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RESUMO

Lauraceae é uma familia botdnica que apresenta expressivo nimero de espécies com
distribuicdo pantropical concentrada em florestas fluviais da Asia e Américas.
Quimicamente, é caracterizada pela presenca de metabdlitos com atividades bioldgicas
pronunciadas, como flavonoides, lignoides e, em especial, os alcaloides, que apresentam
grande diversidade de estruturas quimicas. Este estudo teve como objetivo o isolamento de
alcaloides de espécies de Lauraceae utilizando uma estratégia de varredura espectrométrica
associada aos experimentos fitoquimicos classicos e realizacdo de ensaios quimicos e
bioldgicos com extratos, fracOes alcaloidicas e alcaloides isolados. Na andlise preliminar
desta pesquisa foram prospectados folhas e galhos de 16 espécies pertencentes a 09 géneros
distintos dessa familia. Destas, 07 foram selecionadas por apresentarem perfil favoravel a
presenca de alcaloides: Aniba ferrea, Aniba panurensis, Aniba guianensis, Aniba
parviflora, Licaria martiniana, Licaria canella angustata e Ocotea leucoxylon. O material
botanico foi extraido em etanol. Foram testadas 03 metodologias para extracdo de
alcaloides. Foram isolados cinco alcaloides inéditos nessas espécies: ocockyptina (a partir
de O. leucoxylon), laurotetanina e reticulina (a partir de A. ferrea) e dois alcaloides
indolicos proveniente de A. panurensis. Suas estruturas foram identificadas por um
conjunto de dados de espectrometria (EM) e espectroscopia (RMN de 'H, *C e
bidimensionais). Para o sequestro dos radicais livres utilizaram-se os métodos DPPH" e
ABTS™. Os extratos dos galhos da espécie A. ferrea, A. martiniana e A. parviflora
demostraram alta capacidade sequestrante do radical DPPH’ (Clsp 12,18 pg/mL, 13,23
ug/mL e 14,09 pg/mL, respectivamente). Para o cation radical ABTSe+, os extratos dos
galhos de L. martiniana, A. panurensis e A. ferrea foram os que mais se destacaram (Cls
9,45 pg/mL, 11,05 pg/mL e 14,14 pg/mL, respectivamente). Na atividade antimicrobiana
por difusdo em &gar verificou-se que tanto o extrato das folhas quanto dos galhos de A.
panurensis expressaram atividade significante com CIM variando de 2,5 a 0,6 mg/mL. O
maior percentual de inibi¢cdo no ensaio de citotoxidade foi observado para o extrato dos
galhos da espécie A. panurensis que reduziu 94,65% das células pertencentes a linhagem
MRCS5. Das fracGes alcaloidicas testadas para as trés atividades, a proveniente dos galhos
de A. panurensis apresentou atividade relevante no sequestro do ABTS™ e no teste
antimicrobiano frente as cepas de duas bactérias Gram-positivas. O alcaloide indolico de
m/z 273 isolado de A. panurensis expressou consideravel atividade antimicrobiana frente a
4 bactérias Gram-positivas com CIM 0,6 mg/mL confirmando a atividade observada nos
extratos e fracGes alcaloidicas desta espécie. O perfil de atividade antioxidante,
antimicrobiano e citotoxico envolvendo fracdes alcaloidicas esta sendo relatado pela
primeira vez neste trabalho.

Palavras-chave: Lauraceae, fitoquimica, associagdo de técnicas, isolamento de alcaloides,
atividades biologicas.



ABSTRACT

Lauraceae is a plant family that has large number of species with pantropical distribution
concentrated in river forests of Asia and the Americas. Chemically, it is characterized by
the presence of metabolites with pronounced biological activities, such as flavonoids,
lignoids and especially the alkaloids, which have great diversity of chemical structures.
This study aimed at isolating Lauraceae species of alkaloids using a spectrometric scanning
strategy associated with phytochemicals classic experiments and production of chemical
and biological assays with extracts, fractions and isolated alkaloid alkaloids. In the
preliminary analysis of this research were prospected leaves and branches of 16 species
belonging to 09 different genera of this family. Of these, 07 were selected because they
have favorable profile to the presence of alkaloids: Aniba ferrea, Aniba panurensis, Aniba
guianensis, Aniba parviflora, Licaria martiniana, Licaria canella angustata and Ocotea
leucoxylon. The botanical material was extracted in ethanol. Were tested 03 methodologies
for alkaloids extraction. Five unpublished alkaloids have been isolated in these species:
ocockyptina (from O. leucoxylon), laurotetanina and reticulin (from A. ferrea) and two
indole alkaloids from A. panurensis. Their structures were identified by a set of spectral
data (MS) and spectroscopy (1H-NMR, 13C and two-dimensional). For the kidnapping of
free radicals we used the methods DPPH " and ABTS " ". The extracts of the branches of A.
ferrea, A. parviflora and A. martiniana demonstrated high capacity scavenger of DPPH *
(IC50 12.18 mg/mL, 13.23 mg/mL and 14.09 mg/mL, respectively). For the cation radical
ABTS "7, the extracts of L. martiniana branches, A. panurensis and A. ferrea were the most
outstanding (ICsp 9.45 mg/mL, 11.05 mg/mL and 14.14 pg/mL, respectively). In the
antimicrobial activity by agar diffusion was found that both the extract of the leaves of A.
panurensis branches expressed significant activity with MIC ranging from 2.5 to 0.6
mg/mL. The highest percentage of inhibition in the cytotoxicity assay was observed for the
extract of the stems of A. panurensis which reduced 94.65% of the cells belonging to the
MRCS5 line. The alkaloid fractions tested for the three activities, from the branches of A.
panurensis showed relevant activity in the kidnapping of ABTS " and antimicrobial test
facing the strains of two Gram-positive. The indole alkaloid m/z 273 isolated from A.
panurensis expressed considerable antimicrobial activity against four Gram-positive
bacteria with MIC 0.6 mg/mL confirming the activity observed in the extracts and alkaloid
fractions of this species. The profile of antioxidant activity, antimicrobial and cytotoxic
alkaloid involving fractions being reported for the first time in this work.

Keywords: Lauraceae, phytochemical, association techniques, isolation of alkaloids,
biological activities.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a estimativa realizada no estudo de Joppa et al. (2011), o nimero
de espécies descritas no territorio brasileiro chega a 8,09% do total de organismos
existentes no mundo. Nesse cenario, o Brasil, com a grandeza de seu litoral, de sua flora e
sendo o detentor da maior floresta equatorial e tropical umida do planeta, ndo pode abdicar
de sua vocacgao para 0s produtos naturais (PINTO, 2002).

Entre as familias botanicas que compfem a flora brasileira destaca-se a familia
Lauraceae Jussieu. E uma familia botinica com distribuicio tropical e subtropical,
concentrada em florestas fluviais da Asia e Américas (SOUZA, 2008). Suas 2500 espécies
séo distribuidas em 50 géneros com um numero expressivo destas apresentando grande
diversidade de usos, merecendo destaque por serem economicamente utilizada na forma de
Oleos essenciais (QUINET; ANDREATA, 2002), na culinaria, fabricacdo de papel,
marcenaria e construcao civil, industria quimica e medicina popular (MARQUES, 2001).

Quimicamente, € muito rica em metabdlitos secundarios, como alcaloides
aporfinicos e benzilisoquinolinicos, neolignanas e lignanas, flavonoides, sesquiterpenos e
pironas (GARCEZ et al. 2011), encontrados nas fracoes de média e baixa polaridade. Entre
as propriedades comprovadas nos extratos de suas espécies, destacam-se as atividades
antioxidante, antimicrobiana e citotdxica (SOUZA et al., 2004, ANTUNES et al., 2006,
SILVEIRA et al., 2011, ALCANTARA et al., 2010; YAMAGUCHI et al. 2012) frente &
necessidade de encontrar substancias no combate a patologias que representam um desafio
no tratamento de inUmeras doencas que nao apresentam tratamento eficaz.

As espécies da familia Lauraceae que ocorrem na Amazodnia ainda sdo pouco

estudadas. Por outro lado, ha relatos na literatura do isolamento e atividades biologicas de



metabdlitos que sdo caracteristicos dessa familia, como é o caso dos alcaloides
isoquinolinicos. Destes, os aporfinoides representam um grupo grande e ainda em
expansdo, com mais de 500 isolados de mais de 90 géneros de plantas e/ou sintetizados
(ZANIN & LORDELLO, 2007).

A caracterizagdo estrutural, a avaliacdo de propriedades e as investigacoes
biossintéticas dessas classes de biomoléculas sdo 0s objetivos centrais da quimica de
produtos naturais de vegetais, a fitoquimica, como é concebida atualmente (TORSSEL
apud FILHO, 2010). Para tanto, as metodologias modernas de isolamento e identificacdo de
compostos de fontes naturais tém propiciado o aumento do conhecimento sobre novas
estruturas quimicas bioativas para diversas indicaces terapéuticas (BRANDAO, 2010).

Para subsidiar o avanco dessas pesquisas € importante obter um perfil fitoquimico
prévio dos extratos brutos em busca de fragdes com classes quimicas especificas por meio
da associacdo de técnicas classicas de pré-fracionamento e concentracdo das classes de
substancias de interesse, com as técnicas analiticas modernas. Esse tipo de abordagem pode
ser utilizado para a selecdo de espécies e posterior isolamento de substancias bioativas,
marcadores ou simplesmente para evitar que o exaustivo trabalho da fitoquimica classica
leve ao isolamento de substancias muito conhecidas ou sem interesse pratico.

Dessa forma, é possivel selecionar de forma rapida e eficiente as espécies vegetais
mais promissoras a fornecer substancias inéditas na familia ou género em meio a dezenas
de espécies potenciais concomitantemente. A andlise de misturas complexas de
multicomponentes, como sdo o0s 6leos essenciais e 0S extratos vegetais se tornou mais
viavel com a possibilidade de se utilizar combinacGes de técnicas que possibilitam uma

avaliacdo mais rapida e segura em relacdo as técnicas tradicionais (PINTO, 2002).



Considerando a importancia de se investigar a composi¢ao quimica e as atividades
bioldgicas promissoras de espécies de Lauraceae da Amazonia, realizou-se um estudo que
teve como objetivo o isolamento de alcaloides, bem como avaliar o sequestro dos radicais
livres DPPH" e ABTS' dos extratos brutos, fracdes alcaloidicas e substancias isoladas e
testar atividade citotdxica contra sete linhagens de células tumorais e atividade

antimicrobiana em bactérias Gram- positivas e Gram-negativas.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral
e lsolar alcaloides de espécies de Lauraceae da AmazOnia por meio de uma
estratégia de varredura espectrométrica associada aos experimentos fitoquimicos

cléssicos e realizar ensaios quimicos e biologicos.

2.2 Especificos

e Selecionar as espécies com maior potencial de isolamento de alcaloides;

¢ Avaliar diferentes metodologias para a obtencdo de fracdes alcaloidicas;

o Caracterizar fracOes alcaloidicas por meio de meétodos cromatograficos e

espectrométricos;

¢ Isolar e purificar alcaloides das espécies selecionadas;

e ldentificar as estruturas quimicas dos alcaloides utilizando métodos

espectrométricos (EM) e espectroscopicos de RMN **C e *H uni e bidimensional;

e Avaliar o sequestro dos radicais livies DPPH" e ABTS™ dos extratos brutos,
fracdes alcaloidicas e substancias isoladas e testar atividade citotoxica contra sete
linhagens de células tumorais e atividade antimicrobiana em bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Fitoguimica classica versus fitoquimica moderna; ou fitoquimica classica mais

fitoquimica moderna?

A evolugdo cientifica da Quimica de Produtos Naturais no Brasil teve seu marco
histérico na fitoquimica classica, implantada e estruturada pelos pesquisadores de
exceléncia, de onde surgiram os grupos consolidados e atuantes na area por todo o pais
(PINTO, 2002).

A fitoquimica tem por objetivo conhecer o0s constituintes quimicos de espécies
vegetais. 1sso é possivel por meio da utilizacdo de métodos classicos usados para a
extracdo, isolamento e purificagdo dos constituintes quimicos dos extratos e o6leos
essenciais como as técnicas de cromatografia liquida e a gas (FILHO, 1998).

Diante de misturas complexas de diferentes metabdlitos como sdo os 0leos e
extratos vegetais, muitas vezes ndo é necessario realizar fracionamentos para a total
caracterizagdo quimica do material em estudo gracas ao avanco de técnicas analiticas,
sobretudo das técnicas hifenadas. Essas proporcionaram um papel importante na elucidacdo
de composi¢des quimicas complexas dos produtos de origem vegetal, com niveis de
sensibilidade e seletividade impensaveis até poucos anos atras (RODRIGUES et al., 2006).

Isso possibilitou o estudo de extratos brutos vegetais utilizando estratégias de
triagem quimica que sdo desenvolvidas por meio do uso de técnicas hifenadas sem a
necessidade do exaustivo trabalho de isolamento que, muitas vezes, leva a compostos ja
conhecidos. No entanto, a utilizacdo das técnicas tradicionais ndo deve ser vista com menos

importancia, uma vez que os pre-fracionamentos e concentragdes das classes de substancias



de interesse ajudam a subsidiar a triagem fitoquimica tornando tal processo direcionado e,
consequentemente, mais eficiente.

Dessa forma, pode-se entender que entre a fitoquimica classica, com suas
demoradas marchas de isolamento e que utilizam grandes quantidades de extratos vegetais,
e 0s métodos analiticos desenvolvidos recentemente, em que extratos ou fragdes podem ser
inseridos diretamente em espectrometros, existem muitas alternativas para a realizacdo de
uma fitoquimica mais eficaz. Nesse sentido, a associa¢do dessas técnicas pode resultar em
uma triagem fitoquimica de diversas amostras concomitantemente onde é possivel
selecionar de forma rapida e eficiente as espécies vegetais mais promissoras a fornecer

substancias inéditas na familia ou género em meio a dezenas de espécies potenciais.

3.2. Familia Lauraceae Jussieu

Lauraceae € uma familia botdnica com distribuicdo tropical e subtropical,
concentrada em florestas fluviais da Asia e Américas. A familia inclui cerca de 50 géneros
e 2500 espécies (SOUZA, 2008), sendo que no Brasil existem cerca de 400 espécies
distribuidas em 25 géneros, contribuindo assim com aproximadamente 16% do total dessas
espécies (BARROSO et al., 2002).

E uma das familias botanicas de maior destaque na composicdo floristica de
grande parte dos ecossistemas florestais do pais, em especial da Mata Atlantica e em
florestas da regido sul. Nestes ecossistemas, € frequentemente uma das familias mais
representadas tanto em numero de espécies quanto de individuos. Nas Américas, ocorrem
aproximadamente 29 géneros e 900 espécies. A familia é frequente em florestas tropicais,

com algumas espécies habitando grandes altitudes, mas a vata diversidade ocorre em terras



baixas da Amazbnia e América Central (ROHWER, 1993). A ocorréncia mundial da

referida familia pode ser observada na figura 1.

WA - — e

Figura 1 - Ocorréncia mundial da familia Lauraceae.

Na floresta Amazénica também é uma familia muito comum (SOUZA, 2008),
apesar de ser um dos grupos de Angiospermas de maior dificuldade para a caracterizacéo
de suas espécies, principalmente pela significativa uniformidade morfol6gica existente
entre os tdxons (CASTIGLIONI apud COUTINHO, 2006).

Segundo Souza & Lorenzi (2005), foram registrados 25 géneros nativos: Aiouea,
Anaueria, Aniba, Beilschmiedia, Cassytha, Cinnamomum, Cryptocaria, Dicypellium,
Endlicheria, Kubitzkia, Licaria, Mezilaurus, Misanteca, Nectandra, Ocotea, Paraia,
Persea, Phoebe, Phyllostemonodaphne, Pleurothyrium, Rhodostemonodaphne, Sextonia,
Systemonodaphne, Urbanodendron e Williamdendron, além de outros dois que foram
introduzidos no Brasil devido a sua importancia econdmica: Laurus e Litsea.

Dos vinte e cinco géneros citados, treze estdo presentes na Reserva Florestal
Ducke, em Manaus-AM: Ocotea com 41 espécies, Licaria com 15, Aniba com 13,

Endlicheria com 11, Rhodostemonodaphne com 8, Aiouea e Mezilaurus com 3 espécies



cada uma. Os demais sdo representados por apenas uma espécie. Marques (2001) destaca
que a familia Lauraceae revela um nimero expressivo de espécies que apresentam uma
grande diversidade de usos e é considerada uma das mais importantes por se destacar
economicamente na culinéria, na fabricacdo de papel, marcenaria e construgdo civil, na
industria de perfumaria, na inddstria quimica e, na medicina popular, mas que a maioria
delas tem seu uso restrito as comunidades tradicionais, que detém o conhecimento empirico
da utilizagéo dessas plantas.

Segundo Ribeiro et al., (1999) as espécies de Lauraceae utilizadas em larga escala
sdo o abacate (Persea americana), a canela (Cinnamomum verum) e o louro (Laurus
nobilis); as demais tém grande importancia econdmica em suas areas de ocorréncia. A
casca ou o fruto de algumas espécies sdo usados como condimentos (Dicypellium
caryophyllaceum) ou para fazer cha (Licaria puchury-major e Aniba canelilla). Substancias
aromaticas para perfumaria séo extraidas de algumas espécies, como a canela-sassafras
(Ocotea odorifera) e o pau-rosa (Aniba rosaeodora). Esta Ultima foi muito explorada na
Amazonia Central e Oriental. Outras tém usos na medicina popular ou industrial, como a
canfora (Cinnamomum camphora).

A madeira de Lauraceae é amplamente explorada em diversas regides. Na
Amazonia, a itauba (Mezilaurus spp.) é a madeira preferida para construcdo de
embarcactes devido a sua alta durabilidade e resisténcia. Diversas outras espécies
constituem o principal produto madeireiro vendido nas lojas de Manaus sob 0 nome de
"louro”. Algumas espécies aparecem no mercado mundial em quantidade significativa,
como Chlorocardium rodiaei, na Guiana, constituindo um de seus principais produtos de
exportacdo, e a imbuia (Ocotea porosa) no Sul do Brasil, que foi explorada até o

esgotamento de suas reservas naturais (RIBEIRO et al., 1999).



Quinete & Andreata (2002) relatam a importancia econémica dessa familia em
virtude da boa qualidade de sua madeira e do alto valor que alcangcam seus 6leos essenciais
no comércio, mas chamam a atencdo para o risco da extingdo de suas espécies frente a
intensa exploragdo desordenada ao longo dos anos. Frente a essa problematica s&o
necessarias politicas que garantam a exploragdo dessas plantas de forma racional diante do
potencial da biodiversidade brasileira encarada como fonte de produtos de alto valor
agregado (PINTO et al., 2002).

Do ponto de vista quimico, se trata de uma familia muito rica em metabdlitos
secundarios. Sdo relatados na literatura estudos que apontam para a presenca de
neolignanas e lignanas, alcaloides aporfinicos e benzilisoquinolinicos, flavonoides,
sesquiterpenos e pironas (BARBOSA FILHO et al., 1999; GIANG et al., 2006; GARCEZ
et al., 2005; GARCEZ et al., 1995; GARCEZ et al., 2011; GOTTLIEB & YOSHIDA,
1978). Muitos desses compostos isolados sdo importantes por apresentarem pronunciadas
atividades bioldgicas, entre as quais se destacam as atividades antioxidante e
antimicrobiana (SOUZA et al. 2004, ANTUNES et al. 2006, SILVEIRA et al. 2011,
YAMAGUCHI et al. 2012). Algumas espécies merecem destaque por serem ricas em 6leo
essencial que também apresentam propriedades biologicas variadas (DIAZ et al., 1980;

BRUNI et al., 20004; ALCANTARA et al., 2010a; ALCANTARA et al., 2010b).
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3.3. Géneros pertencentes a familia Lauraceae abordados nesse estudo

3.3.1. O género Ocotea Aublet

Ocotea é um dos géneros da familia Lauraceae que tem sido amplamente estudado
(WARD, 1999; COUTINHO et al., 2006; BARBOSA-FILHO et al., 2008; COY & CUCA,
2009; PABON & CUCA, 2010; CHAVERRI et al., 2011) tanto em relacdo aos
componentes dos extratos quanto dos 6leos essenciais. E um género que desperta grande
interesse econdmico, pois suas espéecies sdo muito utilizadas no comércio madeireiro, como
Ocotea porosa, conhecida popularmente como imbuia, e Ocotea odorifera, o sassafras, e
também na industria de cosméticos e perfumaria por algumas espécies como O. cymbarum,
O. caudata, O. pretiosae e O. usambarensis por serem produtoras de 6leos essenciais
(LORENZI, 2002).

Segundo Silveira (2011), é o maior género da familia Lauraceae na regido
Neotropical com cerca de 350 espécies, a maioria nas Américas tropical e subtropical,
desde o México até a Argentina, em uma estimativa de que no Brasil ocorram entre 120 a
160 espécies. Tais espécies estdo distribuidas também em Madagascar, na Africa e nas
Ilhas Canarias (RHOWER, 1993), como pode ser observado na distribuicdo desse género

no mundo na figura 2.
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Figura 2 - Distribuicéo das espécies do género Ocotea.

Fonte: http://www.discoverlife.org

Marques (2001) relaciona as espécies mais comumente encontradas no Brasil, 0s

nomes populares e forma de uso na inddstria madeireira (tabela 1).

Nome cientifico Nome popular Utilizacéo
O. barcellensis Louro mamori; Marcenaria e construcdes em geral
pau-de- querosene

0. catharinensis Canela preta Construcdo civil; ripas e vigas; moveis

O. cymbarum Canela Marcenaria e construcdes em geral

O. diospyrifolia Canela Postes e tabuas de assoalho

O. divaricata Canela soqueira Marcenaria e construcdes em geral

O. elegans Canela ferro Marcenaria e construcéo em geral

O. guianensis Louro branco Fabricacéo de papel

0. organensis Canela goiaba Obras de carpintaria

0. porosa Imbuia Marcenaria e construcdes em geral

O. pretiosa Sassafrés N&o utilizada em obras devido as
celulas secretoras de 6leo essencial

O. puberula Louro abacate, canela barbosa Fabricacdo de papel e caixotaria

O. pulchella Canelinha, canela preta Marcenaria e construcdes em geral

O. spectabilis Canela amarela, louro-preto Marcenaria e construcdes em geral

Tabela 1 - Espécies de Ocotea ocorrentes no Brasil e seus usos populares
Adaptado de Marques (2001).

Nos estudos quimicos sobre esse género observa-se uma variedade de substancias

com destaque para os alcaloides isoquinolinicos, lignanas, neolignanas e 6leos essenciais


http://www.discoverlife.org/
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(BARBOSA-FILHO et al., 1999; DIAS et al., 2003; PABON & CUCA, 2010; GARCEZ et
al., 2011; MONTRUCCHIO et al., 2012; YAMAGUCHI et al., 2012). Segundo Marques
(2001) é o género que apresenta 0 maior nimero de especies medicinais e um dos mais
expressivos da familia Lauraceae no isolamento de alcaloides, muitos deles apresentando
pronunciadas atividades bioldgicas. Na figura 3 sdo mostrados alguns alcaloides isolados
no género Ocotea relatados na revisdo de Zanin & Lordello, 2007 como dicentrina (O.
brachybotra, O. macropoda, O. minarum, O.macrophylla, O. puberula e O. vellosiana),
isoboldina (O. caesia), boldina (O. perula), reticulina (O. vellosiana e O. duckei), isocridina

(O.macrophylla e O. vellosiana), ococriptina (O.macropoda), leucoxina (O. perula).

dicentrina isoboldina boldina reticulina

<

MeO

o) O‘ N ve
OH
OMe
isocoridina ococriptina leucoxina

Figura 3 - Alcaloides isolados de espécies do género Ocotea
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3.3.2. O género Aniba Aublet

Segundo Richter (1981), o género Aniba foi estabelecido por Aublet (1775),
baseado em uma unica espécie (A. guianensis). Aniba é restrito aos neotrdpicos e
compreende 41 espécies de alguns arbustos e principalmente arvores de pequeno a grande
porte. O centro de distribuicdo situa-se na Amazonia Central, Guiana e regides com
espécies individuais irradiando para os Andes, norte da Venezuela, Pequenas Antilhas e no
leste do sul do Brasil (RICHTER, 1981).

