 1458, 1407, 1340, 12518.

* (+)-leucoxina 9) Cy1H230sN

Solido amorfo amarelo

[a]p = + 38,5 (MeOH¢ 0,0004)

Lit: [a]p = + 83° (EtOHc 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

HMBC: Espectros 72-74, tabela 24
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* (+)-ocoxilonina (L0) C,1H2306N

Solido amorfo amarelo

[a]p = + 22,0 (MeOH¢ 0,0005)

Lit: [a]p = + 45,0 (CHCJ) [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 1) CyoH2106N

Solido amorfo amarelo

[a]p = + 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) Amax (log €): 226 (4,12), 267 (3,95), 289 (3,80) nm

IV (Vmaxcm®): 3410, 2924, 2854, 1636, 1458, 1362, 1090
HRESI-MSm/z 372,1424 [M+H] (calculado para £gH2,0sN m/z 372,1446)

* (+)-neolitsina 12) CygH1704N

Solido amorfo amarelo

[a]p =+ 27,0 (MeOH¢ 0,0005)

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

RMN de'®C: Espectro 93, tabela 29

HSQC: Espectros 94 e 95, tabela 30

HMBC: Espectros 96 e 97, tabela 30

* (+)-isodomesticinai3) CigH100sN

Sélido amorfo amarelo
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[a]p = + 37,5 (MeOHg 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 @4) CpH270sN

Solido amorfo amarelo

[a]p = + 66,0 (MeOH¢ 0,0006)

Lit: [a]p = + 66,9 (EtOH¢ 1,42) [UMAROV 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-metillaurotetaninal(s) CyoH2304N

Solido amorfo amarelo (Mistura)

[a]p = + 44,2 (MeOHg¢ 0,0005)

Lit: [a]p = + 88,0 (CHCY, ¢ 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) CyoH2304N

Solido amorfo amarelo (Mistura)

[a]p = + 44,2 (MeOH¢ 0,0005)

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

RMN de'®C: Espectros 117-119, tabela 37

DEPT 135°: Espectro 120
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HSQC: Espectros 121-123, tabela 38
HMBC: Espectros 124-128, tabela 38
NOESY: Espectros 129 e 130

* talicminina (17) CooH1506N

Solido 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) C10H21:04N

Solido amorfo verde

[a]p = + 35,8 (MeOH¢ 0,00053)

Lit: [a]p = - 32,0 [KAMETANI et al., 1969]
RMN de'H: Espectro 139, tabela 41
RMN de'®C: Espectro 140, tabela 41
DEPT 135°: Espectro 141

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

* kaempferol-30-a-L-ramnopiranosidedl)
Solido 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 R0)
Oleo levemente amarelo
RMN de'H: Espectro 156, tabela 44
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RMN de'®C: Espectro 157, tabela 44
DEPT 135°: Espectro 158

* 3-(6’-O-acil-O-3-D-glucopiranosil)-sitosterol()
Solido amorfo incolor

RMN de'H: Espectro 159, tabela 45

RMN de'*C: Espectro 160, tabela 45
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

As substancias isoladas neste trabalho foram @btidaextrato alcaloidico das
folhas e das cascas do caule e das fases hexaeitaazetato de etila, resultantes da
particdo do extrato etandlico das folhasQleacutifolig através da utilizacdo de técnicas
cromatograficas descritas na parte experimentgplit(da 4).

A determinacdo estrutural das substancias foi afietlcom base em dados
espectroscopicos de IV, UV, RMNH e '°C (DEPT 1359, incluindo técnicas
bidimensionais homo e heteronucleares (COS¥'H, NOESY, HSQC e HMBC), dados
de EM e valores de rotacdo optica; no caso dagédiss conhecidas a identificacao
também foi realizada por comparacdo dos dados tegjgecbtidos com os disponiveis na
literatura.

A discusséo relativa a determinagdo estrutural sildxstancias obtidas sera
conduzida independente da ordem de obtencdo dasasea partir do fracionamento dos
extratos das folhas e cascas do caule.

Neste capitulo também serdo apresentados os remittatidos das avaliages
das atividades citotdxica, genotdxica e antifungiealizadas com os extratos, misturas

e/ou substéancias puras.
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5.1- Alcaloides aporfinicos

Através do estudo quimico @& acutifoliaforam isolados dezessete alcaloides

isoquinolinicos com esqueleto aporfinico. Destanfgralguns aspectos gerais dessa classe

serdo apresentados, a fim de esclarecer dadoam&ds\para a elucidagéo estrutural destes

Ccompostos.

Esqueleto basico de alcaloides aporfinicos

Os alcaloides aporfinicos sao invariavelmente gulidds no anel A, em C-1 e
C-2 podendo ocorrer também substituicio em C-3.aNel D, as substituicbes mais
comuns ocorrem em C-9, C-10 e também em C-11, spuielmdo € comum a substituicao
em C-8. Em geral, esses substituintes sdo oxigengdesenca de hidroxilas ou
metoxilas), uma vez que esses compostos sdo hmissados a partir de alcaloides
benziltetraidroisoquinolinicos via acoplamentosdativos vide item 2.2 (SHAMA, 1972;
CAVE et al., 1987).

Com relacdo as caracteristicas espectroscopicaalcalsides aporfinicos, a
anélise espectral de RMMI, principalmente nas regides referentes a hidiogée anel
aromatico § 6,50 a 8,50) e metoxilas aromaticas %,50 a 4,00), pode fornecer
informacdes que permitem definir o padréo de suiigdio do alcaloide.

Assim, o sinal de H-3 se apresenta, em geral, ammgingleto entré 6,40 e
6,70 e o0 de H-11 ent7,50 e 8,20, sendo que este ultimo € influencpeda presenca de
substituintes em C-10 e C-1. Os hidrogénios H-8, &é1H-10 normalmente ocorrem entre
0 6,70 e 7,40 e os alifaticos apresentam-se, comigmenmo multipletos entr@ 2,00 e
4,00.
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As metoxilas presentes nos anéis A e D ocorrene én8,80 e 4,00, com
excecdo das localizadas em C-dB60 e 3,80) e em C-1 (mais protegida, ocorremdi® e
03,40 e 3,70).

Os hidrogénios ndo equivalentes do grupo dioxidibemet quando este
encontra-se posicionado no anel A (C-1/C-2 e C3/& no anel D (C-10/C-11),
geralmente originam dois dubletos (diferenca de lodamento quimico de
aproximadamentd 0,15 e constante de acoplamento de 1,5 Hz) B0 e 6,10. No caso
de estar localizado em C-9/C-10 (anel D), os sidass hidrogénios apresentam-se como
um singleto ou dubletos com deslocamentos quimmago proximos (diferenca de
deslocamento quimico de aproximadamente 0,05 pprpeo ded 5,95.

O grupo N-CH, quando presente, apresenta-se como um singlewdeb,40
e 2,50, entretanto em alcaloidésoxidos o deslocamento é em torno 8e3,20
(GUINAUDEAU et al., 1988; GUINAUDEAU et al., 198&%UINAUDEAU et al., 1979;
GUINAUDEAU et al., 1975; SHAMA, 1972).

Nos espectros de RMN’C destes compostos, o sinal referente a C-4 é
observado entré 28,0 e 30,0, ja os de C-5, C-6a e C-7 apresen&siochmentos em
torno ded 43,0; 53,0 e 37,0, respectivamente. Porém, quaada ocorréncia de metila
ligada ao nitrogénio, os carbonos C-5 e C-6a softesprotecao (efeif), sendo os sinais
observados em 53,0 (C-5) e 62,0 (C-6a), enquanto que C-7 sdigoey de protecao
originando um sinal em torno @4,0.

Os carbonos dos anéis aromaticos A e D adjacemisscarbonos com
substituintes oxigenados apresentam valores deaesento quimico entrd 105,0 e
115,0, enquanto que os valores observados na rdgi&@55,0 e 130,0 séo referentes aos
carbonos com substituintes oxigenados.

O sinal do carbono do grupo dioxidometileno (préser anel A e/ou D) é
observado em torno del100,0 e do grupo G&N entred 40,0-43,0, porém erfN-6xidos é
observado entré 48,0 e 58,0. Os sinais dos carbonos dos gruposxiheds podem ser
observados entr@ 59,0 e 61,0 od 55,0 e 56,0 (GUINAUDEAU et al., 1988; CASSELS
et al., 1987; GUINAUDEAU et al., 1983; MARSAIOLI ai., 1979; GUINAUDEAU et
al., 1979; GUINAUDEAU et al., 1975).
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5.1.1- Identificacao de (+)-dicentrina (1)

Das fracies OAF-ALC (A 4, B 2, C 4/6, D 3) e OAC-R&7, B.5)
provenientes dos fracionamentos cromatograficoegtratos alcaloidicos das folhas e das
cascas do caule e das fracdes OAF (C 4/8, A 8) E-B&(B 3, F.7/8, K.7, L.22), obtidas
dos fracionamentos cromatograficos das fases hex@niacetato de etila das folhas foi
isolado o alcaloidé (itens 4.2.2; 4.3.2; 4.3.4 € 4.4.2).

O espectro de RMNH (Espectro 1, tabela 6) apresentou trés singletos
regido de hidrogénios de anel aromatico &,76 e 7,64, atribuiveis a H-8 e H-11,
respectivamente e e 6,50 referente a H-3, além de dois singletos Bynd 5,91 e
6,06 indicativos de hidrogénios de um grupo diomidtleno presente no anel A.

Apresentou ainda, um singleto e 2,53, atribuido a uma metila ligada a
nitrogénio e mais um singleto largo én8,90, referentes a duas metoxilas ligadas a anel
aromatico. Estes dados sugeriram qugossuia um esqueleto do tipo aporfinico com a
auséncia de um grupo metoxila em C-3, uma vez @jusbtervado o singleto na regido de
0 6,50 correspondente a H-3.

O espectro de RMN°C (Espectro 2, tabela 6) evidenciou sinais pargevin
carbonos. Com base nas correlacdes presenteseniredgSQC (Espectro 3, tabela 7), foi
feita a correspondéncia entre os hidrogénios eeas sespectivos carbonos e aquelas
absorcdes foram entdo atribuidas a nove carbortoasdebstituidos, sendo quatro
indicativa de carbonos de anel aromatico oxigenddo%41,8; 146,6; 147,7 e 148,3),
quatro carbonos metilénicos &R9,2; 34,2; 53,6 e 100,6, sendo esta ultima veladD

grupo dioxidometileno (OCHD), quatro carbonos metinicos, sendo trés de aoeiéico
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em o 106,8, 110,6 e 111,3, uma metila ligada a nitragé@am & 43,9 e metoxilas,
observadas el 55,9 e 56,2.

No experimento HMBC (Espectros 4-6, tabela 7), poissivel observar
correlagbes do tipdJ entre H-3 e C-45(29,2), H-8 e C-7d 34,2) e H-11 e C-11b(
116,6), como também correlagdes dos hidrogéniosnetaxilas sobrepostas eén8,90 Oc
55,9 e 56,1) com os respectivos carbonosde7,7 (C-9) e 148,3 (C-10) evidenciando
assim a presenca de metoxilas em C-9 e C-10 eugho giioxidometileno em C-1/C-2.

Em alcaloides aporfinicos, a rotacdo Optica esipecifia raia D do sodio
determina a configuracdo absoluta do centro eggéreco do C-6a, pois 0S compostos
dextrogiros tém configuraci®)(e os levogirosR) [CAVE et al., 1987] o valor de]p =
+44,0 (CHC4, ¢ 0,0007) encontrado pafladeterminou, portanto, a configuracdo do C-6a
como send&

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

Esta substancia foi isolada anteriormente de ogspécies do génefacotea
(ZANIN & LORDELLO, 2007; GARCEZ et al.,, 1995; VECQGHTTI et al., 1979;
VECCHIETTI et al., 1977; CAVA et al., 1968; GOODW!Iet al., 1960), havendo na
literatura inUmeros relatos sobre atividades bickigydeste alcaloide, tais como citotdxica
frente a diferentes linhagens de células humanasorais, antifUngica e anti-
topoisomerase | e Il (HOET et al., 2004; MORTEZAMBEANI, 2003; STEVIGNY,
2002; WOO et al, 1999; HUANG et al., 1998; KONDak, 1990; LIOU et al., 1979).
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Tabela 6- Dados de RMRH e *C (300/75 MHz, CDG) de 1 e do alcaloide (+)-
dicentrina citado na literatura (MA et al., 200800/125 MHz, CDG]

(1) (1) Literatura
C/H 31 3'H [m, J (H2)] 3% 3'H [m, J (H2)]
1 146,6 - 146,2 -
141,8 - 141,4 -
3 106,8 6,50 s 106,2 6,51 s
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 dl (10,0)
7 34,2 3,05 m (Heq) 33,8 3,07 dd (15,0; 4,5)
2,63 tl (15,0 Hax) 2,67 dd (15,0; 10,0)
7a 128,4 - 128,2 -
8 111,3 6,76 s 111,2 6,79 s
9 147,7 - 147,5 -
10 148,3 - 148,2 -
11 110,6 7,64 s 110,4 7,63 s
11a 123,6 - 123,1 -
11b 116,6 - 116,2 -
11c 126,5 - 126,3 -
N-CHs 43,9 2,53s 43,3 2,58s
9-OCH; 55,9 3,90 s 55,4 3,93s
10-OCH 56,1 3,90 s 55,6 3,93s

OCH,O 100,6 5,91 sl; 6,06 sl 100,4 5,935;6,05s
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Tabela 7- Correlagbes observadas nos espectros HSQUBC del (300/75 MHz,

CDCl)
HSQC (1) HMBC (1)
C/H dC 3'H (m) (H-C)
3 106,8 6,50 s C-1, C-2, C-3a, C-4
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 (Heq) C-11a, C-11c
2,63 tl (15,0 Hax) C-7a
8 111,3 6,76 s C-7, C-9, C-10, C-11a
11 110,6 7,64s C-7a, C-9, C-C-10, C-11b
N-CH; 43,9 2,53s C-5, C-6a
9-OCHs 55,9 3,90 s C-9
10-OCH 56,1 3,90s C-10
OCH,0  100,6 5,91 sl; 6,06 sl C-1,C-2
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5.1.2- Identificacdo de (+)-ocoteina (2)

O alcaloide2 foi obtido das fragdes OAF-ALC (A 4, B 1, C 4/6DAC-A (6,

B.3, B.7, D.5) a partir dos fracionamentos cromaifigos dos extratos alcaloidicos das
folhas e cascas do caule e das fragcdes OAF (CA438, OAF-Ac (B.3, E.3, F.7/8, K.7, e
L.22), provenientes dos fracionamentos cromatogpafdas fases hexanica e acetato de
etila das folhas (itens 4.2.1; 4.3.1; 4.3.3 e 3.4.1

No espectro de RMNH de 2 (Espectro 7, tabela 8), sinais relativos a
hidrogénios de anel aromatico foram observadosoodois singletos largos en6,87 e
7,59. Este espectro apresentou também dois siagietod 5,94 e 6,08 referentes aos
hidrogénios do grupo dioxidometileno presente nel Ane ainda mais trés singletos ém
3,77, 3,80 e 3,95 referentes a metoxilas em anel&@ico. Além desses, foram observados
sinais correspondentes a hidrogénios alifaticostagdando-se um singleto ein 2,43
atribuido a metila ligada a N.

O espectro de RMN®C (Espectro 8, tabela 8) mostrou sinais para vinte
carbonos. Com auxilio das informacfes presentesspectro DEPT 135° (Espectro 9)
estes sinais foram atribuidos: - a dez carbonamstibstituidos, dos quais cinco
apresentaram valores de deslocamento quimico comjsatcom carbonos de anel
aromatico oxigenadad(135,0; 139,3; 143,5; 148,1 e 148,5) - quatro aasbametilénicos
em?d 23,6; 53,2; 33,8 e 100,8, este ultimo referenteaabono do grupo dioxidometileno -

trés carbonos metinicos, sendo dois de anel aroon@d 111,2 e 112,2, trés metoxilas
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em o 55,3; 55,6 e 58,8, este ultimo sugestivo de mktaesgtericamente impedida e uma
metila ligada a N em 43,3.

Estes dados, ao serem comparados com os do aécdloiddicaram que a
diferenca estrutural entre os dois compostos eesidicamente na presenca da metoxila
em C-3 no alcaloid@. Esta proposta péde ser confirmada pela auséoncgndleto ad
6,50 atribuivel a H-3 e pela auséncia do sinaldeh®6,8 atribuido a C-3 erh Foram
observados ainda efeitos de protecéo de C-2, CQ@dl &b, assim como de C-4 €n
compativeis com a presenca da metoxila em C-3.9deotro HSQC (Espectro 10, tabela
9), o sinal relativo aos hidrogénios desta metofdl®,95) apresentou correlagdo com o
sinal a6 58,8.

No espectro HMBC (Espectros 11-15, tabela 9) tamfmémpossivel constatar
a presenca da metoxila em C-3, através da obserdmc@éma correlacdo intensa entre o
sinal emd 3,95 e 0 de C-3&139,3, cuja atribuigao foi confirmada pela corgélmacom H-

4 (tipo3J).

A atribuicdo inequivoca dos valores de deslocameguatmico para os demais
carbonos de, principalmente os valores relativos as metoxilaisrealizada com auxilio
das informacdes fornecidas pelos espectros HSQCHMBC.

Os dados espectrais de RMN e '°C, aliados aos valores positivos de rotagéo
Optica +28,0 (CHG| c 0,00045) encontrados pa2aforam compativeis com os descritos
na literatura para o alcaloide aporfinico (+)-otmte (GUINAUDEAU et al., 1975;
GUINAUDEAU et al., 1979).

O isolamento deste alcaloide ja foi relatado emasaespécies de plantas,
incluindo trés pertencentes ao gén@aotea(ZANIN & LORDELLO, 2007; GARCEZ et
al., 1995; VECCHIETTI et al., 1979; AHMAD & CAVA,977; VERNENGO et al., 1957,
JACOBUCCI et al., 1954).

