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RESUMO

A bioprospeccéo de produtos naturais € uma estratégia fundamental na busca por novas
moléculas com potencial terapéutico, especialmente os alcaloides, reconhecidos por sua
diversidade estrutural e ampla gama de atividades farmacoldgicas. A familia Lauraceae,
amplamente distribuida em regifes tropicais e subtropicais, é destacada por seu rico
conteudo de metabdlitos secundarios, como terpenos, polifendis, fenilpropanoides e
alcaloides, especialmente nos géneros do continente americano, como Ocotea. Dentre
eles, Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez é uma espécie nativa da América do Sul,
tradicionalmente utilizada por comunidades locais no tratamento de resfriados e
inflamacdes, embora seus compostos ativos ainda estejam pouco explorados. Estudos
preliminares demonstraram atividade antioxidante, antimicrobiana, acaricida, citotdxica e
anti-inflamat6ria em extratos e 6leos essenciais da espécie. Diante disso, este trabalho teve
como objetivo isolar, purificar e caracterizar estruturalmente alcaloides presentes na fracéo
alcaloidica de O. diospyrifolia, visando ampliar o conhecimento fitoquimico da espécie e
avaliar seu potencial como fonte de compostos bioativos. O material vegetal foi coletado
em areas do Cerrado e Pantanal, seco, triturado e submetido a extracéo por etanol 70%. A
fracdo alcaloidica foi obtida por marcha alcaloidica e posteriormente purificada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em escala semipreparativa (CLAE-DAD). As
substancias isoladas foram analisadas por espectrometria de massas de alta resolucéao
(CLAE-DAD-EM) e submetidas as técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) uni
e bidimensionais. Ao todo, foram obtidas 37 fracbes, das quais quatro apresentaram
espectros compativeis com alcaloides ja descritos: reticulina, boldina, isoboldina e
laurotetanina. Esta ultima foi confirmada por analise HMBC, com correlagdes de longo
alcance entre os hidrogénios e carbonos do anel heterociclico. A analise da fragdo bruta
por CLAE-DAD-EM indicou a presenca de outras estruturas aporfinicas e isocoridinicas
ainda ndo isoladas. Além disso, testes bioldgicos prévios revelaram atividade antileucémica
de aproximadamente 40% da frac&o contra a linhagem KG-1, sugerindo um efeito citotéxico
relevante. A partir desses resultados, conclui-se que O. diospyrifolia constitui uma fonte
promissora de alcaloides com potencial farmacoldgico, especialmente para o
desenvolvimento de novos prototipos bioativos voltados ao tratamento de doencas
neoplasicas. O presente estudo contribui para a valorizacédo da biodiversidade brasileira e
do conhecimento etnofarmacoldgico, reforcando a importancia de estudos integrados em
fitoquimica e biologia celular.

Palavras-chave: Ocotea diospyrifolia. Alcaloides aporfinicos. Produtos naturais.
Fitoquimica.



ABSTRACT

Natural products are recognized as valuable sources of bioactive molecules with therapeutic
potential and are widely used as starting points for the development of new drugs and
phytotherapeutics. Among these, alkaloids stand out for their structural diversity and broad
spectrum of pharmacological activities, making them important targets in the bioprospecting
of plant species. The Lauraceae family, widely distributed in tropical and subtropical regions,
is notable for its richness in secondary metabolites such as terpenes, polyphenols,
phenylpropanoids, and especially alkaloids. Within this family, the genus Ocotea is
particularly relevant, with Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez being a native South American
species traditionally used for treating colds, inflammation, and other ailments. Although
preliminary studies have reported antioxidant, antimicrobial, acaricidal, cytotoxic, and anti-
inflammatory activities in extracts and essential oils of this species, its bioactive compounds
remain largely uncharacterized at the molecular level. This study aimed to isolate, purify,
and structurally characterize alkaloids from the alkaloid-rich fraction of O. diospyrifolia,
thereby contributing to the phytochemical knowledge of the species and identifying potential
bioactive compounds. Plant material was collected in the Cerrado and Pantanal biomes,
dried, ground, and extracted with 70% ethanol. The alkaloid fraction was obtained through
acid-base partitioning and purified by semi-preparative high-performance liquid
chromatography (HPLC-DAD). Isolated compounds were analyzed by high-resolution mass
spectrometry (UHPLC-HRMS) and nuclear magnetic resonance (1D and 2D NMR). A total
of 37 fractions were obtained, and four alkaloids were identified: reticuline, boldine,
isoboldine, and laurotetanine, the latter being confirmed through long-range correlations in
HMBC spectra. The crude alkaloid extract also showed signals compatible with other
aporphine- and isocorydine-type alkaloids. Furthermore, previous biological assays
revealed approximately 40% anti-leukemic activity against the KG-1 cell line, indicating a
relevant cytotoxic potential. These results highlight O. diospyrifolia as a promising source of
alkaloids with pharmacological relevance, especially for developing new bioactive
prototypes targeting neoplastic diseases. This study also reinforces the value of Brazilian
biodiversity and ethnopharmacological knowledge through integrated phytochemical and
bioactivity research.

Keywords: Ocotea diospyrifolia. Aporphine alkaloids. Natural products. Phytochemistry.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais (PNs) sédo substancias produzidas por organismos vivos, como
plantas, animais e microrganismos, amplamente reconhecidos por sua diversidade
estrutural e variedade de efeitos bioldgicos (Les et al., 2024). Também conhecidos como
metabdlitos primarios e secundarios, esses compostos sao essenciais para a sobrevivéncia
do organismo, ou originados por rotas enzimaticas especializadas, que evoluiram ao longo
do tempo como resposta a pressdes ambientais, conferindo vantagens adaptativas aos

organismos produtores (Bourgaud et al., 2001).

De forma geral, os produtos naturais podem ser classificados em dois grandes
grupos, os metabdlitos primarios e os secundarios. Os metabdlitos primarios incluem
compostos essenciais para 0 crescimento e manutencéo celular, como acgucares, acidos
graxos, aminoacidos e acidos nucleicos. Ja os metabdlitos secundarios, embora nao
diretamente envolvidos na sobrevivéncia basica do organismo, apresentam estruturas
guimicas mais complexas e desempenham funcdes especificas, como defesa contra
predadores, atracao de polinizadores e competicédo ecologica (Wu e Chappell, 2008). Por
sua diversidade estrutural e funcional, os metabdlitos secundarios sdo amplamente

utilizados na busca de novos farmacos, como também séo alvos de estudos fitoquimicos.