No Brasil ocorrem praticamente todas as especies de Aniba, sendo bastante
abundante em toda regido amazoOnica e muitas de suas espécies tém larga utilidade
comercial nas inddstrias madeireiras para a fabricagdo de moveis, decoracgdes e construcdes
permanentes. Na figura 4, pode-se observar a distribuicdo desse género no mundo e

perceber sua predominancia no territorio brasileiro.

Figura 4 - Distribuicdo das espécies do género Aniba

Fonte: http://www.discoverlife.org

De acordo com Goulart et al. (1975), certas espécies sdo ditas medicinais como é o
caso de A. canellila (H.B.K) Mez, A. duckei Kosterm. e A. hastmanniana (Nees) Mez, que

tiveram suas atividades experimentalmente comprovadas contra o ancilostomideo humano.


http://www.discoverlife.org/
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No caso de A. riparia (Nees) Mez, tipica da regido amazOnica, apresentou atividade
antimicrobiana (BARBOSA et al., 1988). Algumas espécies do género Aniba utilizadas na
medicina popular estdo relacionadas na tabela 2, bem como as partes utilizadas da planta e

forma de uso (MARQUES, 2001).

Nome cientifico Parte utilizada Forma de uso
A. canellita Lenho, casca Extrato (coobagéo)
A. duckei Lenho, casca Extrato (coobacéo)
A. hastmanniana Lenho, casca Extrato (coobacéo)
A. riparia Fruto, célices persistentes Extrato hidroalcodlicos

Tabela 2 - Espécies do género Aniba utilizadas na medicina popular.
Fonte: Marques, 2001.

Segundo Morais (1972), as espécies deste género sdo importantes produtoras de
6leos volateis, valiosos na industria quimica, como € o caso da Aniba rosaeodora Ducke,
que produz 6leo rico em linalol de alto valor na indudstria de perfumaria. O 6leo essencial de
Aniba firmula é usado popularmente na regido amazonica como perfume, sendo a espécie
vulgarmente chamada de “louro-rosa” por apresentar odor semelhante ao do “pau-rosa”
(Aniba rosaeodora). Aniba s espécies de Aniba. No Brasil ocorrem praticamente todas as
espécies de Aniba, sendo bastante abundante em toda regido amazénica e muitas de suas
espécies tém larga utilidade comercial nas industrias madeireiras para a fabricacdo de
moveis, decoragOes e construgdes permanentes.

Ha registros de alcaloides isolados para o género Aniba como N-metilcoclaurina,
isoboldina e reticulina (BRAVO et al., 1996) isolados de Aniba muca, 6,8-dideco-(12)-eni-

5,7-dimetil-2,3-diidro-1H-indolizidina (Klausmeyer et al., 2004) isolado de Aniba
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panurensis; cecilin (Aguiar et al., 1980) isolado de Aniba santalodora. Em Aniba
rosaeodora pode-se citar o isolamento dos alcaloides anibina (LACERDA, 2013) e duckein

(CORREA, 1975). Na figura 5 pode ser observada a estrutura quimica desses alcaloides.

N-metilcoclaurina isoboldina reticulina noranicanina anibina

MeO
= O oH
B
N
H
OH

N\ 7

HO OMe

6,8- dideco-(1 Z2)- eni-5,7-dimetil-2,3 cecilin duckein

-diidro-1H-indolizidina

Figura 5 - Alcaloides isolados de espécies do género Aniba.

3.3.3. O género Licaria Aublet

Esse género possui distribuicdo neotropical e compreende 38 espécies distribuidas
desde o sul da Flérida e México até o sudoeste do Brasil e Bolivia. No Brasil, ¢ registrada a
ocorréncia de 20 espécies e duas subespécies, a maioria na regido Amazonica (KURZ,

2000), como pode ser observado na figura 6.
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Figura 6 - Distribuicdo das espécies do género Licaria.

Fonte: http://www.discoverlife.org

Ha vérios relatos na literatura sobre a composicdo quimica das espécies desse
género, nos quais sdo relatados a presenca de lignanas furofuranicas (ALEGRIO et al.,
1981), alcaloides oxoaporfinicos (ALEGRIO et al., 1981), 6,7-dimetoxicoumarina (AIBA
et al., 1978; ALEGRIO et al., 1981), arilpropanoides (MAIA; RAMOS; LUZ, 1985;
SILVA; MAIA, 1973), sitosterol, monoterpenos, sesquiterpenos (FRANCA; GOTTLIEB,
1974; GOTTLIEB et al., 1981; MAIA; RAMOS; LUZ, 1985; SILVA et al., 1973) e 0
fenilpropanoide dilapiol (GIESBRECHT; FRANCA; GOTTLIEB, 1974).

Uma classe metabdlica muito estudada nesse género é a das neolignanas. E
possivel encontrar trabalhos que abordam as neolignanas do tipo biciclo [3.2.1] octanoide,
benzofuranoides, benzodioxano, diariltetrahidrofurano e [-ariloxiarilpropano (AIBA;
CORREA; GOTTLIEB, 1973; AIBA et al., 1978; ALEGRIO et al., 1981; BARBOSA-
FILHO et al., 1989; BARBOSA-FILHO; YOSHIDA; GOTTLIEB, 1987; BRAZ-FILHO et
al., 1981; FRANCA; GOTTLIEB, 1974). Sobre as espécies Licaria cannella angustata e
Licaria canella tenuicarpa, ndo foram encontrados estudos na literatura a respeito da

composi¢do quimica e atividades bioldgicas dessas espéicies.


http://www.discoverlife.org/
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3.3.4. O género Endlicheria Nees

Endlicheria € um género neotropical com centro de diversidade na América do Sul
e que ocorre também na Costa Rica, Guadalupe e llhas do Caribe. Possui cerca de 60
espécies das quais 40 ocorrem no Brasil (CHANDERBALI, 2004). Na figura 7 é possivel

observar a distribuicdo desse género.

Figura 7 - Distribuicdo das espécies do género Endlicheria.

Fonte: http://www.discoverlife.org

Poucos relatos sdo descritos na literatura sobre classes quimicas relacionadas com
espécies  deste  género. Entre o0s poucos relatos, quatro  neolignanas
hexahidrobenzofuranoides foram isoladas nas espécies desse género: disodantina A,
disodantina B, acetato de megafone e burchelina. Todas elas mostraram atividade no ensaio
de letalidade com o microcrusticeo Artemia salina e as trés primeiras inibiram o
crescimento de células tumorais de vesicula biliar humana (MA; KOZLOWSKI;
MCLAUGHLIN, 1991).

Rodriguez (2008) relata que o extrato etandlico de Endlicheria anomala

apresentou atividade antioxidante por meio do sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-
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picrilhidrazil (DPPH). Sobre as espécies E. sericeae e E. verticillata ndo foram

encontrados estudos fitoquimicos e/ou bioldgicos na literatura.

3.3.5. O género Rhodostemonodaphne

O género Rhodostemonodaphne possui aproximadamente 41 espécies distribuidas

nas Américas do Sul e Central e também na Asia menor (MADRINAN, 2004), como pode

ser observado na figura 8.

Figura 8 - Distribuicao das espécies do género Rhodostemonodaphne.

Fonte: http://www.discoverlife.org

Rhodostemonodaphne é um género de Lauraceae que apresenta pouquissimos
estudos quimicos e/ ou biolégicos. O unico estudo disponivel nas referéncias consultadas
foi a respeito do 6leo essencial das folhas de Rhodostemonodaphne kunthiara que
apresentou atividade citotoxica in vitro contra linhagem de células tumorais humanas,
apresentando 91,9% de hidrocarbonetos sesquiterpenos sendo 0s componentes majoritarios

0 germacreno D (64,4%) e o biciclogermacreno (17,6%) (PALAZZO, 2009). Sobre as
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espécies R. crenaticupula e R. recurva ndao foram localizados registros abordando estudos

fitoquimicos e/ ou atividades biol6gicas.

3.3.6. O género Pleurotyrium

Pleurotyrium (Lauraceae) € composto por 40 espécies de distribuicdo neotropical,
ocorrendo no Panama, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Coldmbia, Venezuela,
Equador, Peru, Bolivia e no Brasil (figura 9), onde é representado por 13 espécies

(WERFF, 1993).

- ,-’

Figura 9 - Distribuicdo das espécies do género Pleurotyrium.

Fonte: http://www.discoverlife.org

Como acontece com grande parte das espécies de Lauraceae que ocorrem na
Amaz0nia, h& poucas investigacGes sobre o género Pleurotyrium, como a neolignana do
tipo biciclo [3.2.1] octanoide- macrofilina isolada da espécie P. cinereum (COY; CUCA;
SEFKOW, 2009b).

O estudo de Blanco et al., (2005), mostrou que o extrato bruto de P. bahiense

testado em orelhas de camundongos, exerce algum tipo de atividade analgésica com a¢édo
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anti-inflamatoéria, sem impedir a formagcdo do edema. Para as espécies Pleurotyrium
vasquezii e Pleurotyrium parviflorum ndo foram observados estudos quimicos ou

farmacoldgicos.

3.3.7. O género Sextonia

Raros sdo os registros de estudos em literatura especializada sobre este género. A
espécie mais conhecida é Sextonia rubra, encontrada em alguns estados no norte do Brasil,
como o0 Amazonas, Para, Amapéd e Rondbnia. A madeira é utilizada principalmente na
construcdo civil. Sextonia rubra (Mez) van der Werff ndo possui registro de estudos
quimicos ou farmacoldgicos. Na figura 10, pode ser visto a restrita distribuicdo desse

género.

Figura 10 - Distribuicdo das espécies do género Sextonia.

Fonte: http://www.discoverlife.org
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3.3.8. O género Mezilaurus

Mezilaurus € um género neotropical que consiste de 18 espécies que ocorrem desde
a Costa Rica até o sudeste do Brasil, como pode ser observado na figura 11 (WERFF,
1987). No Brasil, sdo encontradas nove espécies arboreas em areas de boa drenagem do rio

Amazonas e poucas espécies ocorrem em outros ecossistemas (YANEZ; DIAZ; 1986).

Figura 11- Distribuicdo das espécies do género Mezilaurus.

Fonte: http://www.discoverlife.org

Sdo limitadas as espécies estudadas quimicamente para este género, porém
destacam-se os estudos realizados com M. itauba, de onde foram isoladas de suas cascas
neolignanas benzofuranoides e neolignanas biciclo [3.2.1] octanoides (YANEZ; DIAZ;
DIAZ, 1986). As neolignanas cis- e trans-burchelina tém mostrado efeitos significativos na
alimentacdo, excrecdo e também na producdo de ecdise em larvas do inseto hematdfago
Rhodinius prolixus, o vetor mais importante de Trypanosoma cruzi, que é o responsavel

pela Doenca de Chagas na América Latina (GARCIA et al., 2000).


http://www.discoverlife.org/
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Também foi registrado o isolamento dos alcaloides isoquinolinicos coclaurina e
norcinamolaurina, e do alcaloide aporfinico corituberina na madeira de M. synandra
(SILVA et al. 1983). Nao foram encontrados estudos quimicos ou farmacoldgicos sobre a

espécie Mezilaurus duckei van der Werff.

3.3.9. O género Aiouea

O género Aiouea € constituido por 19 espécies distribuidas nas Américas do Sul e
Central (Kubitzki & Renner 1982) (figura 12). No Brasil, é registrada a ocorréncia de 14
espécies, distribuidas principalmente na Regido Sudeste. Na Reserva Florestal Ducke séo
reconhecidas trés espécies: Aiouea grandifolia van der Werff, Aiouea myristicoides Mez e
Aiouea maguireana (C.K. Allen) S.S. Renner. Nenhuma das espécies citadas apresenta

estudos quimicos descritos na literatura.

Figura 12- Distribuicdo das espécies do género Aiouea.

Fonte: http://www.discoverlife.org
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3.4. A quimica de produtos naturais vegetais

Os metabdlitos secundarios sdo conhecidos como metabdlitos especiais, cujos
produtos, embora ndo necessariamente essenciais para 0 organismo produtor, garantem
vantagens para sua sobrevivéncia e para a perpetuacdo de sua espécie, em seu ecossistema
(SANTQS, 2004).

Durante muito tempo, a importancia adaptativa da maioria dos metabdlitos
secundarios vegetais era desconhecida. Tais produtos eram considerados como produtos
finais do metabolismo sem funcdo aparente ou mesmo residuos (TAIZ & ZEIGER, 2004).
Hoje, sabe-se que essas substancias contribuem significativamente com o desempenho da
planta frente as condi¢cGes ambientais a que estas estdo submetidas e que apresentam
importantes atividades antifingicas, antibioticas, antivirais entre outros, e, portanto,
capazes de proteger as plantas contra patogenos (fitoalexinas) e também com efeito anti-
germinativo ou toxico para outras plantas (alelopaticos) (BOURGAUD et al. 2001).

Dewick (2002) ressalta que mesmo havendo uma classificagdo distinta dos
metabdlitos em primdrio e secundario, as reacdes bioguimicas ndo ocorrem
independentemente em um mesmo produtor, sendo que alteracdes no primeiro podem afetar
profundamente o segundo, mesmo que o contrario ndo ocorra.

Além disso, muitos metabolitos especiais sdo formados por sequéncia de reacdes
analogas aquelas do metabolismo primario ficando dificil estabelecer uma linha divisoria
entre metabolismo priméario e secundario. A origem de todos esses metabdlitos pode ser
resumida a partir do metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais: o acido
chiguimico e o acetato. Santos (2004) prop6e um esquema (figura 13) onde se pode

observar de forma geral a origem de todos os metabdlitos especiais a partir do metabolismo
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da glicose em reacBes envolvendo o &cido chiquimico e o acetato como principais

intermediérios.

GLICOSE I—polissacarideos

| = heterosideos
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acido chiquimico acetil- CoA

triptofano fenilalanina/ acido ciclo Vila condensacéo
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lignanas e ligninas
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Figura 13- Esquema geral da via biossintética dos metabélitos especiais

A utilizacdo dos metabdlitos secundarios para diversas finalidades tem sido
relatada por séculos, devido as atividades bioldgicas que promovem usos medicinais
importantes. O isolamento das primeiras substancias puras do reino vegetal iniciou-se no
século XVIII. Esse século, juntamente com o XIX, caracteriza-se pelos trabalhos de

extracdo, principalmente de acidos orgénicos e de alcaloides (PINTO, 2002). Atualmente,
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segundo Hartmann (2007), ja foram descritos mais de 200 mil estruturas de metabdlitos
especiais.

Nesse sentido, a Quimica de Produtos Naturais tem contribuido de forma
significativa no fornecimento de moléculas com aplicacdo na industria farmacéutica, de
cosmeéticos, higiene pessoal, agroquimicos e alimentos. Muitas dessas substancias (figura
14) se constituem, sobretudo, em modelos para o desenvolvimento de medicamentos
sintéticos modernos, tais como procaina e cloroquina, ou de farmacos antitumorais

imprescindiveis, como vimblastina, vincristina e taxol (PINTO, 2002).

HO, “‘\Et
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|  CO2CH:
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3- R= CHs =vimblastina

¢
Et (o) H NJ\/NV
A

|
N
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NH: N

4- Procaina 5- Cloroquina

Figura 14- Exemplos de produtos naturais (1-3) e derivados de produtos naturais (4 e 5) utilizados na

induUstria farmacéutica.

As classes metabdlicas mais investigadas sdo 0s terpenoides, alcaloides,
substancias nitrogenadas relacionadas a fenilpropanoides e as substancias fendlicas
relacionadas aos flavonoides. Estas classes funcionam como reguladoras de rotas

biossintéticas especificas e outras sdo conhecidas como reguladoras pleiotropicas que
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interferem no controle da biossintese de antibidticos e de outros processos bioldgicos
(DEWICK, 2002). Mesmo ndo sendo considerado um dos mais importantes, o grupo dos
lignoides destaca-se pela distribui¢do no reino vegetal e pelas suas propriedades bioldgicas
que podem estar relacionadas ao desenvolvimento do préprio vegetal e ao controle do
mesmo. Os lignoides sdo indicadores do processo evolutivo em angiospermas e

desempenham papel na adaptacdo ecoldgica (GOTTLIEB & YOSHIDA, 1984).

3.4.1. Alcaloides

Os alcaloides constituem um grande grupo com mais de 15.000 metabdlitos
secundarios nitrogenados; encontrados em aproximadamente; 20% das espécies de plantas
vasculares. Via de regra, sdo sintetizados a partir de um ou poucos aminoacidos comuns
(sobretudo a lisina, tirosina e triptofano). Contudo, o esqueleto de carbono de alguns
alcaloides apresenta um componente derivado da rota dos terpenos (TAIZ & ZEIGER,
2004).

Sd0 compostos nitrogenados que tém na sua estrutura, além de carbono e
hidrogénio, usualmente também oxigénio. Sua basicidade tipica é, no entanto, muito
variavel, pois depende dos agrupamentos adjacentes ao nitrogénio. Quando o nitrogénio
pertence a uma amida, por exemplo, a estabilizacdo da carbonila torna o alcaloide
praticamente neutro (DEWICK, 2002; HENRIQUES et al., 2004).

Os alcaloides, assim como outras aminas, formam sais duplos com compostos de
mercdrio, ouro, platina e outros metais pesados. Esses sais duplos em geral sdo obtidos
como precipitados, e muitos deles sdo caracteristicos em microcristalografia. Os reagentes
alcaloidicos comuns sdo o de Wagner (iodo em iodeto de potassio), de Mayer (cloro-iodo

mercurato de potassio) e Dragendorff (iodo bismutato de potassio) (HENRIQUES et al.,



2004). Na tabela 3 pode
correspondente.

RGA
Dragendorff
Mayer
Bertrand
Bouchardat/ Wagner
Sonnenschein

Hager
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se observar os reativos gerais de alcaloides e a coloragéo

Composicdo
lodo bismutato de potéassio
Cloro-iodo mercurato de potéssio
Acido silico-tlngstico
lodo iodeto de potassio
Acido fosfomolibdico

Acido tanico
Acido picrico

Coloracédo do precipitado
Alaranjado
Branco
Branco
Marrom
Branco

Bege
Amarelo

Tabela 3- Reativos gerais para alcaloides e a respectiva colora¢éo do precipitado

Segundo Henriques et al., (2004), os alcaloides séo classificados em trés grupos

amplamente aceitos: alcaloides verdadeiros, protoalcaloides e pseudoalcaloides. Os

alcaloides verdadeiros derivam de aminoécidos, e possuem um anel heterociclico com um

atomo de nitrogénio. Podem ocorrer em plantas no estado livre, como sais e como N-0xidos
e em numero limitado de espécies e familias. Os percursores primarios dos alcaloides
verdadeiros sdo aminoacidos como a L-ornitina, L-lisina, L-fenilalanina / L-tirosina, L-

triptofano e L-histidina. Exemplos de alcaldides verdadeiros incluem substancias como a

cocaina, quinina, dopamina e morfina (figura 15).

Q -~
/
0”7 < >

Cocaina

Quinina

Figura 15- Estruturas quimicas de alcaloides verdadeiros
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Os protoalcaloides sdo compostos em que o atomo de nitrogénio derivado do
amino&cido ndo faz parte do anel heterociclico. Alguns deste tipo de alcaloides incluem
compostos derivados da L-tirosina e L-triptofano. Possuem um anel, sendo uma minoria do

grande conjunto de alcaloides. Efedrina e mescalina s&o exemplos de protoalcaloides

(figura 16).
/o NH2
\o
/o
Mescalina Efedrina

Figura 16-Estruturas quimicas de protoalcaloides

Os pseudoalcaloides sdo compostos em que 0 esqueleto base de carbono néo
deriva de aminoacidos. S8o derivados de precursores da biodegradacdo de aminoacidos.
Podem também resultar de reagdes de aminacgdo e transaminagdo de diferentes precursores
de aminoacidos, ou de outros precursores que ndo de aminoacidos. O nitrogénio inserido na
molécula deriva de diferentes terpenos e esteroides. Os pseudoalcaloides podem ser
derivados do acetato, da fenilalanina ou terpenos, assim como, de esteroides. A gentianina e

a tomatidina (figura 17) séo exemplos de pseudoalcaloides.
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Figura 17- Estruturas quimicas de pseudoalcaloides

Dewick (2002) mostra que a classificacdo desses compostos pode ocorrer de
acordo com a sua origem biossintética, ou seja, de acordo com a estrutura que contém
nitrogénio em pirrolidino, piperidino, quinolino, indol, etc., embora a complexidade
estrutural de alguns rapidamente expanda o nimero de subdivisdes. Devido aos alcaloides
apresentarem funcdes relacionadas & defesa nas plantas, esses metabdlitos sdo de grande
interesse farmacoldgico e muitos alcaloides de origem vegetal tém sido utilizados como
modelos para drogas sintéticas, como a atropina, que é modelo para a tropicamida, farmaco
utilizado para dilatacdo das pupilas durante exames- oftalmoldgicos e a quinina, que é um
alcaloide com propriedades antitérmicas, antimalaricas e analgésicas, utilizada como

modelo para a cloroquinina (CROTEAU et al., 2000).
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3.5. Testes quimico-bioldgicos

3.5.1. Antioxidantes

Os radicais livres sdo espécies quimicas altamente reativas que possuem elétrons
desemparelhados localizados no atomo de oxigénio ou no nitrogénio. Sdo formados no
proprio organismo por processos naturais relacionados ao metabolismo, ou podem ser
formados por alguma disfuncdo bioldgica, ou ainda, pela exposicdo a fatores exdgenos,
sendo responsaveis por desenvolver fungdes importantes relacionadas com a producédo de
energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de
substancias biolédgicas importantes (BARREIROS et al., 2006). No entanto, o efeito
cumulativo desses radicais estd implicado em doencas, tais como cancer, ateroscleroses,
isquemia cerebral e envelhecimento (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A producdo de radicais livres é controlada nos seres vivos pelos antioxidantes que
sdo substancias que retardam a velocidade da oxidagdo, através de um ou mais
mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres e complexacdo de metais (PIETTA,
2000). Quando os antioxidantes produzidos pelo corpo séo insuficientes para combater 0s
radicais livres produzidos pelo organismo, este sofre acdes degenerativas atraves do
distdrbio conhecido como estresse oxidativo. Esta € uma condicdo celular ou fisiologica de
elevada concentracdo de ERO/ERN que causa danos moleculares as estruturas celulares,
com consequente alteracdo funcional e prejuizos das funcdes vitais, em diversos tecidos e
6rgdos, tais como musculos, figados, tecido adiposo, vascular e cerebral (DROGE, 2002;
DUARTE et al., 1993; HALLIWELL, 1994).

Estas substancias podem ter origem enddgena ou exdgena. Os de origem enddgena

estdo relacionados ao sistema de defesa do préprio corpo que pode atuar em duas linhas:
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uma delas atua como detoxificadora do agente antes que ele cause lesdo que é linha é
constituida por glutationa reduzida (GSH), superoxido-dismutase (SOD), catalase,
glutationa-peroxidase (GSH-Px), e a outra linha de defesa tem a fungéo de reparar a leséo
ocorrida, sendo constituida pelo &cido ascorbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela
GSHPx, entre outros (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Os de origem exogena sdo aqueles adquiridos na dieta alimentar e de fontes
sintéticas. Na tabela 4 estdo relacionados os principais antioxidantes que protegem as
células contra os efeitos dos radicais livres classificados em enziméaticos ou nao-

enzimaticos (SIES apud BIANCHE; ANTUNES, 1999).