A literatura relata também atividades antineoptstontra células KB
(WRIGHT et al., 2000) e anti-agregante plaguetpasa este alcaloide (CHANG et a.,
1968).
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Tabela 8- Dados de RMM e **C (300/75 MHz, acetonds) de 2 e do alcaloide (+)-
ocoteina citado na literatura (GUINAUDEAU et al.97b) [60 MHz, CDC],
(GUINAUDEAU et al., 1979) [15 MHz, CDG]

(2) (2) Literatura
C/H 3% 3H [m, J (H2)] 5% 3'H [m, J (HZ)]
143,5 - 143,2 -
135,0 - 134,8 -
139,3 - 139,1 -
3a 119,3 - 119,1 -
23,6 2,66 m (Ha; Hb) 23,6 nc
53,2 3,01m (Ha) 53,2 nc
2,30 m (Hb) -
6a 62,6 2,92m 62,3 nc
7 33,8 3,11 dd (15,0; 3,0 Heq) 34,1 nc
2,43 m (Hax) -
7a 128,1 - 127,4 -
8 112,2 6,87 s 1111 6,74 s
148,5 - 147,5 -
10 148,1 - 147,5 -
11 111,2 7,59 s 110,0 7,57s
1lla 123,6 - 123,5 -
11b 111,2 - 110,4 -
1lic 127,9 - 127,4 -
N-CHs 43,3 2,43 s 41,9 2,52s
3-OCH; 58,8 3,95s 59,3 3,97 s
9-OCH; 55,6 3,80s 56,0 3,80s
10-OCH 55,3 3,77 s 55,8 3,80s
OCHO 100,8 5,94 sl; 6,08 sl 100,4 5,92d (1,5); 6,@2,8)

nc: ndo citado na referéncia
valores que podem estar trocados
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Tabela 9- Correlagbes observadas nos espectros HSQUIBC de2 (300/75 MHz,

acetonade)
HSQC (2) HMBC (2)
C/H dC 3'H (m) (H-C)
23,6 2,66 m (Ha; Hb) C-3, C-3a, C-5, C-11c
53,2 3,01m (Ha) -
2,30 m (Hb) C-6a
6a 62,6 2,92 m -
7 33,8 3,11 dd (15,0; 3,0 Heq) C-6a, C-8, C-1141C-
2,43 m (Hax) C-8, C-11c
8 112,2 6,87 s C-7, C-7a, C-9, C-10, C-11a,
11 111,2 7,59 s C-7a, C-9, C-10, C-11a, C-11b
N-CH;s 43,3 2,43 s C-5, C-6a
3-OCH; 58,8 3,95s C-3
9-OCH; 55,6 3,80s C-9
10-OCH; 55,3 3,77s 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- Identificacdo de (+)-nordicentrina (3) e (*O-metilcassifilina (4)

Da Fracdo OAF-ALC F 6 originada a partir dos fraementos
cromatograficos do extrato alcaloidico das foll@mrh obtidos3 e 4 em mistura numa
proporcdo de aproximadamente 1:1 (item 4.2.2.7alcloide 4 foi obtido ainda em
mistura coml e 2 da fracdo OAC-A-B.7 proveniente dos fracionamemtasnatograficos
do extrato alcaloidico das cascas do caule (itédn2.4).

Os dados espectrais de RMN e **C de3 e 4 mostraram-se semelhantes aos
del e 2, respectivamente, indicando que estas substaaodsem eram alcaloides do tipo
aporfinico, onde 3 diferia de 1 e 4 diferia de 2regs pela auséncia do grupo metila ligado
no nitrogénio.

Assim, o espectro de RMNH (Espectros 13 e 14, tabelas 16 e 17) apresentou
trés singletos em 6,59; 6,89 e 7,69, atribuidos respectivamente3d H-8 e H-11 de,
como também dois singletos en 6,87 e 7,62 atribuidos a H-8 e H-11 dge
respectivamente. Também foram observados nestetesgeis singletos largos edb,96
e 6,09 referentes aos hidrogénios do grupo dioxadibeno presente no anel A das duas
substancias, além de singletos &®,84 e 3,87 atribuidos as metoxilas3de emd 3,84;
3,85 e 4,03 atribuidos as deA nao observacao de singletos na regiad @gl0 indicou,
portanto, a auséncia do grupo N-{Jt4 estrutura dos dois compostos.

Nos espectros de RMNC e DEPT 135° (Espectros 18-23, tabelas 10 e 12),
foram observados sinais dos carbonos metilénicgsadeis B e C entré 22,9 e 35,4,

sinais de carbonos metinicos na regido ebttd2,0 e 113,0 relativos a C-8 e C-11 dos
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anéis D, como também sinais relativos as metoxlase o 56,7 e 60,0 para os dois
compostos. Ndo foram observados sinais referentesetias em torno de& 43,0,
evidenciando entéo, a auséncia de metilas ligad@asogénio em ambos 0s compostos.

Os dados espectrais de RMM obtidos para3 mostraram-se bastante
semelhantes com aos descritos na literatura pateatoide aporfinico (+)-nordicentrina
(GUINAUDEAU et al., 1979). Na literatura ha relatdss valores de RMNC para o (-)-
nordicentrina (GUINAUDEAU et al., 1994) os quaisregentaram uma boa correlacéo
com os de.

J& para o alcaloidé os dados de RMRH apresentaram uma boa correlagéo
com os relatados na literatura para o alcaloideOn)etilcassifilina (GUINAUDEAU et
al., 1975), enquanto que os de RMIS estdo sendo relatados pela primeira vez. Osssinai
relativos aos carbonos deforam definidos ap6s eliminagéo no espectro de RfINdos
sinais referentes aos do alcalo&le

As atribuicOes dos valores de deslocamento quipaca os carbonos ee 4,
foram também confirmadas pelas correlacfes presapngeespectros de HSQC (Espectros
24-26, tabelas 11 e 13) e/ou HMBC (Espectros 27t80elas 11 e 13). No espectro
HMBC foi possivel observar pa#y correlacoes entre H-& (6,87) ligado ao carbono
correspondente ao sinal ém.12,9 e os carbonos C-7al27,3) e C-11a)124,8) e entre
H-11 ® 7,62) ligado ao carbono referente ao sinal&fil2,1 e os carbonos C-7a (
127,3) e C-11bd 111,9), além de constatar a presenca da metaxil&-6, através da
observacdo de uma correlagéo intensa entre oesmal,03 e o de C-3a@141,0.

O sinal da rotacdo 6ptica da mistura3de4 [a]p = + 14,0 (CHC, ¢ 0,0003),
indicou que estes alcaloides s&do dextrorrotatoreEsdo indentificados como (+)-
nordicentrina e (+@-metilcassifilina.

Estes alcaloides ja foram isolados previamente udea® espécies vegetais,
inclusive de plantas do géner@®cotea (GARCEZ et al, 1995, CAVA &
VENKATESWARLU, 1971).
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Tabela 10- Dados de RMRH e **C (300/75 MHz, CBOD) de3 e do alcaloide (+)-
nordicentrina citado na literatura (GUINAUDEAU dt,a979) [60MHz, CECOOH],
(GUINAUDEAU et al., 1994) [15 MHz, CD@]

3) (3) Literatura
C/H 3% 3'H [m, J (Hz)] 5% 3'H [m, J (HZ)]
143,7 - 141,6 -
149,1 - 146,6 -
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 43,4 3,60-3,48 m (Ha) 43,1 nc
3,22-3,02 m (Hb)
6a 54,6 4,12-4,06 m 53,5 nc
7 35,4 3,02-2,94 m (Ha) 36,4 nc
2,89-2,71 m (Hb)
7a 128,1 - 127,9 -
112,9 6,89 s 111,0 6,72's
150,2 - 148,1 -
10 149,4 - 147,5 -
11 112,5 7,69's 110,5 7,65s
1la 1248 - 123,5 -
11b 117,4 - 116,2 -
11c 1247 - 127,0 -
9-OCH; 56,5 3,87s 55,8 3,88s
10-OCH; 56,5 3,84s 56,0 3,90 s
OCH,O0 1024 5,96 sl; 6,09 sl 100,5  5,90d (1,3); 6,@4a,8)

nc: ndo citado na referéncia
valores que podem estar trocados
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Tabela 11- Correlagbes observadas nos espectro€ HSQMBC de3 (300/75 MHz,

CD;0D)
HSQC (3) HMBC (3)
C/H dtC 3H (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
11 112,5 7,69s C-7a, C-9, C-10, C-11b
9-OCH; 56,5 3,87s c-9
10-OCH 56,5 3,84s C-10
OCH,O0 1024 5,96 sl; 6,09 sl C-1,C-2
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Tabela 12- Dados de RMNH e **C (300/75 MHz, CBOD) de4, dados de RMN®C (75
MHz, acetonad) de 2 e do alcaloide (+P-metilcassifilina citado na literatura
(GUINAUDEAU et al., 1975) [60 MHz, CD@]

(4) (2) (4) Literatura
C/H 3% 3H [m, J (H2)] 51 3'H [m, J (HZ)]
145.4 - 143,5 -
137,0 - 135,0 -
141,0 - 139,3 -
3a 118,9 - 119,3 -
4 22,9 2,84 m (Ha, Hb) 23,6 nc
43,1 3,60-3,48 m (Ha) 53,2 nc
3,22-3,02 m (Hb)
6a 54,6 4,12-4,06 m 62,6 nc
7 35,3 3,02-2,94 m (Ha) 33,8 nc
2,89-2,71 m (Hb) -
7a 127,3 - 128,1 -
8 112,9 6,87 s 112,2 6,73 s
9 149,7 - 148,5 -
10 149,4 - 148,1 -
11 112,1 7,62's 111,2 7,61s
11a 124,8 - 123,6 -
11b 111,9 - 111,2 -
11c 125,7 - 127,9 -
N-CHs - - 43,3 -
3-OCH; 60,0 4,03 s 58,8 3,995
9-OCH; 56,7 3,85s 55% 3,89s
10-OCH; 56,7 3,84s 55%3 3,89s
OCH,0 102,4 5,96 sl; 6,09 sl 100,8 5,92s;6,02s

nc: ndo citado na referéncia
valores que podem estar trocados
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83

Tabela 13- Correlagbes observadas nos espectro€ HSQMBC de4 (300/75 MHz,
CDs0D)

HSQC (4) HMBC (4)
C/H dC 3'H (m) (H-C)
4 22,9 2,84 m (Ha, Hb) -
5 43,1 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
11 112,1 7,62's C-7a, C-9, C-10, C-11a, C-11b
3-OCH; 60,0 4,03 s C-3
9-OCH; 56,7 3,85s C-9
10-OCH; 56,7 3,84s C-10
OCH,0  102,4 5,96 sl; 6,09 sl

C-1,C-2
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5.1.4- Identificacdo de (+)-6-N-0xido dicentrina (5)

O alcaloide5 foi obtido da fragdo OAF-ALC G 6 originada a partios
fracionamentos cromatograficos do extrato alcatoidlas folhas e das fragcbes OAF-Ac
(B.13, 1.4/1.5 e M.15) provenientes dos fracionatosrcromatograficos da fase acetato de
etila das folhas (itens 4.2.2.8; 4.3.4.1.3; 4.3/4e24.3.4.4).

O espectro de massas de alta resolucd (Eespectro 39) apresentou um ion
[M + H]" am/z356,1492, compativel com a formula moleculggHz,0sN.

O espectro de RMRH de5 (Espectro 31, tabela 14) apresentou sinais bastant
semelhantes aos observados no espectr@, dedicando ques possuia um esqueleto
aporfinico com os mesmos substituintes presentele hoA principal diferenca residia no
valor de deslocamento quimico do sinal relativoHz-@ de5 (6 3,19), enquanto que no
espectro dé este foi observado edn2,53.

Nos espectros de RMNC e DEPT 135° (Espectros 32 e 33, tabela 1% ele
1 as principais diferencas foram observadas nosraslde deslocamento quimico dos
carbonos dos anéis B e C (particularmente osvetatos carbonos C-5 e C-6a, 0s quais
apresentaram uma desprotecdo superior a 10 ppmsma em d 48,3, este referente a
metila ligada ao nitrogénio, cuja correlagao cosinal ad 3,19 foi observada no espectro
HSQC (Espectro 34, tabela 16). No espectro de Rf@Nde1 este sinal se apresentou em
0 43,9.

Estas alteracdes nos deslocamentos quimicos dosncar dos anéis B e C,
particularmente, as desprotecdes de C-5 (+12,8 pptaba+11,9 ppm) e as protecdes de
C-4 (-2,0 ppm) e C-7 (-6 ppm) quando comparados @smel e ainda a desprotecdo em
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torno de 5,0 ppm da metila ligada ao nitrogénio traoam-se compativeis com a
quaternizacdo do nitrogénio (MARSAIOLI et al., 1979

Desta maneira, a diferenca estrutural entre osoades5 e 1 seria a presenca
de uma funcdoN-6xido no esqueleto dé&. O valor do deslocamento quimico dos
hidrogénios da metila ligada ao nitrogén3(19) corroborou com esta proposta.

Estas informacgdes indicaram que o alcalotdératava-sede um N-6xido
dicentrina.

No espectro HMBC (Espectro 35 e 36, tabela 16)nfiavaservadas correlagbes
intensas do tipdJ entre os hidrogénios daquela metila {0 e os carbonos $66,4) e
6a © 74,3) e também entre H-8 6,51) e os carbonos C-11&121,3) e C-4g 27,3), H-8
(6 6,80) e os carbonos etn28,3 (C-7) e emd 122,4 (C-11a) e entre H-1& 7,60) e os
carbonos em 125,3 (C-7a) e ed 117,1 (C-11b).

O sinal positivo da rotacdo especificadfa]p = +32,5 (MeOH,c 0,0008),
determinou a configuracdo absoluta de C-6a comdos8r(CAVE et al., 1987). Esta
informacdo, aliada as correlagbes espaciais evatdgs no espectro NOESY de
(Espectros 37 e 38), tais como: entre o hidroggrseudo-axialé 4,54 (H-6a) e os
hidrogénioss 3,69 (H-7eq) & 3,68 (H-5b), indicando uma relacdgnentre eles e entre os
hidrogénios da metila (pseudo-axial) ligada acog#nio e o hidrogénio etin3,88 (H-5a),
indicando que ambos estdo do mesmo lalo),( porém anti ao H-6a, definiram a
orientacad3 do grupo metila ligado ao nitrogénio e consequeatée uma orientacam
para o oxigénio da funcad-oxido.

Assim, a estrutura do compostofoi definida como sendo (+)-68-6xido
dicentrina.

Os dados de RMRH e **C desta substancia apresentaram uma boa correlacéo
com os descritos na literatura par&-@xido dicentrina obtido como produto de sintese
(GUINAUDEAU et al., 1994) e d©cotea puberuldZANIN & LORDELLO, 2007). No
entanto, € importante mencionar que para o isorfendgiro previamente sintetizado
(GUINAUDEAU et al., 1994) a configuracdo do centedxido nédo foi determinado e
para N-0xido dicentrina obtido a partir d®cotea puberula(ZANIN & LORDELLO,
2007), nenhuma informacéo foi fornecida sobre arstecdo especifica e orientacdo do
grupoN-metila.

Portanto, o isolamento de (Nyoxido dicentrina apresentando a configuracdo
6S para oN esta sendo descrita pela primeira vez.
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Embora ocorra em espécies de Annonaceae e de datrdkas vegetais
GUINAUDEAU et al., 1975; GUINAUDEAU et al., 1979;  BGNAUDEAU et al., 1983;
GUINAUDEAU et al., 1988) , alcaloidds-0xidos sdo incomuns em espécies pertencentes
ao génerdcotea

Na literatura existem relatos sobre atividadesdgichs para o (IN-6xido
dicentrina, tais como: citotoxida vitro contra linhagem de células humanas KB (WU et
al., 1989).

Tabela 14- Dados de RMMH (300 MHz, CDC}) de5 obtido deO. acutifolia e do (-)N-
oxido dicentrina citado na literatura (GUINAUDEAWa., 1994) [60 MHz, CDG]

H S3'H [m, J (HzZ)]
(5) [(-)-N-Oxido dicentrina] Lit.
6,51 s 6,52's
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 Heq) nc
2,88 tl (13,5 Hax)
8 6,80 s 6,84 s
11 7,60 s 7,60s
N-CHs 3,19 s 3,02s
9-OCH; 3,88s 392s
10-OCH 3,88s 3,92s
OCHO 5,97 sl; 6,14 sl 5,94 d (2,0); 6,12 d (2,0)

nc: nao citado na referéncia
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Tabela 15- Dados de RMNC (75 MHz, CDC}) de5 e 1 e doN-éxido dicentrina citado
na literatura (ZANIN & LORDELLO, 2007) [75 MHz, CO¢}

C (5)8°C (1)8%C (N-6xido dicentrina) & *C Lit.
1 143,1 146,6 143,5
148,5 141,8 148,7
3 106,3 106,8 106,5
3a 122,3 126,6 122,4
27,3 29,2 28,5
66,4 53,6 65,6
6a 74,3 62,4 73,8
7 28,3 34,2 27,1
7a 125,3 128,4 124,4
8 111,6 111,3 110,8
149,0 147,7 149,4
10 148,2 148,3 149,1
11 110,5 110,6 111,8
11a 122,4 123,6 120,1
11b 117,1 116,6 117,4
11c 121,3 126,5 122,1
N-CHs 48,3 43,9 47,6
9-OCH; 56,0 55,9 56,3
10-OCH; 56,1° 56,1 56,2
OCH,O 101,3 100,6 100,6

2P yalores que podem estar trocados
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Tabela 16- Correlagbes observadas nos espectro€ HSQMBC de5 (300/75 MHz,

CDCl)
HSQC (5) HMBC (5)
C/H dtC 3H (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 (Heq) C-6a
2,88 tl (Hax) C-6a
8 111,6 6,80 s C-7, C-9, C-10, C-11a
11 110,5 7,60 s C-9, C-10, C-11b
N-CHs 48,3 3,19s C-5, C-6a
9-OCH; 56,0 3,88s C-9
10-OCH  56,F 3,88s C-10
OCH,O  101,3 5,97 sl; 6,14 sl C-1,C-2

#valores que podem estar trocados
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5.1.5- Elucidacéo estrutural de (+)-B-N-6xido dicentrina (6)

Das fracbes OAF-Ac (B.13, 1.2 e M.15) originadass dmacionamentos
cromatograficos da fase acetato de etila das fdihiagbtido 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 fracdo OAF-Ac B.13 foi detectageeaenca dos compostos
5 e 6, onde6 era o componente minoritario. No entanto, apoésitkr submetida a técnica
de purificacdo que resultou no isolamento Sleobteve-se de6 na forma pura em
quantidade suficiente para a determinacdo de deu de rotacdo Optica. Sendo assim, a
estrutura deste alcaloide foi elucidada com basevatores de deslocamento quimico e
multiplicidades dos sinais presentes nos espedad®VIN'H e *C da mistura contend®
e 6.