Historicamente, os produtos naturais despertaram grande interesse na pesquisa
cientifica, especialmente por seu papel central no desenvolvimento de farmacos. Diversas
classes terapéuticas, como antibioticos, anticancerigenos, anti-inflamatorios, antioxidantes
e antidepressivos, tém origem em compostos naturais ou em suas estruturas derivadas
(Alum et al., 2025).

Entre 1981 e 2019, cerca de 50% dos farmacos aprovados sdo produtos naturais ou
derivados destes, com destaque para os farmacos antineoplasicos, dos quais 79% tém
origem em produtos naturais ou seus derivados (Newman e Cragg, 2020). Esses dados
evidenciam o valor e a importancia dos produtos naturais no desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos como, por exemplo, alcaloides, flavonoides e terpenos (Katz e Baltz,
2016).
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Figura 1 — Exemplos de esqueletos de alcaloides.
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Os alcaloides constituem uma importante classe de metabdlitos secundarios
amplamente reconhecida por sua diversidade estrutural (Figura 1) e pelas propriedades
farmacologicas marcantes. S&do compostos nitrogenados, geralmente incorporando atomos
de nitrogénio em estruturas heterociclicas, o que os torna altamente bioativos. A
importancia dos alcaloides para a saude humana e para o desenvolvimento de novos
farmacos € amplamente documentada, posicionando-0s como um reservatorio promissor
para a descoberta de agentes terapéuticos (Katz e Baltz, 2016; Russo et al., 2011). Muitos
desses compostos apresentam atividades analgésica, anticancerigena, antimicrobiana,
anti-inflamatoria, antioxidante, antidepressiva e antiparasitaria, sendo utilizados tanto na

medicina humana quanto veterinaria, e até mesmo na agricultura (Hutchings et al., 2019).

Dentre as principais subclasses de alcaloides, destacam-se os alcaloides inddlicos,
derivados do aminoacido triptofano e caracterizados pela presenca do nucleo indol.
Compostos como a camptotecina sdo notaveis por sua atividade antitumoral e tém sido
amplamente estudados em diferentes contextos farmacologicos (Zhao et al., 2021). Outra
classe relevante sdo os alcaloides benzilisoquinolinicos (BIAs), com cerca de 2.500
compostos descritos até o momento (Silva Teles et al., 2019). Um exemplo importante € a
berberina, que apresenta propriedades antimicrobianas e anti-inflamatérias (Imenshahidi e
Hosseinzadeh, 2016), enquanto a reticulina tem sido associada a efeitos anti-inflamatorios
significativos (Alves et al., 2024; Katchborian-Neto et al., 2023).

As propriedades antimicrobianas dos alcaloides também sao amplamente
reconhecidas, com destaque para compostos produzidos por actinobactérias, como a

actinorrodina, um agente antibacteriano identificado em actinomicetos (Katz e Baltz, 2016).
11



Além dos alcaloides previamente discutidos, merecem destaque os alcaloides
aporfinicos, que sao derivados biossintéticos do nucleo isoquinolinico e apresentam uma
estrutura tetraciclica condensada, com um atomo de nitrogénio caracteristicamente
localizado na posicéo 5a do sistema 4H-dibenzoquinolina. Essa classe € reconhecida por
sua ampla gama de atividades biolégicas e pela diversidade estrutural que favorece
interacdes moleculares com diferentes alvos farmacolégicos. Entre seus representantes
mais conhecidos esta a boldina, um alcaloide isolado de Peumus boldus, comumente
associado a efeitos antioxidantes e hepatoativos. Estudos também demonstraram seu
potencial anticancer, evidenciado pela inibicdo do crescimento de células de céncer de

mama em modelos in vitro e in vivo (Katchborian-Neto et al., 2023).

Os alcaloides aporfinicos vém sendo investigados por diversas outras atividades
farmacologicas relevantes. A caverina, um alcaloide noraporfinico, demonstrou notéavel
atividade antiprotozoal contra parasitas dos géneros Leishmania e Trypanosoma cruzi
(Fournet et al., 2007). Ja a nantenina, outro representante da classe, atua como bloqueador
da contracdo muscular mediada pela translocacao de ions célcio (Ca2*) e apresenta efeitos
antagonistas sobre receptores a1-adrenérgicos, o que pode ter implicacdes terapéuticas
em disturbios cardiovasculares e neuroldgicos (Yamaguchi et al., 2012). Além disso,
derivados halogenados da predicentrina, também pertencentes a essa classe, mostraram
capacidade de inibir a enzima topoisomerase Il, um alvo importante no tratamento de

diversos tipos de cancer (Woo et al., 1999; Yamaguchi et al., 2012).

Estudos mais recentes ainda indicam que alcaloides aporfinicos possuem potencial
como agentes antileucémicos, reforcando seu interesse nesta area de estudo (Liu et al.,
2025). Outra aplicacéo relevante esta relacionada a inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(AChE), envolvida na degradacdo do neurotransmissor acetilcolina. A maioria das
substancias com essa atividade sdo alcaloides, incluindo diversos compostos aporfinicos,
como demonstrado por diferentes estudos (Yamaguchi et al., 2012; Barbosa-Filho et al.,
2006; Berkov et al., 2008). Essa propriedade torna tais compostos potenciais candidatos
para o tratamento de doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer, sendo a galantamina

um exemplo clinico ja aprovado para esse fim (Lopez et al., 2002).

Diante de tantas atividades relevantes, a bioprospeccdo de alcaloides tem se
beneficiado do avanco de estratégias analiticas modernas. Ferramentas como a

metaboldmica ndo direcionada tém permitido a identificacéo rapida de alcaloides bioativos,
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mesmo em extratos complexos, e sua aplicagéo tem se mostrado especialmente eficaz na

triagem de potenciais marcadores anti-inflamatoérios (Katchborian-Neto et al., 2023).

Além disso, técnicas como a cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas de alta resolugdo (CLAE-EM) e a organizacdo dos dados de
espectrometria de massas por redes moleculares tém se consolidado como métodos
robustos na elucidacéo e anotagao estrutural de compostos naturais (Chagas-Paula et al.,
2015; Alves et al., 2024). O uso de bancos de dados personalizados, contendo informacgdes
espectrais de compostos ja isolados, tem aprimorado a confiabilidade dessas anotacfes e
possibilitado uma exploracdo mais assertiva do potencial terapéutico dos alcaloides (Alves
et al., 2024).