Nao-enzimatico Enzimatico
a-tocoferol (vitamina E) Superoxido dismutase

jB-caroteno Catalase

Acido ascorbico (vitamina C) NADPH-quinona oxidoredutase
Flavonoides Glutationa peroxidase

Proteinas do plasma Enzimas de reparo
Selénio
Glutationa
Clorofilina
L-cisteina

Tabela 4- Principais agentes de defesa antioxidante

Em funcdo dos possiveis problemas que podem ser causados pelo consumo de
antioxidantes sintéticos, o uso de antioxidantes naturais tem aumentado com as descobertas
das propriedades dos componentes produzidos pelo metabolismo secundario das plantas.
Esses componentes podem atuar, dependendo do mecanismo de acdo dos antioxidantes,
como agentes redutores, sequestradores de radicais livres, quelantes e metais ou
desativadores do oxigénio sigleto e/ ou exibir simultaneamente, mais de uma dessas

fungdes (CANTERLE, 2005; HALLIWELL et al., 1995).
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Os ensaios mais utilizados para caracterizar a atividade antioxidante in vitro séo 0s
sequestradores de radicais que se baseiam na medicdo da capacidade de uma substancia
(pressupostamente antioxidante) em sequestrar os radicais livres. Entre estes, podem ser
citados os métodos de DPPH' e ABTS™ que empregam radicais estaveis em solugio
colorida. Apéds a adicdo do antioxidante com capacidade de sequestrar esses radicais que
foram produzidos, ocorre mudanga de coloracdo da solucdo. Analises espectrofotométricas
e colorimétricas permitem comparar os resultados quantitativamente com padrGes de
antioxidantes comerciais e/ou naturais (ARNAO, 2000; ARTS et al., 2004).

Segundo Arts et al., (2004) e Obon et al., (2005), no método utilizando céation
radical [2,2’-azinobis (3-etilfenil-tiazolina-6-sulfonato)], a solu¢do de ABTS™ tem a funcéo
de formar um radical colorido; seguidamente, adiciona-se a essa solu¢gdo um antioxidante
(extrato que se pretende testar), e, em tempos determinados, dosa-se por
espectrofotometria a concentracdo de radicais formados do ABTSe + restante na solucao,
medindo-se a absorbancia em comprimento de onda de 734 nm. Entdo se faz 0 mesmo com
uma amostra padrdo de TROLOX® e comparam-se 0s resultados.

Dessa forma, uma curva similar da dose-resposta pode ser obtida com ambos os
cromadgenos quando estes antioxidantes sdo usados como padrdo. Na figura 18 é possivel

observar a estrutura quimica do radical ABTSe + e do TROLOX®.

CH,
‘O3S SOs
H4C O_ _CH, s
COH >=N—N=<
HO N N
CH, NHa* | | NHa4*
C2Hs C2oHs
A B

Figura 18- A-Estrutura do TROLOX®; B-Estrutura do cétion radical ABTS+.



33

Principio similar é adotado para 0 método DPPH. Segundo Molyneux (2004), o
radical livre 1,1-difenil-2-(2,4,6-trinitrofenil) hidrazila ou DPPH- é um radical estavel.
Mas, quando em contato com substancias antioxidantes h o sequestro do radical DPPH, o
que é evidenciado pela perda da coloracdo violeta, o que é caracteristico da reacdo de

reducdo (figura 19).
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Figura 19- Radical livre 1,1- difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) e sua forma reduzida

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de
DPPH consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de oxidante necessaria para
decrescer a concentragdo inicial de DPPH em 50% é denominada concentragdo eficiente
(CEsp), também chamada de concentracéo inibitdria (Clsp). Quanto maior o consumo de
DPPH por uma amostra, menor sera a sua CEsy.

Como dito anteriormente, as espécies da familia Lauracea ocorrentes na Amaz6nia
sdo pouco investigadas do ponto de vista fitoquimico. Alcantara et al., (2010) verificaram
uma pronunciada atividade antioxidante nos 06leos volateis de duas espécies pertencentes a
dois géneros de Lauraceae (Licaria e Aniba).

Yamaguchi et al., (2012), investigaram o0s extratos de galhos e folhas de 20
espécies de Lauraceae distribuidas em 9 géneros (Aniba, Dicypellium, Endlicheria, Licaria,

Mezilaurus, Ocotea, Pleurothyrium, Rhodostemonodaphne e Sextonia) também quanto as
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atividades antioxidantes frente ao radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila(DPPH). O
resultado revelou que os extratos etanolicos dos galhos de Licaria martiniana e de Ocotea

minor apresentaram notavel atividade antioxidante.

3.5.2. Antimicrobianos

Antimicrobianos ou antibidticos constituem um grupo especial de agentes
terapéuticos, geralmente produzidos e obtidos a partir de organismos vivos. S&o substancias
que em pequenas concentracdes devem possuir, além de outras caracteristicas, atividade
letal ou inibitoria contra muitas espécies microbianas. Além de prevenir o desenvolvimento
de microrganismos resistentes, devem apresentar auséncia de efeitos indesejaveis ao
hospedeiro e estabilidade quimica (COWAN, 1999).

O crescente aumento de microrganismos resistentes as drogas antimicrobianas
convencionais vem desafiando a ciéncia e causando sérios riscos a saude publica em todo o
mundo. Frente a essa problematica, observa-se a dificuldade para se produzir novas drogas
eficazes no combate microbiano usando a metodologia tradicional de triagens a partir de
fungos e bactérias, 0 que tornam esses produtos cada vez mais escassos e caros
(FERRONATTO et al., 2007). Assim, a necessidade de encontrar novas drogas eficazes no
combate microbiano tem aumentado a cada dia o que estimula a busca de novos compostos
naturais com atividades bioldgicas.

Os vegetais sdo excelentes fontes de novas drogas antimicrobianas, visto que na
tentativa de se adaptarem as agressdes do ambiente e por terem diversidade molecular
muito superior aquela derivada de produtos sintéticos, produzem um vasto nimero de

substancias naturais com potencial antimicrobiano. Vale destacar que extratos naturais



35

podem apresentar diferentes atividades sobre as espécies bacterianas, em consequéncia da
possibilidade de existéncia de mais de um componente ativo presente no extrato. Neste caso
é aconselhdvel realizar o fracionamento dos extratos para identificagdo do composto
realmente ativo (AL-HEBSHI et al., 2006).

Para avaliar a atividade antibacteriana de extratos vegetais existem Varios
métodos. Os principais métodos utilizados para avaliagdo da acdo antimicrobiana de
compostos naturais sdo: difusdo em &gar, diluicdo em placa, teste de dosagem e
citotoxicidade (SOUZA et al., 2003). Os ensaios de difusdo sdo testes qualitativos
utilizados para medir a atividade in vitro (CLSI, 2009) e pode ser realizado pelas técnicas
do poco, disco e template. O ensaio de difusdo fundamenta-se na difusdo da substancia por
meio de cultura solido (ALVES et al., 2008).

A técnica de difusdo em agar é bastante utilizada, com pequenas modificaces na
metodologia, sendo considerada de facil execucao, reprodutivel e permite a experimentacao
de diversas concentracfes das substancias-teste em uma mesma placa (CLSI, 2009;
COWAN, 1999; NETO et al., 2002; MORAIS, 2006). Devem ser realizados de forma
padronizada, levando em consideracao diversos fatores que podem interferir formacdo do
halo de inibicéo, entre eles a concentragdo do inoculo, a distribuicdo do mesmo na placa, o
tempo de incubacéo, qualidade dos orificios, o pH do substrato em placas, a taxa de difusao
(apresenta problemas com substancias que ndo difundem no meio de cultura) e a
concentracdo da substancia teste (KRUGER et al., 2003; CARNEIRO et al., 2008).

Métodos de diluicdo seriada sdo ensaios quantitativos e sdo utilizados para
determinar a concentracdo minima de um agente necessario para inibir ou matar estes
microorganismos (ALVES et al. 2008). O método de pocos se baseia na difusdo radial das

substancias e a possivel presenca de particulas em suspensdao na amostra a ser testada nédo
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interfere na difusdo da substancia antimicrobiana no &gar, o que torna este método
adequado para testar por difusdo a acdo antimicrobiana de substdncias em extratos de
plantas.

Neste método, a substancia pesquisada é colocada em orificios cilindricos em
contato com meio de cultura sélido, permitindo a difusdo. Apds o periodo de incubacao se
obtém uma resposta qualitativa e quantitativa medindo-se o halo de inibi¢do (zona clara
onde ndo houve crescimento microbiano, ao redor da substdncia em pesquisa). E um
método Util para estabelecer a sensibilidade do microorganismo, estabelecendo uma
comparagdo da poténcia antimicrobiana da amostra e dos antibidticos. Uma zona de
inibicdo de um determinado tamanho indica suscetibilidade, zonas de tamanhos menores
indicam resisténcia ao antibidtico testado (BARRY, 1991; MURRAY et al., 1995;
ZACCHINO, 2001).

Segundo a normativa CLSI (2009) ndo sdo aceitaveis testes baseados apenas na
presenca ou auséncia de um halo de inibi¢cdo. S6 podem ser obtidos resultados confiaveis
com testes de difusdo que usam o principio de metodologia padronizada e medidas do
diametro do halo de inibicéo correlacionadas as concentrac¢des inibitorias minimas.

O ensaio de obtencdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) é um método que
foi validado em 1992 e constitui uma técnica que emprega placas de 96 po¢os com a
transferéncia seriada da substancia a ser testada. A microplaca é incubada durante 24-72
horas em temperatura adequada ao crescimento dos micro-organismos utilizados. Depois
deste periodo, é analisada visualmente e/ou por espectometria, através da absorbancia do
meio de cultura. Também pode ser realizada leitura através do uso de um corante

(KOLODZIEJ] et al., 1999).
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A técnica de diluicdo em placa é usada para determinar a concentracao inibitoria
minima de um agente necessario para inibir ou matar um micro-organismo em um tempo
especifico outro aspecto é a possibilidade de se utilizar mais de uma substancia-teste em
diversas concentracOes diferentes, bem como diferentes microorganismos em um mesmo
ensaio. Esta técnica ainda possibilita demonstrar qual a menor concentragéo da substancia a
ser testada que é necessaria para inibir o crescimento bacteriano (OPLUSTIL et al., 2004,
ALVES, 2006, ALMEIDA, 2007). A resazurina facilita a verificagdo da presenga e
auséncia do crescimento bacteriano, sendo que a coloracdo azul indica auséncia de
crescimento bacteriano, enquanto a cor vermelha ou rosa indica a presenca de células
viaveis em crescimento, principalmente por se tratar de um reagente de menor custo
(PALOMINO, 2002; ALVES et al., 2008).

Na literatura é possivel encontrar uma variedade de estudos onde extratos vegetais,
fracbes e compostos isolados apresentam excelentes resultados contra diversos tipos de
microrganismos testados. Entre os inumeros estudos envolvendo essa temética, vale
ressaltar aqueles envolvendo os géneros pertencentes a familia Lauraceae, por serem alvos
de investigacbes que revelam um grande potencial de constituintes antimicrobianos

presentes em suas espécies (Souza et al., 2004; Pabon & Cuca 2010; Omar et al., 2013 ).

3.5.3. Citotoxidade em células tumorais

Atualmente, a definicdo cientifica de cancer refere-se ao termo neoplasia,
especificamente aos tumores malignos, como sendo uma doenca caracterizada pelo
crescimento descontrolado de células anormais. Existem aproximadamente 200 tipos de

cancer que correspondem aos varios sistemas de células do corpo, os quais se diferenciam
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pela capacidade de invadir tecidos e 6rgdos, vizinhos ou distantes (ALMEIDA et al., 2005).
Nesse contexto, a busca por medicamentos eficazes no combate a essa doenca tem
aumentado consideravelmente com o objetivo de se encontrar tratamentos mais efetivos e
seletivos, ou que visem a descoberta de novas estratégias que impecam seu avanco.

Nesse sentido, estudos demonstram os produtos naturais tém sido importante fonte
de componentes antineoplasicos. Nos ulimos 20 anos alguns quimioterapicos utilizados no
combate ao cancer, como vimblastina e a vincristina (extraidas de Catharrantus roseus), o
etoposideo, o teniposideo e o taxol, se tornaram farmacos imprescindiveis na terapéutica,
aléem do renascimento de seu interesse nas industrias farmacéuticas (BARREIRO &
BOLZANI, 2009).

As variagOes referentes a determinagdo da CMI (Concentracdo Minima Inibitdria)
de extratos de plantas podem ser atribuidas a varios fatores. Dentre eles podemos citar a
técnica aplicada, o microrganismo e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época
da coleta, se os extratos foram preparados a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade
de extrato testada. Assim, ndo existe método padronizado para expressar os resultados de

testes antimicrobianos de produtos naturais (FENNEL et al., 2004).



4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Delineamento experimenta
Na figura 20 estdo descritos os procedimentos metodoldgicos utilizados para

alcancar o objetivo desse estudo:

’ Plantas coletadas 8 géneros (17 espécies)

5 extra¢Ges em ultrassom por 20 min

Extrato | 28 extratos

Particéo acido-base em microescala

Fragdo ndo Frag&o alcaloidica
alcaloidica
|  CCD- Revelador dragendorff
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Figura 20- Fluxograma dos procedimentos metodol6gicos
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4.2. FASE 1: Prospeccéo preliminar

4.2.1. Coleta do material botanico

As espécies de Lauraceae que foram investigadas nesse estudo pertencem a uma
série de plantas selecionadas pelo grupo de pesquisa Quimica de Biomoléculas da
Amazobnia (Q-BiomA) que visa o estudo do perfil de seus constituintes. Tais espécies
pertencem a flora Amazonica e possuem pouco ou nenhum estudo quimico ou biol6gico. A
coleta dessas plantas foi realizada na Reserva Florestal Ducke do Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazonia (INPA), Manaus-AM, em margo de 2007 e 2008 (tabela 5).

Ocotea leucoxylon (Sw.) Laness Folhas
Ocotea leucoxylon (Sw.) Laness Galhos
Licaria canella (Meissn.) Kosterman. angustata Kurzj Folhas
Licaria canella (Meissn.) Kosterman. angustata Kurz Galhos
Licaria martiniana (Mez) Kosterm Folhas
Licaria martiniana (Mez) Kosterm Galhos
Endlicheria sericea Nees Folhas
Endlicheria sericea Nees Galhos
Aniba panurensis (Meisn.) Mez Folhas
Aniba panurensis (Meisn.) Mez Galhos
Aniba guianensis Aublet Galhos
Aniba ferrea Kubitzki Galhos
Aniba parviflora Aublet Galhos
Pleurotyrium parviflorum Ducke Galhos
Rhodostemonodapne recurva van der Werf Galhos
Aniba parviflora Aublet Folhas
Aniba guianensis Aublet Folhas
Endlicheria anomala (Nees) Mez Folhas
Endlicheria anomala (Nees) Mez Galhos
Mezilaurus duckei van der Werf Folhas
Mezilaurus duckei van der Werf Galhos
Pleurotyrium vasquezii van der Werff Folhas
Pleurotyrium parviflorum Ducke Folhas
Rhodostemonodaphne crenaticupula Madrifian Galhos
Rhodostemonodaphne crenaticupula Madrifian Folhas
Sextonia rubra Mez Folhas
Aiouea maguireana (C.K.Allen) S.S.Renner Galhos

Tabela 5- Espécies vegetais investigadas
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As exsicatas das espécies encontram-se depositadas no herbéario do Instituto
Nacional de Pesquisas do Amazonas (INPA) e foram identificadas no Projeto Flora da
Reserva Ducke. Assim, com o objetivo de direcionar melhor a presente pesquisa, a fase
inicial consistiu em uma caracterizacdo alcaloidica de 27 partes de 16 espécies de
Lauraceae pertencentes a 09 géneros distintos, oriundas desse conjunto de plantas
previamente coletadas e que se encontra devidamente armazenados no laboratério de

Produtos Naturais da Universidade Federal do Amazonas.
4.2.2. Obtencao dos extratos e fracdes alcaloidicas

O material vegetal disponivel (folhas e galhos) foi limpo, seco, triturado e passou
pelo processo de extracdo de forma padronizada. Foram realizadas trés extracOes utilizando
ultrassom por 20 minutos em etanol previamente destilado. Para concentracdo dos extratos

se utilizou evaporador rotatorio sob presséo reduzida (figura 21).

‘ Material vegetal J

’ Trituragéo do

material botanico

| Sonicagao 3x 20 min em EtOH

Solucdo etanolica J

‘ Evaporagio em rotavapor

EXTRATO
ETANOLICO

Figura 21- Etapas da obtencdo dos extratos etanélicos das folhas e galhos
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Depois de secos, os extratos foram submetidos a particdo &cido-base de acordo
com a metodologia proposta por Giordani et al. (2008), com algumas modifica¢des. Assim,
um grama de extrato etandlico, oriundo do material botanico triturado (galhos e folhas) foi
solubilizado com solucgdo de acido cloridrico 3%. Para separar as substancias apolares da
mistura foi realizada uma particdo com hexano. Na fracdo &cida adicionou-se
diclorometano (4 vezes) para retirar as substancias de média e baixa polaridade. Apos a
retirada do diclorometano a fracdo aquosa foi alcalinizada com hidréxido de aménio até pH
9-10 e extraida com o mesmo volume de diclorometano (4 vezes), gerando uma fracdo
organica enriquecida em alcaloides. A fracdo foi seca sob ventilagdo forcada e teve sua
massa medida para célculo do rendimento. Na figura 22 é possivel observar, a partir do

extrato etanolico, um esquema das etapas para a obtencéo das fragdes ricas em alcaloides.

1 g de extrato
EtOH

Ressuspensao com HCI 3% e particdo com hexano

‘ \ Fracéo aquosa
4cida

l Frag&o

hexanica

Particdo com CH,CI,

| ‘ Adicéo de NH,OH

Fracao Fracdo
bCM aquosa basica
Particdo com CH,CI,
Fracdo | Residuo
Alcaloidica aguoso

Figura 22- Etapas da obtencdo das fragdes alcaloidicas na fase preliminar
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4.2.3. Analise das fragdes alcaloidicas por CCD

A avaliagdo do comportamento cromatografico de cada fracdo alcaloidica
resultante das parti¢des acido-base foi avaliada por Cromatografia em Camada Delgada
(CCD). Assim, as fragdes alcaloidicas foram solubilizadas em diclorometano e aplicadas,
com auxilio de capilar, em cromatofolhas de aluminio (AL TLC Silicagel 60 F254, Merck,
5 x 4 c¢cm). O sistema foi mantido em camara de saturagdo com eluente apropriado e

revelado com revelador especifico draggendorf.

4.2.4. Analise das fragdes alcaloidicas por espectrometria de massas

As amostras que apresentaram resultado positivo para o revelador dragendorff
passaram por uma varredura em espectrébmetro de massa o que sinalizou as investigacoes
quimicas a respeito da composi¢do dos extratos. Dessa forma, para realizar o estudo do
perfil alcaloidico em microescala nessa etapa preliminar foi utilizado espectrémetro de
massa (EM) ion trap LCQ Fleet™ (Thermo Scientific) equipado com uma fonte de
Eletrospray, operando no modo positivo e programado para monitorar a faixa de m/z 200-
600 Da, adequado para alcaloides. As amostras foram solubilizadas para concentragédo de 5
ppm, usando metanol HPLC como solventes e injetadas por insercdo direta no
espectrometro de massas com fluxo de 30 pL min*. As espécies investigadas nesse estudo
foram selecionadas conforme a caracterizacdo alcaloidica realizada por CCD e EM. Na
figura 23 € possivel observar um esquema geral das atividades metodoldgicas da fase

preliminar desse estudo.
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Figura 23 Esquema geral das atividades metodolégicas da fase preliminar

4.3. FASE 2: Escolha da metodologia para obtencéo das fracdes alcaloidicas

4.3.1. Recoleta das espécies selecionadas

Finalizada a etapa preliminar, referente a escolha das espécies de maior potencial
para essa pesquisa, houve necessidade de se realizar uma nova coleta das espécies
selecionadas em razdo do material botanico presente no laboratério ndo ser suficiente para
alcancar os objetivos desse estudo. Assim, no més de agosto de 2013, folhas e galhos de
trés espécies selecionadas para isolamento de alcaloides pertencentes a dois géneros
distintos foram recoletadas no mesmo local e dos mesmos individuos de onde foram
coletadas as espécies submetidas aos estudos preliminares.

Outras quatro espécies (duas pertencentes ao género Aniba e duas ao género

Licaria), que apresentaram perfil favoravel a presenca de alcaloides, também foram
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recoletadas com intencdo de realizar testes bioldgicos com seus extratos e fracOes
alcaloidicas, visto que de acordo com a literatura consultada, sdo espécies que apresentam
potenciais antioxidantes e bioldgicos de interesse para essa pesquisa (YAMAGUCHI et al.
2012; ALCANTARA et al. 210; KLAUSMEYER et al. 2004). Ap6s a coleta, 0 material

botanico foi separado, limpo, seco em estufa a 50 °C e triturado em moinho de quatro facas.

4.3.2. Metodologias de extragOes de alcaloides

Foram testadas trés metodologias de extracdo de alcaloides em microescala
visando:

1- Realizar um monitoramento dos alcaloides presentes na matriz vegetal de cada
espécie investigada;

2- Selecionar um metodo com melhor rendimento para a obtencdo de maior
quantidade de material para realizacao de testes bioldgicos utilizando fragdes alcaloidicas.

Para a realizagdo de duas dessas metodologias foi necessario partir de extratos
previamente preparados, enquanto que para a terceira metodologia essa etapa preliminar
ndo foi necessaria. Assim, para as duas primeiras metodologias foram feitos dois tipos de
extracbes de forma padronizada, similar a extracdo realizada na fase preliminar dessa
pesquisa, utilizando solventes previamente destilados: extracdo em etanol com utilizacéo de
ultrassom por 20 minutos e extracdo Hex/MeOH também utilizando o0 mesmo equipamento,
por 20 minutos. Os extratos resultantes das folhas e galhos foram secos em evaporador

rotatdrio sob pressdo reduzida e posteriormente submetida a particdo acido-base.
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METODOLOGIA 1- A primeira metodologia utilizada para extracdo de alcaloides foi
realizada a partir de 1 g de extrato bruto e seguiu a proposta de Giordani et al. (2008),

descrita anteriormente na etapa preliminar dessa pesquisa.

METODOLOGIA 2- Para essa metodologia, adaptada da proposta de Costa et al. (2006),
também se utilizou 1 g de extrato produzido a partir do material boténico triturado. Este foi
solubilizado com DCM. Posteriormente, a mistura foi acidificada com solucédo de HCI 3% e
particionada com DCM (4x). Apds a retirada do solvente, a fracdo aquosa foi alcalinizada
com NH,OH até pH 9-10 e extraida com o mesmo volume de DCM (4x), gerando uma
fracdo organica enriquecida em alcaloides. Para a secagem da amostra utilizou-se
ventilagdo forgada. Depois de seco, o material teve sua massa medida para calculo do
rendimento (figura 24).

1gde
extrato

Ressuspensdo com CH,Cl, e adicéo de solucdo de HCI 3%

| |
l Residuo

aquoso

Fracéo

aquosa

‘ Particdo com CH,Cl,

Adicdo de NH,OH

Residuo ’ Fracdo DCM J
l aquoso

Particdo com CH,CI,

Fragdo J ’ Residuo

Alcaloidica aguoso

Figura 24- Obtencéo da fracdo alcaloidica (método 2)
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METODOLOGIA 3- A terceira metodologia testada, adaptada de Silva (2007), € mostrada
na figura 25. A fracdo alcaloidica de cada espécie vegetal foi obtida a partir de 1g de
material botanico triturado. A esse material foram adicionados 5 mL de solu¢do de NH,OH
a 10%, sequida da adicdo de 5 mL de DCM. Procedeu-se a extracdo adicionando-se solugédo
de &cido cloridrico 3% a fase DCM. Posteriormente, a camada &cida obtida foi ajustada até
pH 9-10 e novamente extraida com DCM. A fase DCM rica em alcaloides foi levada a

capela para secar e posteriormente teve sua massa medida e seu rendimento calculado.