Os sinais no espectro de RMINM (Espectro 40, tabela 17) atribuidossa
mostraram-se bastante semelhantes ads oelicando que o alcaloid@também era do
tipo aporfinico com os mesmos substituintes presemb esqueleto de A Unica diferenca
residia no valor de deslocamento quimico do siativo aos hidrogénios da metila ligada
ao nitrogénio (ChN), que pard& foi observado em 3,44 e pard & 3,19.

No espectro de RMN’C (Espectros 41-43, tabela 17), auxiliado pelosslad
presentes no experimento HSQC (Espectros 44 ea#Blat 18), os sinais relativos6a
mostraram boa correlacdo com os observados notespled com alteracao significativa
apenas no valor referente a £ emd 58,1 § 3,44) que no espectro 8doi observado

emd 48,3, compativel com uma inversao na configuralganitrogénio.
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No espectro HMBC (Espectros 46-48, tabela 18) foratmservadas
correspondencias intensas entre os hidrogéniogNCkd 3,44) e os sinais e 65,0
(referente a C-5) e en71,5 (C-6a).

Uma vez queb apresentou, da mesma forma dueum valor positivo de
rotacdo Opticad]p = +16,9 (MeOH,c 0,00045) no entanto, no experimento NOESY
(Espectros 49 e 50) apresentou uma correlacdo esttedrogénios da metila pseudo-
equatorial ligada ao nitrogéni® 3,44) e o hidrogénio pseudo-axial H-Ga 4,34),
chegou-se a conclusdo que a diferenca estrututed @mbos residia unicamente na
configuracdo do nitrogénio.

Desta forma, o alcaloidé foi caracterizado como (+)RBN-0xido dicentrina.
Na literatura existem relatos para o isémero lewjgiorém pard ndo hé informacdes
sobre os seus dados de RMI{C e nenhuma informacéo com relacdo a orientacéo do
grupoN-metila (LU & WU, 1985). Portanto os dados de RIS de6 séo apresentados

pela primeira vez no presente trabalho, assim @ounfiguraca®R para o nitrogénio.



Estudo quimico e avaliagdo de atividades citot§geaotéxica e antifingica @@cotea acutifolig Nees) Mez. (Lauraceae)

Tabela 17- Dados de RMNH e **C (300/75 MHz, CDG)) de6 e dados de RMRC (75
MHz, CDCkL) de5

(6) (5)
C/H 5% 3H [m, J (HZ)] dc
1 142,6 - 143,1
148,0 - 148,5
3 106,8 6,56 s 106,3
3a 122,7 - 122,3
24,8 2,72-2,82 m (Ha, Hb) 27,3
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 - 125,3
8 111,5 6,78 s 111,6
148,7 - 149,0
10 147,8 - 148,2
11 110,5 7.61s 110,5
11a 124,5 - 122,4
11b 117,3 - 117,3
11c 121,2 - 121,3
N-CHs 58,1 3,44s 48,3
9-OCH; 56,0 3,88s 56,0
10-OCH 56,0 3,88s 56,1
OCH,O 101,0 5,91 sl; 6,09 sl 101,3
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Tabela 18- Correlagbes observadas nos espectro€ HSQMBC de6 (300/75 MHz,
CDCly)

HSQC (6) HMBC (6)
C/H dC 3'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 71,5 4,34 dd (12,0; 3,0) -
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-112
11 110,5 7,61s C-9, C-10
N-CH; 58,1 3,44s C-5, C-62
9-OCH; 56,0 3,88s C-9
10-OCH; 56,0 3,88s C-10
OCH,0  101,0 5,91 sl; 6,09 sl

C-1,C-2
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5.1.6- Elucidacéo estrutural de (+)-6-N-6xido ocoteina (7)

Das fragcbes OAF-ALC G 2 e 3 provenientes dos fremoentos
cromatograficos do extrato alcaloidico das folhatas fracbes OAF-Ac (D.3, G.5, G.8,
H.4, 1.2, M.14 e M.15) obtidas a partir dos fra@aorentos cromatograficos da fase acetato
de etila das folhas, foi isolado o compogt(@tens 4.2.2.8; 4.3.4.1.2; 4.3.4.2.2; 4.3.4.2.3,;
43.4.2.4e 4.3.4.4).

O espectro de RMNH de 7 (Espectro 51, tabela 19) apresentou sinais
praticamente idénticos aos presentes no especpeteretanto, o valor de deslocamento
qguimico do sinal relativo a Me-N pardoi observado em 3,34, e par2 emd 2,43.

Nos espectros de RMNC e DEPT 135° (Espectros 52 e 53, tabela 19) ae
principais diferencas com relacdo aoS2deram observadas nos valores de deslocamento
quimico dos carbonos dos anéis B/C, particularen€nb e C-6a, 0s quais apresentaram
uma desprotecao superior a 10 ppm e do sinal atdba metila ligada ao nitrogénid (
48,2), cuja correlagcdo com o sinab 8,34 foi observada no espectro HSQC (Espectro 54,
tabela 20). No espectro de RMRC de2 este sinal se apresentou 8#3,3.

No espectro HMBC (Espectros 55-57, tabela 20) fosspvel observar as
correlacbes entre os hidrogénios daquela metila eadbonos referentes aos sinaisd&m
66,3 (C-5) & 74,1 (C-6a).

Estas alteragfes nos deslocamentos quimicos dusnesrdos anéis B e C, ou
seja, as desprotegdes de C-5 (+13,1 ppm) e (&38a5 ppm) quando comparados com 0s
de 2 e ainda a desprotecdo de 4,9 ppm da metila ligadatrogénio, foram compativeis

com a presenca de um oxigénio ligado ao nitrogéoialcaloide7 (MARSAIOLI et al.,
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1979). Da mesma maneira, um efgjteignificativo sobre a ressonancia de (3728,3),
causado pela presenca da fundaoxido, reforgcou esta proposta. Esta, portantcaseri
Unica diferenga estrutural entre os alcaloide, tal como a existente entre os alcaloides
5el

O espectro de massas de alta resolucd@o(Bspectro 59) obtido por ionizagao
por eletrospray em modo negativo apresentou ura fofz420,1249 [(M+CI) compativel
com a férmula molecular £H2306N, confirmando a presenca de mais um oxigénio na
estrutura d§ em relacdo ao alcaloide

Com base nestas informacgfes e ainda, com o vasitiaode rotacdo optica
obtido para7 ([a]p + 35,0, MeOHc 0,001), a estrutura deste alcaloide foi definidana
(+)-N-6xido ocoteina.

No experimento NOESY (Espectro 58) @deforam observadas correlagoes
entre o hidrogénio pseudo-axta#t,81 (H-6a) e os hidrogéniés3,61 (H-7eq) & 3,96 (H-
5ax), indicando que estes estdo em posig@o Da mesma forma observaram-se
correlagbes entre os hidrogénios Meéd\3(34) e os hidrogénias 2,91 (H-7ax) & 4,32
(H-5eq), indicando a relac&yn entre eles. Portanto, a metila ligada ao nitrag@staria
localizada espacialmente do lado opostoti] a H-6a, definindo a configuracdo do
nitrogénio com sends.

Assim, o compostd foi identificado como (+)-63-6xido ocoteina. Até o
momento, n&o foi encontrado na literatura nenhuataesobre esta substancia, tratando-
se, portanto, de um alcaloide inédito.

A atribuicéo inequivoca dos valores de deslocameuaimico dos carbonos de
7 foi realizada em funcéo das informacdes fornecioel®s espectros de HSQC e/ou

HMBC sendo relacionada na tabela 20.



Estudo quimico e avaliagdo de atividades citot§geaotéxica e antifingica @@cotea acutifolig Nees) Mez. (Lauraceae)

Tabela 19- Dados de RMNH e **C (300/75 MHz, CDG)) de7 e dados de RMRC (75

MHz, acetonads) de2

(7) (2)
C/H 3% 3'H [m, J (H2)] dc
1 145,1 - 143,5
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 Heq) 53,2
3,96 m (Hax)
6a 74,1 4,81 dd (16,0; 4,5) 62,6
7 28,3 3,61 dd (16,0; 4,5 Heq) 33,8
2,91 tl (16,0; 16,0 Hax)
7a 124,3 . 128,1
8 111,7 6,81s 112,2
148,5 - 148,5
10 148,3 - 148,1
11 110,1 7,56 s 111,2
11a 122,5 . 123,6
11b 111,3 - 111,2
11c 122,0 - 127,9
N-CHs 48,2 3,34s 43,3
3-OCH 59,6 4,06 s 58,8
9-OCH; 56,7 3,88s 55,6
10-OCH 56,0 3,88s 55,3
OCH,0  101,3 5,97 sl; 6,14 sl 100,8

2P yalores que podem estar trocados
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Tabela 20- Correlagbes observadas nos espectro€ HSQMBC de7 (300/75 MHz,

CDCl)
HSQC (7) HMBC (7)
C/H dtC 3'H (m) (H-C)
4 22,7 3,11 ddl (18,0; 6,0 Ha) c-32
2,95 m (Hb) c-32
5 66,3 4,32 ddl (13,5; 4,5 Heq) C-32
3,96 m (Hax) -
6a 74,1 4,81 dd (16,0; 4,5) -
7 28,3 3,61 dd (16,0; 4,5 Heq) C-6a, C-7a, C-816;C-11c
2,91 tl (16,0 Hax) C-6a, C-7a, C-11a, C-11c
8 111,7 6,81 s C-7, C-7a, C-9, C-10, C-112
11 110,1 7,56 s C-7a, C-9, C-10, C-11a, C-11b
N-CHs 48,2 3,34s C-5, C-62
3-OCH; 59,6 4,06 s C-3
9-OCH; 56,7 3,88s C-9
10-OCH 56,0 3,88s C-10
OCH,O  101,3 5,97 sl; 6,14 sl C-1,C-2

% valores que podem estar trocados
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5.1.7- Elucidacéo estrutural de (+)-B-N-0xido ocoteina (8)

O compostd foi isolado das fracbes OAF-Ac (D.2, D.3, G.5, G4, 1.2,
M.14 e M.15) provenientes dos fracionamentos crogréficos da fase acetato de etila das
folhas (itens 4.3.4.1.2; 4.3.4.2.2; 4.3.4.2.3;4484 e 4.3.4.4).

Este composto apresentou espectros de RN KEspectro 60, tabela 21)-%C
(Espectro 61, tabela 21) semelhantes aog, diedicando que ambos possuiam 0 mesmo
esqueleto aporfinico. Com relacdo ao espectro deNRM, pequenas diferencas
consistiam nos valores de deslocamentos quimitatvas aos hidrogénios dos anéis B e
C e da metila ligada ao nitrogénio.

Nos espectros de RMNC de7 e 8 uma diferenca significativa foi observada
no valor de deslocamento quimico do carbono da Mgué pareB foi observado end
58,0 e para7 em & 48,2, compativel com a inversdo na configuracaonitimgénio
(MARSAIOLI et al., 1979).

Considerando-se que o alcaloileapresentou, da mesma forma dggeum
valor positivo de rotacéo Opticaai{p + 13,0 MeOH,c 0,00023), chegou-se a concluséo
que ambos diferiam apenas na inversdao na configoardg nitrogénio, assim como o
descrito para a relacdo entre os compds®s.

Esta informacao foi confirmada pela correlacdo @spantre H-6a pesudo-
axial © 4,56) e os hidrogénios de Me-B 8,39) observada no experimento NOESY
(Espectros 66 e 67).
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Com o auxilio das informacfes presentes nos esgeEt8QC (Espectro 62,
tabela 22) e/ou HMBC (Espectros 63-65, tabela @RJeita a atribuicdo dos valores de
deslocamento quimico de todos os carbonds de

Assim, a substanci@ foi caracterizada como (+)ReN-0xido ocoteina, a qual
esta sendo relatada pela primeira vez neste t@balbtrém a comparacdo dos dados
espectrais indicou qu&é idéntica a um composto isolado no LP-1, do &xtrgetandlico
da fase butandlica das sementesviiimosa flocculosgSOARES, 2008), “resultados néo

publicados”.
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Tabela 21- Dados de RMM e **C (300/75 MHz, CBOD) de8 e dados de RMNFC de
7 (75 MHz, CDCH)

(8) (7)
C/H 5% 3'H [m, J (H2)] dtC
1 145,8 - 145,1
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 (Ha, Hb) 28,3
7a 127,0 - 124,3
8 113,3 6,95s 111,7
149,9 - 148,5
10 149,5 - 148,3
11 112,0 7,63s 110,1
11a 124,3 - 122,5
11b 112,8 - 111,3
11c 122,6 - 122,0
N-CHs 58,0 3,39s 48,2
3-OCHs 60,0 4,03 s 59,6
9-OCH; 56,5 3,855 56,2
10-OCH 56,7 381s 56,0
OCH,0 102,5 5,96 sl; 6,10 sl 101,3

2P yalores que podem estar trocados
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Tabela 22- Correlagbes observadas nos espectrQ€HSHMBC de8 (300/75 MHz,

CD;0D)
HSQC (8) HMBC (8)
C/H dC 3'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 3,25m C-7a, C-8, C-11c
8 113,3 6,95 s C-7, C-7a, C-9, C-10, C-112
11 112,0 7,63s C-7a, C-9,C-10, C-11a, C-11b
N-CH; 58,0 3,39s C-5, C-62
3-OCH; 60,0 4,03s c-3
9-OCH; 56,5 3,85s C-9
10-OCH; 56,7 381s C-10
OCH,0  102,5 5,96 sl; 6,10 sl C-1,C-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 paritis dracionamentos
cromatograficos do extrato alcaloidico das folhadas fracbes OAF-Ac (B.3 e F.9)
provenientes dos fracionamentos cromatograficofas acetato de etila das folhas foi
isolado o alcaloid® (itens 4.2.2.4; 4.2.2.5; 4.3.4.1 € 4.3.4.2.1).

129

O espectro de RMNH de 9 (Espectro 68, tabela 23) apresentou semelhanca

com o del. Foram observados dois singletos 83,82 e 3,85, referentes a metoxilas
presentes no anel D, dois singletos @891 e 6,06, referentes aos hidrogénios do grupo
dioxidometileno presente no anel A e um singletdaido a metila ligada ao nitrogénio
emd 2,56. Apresentou ainda na regido de hidrogénmmaticos, dois singletos etn6,54

e 7,29 atribuiveis aos hidrogénios H-3 e H-11, eespamente. A diferenca residia,
portanto, na auséncia do singleto eBtf70-6,90, observado no espectrdlaamd 6,76 e
atribuido a H-8.

Da mesma forma, ao serem comparados espectros BINDEPT 135° de
(Espectros 69 e 70, tabela 23), €ldes principais diferencas foram observadas noseslo
de deslocamento quimico dos carbonos do anel Dpativeis com a presenca de um
substituinte oxigenado em C-8 no alcaloddé&Jma vez que foram observados vinte sinais
no espectro de RMN3C de 9 e duas metoxilas, sendo uma impedida6(,2), o
substituinte presente em C-8 foi caracterizado ceemalo uma hidroxila.

Os valores de deslocamento quimico de Cé7a16,3), C-9$ 137,3) e C-11
(6 104,1), assim como a protecado de +7,3 ppm ocoemdaC-7, mostraram-se também

compativeis com a localizacdo do grupo hidroxilgposicdo 8 deste alcaloide.
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Com auxilio das informacgfes obtidas nos experineert8QC e/ou HMBC
(Espectros 71-74, tabela 24) foram realizadas réasuggtbes dos valores de deslocamento
quimico dos carbonos &

Assim, com base no valor da]p = +38,5 (MeOH,c 0,0004) e através da
comparacdo dos dados espectrais de RMN *°C deste alcaloide com os descritos na
literatura (GUINAUDEAU et al.,, 1979; VECCHIETTI edl., 1977) para o alcaloide
aporfinico (+)-leucoxina, isolado também de outrsgécies de plantas do gén€uwotea
(ZANIN & LORDELLO, 2007; VECCHIETTI et al., 1979; ECCHIETTI et al., 1977;
GOODWIN, et al., 1960), foi possivel estabelecetemtidade entre os dois compostos.
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Tabela 23- Dados de RMRH e **C (300/75 MHz, CBOD) de9 e do alcaloide (+)-
leucoxina citado na literatura (VECCHIETTI et all977) [60 MHz, CDd]],
(GUINAUDEAU et al., 1979) [15 MHz, DMSO]

(9) (9) Literatura
C/H 3% 3H [m, J (H2)] 5% S3H [m, J (H2)]
143,8 - 141,6 -
148,2 - 146,0 -
108,0 6,54 s 106,8 6,52's
3a 127,8 - 12637 -
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 3,59dd (15,0; 3,0 Heq) 25,8 Nc
2,11 tl (15,0 Hax) -
7a 116,3 - 115,6 -
148,4 - 146,8 -
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 -
11c 127,3 - 126% -
N-CH; 43,9 2,56 s 43,5 2,55s
9-OCH; 61,2 3,82s 60,2 3,87s
10-OCH; 56,4 3,855 55,6 3,92s
OCH,O0 102,1 5,91 sl; 6,06 sl 100,4 5,88d (1,0); 6,@4,6)

nc: ndo citado na referéncia
valores que podem estar trocados
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Tabela 24- Correlagbes observadas nos espectro€ HSQMBC de9 (300/75 MHz,

CD;0D)
HSQC (9) HMBC (9)
C/H dC 3'H (m) (H-C)
3 108,0 6,54 s C-1,C-2,C-4
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 Heq) C-6a, C-7a, C-81€-1
2,11 tl (15,0 Hax) C-6a, C-7a, C-8, C-11c
11 104,1 7.29s C-7a, C-9, C-10, C-11b
N-CH; 43,9 2,56 s C-5, C-62
9-OCH; 61,2 3,82s C-9
10-OCH; 56,4 3,85s C-10
OCH,0 102,1 5,91 sl; 6,06 sl C-1,C-2
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5.1.9- Identificacdo de (+)-ocoxilonina (10)

Da fragdo OAF-ALC 5 proveniente dos fracionamertosmatograficos do
extrato alcaloidico das folhas e das fracdes OAFRS, F.9 e L.39) resultantes dos
fracionamentos cromatograficos da fase acetatdildedas folhas foi obtido o composto
10 em mistura coni, 2 9. Da fracdo OAF-Ac L.38 foi isolado o compodid na forma
pura, poréem em quantidade suficiente apenas pdemgin de seus valores de rotacdo
Optica (itens 4.2.2.5; 4.3.4.1; 4.3.4.2.1 e 4.324.3

Da fracdo OAF-ALC 5 foram obtidos os compofas10 em mistura, onde 0s
sinais majoritarios nos espectros ‘ttee *C (DEPT 135°) [Espectros 75-79, tabela 25]
foram atribuidos aos di.