1.1 FAMILIA LAURACEAE

A familia Lauraceae, amplamente distribuida em regides tropicais e subtropicais, é
reconhecida como uma das mais primitivas familias de plantas com flores, pertencente a
subclasse Magnoliidae. Compreende aproximadamente 50 a 55 géneros e entre 2.500 e
3.500 espécies, em sua maioria arvores e arbustos aromaticos, com excecdo do género
Cassytha, composto por trepadeiras parasitas (Farias et al., 2023). No Brasil, essa familia
apresenta mais de 400 espécies registradas (Baitello et al., 2003), sendo muitas utilizadas
tradicionalmente para o tratamento de célicas, dores estomacais, diarreias e inflamacodes
(Bieski et al., 2015). Essa ampla distribuicdo inclui o Sudeste Asiatico, Madagascar,
América do Sul e costa leste do Brasil, com uma notavel diversidade também presente na
China, onde se encontram 25 géneros e 445 espécies (Farias et al., 2023). O registro féssil
da familia no Hemisfério Norte, desde o Cretaceo Médio até o Plioceno, reforca sua antiga

presenca e diversificacdo (Li et al., 2011).

Botanicamente, as espécies de Lauraceae sdo caracterizadas por folhas simples,
alternas, geralmente elipticas ou obovadas, rijas e aromaticas. Seus frutos costumam ser
envoltos por uma cupula, sendo comum a presenca de células oleaginosas com 6leos
essenciais, células mucilaginosas e cristais de oxalato de calcio (Betim et al., 2020).
Estudos anatémicos também revelam aspectos evolutivos da cuticula e do complexo
estomatico, sugerindo caracteres plesiomorficos importantes para a taxonomia do grupo
(Trofimov e Rohwer, 2018).
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Quimicamente, a Lauraceae é uma das familias mais ricas em metabdlitos
secundérios, incluindo dleos essenciais, alcaloides isoquinolinicos, neolignanas,
flavonoides, lignanas, cumarinas, dibenzocicloheptanoides, fenilpropanoides e compostos
como o safrol, frequentemente utilizado como marcador quimiotaxondémico (Feng et al.,
2022; Passos et al., 2022; Yamaguchi et al.,, 2012; Cansian et al., 2010). Os Oleos
essenciais da familia sdo misturas complexas ricas em terpenos, com destaque para 0s
sesquiterpenos e furanosesquiterpenoides em espécies asiaticas (Hayashi e Komae,
1980). O safrol, por sua vez, possui ampla aplicacao industrial como repelente, fixador em
perfumes e em medicamentos com acao sudorifica, antirreumatica e antipirética (Cansian
et al., 2010). Os alcaloides isoquinolinicos, especialmente os aporfinicos e
benzilisoquinolinicos, somam mais de 425 compostos descritos em 189 espécies da familia,

e apresentam grande relevancia bioldgica e farmacologica (Yamaguchi et al., 2012).

Essa diversidade fitoquimica confere a familia Lauraceae um grande potencial
terapéutico. Diversos estudos apontam atividades medicinais importantes para espécies da
familia, incluindo efeitos antioxidantes, antimicrobianos, antifangicos, anti-inflamatérios,
antiprotozoarios, citotoxicos, neuroprotetores e inseticidas (Cansian et al., 2010; Alcantara
etal., 2021; Fournet et al., 2007; Liu et al., 2025; Morais et al., 1998; Figueiredo et al., 2018).
A boldina, por exemplo, um alcaloide aporfinico encontrado em diversas espécies da
familia, tem demonstrado efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e anticancer, além de
atuar como agente antipirético e inibidor da enzima acetilcolinesterase (Katchborian-Neto
et al., 2023; Yamaguchi et al., 2012). Da mesma forma, a reticulina, um alcaloide
benzilisoquinolinico, que exibiu atividade anti-inflamatdria em modelos in vivo (Alcantara et
al., 2021).

Outros compostos da familia Lauraceae também se destacam por suas atividades
farmacoldgicas especificas. A propria caaverina; a nantenina e seus derivados atuam como
bloqueadores de contracdo muscular e antagonistas a1-adrenérgicos (Yamaguchi et al.,
2012); derivados da predicentrina sao inibidores da enzima topoisomerase I, com potencial
aplicacdo em terapias anticancer (Woo et al., 1999); e a coclaurina tem sido relatada com
atividade antiviral contra o HIV (Silva et al., 2002). Além disso, espécies da familia tém
demonstrado inibicho da agregacdo plaguetaria, com efeitos antiplaquetarios e

antitrombéticos associados a suas neolignanas (Araujo et al., 2001).

A importancia econémica da Lauraceae também merece destaque. Espécies como
0 abacate (Persea americana) e a canela (Cinnamomum zeylanicum) sdao amplamente
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utilizadas na culinaria e na industria alimenticia. O pau-rosa (Aniba rosaeodora), por sua
vez, foi intensamente explorado para a producao de perfumes, como o classico Chanel N°
5, 0 que levou a espécie a beira da extingdo (Marques, 2001). Assim, a combinacao de
relevancia ecolégica, diversidade quimica e valor medicinal e econémico torna a familia

Lauraceae um foco privilegiado de interesse cientifico e farmacoboténico.

1.2 GENERO OCOTEA

O género Ocotea, pertencente a familia Lauraceae, € um dos mais diversos e
amplamente distribuidos em regides tropicais e subtropicais, com destaque para biomas
como a Mata Atlantica, a Amazonia e a Caatinga. Estima-se que compreenda entre 350 e
400 espécies, das quais aproximadamente 160 a 170 estdo presentes no Brasil, sendo
muitas delas endémicas (Alcantara et al., 2021). A alta diversidade do género,
especialmente daquelas com ocorréncia em regides Neotropicais, associada a variacao
morfologica e quimica entre espécies, torna sua delimitacdo taxonémica complexa, sendo
considerado um grupo polifilético por andlises filogenéticas recentes (Trofimov e Rohwer,
2018; Alves et al., 2024). Nesse contexto, ferramentas como a quimofenética e abordagens
metabolémicas tém auxiliado na elucidacdo das relagdes filogenéticas e na diferenciacéo

entre espécies (Alves et al., 2024).

Distribuido principalmente na América Central, América do Sul, Antilhas, Africa e
Ilhas Canarias, Ocotea possui grande importancia ecolégica, econémica e medicinal. No
Brasil, varias espécies apresentam distribuicdo restrita a areas montanhosas do Sudeste,
como a Serra do Mar e a Serra da Mantiqueira, como o caso de O. curucutuensis, uma
espécie endémica de grande relevancia ecoldgica e farmacologica (Palazzo et al., 2009).
Muitas espécies do género estdo atualmente listadas como ameacadas de extingéo (Silva
et al., 2017).