\ Material

botéanico (19) J . N ) )
Adicéo de solucdo de NH,OH 10% — 1 min no agitador de tubos

Adicdo de CH,Cl, — 1 min no agitador de tubo

| |
Residuo ’ Fracdo DCM J
aquoso

Adigdo de solugdo de HCI 3% — 1 min no agitador de tubos

’ Fase DCM I

\ Residuo aquoso J Fracdo DCM
(rica em alcaloides)

Fase aquosa

acida

Adicdo de NH4OH (até pH 9-10) — 1 min no agitador de tubos
Adicdo de CH,Cl, — 1 min no agitador de tubos

Figura 25- Obtencéo da fracdo alcaloidica (método 3)
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4.3.3. Deteccéo dos alcaloides

As separacOes foram observadas pelos reveladores fisicos UV 254 nm, UV 365 nm,
e pelos reveladores quimicos vanilina sulfarica e dragendorff. Eleita a metodologia que
apresentou melhor rendimento, iniciou-se 0 processo de deteccdo dos alcaloides das
espécies selecionadas. Para tanto, foi necessario preparar extrato em maior escala que
seguiu 0 mesmo procedimento da fase preliminar. Posteriormente, foram realizadas
particbes também em maior escala e a avaliagdo do comportamento cromatogréafico de cada

amostra foi avaliada por cromatografia em camada delgada (CCD).
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4.4. FASE 3: ISOLAMENTO, IDENTIFICACAO E BIOENSAIOS

4.4.1. Isolamento - Cromatografia em coluna aberta em fase normal (CC)

Para o isolamento dos alcaloides utilizou-se a cromatografia em coluna aberta em

fase normal empacotada com gel de silica Silicycle G60 (70-230 mesh). Os eluentes
utilizados nos processos foram determinados por CCD. As CC foram realizadas em colunas
de vidro com didmetro interno (i) de 1,5 cm e 2,0 cm e foram preparadas com uma base
inferior de algoddo (1,0 cm de altura). Seguem os procedimentos metodoldgicos realizados
para o isolamento de alcaloides de cada uma das espé cies investigadas.
Ocotea leucoxylon- Uma aliquota do extrato etandlico dos galhos de O. leucoxylon (5,0 g)
foi solubilizada com a mistura de MeOH/ H,O (8:2). Em seguida, foi feita particdo liquido-
liquido, utilizando hexano, com intuito de eliminar os constituintes apolares da mistura. A
solucdo metandlica foi seca obtendo-se 3,3 g de extrato desengraxado. Com essa massa, foi
realizado um pré-fracionamento cromatografico em coluna aberta (3,0 cm de diametro e 75
cm de altura) tendo como fase moével a mistura de acetato de etila, cloroférmio e metanol,
determinados por CCD, em gradiente crescente de polaridade.

As fragdes foram coletadas em erlenmeyer de 125 ml e, depois do solvente
evaporado, foram transferidas para frascos de 10 ml, obtendo-se 33 fracdes. As fragdes 8, 9,
9.1, 10, 11, 12, 13 e 14 foram reunidas (386,7 mg) conforme semelhanca de perfis frente a
CCD revelada com reagente dragendorff. Entdo, foi realizado um fracionamento que, de
acordo com CCD, teve como fase movel a mistura de acetato de etila e metanol em
gradiente crescente de polaridade. Assim, 11 novas fragdes foram originadas e coletadas em

erlenmeyer de 125 ml e depois do solvente evaporado, foram transferidas para frascos de
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10 ml. As fracdes 6, 7, 8 e 9 (90,7 mg) apresentaram perfis semelhantes e foram reunidas e
submetidas a processo de recristalizagéo utilizando hexano, dicloro metano, acetato de etila
e metanol. Na figura 26 é apresentado o esquema do fracionamento cromatogréafico do

extrato etandlico dos galhos dessa espécie.

Extrato EtOH
(59

‘ Ressuspensdo com MeOH/ H,0 (8:2)

Particio

liquido-liquido

J

|
l Fase metandlica J

Fase | CC fase normal
hexanica
{ 33 fracdes |

1...33

[ Reunido das fragdes 8, 9, 9.1,10, 11, 12, 13 e 14 ]

CC fase normal

' |
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ AcOEt/MeOH AcOEt/MeOH ‘ ‘
1 2 3 4 5 (85:15) (75:25) 10 11
6 7 8 9
ACOEt/MeOH ACOEt/MeOH

(88:12) (80:20)

\ )
|

\ Recristalizagéo J

SUBSTANCIA 1 J

Figura 26- Fracionamento do extrato dos galhos O. leucoxylon
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Aniba ferrea- Trés gramas de extrato etandlico dos galhos de A. ferrea foram
solubilizados em uma mistura de MeOH/H,O (8:2). Em seguida, utilizando solvente
hexano, foi feita uma particdo liquido-liquido com intuito de eliminar os constituintes
apolares da mistura. A solucdo metandlica resultante foi seca e posteriormente foi realizado
um pré-fracionamento cromatografico com 2,98 g de extrato desengraxado em coluna
aberta em fase normal tendo como fase mével a mistura de Hex, AcOEt e MeOH em
gradiente crescente de polaridade.

As fragdes foram coletadas em erlenmeyer de 125 ml e, depois do solvente
evaporado, transferidas para frascos de 10 ml, obtendo-se 12 fra¢des. As fracdes 11 e 12
foram reunidas (79,9 mg) conforme semelhanca de perfis frente a CCD revelada com
reagente dragendorff. O fracionamento em coluna aberta das amostras reunidas originou 13

novas fragdes coletadas em frascos de 10 ml (figura 27).
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{ Extrato EtOH (3 ]

| Ressuspensdo com MeOH/ H,O

(8:2)
Particao
liquido-
|
Fase ’ Fase J
hexanica | CC fase normal
{ 12 |
1...12

\ Reunido das fracfes 11 e J

CC fase normal

[
CHCIy/MeOH

T
‘ CHCIy/MeOH

(90:10) (80:10)
6 7 8 9 10 11 12
3 4 5

\’ \’

SUBSTANCIAS ISOLADAS J

Figura 27- Fracionamento do extrato dos galhos de A. ferrea

Aniba panurensis- Utilizando-se uma mistura de MeOH/ H,0 (8:2), solubilizou-
se 3 g de extrato etanolico dos galhos de A. panurensis. Em seguida foi feita uma particao
liquido- liquido com hexano visando retirar as substancias de baixa polaridade. A fase
metanolica foi seca originando 268 g de extrato desengraxado. Com essa massa realizou-se

um fracionamento cromatografico em coluna aberta (2,0 cm de diametro e 75 cm de altura)
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tendo como fases moveis Hex, AcCOEt e MeOH em gradiente crescente de polaridade. As
fragbes foram coletadas em erlenmeyer de 125 ml e, depois do solvente evaporado,
transferidas para frascos de 10 ml obtendo-se 21 fragOes. As etapas desse procedimento
podem ser observadas na figura 28.

Extrato EtOH
(39)

‘ Ressuspensdo com MeOH/ H,0 (8:2)

Particao
liquido-liquido

Fase l Fase metanolica J

hexanica

‘ CC fase normal

l 21 fracdes I

SUBSTANCIAS ISOLADAS J

Figura 28- Fracionamento dos galhos de A. panurensis
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4.4.2. ldentificacdo — Espectrometria de Massas e Espectroscopia de Ressonancia

Magnética Nuclear

Para analise das amostras oriundas de fracionamento em coluna aberta foram
utilizadas as técnicas espectrométricas (EM) e técnicas espectroscopicas (RMN de 'H e
3C). Os espectros de massas foram registradas no espectrdmetro LCQ Fleet™ (Thermo
Scientific) equipado com uma fonte de Eletrospray, operando no modo positivo e
programado para monitorar a faixa de m/z 200-600, adequado para alcaloides, da Central
Analitica da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). As amostras foram solubilizadas
para concentragdo de 5 ppm, usando metanol grau HPLC como solvente e injetadas por
insercao direta no espectrometro de massas com fluxo de 30 pL min 1.

Os experimentos de ressondncia magnética nuclear (RMN) unidimensional e
bidimensional foram realizados em espectrometro INOVA-500 da Varian, localizado na
Central analitica do Centro de Biotecnologia da Amazbnia (CBA). Os espectros
unidimensionais de RMN *H foram operados em 500 MHz e de RMN **C com Hidrogénio
desacoplado foram operados 125 MHz. Foram realizados ainda 0s experimentos de
correlagdo heteronuclear mdltipla simples (HSQC) e de correlacdo heteronuclear de
multiplas ligagbes (HMBC). As amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado
(CDCly), os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) em
rela¢do ao padrdo interno TMS (6= 0,00) ¢ as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).
As multiplicidades dos sinais foram indicadas segundo a convencdo: s (singleto), d

(dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto) e m (multipleto).
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4.4.3. Ensaios quimicos/biologicos

Os ensaios biologicos de atividade antimicrobiana e de citotoxidade, bem como o de
varredura de radicais livres frente ao radical DPPH e ao cation radical ABTSe+, foram
realizados no Laboratério de Atividades Bioldgicas | (BIOPHAR) na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas. A esses ensaios foram

submetidos os extratos, fragdes e substancias isoladas.

4.4.3.1. Varredura de radicais livres

Os extratos e as fragcdes contendo alcaldides foram submetidos a avaliacdo de suas
atividades antioxidantes. Para tanto se utilizou os métodos de DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazila) e ABTSe+ (2,2’-azinobis (3-etilfenil-tiazolina-6-sulfonato).

a) Ensaio qualitativo da atividade antioxidante (DPPH)

Foi realizado teste de atividade antioxidante qualitativo por meio da capacidade
sequestrante do radical estavel DPPH em solu¢Bes com solvente metanol, por trinta
segundos. Cerca de 5 pL de extrato bruto, fracdo alcaloidica e também do padrédo
quercetina foram aplicadas sobre uma cromatoplaca de silica gel na concentracdo de 1
g/mL em temperatura ambiente. Depois da evaporacdo do solvente, nebulizou-se a placa
com solucdo em metanol de DPPH a 0,3 mM/mL. A atividade antioxidante foi observada

pela presenca de manchas amarelas ou brancas decorrentes da reducdo do DPPH, contra a
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coloragdo puarpura de fundo (SOLER-RIVAS et al., 2000). O esquema do ensaio

qualitativo DPPH, pode ser observado na figura 29.

Adig&o de solugdo de DPPH

CCD com os extratos ou fracfes Resultado positivo

Figura 29- Esquema do ensaio qualitativo de DPPH

b) Ensaio quantitativo da atividade antioxidante DPPH

A atividade antioxidante quantitativa foi avaliada por meio da capacidade
sequestrante do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH.), utilizando o flavonoide
quercetina como padrdo antioxidante, expressos como valores de concentragdo eficiente
(CE50). Os extratos foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) e preparados em
diferentes concentracbes (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78 pg/mL). Em uma
microplaca de 96 pocos, adicionou-se 30 pL dos extratos e do padrdo (em triplicata) em
diferentes concentracdes e, em seguida, adicionou-se 270 pL da solugdo de DPPH (0,8
mmol/L) em cada poco.

As leituras das absorbancias das amostras foram realizadas apds 30 minutos da

adicdo da solucdo de DPPH, em espectrofotometro de UV/VIS Beckman Couter DXT 800
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a 517 nm. Por meio dos valores obtidos das leituras das absorbancias e por regressao linear

foram obtidos os valores de CE50 (MENSOR, 2001).

¢) Ensaio quantitativo do cation radical ABTS™

O método é baseado na reducdo do cétion radical 2,2’-azinobis (3-etilfenil-
tiazolina-6- sulfonato) utilizando TROLOX® como antioxidante padrdo. Os extratos
foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSOQ) e na concentracdo de 100 pg/mL
foram adicionados 30 pL de cada extrato (em triplicata) em uma microplaca de 96
pocos. Em seguida adicionou-se 270 pL da solugcdo do padrdo (0,8 mmol/L). As
leituras das absorbancias das amostras foram realizadas ap6s 30 minutos da adicdo da
solucéo padrdo em espectrofotdmetro de UV/VIS Beckman Couter DXT 800 a 715 nm

(RE et al., 1998).

4.4.3.1. Citotoxidade em células tumorais

O ensaio de citotoxidade foi realizado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Amazonas, sob supervisdo da Dra. Marne Carvalho de
Vasconcellos. A citotoxicidade foi avaliada pelo método de alamar blue (NAKAYAMA et
al. 1997). Neste ensaio foi utilizada sete linhagens de células: seis tipos de linhagens
tumorais e uma linhagem de células normais: HT1080 (fibrosarcoma humano), HCT116
(colon - humano), MCF-7 (mama- humano, linhagem de células normais), MRC5

(fibroblastos de pulmdo humanos), ACP02 (adenocarcinoma gastrico) e SKIMEL 3 e 9
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(Melanomas) cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e
1% de antibidticos.

As células foram plaqueadas na concentracéo de 5 x 10% células/pogo em placas de
96 pocos. Apos 24 horas de incubacédo e aderéncia das células em estufa a 5% de CO, a 37
9C, as mesmas foram tratadas com os extratos, fracdes e substancia isolada solubilizados
em DMSO puro estéril e testadas nas seguintes concentrac@es: 50 pg/mL, 25 pg/mL e 10
HM/mL, respectivamente para um screening inicial. Como controle negativo foi utilizado
somente meio de cultura.

Apos esse procedimento as amostra voltaram a estufa por 72. Ao término desse
periodo foi adicionado 10 pL de resazurina 0,4% (diluida 1: 20) em cada orificio da placa.
Posteriormente ao tempo padronizado de metabolizacdo da resazurina, que compreendeu 0
periodo de 2 horas, foi realizada a leitura da fluorescéncia. A viabilidade foi calculada
conforme a formula: % viabilidade = Ft x 100/Fb, onde Ft= (fluorescéncia da célula + meio

+ substancia + resazurina) ¢ AFb= (fluorescéncia da célula + meio + resazurina).

4.4.3.3. Atividade antimicrobiana

Os ensaios de atividade antimicrobianos dos extratos brutos, fracdes alcaloidicas e
substancias isoladas foram realizados no Instituto de Pesquisa Lednidas e Maria Deane-
FIOCRUZ, sob supervisdo da Dra. Patricia Orlandi Nogueira, frente as bactérias descritas
na tabela 6. A seguir sad descritas detalhadamente as etapas para realizacdo do presente

ensaio.



Bactérias Gram-Negativas

DAEC - Escherichia coli aderéncia

ETEC- Escherichia coli enterotoxigénica LT
ETEC- Escherichia coli enterotoxigénica ST
EIEC- Escherichia coli -INV- enteroenvasora
EPEC- Escherichia coli enterotoxigénica tipica
EAEC- Escherichia coli enteroagregativa
Eschirichia coli ndo diarreiogénica

EHEC- Escherichia coli enterohemorragica
Shigella desenteriae

Shigella flexnerie

Vibrio cholerae

Klebsiella pneumoniae

Proteus mirabilis

Serratia marcescens

Hafnia alvei

Acinetobacter baumannii

Citrobacter freundie

Yersinia enterocolitica

Pseudomonas putida (oralis)

Pseudomonas aeruginosa

Salmonella enterica Choleraesuis

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium

Bactérias Gram-Positivas

Streptococcus agalactiae
Streptococcus pyogenis
Streptococcus galollyticus
Streptococcus pneumoniae

Bacillus subtilis subsp. subtilis (CT)
Enterococcus faecalis (Streptococcus faecalis)
Listeria indcua

Listeria monocytogenes
Geobacillus stearothermophilus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus sp.

Staphylococcus sumulans
Staphylococcus resistente a meticilina

Tabela 6- Bactérias utilizadas para teste antimicrobiano
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F1845

LT2871

ST8

ATCC 1381
ATCC E234869
ATCC 042
ATCC 10536
CDC-EDL933-171-0157: H3
ATCC 13313
ATCC 12022-152
ATCC 9458-156
ATCC 4352-083
ATCC 15290-095
ATCC 14756-131
ATCC 11601-120
ATCC 19606-143
ATCC 43864-576
ATCC9610-098
ATCC 15175-113
CDC EDL-1284,
ATCC 10708-028
ATCC 13311-084

ATCC 13813
ATCC 19615
ATCC 9809
ATCC 11733
ATCC 6051
ATCC 4083
ATCC 33090
ATCC 15313
ATCC 7953
ATCC 80958
ATCC 23235

ATCC27851
MRSA
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ETAPA I-Preparo das amostras analisadas

Para o screning incial foram testados quatorze extratos etandlicos, quatorze
fracdes alcaloidicas e duas substancias isoladas proveniente de folhas e galhos das espécies
eleitas para esse estudo. Os extratos e fragdes foram solubilizadas em dimetilsulfoxido

(DMSO) na concentracdo de 5 mg/mL e as substancias isoladas em 1 mg/mL.

ETAPA Il-Preparagéo das placas

Para esse procedimento foi necessario o preparo prévio do meio de cultura liquido
(meio onde as bactérias foram colocadas para crescer) e em placa (meio onde foi realizado
0 antibiograma) realizado em camara de fluxo laminar. Para a preparacdo do meio liquido
diluiu-se 0 meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion Broth) em &gua deionizada na
concentracédo de 37 g/L, com utilizacdo de forno de micro-ondas para ajudar no processo de
solubilizacdo. Em seguida, colocou-se 3 mL desse meio de cultura em tubos de ensaio que
foram autoclavados em estufa em temperatura de 120 a 140 °C para total esterelizagio.

De forma similar, foi preparado em baldo de 500 mL o meio de cultura em placa
sO que utilizando o meio Agar Mller Hinton 1l (AMH). Ap0s a esterilizacdo, a solucéo foi
depositada nas placas de 90 x 15 mm em duas camadas: a inferior contendo 10 mL de
AMH (colocada em repouso por 30 minutos para enrijecimento) e a segunda mais espessa
(15 mL) que ficou em repouso por 1 hora para solidificar. Em seguida, foram feitos
orificios cilindricos de aproximadamente 6 mm de didmetro com o auxilio de ponteiras

estéreis de 200 pL de maneira equidistante para evitar zonas de inibicdo convergentes.
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ETAPA Ill-Preparacéo do in6culo

Para essa etapa, as cepas selecionadas foram cultivadas em 3 mL do meio liquido
BHI (Brain Heart Infusion Broth) preparado anteriormente. Assim, selecionou-se para a
inoculacdo 3 a 5 colbnias isoladas, sendo posteriormente incubadas a 37 °C, por 24 horas
(NCCLS, 2005). Para o preparo do inéculo bacteriano, uma aliquota de 50 a 100 pL do
meio de cultura foi transferida com auxilio de micropipeta para tubos contendo 3 mL de
meio estéril e este foi comparado até atingir a turvacdo padrdo de 0,5 de McFarland (1,5 X

10° UFC/mL).

ETAPA IV-Atividade antibacteriana por teste de difusdo em agar pela técnica de

difusédo em pogo.

O processo de estriamento das placas iniciou-se logo apds o preparo do indculo.
Para isso, foi inserido um swab estéril em cada um dos diferentes tubos contendo os
diferentes indculos. Apos tal procedimento, 0s microorganismos alvos foram semeados em
toda a superficie da placa em trés direcdes, girando a placa aproximadamente 60° com o
objetivo assegurar distribuicdo uniforme do inoculo. Por dltimo, o swab foi passado na
margem da placa.

Para que o indculo fosse completamente absorvido pelo meio, deixou-se as placas
entreabertas por 5 a 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, com o auxilio de
uma micropipeta, foram adicionados nos pocos, devidamente identificados, o controle
positivo (antibidtico Imipenem na concentracdo de 30 pg/mL tanto para as bactérias Gram-

Positivas quanto para as Gram-Negativas), o controle negativo (solvente adequado) e as
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amostras vegetais. Depois disso, as placas foram colocadas em estufa a 37 °C por um
periodo de 24 horas.

Apoés o periodo de incubagdo, identificou-se a formagdo de halos nas amostras
com resultado positivo. Para melhor visualizagdo dos halos de inibi¢cdo foi preparado o
revelador cloreto de trifenil tetrazolio (CTT) a 1% acrescido 0,1% de Agar bacterioldgico.
Sobre cada placa foram adicionados 8 mL desse corante seguido da incubagdo das mesmas
sob temperatura de 37 °C por 30 minutos. Ao fim deste periodo, os halos de inibi¢do foram
visualizados por meio da conversdo da coloragdo nos locais onde houve crescimento
bacteriano na placa. Os diametros dos halos de inibicdo foram medidos com auxilio de uma

régua milimetrada (ALMEIDA, 2007).

ETAPA V-Método de diluicdo em microplaca com determinacdo da concentracao

inibitéria minima (CIM)

A concentragdo bactericida minima é a quantidade minima de agente
antimicrobiano necessaria para inviabilizar a célula microbiana, ou seja, provocar danos
irreversiveis a célula bacteriana, sendo possivel avaliar se 0 composto é bacteriostatico ou
bactericida (BARON e FINEGOLD,1990).

Para esse teste foram utilizadas as amostras que apresentaram resultado positivo
para o teste descrito anteriormente. Visando obter a concentragdo compativel com a escala
0,5 de McFarland, os indculos foram preparados de forma similar ao descrito
anteriormente. Em seguida, foram acrescidos 100 pL de meio em cada um dos 96 orificios

(8 linhas e 12 colunas) de uma placa de microtitulacéo.
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Nos orificios da linha 1 foram acrescentados mais 60 puL do meio e 40 uL da
amostra. O conteudo dos orificios da linha 1 foi homogeneizado e 100 pL foram retirados e
acrescidos aos orificios da linha 2, em suas respectivas colunas, sendo novamente
homogeneizados. Assim, 100 pL foram transferidos sucessivamente até os orificios da
linha 10 (a partir da anterior) e ao final, o conteudo desta ultima linha (100 pL), foi retirado
e descartado. Apos tal procedimento, os orificios da linha 1 a 11 foram completados com
mais 60 pL do meio estéril, 20 pL de resazurina 0,01% (filtrada como indicador
colorimétrico de oxi-reducdo para caracterizar a viabilidade celular) e 20 pL de in6culo a
0,5 da escala McFarland, sendo que nas linhas 1 e 10 houve uma concentracdo que variou
de 1000 a 1,95 pg das amostras.

Nas colunas E e F, colocou-se os controles, sendo que no controle de esterilidade
foi acrescentando 80 pL do meio estéril e 20 pL de resazurina 0,01% filtrada, e no controle
negativo foi acrescentado 60 pL de meio estéril e 20 puL de resazurina e mais 20 pL de
inoculo. Apos isso, a placa foi incubada a 37° C por 24 horas. Depois desse tempo, foi
realizada a leitura nos pocos. A reacao foi considerada negativa onde houve a conversédo do
corante azul para rosa (ou incolor) e positiva onde 0s pocos permaneceram com coloracao

azul.



5. RESULTADOS

5.1. FASE 1: Prospecgéo preliminar

5.1.1. Analise das fracdes alcaloidicas por CCD
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Com a intencdo de se obter informagdes preliminares importantes para a elei¢cao

das plantas investigadas, foram submetidos a particdo acido-base para alcaloides 29

extratos de folhas e galhos de 20 espécies pertencentes a 9 géneros distintos de Lauraceae.

Dos extratos submetidos a marcha alcaloidica, observou-se resultado positivo para o

reagente draggendorff em mais de 50% das amostras testadas (tabela 7).