Os dados espectrais de RMN e *C de10 mostraram-se semelhantes aos de
2, indicando que esta substancia também possuissqueleto aporfinico, entretanto ndo
foi observado um singleto ed6,88, atribuido a H-8 no espectro2le

Assim, o compostd0 apresentou no espectro de RMM um singleto end
7,21 atribuido a H-11, trés singletos 818,98; 3,82 e 3,79 referentes a trés metoxilas, doi
singletos em 5,90 e 6,04 atribuidos aos hidrogénios do grupaidiometileno, e ainda
um singleto end 2,54 referente ao grupo GH.

No espectro de RMN®C de 10, o sinal emd 148,4 (C) atribuido a C-8,
juntamente com as alteragcbes ocorridas, notadameptetecéo de C-7 (7,5 ppm), C-7a
(11,9 ppm), C-9 (10,1 ppm) e C-11 (6,4 ppm), quamodmparados com os dados
espectrais d&, indicaram a presenca de um grupo hidroxila em @a8mesma forma

como o observado para o alcalogjeue também possui em C-8 o mesmo substituinte.
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No espectro HMBC (Espectros 82-84, tabela 26) fosspvel observar a
correlagéao entre H-7 e C-8 148,4).

O valor de rotacdo Optica observado pHdg[a]p = +22,0; MeOHc 0,0005)
indicou que o0 mesmo também pertencia a séri€ba-(

Os dados de RMRH de 10 apresentaram uma boa correlacdo com os descritos
na literatura para o alcaloide isolado anteriormel®@Ocotea leucoxylgn(+)-ocoxilonina
(AHMAD & CAVA, 1977), enquanto que os de RMNC estdo sendo descritos pela
primeira vez. As atribuicbes dos valores de desherao quimico dos carbonos d6
foram realizadas com auxilio das informacfes fadaec pelos espectros HSQC e/ou
HMBC (Espectros 80-84, tabela 26).
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Tabela 25- Dados de RMM e **C (300/75 MHz, CBOD) de 10, dados de RMNC
(75 MHz, acetonak) de 2 e do alcaloide (+)-ocoxilonina citado na literatyAHMAD
& CAVA, 1977) [60 MHz, CDC}]

(20) (2) (10) Literatura
C/H 3% 3H [m, J (H2)] 51 3'H [m, J (HZ)]
145,6 - 143,5 -
136,4 - 135,0 -
140,9 - 139,3 -
3a 119,8 - 119,3 -
24,2 2,74 m 23,6 Nc
54,2 3,08 m (Ha) 53,2 Nc
2,45 m (Hb) -
6a 63,5 3,00 m 62,6 Nc
7 26,6 3,54 m (Heq) 33,8 Nc
2,05 tl (12,0 Hax) -
7a 115,5 - 128,1 -
8 148,4 - 112,2 -
136,7 - 148,5 -
10 152,7 - 148,1 -
11 103,6 7,21s 111,2 7,30s
11a 127,9 - 123,6 -
11b 112,5 - 111,2 -
11c 128,4 127,9 -
N-CHs 43,9 2,54s 43,3 2,58s
3-OCH; 59,9 3,98s 58,8 4,01s
9-OCH; 61,2 3,79s 55% 3,90 s
10-OCH 56,3 3,82s 55%3 3,93s
OCH,O0 102,1 5,90 sl; 6,04 sl 100,8 5,96s; 5,98 s

#valores que podem estar trocados
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Tabela 26- Correlagbes observadas nos espectro€ HSGQVIBC del0 (300/75 MHz,

CD;0D)
HSQC (10) HMBC (10)
C/H dC 3'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 (Heq) C-6a, C-7a, C-8, C-11c
2,05 tl (12,0 Hax) C-6a, C-7a, C-8, C-11c
11 103,6 7,21s C-7a, C-9, C-10, C-11b
N-CHs; 43,9 2,54s C-5, C-6?
3-OCH; 59,9 3,98's C-3
9-OCH; 61,2 3,79s C-9
10-OCH 56,3 3,82s C-10
OCH,0 102,1 5,90 sl; 6,04 sl C-1,C-2
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5.1.10- Elucidacéo estrutural de (+)-norocoxiloning11)

Da fracdo OAF-ALC H 9 obtida dos fracionamentosnwatograficos do
extrato alcaloidico das folhas foi isolado o alméd 1 (item 4.2.2.9).

Os dados espectrais de RMM{ e °C de 11 mostraram-se bastante
semelhantes aos d@)-ocoxilonina (@0), indicando que esta substancia possuia um
esqueleto aporfinico com os mesmos substituintd®deom excecdo da metila ligada ao
nitrogénio, ausente efiri.

Esta informacéo foi baseada na auséncia de simaiegido ded 2,50 e em
torno ded 43,0 nos espectros de RMN (Espectro 85, tabela 27) e RMRC (Espectro
86, tabela 27), respectivamente. A protecao de ddn7de C-5 e de 9,2 ppm de C-6a no
compostoll em relacdo aos carbonos C-5 e C-6dl@econfirma a auséncia de metila
ligada ao nitrogénio naquele alcaloide. No espeanfravermelho dd 1 foi observada uma
banda larga em 3410 cnmelativa ao estiramento N-H.

O espectro de massas de alta resolucadlldd€¢Espectro 91) obtido por
ionizag&o por “eletrospray” em modo positivo apnése um ion an/z372,1424 [(M+H)]
relativo a formula molecular&H,10sN, compativel com a proposta supracitada.

Desta forma, considerando-se o valor positivo t&cém Optica ({]p = + 64,6;
MeOH, ¢ 0,0013) apresentado pbt, este foi caracterizado como (+)-norocoxilonina.

As atribuicbes dos valores de deslocamento quindice hidrogénios e
carbonos dd.1 foram confirmadas através das correlacfes presaoteespectros HSQC
e/ou HMBC (Espectros 87-90) e estao relacionadasbeda 28.
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Na literatura ndo foram encontrados relatos sobte acaloide, tratando-se,
portanto de uma substancia inédita.

Tabela 27- Dados de RMM e *C (300/75 MHz, CROD) del1 e dados de RMN’C
(75 MHz, CDOD) de10

(11) (10)
C/H 3% 3'H [m, J (H2)] dtC
1 146,4 - 145,6
137,5 - 136,4
3 141,1 - 140,9
3a 117,5 - 119,8
21,5 2,85-3,12m 24,2
42,5 3,74 ddl (12,0; 6,0 Heq) 54,2
3,34 m (Hax)
6a 54,3 4,29 dd (15,0; 6,0) 63,5
7 26,5 3,56 dd (15,0, 6,0 Heq) 26,6
2,47 tl (15,0 Hax)
7a 112,0 - 115,5
8 148,4 - 148.,4
137,2 - 136,7
10 153,3 - 152,7
11 103,8 7,28 s 103,6
1la 127,3 - 127,9
11b 112,8 - 112,5
11c 122,8 - 128,4
N-CHj - - 43,9
3-OCH; 60,1 4,07 s 59,9
9-OCHs 61,2 3,81ls 61,2
10-OCH 56,4 3,86s 56,3

OCH,O 102,7 6,00 sl; 6,14 sl 102,1
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Tabela 28- Correlacdes observadas nos espectQ€HSHMBC dell (300/75 MHz,
CDs0D)

HSQC (11) HMBC (11)
C/H dC 3'H (m) (H-C)
4 21,5 2,85-3,12m -
5 42,5 3,74 ddl (12,0; 6,0 Heq) -
3,34 m (Hax) -
6a 54,3 4,29 dd (15,0; 6,0) C-11c
7 26,5 3,56 dd (15,0, 6,0 Heq) C-6a, C-7a, C-816-C-11c
2,47 tl (15,0 Hax) C-6a, C-7a, C-8, C-11a, C-11c
11 103,8 7,28s C-9, C-10, C-11a, C-11b
3-OCH; 60,1 4,07 s C-3
9-OCH; 61,2 3,81s C-9
10-OCH; 56,4 3,86 s C-10

OCHO  102,7 6,00 sl; 6,14 sl C-1,C-2
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5.1.11- Identificacdo de (+)-neolitsina (12)

Da fracdo OAF-ALC B 6 proveniente dos fracionamertmmatograficos do
extrato alcaloidico das folhas, foi obtido o contpak2 contendo ainda impurezas em
pequena proporcao (item 4.2.2.2).

O espectro de RMNH de 12 (Espectro 92, tabela 29) apresentou trés singletos
emd 6,56; 6,81 e 7,56 atribuidos, de maneira semedreod alcaloide$, 4, 5 e 6, a H-3,

H-8 e H-11, respectivamente, como também doisefinglend 5,93 e 6,07, referentes aos
hidrogénios do grupo dioxidometileno presente rel Are um singleto end 2,56 relativo

a metila ligada ao nitrogénio. Apresentou ainda singleto emd 5,95, sugestivo de
hidrogénios de outro grupo dioxidometileno, quamst portanto, presente no anel D, na
posicdo C- 9/C-10.

O espectro de RMRPC (Espectro 93, tabela 29) mostrou dezenove abs®rco
mais intensas, atribuiveis aos carbono&zjessim como uma et29,7 correspondente a
material graxo.

Com base nas correlagdes presentes no espectr@ KEspectros 94 e 95,
tabela 30) foi feita a correspondéncia entre osogighios e 0s seus respectivos carbonos e
aquelas absorcbes foram referentes a: - quatlmmas metinicos; - cinco carbonos
metilénicos, sendo que os sinais 8m02,2 e 102,5 foram atribuidos aos carbonos dos
grupos OCHO, confirmando, entdo, a presenca de um segungo glioxidometileno na
estrutura del2; - nove carbonos quaternarios, sendo quatro defesentes aos carbonos
oxigenados C-14143,5) e C-2& 148,3) no anel A e efn148,2 &5 148,3 no anel D; - um

carbono metilico (ligado a N) ed¥3,6.
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No espectro HMBC (Espectros 96 e 97, tabela 3012léoram observadas
correlacdes (tipdJ) entre os hidrogénios da metila ligada a N eadsomos end 54,4 (C-
5) e 63,6 (C-6a), além das correlacdes entre B®56) e os carbonos C-1 e C-2 e entre
H-8 e H-11 e C-9 e C-10.

De acordo com tais informacdes, juntamente comlor\de rotacdo Optica
[alp = +27,0 (MeOH,c 0,0005) encontrado e também com base no levantamen
bibliografico realizado, chegou-se a conclusdo d2etratava-se do alcaloide (+)-
neolitsina, cujos dados espectrais de RMNGUINAUDEAU et al., 1975) apresentaram
uma boa correlagcdo com os d2. No entanto ndo foram encontrados os dados de RMN
13C para este alcaloide, os quais sdo apresentaldogrizeeira vez no presente trabalho.

Embora ja tenha sido relatado em outras espéciéautaceae, (STEVIGNY
et al., 2002; PECH & BRUNETON, 1982; CAVA et al.96B), o isolamento deste
composto no géner@coteaesta sendo descrito pela primeira vez.

Com relacdo as atividades bioldgicas relatadas @a@mposto, destaca-se a
sua acéo inibitoria frente ao paradigishimania mexicana atividade citotoxican vitro
contra linhagens de células HEla e 3T3 (STEVIGN# gt2002).
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Tabela 29- Dados de RMNH e **C (300/75 MHz, CBOD) de12 e dados de RMNH
do alcaloide (+)-neolitsina citado na literaturd (NAUDEAU et al., 1975) [60 MHz,

CDCly
(12) (12) Literatura
C/H 3% 3'H [m, J (HZ)] S3H [m, J (H2)]
143,5 - -
148,3 - -
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
2,72 m (Hb)
6a 63,6 3,27m Nc
7 34,8 3,14 m (Ha) Nc
2,55 m (Hb)
7a 130,3 - -
109,6 6,81s 6,95 s
9 148,3 - -
10 148,39 - -
11 108,3 7,56s 7,57s
11a 125,6 - -
11b 117,2 - -
11c 126,4 - -
N-CHs 43,6 2,60 s 2,47
OCH,0-1,2 102,2 5,93 sl; 6,07 sl 5,83s;5,92s
OCH,0-9, 10 102,5 5,95 s 5,95s

#valores que podem estar trocados
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Tabela 30- CorrelagGes observadas nos espectro€ HSGQVIBC del2 (300/75 MHz,
CDs0D)

HSQC (12) HMBC (12)
C/H dC 3'H (m) (H-C)
3 107,8 6,56 s C-1, C-2, C-3a, C-4
4 29,3 3,13 m (Ha) -
2,72 m (Hb) -
5 54,4 3,16 m (Ha) ]
2,72 m (Hb) -
6a 63,6 3,27m -
7 34,8 3,14 m (Ha) C-7a, C-112
2,55 m (Hb) C-7a, C-112
8 109,6 6,81s C-7, C-9, C-10, C-112
11 108,3 7,56 s C-7a, C-9, C-10, C-11b
N-CHs 43,6 2,60 s C-5, C-62
OCH,0-1,2  102,2 5,93 sl; 6,07 sl C-1,C-2
OCH,0-9,10 102,5 5,95s

C-9, C-10
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5.1.12- Identificagéo de (+)-isodomesticina (13)

Da fracdo OAC-ALC 5, obtida a partir dos fracionamos cromatograficos do
extrato alcaloidico, foi isolado o compod®(item 4.2.2.5).

O espectro de RMNH de 13 (Espectro 98, tabela 31) apresentou trés singletos
emd 6,57; 6,80 e 7,81 atribuidos a H-3, H-8 e H-1%peetivamente, um singleto emn
3,54 sugestivo de metoxila aromatica em C-1 (SHAM#V2) e ainda um singleto edn
2,52 relativo a metila ligada a nitrogénio. Aprdsentambém um singleto en5,95, ja
evidenciado no espectro do alcaloidE, relativo aos hidrogénios do grupo
dioxidometileno no anel D (C- 9/C-10). Entretanémrioram observados os sinais eldire
5,90 e 6,10 relativos ao grupo Og&Hdo anel A, como nos alcaloides anteriotek2,
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 Hikla 32), foram observados nove
carbonos tetrassubstituidos, sendo quatro carbom@enados emd 148,0 e 148,2
(correspondentes a C-9 e C-10, respectivamenten & #44,7 e 150,7 (atribuidos aos
carbonos presentes no anel A), trés carbonos metkE um deles & 102,3 relativo ao
grupo dioxidometileno, quatro carbonos metinicesds trés de anel aromatico (C-3, C-8
e C-11) e dois carbonos metilico 43,9 (CH-N) e 60,4 (OCH).

O valor do deslocamento quimico da metoxda60,4) foi indicativo de sua
localizacdo em C-1, definindo, portanto, a presagaum grupo hidroxila em C-2. A

localizacdo daquela metoxila em C-1 também foi ewithda pelas correlagdes existentes
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no espectro HMBC (Espectro 102-105, tabela 32eettid ¢ 144,7) e os hidrogénios da
metoxila § 3,54) e o hidrogénio H-3 (correlacdes tih

Estas informagfes, juntamente com o valor da rotagdica f]p = + 37,5
(MeOH, c 0,00064), permitiram identificar o compodi® como sendo (+)-isodosmeticina,
alcaloide isolado anteriormente de outra espéeigéheroOcotea puberuldZANIN &
LORDELLO, 2007), cujos dados espectrais apresantan@a boa correlacdo com os de
13(ZANIN & LORDELLO, 2007; GUINAUDEAU et al., 1975).
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Tabela 31- Dados de RMRH e *C (300/75 MHz, CROD) de 13 e do alcaloide (+)-
isodomesticina citado na literatura (GUINAUDEAUadt, 1975) [60 MHz, CDG], (ZANIN &
LORDELLO, 2007) [75 MHz, CDG]

(13) (13) Literatura
C/H d%c 3'H [m, J (H2)] d%c 3H [m, J (HZ)]
1 1447 - 142.,8 -
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 35,5 3,02 m (Heq) 33,8 Nc
2,44 1l (15,0 Hax) -
7a 131,6 - 129,7 -
109,3 6,80 s 108,6 6,76 s
148,G - 147,2 -
10 148,2 - 146,9 -
11 109,1 7,81s 107,8 7,83 s
1la 126,7 - 125,0 -
11b 127,8 - 126,1 -
11c 126,7 - 125,0 -
N-CH;s 43,9 2,52s 42,3 2,50s
1-OCH; 60,4 3,54s 60,4 3,57s
OCH,O  102,3 595s 101,1 595s

nc: nao citado na referéncia

#valores que podem estar trocados
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Tabela 32- CorrelagGes observadas nos espectro€ HS@VIBC del3 (300/75 MHz,
CDs0D)

HSQC (13) HMBC (13)
C/H dC 3'H (m) (H-C)
&) 115,5 6,57 s C-1, C-2,C-4, C-112
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 (Heq) C-6a, C-7a, C-8, C-11a, C-11c
2,44 tl (15,0 Hax) C-6a, C-7a, C-8, C-114a, C-11c
8 109,3 6,80 s C-7, C-9, C-10, C-11a
11 109,1 7,81s C-7a, C-9, C-10, C-11b
N-CHs 43,9 252s C-5, C-62
1-OCH; 60,4 3,54s C-1
OCH;0-9,10 102,3 595s

C-9, C-10
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5.1.13- Identificacao de (+)-talicsimidina (14)

Da fracdo OAF-ALC A 2 proveniente dos fracionamentcomatograficos do
extrato alcaloidico das folhas (item 4.2.2.1) fditido o alcaloidel4, com pequena
proporgao de impurezas.

No espectro de RMNH (Espectros 106, tabela 33) tié foram observados
dois singletos em 6,92 e 7,92 referentes a H-8 e H-11, respectiveanem singleto em
2,69 atribuido a metila ligada a N e ainda sin&ibw@idos a cinco metoxilas etn3,92,
3,89, 3,88, 3,86 e 3,70. No espectrddeao foram observados sinais na regiad a@0
indicando a auséncia do grupo OLHos anéis A e/ou D.