Morfologicamente, Ocotea € caracterizado por folhas alternas, peninérveas,
inflorescéncias do tipo tirso-paniculada ou botrioide, e flores trimeras que podem ser
bissexuais, poligamas ou unissexuais. Os estames, geralmente em namero de nove, sao
férteis e apresentam anteras com quatro I6culos (Silva et al., 2017). Na anatomia foliar,
observa-se a presenca comum de células oleaginosas ricas em 0Oleos essenciais e, em
algumas espécies, também células mucilaginosas (Betim et al., 2020). As folhas séo

hipostoméaticas, com estdmatos paraciticos e formas estomaticas elipticas, circulares ou
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robmbicas, estas Ultimas consideradas plesiomorficas em alguns grupos (Trofimov e
Rohwer, 2018). A mesofila é tipicamente dorsiventral, e a nervura central costuma conter
esclerénquima ao redor do feixe vascular (Betim et al., 2020). Em O. nutans, foi registrada
pela primeira vez a ocorréncia de braquiesclereideos e cristais de oxalato de célcio nos
peciolos e caules (Betim et al., 2020).

Quimicamente, Ocotea representa um dos géneros mais relevantes da Lauraceae,
destacando-se pela producéo de alcaloides isoquinolinicos, especialmente os aporfinicos
e benzilisoquinolinicos, além de neolignanas, lignanas, flavonoides, terpenoides,
sesquiterpenlactonas, alilfenéis e cumarinas (Salleh e Ahmad, 2017; Alves et al., 2024).
Entre os principais alcaloides identificados estdo a reticulina (O. duckei), caaverina (O.
lancifolia), dicentrina (O. puberula), ocoteina, leucoxina (O. acutifolia), nantenina e
coclaurina (Silva et al.,, 2017; Yamaguchi et al., 2012). Alguns desses compostos
apresentam propriedades medicinais comprovadas, incluindo acdo anti-inflamatoria,
antiprototozoaria, citotdxica e neuroprotetora. A lignana yangambina, por exemplo, isolada
de O. duckei, atua como antagonista do fator ativador de plaguetas (PAF) (Barbosa-Filho
et al., 2008).

Os flavonoides também tém sido cada vez mais detectados em espécies de Ocotea,
principalmente como glicosideos derivados de catequina, epicatequina, quercetina e
kaempferol (Alves et al., 2024). A proporcao entre flavonas e flavondis pode indicar
aspectos evolutivos entre as espécies do género. Além disso, muitas espécies produzem
Oleos essenciais (EOs) com composi¢cfes quimicas complexas e altamente variaveis
conforme a parte da planta, o ambiente e a estacdo do ano (Xavier et al., 2020). Os
constituintes mais comuns incluem B-cariofileno, germacreno D, éxido de cariofileno,
biciclogermacreno e a-bisabolol, além de monoterpenos e fenilpropanoides como o safrol e

a 6-metoxielemicina (Cansian et al., 2010; Silva et al., 2021).

Tradicionalmente, espécies de Ocotea sao utilizadas em diversas culturas como
plantas medicinais, culinarias e aromaticas. No Brasil, € o género mais empregado das
Lauraceae medicina tradicional (Passos et al., 2022). Exemplos de uso incluem o
tratamento de ancilostomiase com o caule de O. cymbarum, o uso estomaquico de O.
pulchella, e a aplicacdo de O. odorifera no manejo de disturbios neuroldgicos, edemas,

febres e dermatoses (Xavier et al., 2020; Alcantara et al., 2021).

Do ponto de vista farmacolégico, diversas espécies demonstraram atividades anti-

inflamatdrias, antimicrobianas, antioxidantes, anticolinesterasicas, acaricidas, citotoxicas,
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antiprotozoarias e até mesmo cardiovasculares e moluscicidas (Cansian et al., 2010; Weber
et al., 2018; Silva et al., 2021; Xavier et al., 2020). Os 6leos essenciais de espécies como
O. nigrescens e O. duckei exibiram efeitos antiplaquetarios e hipotensores,
respectivamente (Barbosa-Filho et al., 2008; Xavier et al., 2020). Além disso, a reticulina
demonstrou potencial depressor do sistema nervoso central (Morais et al., 1998; Silva et
al., 2017).

Figura 2 — Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez

A espécie Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez, também conhecida popularmente como
canela-amarela (Figura 2), pertence ao género Ocotea, inserido na familia Lauraceae. Essa
espécie é nativa da América do Sul, com ocorréncia registrada na Argentina, Paraguai e
Brasil, sendo encontrada em diferentes biomas brasileiros, como a Mata Atlantica (com
registros em Alfenas-MG e Curitiba-PR), o Cerrado e o Pantanal, especialmente no estado
de Mato Grosso do Sul (Santos et al., 2013 ; Liu et al., 2025). Em areas de florestas riparias
do Pantanal, O. diospyrifolia destaca-se por sua tolerancia ao fogo, mantendo sua
abundancia mesmo apos eventos de queima frequentes. Essa caracteristica parece estar
relacionada a presenca de compostos fendlicos e células esclereides em sua casca, que
conferem resisténcia térmica, com inicio de decomposi¢cdo térmica apenas a partir de
200,19 °C (Manrique-Pineda et al., 2021; Rocha et al., 2015).
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Do ponto de vista morfologico, a espécie apresenta um peciolo com forma plano-
convexa em corte transversal da regido proximal [Santos e Oliveira, 1995]. As células
epidérmicas foliares exibem paredes anticlinais semelhantes as observadas em outras

espécies do grupo Ocotea cernua [Trofimov e Rohwer, 2018].

Em termos quimicos, O. diospyrifolia € reconhecida como uma fonte rica de
metabdlitos secundarios, incluindo alcaloides, lignanas, neolignanas e flavonoides [Alves et
al., 2024; Weber et al., 2018]. Um dos achados mais relevantes até o0 momento € o
isolamento de um novo alcaloide aporfinico, a 6aS,7S-(-)-11-hidroxi-7-metoxi-1,2-
metilenodioxi-aporfina, denominado diospirifolina, cuja estrutura apresenta um padréo de
substituicdo em C-7 néo previamente descrito para o género Ocotea (Silva et al., 2021). A
espécie também biossintetiza lignoides e, embora parte dos compostos presentes em seus
extratos ja tenham sido anotados em estudos fitoquimicos, ainda ha lacunas importantes

guanto a caracterizacao estrutural completa dessas substancias.