Espécies

Ocotea leucoxylon (Sw.) Laness

Ocotea leucoxylon (Sw.) Laness

Licaria canella (Meissn.) Kosterman. angustata Kurzj
Licaria canella (Meissn.) Kosterman. angustata Kurz
Licaria martiniana (Mez) Kosterm

Licaria martiniana (Mez) Kosterm

Endlicheria sericea Nees

Endlicheria sericea Nees

Aniba panurensis (Meisn.) Mez

Aniba panurensis (Meisn.) Mez

Aniba guianensis Aublet

Aniba ferrea Kubitzki

Aniba parviflora Aublet

Pleurotyrium parviflorum Ducke
Rhodostemonodapne recurva van der Werf
Aniba parviflora Aublet

Aniba guianensis Aublet

Endlicheria anomala (Nees) Mez

Endlicheria anomala (Nees) Mez

Mezilaurus duckei van der Werf

Mezilaurus duckei van der Werf

Pleurotyrium vasquezii van der Werff
Pleurotyrium parviflorum Ducke
Rhodostemonodaphne crenaticupula Madrifian
Rhodostemonodaphne crenaticupula Madrifian
Sextonia rubra Mez

Aiouea maguireana (C.K.Allen) S.S.Renner

Tabela 7- Prospeccéo fitoquimica para alcaloides

Orgao vegetal
Folhas
Galhos
Folhas
Galhos
Folhas
Galhos
Folhas
Galhos
Folhas
Galhos
Galhos
Galhos
Galhos
Galhos
Galhos
Folhas
Folhas
Folhas
Galhos
Folhas
Galhos
Folhas
Folhas
Galhos
Folhas
Folhas
Galhos

Resultado para Dragendorff
+

R S I S I [ T T

(+)- resultado positivo; (-) resultado negativo.
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As particdes acido-base foram realizadas de acordo com o método de Giordani et
al. (2008), com modificagdes. As placas cromatogréficas em fase normal com os resultados
das espécies que apresentaram resultado positivo para o reagente dragendorff estdo

expressas na figura 30 e as condi¢des da anélise estdo descritas na tabela 8.

1= Fragdo em diclorometano 2= Frac¢&o alcaloidica

Figura 30- Placas cromatogréficas reveladas com Dragendorff A- O. leucoxylon (folhas); B- O. leucoxylon
(galhos); C- L. canella angustata (folhas); D- L. canella angustata (galhos); E- L. martiniana (folhas); F- L.
martiniana (galhos); G- E. sericea (folhas); H- E. sericea (galhos); I- A. panurensis (folhas); J- A. panurensis
(galhos); K- A. guianensis (galhos); L- A. ferrea (galhos); M- A. parviflora (galhos); N- P. parviflorum
(galhos); O- R. recurva (galhos).



Espécie Placa Condicdes de andlise
Eluente Fase
O. leucoxylon (folhas) A CHCl; - MeOH (9:1) Normal
O. leucoxylon (galhos) B CHCl; - MeOH (9:1) Normal
L. canella angustata (folhas) C CHCIl; - MeOH (7,5:2,5) Normal
L. canella angustata (galhos) D CHCl; - MeOH (7,5:2,5) Normal
L. martiniana (folhas) E CH,CI, - MeOH- H,0 (8:2) Normal
L. martiniana (galhos) F CH,Cl, - MeOH- H,0 (8:2) Normal
E. sericea (folhas) H CH,CI,- MeOH- H,0 (7:2:1)  Normal
E. sericea (galhos) H CH,CI, - MeOH- H,0 7:2:1) Normal
A. panurensis (folhas) I Hex - CHCI; - AcOEt (7:3:2) Normal
A. panurensis (galhos) J Hex - CHCI; - AcOEt (7:3:2) Normal
A. guianensis (galhos) K CH,Cl, - MeOH- H,0 (8:2) Normal
A. ferrea (galhos) L CHCl; - MeOH (8,5:1,5) Normal
A. parviflora (galhos) L CHCI; - MeOH (8,5:1,5) Normal
P. parviflorum (galhos) N CH,Cl,- MeOH- H,O (7:2:1)  Normal
R. recurva (galhos) M CH,Cl, - MeOH- H,0 (7:2:1)  Normal

Tabela 8- Condi¢des de andlise das CCD das fragdes alcaloidicas
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Diante do resultado obtido, realizou-se uma varredura das fragdes alcaloidicas em

espectrometro de massas das amostras que apresentaram resultado positivo para o reagente
dragendorff. Tal procedimento foi crucial para a escolha das espécies que foram
investigadas, uma vez que a rapida identificacdo de compostos conhecidos em misturas
complexas ajuda a direcionar as investigacfes quimicas a respeito da composicdo dos
extratos, além de contribuir para a triagem de géneros e espécies promissoras. Assim,
mesmo que a triagem preliminar realizada com infuséo direta em espectrometro de massas
ndo seja um método quantitativo, foi possivel comparar os dados obtidos para a classe de
interesse para esse estudo com os encontrados na literatura e assim verificar a proximidade

que hé entre os alcaloides ja descritos e a composicdo de amostras investigadas.
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5.1.2. Analise das fracdes alcaloidicas por espectrometria de massas

E muito comum na familia Lauraceae a presenca de alcaloides, principalmente da
classe dos isoquinolinicos. Destes, sdo predominantes compostos com esqueletos
aporfinicos, oxoaporfinicos e benzilisoquinolinicos. Por meio de espectrometria de massas,
operando no modo positivo, foi possivel analisar os perfis das fracdes e, dessa forma,
selecionar as espécies mais promissoras.

Vale ressaltar, que para a etapa preliminar os espectros de massas ndo foram feitos
em alta resolucdo e também ndo foi realizada fragmentacéo dos ions presentes nas fracoes
analisadas, visto que “a priori” a intengéo foi realizar uma triagem por meio de CCD e EM
(full scan) em buscas das espécies mais promissoras. Depois de selecionadas as espécies,
foram realizadas analises mais detalhadas por meio de meétodos espectrométricos e
espectroscopicos visando a elucidacéo das substancias isoladas.

A analise dos espectros de massas total das quinze fragbes alcaloidicas
correspondentes aos seis géneros diferentes de Lauraceae obtidos nas mesmas condicgdes
experimentais, revelou que os ions com maior intensidade foram m/z 330, 300, 356, 314 e
288. Os dois primeiros ions (330 e 300) foram observados na maioria das fracdes como
majoritarios. Estes podem corresponder aos alcaloides reticulina e N-metilcoclaurina,
respectivamente, sendo ambos descritos como alcaloides isolados de géneros de Lauraceae
(SULAIMAN et al., 2011; SCHMIDT et al., 2005; DIAS et al., 2003). Na tabela 9, é
possivel observar todos os ions correspondentes as amostras inseridas em espectrémetro de
massas, bem como a massa 0 M+1 observada, a intensidade desses ions, a sugestfes de

nomes para os possiveis alcaloides e a referéncia consultada.
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Espécie Orgdo | Massa | M+1 Intensidade Alcaloide sugerido Referéncia
(%)
Folhas 355 356 100,0 6-dicentrina N-Oxido, ocokriptina, leucoxina Garcez et al., 2011; Zanin et al., 2011; Cava et al., 1968
0. 341 342 81,0 O- metilarmepavina metiodida; magnoflorina Wu & Huang, 2006
leucoxylon iodida
369 370 17,0 N-formil-3-metoxi-nordomesticina; Pabon & Cuca (2010); Wu & Huang, 2006; Zhou et al.,
papaveraldina-N-dxido; ocoteina, N- 2000; Guinaudeau, 1983;
metilglaucina
381 382 10,0 talflavidina chlorida Wu & Huang, 2006
443 444 2,0 sem sugestao
399 400 1,0 sem sugestao
Galhos 355 356 100,0 6-dicentrina N-6xido, ococryptina, leucoxina Garcez et al., 2011; Zanin et al., 2011; Cava et al., 1968
341 342 29,0 O- metilarmepavina metiodida; magnoflorina Wu & Huang, 2006
iodida
371 372 5,0 norocoxilonina Garcez et al., 2011
281 382 2,5 talflavidina chlorida Wu & Huang, 2006
517 518 1,5 sem sugestdo
Folhas 313 314 100,0 Norboldina Wu et al., 2010
L. canella 329 330 30,5 Reticulina Schmidt et al., 2005; Dias et al., 2003
angustata 281 282 28,0 Nornuciferina Torres et al., 2007
Galhos 299 300 100,0 N-metilcoclaurina Schmidt et al., 2005
329 330 82,0 Reticulina Schmidt et al., 2005; Dias et al., 2003
313 314 20,0 Norboldina Wau et al., 2010
285 286 12,0 Coclaurina Schmidt et al., 2005; Dias et al., 2003
299 300 100 N-metilcoclaurina; 14-episiomenina;(-)- Schmidt et al., 2005; Vecchietti et al, 1977; Saidi et al, 20
L. Folhas Nmetilisococlaurina
martiniana 329 330 83 Reticulina; Ocobotrina; Schmidt et al., 2005; Vecchietti et al, 1977;
193 194 27 Coripalina Wu & Huang, 2006
396 397 24 Ocominarona Vecchietti, 1979
Galhos 193 194 71 Escopoletina cumarina Garcez, 2005
313 34 42 Norboldina; (+)-6-metoxi-1-(3-metoxi-benzil)-N- | Wu et al., 2010; Saidi et al,2011; Johns, 1969; Yariwake
meil-7-isoquinolinol; armepavina; laureliptina; Vilegas, 1989
386 387 29 (+)-6S-ocoteine-N-oxide; Norleucoxilonina Garcez et al., 2011; Vecchietti, 1979
E. sericea Folhas 329 330 100 Reticulina Schmidt et al., 2005; Dias et al., 2003
281 282 28,0 Nornuciferina Torres et al., 2007
443 444 22,5 sem sugestéo
285 286 19,0 Coclaurina Schmidt et al., 2005; Dias et al., 2003; Silva, et al., 2002
313 314 13,5 Norboldina Wu et al., 2010
369 370 10,0 N-formil-3-metdxi nordomesticina; Pabon & Cuca (2010); Wu & Huang, 2006; Zhou et al.,
papaveraldina-N-6xido; ocoteina; N-metilglaucina 2000; Guinaudeau, 1983;
Galhos 281 282 47,0 Nornuciferina Torres et al., 2007




327 328 24, boldina; O-metilarmepavina; isoboldina Wau et al., 2010; Wu & Huang, 2006
355 356 21,0 6- dicentrina N-6xido; ocokriptina, leucoxina Garcez et al., 2011; Zanin et al., 2011; Cava et al., 1968
341 342 18,0 O- metilarmepavina metiodida; magnoflorina Wu & Huang, 2006
iodida.
369 370 14,0 N-formil-3-met6xi nordomesticina; Pabon & Cuca (2010); Wu & Huang, 2006
papaveraldina-N-6xido; ocoteina; N-metilglaucina Zhou et al., 2000; Guinaudeau, 1983;
A. panurensis | Folhas 288 289 100 Sem sugestdo
296 297 34 Sem sugestédo
314 315 25 Sem sugestéo
372 373 23 Sem sugestéo
329 330 15 Sem sugestdo
Galhos 288 289 100,0 Sem sugestdo
272 273 5,0 Sem sugestdo
228 229 25,0 Sem sugestdo
A. guianensis | Galhos 329 330 100,0 Reticulina Schmidt et al., 2005; Dias et al., 2003
299 300 88,0 N-metilcoclaurina Schmidt et al., 2005
281 282 38,0 Nornuciferina Torres et al., 2007
313 314 9,0 Norboldina Wu et al., 2010
341 342 8,5 O- metilarmepavina metiodida Wu & Huang, 2006
magnoflorina iodida
A. ferrea Galhos 299 300 100,0 N-metilcoclaurina Schmidt et al., 2005
329 330 60,0 Reticulina Schmidt et al., 2005; Dias et al., 2003
345 346 35,0 sem sugestéo
A. parviflora | Galhos 329 330 100,0 Reticulina Schmidt et al., 2005; Dias et al., 2003
299 300 32,0 N-metilcoclaurina Schmidt et al., 2005
143 144 23,0 sem sugestao
285 286 22,0 Coclaurina Schmidt et al., 2005; Dias et al., 2003; Silva, et al., 2002
129 130 10,0 sem sugestao
191 192 9,0 sem sugestéo
P. Galhos 313 314 94,5 Norboldina Wu et al., 2010
parviflorum 207 208 49,0 O-metilcoripalina; coripalina metiodida
343 344 45,5 sem sugestdo
281 282 10,0 Nornuciferina Torres et al., 2007
R. recurva | Galhos 329 330 81,5 Reticulina Schmidt et al., 2005, Dias et al., 2003
343 344 46,0 sem sugestao
281 282 45,0 Nornuciferina Torres et al., 2007
313 314 43,0 Norboldina Wau et al., 2010
329 300 13,0 N-metilcoclaurina Schmidt et al., 2005

Tabela 9- fons indicativos de alcaloides das amostras em EM
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Ocotea leucoxylon (folhas e galhos)

Diversos sdo os estudos relatados envolvendo o isolamento de alcaloides do
género Ocotea. Entre os alcaloides estudados para esse género, a classe dos aporfinicos
aparece com bastante frequéncia sendo encontrados em um numero consideravel de
espécies (ZANIN & LORDELLO, 2007).

Os espectros correspondentes ao perfil alcaloidico tanto das folhas quanto dos
galhos de Ocotea leucoxylon, apresentam poucos ions em destaque. No espectro das folhas,
0s fons de massas m/z 356 seguido do m/z 342 sdo predominantes, ja no espectro dos galhos

tem como destaque somente o ion de massa m/z 356, como mostra as figuras 31 e 32.

Alcaloides #1546-1548 RT: 22.33-22.35 AV:3 NL:8.02E3
T: ITMS + ¢ APCI corona Full ms [100.00-600.00] 356
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Figura 31- Espectro de massas da fragéo alcaloidica das folhas de Ocotea leucoxylon
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Alcaloides #114-116 RT: 1.65-1.67 AV:3 NL: 1.68E4
T: ITMS + ¢ APCI corona Full ms [100.00-600.00] 356
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Figura 32-Espectro de massas da fracdo alcaloidica dos galhos de Ocotea leucoxylon

Pode-se sugerir que o ion de massa m/z 356, majoritario tanto nas fragdes das
folhas quanto dos galhos, possa se tratar dos alcaloides 6-N-0xido dicentrina, ocokriptina
ou leucoxina (GARCEZ et al. 2011; ZANIN et al., 2011; CAVA et al., 1968), isolados das
folhas e cascas de Ocotea acutifdlia, Ocotea perula e Ocotea macropoda (Lauraceae) por
possuirem as massas moleculares (C,H2,NOs) correspondente ao ion em discussdo. No
trabalno de Wu & Huang (2006) foram isolados, entre outros, os alcaloides O-
metilarmepavina metiodida [C2:H2sNO3s]” e magnoflorina iodida [CxoH2sNO4]". Devido a
similaridade da massa molecular desses alcaloides com a massa do ion m/z 342, supde-se
tratar dos mesmos alcaloides.

Além dos ions m/z 356 e 342 também foram observados no espectro relacionado a
fracdo alcaloidica originada das folhas de Ocotea leucoxylon, os picos de m/z 370, 382, 444

e 400, menos intensos. -Algumas sugestdes de alcaloides podem ser atribuidas para esses
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fons. O ion m/z 370 corresponde & massa dos alcaloides aporfinicos N-formil-3-metoxi-
nordomesticina (C»H20NOg) isolado dos talos de Ocotea macrophylla (PABON & CUCA,
2010), N-metilglaucina e ocoteina (C21H,3NOs), isolados do género Ocotea
(GUINAUDEAU, 1983; ZHOU et al. 2000) e do alcaloide benzilquinolinico N-6xido
papaveraldina (CxH19NOg) isolado dos géneros Thalictrum (Ranucularceae) e
Phellodendron (Rutaceae) (WU & HUANG, 2006). Do género Thalictrum (Ranucularceae)
também foi isolado o alcaldide aporfinico talflavidina chlorida [C,;H24NOs]” cuja massa
corresponde ao ion m/z 382 encontrado (WU & HUANG, 2006). Para os ions m/z 400 e
444 nao foram encontrados registros de alcaloides que correspondam a essas massas.
Verificou-se que o espectro do perfil alcaloidico gerado a partir dos galhos da
espécie em questao foi similar ao das folhas. A diferenca é que no espectro dos galhos ndo
foram observados os ions m/z 370 e 400. Mas, € possivel notar dois ions que ndo foram
detectados no espectro das folhas que sdo os m/z 372 e 518. O primeiro corresponde a
massa do alcaloide aporfinico norocoxilonina (C,H22NOs) (GARCEZ et al. 2011) e para o
segundo ndo foi encontrada sugestao de alcaloides que correspondam a tal massa. Na tabela

10 estdo registrados todos 0s ions observados.

Espécie Orgdo | Massa | M+1 | (%) Alcaloide sugerido Referéncia
vegetal
Folhas 355 356 | 100,0 | 6-N-0Oxido dicentrina Garcez et al., 2011
0. 341 342 81,0 | O- metilarmepavina metiodida; | Wu & Huang, 2006
leucoxylon magnoflorina iodida
369 370 17,0 | N-formil-3-metoxi- Pabon & Cuca 2010);
nordomesticina; Wu & Huang, 2006;
papaveraldina-N-6xido; Zhou et al., 2000;
ocoteina, N- metilglaucina Guinaudeau, 1983;
Galhos 355 356 | 100,0 | 6- N-oxido dicentrina Garcez et al., 2011
341 342 29,0 | O- metilarmepavina metiodida; | Wu & Huang, 2006
371 372 5,0 | norocoxilonina Garcez et al., 2011

Tabela 10- fons indicativos de alcaldides oriundo das flolhas e galhos de O. leucoxylon
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Folhas e galhos da espécie E. sericea foram analisadas mediante aos espectros de

massa provenientes de fracdes alcaloidicas. Nos espectros originados das folhas se

observou a presenca do ion majoritario m/z 330. Tal pico pode corresponder ao alcaloide

benzilquinolinico reticulina (SCHMIDT et al. 2005; DIAS et al. 2003). Na figura 33

observa-se o espectro das folhas onde pode ser observado o m/z 330 em destaque.

Alcaloides #444-448 RT: 6.44-6.49 AV:5 NL: 1.34E3
T: ITMS + ¢ APCI corona Full ms [100.00-600.00]
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Figura 33- Espectro de massas da fracdo alcaloidica das folhas de E. sericea

Outros ions menos intensos presentes no espectro das folhas de Endlicheria

sericea que podem ser indicativos de alcaloides sdo os de m/z 282, 444, 286, 314 e 370.

Destes, o primeiro pode corresponder ao alcaloide nornuciferina (TORRES et al. 2007),

um alcaloide aporfinico de massa CisH;9NO, isolado das cascas e madeira da espécie

Rollinia pittieri, da familia Annonaceae.
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Com relacdo ao ion m/z 286, sugere-se que este corresponda ao alcaloide
benzilquinolinico coclaurina, de mesma massa molecular do ion em questdo, relatado em
estudos anteriores de diversos géneros pertencentes a familia Lauraceae (SCHMIDT et al.
2005; DIAS et al. 2003; SILVA, et al. 2002; MORAIS et al. 1998). Como sugestdo de
alcaloide para o ion m/z 314, pode-se indicar que possa se tratar do alcaloide norboldina de
férmula molecular c,gH,NO,. Este alcaloide, que corresponde a mesma massa do ion m/z
314, foi isolado da espécie Radix linderae, pertencente a familia Lauraceae (WU et al.
2010).

Né&o ha sugestdo de alcaloide para o ion 444, assim como ja foi relatado que o ion
m/z 370 corresponde a massa dos alcaloides aporfinicos N-formil-3-metdxi-nordomesticina
(C20H20NOg) isolado dos talos de Ocotea macrophylla (PABON & CUCA, 2010), N-
metilglaucina e ocoteina (C,1H23NOs), isolados do género Ocotea (GUINAUDEAU, 1983;
ZHOU et al. 2000) e do alcaloide benzilquinolinico papaveraldina-N-0xido (C2oH19NOg)
isolado dos géneros Thalictrum (Ranucularceae) e Phellodendron (Rutaceae) (WU &
HUANG, 2006).

Quanto ao espectro das fracdes alcaloidicas dos galhos, notou-se que a massa do
ion majoritario ndo é indicativa de alcaloide. Os ions de m/z 282 e 370, observados no
perfil das folhas, estdo presentes também no perfil dos galhos. No entanto, o primeiro se
trata do ion mais abundante indicativo de massa de alcaloide, mas nesse espectro observou-
se que existem outros ions mais intensos que ndo sdo indicativos desse tipo de metabdlito

como mostra a figura 34.
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Alcaloides #1449-1450 RT: 20.93-20.94 AV: 2 NL: 1.81E:
T ITMS + ¢ APCI corona Full ms [100.00-600.00] 237
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Figura 34- Espectro de massas da fragédo alcaloidica dos galhos de E. sericea

No mesmo espectro, observaram-se ainda os ions m/z 328, 356 e 342. Destes, 0
primeiro pode estar relacionado com o alcaloide boldina (C19H21NO,) isolado da espécie
Radix linderae pertencente a familia Lauraceae (WU et al. 2010) e aos alcal6ides O-
metilarmepavina (C2oH2sNO3) e isoboldina (C,oH2sNO3) isolados das raizes de Thalictrum
sp. (Ranucularceae) e das cascas de Phellodendron wilsonii (Rutaceae) (WU & HUANG,
2006).

Esses alcaloides possuem a mesma correlacdo m/z do ion em discussdo. Para 0s
outros ions também foram encontradas sugestbes de alcaloides correspondentes, como
comentado anteriormente. Na tabela 11 estdo apresentados todos os ions que podem estar
relacionados com alcaloides, bem como sugestdes de nomes para estes, comparados com a

literatura consultada.
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Espécie | Orgdo | Massa M+1 Intensidade Alcaloide Referéncia
vegetal observado (%) sugerido
E. Folhas 329 330 100 Reticulina Schmidt et al., 2005;
sericea Dias et al., 2003
281 282 28,0 Nornuciferina | Torres et al., 2007
443 444 22,5 sem sugestdo
285 286 19,0 Coclaurina Schmidt et al., 2005;
Dias et al., 2003;
Silva, et al., 2002
313 314 13,5 Norboldina Wu et al., 2010
369 370 10,0 N-formil-3- Pabon & Cuca
metoxi (2010); Wu & Huang,
nordomesticin | 2006; Zhou et al.,
a; 2000; Guinaudeau,
papaveraldina- | 1983;
N-6xido;
ocoteina; N-
metilglaucina
Galhos 281 282 47,0 Nornuciferina | Torres et al., 2007
327 328 24,0 boldina; O- Wu et al., 2010; Wu
metilarmepavi | & Huang, 2006
na; isoboldine
355 356 21,0 6- N-O6xido Garcez et al., 2011
dicentrina
341 342 18,0 O- Wu & Huang, 2006
metilarmepavi
na metiodida;
magnoflorina
iodida.
369 370 14,0 N-formil-3- Pabon & Cuca
metoxi (2010); Wu & Huang,

nordomesticin
a; paveraldina-
N-6xido;
ocoteina; N-
metilglaucina

2006
Zhou et al., 2000;
Guinaudeau, 1983;

Tabela 11- fons indicativos de alcaldides oriundos das folhas e galhos da espécie E. sericea

Licaria canella angustata (folhas e galhos)

Apenas trés picos indicativos de alcaloides, ja discutidos anteriormente, foram

observados no espectro proveniente das fragdes alcaloidicas a partir das folhas de Licaria
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canella angustata. O m/z 314 aparece como 0 ion mais intenso e sugere-se que corresponda

ao alcaloide norboldina, isolado da espécie Radix linderae (WU et al. 2010). O m/z 330 esta

relacionado ao alcaloide reticulina (SCHMIDT et al. 2005; DIAS et al. 2003) e 0 m/z 282 ¢é

indicativo do alcaléide nornuciferina (TORRES et al. 2007) (figura 35).
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Figura 35- Espectro de massas da fragdo alcaloidica das folhas de L. canella angustata

Quanto aos ions detectados no espectro gerado da fracdo alcaloidica dos galhos de

L.canella angustata, notou-se como ion mais intenso 0 m/z 300 seguido do ion 330. Na

figura 36 € possivel observar esses ions em destaque em relacdo aos demais, bem menos

intensos.
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Figura 36- Espectro de massas da fracéo alcaloidica dos galhos de L. canella angustata

Ambos os ions (m/z 330 e 300), assim como 0s ions menos intensos (314 e 286),
tiveram suas massas comparadas a alcaloides discutidos anteriormente. Quanto ao ion m/z
192, sugere-se que este corresponda ao alcaloide noroxiidrastinina, um alcaloide do tipo
isoquinolona derivado das raizes de Thalictrum sp. (Ranucularceae) e das cascas de
Phellodendron wilsonii (Rutaceae) (WU & HUANG, 2006), cuja formula molecular
(C10HgNO3) corresponde ao ion citado.