O espectro de RMN’C (Espectro 107 e 108, tabela 33) mostrou sinaia pa
vinte e dois carbonos. Com auxilio das informacpPessentes no espectro HSQC
(Espectros 109 e 110, tabela 34) estes sinais famtbuidos: - a dez carbonos
tetrassubstituidos, dos quais cinco deles relatevasarbonos oxigenados einl151,1;
151,0; 147,1, 149,7 e 149,2, sendo os dois Ultimmsespondentes a C-9 e C-10,
respectivamente, trés carbonos metilénicode2,7 (C-4); 53,7 (C-5) e 34,0 (C-7), ndo

tendo sido observado o sinal na regia®d€0,0, confirmando assim, a auséncia do grupo

OCH;O - trés carbonos metinicos en64,0 (C-6a), 112,7 (C-8) e 113,1 (C-11) e cinco
metoxilas emd 61,4; 61,0; 60,9; 56,8 e 56,5, sendo as trés pasieestericamentes
impedidas e portanto, localizadas no anel A. Fa@eolado ainda um sinal ein43,3
referente ao carbono metilico ligado ao N.

O singleto relativo a uma metoxila presente no @nebservado end 3,89

apresentou correlagcdo com o sinal &®0,9 no espectro HSQC (Espectros 109 e 110,
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tabela 34). No espectro HMBC (Espectros 111-11Helga 34), os hidrogénios desta
metoxila correlacionaram com o carbond 851,0. Uma vez que este carbono apresentou
conectividade neste mesmo experimento com H-4u faefinida a localizagdo do grupo
metoxila emdy 3,8986:60,9 no carbono 3.

Os singletos relativos as duas outras metoxilaseptes no anel A e3,70 e
3,92 apresentaram picos cruzados no espectro HSQC os sinais dos respectivos
carbonos end 61,0 e 61,4, enquanto que no espectro HMBC apasen correlacdes a
longa distancia com os sinais dos carbonodethl,1 e 147,1, respectivamente. Assim,
uma vez que, no alcaloide3 foram atribuidos os valores @el44,7 para C-1 & 150,7
para C-2 e considerando o efeito de protecdo enc&@ilado pela presenca da metoxila
em C-3 no compostdd4, ficaram definidos os valores d& 147,1 para C-2 e,
consequentement®,151,1 para C-1.

Estas e as demais correlagbes presentes nos espleiiimensinais dé4,
permitiram a atribuicdo completa dos valores déodamento quimico de RMAC deste
composto.

Os dados espectrais de RMN, aliados aos valores positivos de rotacdo
optica (b]p = +66,0; MeOH,c 0,0006) obtidos pard4 foram compativeis com o0s
descritos na literatura para o alcaloide aporfirieptalicsimidina (DOSKOTCH et al.,
1971), entretanto, seus dados'ie estdo sendo fornecidos pela primeira vez no prese
trabalho.

O isolamento deste alcaloide ja havia sido relaEoespécies de plantas da
familia Lauraceae (CHANG, et al.,, 2002), porématis¢ do primeiro relato em um

representante do génedeotea
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Tabela 33- Dados de RMNH e **C (300/75 MHz, CBOD) de14 e dados de RMNH

do alcaloide (+)-talicsimidina citado na literatyf@OSKOTCH et al., 1971) [60 MHz,

CDCly
(24) (14) Literatura
C/H 3% 3H [m, J (H2)] S3H [m, J (H2)]
151,1 - -
147,1 - -
151,0 - -
3a 123,4 - -
4 23,7 2,98-2,87 m (Ha, Hb) Nc
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 Heq) Nc
2,55 tl (15,0 Hax) -
7a 129,4 - -
8 112,7 6,92 s 6,81s
9 149,7 - -
10 149,2 - -
11 113,1 7,92s 8,00 s
11a 125,5 - -
11b 124,0 - -
11c 130,0 - -
N-CHs 43,3 2,69's 2,55s
1-OCHs 61,0 3,70 s 3,75s
2-OCHs 61,4 3,92s 3,91s
3-OCH, 60,9 3,89s 3,94s
9-OCHs 56,5 3,88s 3,94s
10-OCH; 56,8 3,86s 3,98s
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Tabela 34- CorrelagGes observadas nos espectro€ HSGQVIBC del4 (300/75 MHz,

CD;0D)
HSQC (14) HMBC (14)
C/H dtC 3'H (m) (H-C)
23,7 2,98-2,87 m (Ha, Hb) C-3,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 Heq) C-6a, C-7a, C-816;C-11c
2,55 tl (15,0 Hax) C-6a, C-7a, C-8, C-11a, C-11c
8 112,7 6,92 s C-7, C-9, C-10, C-112
11 113,1 7,92s C-7a, C-9, C-10, C-11b
N-CHs 43,3 2,69s C-5, C-62
1-OCH 61,0 3,70 s C-1
2-OCH; 61,4 3,92s C-2
3-OCH; 60,9 3,89s c-3
9-OCH; 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 fracioeatos cromatograficos
do extrato alcaloidico das folhas, foram obti@i6® 16 em mistura (item 4.2.2.5).

A andlise dos espectros de RMMN e °C da mistura apresentou sinais
duplicados, indicando que a mesma era constituéddots alcaloides do tipo aporfinico.
Esta mistura mostrou ser de dificil separacdo, rpoas dados espectrais obtidos
permitiram que se chegasse as estruturas dos seymigentes, em virtude do composto
15 estar em maior proporgao.

Assim, o espectro de RMNH (Espectros 115 e 116, tabelas 35 e 37)
apresentou trés singletos &6,67, 6,72 e 7,94 atribuidos respectivamente a8 e H-

11 del5, como também trés singletos &m,55, 6,89 e 7,98 atribuidos a H-3, H-8 e H-11
de 16, respectivamente. Também foram observados ngstetes trés singletos en3,85;
3,83 e 3,60 atribuidos as metoxilas em anel arcmae15 e emd 3,86, 3,83 e 3,55
atribuidos as dé6. Assim como ja observado nos alcaloid8s 14 os sinais & 3,60 e
3,55 foram sugestivos de metoxilas liagadas abfaeen C-1.

Da mesma forma como verificado no espectrdldendo foram observados
sinais na regiao d&6,00 no espectro da misturaliee 16, indicando a auséncia do grupo
OCH,O nos dois compostos. Ainda neste espectro forasareddos dois singletos ebn
2,51 e 2,52 referentes aos grupossGHoresentes erhb e 16, respectivamente.

Nos espectros de RMNC e DEPT 135° (Espectros 117-120, tabelas 35 e 37)
foram observados sinais dos carbonos metilénicgsadeis B e C entré 29,2 e 34,9,

sinais de carbonos metinicos na regido enttd1,6 e 115,8 relativos a C-3, C-8 e C-11
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dos anéis A e D, como também sinais relativos aexites entred 56,3 e 60,4 e dois
sinais sobrepostos e 43,8, referentes GFN. No primeiro espectro também foram
observados quatro sinais de carbonos aromaticaemedos para cada alcaloide. Desta
forma, chegou-se a conclusdo que cada alcaloidénbanum grupo hidroxila como
substituinte, uma vez que, para cada um deles fokm®rvadas trés metoxilas.

No espectro HSQC (Espectros 121-123, tabelas 3 fofam estabelicidas as
conectividades entre H-3, H-8 e H-11 Hee 16 e os respectivos carbonos metinicos. A
partir das demais informacgdes presentes nestetespem conjunto com as correlagbes a
longa distancia no espectro HMBC (Espectros 124-12Belas 36 e 38) foi possivel
definir a localizacdo dos grupos metoxilas e dggrhidroxila nos anéis Ae D d® e 16.

Assim, para o compostb5, a correlacdd) dos hidrogénios da metoxilada
3,60 com o carbono &145,5, o qual apresentou correlacdo também dd’dipom H-3,
confirmou a localizagcdo de uma das metoxilas em. @4 correlacdes) entre os
hidrogénios das metoxilas edr3,83 e 3,85 e 0s respectivos carbonodeth3,6 e 147,7
estabeleceram as ligacfes dos grupos metoxilaes @ybonos e uma vez que o carbono
emd 153,6 apresentou conectividade com H-3 (correléipddJ) e o carbono e 147,7
com H-11 (correlagéo do tip@l) e H-8 (correlacdo do tipd)) ficaram definidas as
posicdes das outras duas metoxilas restantes enidGC2830c 153,6) e em C-108(
3,85H6c147,7) e, portanto restando a GdA47,2) a ligagdo com o grupo hidroxila.

Da mesma maneira, pat&, a confirmacao da localizagdo da metoxild,55
em C-1 foi possivel em funcéo da correlacédo obslareatre os hidrogénios da metoxila e
o carbono em 1446 que por sua vez apresentou conectividade com®sidrogénios
das duas metoxilas restantes &®,83 e 3,86 apresentaram correlacéo do 'tipgpom os
carbonos end 56,7 e 56,4 e correlacbes a longa distaridlacom os respectivos carbonos
em & 149,1 e 149,7. Este Ultimo apresentou correladdeipo? com H-8 €J com H-
11, enquanto que o carbono em 148 dpresentou correlacdes com os H-11) & H-8
(3J), definindo, portanto, a localizacdo das metexélaem C-1®y 3,830c 56,7 e C-%By
3,86H¢ 56,4, e consequentemente, a localizacéo da hidrexil C-2 § 150,7).

Os dados resultantes do experimento NOESY (Bgeci29 e 130)
corroboraram com a localizagcdo das metoxilas em ©C-2 e C-10 pard5, em fungao das
correlagbes espaciais entre os hidrogénios H-3 ¢O0c€H® 3,83) e H-11 e C§D-10 ©
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3,85), e em C-1, C-9 e C-10 pdr@ pelas correlacbes observadas entre H-8 g¢OCH(©O
3,86) e H-11 e C§D-10 © 3,83).

Com base nos dados acima relatados e no sinaivposlitido para a rotacéo
Optica da mistura {{]p = + 44,2; MeOH,c 0,0005) verificou-se qué5 tratava-se do
alcaloide (+)N-metillaurotetanina €6 do alcaloide (+)-predicentrina ambos ja isolados
anteriormente de outras espécies de Lauraceaesivieldo géner@cotea (ZANIN &
LORDELLO, 2007; GARCEZ et al., 1995; VECCHIETTI &k, 1979; VECCHIETTI et
al., 1977; CAVA & VENKATESWARLU, 1971). Os dadospectrais de RMNH e *C
de 15 e 16 apresentaram uma boa correlacdo com os relataldiseratura para estes
alcaloides (LEBOEUF et al., 1982; ZANIN & LORDELLQ@QO07; GUINAUDEAU et al.,
1975; GUINAUDEAU et al., 1979).
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Tabela 35- Dados de RM e *3C (300/75 MHz, CBOD) del5e do alcaloide (+N-
metillaurotetanina citado na literatura (LEBOEUF at, 1982) [60 MHz, CD(],
(ZANIN & LORDELLO, 2007) [75 MHz, CDd{]

(15) (15) Literatura
C/H 3% 3H [m, J (H2)] 5% 3'H [m, J (HZ)]
145,5 - 144,1 -
153,6 - 151,9 -
111,6 6,67 s 110,1 6,57 s
3a 129,9 - 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) 53,1 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 -
115,8 6,72's 111,2 6,80 s
147,2 - 145,3 -
10 147,7 - 144,9 -
11 113,2 7,94 s 114,0 8,06 s
11a 124,5 - 123,7 -
11b 128,2 - 126,7 -
11c 127,5 - 127,0 -
N-CHs 43,8 2,51s 43,6 2,53s
1-OCH; 60,4 3,60 s 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- Correlagbes observadas nos espectro€ HS@VIBC del5 (300/75 MHz,

CD;0D)
HSQC (15) HMBC (15)
C/H dtC 3'H (m) (H-C)
3 111,6 6,67 s C-1, C-2, C-4, C-11c
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 3,03m -
7 34,7 3,10-2,95 m (Ha) -
2,48-2,42 m (Hb) -
8 115,8 6,72's C-7, C-9, C-10, C-112
11 113,2 7,94 s C-7a, C-9, C-10, C-11b
N-CHs 43,8 2,51s C-5, C-6
1-OCH; 60,4 3,60s C-1
2-OCH; 56,3 3,83s C-2
10-OCH; 56,6 3,855 C-10

#valores que podem estar trocados
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Tabela 37- Dados de RMAH e **C (300/75 MHz, CROD) de 16 e do alcaloide (+)-
predicentrina citado na literatura (GUINAUDEAU ek, al975) [60 MHz, CD(,

(GUINAUDEAU et al., 1979) [15 MHz, CDG]

(16)
C/H 3% 3H [m, J (H2)] 51 3'H [m, J (HZ)]
144,6 - 142,3 -
150,7 - 148,2 -
115,4 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 -
112,7 6,89 s 110,7 6,78 s
149,7 - 148,1 -
10 149,1 - 147,6 -
11 113,0 7,98s 110,0 7,98s
11a 125,8 - 124,1 -
11b 127,7 - 126,3 -
11c 126,5 - 125,9 -
N-CH; 43,8 2,52s 43,4 2,48's
1-OCH; 60,4 3,55s 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- CorrelagGes observadas nos espectro€ HSGQVIBC del6 (300/75 MHz,

CD;0D)
HSQC (16) HMBC (16)
C/H dtC 3'H (m) (H-C)
3 115,4 6,55 s C-1, C-2, C-4, C-11c
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 3,03m -
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 7,98s C-7a, C-9, C-10, C-11b
N-CHs 43,8 2,52s C-5, C-6
1-OCH; 60,4 3,55s C-1
9-OCH; 56,4 3,86 s C-9
10-OCH; 56,7 3,83s C-10

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

O alcaloidel7 foi isolado das fracdes OAF-ALC A 4 e OAC-A (6, 7.
proveniente dos fracionamentos cromatograficos eldsatos alcaloidicos das folhas e
cascas do caule e da fracdo OAF-Ac L.19 originaskafchcionamentos cromatograficos
da fase acetato de etila das folhas (itens 4.242412.2; 4.4.2.3 e 4.3.4.3.2).

O espectro de RMNH de 17 (Espectro 131, tabela 39) apresentou dois
dubletos emd 8,87 (1H, J = 6,0 Hz) e 8,08 (1H, J = 6,0 Hz),sdsingletos end 7,90 e
7,82, um singleto em 6,27 atribuido a um grupo dioxidometileno e aitr@a singletos
em o 4,25, 4,04 e 3,98 referentes a metoxilas ligadamel aromatico. Estes dados
sugeriram pard7 um esqueleto aporfinico totalmente aromatizadogmopossuindo os
mesmos substituintes nos anéis A e D que (+)-a@ ).

No espectro de RMNC (Espectro 132, tabela 39) os sinais observadod em
118,9 e 144,2, os quais apresentaram correlac@&spextro HSQC (Espectros 134 e 135,
tabela 40) com os hidrogénio® &,08 e 8,87, respectivamente, juntamente comab &
181,2 atribuido a um grupo carbonila corroboracamm a proposta, e sugeriram dLié
tratava-se de um alcaloide oxaporfinico. Estes laties sao estruturalmente
caracterizados por possuirem um esqueleto apafitutalmente aromatizado e uma
carbonila em C-7 (GUINAUDEAU et al., 1975; SILVA &it, 2007).

No espectrdH-'H COSY (Espectro 133) foi possivel confirmar o daogento
vicinal entre os hidrogénios ed8,08 e 8,87 e atribuidos a C-4 e C-5, respectintane

A presenca dos dois singletod &,82 e 7,90, além da correlacdo observada no

espectro HMBC (Espectros 136-138, tabela 40) exstie Gltimo sinal e o sinal do carbono
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carbonilico ad 181,2 mostraram-se coerentes com a proposta dealgaloide
oxaaporfinico contendo metoxilas em C-9 e C-10.ovelacdo presente no espectro
HMBC entre H-4 § 8,08) e C-3& 135,9), o qual por sua vez correlacionou-se com 0s
hidrogénios da metoxila em4,25, permitiu confirmar a localizacdo deste grepo C-3.
A confirmacgédo da localizagdo das demais metoxmaged e C-10 foi feita com base nas
correlacbes entre seus respectivos hidrogéndo4,84 e 3,98 com os carbonod 248,9 e
153,9 os quais apresentaram correlacdes do’fipmm H-8 § 7,90) e H-11 § 7,82),
respectivamente. O grupo dioxidometileno estawatgnto, localizado nos carbonos C-1 e
C-2.

De acordo com o levantamento bibliografico reakizamb dados espectrais de
RMN 'H mostraram-se compativeis com os citados para caloide talicminina
(GUINAUDEAU et al., 1979), entretanto ndo foram emitados os valores de RMRC,
0S quais sao apresentados na tabela 39.

O isolamento deste alcaloide ja havia sido desodespécie®. puberulae
O. minarum(VECCHIETTI et al., 1979; BARALLE et al., 1973) @m relacdo a sua
atividade biolégica ha relatos de atividade citatdxcontra linhagens de células KB
(WRIGHT et al., 2000).
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Tabela 39- Dados de RMM e **C (300/75 MHz, CDG)) de17 e dados de RMNH do
alcaloide talicminina citado na literatura (GUINABBU et al., 1979) [60 MHz,
CRCOOH]

(17) (17) Literatura
C/H 3% 3'H [m, J (HZ)] 3'H [m, J (HZ)]
1 1486 -
136,4 - -
135,9 - -
3a 130,6 - -
118,9 8,08 d (6,0) 8,10 s
144,2 8,87 d (6,0) 8,88 s
6a 145,1 - -
7 181,2 - -
7a 125,1 - -
8 109,4 7,90 s 8,35s
148,9 - -
10 153,9 - -
11 108,1 7.82s 8,74 s
11a 128,2 - -
11b 102,9 - -
11c 122,2 - -
3-OCH; 60,1 4,25 s 4,55 s
9-OCH; 56,2 4,04 s 4,25 s
10-OCH 56,1 3,98s 4,20 s

OCHO  102,2 6,27 s 6,65s




Estudo quimico e avaliagdo de atividades citot§geaotéxica e antifingica @@cotea acutifolig Nees) Mez. (Lauraceae)

Tabela 40- CorrelagGes observadas nos espectro€ HSQVIBC del7 (300/75 MHz,
CDCl3)

HSQC (17) HMBC (17)
C/H dC 3'H (m) (H-C)
118,9 8,08 d (6,0) C-3, C-11c
144,2 8,87 d (6,0) C-3a, C-4
109,4 7,90 s C-7, C-7a, C-9, C-10, C-112
11 108,1 7,82s C-7, C-7a, C-9, C-10, C-11b
3-OCH; 60,1 4,25 s c-3
9-OCH; 56,2 4,04 s C-9
10-OCH; 56,1 3,98s C-10

OCHO 102,2 6,27 s C-1,C-2
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5.2- Alcaloide morfinano

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

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

O espectro de RMNH (Espectro 139, tabela 41) apresentou quatro eivg|
emd 7,05, 6,89, 6,62 e 6,34 proporcionais a um hidragéada e dois singletos en8,88
e 3,80 referentes a dois grupos metoxila. Apresemioda, um singleto em 2,47
atribuido a metila ligada a nitrogénio e sinaisides grupos de hidrogénios alifaticos nas
regides entre 3,81-3,3be 2,61-1,9D.