Nesse sentido, um estudo recente conduzido por Liu et al. (2025) empregou
ferramentas de metabolémica integradas a plataforma GNPS (Global Natural Product
Social Molecular Networking) para mapear o perfil quimico de diferentes espécies vegetais,
incluindo O. diospyrifolia. A partir da utilizacdo combinada de LC-DAD-EM anélise
estatistica multivariada e agrupamento por similaridade estrutural, foram anotadas diversas
classes de compostos com predominancia de alcaloides aporfinicos, os quais foram
associados, de forma preliminar, a atividade citotoxica in vitro observada frente a linhagens
leucémicas. No entanto, o estudo se restringiu a anotacao de classes quimicas com base
em dados espectrométricos e ndo realizou o isolamento ou a identificacdo estrutural
detalhada desses alcaloides. Isso representa uma limitacdo significativa, uma vez que a
correlacao direta entre os constituintes especificos da planta e seus efeitos farmacoldgicos

permanece obscura.

Os extratos e Oleos essenciais de O. diospyrifolia ja demonstraram diversas
atividades bioldgicas, como atividade anti-inflamatoria significativa por dupla inibicdo das
vias de COX e LOX, reduzindo o edema em modelos in vivo com eficacia de
aproximadamente 40 a 50% (Alves et al., 2024; Silva et al., 2021). A espécie também
apresentou atividade antibacteriana contra sorotipos de Salmonella enterica, sendo o
extrato de acetato de etila 0 mais efetivo, potencialmente devido a presenca de alcaloides
e esteroides [Weber et al., 2018]. Além disso, foram observadas propriedades acaricidas
contra larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, com eficacia superior a 95% na
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concentragdo de 40% [Santos et al., 2013], bem como atividade antioxidante in vitro,
atividade hemolitica (com taxa de 50% a 1000 mg/mL), toxicidade moderada frente a
Artemia salina (CLso = 602,81 pg/mL) e efeito fitotoxico com inibicdo do crescimento do

hipocatilo de Lactuca sativa em 46,43% com solucao a 1% m/v [Fabri et al., 2019].

Apesar desse conjunto promissor de propriedades, a caracterizagcéo dos alcaloides
ainda se encontra em estagio incipiente. A auséncia de dados estruturais detalhados limita
tanto a compreensao dos mecanismos de acdo bioldégica quanto o desenvolvimento de

marcadores quimicos para a padronizacao de extratos vegetais.

2. JUSTIFICATIVA

A investigacdo quimica de Ocotea diospyrifolia, com énfase na identificacdo e
elucidacdo estrutural de seus alcaloides, € essencial para compreender 0s compostos
responsaveis pelas atividades citotoxicas ja observadas em extratos da espécie. Apesar
dos relatos de uso tradicional e dos dados preliminares que indicam acao frente a linhagens
leucémicas, os principios ativos envolvidos ainda ndo foram devidamente isolados nem

descritos em nivel molecular.

Entre o0s possiveis responsaveis, destacam-se o0s alcaloides, metabdlitos
reconhecidos por sua complexidade estrutural e pelas multiplas atividades farmacoldgicas,
incluindo propriedades antitumorais, anti-inflamatorias e imunomodulatérias. A elucidacéao
dessas estruturas contribui diretamente para o entendimento dos mecanismos de acéo

biologica, além de abrir caminho para o desenvolvimento de novos protoétipos terapéuticos.

3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

Isolar e caracterizar estruturalmente os alcaloides presentes em Ocotea diospyrifolia.
3.2 ESPECIFICOS
Dentre os objetivos especificos deste trabalho constam os seguintes:

1. Obter o extrato hidroetandlico das partes selecionadas de Ocotea diospyrifolia por
meio do processo de percolagéo.

2. Realizar o fracionamento do extrato com foco na obtencdo de uma fracdo
enriquecida em alcaloides, utilizando uma abordagem de marcha quimica.
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3. Analisar a composicao quimica da fracé@o alcaloidica por meio de espectrometria de
massas acoplada a cromatografia liquida (CLAE-EM).

4. Isolar os alcaloides presentes na fragdo bioativa por técnicas cromatograficas
apropriadas.

5. Realizar a caracteriza¢do estrutural dos alcaloides isolados por meio de métodos
espectrométricos, como RMN, EM e UV.

4. METODOLOGIA DA PESQUISA
4.1 MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas Ocotea diospyrifolia foram coletadas no estado de Mato Grosso do
Sul, Brasil, nos biomas Cerrado e Pantanal. A espécie foi identificada taxonomicamente
pelos professores Flavio Macedo Alves e Geraldo Damasceno Junior, sendo 0 espécime
depositado no herbario (CGMS) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS)
com numero de exsicata CGMS 34954. Alem disso o estudo também foi registrado no

Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético (SisGen) sob o nimero A63DB37.

As partes aéreas foram secas em estufa com circulacdo de ar a 40 °C. Apés a
secagem, o material foi triturado em moinho de facas até a obtencdo de um pé homogéneo
e armazenado em recipientes herméticos, protegidos da luz e da umidade, até o momento

das analises.

4.2 EXTRACAO E OBTENCAO DA FRACAO ALCALOIDICA

As partes aéreas secas e trituradas de O. diospyrifolia foram submetidas a extracéo
por percolacéo utilizando como solvente extrator etanol/agua (7:3) e 480,69 g de material
vegetal. Foram utilizados 10 L de solvente extrator total. O extrato obtido foi concentrado
por evaporacao rotativa, resultando em 1,7 L de extrato bruto em fase aquosa, do qual uma

aliquota de 100 mL foi retirada e seca por liofilizacao para determinacéo de rendimento.

O extrato bruto foi submetido a uma marcha quimica para obtencdo da fracéo
alcaloidica. Inicialmente, 350 mL do extrato bruto foram basificados com hidréxido de sodio
até alcanca um pH entre 8 e 9, e submetidos a uma parti¢ao liquido-liquido com cloroférmio.
Foram realizadas quatro extracdes sequenciais com 100 mL de cloroférmio cada,

totalizando 400 mL de fase orgéanica.
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A fase orgéanica obtida foi submetida a uma nova parti¢cao liquido-liquido com &cido
cloridrico a 5% em meio aquoso. Foram realizadas quatro extra¢gdes, utilizando 150 mL de
solucao por lavagem, totalizando 600 mL de fase aquosa. A fase aquosa foi, entao, tratada
com solucgédo de hidroxido de sodio até atingir pH 9.