Para os outros ions indicativos de alcaloides (m/z 338, 256 e 444), ndo foram
encontrados dados na literatura utilizada de alcaloides que correspondam a tais massas. A
relacdo dos ions encontrados, assim como a intensidade destes e as sugestdes de alcaloides
observados nos espectros das folhas e galhos gerados a partir de fragGes alcaloidicas da

espécie em questdo, é mostrada na tabela 12.



Espécie Orgéo Massa M+1 Intensidade Alcaloide Referéncia
vegetal (%) sugerido
L. canella Folhas 313 314 100,0 Norboldina Wu et al., 2010
angustata 329 330 30,5 Reticulina Schmidt et al.,
2005; Dias et al.,
2003
281 282 28,0 nornuciferina Torres et al., 2007
Galhos 299 300 100,0 N-metilcoclaurina Schmidt et al.,
2005
329 330 82,0 Reticulina Schmidt et al.,
2005; Dias et al.,
2003
313 314 20,0 Norboldina Wu et al., 2010
285 286 12,0 Coclaurina Schmidt et al.,
2005; Dias et al.,
2003
191 192 45 Noroxiidrastinina Wu & Huang,
2006
337 338 3,0 sem sugestao
255 256 2,0 sem sugestdo
443 444 15 sem sugestao

Tabela 12- fons indicativos de alcaloides dos galhos da espécie L. canella angustata

Licaria martiniana (folhas e galhos)

Os espectros de massas originados das fragdes alcaloidicas tanto das folhas quanto
dos galhos da espécie L. maritiniana foram analisados. No espectro da fracdo alcaloidica
das folhas observou-se a presencga do ion majoritario m/z 300 seguido do ion 330. Sugere-se
que esses ions correspondam aos alcaloides N-metilcoclaurina e reticulina respectivamente
(SCHMIDT et al. 2005; DIAS et al. 2003). Um terceiro ion observado foi m/z 194. Na
literatura foi encontrado o isolamento de um alcaloide que corresponde a essa mesma
massa. Trata-se do alcaloide isoquinolinicos coripalina, isolado da espécie Thalictrum sp.
(Ranucularaceae) e das cascas de Phellodendron wilsonii, pertencente a familia Rutaceae

(Wu & Huang, 2006). Na figura 37 observa-se o espectro das folhas desses ions em

destaque.
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Figura 37- Espectro de massas da fragdo alcaloidica das folhas de L. martiniana

80

Perfil semelhante foi obsevado para o espectro originado da fragéo alcaloidica dos

galhos dessa espécie. A diferenca principal estd relacionada com a intensidade dos dois

altimos ions (330 e 194). O espectro correspondente aos galhos dessa espécie pode ser

observado na figura 44.
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Figura 38- Espectro de massas da fracdo alcaloidica dos galhos de L. martiniana

Na tabela 13 estdo descritas as informacdes obtidas dos espectros tanto das folhas

quanto dos galhos da espécie em discussao.

Espécie Orgdo | Massa | M+1 | Intensidade | Alcaléide sugerido Referéncia
vegetal (%0)
299 300 100 N-metilcoclauring; Schmidt et al., 2005
Folhas 329 330 85 reticulina; Schr_nidt et al., 2005,
o Dias et al., 2003
Licaria 193 194 27 coripalina Wu & Huang, 2006
martiniana 299 300 100 N-metilcoclaurina; Schmidt et al., 2005
Galhos 329 330 65 reticulina; Schmidt et al., 2005,
Dias et al., 2003
193 194 45 coripalina Wu & Huang, 2006

Tabela 13- fons indicativos de alcaloides dos galhos da espécie L. canella angustata
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Rhodostemonodapne recurva (galhos)

A andlise do espectro proveniente da fracdo alcaloidica dos galhos de
Rhodostemonodapne recurva, revelou se tratar de uma fracdo com alto grau de
complexidade. Muitos ions foram observados e destes somente seis sdo indicativos de
alcaloides. O ion mais intenso observado indicativo de alcaloide foi o m/z 330, ressaltando
que nao foi esse 0 ion o mais destacado.

Em contrapartida, observou-se que outros ions, cuja massa nao corresponde a de
alcaloide, foram observados com uma intensidade bem mais relevante em relagdo aos que
possuem massa sugestiva para alcaloides (m/z 423 e 409), como podes ser observado na

figura 39.
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Figura 39- Espectro de massas da fracéo alcaloidica dos galhos de R. recurva
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O ion m/z 330, assim como os de m/z 282, 314 e 300 foi observado nos espectros
analisados anteriormente, principalmente na fracdo dos galhos de L. canella angustata, com
excecdo do m/z 508 para o qual ndo se tem sugestdo de alcaloide, uma vez que ndo foi
encontrado registro nas referéncias utilizadas que corresponda a tal massa.

Todos esses dados e outras informagdes pertinentes a respeito da fracdo alcaloidica
oriunda dos galhos da espécie R .recurva (como sugestdo de alcaloides e as referéncias

consultadas) estdo reunidos na tabela 14.

Espécie Orgéo Massa M+1 Intensidade Alcaloide sugerido Referéncia
vegetal observado (%)
R. Galhos 329 330 81,5 Reticulina Schmidt et al.,
recurva 2005, Dias et al.,
2003
343 344 46,0 sem sugestdo
281 282 45,0 Nornuciferina Torres et al.,
2007
313 314 43,0 Norboldina Wu et al., 2010
329 300 13,0 N-metilcoclaurina Schmidt et al.,
2005
507 508 12,0 sem sugestdo

Tabela 14- fons indicativos de alcaloides dos galhos da espécie R. recurva

Pleurotyrium parviflorum (galhos)

Nesse espectro € observado como majoritario um ion que ndo é indicativo de
alcaloide (m/z 331). A andlise da fracdo alcaloidica dos galhos de Pleurotyrium
parviflorum, indicou que os ions m/z 314, 208, 344 e 282 possuem massas indicativas de
alcaloides. Na figura 40 estdo relacionados esses ions, bem como todos os outros
indicativos de outras classes de metabdlitos. Dos ions citados anteriormente, ja foram

registrados em outros espectros de fragcdes relacionadas a esse estudo os ions m/z 314, o
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mais intenso, e 0 282 que sédo indicativos dos alcaloides norboldina (WU et al. 2010) e

nornuciferina (TORRES et al. 2007), respectivamente.
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Figura 40- Espectro de massas da fracdo alcaloidica dos galhos de P. parviflorum

Para o ion 344, ndo foi encontrada sugestdo alguma de alcal6ide na literatura

consultada. No caso do ion de massa m/z 208, sugere-se que possa se tratar dos alcaloides

O-metilcoripalina ou coripalina metiodida (WU & HUANG, 2006). Considerando a

complexidade do espectro, é possivel entender que o trabalho de isolamento de algum

alcaloide dessa fragdo seja algo dificil em comparacdo com outras fragdes analisadas por

meio da espectrometria de massa. Com exce¢do do ion 208, que ndo aparece como 0 mais

intenso no espectro, 0s outros dois foram observados em outras fra¢des (tabela 15).

Espécie | Orgdovegetal | Massa | M+1 (%) Alcaloide sugerido Referéncia
P. Galhos 313 314 94,5 Norboldina Wu et al., 2010
parviflorum 207 208 49,0 O-metilcoripalina;
coripalina metiodida
343 344 45,5 Sem sugestao
281 282 10,0 Nornuciferina Torres et al., 2007

Tabela 15- fons indicativos de alcaloides dos galhos de P. parviflorum
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Aniba guianensis (galhos)

Na triagem fitoquimica para a escolha das espécies de interesse para esse estudo,
utilizando espectrometria de massa, foram detectados sete ions com massa sugestiva de
alcalGide proveniente da fracdo alcaloidica oriunda dos galhos de Aniba guianensis. Destes,
0 mais intenso € o m/z 330 correspondente ao alcaléide reticulina (SCHMIDT et al. 2005;
DIAS et al. 2003), seguido do m/z 300, indicativo do alcaldide N-metilcoclaurina
(SCHMIDT et al. 2005).

Outros ions menos intensos observados foram o m/z 282, sugestivo do alcaloide
nornuciferina (TORRES et al. 2007), m/z 314, correspondente a norboldina (WU et al.
2010), m/z 342 referente aos alcaldides O- metilarmepavina metiodida ou magnoflorina
iodida (Wu & Huang, 2006), e 0 m/z 444, para o qual ndo foi encontrado sugestdo de
alcaloide. Como sugestdo para o ion m/z 194 pode-se apontar o alcaloide coripalina,
pertencente a classe dos isoquinolinicos, de formula molecular C1;H;5NO; correspondente a
massa do ion em questdo (Wu & Huang, 2006). Com exce¢do do m/z 194, todos 0s picos
sugestivos de alcaloides presentes na fracdo alcaloidica em questdo, ja foram relatados
nesse estudo em discussdes anteriores.

Analisando tal espectro, percebe-se que 0s ions mais abundantes sdo indicativos de
alcaloides, apesar da maioria dos ions menos intensos ndo serem. Percebe-se ainda, que ao
se comparar os dados da tabela a seguir com 0s ions encontrados nos espectros anteriores,
estes apresentam um perfil bem similar com outras fragées como, por exemplo, de Licaria

canella angustata, Endlicheria sericea e Licaria martiniana (figura 41).
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Figura 41- Espectro de massas da fracdo alcaloidica dos galhos de Aniba guianensis

Na tabela 16 sdo mostradas as informagGes sobre os ions indicativos de alcaloides

observados no espectro referente a fracdo alcaloidica dos galhos da espécie A. guianensis.

Espécie Orgdo | Massa M+1 (%) Alcaloide sugerido Referéncia
vegetal
A. guianensis Galho 329 330 100,0 | Reticulina Schmidt et al., 2005;
S Dias et al., 2003
299 300 88,0 | N-metilcoclaurina Schmidt et al., 2005
281 282 38,0 | Nornuciferina Torres et al., 2007
313 314 9,0 | Norboldina Wu et al., 2010
341 342 8,5 | O- metilarmepavina Wu & Huang, 2006
metiodida
magnoflorina iodida
193 194 8,0 | coripalina Wu & Huang, 2006
443 444 7,0 | sem sugestdo

Tabela 16- fons indicativos de alcaloides dos galhos da espécie de A. guianensis
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Aniba ferrea (galhos)

No espectro da fracdo alcaloidica proveniente dos galhos de A. ferrea, observou-se
como ion predominante o de m/z 300 que corresponde ao alcaloide N-metilcoclaurina
(SCHMIDT et al., 2005). Este ion foi observado em outras fragdes analisadas
anteriormente, como na fracdo alcaloidica dos galhos de L.canella angustata, R. recurva e
A. guianensis. No entanto, ao contrario das fracGes colocadas em comparagdo, a fracdo
alcaloidica de A. ferrea gerou um espectro mais limpo, com menos ions e onde se observou
maior intensidade para o ion m/z 300.

Os ions de m/z 330 e 346, ja discutidos em fracdes analisadas anteriormente,
também foram observados nesse espectro. Na literatura consultada ndo foi encontrado
relatos de estudos envolvendo isolamento de alcaloides de Aniba ferrea.

Considerando todos os aspectos discutidos, bem como o grau de complexidade da
fracdo, onde ha um ion de maior intensidade e dois ions de menor intensidade indicativos
de alcaloides, torna a investigacao dessa espécie promissora. Os ions presentes no espectro

de massa proveniente da fracdo alcaloidica de A. ferrea, pode ser visto na figura 42.
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Figura 42- Espectro de massas da fracdo alcaloidica dos galhos de Aniba ferrea

Sao mostrados na tabela 17, os dados extraidos do espectro de massa apresentados
na figura 42. E possivel observar ainda, as sugestdes de alcaloides que correspondem as

massas dos ions presentes na fracdo alcaloidica dos galhos de tal espécie.

Orgdo | Massa | M+1 | Intensidade Alcaloide Referéncia
Espécie | vegetal (%) sugerido
A. ferrea | Galhos 299 300 100,0 N-metilcoclaurina Schmidt et al., 2005
329 330 60,0 Reticulina Schmidt et al., 2005; Dias
et al., 2003
345 346 35,0 Sem sugestdo
285 286 8,0 Coclaurina Schmidt et al., 2005; Dias et
al., 2003; Silva, et al., 2002

Tabela 17- fons indicativos de alcaldides detectados da fragio alcaloidica oriunda dos galhos de A. ferrea

Aniba panurensis (fohas e galhos)

Foi observado no espectro oriundo da fracdo alcaloidica das folhas de Aniba
panurensis um ion majoritario bastante intenso. Trata-se do ion de m/z 289. Na literatura,

nédo foi encontrado relatos de alcaloides com tal massa, 0 mesmo ocorrendo para 0s outros
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ions menos intensos também de massa impar m/z 297 e 273. Foram observados ainda, dois
fons minoritarios de massa impar: os de m/z 315 e 273.

O unico ion de massa indicativa de alcaloide no espectro foi o de m/z 330. Poderia
ser atribuido a esse Ultmimo ion (m/z 330), a forte mancha observada na CCD realizada a
partir da fracdo alcaloidica das folhas dessa espécie revelada com reagente dragendorff. O
fato € que no espectro originado da fracdo alcaloidica dos galhos, mostrado na figura 43,
ndo foi observado o ion m/z 330 e na placa cromatogréfica da fracdo alcaloidica dos galhos
dessa mesma espécie verificou-se indicios ainda mais fortes de alcaloide frente ao mesmo

revelador, como pode ser constatado na figura a seguir:

Figura 43- A: CCD da fracdo alcaloidica das folhas de A. panurensis;
B: CCD da fracdo alcaloidica dos galhos de A. panurensis.

Dessa forma, comparando o espectro de massas de A. panurensis com 0s espectros
das outras espécies analisadas, observou-se um perfil diferente, visto que as massas desses
fons sdo impares, 0 que nos leva a acreditar que possa se tratar de uma classe diferente de
alcaloides com nimero par de atomos de nitrogénio na molécula o que justifica uma massa
impar dos ions gerados no espectro de massas no modo positivo. A fracdo alcaloidica das
folhas de A. panurensis gerou um espectro limpo, com poucos ions como pode ser

observado na figura 44.
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Figura 44- Espectro de massas da fracdo alcaloidica das folhas de A. panurensis

Perfil bem semelhante foi observado para o espectro de massas gerado a partir da
fracdo alcaloidica dos galhos. O ion majoritario, assim como nas folhas, também é o m/z
289, assim como o segundo ion 0 m/z 273 que neste caso € mais intenso que o observado no
perfil das folhas. Trata-se de um espectro com apenas trés ions e dessa forma, menos

complexo que a fracdo das folhas (figura 45).
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Figura 45- Espectro de massas da fracdo alcaloidica dos galhos de A. panurensis

A massa dos ions observados nos espectros de massas gerados a partir das fracdes

alcaloidicas orundas das folhas e dos galhos de A. panurensis, podem ser observadas na

tabela 18, onde também € possivel observar a internsidade dos ions e a sugestdo de

alcaloide para o ion de m/z 330.

Espécie Orgdo | Massa | M+1 | Intensidade Alcaloide Referéncia
vegetal (%) sugerido
A. panurensis | Folhas 288 289 100% Sem sugestdo
296 297 34% Sem sugestéo
314 315 25% Sem sugestdo
272 273 23% Sem sugestdo
329 330 15% Reticulina Schmidt et al., 2005
Galhos 288 289 100,0 Sem sugestdo
272 273 5,0 Sem sugestéo
228 229 25,0 Sem sugestédo

Tabela 18- fons observados no MS da fracéo alcaloidica dos galhos de A. panurensis
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Aniba parviflora (galhos)

E possivel observar no espectro de massas da fracdo alcaloidica proveniente dos
galhos de A. parviflora cinco ions com massas indicativas de alcaloides: m/z 300, 330, 286,
192 e 130, sendo o ion majoritario o de m/z 330 que juntamente com o 300 e 286 j& foram
observados nos espectros anteriores de outras fracGes de outras espécies investigadas nesse
estudo. Os dois ultimos ions (m/z 130 e 192) ndo foram observados em outros espectros. Na
literatura consultada néo foi encontrado estudos de isolamento de alcaloides com massa
correspondente a desses ions. Na figura 46 € apresentado o espectro originado a partir da

fracdo alcaloidica dos galhos de A. parviflora.
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Figura 46- Espectro de massas da fracdo alcaloidica dos galhos de A. parviflora

Pode-se observar que o espectro acima ndo apresenta alto grau de complexidade e
que possui poucos ions indicativos de alcaloides. No entanto, os ions mais destacados
foram observados em espectros anteriores mais propensos de serem isolados como é o caso

do espectro proveniente da fracdo alcaloidica dos galhos de Aniba ferrea. E apresentado na
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tabela 19 alguns dados do espectro gerado a partir da fragdo alcaloidica dos galhos de A.

parviflora e sugestdes de alcaloides para os principais ions observados.

Espécie Orgdo | Massa | M+1 | Intensidade Alcaloide Referéncia
vegetal (%) sugerido
A. parviflora | Galhos 299 300 100,0 N-metilcoclaurina | Schmidt et al., 2005
329 330 23,0 Reticulina Schmidt et al., 2005;
Dias et al., 2003
285 286 8,0 Coclaurina Schmidt et al., 2005;
Dias et al., 2003; Silva,
et al., 2002

Tabela 19- fons observados no MS da fracéo alcaloidica dos galhos de A. parviflora

5.1.3. Escolhas das espécies de interesse

Depois de analisar os espectros de massas obtidos a partir das fracdes alcaloidicas
das dezesseis amostras testadas, foi possivel eleger aquelas que foram submetidas ao
processo de isolamento e identificacdo de alcaloides. Para tanto, dois aspectos foram
considerados para permitir um fracionamento mais rapido e objetivo das amostras menos
complexas e de composicao quimica diferenciada.

O primeiro deles estd relacionado a complexidade dos espectros. Optou-se em
aprofundar a investigacdo nas espécies que apresentaram espectros com menor quantidade
de ions, 0 que torna mais viavel o processo de isolamento em um menor espaco de tempo.
Outro aspecto considerado foi a intensidade desses ions. Considerando tais parametros,
elegeram-se duas espécies (Ocotea leucoxylon e Aniba ferrea), cujos espectros geraram
ions indicativos de alcaloides mais intensos em relacdo as outras. Além dessas, foi eleita

uma terceira espécie, A. panurensis, que apresentou espectros de massas da fracdo
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alcaloidica tanto das folhas quanto dos galhos, com ions majoritarios de massa impar. No
entanto, levou-se em consideracdo o perfil da CCD que apresentou fortes indicios de
alcaloides frente ao reagente dragendorff.

Algumas espécies que apresentaram ions indicativos de alcaloides ndo foram
investigadas nesse estudo. Em geral, esses ions se encontram presentes em fracOes de
composi¢cdo muito complexa e foram destacados para estudos futuros em niveis de
doutoramento. Assim, trés espécies pertencentes a dois géneros distintos foram eleitas para
se cumprir o objetivo central desse estudo e por isso foram submetidas ao processo de
fracionamento e isolamento: Ocotea leucoxylon, Aniba ferrea e Aniba panurensis. Para os
ensaios bioldgicos, além destas, mais quatro espécies foram investigadas: Licaria canella
angustata, Licaria martiniana, Aniba parviflora e Aniba guianensis por serem espécies
que, segundo a literatura (YAMAGUCHI et al. 2012; SILVEIRA et al. 2011,
ALCANTARA et al. 210; KLAUSMEYER et al. 2004), possuem potencial bioldgico
compativeis com os que foram avaliados nessa pesquisa.

Na literatura € possivel encontrar muitos alcaloides isolados de espécies do género
Ocotea (ZANIN et al., 2011; WARD, 1999; COUTINHO et al. 2006; BARBOSA-FILHO
et al. 2008; COY & CUCA, 2009; PABON & CUCA, 2010; CHAVERRI et al. 2011, entre
outros), inclusive para a espécie em questdo (IMLER et al. 2003; ZHOU et al. 2000;
AHMAD & CAVA, 1977; GOODWIN et al. 1960). Ocotea leucoxylon foi eleita em funcéo
de serem observados nos espectros, tanto das folhas quanto dos galhos, ions bem
destacados indicativos de alcaloides. O ion predominante nessas fracdes foi m/z 356. Essa
massa esta relacionada com a dos alcaloides 6-N-Oxido dicentrina, glaucina, ococriptina e

leucoxina.



95

O primeiro é um alcaloide isolado das especies O. acutifolia (que teve seu
potencial citotdxico testado contra quatro linhagens de células tumorais, nas quais nao foi
comprovada atividade) e O. puberula cuja atividade citotdxica in vitro foi testada contra
linhagem de células humanas KB (SILVA, 2010; ARAUJO, 2000; WU et al., 1989). O
segundo trata-se de um alcaloide isolado do tronco da espécie O. macrophylla (FRANCA et
al., 1975), terceiro foi isolado da espécie Ocotea macropoda (CAVA et al., 1968) e
leucoxina foi isolado de uma espeie O. puberula. O outro ion mais intenso observado nos
espectros de ambas as fragdes foi m/z 342. Ha registro na literatura de um alcaloide que
possui massa correspondente a esse ion, a O- metilarmepavina metiodida (WU & HUANG,
2006), isolada das raizes de Thalictrum sp. (Ranucularceae) e das cascas de Phellodendron
wilsonii (Rutaceae). N&o ha registro de bioensaios para tais alcaloides.

As outras duas especies escolhidas pertencem ao género Aniba: A. ferrea e A.
panurensis. Existem poucos alcaloides isolados para o0 género Aniba (SANTOS et al. 2011;
HIRANTHI et al, 2004; KLAUSMEYER et al., 2004; BRAVO et al. 1996; OGER et a.
1993; OGER et al. 1992; AGUIAR et al. 1980; FERREIRA et al. 1980; CORREA &
GOTTLIEB, 1980; GOTTLIEB & ROCHA, 1972). Aniba ferrea foi eleita porque o
espectro de massas da fracdo alcaloidica do extrato dos galhos dessa espécie, apresentou
apenas trés ions com massa indicativa de alcaloide. Além desses, foram observados apenas
dois outros ions minoritarios, o que nos levou a escolher essa espécie como fonte
promissora de alcaloides. O ion majoritario observado foi o de massa m/z 300, seguido dos
ions m/z 330 e m/z 346.

Apesar de ndo terem sido encontrados estudos de isolamento de alcaloides para a
espécie A. ferrea, ha registro na literatura de alcaloide com mesma massa do ion majoritario

m/z 300 observado no espectro de massas da espécie em discussdo. Trata-se do alcaloide N-
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metilcoclaurina (SCHMIDT, 2005). A massa do ion m/z 330, o segundo ion mais
destacado, pode ser comparada com a massa do alcaloide reticulina, isolado de duas
espécies: uma pertencente a familia Papaveraceae (SCHMIDT, 2005) e outra pertencente a
familia Lauraceae (DIAS, 2003). No entanto, para esses dois alcaloides, cujas massas
correspondem aos ions em discussdo, ndo foram encontrados registros de bioensaios. Nao
foi encontrada sugestdo de alcaloide para ion m/z 346.