No espectro de RMN®C (Espectros 140, tabela 41) foram observadosssinai
para dezenove carbonos, os quais foram atribuidimsauixilio do DEPT 135° (Espectro
141) a trés metilas, cinco carbonos metinicos, néslénicos, sete tetrassubstituidos,
sendo trés oxigenados e um grupo carbordldl&3,0 ). Tais informaces, aliadas a
presenca de um sinal de carbono quaternariodet,5 e ainda do sinal et 41,7
atribuido a Me-N, sugeriram para o alcaloifl® um esqueleto do tipo morfinano
(ROBLOT et al., 1984). O sinal do carbono tetrastittido C-13 na regido d®40,0 é
considerado caracteristico de alcaloides com a@psede esqueleto (ROBLOT et al.,
1984).

No espectro de RMNC também foram observados sinais®56,8 e 55,8, 0s

quais com auxilio das correlagBes presentes neriexpnto HSQC (Espectros 142-144,
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tabela 42) foram relacionados aos hidrogénios whdes no espectro RMNH a5 3,88 e
3,80, respectivamente.

Com base nas correlacbes presentes nos experimdBQ€ e/ou HMBC
(Espectros 142-148, tabela 42) foi possivel praptwcalizacdo do grupo carbonila, das
metoxila, e ainda de uma hidroxila que estariadiiga um dos carbonos tetrassubstituidos,
uma vez que foram observados trés carbonos oxigenad

Assim, no espectro HSQC foram estabelecidas aselagfes entre os
hidrogénios e os respectivos carbonos &m7,058¢ 110,5,04 6,898¢ 122,6,04 6,620¢
115,1 edy 6,34hc 123,2 os quais foram atribuidos, respectivamemedaH-5, H-1 e H-

8, com base nas correlagdes presentes no esp&¢BGH

As correlacdes do tipd) entre o carbono em 148%e os hidrogénios da
metoxila ad 3,88 estabeleceu a ligacdo da metoxila a est@marb uma vez que este
apresentou conectividades com os hidrogénidss®2/H-1 £J) ed 7,05/H-4 ¢J), ficou
definida a localizacdo de um dos grupos metoxileCethe da hidroxila em C-2 (1473),
ja que este apresentou correlagdes com os hidamyédi 6,62/H-1 {J) e 7,05/H-4%)).

A correlagdo dos hidrogénios da metoxilda 380 com o carbono a 15220
qual apresentou acoplamento tifb com os hidrogénios & 6,34 e2J comd 6,89,
hidrogénio este que, por sua vez, apresentou coidecte com a carbonilad(183,0),
definiu a localizacdo da metoxila restante em @;&onsequentemente, da carbonila em
C-7. As demais correlacbes observadas no esped#BCHpermitiram a atribuicdo
completa dos valores de deslocamento quimico de KNe18.

As correlagbes espaciais obtidas no experimentB RO(Espectro 149), tais
como de H-5& 6,89) com CHO-6 (© 3,80) e H-4§ 7,05) com CHO-3 (6 3,88), também
confirmaram as atribuicdes efetuadas para o comi8st

Estas informacgfes, em conjunto com o valor posidigaotacado Optica dE8
([a]p = +35,8; MeOHc 0,00053) indicaram qu#8 tratava-se do alcaloide (+)-palidina,
isolado anteriormente d@cotea acutangulaD. brachybotrae O. lancifolia (FOURNET et
al., 2007; VECCHIETTI et al., 1981; VECCHETTI et,dal977).

Os valores de RMNH e *C mostraram-se compativeis com os citados na
literatura para (-)-palidina (ROBLOT et al., 1984).



Estudo quimico e avaliagdo de atividades citot§geaotéxica e antifingica @@cotea acutifolig Nees) Mez. (Lauraceae)

Tabela 41- Dados de RMM e **C (300/75 MHz, CBOD) de 18 e do alcaloide (-)-
palidina citado na literatura (ROBLOT et al., 198400/25 MHz, CDC{]

(18) [(-)-palidina)] Literatura
C/H d1c 3'H [m, J (H2)] d1c 3'H [m, J (H2)]
1 115,1 6,62 s 113,7 6,68 s
2 147,1 - 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 6,32's
6 152,2 - 151,4 -
7 183,0 - 180,9 -
8 123,2 6,34 s 122,2 6,30 s
9 62,0 3,81l m 60,8 3,67 d (6,0)
10 33,1 3,35 m (Hx) 32,4 3,31dd (17,5 i)
3,00 ddl (18,0; 6,0 B) 2,99 dd (17,5; 6,0 B)
11 130,2 - 129,3 -
12 129,7 - 129,5 -
13 43,9 - 42,3 -
14 164,7 - 161,8 -
15 41,5 1,97 m (Hax) 41,3 1,94 ddd (13,0; 10,0;HaR)
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-CH;s 41,7 2,47 s 41,7 2,37s
3-OCH; 56,8 3,88s 56,2 3,89s
6-OCH; 55,8 3,80s 55,1 3,79s
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Tabela 42- CorrelagGes observadas nos espectro€ HS@VIBC del8 (300/75 MHz,

CD;0D)
HSQC (18) HMBC (18)
C/H dC 3'H (m) (H-C)
1 1151 6,62 s C-2,C-3,C-10, C-12
4 110,5 7,05s 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 3,81 m C-10, C-13,C-14
10 Ha 33,1 3,35m C-1,C-9,C-12,C-14
10 H3 3,00 ddI C-1,C-9,C-12
15 Hax 41,5 1,97 m -
15 Heq 1,86 m -
16 Hax 46,8 2,61m C-13
16 Heq 2,61 m C-13
N-CHs 41,7 2,47 m C-9, C-16
3-OCH; 56,8 3,88s C-3
6-OCH; 55,8 3,80 s C-6
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5.3- Flavonoide

5.3.1- Identificacdo de kaempferol-32-a-L-ramnopiranosideo (19)

Da fragdo OAF-ALC | 5, originada dos fracionamentosmatograficos do
extrato alcaloidico das folhas, foi obtido o contpdE9 contendo ainda impurezas em
pequena proporcdo e da fracdo OAF-Ac C.3 provemiedbs fracionamentos
cromatograficos da fase acetato de etila das fabtesse-sel9 em mistura (itens 4.2.2.10
e 4.3.4.1.1).

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

Assim, o espectro de RMNH apresentou dois dubletos én6,41 (1H, J = 1,5
Hz) ed 6,22 (1H, J = 1,5 Hz) indicativos da presencaale Hidrogénios com orientacao
metaem um anel aromatico tetrassubstituido e vizirghoarbonos oxigenados e mais dois
dubletos em 7,78 (2H, J = 9,0 Hz) e em 6,9% (2H, J = 9,0 Hz), compativeis com a
presenca de outro anel aromatico, sendo dissubistifpadrao de substituicfara). Estes
dados sugeriram gue tratava-se de um flavonoide.

A observacéo no espectro de RMIC dos sinais a 159,4, 136,2 e 178,5
atribuidos aos carbonos do anel C (C-2, C-3 e f@gpectivamente), juntamente com a

auséncia de um singleto na regid®dde5 no espectro de RMM, referente a H-3 de uma

210
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flavona, indicaram quel9 seria um derivado de flavonol (MABRY et al., 1970;
AGRAWAL, 1989).

No espectro de RMRH foram observados ainda dois dubletos em 8,87 =
1,5 Hz) e 0,99 (J = 6,0 Hz), este ultimo relativo a um grupo Ihaedi sinais de multipletos
na regiao de 4,23 a 3,®&/sugerindo que o substituinte em C-3 era uma ueiaieb-
ramnose (GARCEZ, 1991). Os sinais observados necespRMN *C em 103,55
atribuido ao carbono anomérico e em 1¥ @ferente a metila observada em 020
espectro de RMNH, e entre 73,2 e 718 confirmaram a presenca deste aclicarl®m
(GARCEZ, 1991).

Através das correlagbes observadas nos espectr@C HEspectro 153) e
HMBC (Espectros 154 e 155) foi possivel realizalakas atribuicdes dos carbonosléle
e a correlacdo observada no espectro HMBC entré ¢1€1-3 evidenciou a presenca do
residuo de ramnose em C-3.

O valor da constante de acoplamento 1,5 Hz pasaness relativos a H-1" e
H-2” definiu a orientacdo trans-diequatorial de asjhindicando a orientacao para o
hidrogénio anomérico (H-1").

Com base nas informacdes acima citadas, verifieoqee 19 tratava-se do
kaempferol-30-a-L-ramnopiranosideo, ja isolado anteriormente @eotea vellosiana
(GARCEZ, 1991), cujos dados de RMN e°C apresentaram uma boa correlacdo com os
de19 (Tabela 27).
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Tabela 43- Dados de RMM e **C (300/75 MHz, CBOD) do flavonoidel9 obtido de
O. acutifolia e do flavonoide kaempferol3-a-L-ramnopiranosideo citado na literatura
(GARCEZ, 1991) [50 MHz, acetorgy}

(29) (19) literatura
C/H d1C 3'H [m, J (H2)] dc 3H [m, J (HZ)]
2 159,4 - 158,4 -
&) 136,2 - 135,8 -
4 179,5 - 179,3 -
5 163,2 - 163,1 -
6 99,9 6,22d (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 -
T 122,6 122,5 -
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 5,37d (1,5) 102,8 5,47 d (1,4)

2" 71,9 4,23 m 71,5 4,21 m
Sy 72,0 3,72 m 72,2 3,20-3,80 m
4’ 72,1 3,31 m 73,0 3,20-3,80 m
58 73,2 3,31 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- Identificacao de ficaprenol-12 (20)

A substanci&0 foi obtida com pequena quantidade de impurezasfrdades
OAF- (A1, B 1, C1, C 4/8 e A 8) provenientes daefls hexanica das folhas (4.3.2.1,
4.3.2.2;4.3.2.3;4.3.2.4).

O espectro de RMNH de 20 (Espectro 156, tabela 44) apresentou trés
singletos em 1,76; 1,69 e 1,61sugestivos de grupos metila ligados a carboreftnalos
e dois singletos largos em 2,05 e 5013presentou também um duplo dubleto em 412
(6,0; 3,0 Hz) e um multipleto em 5,37

Os espectros de RMNC de20 (DEPT 135°) [Espectros 157 e 159, tabela 44]
apresentaram, além de dois conjuntos de sinaivadaa carbonos olefinicos [um na
regido de 124,9 a 1258(CH) e outro na regidao de 132,7 a 13%(C)], um sinal em 61,6
o correspondente a um grupo metilénico carbindlconpativel com o sinal em 4,50
espectro de RMNH) e sinais referentes a grupos metila ligadastaocas olefinicos entre
16,8 e 26,4 e a carbonos metilénicos entre 27,2 e 40,5

Estas informacdes sugeriram pafhuma estrutura isoprenoide aciclica e pela
comparacao dos dados espectrais deste compostosceristentes na literatura, verficou-
se que20 pertencia a classe dos poliprendis, os quais poskmobtidos de plantas
superiores e também de animais e microorgani$BWEZEWSKA et al., 1994; AOKI et
al., 1997; TANAKA et al., 1998).

Poliprendis de origem vegetal apresentam uma grdivdesidade quanto ao
tamanho da cadeia isoprendide. Em geral, polipsergiicontrados em folhas de
angiospermas possuem cadeias com 8 a 15 ou at@midasles isoprénicas, sendo 0s mais
comuns os que contém residuos de 10 a 12 destexledSWIEZEWSKA et al., 1994).
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Existem dois tipos principais de poliprendis vegetas tritrans poli-cis
prendis (Figura 4, n = 3) e ostians poli-cis prendis (Figura 4, n = PPWIEZEWSKA et
al., 1994; AOKI et al., 1997] originados a parta mhcorporacdo de unidades isoprénicas
(através do pirofosfato de isopentenila) a unidadiespirofosfato de trirans geranil-
geranila e ditrans farnesila, respectivamente, pela acdo de wmgreniltransferase
(SWIEZEWSKA et al., 1994; TANAKA & TANGPAKDEE, 1998

Com relacdo a estereoquimica destas unidades rscgsé verificou-se que
tanto ligacGes duplas trissubstituidas Z como Hr@oo na estrutura d20, uma vez que
foram observados sinais para carbonos metilicoseg@o de 235 e para carbonos
metilénicos alilicos vizinhos ao carbono metiladoregido de 32 (indicativos de ligacao
dupla Z), como também metilas na regido d& E6carbonos metilénicos entorno ded39
(indicativos de ligacdo dupla E), conforme exenngaddio pelos valores de deslocamento

quimico dos carbonos nos monoterpenos abaixo (WERRLUSHIDA, 1979).

174 16:0 17:6 235
, 26:6 1372 587
255 1249 397 1245 257 1242 322

58,7

Com base, principalmente, no numero de sinais d®wras olefinicos, como
também na integracdo dos sinais no espectro de RMie 20, concluiu-se que este
composto possuia em sua estrutura varios resigopsénicos contendo ligagbes duplas
(2) e (E) e um grupo hidroximetilénico terminal.

No espectro de RMNH de 20 observa-se que ha uma predominancia de
residuos isoprénicos com geometria Z em relacdo dmsgeometria E, conforme
demonstrado pela integracdo dos sinais em 1,66%117690, referentes as metilas dos
residuos isoprénicos internos E e Z, respectivaanérgtes sinais também representam as
metilas do residuo isoprénico terminal W com ogedabcis e trans respectivamente, em
relacdo a cadeia principal e a metila do residojré&nico terminad. (1,699).

As informacdes fornecidas pela integracdo destessspresentes no espectro

de RMN 'H sugeriram a presenca de 12 unidades isopréniaagstrutura de20,
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compreendendo: sete residuos isoprénicos Z e tr@gm de um residuo terminal W e um
terminala (Z), contendo o grupo hidroximetilénico.

Assim os dados de RMMNH e *C de20 apresentaram-se bastante semelhantes
aos do ficaprenol-12 relatados na litera{flRBEYNOLDS et al., 1999) e também com os de
uma amostra auténtica, obtida @uarea kunthiana(GARCEZ et al.,, 2004). Esta
substancia tem sido isolada de folhas de variacespde angiospermé@WIEZEWSKA
et al., 1994), incluindo representantes da farhéiaraceae, como por exemphectandra
cuspidata Persea gratissim& algumas pertencentes ao gér@mmamomun(GARCEZ
et al., 1999; SWIEZEWSKA et al., 1994).

Tabela 44- Dados de RMRH e °C (300/75 MHz, CDG) de 20 e do poliprenol
ficaprenol-12 citado na literatura (REYNOLDS et , all999) [500/125 MHz,
respectivamente, {Dg]

Posicdo  &'H [m, J (Hz)] 3H 31 dc
(20) Literatura (20) Literatura
1 4,12 dd (6,0; 3,0) 4,02 61,6 59,0
2 537m 5,41 125,8 126,0
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 161s 1,57 18,5 17,8
h 1,61s 1,61-1,63 16,8 16,1
[ 1,76 s 1,72-1,75 24,2 23,6-23,7

] 1,69s 1,65 26,4 23,5




Estudo quimico e avaliagdo de atividades citot§geaotéxica e antifingica @@cotea acutifolig Nees) Mez. (Lauraceae) 219

3
-
8
o
3
—
)
2
-
5
[
/]
] /o
0.05 0.00 0.22 0.07
[T [
T T T T T T T T T T T T T TrrrroTrorTTT
1 10 9 8 7 6 5 a 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)
Espectro 156- RMNH de20 (300 MHz, CDC})
9
&
wn
o
&
s
S
2
8
2
g g ¥
b &
N
(2]
8 &
g &
/ ¢
©
n N
% g
-
8 o
— <
© ]
-

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16

Chemical Shift (ppm)

Espectro 157- RMN°C de20 (75 MHz, CDCH})




Estudo quimico e avaliagdo de atividades citot§geaotéxica e antifingica @@cotea acutifolig Nees) Mez. (Lauraceae) 220

[Te)
(&)
N
™
~
-
~
o
wn
s
8 3
<
o~
o
N
~
o~
N
[}
b
%
sl
wn
~
o~
©o
=} v
5 ~
5 3
N
©
8 g
e}
-
IR O o T L L I o L L e B L e N R N RN AN RSN
70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5
Chemical Shift (ppm)

Espectro 158- Expanséo do espectro de RfMN\Je20 (75 MHz, CDC})

R B o B LA R o e e e e e T T T T T T T
128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16

Chemical Shift (ppm)

Espectro 159- DEPT 135° @8 (75 MHz, CDC}




Estudo quimico e avaliagdo de atividades citot§geaotéxica e antifingica @@cotea acutifolig Nees) Mez. (Lauraceae) 221

5.5- Esteroide

5.5.1- Identificagéo de 3-(6©-acil-O-B-D-glucopiranosil)-sitosterol (21)

o)
. W
(O n 2 0O
e o
HM
OH

21

O composta?l foi isolado da fragdo OAF-B-6 originada dos fra@mentos
cromatograficos da fase hexanica das folhas (it@&2 2).

O espectro de RMRH (Espectro 160) d21 mostrou varios sinais na regio de
6 0,65 a 2,75, um sinal multiplo na regiaodd® 54 relativo a um hidrogénio e um dubleto
largo ad 5,34 (9,0 Hz) que indicou a presenca de hidrogéleifinico.

O espectro de RMN®C (Espectro 161, tabela 45) apresentaram sinais mai
intensos relativos a seis metilas (duas delas & d.1,2,05), um carbono oxigenado &
79,6 e dois carbonos olefinicos a 148,& tetrassubstituido) e 12231(CH), sugestivos
de um esqueleto esteroidal (GARCEZ et al., 199TaJGHERT & BEHNKE, 1983).
Além destes sinais relacionados no espectro@doram observados sinais adicionais na
regido de 14,1-34,2e 128,1-130,3 e de um observadodal74,6.