Por fim, foi realizada uma ultima particao liquido-liquido com cloroférmio, utilizando
150 mL de solvente por lavagem em quatro extracdes sequenciais. Este procedimento de
marcha quimica foi repetido diversas vezes até que 1,6 L do extrato bruto tivesse sido
processado. A fase orgénica final foi concentrada em evaporador rotativo e completamente
seca, sendo armazenada em recipientes herméticos, protegidos da luz e da umidade.

4.3 ANALISES POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A
AO DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS E ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CLAE-
DAD-EM)

Os extratos foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
um detector de arranjo de diodos e a um espectrometro de massas de alta resolucao
(CLAE-DAD-EM). Utilizou-se um cromatégrafo Shimadzu UFLC (Toquio, Japéo), equipado
com duas bombas LC-20AD, um autoinjetor SIL-20A, um detector de arranjo de diodos
SPD-M20A, um controlador CBM-20A e um forno de coluna CTO-20A. O sistema foi
acoplado a um espectrémetro de massas MicrOTOF-Q III (Bruker Daltonics), operando com
fonte de ionizac&o por eletrospray (IES) e analisador hibrido do tipo QqTOF (quadrupolo

acoplado a tempo de voo).

As amostras foram solubilizadas em uma mistura de metanol e agua (7:3, v/v) na
concentracdo de 2 mg/mL e filtradas em filtros seringa com membranas de PTFE de
porosidade de 0,22 um. Em seguida, 1 pL de cada amostra foi injetado no sistema

cromatografico.

As andlises foram realizadas em uma coluna Kinetex® C18 (2,6 um, 100 A, 150 x 2,1
mm; Phenomenex), acoplada a uma pré-coluna do mesmo material. As andlises foram
realizadas com uma vazao de 0,3 mL/min e a coluna foi mantida a 50 °C durante as
analises. A fase movel utilizada foi composta por agua (fase A) e acetonitrila (fase B), ambas
contendo 0,1% (v/v) de &cido formico. O gradiente foi aplicado da seguinte forma: 0—2 min
(3% B), 2—-25 min (3—25% B), 25—40 min (25-80% B) e 40—43 min (80% B, isocratico). As

analises foram conduzidas no modos de ionizag&o positivo. Os parametros operacionais do
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espectrémetro de massas incluiram gas nebulizador (N,, 4 bar) e gas de secagem (N, 9
L/min).

A anotacéo das substancias foi realizada com base nos dados de massas acuradas,
padrées de fragmentacdo e espectros UV, por comparacdo com dados disponiveis na
literatura. As férmulas moleculares foram atribuidas considerando erro inferior a 8 ppm e

valores de mSigma inferiores a 30.

4.4 ISOLAMENTO DOS ALCALOIDES A PARTIR DA FRACAO ALCALOIDICA

A fracdo alcaloidica foi submetida a purificacdo em cromatografo Shimadzu UFLC
(Toéquio, Japao), equipado com duas bombas LC-20AD, um autoinjetor SIL-20A, um
detector de arranjo de diodos SPD-M20A, um controlador CBM-20A e um forno de coluna
CTO-20A. O sistema foi acoplado a um espectrometro de massas MicrOTOF-Q Il (Bruker
Daltonics), operando com fonte de ionizacao por eletrospray (ESI) e analisador hibrido do
tipo QqTOF (quadrupolo acoplado a tempo de voo), utilizando uma coluna C18 Shim-pack
ODS (H) da Shimadzu (25 cm x 20 mm de diametro interno, 5 pum).

A fase movel foi composta por agua deionizada (solvente A) e acetonitrila (solvente
B), ambos contendo 0,02% de &cido trifluoroacético (TFA), com fluxo de 9 mL/min. O
gradiente de eluicdo aplicado foi o seguinte: 0-5 min (30% B), 5-15 min (30-50% B), 15—
25 min (50% B), 25—-30 min (50-60% B), 30-35 min (60% B), 35-50 min (60-100% B), 50-55
min (100-30%) e 55-60 min (30% B, isocratico).

Foram coletadas 37 fracdes sendo estas enumeradas de acordo com a figura 1. Por
fim, as fracbes com maior concentracdo de acetonitrila foram secas em capela de
suspensao a temperatura ambiente, enquanto as fracdes ricas em agua foram secas por

liofilizacao.

4.5 ANALISES POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Dois picos cromatograficos (P7 e P6) foram selecionados para analise por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), a fim de obter informac¢des estruturais dos
compostos. Os espectros foram adquiridos em um espectrometro Bruker Avance Neo 500,
operando a 11,75 T.
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As amostras correspondentes aos picos 7 e 6 foram solubilizadas em cloroférmio-d,
e metanol-d,, respectivamente A escolha do solvente foi determinada com base na
polaridade dos compostos e na solubilidade observada durante os testes preliminares.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. RENDIMENTOS DOS EXTRATOS E FRAQAO ALCALOIDICA

A extracao por percolagédo da amostra de Ocotea diospyrifolia resultou em um extrato
bruto com massa aproximada de 39,5 g, correspondendo a um rendimento de 8,23% em
relacdo a massa da planta seca. A partir desse extrato bruto, realizou-se uma marcha
guimica, com o objetivo de enriquecer a fragdo em alcaloides. A massa final obtida da fracao
alcaloidica foi de 1,7014 g, com rendimento de 0,35%.

5.2 ISOLAMENTO DOS ALCALOIDES POR CLAE-DAD

A fracdo alcaloidica foi submetida a purificacdo por CLAE-DAD em escala
semipreparativa, sendo coletados 37 picos cromatograficos cujos tempos de retencéo
variaram entre 5 e 63 minutos (Figura 3). Os picos foram coletados e enumerados conforme
ilustrado no cromatograma da Figura 1 e com as massas obtidas sumarizadas na Tabela
1.

Figura 3. Cromatograma a 220 nm da fracéo alcaloidica obtido por CLAE-DAD de O.

diospyrifolia.
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Tabela 1. Picos coletados a partir da purificacdo da fracéo alcaloidica por CLAE-DAD em

escala semipreparativa

Pico TR (min) Massa Rendimento (%)
(mg)
1 6,39 1,90 4,79
2 6,90 1,53 3,86
3 7,58 3,44 8,67
5 10,29 4,56 11,49
6 12,90 2,09 5,27
7 14,31 2,63 6,63
8 1491 2,19 5,52
11 24,17 1,40 3,53
13 26,30 0,85 2,14
14.1 27,03 0,62 1,56
14.2 28,02 2,61 6,58
15 28,58 2,12 5,34
16 29,50 0,73 1,84
17 31,26 1,08 2,72
18 32,01 2,73 6,88
21 35,78 1,84 4,64
23 38,10 2,05 5,17
24.1 40,82 0,45 1,13
24.2 40,82 0,52 1,31
26 44,68 0,97 2,45
27 46,00 0,58 1,46
28 47,48 0,87 2,19
30 51,30 0,34 0,86
31 52,80 1,57 3,96

TR: tempo de retencéao.
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5.3 ANALISES POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA AO
DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS E ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CLAE-DAD-
EM)

O extrato bruto etandlico de O. diospyrifolia, bem como sua fracao alcaloidica e
alguns dos picos isolados foram analisados por CLAE-DAD-EM e os cromatogramas

encontram-se ilustrados na figura 4.