Aniba panurensis é uma espécie pouco estudada, como a maioria das espécies de
Lauraceae que ocorrem na Amazonia. Na literatura foi encontrado um Gnico estudo de
isolamento de alcaloides isolado dessa espécie. Trata-se do alcaloide 6,8-didec-(1Z)-enil-
5,7-dimetil-2,3-diidro-1H-indolizinium que apresentou atividade antimicrobiana frente a
bactéria Candida albicans (KLAUSMEYER et al., 2004). Dessa forma, apesar dos ions
mais intensos, m/z 289 e 273, observados no espectro de massas das fracdes alcaloidicas
oriundas tanto dos galhos quanto das folhas dessa espécie ndo serem ions indicativos de
alcaloides, resolveu-se investiga-la, visto que foi observado na placa cromatografica,
revelada com dragendorff, um forte indicativo da presenca de alcaloides, como mostrado na
figura 46. Assim, foram isolados cinco alcaloides das trés espécies selecionadas para serem
fracionadas: dois da espécie Aniba ferrea (m/z 328 e 330), dois de Aniba panurensis (m/z
273 e 289) e um de Ocotea leucoxylon (m/z 356). Realizaram-se ainda ensaios
antioxidante, antimicrobiano e citotdxico com os extratos e fracbes alcaloidicas das
espécies anteriormente citadas, que passaram por processos de fracionamento e isolamento,
e com mais quatro espécies: Aniba guianensis, Aniba parviflora, Licaria martiniana e

Licaria canella angustata.
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5.2.1. Rendimento das extragdes de fracdes alcaloidicas
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De acordo com os resultados apresentados na tabela 20 os rendimentos (%) das

fracdes alcaloidicas, realizado a partir de 1 g de material de partida, variaram de 0,25 nos

galhos de A. panurensis a 7,48 nas folhas de O. leucoxilon, sendo que essa ultima espécie

apresentou rendimento mais expressivo tanto para as folhas quanto para os galhos, nas trés

metodologias testadas. Entre os métodos testados, o primeiro foi o0 que proporcionou

melhores resultados tanto para as folhas quanto para os galhos analisados.

Rendimento Rendimento Rendimento
Meétodo 1 (%) Método 2 (%) Método 3 (%)

Espécies Folhas Galhos Folhas Galhos Folhas | Galhos
Aniba ferrea 1,14 0,96 0,85 0,68 0,40 0,61
Aniba panurensis 0,96 1,72 0,54 0,31 0,24 0,25
A. guianensis 0,76 0,64 0,74 0,62 0,73 0,51
A. parviflora NR NR NR NR NR NR
L. canella angustata 2,14 1,81 1,37 0,65 0,98 0,63
L. martiniana 2,06 0,92 1,45 0,76 1,21 0,67
Ocotea leucoxylon 7,48 5,98 7,21 5,68 4,12 3,09

Tabela 20- Rendimento da parpticdo acido-base (%)

NR = néo realizado

O segundo método mais eficaz foi o0 2, cujo rendimento variou de 7,21% a 0,31%

com melhor resultado para as folhas de O. leucoxylon e 0 menos expressivo para 0s galhos

de A. panurensis. Dos trés métodos testados, 0 menos eficaz foi o terceiro nas duas partes

testadas, visto que foi observado menor rendimento para esse método em quase todos 0s

Casos.
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5.2.2. Rendimento dos extratos etandlicos das espécies recoletadas

Considerando que a metodologia 1 apresentou maior rendimento, foi utilizado esse
método para a aquisicdo de fracGes alcaloidicas em maior escala para atender aos objetivos
desse estudo. Tendo em vista que as fracdes alcaloidicas obtidas a partir dessa metologia
sdo oriundas de extratos obtidos em etanol previamente preparados, foi também necessario
a obtencdo de extrato etandlicos em maior escala de cada uma das espécies selecionadas. O
rendimento correspondente aos 14 extratos obtidos relacionados com as sete espécies

estudadas, variou de 1,42 a 10,83% como pode ser observado na tabela 21.

Espécie Folhas Galhos
Massa submetida Rendimento Massa submetida Rendimento
a extracao (g) Massa % a extragdo (g) Massa %
final (g) final (g)

A. ferrea 250,0 5,3378 2,13 250,0 7,4335 2,97
A. panurensis 250,0 16,441 6,58 250,0 3,5578 1,42
A. guianensis 80,0 8,6654 10,83 80,0 5,6363 7,04
A. parviflora 250,0 6,506 2,60 250,0 6,8822 2,75

L. canella angustata 250,0 12,152 4,86 250,0 7,6512 3,06
L. martiniana 250,0 13,251 5,30 250,0 10,0531 4,02
O. leucoxylon 250,0 9,8252 3,93 250,0 7,6245 3,05

Tabela 21- Rendimento dos extratos etandlicos das folhas e galhos de espécies de Lauraceae

De acordo com os dados da tabela 21, a espécie A. guianensis apresentou
rendimento mais expressivo, tanto nas folhas quanto nos galhos (10,83 e 7,04%
respectivamente) e o menos expressivo foi para as folhas de A. ferrea (2,1351%) e galhos
de A. panurensis (1,4231%). Nas sete especies em questdo foi verificado na maioria dos
casos um maior rendimento dos extratos etandlicos para as folhas, quando comparados com

os dos galhos da mesma espécie.
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5.3. FASE 3: Isolamento, identificacéo e bioensaios

5.3.1. Identificacéo estrutural dos metabdlitos secundarios isolados

O estudo fitoquimico de trés espécies de Lauraceae (O. leucoxylon, A. ferrea e A.
panurensis) levou ao isolamento de cinco substancias correspondentes as massas dos ions
moleculares protonados em: 356, 330, 328, 273 e 289. A estrutura dessas substancias foi
determinada com base na andlise dos dados dos espectros de massas (operando no modo
positivo) e de dados de RMN de *H, **C e bidimensionais HSQC e HMBC, juntamente com
a comparacdo com dados da literatura (COSTA et al., 2013; COSTA et al.,, 2011,
GARCEZ et al., 2011; WU et al., 2010; ZANIN et al., 2011; ZANIN & LORDELLO,
2007; SCHIMDT et al, 2005; STEVIGNY et al., 2004; ZHANG et al., 2002;
GUINAUDEAU et al., 1994; CASTRO et al., 1984; GUINAUDEAU et al., 1982; CAVA
et al., 1968). De acordo com esses dados chegou-se a concluséo de que as substancias
isoladas correspondem a dois tipos de alcaloides: trés isoquinolinicos de m/z 356, 328 e 330
(dois da classe dos aporfinoide e um da classe benziltetraidroisoquinolinico,
respectivamente) e dois indolicos de m/z 273 e 289.

Segundo Shama (1972) e Caveé et al., (1987), os alcaloides aporfinicos podem
sofrer substituicdes no anel A (no carbono 1, 2 e 3) e no anel D, cujas substituicdes mais
comuns ocorrem nos carbonos 9, 10 e 11, sendo que ndo € comum substituicdo no carbono
8. Destacam, também, que, de forma geral, tais substituintes sdo oxigenados (presenca de
hidroxilas ou metoxilas), visto que tais compostos sdo biossintetizados a partir de alcaloides
benziltetraidroisoquinolinicos via acoplamentos oxidativos. As analises dos espectros
associou-se 0 conhecimento da constituicdo alcaloidica de extratos de Lauraceae relatados

na literatura.
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5.3.1.1. Substancia 1

A substancia 1, oriunda do extrato em etanol dos galhos de O. leucoxylon, foi
obtida como um sélido branco apds pré- fracionamento e fracionamento em coluna de silica
gel em fase normal e recristalizacdo com Hex, DCM, MeOH e AcOEt. Na figura 47A, 47B
e 47C podem ser observadas as placas cromatograficas em silica gel do pré-fracionamento,
fracionamento e substancia isolada eluidas em CHCI3/MeOH (90:10), AcOEt/MeOH
(70:30) e CHCI3/MeOH (90:10) respectivamente, reveladas com dragendorff. As manchas

laranjadas indicam presenca de alcaloides.
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Figura 47- Placas cromatograficas em silica gel- A: CCD do pré-fracionanento; B: CCD do fracionamento;

C: CCD da substancia isolada; D: Espectro de massas da substancia isolada.

O espectro de massas da substancia 1, gerado no modo positivo, forneceu um ion
molecular protonado em m/z de 356, como pode ser observado na figura 50D. Com esse ion

molecular impar (355), fica confirmada a presenca de um alcaloide contendo um Unico
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nitrogénio e uma molecula mais pesada, como um alcaloide aporfinico com varias

metoxilas. Na figura 48, correspondente ao espectro de MS", é apresentado o perfil de

fragmentacéo do
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Figura 48- ESI (+)-MS', MS?, MS?, MS*, MS®e MS® do fon m/z 356

Neste perfil observa-se primeiramente a formacéo dos fragmentos m/z 325 e 293.

Este ultimo originou os ions m/z 263 (perda de 30 Da) e m/z 265 (perda de 28 Da). Ambos

deram origem ao fragmento m/z 235 a partir das perdas de 28 e 30 Da, respectivamente.

Partindo do ion m/z 235 foram observadas duas perdas sequenciais, ambas de 28 Da, que
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originaram os fragmentos de m/z 207 e m/z 179, respectivamente. Os fragmentos idnicos
obtidos por MS" foram caracterizados por meio da analise das fragmentacdes- chave.

A primeira perda observada foi de 31 Da (CH3NH,), seguida de 32 Da (CH3;OH) e
perdas sequenciais de 28 Da (CO) e 30 Da (CH,0). O inverso destas duas Ultimas perdas
também se observou, ou seja, perdas sequenciais de 30 e 28 Da. Perda inicial do fragmento
de massa 17 ou 31 Da é essencial para identificar se ao nitrogénio do grupo amina esta
ligado um hidrogénio ou uma metila, respectivamente.

Logo, verifica-se que neste caso, como a perda inicial foi de 31Da, o alcaloide em
questdo estd ligado & uma metila. Sugere-se ainda que nesta molécula esteja presente o
grupo metilenodioxi, além de grupos metoxila e hidroxila vicinal, devido as perdas
sequenciais dos grupos CH20 e CO e perdas sequenciais de CHsOH e CO (STEVIHNY,
2004).

Os dados de fragmentagdo da substincia 1 protonada em m/z 356 ([M+H]"),
aliados a comparacdo com os registros da literatura, compativel com a formula molecular
CoH22NOs, confirmada pela analise do espectro de RMN de 'H, sinalizam que tal
substancia seja o alcaloide de esqueleto aporfinico 1,10-dimetoxi-2,3-metilenodidxido-11-
hidroxiaporfinico também chamado de N-metilernandina ou ainda ocokriptina descrito pela
primeira vez na espécie O. leucoxylon. A estrutura quimica desse alcaloide é apresentada na

figura 49.
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Figura 49- Alcaloide aporfinico ocokriptina isolado dos galhos de O. leucoxylon

Esta substancia foi isolada anteriormente da espécie Ocotea macropoda (CAVA et
al., 1968) e posteriormente da espécie Lindera chunii (ZHANG et al., 2002), ambas da
familia Lauraceae. Na figura 50 é apresentada a fragmentacdo da molécula desse alcaloide,

baseada na proposta de Stévigny et al., (2004). Nesta proposta pode ser observada

inicialmente a formacao dos ions de m/z 325 e 293.

+ CH3 / CHj3
H5CO
O 3OH
m/z 325 m /z 293
H3CO

Figura 50- Fragmentagdo da molécula ocokriptina baseada na proposta de Stévigny et al., ( 2004)

A partir do ion de m/z 293, é apresentado um mecanismo para a fragmentacdo para
essa molécula, onde sdo observados dois caminhos para a formagdo do fragmento de m/z
235. Seguindo essa proposta pelo caminho B, verifica-se que esse Gltimo ion origina mais

dois fragmentos de m/z 207 e 179, respectivamente (figura 51).



m/z 207

Figura 51- Proposta de mecanismo para a fragmentacéo do alcaloide ocockiptina
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No espectro de RMN 'H a 500 MHz em CDCl; (figura 52) foram observados o

deslocamento em 7,27, representado por um singleto, € caracteristico do solvente utilizado

(CDCl3). Os sinais em 6 6,84 ¢ & 6,85, localizados em C8 e C9, respectivamente, foram

atribuidos a dois hidrogénios aromaticos presentes na estrutura. Sinais observados entre &

3,35 6 e 3,96 foram atribuidos aos prétons metilénicos localizados em C4, C5 e C7, além de

um sinal em & 4,05 atribuido a um proton metino em Cé6a.

Verificou-se também um sinal na forma de singleto em 6 3,92 com integragdo para

6 hidrogénios caracteristicos de grupos metoxilicos substituidos em C1 e C10 e dois sinais
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na forma de dubletos, sendo um em & 6,07 (1H) e outro em & 6,12 (1H) tipicos dos

hidrogénios do grupo metilenodidxi substituido em C-2 e C-3 (GUINAUDEAU et al.,

1983).
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Figura 52- Espectro de RMN *H do alcaloide ocockipna isolado dos galhos de O. leucoxylon

A comparacio dos dados espectrais de RMN *H com o descrito na literatura para o
mesmo alcaloide, isolado da espécie Ocotea macropoda [(Lauraceae) (CAVA et al.,

1968)], indicou a similaridade entre as substancias.

Alguns deslocamentos ndo foram fornecidos no estudo de Cava et al., 1968.
Assim, foi necessario comparar os dados experimentais obtidos com os do alcaloide
leucoxina obtido a partir da espécie Ocotea perula [(Lauraceae) (ZANIN et al., 2011)].
Leucoxina possui a mesma massa molecular do alcaloide ocokriptina em questdo e,

portanto, sdo substancias isdmeras, sendo possivel tal comparacao (tabela 22).
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Posicao 'H 'H H
(dados experimentais)®  (literatura)® (literatura)®
3 - - 6,58 (1H, 5)
4 3,35 (1H, m) - 3,33 (1H, m)
3,45 (1H, m) ; 3,39 (1H, m)
5 3,56 (1H, m) - 3,59 (1H, m)
3,88 (1H, m) - 3,72 (1H, m)
6(a) 4,05 (1H, m) ;
7 3,96 (1H, m) - 3,64-3,92 (1H, m)
3,45 (1H, m) - 3,32-3,49 (1H, m)
8 6,84 (1H, s) 6,77 (1H) ;
9 6,85 (1H, s) 6,77 (1H) -
1 - - 7,26 (1H, s)
1- OMe 3,92 (3H, s) 3,91 (3H, 9) 3,90 (3H, s)
10- OMe 3,92 (3H, 5) 3,91(3H, 5) 3,94 (3H, 5)
2,3- OCH20- 6,07; 6,12 (2H, d; J=1,50) 5.92; 5,98 (2H) 5,96; 6,14 (2H, d; J=1, 18)
N- CH3 3,00 (3H, s) 25 3,01 (3H, 5)

Tabela 22- ! Experimento realizado em 500 MHz para RMN *H em CDCls. Dados da literatura
de acordo com CAVA et al., 1968; ZHANG et al., 2002 (400MHz, CDCI3).

5.3.1.2. Substancias 2 e 3

As substancias 2 e 3, que se apresentaram como sélidos brancos, foram obtidas
dos galhos da espécie A. ferrea. Apdés o pré-fracionamento, as fracbes 11 e 12 foram
reunidas e no fracionamento subsequente as substancia 2 e 3 foram obtidas puras nas
fracbes 3 e 5, respectivamente. As placas cromatograficas em silica gel reveladas com
dragendorff referentes ao pré-fracionamento e fracionamento eluidas em CHCIl3/MeOH

(9:1) e CHCI3/MeOH (8:2) respectivamente, podem ser observadas na figura 53A e 53B.
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Substancias isoladas

Figura 53- Placas cromatogréaficas em silica gel.
A: CCD do pré-fracionanento; B: CCD do fracionamento

A anélise da insercdo direta (modo positivo) em solucdo metanodlica das fragbes 3
e 5 mostraram que tais fracdes correspondem aos ions protonados em m/z 328 e 330,

respectivamente, conforme os espectros de massas total mostrados na figura 54.

NOVAS AMOSTRAS #794-932 RT: 6,67-7,55 AV: 139 NL: 3,40E3 T: ITMS + p ESI Full ms [200,00-800,00]
T: TMS + p ESI Full ms [200,00-800,00] 330,00
328,0 100
100+ k
] 90
907
] 80
807
701 70
60 60
50 50
407 40
30 30
20 20
105 21717 311,00 0 346,00
s 279,08 | [\342.00 37200 413,08 48133 507,00 217,17 25508 30425 | 352,00 412583 482,00
0Fer bt e A T e N e e
200 250 300 350 400 450 500 200 250 300 350 400 450

m/z |

Figura 54- Espectros de massas das fracdes 3 e 5, respectivamente.
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Na fragmentacdo do ion m/z 328 foi observada a formacéo dos ions de m/z 311,
279, 264 e 236 que correspondem as perdas de 17 (NH3), 32 (CH30OH), 15 (‘CH3) e 28 (CO)

Daltons, respectivamente, mostrado na figura 55.
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Figura 55- ESI (+)-MS!, MS?, MS®, MS*, MS®e MS® do fon m/z 328
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A perda inicial de 17 Da foi atribuida a saida do grupo NH3 o que sinaliza que o
nitrogénio presente na molécula esta ligado a um hidrogénio, e ndo a uma metila. A saida
do grupo CH3OH, observada depois da saida do grupo amino, e a subsequente perda de
‘CHs seguida da saida do grupo CO, sdo tipicas de compostos contendo um ou mais grupos
metoxi ndo vicinal a um grupo hidroxi, como é observado na fragmentacdo do ion m/z 328
apresentada na figura 61 (STEVIHNY, 2004). Os dados de fragmentacéo de massas aliados
4 dados experimentais de RMN de 'H propdem que a substancia 2 seja o alcaloide

aporfinicos laurotetanina. Na figura 56 é mostrada a estrutura desse alcaloide.

Figura 56- Alcaloide aporfinico laurotetanina isolado de A. ferrea

Este é o primeiro estudo de isolamento desse alcaloide no género Aniba e na
espécie Aniba ferrea. No entanto, ha necessidade de se realizar isolamento dessa substancia
em maior quantidade e submeté-la a nova anélise de RMN 'H e '*C e, se necessérios
bidimensionais, para confirmar os dados de fragmentacéo, visto que a analise de RMN de
'H realizada foi com apenas 1,5 mg de amostra.

Laurotetanina ja foi descrito em outras espécies da familia Lauraceae (UPRETY et
al., 1972; MOLLATAGHI et al., 2012; Q. Z. ZHAO & J. WANG, 2005; BABCOCK &

SEGELMAN, 1974; SHOEI-SHENG et al., 2007; M. R. MUKHTAR et al., 1997). Na


http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Lee%2C+S
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figura 57 é apresentada uma proposta de fragmentacdo para o ion m/z 328 baseada no

estudo de Stévihny et al., 2004.

-
" CH3

H,CO HzCO

H,CO
3 m/z 264 m/z 279

Figura 57- Proposta de fragmentagdo para o alcaloide aporfinico laurotetanina isolado dos galhos de A. ferrea

No espectro de RMN de *H (500 MHz, CDClIs) (figura 58) foram observados trés
sinais indicativos de hidrogénios de anel aromatico em 6 6,81 (1H, m), & 6,82 (1H, m) e
em o 7,31 1H, m), atribuiveis a H-3, H-8 e H-11, respectivamente. Outros sinais na regido
entre & 3,60 e & 3,70 foram notados e relacionados com hidrogénios metilénicos em H-4, H-
5 e H-7, além de um sinal em 6 3,68, referente a um hidrogénio metinicos no em H6a. Os

sinais em 0 3,88 e 6 3,89 foram atribuidos as metoxilas em C1, C2 e C10.
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Figura 58- Espectro de RMN de *H do alcaloide laurotetanina isolado de Aniba ferrea

Os deslocamentos observados no espectro experimental de RMN de *H (figura 64)

sdo apresentados na tabela 23.

Posicao H

(dados experimentais)

3 6,81 (1H, m)

4 3,61 (1H, m)

3,68 (1H, m)

5 3,70 (1H, m)

3,70 (1H, m)

6 (a) 3,68 (1H, m)

7 3,60 (1H, m)

3,60 (1H, m)

8 6,82 (1H, m)

11 7,31 (1H, m)

1-OMe (3H, s) 3,88 (3H, s)

2-OMe (3H, s) 3,89 (3H, s)

10-OMe (3H, s) 3,89 (3H, s)

Tabela 23- * Dados experimentais de RMN *H (500 MHz, CDCl,



112

Para o ion m/z 330 observaram-se os fragmentos em m/z 192, 177, 149 e 148. A

partir deste Ultimo ion foram notados os fragmentos de m/z 120 e 133, como pode ser

observado na figura 59.
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Figura 59- ESI (+)-MS?, MS?, MS®, MS* , MS® e MS® do fon m/z 330
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Tais fragmentos correspondentes as perdas de 138 (C1:H14NOy), 15 ('CHg), 28
(CO), 1 (H), 28 (CO) e 15 (‘'CHs3) Daltons. A ruptura do ion de m/z 330 produzindo 0s
fragmentos de m/z 192 e 137 e a possivel formacdo do fragmento de m/z 177 (a partir do
jon de m/z 192 devido a perda de * CH3) é caracteristica do alcaloide de esqueleto

benziltetraidroisoquinolinico reticulina (SCHMIDT et al., 2005; Castro et al., 1984).

Reticulina tem sido um alcaloide bem reportado na literatura (Berberis
microphylla (Berberidaceae) (MANOSALVA et al., 2014), Dehaasia longipedicellata
(Lauraceae) (ZAHARI, et al., 2014), Litsea lancifolia (Lauraceae) (Sulaiman et al., 2011),
Radix linderae (Lauraceae) (WU et al., 2010), familia Papaveraceae (SCHMIDT et al.,
2005), Phoebe pittieri (Lauraceae) (Castro et al., 1984). No entanto, este é o primeiro relato
de tal substancia isolada da espécie Aniba ferrea. A figura a seguir apresenta a estrutura

quimica desse alcaloide.

Figura 60- Alcaloide benziltetraidroisoquinolinico reticulina isolado de A. ferrea

Na figura 61 a seguir pode ser observada uma proposta de fragmentagdo para a

reticulina baseada no estudo de Schmidt et al., (2005) e Castro et al., (1984).
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Figura 61- Proposta de mecamismo de fragmentag8o para o alcaloide reticulina baseada na proposta  de
Schmidt et al., (2005); Castro et al., (1984)

No espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) (figura 62), os deslocamentos
referente aos cinco hidrogénios arométicos foram observados em & 6,57 em (C5), 6 6,25
em (C8), 6 6,74 em C (14), 6 6,75em C (11) e 6 6,62 em C (10). O sinal em & 3,86 (6H, s)
foi atribuido aos dois grupos metoxilicos em C6 e C12, assim como um grupo metila em
2,62 (3H, sl), caracteristico de grupo metila ligado a nitrogénio. Seis sinais foram
observados em 6 2,87, & 2,78, 6 3,36, & 3,34, & 3,02 ¢ 6 2,99 atribuidos & protons

metilénicos, além do sinal em & 3,82, referente &4 um proton metinico.
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Figura 62- Espectro de RMN de 1H da reticulina isolada de Aniba férrea

Na tabela 24 sdo apresentados os dados experimentais de RMN 'H (500 MHz,

CDCI5) e os dados encontrados por Castro et al., 1984 para o alcaloide reticulina.

Posicdo

1
&

4
5
8
9
10
11
14
6-OMe

4’-OMe
N-CH;

H 'H (literatura)

(dados experimentais) * (dados da literatura) 2
3,82 (1H, m) -

3,36 (1H, m) 3,25-2,55 (2 H, m-prétons alifaticos)
3, 34 (1H, m) 3,25-2,55 (2 H, m-prétons alifaticos)
3,02 (2H, m) 3,25-2,55 (2 H, m-prétons alifaticos)
2,99 (1H, m) 3,25-2,55 (2 H, m-prétons alifaticos)
6,57 (1H, s) 6,54 (1 H, s)

6,25 (1H, s) 6,39 (L H, s)

2,87 (1H, m) 3,25-2,55 (2 H, m-prétons alifaticos)
2,78(1H, m) 3,25-2,55 (2 H, m-prétons alifaticos)
6,62 (1H, s) 6,60 (1 H, dd, J,= 8,0 Hz, J,= 1,5 Hz)
6,75 (1H, s) 6,73 (L H, d, J= 8,0 Hz)

6,74 (1H, s) 6,77 (1H, d, J=1,5Hz)

3,86 (1H, s) 3,85 (3H, s)

3,86 (3H, ) 3,85(3H, s)

2,62 (3H, sl) 2,47 (3H, 5)

Tabela 24- * Experimentos de RMN *H (500 MHz, CDCls); 2 Dados de RMN *H de acordo com
Castro et al., 1984).
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As substancias 4 e 5, isoladas a partir do extrato desengraxado dos galhos de A.

panurensis, foram obtidas como s6lidos amarelos resultantes de um pré-fracionamento que

originou 21 fragOes. Destas, as fraces 6a e 6b apresentaram uma Unica mancha frente ao

revelador dragendorff. Na figura 63 é apresentada a placa cromatografica em silica gel do

pre-fracionamento eluida em Hex:AcOEt (80:20) e revelada com dragendorff. As manchas

laranjadas indicam a presenca de alcaloides.