Nos espectros de RMNH e **C foram observados ainda, sinais na regi&o entre
8 4,18 e 4,4® no espectro de RMRH e seis sinais na regido de 63,2-1@l,8s quais
foram sugestivos de um residuo de acucar. Foi rdetado que tal residuo era fe
glucopiranosila em funcdo dos valores de desloctmgrimico no espectro de RMRC
(COLLINS & FERRIER, 1980).

Estes dados sugeriram p&ha estrutura de uifg-sitosterol glicosilado em C-

3 contendo um residuo de acido graxo. No espeard&MN °C de 21 a diferenca

significativa observada no valor de deslocamentasidal correspondente ao carbaho
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79,5 em relagdo ao mesmo carbono no sitostérall(7) [WRIGHT et al., 1978] foi
compativel com a presenca do agucar em C-3. Da anfssma, a desprotecdo do carbono
C-6’ da glucose, assim como a protecdo de C-5’ (SE@, 2006), foram compativeis com
a localizacéo do residuo de acido graxo naquebonar

O valor de 101,3 para o C-1'da unidade de glucose pdde ainda esiigiea
ligacdo do tipo d©-glucosideo em C-3 entre a aglicona e o agUcar,vengue carbonos
anomericos d©-glucosideos sdo observados na regidao de B0Mdependentemente da
natureza do residuo de acucar (BOYD & TURVEY, 1978)

Com base nos dados espectroscopicos obtidos eésity levantamento
bibliografico sobre outros esteroides (SILVA et aD05), pode-se concluir g4 tratava-
se do 3(6'©-acil-O-B-D-glucopiranosil)-sitosterol. Para estes tipos abenpostos séo
atribuidos importantes atividades bioldgicas, taismo antitumoral (KIRIAKIDIS et al.,
1997) e piscicida (HASHIMOTO et al., 1991).
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Tabela 45- Dados de RMNC (75 MHz, CDC}) de 21 e do 3-(6'0-acil-O-p-D-
glucopiranosil)-sitosterol) citado na literaturdL($A et al., 2005) [75 MHz, CDC]

C (21)8C (21) 8 *°C Literatura
1 37,3 38,9
2 31,5 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 21,1
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
29 12,0 11,9
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Tabela 45 (Continuacéo)- Dados de RM® (75 MHz, CDC}) de21 e do 3-(6'O-acil-
O-B-D-glucopiranosil)-sitosterol) citado na literatu(8ILVA et al., 2005) [75 MHz,
CDCls]

C (21) 8 C (21) 8 °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-O-Acil CO 1” 174,6 174,1
2" 34,2 34,2
3" 24,9 25,0
w1 14,1 14,1
oo 22,7 22,5

w3 34,2 31,9
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5.6- PROPOSTA BIOGENETICA PARA OS ALCALOIDES OBTIDO S DE Ocotea
acutifolia

O precursor da maioria dos alcaloides aporfinicos oé alcaloide
benziltetraidroisoquinolinico, Sreticulina, originado do esqueleto formado pela
condensacgao duas unidades de tirosina. A partte geecursor sao gerados os diversos
esqueletos aporfinicos, apos ciclizacdes atravédglamento oxidativo intramolecular,
seguidas de uma série de oxidacbes, metilacbasaxiacdes (STEVIGNY et al., 2005).
A figura 7 ilustra uma possivel sequéncia biogeaépara os alcaloides aporfinicos e

morfinano presentes e@. acutifolia

Figura 7- Proposta biogenética para os alcalogtdados d®©. acutifolia



Estudo quimico e avaliagdo de atividades citot§geaotéxica e antifingica @@cotea acutifolig Nees) Mez. (Lauraceae) 227

5.7- ENSAIOS BIOLOGICOS

Em funcdo das atividades bioldgicas apresentadasv@oas substancias
isoladas de plantas do géndbwoteae dentro do programa de busca de compostos
bioativos em plantas de Mato Grosso do Sul deseitoho LP 1, foram realizados testes
de atividades citotdxica, genotdxica e antifungicen extratos, misturas e substancias
puras obtidas d©. acutifolia No caso de substancias isoladas, foram selecasngara
serem submetidas aos bioensaios aquelas obtidaggraxmde pureza satisfatorio e em

quantidade suficiente para a realizagdo dos mesmos.

5.7.1- Ensaios de atividade citotoxica

5.7.1.1- Teste de toxicidade sobirtemia salina (TAS)

Os extratos alcaloidico das folhas e etandlicosfolass e cascas do caule de
O. acutifoliaapresentaram toxicidade pafa Salinga uma vez que extratos brutos vegetais
sdo considerados bioativos quando apresentam wn d@lDlsy abaixo de 100Qug/ml
(MEYER et al., 1982). Os resultados obtidos indicaique 0s extratos sdo potencialmente
citotoxicos, destacando-se o valor desPE 2,90 ug/ml obtido para o extrato alcaloidico
das folhas, sugerindo a presenca de substanciapaemcial atividade antitumoral, pois o
teste de toxicidade sobre Salinapossui uma boa correlacdo com o comportamento de
células cancerigenas (MCLAUGHLIN, 2008; MEYER et 4882).

Tabela 46- Toxicidade sob¥e Salinados extratos alcaldidico das folhas e etandliaess d

folhas e cascas do caule@eacutifolia

Extrato DL 50 pg/ml
Alcaloidico das folhas 2,9
Etandlico das folhas 2439

Etandlico das cascas do caule 499,9
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5.7.1.2- Ensaio de atividade citotoxicen vitro em linhagens de células cancerigenas

Dos dezoito alcaloides obtidos no presente trabattea foram avaliados
quanto a atividade citotoxica vitro frente a diferentes linhagens de células humanas
tumorais (item 4.5.1.2).

Os alcaloides (+)-dicentrinal) (+)-ocoteina %), (+)-65-N-Oxido dicentrina
(5), (+)-6SN-0xido ocoteina q), (+)-6R-N-Oxido ocoteina §), (+)-leucoxina 9), (+)-
norocoxilonina {1), (+)-neolitisina 12), (+)-isodomesticinal@), talicminina (7) foram
avaliados quanto sua atividade citotoxica frenggiatro linhagens de células cancerigenas
de Hep-2 (laringe), MCF-7 (mama), B16-F10 (melanpnea786-0 (rim) utilizando-se o
método SRB (Tabela 47).

Os alcaloidedl e 2 também foram testados frente a mais quatro linteagen
células cancerigenas MDA-MB435 (melanoma), SF-28bklastoma), HL-60 (leucemia)

e HCT-8 (co6lon) pelo Método MTT (Tabela 48).

Segundo CALDERON et al., 2003, compostos com fatidade citotoxica
apresentam valores desginenores que 2Ag/mL e com fraca atividade valores maiores
gue 25ug/mL. Para compostos inativos sao observados \saémiena de 10Qg/mL.

Desta forma, de acordo com os resultados descntosTabela 47, (+)-
dicentrina (), (+)-ocoteina Z%), (+)-neolitsina {2) e talicminina 17) foram
significativamente mais ativos contra as linhagdascélulas testadas. (+)-Ocoteir® (
mostrou o efeito mais potente contra células Hepefs inibiu o0 crescimento celular em
50% em uma concentracdo de 8udgfmL, apresentando ainda atividade significativa
frente as células B 16-F10 ¢k 11,4ug/ml) e 786-0 (Gh = 12,9ug/ml). (+)-Neolitsina
(12) foi o alcaloide mais citotoxico contra as linhageMCF-7 (Cdo = 10,2ug/mL) e
B16-F10 (Céo = 10,2ug/mL) e talicminina 17), por outro lado, mostrou ser o composto
mais ativo contra células 786-0 (g 10,7ug/ml), mas apenas inibiu moderadamente o
crescimento de células Hep-2 e foi inativo paraeslas MCF-7 e B16-F10 (€l> 50
pug/mL).

(+)-6S-N-6xido ocoteina?) apresentou apenas fraca atividade contra Hep-2 e
B16-F10 (Cio = 32,7 e 30,7ug/mL, respectivamente) e foi inativo contra céllN&SF-7 e
786-0, como demonstrado pelo seu valor dg €50 ug/mL em ambos o0s casos, assim
como o alcaloide (+)#-N-6xido ocoteinag), o qual foi inativo frente as células testadas
(MCF-7 e B-16-F10). O alcaloide (+ReN-Oxido dicentrina §) foi inativo frente as
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células 786-0, MCF-7 e B-16-F10 demonstrando atlédapenas contra Hep-2 {CF
16,2pg/mL).

Estes resultados indicam que, comparadp a funcionalidadéN-6xido em7
reduz significativamente a sua atividade citotox@cam8 o torna inativo, o que também
pbde ser observado na comparacdo ehtee5, no entanto par® efeito citotdxico é
observado frente células MCF-7. Da mesma formagsepca de um substituinte hidroxila
em C-8 foi o responsavel pela baixa citotoxiciddde(+)-leucoxinaq) contra todas as
quatro linhagens testadas em comparacao conilaRt® outro lado, os resultados obtidos
para (+)-isodomesticinal8) e 12 sugerem que a presenca de um substituinte
dioxidometileno no anel A d&2 em vez de grupos orto hidroxila e metoxila em @iess 1
e 2, como eni3, pode explicar o aumento da atividade mostraddlpaontra as células
testadas. Assim, quanto aos efeitos citotoxicog de€ contra células Hep-2, MCF-7 e
786-0, a introducdo de um grupo metoxila em C-Zgatornar este ultimo mais ativo,
entretanto um efeito significativo ndo € observeoiatra células B16-F10.

Dentre os resultados obtidos para os alcaldide® frente as outras linhagens
celulares MDA-MB43, SF-295, HL-60 e HCT-8 utilizande o método MTT (Tabela 48)
pode-se destacar o efeito mais potente apresepe&ol@ompost@ contra células HCT-8,
entretanto,l foi inativo frente a esta linhagerh.e 2 demonstraram atividade citotdxica
significativa para as demais linhagens (MDA-MB4B; 25, HL-60) com valores de 4l
entre 5,5 e 10,dg/mL.

Para os alcaloides (+)-leucoxina e (+)-isodomestindo existem trabalhos
descritos sobre suas atividades citotoxicaitro. O potencial citotoxico de (+)-ocoteina e
talicminina, foi previamente avaliado apenas sa@alas KB, onde este ultimo mostrou-
se inativo (WRIGHT et al., 2000), enquanto (+)ditema foi testado contra linhagens de
células tumorais HelLa, Mel-5 e HL-60 (STEVIGNY ét, 2002). Apesar de existirem
atividades mencionadas para as duas formas en&@nibas de dicentrina contra varias
linhagens de células cancerigenas (STEVIGNY et28i05; STEVIGNY et al., 2002;
HUANG et al., 1998; LIKHITWITAYAWUID et al., 1993)gsta € a primeira vez que a
citotoxicidade da (+)-dicentrina foi avaliada centélulas MCF-7, B16-F10 e 786-0.
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Tabela 47- Valores de §l(ug/mL) obtidos para os compostb?, 5, 7, 8, 9, 11, 12, 13 e
17 frente as linhagens de células Hep-2, MCF-7, B16-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-nao testado

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

Linhagem
Composto MDA-MB43 SF-295 HL-60 HCT-8
(melanoma) (glioblastoma) (leucemia) (cdlon)
1 10,7 5,8 5,5 >50
2 10,7 9,1 59 3,2
Doxorrubicina 0,48 0,23 0,02 0,01

(controle positivo)
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5.7.2- Ensaio de atividade genotodxica

No presente trabalho foi também avaliada a atiadgehotoxica: a) do extrato
etanolico (EE) das folhas; b) do extrato alcal@diEA) das folhas; c) e da mistura de
dicentrina e ocoteina (DO); d)- das substanciaag(#)-dicentrinal), (+)-ocoteina %),
(+)-6S-N-6xido ocoteina q), (+)-leucoxina 9), e talicminina {7) utilizando-se como
modelo bioldgico o teste SMART, em asadesophila melanogasteForam realizados
experimentos independentes, utilizando-se cruzamgadrao (ST) para todas as amostras.

O cruzamentos ST permite a obtencdo de descendddites(genotipo
mwh/fl) identificados fenotipicamente pela borda lisa dsasae os descendentes BH
(genotipo mwh/TM3 identificados pela borda de asa recortada. Areliiga entre as
frequéncias de manchas mutantes detectadas noddumi MH e BH representa a

freqUiéncia de recombinacao mitética.

5.7.2.1- Atividade genotoxica de EE

A tabela 49 apresenta os resultados obtidos paxdrato etandlico das folhas
(EE). A frequéncia total de manchas por individubl ko controle negativo foi de 0,58
enquanto que os tratados com o EE a frequénciawde0,65 (menor concentragédo) a
1,05 (maior concentracéo).

Analisando os resultados obtidos com os individBbls verificou-se que a
frequéncia total de manchas do controle negativaléo0,30, enquanto que a do EE né&o
passou de 0,28. Com base nestes dados, podeisedutegrande parte das manchas dos
individuos MH provém de eventos recombinogénicoS,7% para a concentracéo
intermediaria e 72,5% para a maior concentracao).

Assim, os resultados obtidos apds tratamento coextmto etandlico das
folhas diferem estatisticamente do controle negafiifigura 8) e, portanto, nessas
condicOes experimentais, o EE apresenta efeitot@eio.

De acordo com MARQUES et.aR003, extratos hidroalcodlicos @xotea
duckeiforam mutagénicos, quando avaliados pelo TestAmdes, sendo esta atividade
atribuida aos componentes presentes no extrat,ctano lignanas, monoterpenos e
alcaloides (SILVA et a) 2002).
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Tabela 49- Resultados obtidos no teste de manchasds deD. melanogasterde

descendentes MH e BH do cruzamento ST, apOs tratan@bnico com diferentes

concentracdes de EE obtido das folha®dacutifolia

Amostra (EE) N° de FTM ™ FTM ™ Recombinacdo %
(mg.mLY)  individuos mwh mwh
- mwhfi¥  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

Frequéncias

.

B MH (mwh/fr3)
BH (mwh/TM3)

Controle DXR 0,125

negativo

0,6
Concentracdes (mg/mL)

1,25

25

Figura 8- Frequéncias totais de manchasvl) observadas em células de asasDde

melanogasteide descendentes MH e BH, do cruzamento ST, aptstamento crénico

com EE
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5.7.2.2- Atividade genotoxica de EA

Na andlise dos descendentes de gendtipdiflr® tratados com diferentes
concentracdes do extrato alcaloidico (EAdnstatou-se um aumento estatisticamente
significativo na frequéncia de manchas mutante) para a menor concentragéo e 2,20
para a concentracdo intermediaria em relacao awot®megativo (Tabela 50, figura 9).
No entanto, a maior concentracdo (0,8 mg/mL) fototékica, impedindo o
desenvolvimento das moscas e posterior andlisastes Este fato provavelmente se da
pelo grande nimero de alcaloides presente nassfaé@. acutifolia que, em conjunto,
podem apresentar um forte efeito citotoxico.

Ja o genotiponwh/TM3néo apresentou resultados positivos, 0 que deteumin
para o EA taxas de recombinacfes de 68% e 71,4&m@aparoncentracdes 0,4 mg/mL e 0,6
mg/mL, respectivamente. A partir destas informagéesclui-se que EA exibe efeito

genotoxico superior ao apresentado pelo EE.

Tabela 50- Resultados obtidos no teste de manchasds deD. melanogasterde
descendentes MH e BH do cruzamento ST, apOs tratan@bnico com diferentes
concentracdes de EA obtido das folha®dacutifolia

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

(mg.mLY)  individuos mwh mwh
- mwhf¥  mwhTM3
0,4 20 1,40 28 0,45 09 68,0
0,6 20 2,20 44 0,60 12 714
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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B MH (mwh/fIr3)
BH (mwh/TM3)

Frequéncias

.

: 1 |

o 1l , , , ,
04 0,6

Controle DXR 0,125
negativo

Concentragdes (mg/mL)

Figura 9- Frequéncias totais de manchasvl) observadas em células de asasDde
melanogastede descendentes MH e BH, do cruzamento ST, aftesamento crénico

com EA

5.7.2.3- Atividade genotoxica de DO

Para a mistura de ocoteina e dicentrina (DO) aiéegja total de manchas por
individuo Mmwhflr®) no controle negativo foi de 0,58 enquanto que tragados a
freqUéncia variou de 2,15 para a menor concentraggd@5 para a maior. Constatou-se
um aumento estatisticamente significativo, quandmparado com a frequéncia de
manchas mutantes observada no controle negatisom &®@mo foi observado na analise
dos individuos de gendtippwh/TM3para as concentracdes 0,8 e 1,6 mg/mL (Tabela 51,
figura 10).

A freqUéncia de recombinacéo variou de 75% (meoocentracdo) a 79,2 %
(maior concentragdo). Com base nestes resultadgeswva-se um aumento na frequéncia
de mutagfes da mistura em relacdo a observadansa®e com EE e EA. Desta forma os
alcaloides ocoteina e dicentrina, em maior conaeétr, apresentam maior atividade

genotoxica.
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Tabela 51- Resultados obtidos no teste de manchasds deD. melanogasterde
descendentes MH e BH do cruzamento ST, apOs tratan@bnico com diferentes
concentracdes de DO obtido das folha®©dacutifolia

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

(mg.mLY)  individuos mwh mwh
- mwhf¥  mwhTM3
0,4 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/flr3)

BH (mwh/TM3)
3 -
2
: ]
.. M . .
0,4 0

Controle DXR 0,125
negativo

Frequéncias

8 1,6
Concentracdes (mg/mL)

Figura 10- Frequéncias totais de manchaws/tj observadas em células de asasDde
melanogasteide descendentes MH e BH, do cruzamento ST, aptstamento crénico
com DO
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5.7.2.4- Atividade genotoxica de (+)-dicentrina (1)

Para o alcaloidel a frequéncia de manchas mutantes nos individuos de
gendtipomwhflr® variou de 5,80 a 14,35 e para o genétipah/TM3de 0,90 a 1,60
(Tabela 52). Estes resultados quando comparadéreggncias obtidas para o controle
negativo indicaram um aumento estatisticamentefiggtivo na freqtiéncia de manchas
mutantesproporcionais as concentracdes testadas para esirdbviduos (Figura 11),
entretanto a taxa de recombinagcao mitdtica foi soipa 80%, demonstrando que grande
parte das manchas dos individuos MH provém de eserdcombinogénicodNessas
condi¢cdes experimentals apresenta pronunciado efeito genotoxico e supeawoefeito

obtido com a mistura dee (+)-ocoteinal).