Tomando como base o tempo de retencao, o UV e a férmula molecular, dois picos
(P5 e P7) indicando compatibilidade com alcaloides ja relatados na O. Diospyrifolia, como
Boldina, Isoboldina e Reticulina. Tais alcaloides compde a fracdo alcaloidica que
apresentou atividade antileucémica de aproximadamente 40% diante da linhagem KG-1
(Liu et al.,, 2025). Entretanto, fazem-se necessarios experimentos adicionais para

identificagdo completa.
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Figura 4. Cromatogramas de pico base obtidos em modo de ionizacao positivo do extrato

bruto, fragc&o alcaloidica e picos isolados de Ocotea diospyrifolia.
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Tabela 2: Dados espectrais relativos aos alcaloides obtidos a partir de purificagéo por
CLAE-DAD e analisados por CLAE-DAD-EM

PICO TR (min) UV (nm) FM m/z [M+H]*
1 11,5 285 346,1629
2 11,6 265 C19H2:NOg4 328,1535
3 15,4 282 C19H21NOs 344,1481
5 15,5 282 C19H23NOg4 330,1714
6 17,5 271 C19H21NOy4 328,1554
7 19,3 281 C19H21NOy4 328,1556
8 19,1 307 C18H17NOg4 328,1499
11 21,7 278 C18H29NOsg 388,1774
13 22,9 269 C21H23NOg 386,1600
14 24,1 25,1 281 C22H27NOs 402,1908
15 26,4 274 C22H25NOg 400,1747
16 28,6 275, 305 C22H14N40O2 367,1182
18 31,1 - C2sH31NOg 474,2121
21 32 270, 308 C20H21NOs 372,1454
23 32,8 282, 308 C21H23NOs 386,1598

24.1 33,4 271, 308 C23H21NOs 408,1424

24.2 35,4 280, 305 C24H23NOs 422,1588
26 34,2 280, 304 C21H23NOs 386,1600
27 34,4 273 C21H23NOs 386,1405
28 34,7 284, 308 C17H17N30s 392,1087
30 35,7 270, 305 C23H2s5NOg 444,1655
31 35,9 280, 308 C21H21NOs 384,1450

FM: férmula molecular; TR: tempo de retencao.

5.4 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS ALCALOIDES ISOLADOS

Com o intuito de identificar estruturalmente os compostos, foram inicialmente
selecionados os picos 6 e 7 para as analises por RMN, uma vez que apresentaram alta
pureza cromatografica. Inicialmente, foram utilizados os espectros de massas para
determinar a formula moleculares, em seguida, foi feito um levantamento bibliografico das
férmulas moleculares propostas com um esqueleto de alcaloide aporfinico. Por fim, foram
obtidos espectros de RMN de H, 13C, HSQC e HMBC, visando & caracterizag&o estrutural

dos alcaloides.
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5.4.1 NORISOCORYDINA/NORCORYDINA (P6)

Figura 5 — Férmula estrutural da Norisocorydina e da Norcorydina

0]

Norisocorydina Norcorydina

A fracdo 6 resultou em um soélido amorfo de coloragdo amarela e boa solubilidade
em cloroformio.

No espectro de massas (Figura 6) no modo de ionizacdo positivo, identifica-se um
sinal intenso em m/z 328,1554 [M+H]+, compativel com a férmula molecular
C: 9 Hz 1 NO, , apresentando um erro de -3,3 ppm.

O espectro de RMN 'H da substancia 6 (Figura 7) apresentou trés simpletos com
integral para trés hidrogénios, podendo ser associados a grupos metilas, com dois deles
com deslocamento entre 3,0 e 4,0, sendo caracteristicos de metoxilas. Na regido de
hidrogénios aromaticos (6 6,0 — 8,0) sédo observados um singleto e dois dupletos com J =
8,22 Hz, indicando uma substituicdo ortho no anel D (Tabela 3).

Na regidao com & 2,5 — 4,5 tem-se dois duplos dupletos (6 3,06; d 4,24) e um tripleto
(6 2,77), os quais sdo condizentes com os hidrogénios dos anéis B e C da norisocorydina
(Lopes et al., 2009) ou da norcorydina (Dhar et al., 1972). Apenas com o espectro de RMN
de 1H ndo foi possivel concluir qual das duas substancias se trata, sendo indicado a
obtencdo de espectros bidimensionais. Entretanto, ambas as substancias ja foram
relatadas no género Ocotea (Castro et al., 1996).
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Tabela 3 — Dados de RMN *H (3) de P6, Norisorydina e Norcorydina.

P6 Norisorydina Norcorydina

H lH (6)61 lH (6)611 1H (6)b2

3 6,94 (s) 6,66 (S) 6,00

4 - 3,35 (ddd) 3,32

4a 2,77 (1) 2,8 (dd) -

5 - 3,02 (ddd) 3,00

5a 4,23 (dd) 3,59 (dd) -

6a - 3,85 -

7 3,04 (dd) 3,07 (dd) -

7a - 2,90 (dd) 2,78

8 7,11 (d) 6,76 (d) 6,02

9 7,22 (d) 6,79 (d) 6,21
HsCOC2 3,91 (s) 3,84 (s) -
HsCOC1 3,73 () 3,66 (s) -
HsCOC10 3,94 (s) 3,84 (s) -

3(500MHz, CDCls); °(CDClIs); Y(Lopes et al., 2009); ?(Dhar et al., 1972).