Tabela 52- Resultados obtidos no teste de manchasds deD. melanogasterde
descendentes MH e BH do cruzamento ST, apOs tratan@dnico com diferentes

concentracdes deobtido das folhas da. acutifolia

Amostra () N° de FTM ™ FTM ™ Recombinacéo %
(mg.mLY)  individuos mwh mwh
- mwhf¥  mwhTM3
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



Estudo quimico e avaliagdo de atividades citot§geaotéxica e antifingica @@cotea acutifolig Nees) Mez. (Lauraceae)
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B MH (mwh/flr3)

BH (mwh/TM3)

6
4
5 |
o | mem

Controle DXR 0,2 0,2 0,4
negativo

12

[E=Y
o
1

Frequéncias
[o¢]
1

Concentra(;oes (mg/mL)

Figura 11- Frequéncias totais de manchmawl) observadas em células de asasdDde
melanogastede descendentes MH e BH, do cruzamento ST, aftasamento crénico

coml

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

Os resultados obtidos (Tabela 53, figura 12) coaicaloide2 demonstraram
um aumento estatisticamente significativo na fregisgéde manchas mutantes no genaétipo
mwhfir3, exceto para a concentracdo de 0,4 mg/mL. A frecji&e manchas mutantes foi
de 1,7 para a concentracdo 0,8 mg/mL e de 2,65 patancentracdo 1,6 mg/mL.
Entretanto, no gendtipmwh/TM3os resultados ndo foram positivos, indicando qaadg
parte dagnanchas dos individuos MH estéo ligadas a eveetmsmbinogénicos (68,8 a
82,4%).

A andlise destes dados indica qué uma substancia genotéxica, porém com

uma genotoxicidade menor que a conferida por (eg+drina ().
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Tabela 53- Resultados obtidos no teste de manchasds deD. melanogasterde

descendentes MH e BH do cruzamento ST, apOs tratan@bnico com diferentes

concentracdes deobtido das folhas da. acutifolia

Amostra @) N° de FTM ™ FTM ™ Recombinacdo %
(mg.mLY) individuos mwh mwh
mwh/fIP mwh/TM3
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
9 -
8 4
7 - B MH (mwh/fIr3)
BH (mwh/TM3)
87
25 -
@
=)
T 41
LL
3 .
2 4
1 | I
;. [
Controle DXR 0,125 0,4 0,8 1,6
negativo Concentracdes (mg/mL)

Figura 12- Frequéncias totais de manchas/ty observadas em células de asasDde

melanogasteide descendentes MH e BH, do cruzamento ST, aptstamento crénico

com?2
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5.7.2.6- Atividade genotoxica de talicminina (17)

Para al7, a frequiéncia total de manchas por individomwviiflr®) variou de
3,35 para a menor concentracédo a 18,10 para a (faibela 54, figura 13). Constatou-se
um aumento estatisticamente significativo na fregig2 de manchas mutantes
proporcional as concentragdes Hé sendo inclusive citotdxico na concentracdo de 1,6
mg/mL. Entretanto, este aumento ndo foi observadma gndividuos de gendtipo
mwh/TM3 Com base nestes resultados pode-se afirmar qlealwide oxaporfinicd7
apresenta um potente efeito genotoxico ligado @mbmacdo mitdtica, ja que foi

observado uma taxa de recombinacdo proxima de h@8%és concentracdes testadas.

Tabela 54- Resultados obtidos no teste de manchasds deD. melanogasterde
descendentes MH e BH do cruzamento ST, apOs tratan@bnico com diferentes

concentracdes der obtido das folhas da. acutifolia

Amostra (7) N° de FTM ™ FTM ™ Recombinacdo %

(mg.mLY) individuos mwh mwh
- mwhA?  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) 40 803 321 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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o
1

o N b~ OO
1

B MH (mwh/flr3)
BH (mwh/TM3)

Controle DXR 0,125 0,8 1,2
negativo

Concentraqoes (mg/mL)

Figura 13- Frequéncias totais de manchmawtj observadas em células de asasdDde

melanogastede descendentes MH e BH, do cruzamento ST, aftasamento crénico

coml7

5.7.2.7- Atividades genotdxicas de (+)S8N-6xido ocoteina (7) e de (+)-leucoxina (9)

Os resultados obtidos (Tabela 55, figura 14) @d@am positivos, entretanto,
guando comparados com o0s obtidos para (+)-ocot@nando foi observado para as
concentracdes testadas um aumento estatisticansegmdicativo nas frequéncias de

manchas mutantes para os individuos de gendtipdffir®

em relacdo ao controle

240

negativo. Para os de genotimowh/TM3 os resultados foram negativos. Estes dados

demonstram qu@é apresenta efeito genotoxico, porém menos prondncjae o observado

para o alcaloide, estruturalmente relacion&do,

Para9 os resultados obtidos, expressos na tabelas Gueafl5, foram
negativos, pois nao foi observado nas concentraedesdas, aumento nas frequiéncias de
manchas mutantes para os individuos de gendtipd/fl’ em relacdo ao controle
negativo, indicando qu® nao apresenta, nestas condicbes experimentaisdaale

genotoxica.
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Tabela 55- Resultados obtidos no teste de manchasds deD. melanogasterde

descendentes MH do cruzamento ST, apds tratamerioica com diferentes

concentracdes deéobtido das folhas da. acutifolia

Amostra () N° de FTM ™ FTM ™ Recombinacdo %
(mg.mLY) individuos mwh mwh
mwh/fIP mwh/TM3
0,4 40 0,60 24 0,20 08 66,0
0,8 40 0,93 37 0,25 10 69,7
1,6 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
9 -
8 .
B MH (mwh/fIr3)
! BH (mwh/TM3)
8°
2 5 -
@
>3
T 4
LL
3 .
2 4
1 .
o | e N | . , .
Controle DXR 0,2 0,8 1,6
negativo Concentracdes (mg/mL)

Figura 14- Frequéncias totais de manchmawtj observadas em células de asasdDde

melanogastede descendentes MH, do cruzamento ST, apds eeata cronico cond
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Tabela 56- Resultados obtidos no teste de manchasds deD. melanogasterde
descendentes MH do cruzamento ST, apds tratamerioica com diferentes

concentracdes deobtido das folhas da. acutifolia

Amostra ) N° de individuos FTM ™
(mg.mL?) Mwh
- mwhF
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

7 - ® MH (mwh/fIr3)

Frequéncias

o | - . .

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

Concentracdes (mg/mL)

Figura 15- Frequéncias totais de manchas/tj observadas em células de asasDde
melanogastede descendentes MH, do cruzamento ST, apés emeata cronico cor®

242



Estudo quimico e avaliagdo de atividades citot§geaotéxica e antifingica @@cotea acutifolig Nees) Mez. (Lauraceae) 243

A atividade genotdxica para os extratos e compdétds 7, 9 e 17) obtidos de
O. acutifolia, avaliada através do ensaio SMART, estd sendoittepaia primeira vez
neste trabalho.

O forte efeito genotoxico observado para2 e 17, neste ensaio, pode estar
relacionado com a conformacéo planar adotada pedé&culas, ja que pronunciado efeito
genotoxico foi relatado anteriormente para os aldak1 e o oxaporfinico liriodenina
empregando-se o Teste de Ames (TADAKI et al., 198QZAKA et al., 1990), os quais
apresentam uma conformacao planar ideal para@eigentre as fitas de DNA, atuando
como agentes intercalantes, causando eventos dedoué recombinagcéo (WOO et al.,
1997; WOO et al., 1999). Pataha também o fato de que interfere com a atividade
catalitica das topoisomerases | e Il (HOET et 2004), favorecendo, principalmente, a
ocorréncia de recombinacéo mitotica.

Os resultados observados parh e 17 nas maiores concentragdes foram
inclusive superiores aos obtidos para o contrositipo utilizado, o antibiético anticancer
Cloridrato de Doxorrubicina (DXR) muito usado compamioterapico no tratamento de
leucemia e outros tumores e que, por ser uma mnaléoe apresenta na sua estrutura um
nacleo também planar, atua como agente intercalaatsituando entre as fitas de DNA,
alterando a conformacédo da dupla-hélice, podendhr i@ apoptose e a fragmentacéo do
DNA (SKLADANOWSKI & KONOPA, 1993; ZHANG & LI, 2000;KUMAR et al.,
2004). A fragmentacdo do DNA se da por acéo coajdatenzima topoisomerase Il que,
ao entrar em contato com a doxorrubicina, efetugbis em uma ou em duas fitas
(TEWEY et al., 1984).

Quanto aos efeitos genotoxicos observados parica®ides estruturalmente
relacionadosl e 2, 9 e 1 e 7 e 2, os resultados obtidos neste ensaio indicam que,
comparado a (+)-dicentrind)( a introducdo de um grupo metoxila em C-3 nauasia de
(+)-ocoteina %), reduz a sua genotoxicidade. Da mesma forma, esepca de um
substituinte hidroxila em C-8 pode ser o resporsgeetornar (+)-leucoxina9j inativa
neste ensaio. Os resultados obtidos para $#)-6xido ocoteina®) e 2 sugerem que a
presenca de uma funclbboxido na estrutura déreduz significativamente a sua atividade
genotoxica.

Com relacéo a citotoxicidade, substancias que eptas potencial genotdxico
podem ser consideradas agentes quimioterapicogju¢a os efeitos de mutacdes e

recombinacdes podem ser citotoxicos, levando agasétumorais a morte (KINGMA &
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OSHEROFF, 1998). Portanto, a atividade genotéxma @lto valor de recombinacao
observada parg 2 e17, pode estar relacionada com a citotoxicidade aptada por estas
substancias, frente a determinadas linhagens dlasélmorais, uma vez que no ensaio de
atividade citotéxica realizado no presente trahadistas substancias exibiram de moderada

a forte atividade frente a maioria das células tamsdestadas.

5.6.3- Ensaio de atividade antifangican vitro

Os resultados dos testes para determinacdo do citeantifingico dos
extratos alcaloidico das folhas e etandlicos diim$oe das cascas do cauledecutifolia
estdo descritos na tabela 57. A Concentracdo dniditMinima (CIM) do extrato
alcaloidico para as cepas dgandida glabrata Candida tropicalis e Cryptococcus
neoformansapresentou um valor de 78/mL, sendo este o melhor resultado para os
extratos testados. Os demais resultados obtidasgoexktrato alcaloidico frentes as outras
cepas, também foram significativos, visto que a&tde um extrato bruto.

Para os extratos etandlicos das folhas e casceaut® os melhores resultados
foram 62,5 pg/mL frente aC. neoformanse 15,6 ug/mL frente aC. tropicalis
respectivamente.

Um dado importante que deve ser ressaltado, del@omm os resultados do
teste, € a especificidade do extrato frente asscegmadas, como € o0 caso do extrato
etanolico das folhas, pois 0 extrato inibiu o dresnto das cepas deandida parapslosis
e Cryptococcus neoformaresnao inibiu significativamente o crescimento datsas cepas
testadas, sendo inclusive inativo para algumasscdpa caso do extrato etandlico das
cascas do caule, esta especificidade nao foi tdioupciada, pois o extrato demonstrou
atividade antifingica frente as cepasG#mdida kruseiC. parapslosis C. tropicalis e C.
neoformanssenddnativo frente as outras duaSgndida albican® C. glabratg.

Em relacdo as substancias obtidasOdeacutifolia nove delas [(+)-dicentrina
(1), (+)-ocoteina2), (+)-6SN-oxido dicentrina), (+)-6S-N-0xido ocoteina®), (+)-6R-N-
oxido ocoteina §), (+)-leucoxina 9), (+)-norocoxilonina 11), talicminina 17) e (+)-
palidina (L8)] foram avaliadas para a deteccao de atividad&iagica frente as cepas de

C. albicansC. kruseie C. neoformans
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As amostras apresentaram atividade antifangicaefranmaioria das cepas
testadas (Tabela 58). Frent&€€aneoformanso alcaloide8 foi o mais ativo, pois exibiu
uma inibicdo de crescimento fungico a uma concefitrade 25ug/mL. Todos os
alcaloides testados cont€a albicansdemonstraram atividade significativa, sendo fj8e
apresentou uma atividade antifangica mais acent{@id& = 50 ug/mL). Os alcaloides e
8 foram inativos frenteC. krusej porém os demais apresentaram moderada atividade
antifungica frente a esta cepa (CIM = gJmL ou 100ug/mL).

Apenas alguns trabalhos relatam atividade antifitngide alcaloides
aporfinicos. Os alcaloides (+)-dicentrina e (+)ugiaa foram identificados como os
responsaveis pela acdo antifangicaGlaucium oxylobuntontra os fungoMicrosporum
gypseum M. canis Trichophyton mentagrophytee Epidermophyton floccosum
(MORTEZA-SEMNANI et al., 2003) sendo que (+)-glauiinibiu ainda o crescimento
dos fungos Ceratocystis coerulescendusarium oxysporum Phialophora melinij
Pleurotus ostreatus Polyporus sulphureugHSU et al., 1991).

Das cascas d¥ylopia championiiforam isolados cinco alcaloides, sendo o
alcaloide aporfinico (+)-nordicentrina 0 que apnége maior atividade contra o fungo
fitopatogénicaClodosporium cladosporioidd® UVANENDRAN et al., 2008).

Das folhas déNelumbo muciferdoi isolado (-)-roemerina, o qual apresentou
atividade antifungica frente @andida albicangAGNIHOTRI et al., 2008)(+)-anonaina
demonstrou potente acdo antifingica frent€rgptococcus neoformanse diferentes
espécies d€andida(TSAI et al., 1989). Relata-se também que o aidaloxaporfinico
liriodenina demonstrou atividade antifangigayivo, contraCandida albicangCLARK et
al., 1987). E descrito ainda para liriodenina, alen(-)-asimibolina e (-)-norushinsunina
atividade frente aos fung@odosporium cladosporioides e C. sphaerospuritAGO et
al., 2007).

Recentemente, um novo alcaloide aporfidemagnoflorinae o conhecida-
magnoflorina foram isolados das partes aérea€ldmatis parvilobae ambos exibiram
potente atividade antifungica frent@anicillium avellaneunfCHEN et al., 2009).

Desta forma, este € o primeiro relato de atividatkungica para os extratos
de O. acutiblia, assim como para os alcaloid@sy, 7, 8, 9, 11, 17 e 18). No caso dd,
sua atividade frente as cepas testadas no prasapaéého esta sendo também descrita pela

primeira vez.
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Tabela 57- Valores da CIMu@/mL) dos extratos alcaloidico e etandlicos dasaele das
cascas do caule d@. acutifoliafrente as cepa€. albicans C. glabrata C. krusei C.

parapslosis C. tropicalis e Cryptococcus neoformans

Cepas (CIM pg/mL)

C.albicans C.glabrata C.krusei C. parapdosis 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
etandlico
das folhas
Extrato Inativo Inativo 500 250 15,6 31,2
etandlico
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 CIMi@/mL) das substancids 2, 5, 7, 8, 9, 11, 17 e 18 obtidas de
O. acutifoliafrente as cepas. albicans C. kruseie Cryptococcus neoformans

Cepas (CIM pg/mL)

C. albicans C. krusai 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 alcal6idicos dasafol das cascas do caule e
das fases hexanica e em acetato de etila provesidatparticdo do extrato etandlico das
folhas deOcotea acutifoliacoletadas na regido sul de Mato Grosso do Sultoeisno
isolamento e identificacdo de dezoito alcaloidespmreendendo dezessete com esqueleto
aporfinico e um com esqueleto morfinano, além deflamonoide, um poliprenol e um
esteroide.

Com relacdo aos alcaloides, constituintes prinsipdd material vegetal
estudado, merecem destaque os alcaloides inédtetencentes a um grupo néo usual de
alcaloides aporfinicos: (+)SBN-0xido ocoteina, (+)4-N-O0xido ocoteina e o alcaloide
(+)-norocoxilonina também descrito pela primeira,valém de (+)-neolitsina e (+)-
talicsimidina cuja ocorréncia esta sendo relatada primeira vez no género.

A exemplo de outras espécies@eotea observou-se no espécime estudado a
predominancia de alcaloides aporfindides com estuehporfinico, como também a
presenca de alcaloides bioativos.

Os resultados obtidos nos bioensaios realizadososoextratos e com alguns
alcaloides isolados, particularmente os de citoidade em linhagens de células
cancerigenas e genotoxicidade foram consideradstarita promissores em funcédo de
serem comparaveis aos obtidos com compostos peErégries a mesma classe descritos na
literatura.

Nos ensaios de atividade citotdxica realizados demdos dezoito alcaloides
isolados foram obtidos valores desg3ignificativos para (+)-ocoteina @&= 8,1 pug/mL
frente a células Hep-2), (+)-neolitsina {& 10,2ug/mL frente as células MCF-7 e B16-
F10) e (+)-dicentrina (G = 11,2ug/mL frente a células B16-F10) e talicminina Gt
10,7ug/mL frente a célula 786-0) o que lhes confere potancial capacidade de inibicdo
do crescimento de células cancerigenas.

Ja no ensaio de atividade genotoxica os resultddoam ainda mais
significativos. Dos cinco alcaloides testados, t(&dicminina, (+)-dicentrina e (+)-
ocoteina) apresentaram atividade genotoxica enflasébomaticas de asas deosophila
melanogaster destacando-se talicminina e (+)-dicentrina 0s isquapresentaram

genotoxicidade superior a do anticancer cloriddeta@oxorrubicina (controle positivo).
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Dentre os extratos testados no ensaio de atividiatiféingica, deve-se ressaltar
o potencial fungitoxico observado para o extratalaidico das folhas e ainda dos nove
alcaloides submetidos a este ensaio (+)-dicentf#)agcoteina, (+)-8-N-Oxido dicentrina,
(+)-6SN-Oxido ocoteina, (+)4¥&N-O0xido ocoteina, (+)-leucoxina, (+)-norocoxilonina,
talicminina e (+)-palidina os quais apresentarangifioxicidade frente & maioria das cepas
testadas.

Além da relevancia dos resultados acima citadode{se destacar ainda neste
trabalho a contribuicdo dada para o conhecimentood#gosicdo quimica de espécies de
Ocoteaque ocorrem em Mato Grosso do Sul, bem como o ¢oremto de informagdes
que poderdo facilitar posteriormente a execucéondeos trabalhos relativos ao

isolamento, caracterizacéo e avaliacéo de atividadégica de compostos afins.
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