Figura 6 — Espectro de massas do P6
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Figura 7 — Espectro de RMN de 'H do P6 em Metanol
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5.4.2 LAUROTETANINA (P7)

Figura 8 — Formula estrutural da Laurotetanina

Laurotetanina

A substancia isolada P7 mostrou solubilidade em metanol, bem como aspecto
amorfo e cor amarelada. Em seu espectro de massas em alta resolu¢édo obtido em modo
de ionizacao positivo (Figura 9) foi possivel observar um ion intenso em m/z 328,155
[M+H]+, compativel com a férmula molecular C19H,;NO4*, com erro de 2,7 ppm e mSigma
de 1,7. Além desse ion, também foi possivel observar um ion intenso de m/z 311,1290
(C18H1004") relativo a fragmentacéo na fonte de ionizacao, representando a perda de uma

molécula de NHsz (17 u).
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Analisando o espectro de RMN !H da substancia 7 (Figura 13) na regido de
hidrogénios aromaticos (& 6,0 — 8,0) é possivel observar trés singletos integrando para um
hidrogénio cada. Esses deslocamentos correspondem com os hidrogénios aromaticos dos
anéis A e D, sendo compativel com as substituicbes em C1, C2, C9 e C10.

Além disso, outros dois singletos foram observados no espectro de RMN 'H, com
deslocamentos de 6 3,91 e 3,70 com integrais para 6 e 3 hidrogénios, respectivamente.
Esses sinais sdo caracteristicos de metoxilas aromaticas confirmando a presenca de trés
substituintes OCHs. Além disso o sinal em & 4,60 (sl) ndo apresentou correlacdo com
carbono non HSQC e confirmou a presenca de uma hidroxila como substituinte.

No espectro de RMN H, o sinal duplo dupleto em & 4,27 é compativel com H6a, o
gual apresentou correlagdo com o carbono & 54,3 no HSQC. A multiplicidade deste sinal
corrobora o acoplamento com os dois hidrogénios H7, por fim o seu deslocamento

corresponde ao de hidrogénios proximos a grupos aminas.

A partir do espectro de HSQC foi possivel identificar os carbonos do tipo CH,,
incluindo o do anel heterociclico, e seus hidrogénios correlacionados. No espectro de
HMBC, observou-se que o hidrogénio 3 em 6,86 ppm apresenta correlacdo com o0s
carbonos a 146,3 ppm (C1), 155,0 ppm (C2), 127,7 ppm (Cla), 121,9 ppm (C3a) e 26,1
ppm (C4). Essas correlacdes permitiram a ancoragem da posicédo do hidrogénio 3 no anel
A, possibilitando a construcdo da estrutura do nucleo aromatico. Com base nessas
informacdes, os hidrogénios dos grupos metileno (CH,) foram alocados nos carbonos 4, 5
e 7. Por fim, a estrutura elucidada correspondeu a laurotetanina, previamente descrita na
literatura (Gan et al., 2009).

A laurotetanina ja foi anteriormente relatada no género Ocotea e testada sua
atividade antiprotozoaria, entretanto ndo apresentou resultados significativos (Fournet et
al., 2007).

Tabela 4. Dados de RMN *H () e 3C (d) de P7 e Laurotetanina

Substancia isolada P7 Laurotetanina
H/C
H (8)2(J em Hz) 13C (8)2# H (5)! 13C (8)°*
1 - 146,3 - 145.,6
la - 127,7 - 127,9
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1b - 127,3 - 127,2

2 - 155,0 - 153,9
3 6,86 (S) 111,7 6,72 (s) 111,9
3a - 121,9 - 129,7
4 - 26,1 - 28,8
4q 3,27 (ddl, 4,5 e 16,3) B} 3,06 (m) -
43 3,05 (m) - 2,76 (m) -
5 - 42,4 - 43,5
5a 3,40 (td, 4,8 € 12,5) - 3,00 (m) -
5B 3,74 (dd, 6,0 e 11,9) - 3,35 (m) -
6a 4,29 (dd, 4,5 e 14,5) 54,3 6,79 (dd) 54.7
7 - 34,0 - 36,4
7a 2,95 (dd, 4,4 e 14,5) - 2,72 (m) -
7B 2,86 (t, 13,5) - 2,61 (dd) -
7a - 127,3 - 130,1
8 6,79 (s) 115,8 6,71 (s) 115,7
9 - 147,8 - 147,3
10 - 147,9 - 147,7
11 8,05 (s) 113,2 7,99 (s) 113,2
1lla - 123,9 - 124,5
OCHs-C1 3,70 (s) 61,0 3,63 (s) 56,5
OCHs-C2 3,91 (s) 57,0 3,90 (s) 56,3
OCHs-C10 3,91 (s) 57,0 3,90 (s) 60,4

3(500MHz, CDCl3); *(CDCl); *(Zhou et al., 2009); #: atribuidos de acordo com o as correlagcdes
observadas no HSQC.

Figura 9. Correlacdes observadas entre os deslocamentos quimicos de hidrogénios

e carbonos no HMBC da substancia isolada P7.
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Figura 10 — Espectro de massas do P7
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Figura 11 — Mapa de contornos HMBC do P7
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Figura 12 — Mapa de contornso HSQC do P7
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Figura 13 — Espectro de RMN de 'H do P7
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6. CONCLUSOES

Os objetivos propostos neste trabalho foram atendidos, permitindo o isolamento e a
caracterizacao estrutural de alcaloides presentes na fracao alcaloidica das folhas de Ocotea
diospyrifolia (Meisn.) Mez. Por meio de técnicas cromatograficas e espectroscopicas, foram
identificados os alcaloides Norisocorydina/lsocorydina e Laurotetanina, sendo este ultimo
confirmado estruturalmente com base em correlagdes observadas no espectro de RMN-
HMBC. A analise espectrométrica da fracdo alcaloidica também indicou a presenca de
outros compostos com estruturas compativeis com alcaloides do tipo aporfinico e
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isocoridinico ainda n&o identificados. Além disso, dados bioldgicos prévios demonstraram
efeito citotoxico significativo da fracdo alcaloidica sobre a linhagem leucémica KG-1,
sugerindo o envolvimento direto desses metabdlitos na atividade observada. Assim, foi
possivel responder ao problema central desta pesquisa, que buscava identificar alguns dos
constituintes quimicos responsaveis pelos efeitos farmacolédgicos atribuidos a essa espécie
na medicina tradicional.

Como perspectivas futuras, destaca-se a importancia de estudos complementares
de atividade biol6gica com os compostos isolados individualmente, bem como a ampliacdo
das analises quimicas com técnicas de espectrometria de massas de alta resolucdo
associada a ferramentas de metabolémica e molecular networking. Sugere-se ainda a
avaliacdo de outros 6rgaos da planta (casca, frutos, sementes), além de investigacdes em
diferentes épocas do ano, para compreensao do perfil quimico sazonal da espécie. Estudos
futuros podem também incluir ensaios de mecanismos de ac¢ao celular, visando validar os
compostos como potenciais candidatos a farmacos para o tratamento de doencas
neoplasicas.
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