> Substancias isoladas

Figura 63- CCD do pré-fracionamento de A. panurensis

Os espectros de massas total das substancias 4 e 5, realizados em modo positivo,

forneceu os ions moleculares protonados em m/z 273 e 289 (figura 64).
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Figura 64- Espectros de massas total das substancias 4 e 5.



117

Os ions observados na figura 70 indicam que tais substancias sejam alcaloides com

numero par de atomos de nitrogénio pelo fato dos mesmos apresentarem massas impares

quando protonados. O espectro de massas realizado por meio do ms?dos fons em questdo é

apresentado na figura 65.
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Figura 65- ESI (+)-MS? dos fons: (A) 273,36 e (B) 289,39 referente as substancias 4 e 5.

O ion de m/z 273 (figura 65A) originou como principais fragmentos os ions de m/z

261 (caracteristico da perda de CO), m/z 229 indicativo da perda de CH3OH e m/z 175

(perda de 98 Da). Estas perdas também foram observadas na fragmentacdo do ion m/z

289,39 (figura 65B) que originaram os fragmentos de m/z 26 (perda de 28 Da), m/z 229

(perda de 32 Da) e de m/z 175 (perda de 98 Da). Outra similaridade verificada entre os

espectros de ms? das duas substancias em questdo foi quanto & diferenca de 16 Daltons

observada entre os principais fragmentos nos referidos espectros, como € o caso dos
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fragmentos 261 (figura 65B) e 245 (figura 65A), 243 (figura 65B) e 227 (figura 65A), 191
(figura 65B) e 175 (figura 65A). Tais similaridades entre os espectros de ms® dos fons em
discussdo sugerem que esses alcaloides possuam esqueletos quimicos parecidos
provavelvente com auséncia de um oxigénio (16 Da) na estrutura correspondente ao ion de
m/z 273.

Os dados de fragmentac&o juntamente com os de RMN de *H e os bidimensionais
(HMBC e HSQC) corroboram para que as substancias 4 e 5 sejam alcaloides inddlicos de
férmulas moleculares Ci4H12N,04 e Ci14H12N2Os, respectivamente. Na figura 66 séo

mostradas as estruturas desses alcaloides.

OCH3

Figura 66- A: Alcaloide 4 de formula C14H1,N,O4; B: Alcaloide 5 de formula C;4H15N,Os.

Na analise do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls), referente ao alcaloide 4,
foram verificados quatro multipletos em 6 6,60, & 7,52, 6 7,38 ¢ & 7,51 caracteristicos de
hidrogénios aromaticos. Em 6 5,95 foi observardo um singleto, bem como a presenga de um
sinal em & 5,50 (2H) atribuidos a hidrogénios metinicos. Verificou-se também um sinal

tipico de grupo metoxilico em & 3,84 com integracdo para trés hidrogénios (figura 67).
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Figura 67- Espectro de RMN *H do alcaloide 4 de massa 272

No espectro de correlagdo heteronuclear (*H-C)-HMBC (figura 68) foram
observadas correlagfes do tipo 3J entre os sinais dos hidrogénios em ¢ 5,92 (H6) com os
sinais dos carbonos em & 158 (C5) e 118 (C7); 6 6,60 (H10) com os carbonos em 8127
(C8) e 6 128 (C12); 6 7,52 (H9) com os carbonos em 8118 (C7), 6 135 (C13) ¢ 6 129 (C11);
67,38 (H11) com os carbonos em 6 128 (C9) e 6 135 (C13); 6 7,51 (H12) com os carbonos
em & 127 (C8) ¢ 6 158 (C10); & 5,52 (H15) com o carbono 6 171 (C14) e o sinal da

metoxila em o 3,84 correlacionando com o carbono em o 58,5.
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Figura 68- Espectro de correlacdo heteronuclear (*H-*C)-HMBC do alcaloide 4

Na figura 69 pode-se verificar o esquema de correlagdes do tipo 3J referente ao

alcaloide 4.

Figura 69- Correlagdes observadas no mapa de contorno HMBC do alcaloide 4

No espectro de HSQC (figura 70) foram observadas correlacdes entre os sinais do
hidrogénio em & 5,95 (H6) com o sinal do carbono em & 101 (C6), do hidrogénio em &
7,51(H9) com o sinal do carbono em ¢ 128 (C9), do hidrogénio em & 6,60 (H10) com o

sinal do carbono em & 158 (C10), do hidrogénio em 6 7,38 (H11) com o sinal do carbono
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em 06129 (C11), do hidrogénio em & 7,52 (H12) com o sinal do carbono em 8128 (C12) e

dos hidrogénios em 6 5,50 e 5,95 (H15) com o sinal do carbono em ¢ 88 (C15).

A

Ll u]\‘ “ ..l.l} um.l AM
I
1
8 38
F1 Chemical Shift (ppm)

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 70- Espectro de correlagdo heteronuclear (*H-**C)-HMBC

Na tabela 25 est&o apresentados os dados dos espectros de 1D (*H) e 2D (HMBC e

HSQC) referente ao alcaloide 4 de massa 272.

Posicdo C/H (*H) >Pc *c)® HMBC ©
2 - 134 -
3 — 135 —
5 - 158 -
6 5,95 101 (C5); (C7)
7 - 118 -
8 - 127 -
9 7,51 128 (C7), (C13) e (C11)
10 6,60 158 (C8) e (C12)
11 7,38 129 (C9) e (C13)
12 7,52 128 (C8) e (C10)
13 - 135 -
14 — 171 —
15 5,50-5,95 (2H) 88 171 (C14)

16- OMe 3,84 (3H, s) 58,5 171 (C14)

Tabela 25- *Dados de RMN de *H em CDCl,. "Dados de HMBC. ‘Dados de HSQC (500 MHz, CDCly).
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A anélise do espectro de RMN de 'H a 500 MHz em CDCl; do alcaloide 5 (massa
molecular 288) apresentou similaridades quando comparado com o espectro de 'H do
alcaloide 4 (de massa 272), visto que foram observados deslocamentos bastante proximos
aos verificados no espectro do alcaloide de massa 4. Na figura 71 pode ser observado o

espectro de RMN *H referente ao alcaloide em discussao.
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Figura 71- Espectro de RMN *H do alcaloide 5 de massa 288

Na tabela 26 estdo apresentados os dados dos espectros de *H do alcaloide 5.

Posicéo (*H)?

2 —

3 —_

5 —

6 5,92

7 —_

8 —_

9 7,48

10

11 7,44

12 7,51

13 =

14 —

15 5,48- 5,92 (2H)
16- OMe 3,92 (3H, 5)

Tabela 26- Dados de RMN de *H experimental em CDCl; do alcaloide 5.
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Este é o primeiro estudo de isolamento envolvendo tais alcaloides no género Aniba
e na espécie Aniba panurensis. Em um estudo mais aprofundado, analises de espectrometria
de massas de alta resolucdo juntamente com de rotacdo Optica [o]p SA0 necessarios para
confirmar estes dados preliminares.

Na literatura foram encontrados dois registros de estudos envolvendo isolamento
de alcaloides inddlicos em géneros de Lauraceae. Aguiar et al., (1980), isolaram de Aniba
santalodora (Lauraceae) o alcaloide I-p-hidroxibenzil-6-metdxi-f-carbolina (figura 72A),
sendo este o Unico estudo envolvendo isolamento de alcaloide do género Aniba. Wong et
al., (2011) isolaram de Neolitsea daibuensis Kamikoti (Lauraceae) trés alcaloides inddlicos:
1-(4-hidroxibenzil)-3- metoxi-9h-pirido[3,4-b] indol-6-ol (figura 72B), (6-hidroxi-3-
metoxi-9h-pirido[3,4-b]indol-1-il)(4-hidroxipenil) metanona (figura 72C) e 1-(4-
hidroxibenzil)-3-metoxi-9h-pirido[3,4-b]indol-5,6-diol (figura 72D). Da espécie Ocotea
minarum (GARCEZ et al.,, 2005) foi isolado o alcaloide indolico triptofol-5-0-p-d-

glicopiranosideo (figura 72E).

Figura 72- Alcaloides ind6licos isolados de géneros de Lauraceae
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5.8. BIOENSAIOS
5.8.1 Atividade antioxidante
a) Ensaio qualitativo

O ensaio qualitativo realizado em placa de CCD, utilizando a solugdo de DPPHe
em metanol, é uma avaliacdo preliminar da varredura de radicais livres presentes em uma
determinada matriz. Na sua forma estavel, esse radical apresenta coloragéo violeta, mas na
presenca de doadores de hidrogénio, como os antioxidantes, este se reduz mudando sua
coloracdo para amarelo devido ao decréscimo na absorbancia (YAMAGUCHY, 1998).
Assim, verificou-se que tanto os extratos quanto as fragdes alcaloidicas das sete espécies de
Lauraceae investigadas no presente trabalho apresentaram resultado positivo comparados
com o padrdo quercetina, sugerindo a presenca de substancias com possiveis atividades

antioxidantes, como pode ser observado na figura 73.

B b 3 4 5 6 7 Padio 1 2 } 3 4 5 o 7 Padrio
. . i i \ | ‘ ‘
8 9 10 1 12 13 14 Braco g 9 10 11 12 13 14 Branco
i | l
A) CCD dos extratos das folhas e g.alhos ‘ B) CCD das fragﬁes alcaloidicas das folhas e galhos

Figura 73- Placa cromatogréfica dos extratos e fragdes alcaloidicas das folhas e galhos das espécies de

Lauraceae e do padrdo quercetina apés a adicdo da solugdo de DPPH.

b) Ensaio quantitativo (DPPH" e ABTS™)
Para a quantificagdo da varredura de radicais livres, utilizou-se nesse trabalho os
métodos DPPH" e ABTS™". Estes consistem em ensaios colorimétricos em solugbes com

espécies radicalares estaveis, tais como o radical DPPH’ e o cation radical ABTS™. Na



tabela 27 € apresentada a concentracdo inibitdria (Clsp) dos extratos e fracbes alcaloidicas

adquirida por meio dos métodos em quest&o.

DDPH ABTS
Espécie Parte analisada 4 4
Clso+dp (ng.mL”) | CEs +dp (ng.mL")
Extrato/ Folhas 68,47 £ 0,82 43,62 0,62
) Extrato/ Galhos 62,87 +2,84 11,05+ 0,63
A. panurensis
FA/ Folhas > 50 >50
FA/ Galhos 91,82 +1,20 69,83 £2,72
Extrato/ Folhas - 61,38 £ 2,61
) ) Extrato/ Galhos 20,56 * 2,25 17,07 £ 0,90
A. guianensis
FA/ Folhas 47,17 1,27 55,37 +£2,12
FA/ Galhos 53,38 £ 0,56 38,43 +1,27
Extrato/ Folhas 2497 + 7,62 53,67 £4,73
Extrato/ Galhos 12,18 + 0,64 14,14 + 2,00
A. ferrea
FA/ Folhas 72,75 +£1,29 66,07 £ 7,03
FA/ Galhos 33,35+6,95 60,16 £ 2,57
Extrato/ Folhas 89,48 £ 1,32 52,45 + 0,48
Extrato/ Galhos 14,09 + 0,14 39,00 +£1,41
A. parviflora
FA/ Folhas > 50 >50
FA/ Galhos 63,54 + 4,85 60,93 £2,71
Extrato/ Folhas 47,63 £ 4,69 36,52 £ 0,40
Extrato/ Galhos 13,23 +1,64 9,45+ 0,26
L. martiniana
FA/ Folhas >50 > 50
FA/ Galhos >50 >50
Extrato/ Folhas 47,05+ 3,32 23,69 + 4,60
L. canella Extrato/ Galhos 55,92 + 5,67 36,73 £ 3,56
angustata FA/ Folhas 33,27 £5,82 37,37 £2,53
FA/ Galhos > 50 >50
Extrato/ Folhas >50 34,75+3,63
Extrato/ Galhos 18,170,256 35,51+3,93
O.leucoxylon
FA/ Folhas > 50 13,30 £5,7
FA/ Galhos 39,34+9,7794 18,17+0,25
6,65+0,14 8,95 + 0,07
Quercetina Acido galico

Legenda: DP = desvio padra; FA= fracdo alcaloidica.

Tabela 27- Atividade antioxidante qualitativa e quantitativa (CEsy + DP) de extratos etandlicos e fraces

alcaloidica de sete espécies de Lauraceae pelos métodos DPPH" e ABTS™.
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Para a varredura de radicais livres pelo método de DPPH" foi verificado que os
melhores resultados para os extratos brutos foram os provenientes dos galhos da espécie A.
ferrea (12,18 pg/mL), galhos de A. martiniana (13,23 pg/mL) e galhos de A. parviflora
(14,09 pg/mL). No método envolvendo o céation radical ABTS™, os resultados mais
expressivos foram para os extratos brutos oriundos dos galhos de L. martiniana (9,45
ug/mL), A. panurensis (11,05 ug/mL) e galhos de A. ferrea (14,09 pg/mL).

Verificando os extratos provenientes dos galhos das espécies A. ferrea (Clsp 12,18
pg/mL para folhas e 14,14 pg/mL para galhos) e de L. martiniana (Clsg 13,23 para folhas e
9,45 pg/mL para galhos), percebeu-se que estes apresentaram resultados similares de
varredura nos dois métodos testados, sendo que a primeira espécie apresentou o melhor
resultado entre todos o0s extratos testados para o0 método DPPH" (12,18 ug/mL) e a segunda
espécie exibiu melhor resultado para 0 método ABTS™ (9,45 pg/mL).

A concentracao inibitéria (Clsy) pelo método DPPH' dos extratos etandlicos das
folhas e galhos das espécies A. panurensis, L. canella angustata e L. martiniana descrita no
trabalho de Yamaguchi et al., (2012), foram superiores aos encontrados nesse estudo tanto
para as folhas (14,370 pg/mL, 15,029 pug/mL e 11,168 ug/mL, respectivamente, contra
68,47 ug/mL, 47,05 pg/mL e 47,63 pg/mL, encontrados nesse estudo) quanto para oS
galhos (27,586 ug/mL; 29,349 pug/mL e 6,956 ug/mL, respectivamente, contra 62,87
pug/mL, 55,92 pg/mL e 13,23 pg/mL, para esse trabalho).

Entretanto, o0 método de extracdo utilizado foi por maceracdo a frio durante 72
horas e neste trabalho foi sonicacgdo trés vezes por 20 minutos. Isso indica que 0 método por
maceracdo € mais seletivo, tendo em vista que o material vegetal fica mais em contato com
0 solvente e consequentemente consegue-se extrair maior quantidade de constituinte

quimico do que o método por sonicacdo. Também foram comparados com o trabalho de
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Yamaguchi et al., (2012), os valores do Cls pelo método de DPPH" dos extratos etanélicos
das folhas e galhos da espécie O. leucoxylon. Para as folhas dessa espécie o resultado
seguiu 0 mesmo padrdo das outras trés espécies citadas anteriormente (A. panurensis, L.
canella angustata e L. martiniana). No entanto, o resultado do Cls para os galhos de O.
leucoxylon foi bem mais expressivo (18,17 pg/mL) em comparacdo com o de Yamaguchi et
al., (2012) (50,88 pg/mL).

O resultado da atividade antioxidante pelo método DPPH" dessa mesma espécie
supracitada (O. leucoxylon) foi comparado com o resultado de Casian et al., (2010). Eles
avaliaram o potencial antioxidante pelo método DPPH" de extratos aquosos e
hidroalcodlicos da espécie de Ocotea odorifera, da mesma da familia (Lauraceae) e do
mesmo género (Ocotea), utilizando para a obtencdo desses extratos maceracao a frio por 4
ciclos de 24h em ambos os casos.

Neste estudo de Casian et al., (2010), observou-se claramente que a forma de
obtencdo do extrato influencia na capacidade antioxidante do mesmo, visto que a
correlacéo entre a atividade antioxidante (%) e a concentracdo do extrato utilizado forneceu
um Clso de 0,22 mg/mL para o extrato hidroalcodlico e Clspde 0,44 mg/mL para o extrato
aquoso, que é a concentracdo do extrato necessaria para causar 50% de atividade
antioxidante. Assim, o extrato aquoso necessita do dobro de concentracdo para obter a
mesma atividade antioxidante.

Comparando esses resultados com padrées de referéncia como o acido ascérbico
(Clsp = 0,002 mg/mL), pode-se observar que estas concentracdes foram elevadas. Como
citado anteriormente, para a espécie Ocotea leucoxylon, obteve-se um Clsg de 18,17 pg/mL
utilizando sonicacdo 3 vezes de por 20 minutos como método de extracdo. Comparando

esse resultado com o padrdo quercetina (6,65 pug/mL), observou-se que tal resultado foi
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mais expressivo que o de Casian et al., (2010), sugerindo maior potencial antioxidante em
nossos extratos.

Como visto, a diferenca de resultados observados entre o presente trabalho e os
resultados obtidos por Yamaguchi et al., (2012) e Casian et al., (2010), provavelmente
poderd ser explicada pela diferenca do método de extracdo utilizado. Nesse sentido,
SCHWARZ et al., (2001), destacam a importancia de desenvolvimento de procedimentos
de extragdes como importantes ferramentas para obtencdo de antioxidantes provenientes de
fontes naturais.

Por isso, determinados extratos que nao apresentaram bom potencial antioxidante
em DPPH’ poderdo mostrar bom perfil antioxidante em outros tipos de testes dessa mesma
atividade, utilizando outras metodologias (BOSCOLO et al., 2007).

Em relacdo as fracOes alcaloidicas, utilizando o método de DPPH, verificou-se que
na maioria das fragdes testadas os resultados foram pouco expressivos, visto que o melhor
resultado foi para as folhas de L. canella angustata (33,27 pg/mL), seguido da fragdo
oriunda dos galhos de A. ferrea (33,35 pg/mL).

No método envolvendo o cation radical ABTS™, o resultado mais relevante foi
para os as folhas de L. canella angustata (37,37 ug/mL) e galhos de A. guianensis (38,43
ug/mL). Estes dados sinalizam que a atividade antioxidante observada nos extratos
mencionados anteriormente ndo apresentou relacdo direta com a presenca de alcaloides, o
gue pode sugerir que a capacidade antioxidante dos extratos pode estar associada a outros
compostos presentes na matriz vegetal das espécies estudadas.

No trabalho de dissertacdo de Yamaguchi, (2011), foi observada uma correlacdo
positiva entre o teste para a atividade sequestrante do radical livre e a presenca de fendis

nos extratos de sete espécies de Lauraceae (Endlicheria citriodora, Endlicheria sericea,
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Ocotea ceanothifolia, Ocotea leucoxylon, Ocotea minor, Rhodostemonodaphne
crenaticupula e Rhodostemonodaphne recurva) evidenciados por meio da prospeccao
fitoquimica, o que pode sugerir que, neste caso, a capacidade antioxidante dos extratos
pode estar associada aos compostos fenolicos, visto que os extratos com Clsg inferiores a
concentracdo de 55,11 ug/mL indicaram a presenca de compostos fendlicos em todos os
extratos.

Em outros trés trabalhos também foram verificadas correlacGes similares. Souza et
al. (2007), Tiveron (2010) e Oliveira (2010) observaram a correlagdo entre a agédo
sequestradora de radicais livres e a presenca de altos teores de compostos fendlicos,
evidenciadas pelo método de Folin-Ciocalteau, expressos como Equivalentes de Acido
Galico (EAG). Essa correlacdo pode ser explicada pelo fato de os compostos fenolicos
estarem entre os antioxidantes mais conhecidos juntamente com as vitaminas.

Por outro lado, a literatura relata que entre os varios agentes oxidantes existentes
esta a apomorfina, um alcaloide semissintético de estrutura catecolica, capaz de formar
radicais semiquinonas e quinonas (GARRIDO et al., 2002). Nasrullahe et al., 2013,
isolaram quatro alcaloides das cascas de Cryptocarya nigra (Lauraceae), dos quais N-
metilisococlaurina e aterosperminina, mostraram alta atividade antioxidante no ensaio com
o radical de DPPHe, com valores de Clso de 29,56 pg/mL e 54,53 pg/mL, respectivamente.
Esses relatos sugerem que a atividade antioxidante em uma matriz vegetal pode também
estar relacionada a presenca de alcaloides.

Neste ensaio de varredura de radicais livres pelo método do DPPHe ¢ ABTS™
envolvendo sete espécies de Lauraceae da Amazonia, foram obtidos excelentes resultados
tanto para o radical DPPHe, como foi o caso dos extratos brutos oriundos de galhos da

espécie A. ferrea (Clsp 12,18 pg/mL), galhos de A. martiniana (Clsp 13,23 pg/mL) e galhos
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de A. parviflora (Clsg 14,09 pg/mL) que alcangaram valores proximos do padrdo quercetina
(Clsp 6,65 pg/mL), quanto para o cation radical ABTSe+, como foi 0 caso dos extratos
brutos oriundos dos galhos de L. martiniana (Clsp 9,45 pug/mL), A. panurensis (Clso 11,05
ug/mL) e galhos de A. ferrea (Clsg 14,09 pg/mL) com resultados préximo ao padréo acido
galico (Clsp 8,95 pg/mL). Assim, este ensaio serve como ponto de partida para estudos
posteriores como o isolamento, purificacdo e elucidacdo estrutural das substancias que

funcionam como antioxidantes para fins terapéuticos.

5.8.2 Atividade antimicrobiana

Segundo Souza et al., (2003), as propriedades microbiostaticas e microbiscidas de
produtos vegetais tém sido comprovadas gragas as pesquisas intensivas em todo o
mundo. Geralmente, tais propriedades sao estudadas, avaliadas e confirmadas por meio de
ensaios bioldgicos in vitro em testes de sensibilidade, como foi o realizado no presente
estudo.

Para este ensaio foram utilizadas 35 bactérias, sendo 13 Gram-positivas e 22
Gram-negativas testadas frente as sete espécies alvo deste estudo incluindo extrato bruto,
fracdo alcaloidicas e substancias isoladas. Considerou-se como atividade antimicrobiana a
presenca de halo de inibicdo de crescimento de tamanho aleatério, por ndo existir um
padrdo de comparacdo dos resultados. Assim, das sete espécies pertencentes aos trés
géneros distintos da familia Lauraceae submetidas & varredura preliminar, apenas uma
espécie, do género Aniba (A. panurensis), apresentou atividade contra seis bactérias das
trinta e cinco testadas. E possivel que as outras espécies avaliadas ndo possuam efeito

antimicrobiano ou que o extrato dessas plantas contenha constituintes antibacterianos em
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concentragfes ndo suficientes para ser considerado efetivo na concentragdo utilizada.
Entretanto, novos testes devem ser conduzidos utilizando outras espécies bacterianas e
cepas padronizadas para comprovagao da auséncia de atividade antimicrobiana dos extratos
dessas espécies.

Das seis bactérias sensiveis ao extrato, fracdo alcaloidica e alcaloide isolado da
espécie A. panurensis, cinco sao Gram-positivas e apenas uma ¢ Gram-negativa. 1sso pode
ser justificado devido a diferenca de constituicdo da parede celular bacteriana entre
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, as quais residem, principalmente, nas suas
propriedades de permeabilidade e nos componentes de superficie (TRABULSI, 2008).

O potencial antimicrobiano foi considerado semelhante tanto para o extrato
etanolico das folhas quanto para o extrato dos galhos de A. panurensis, visto que o tamanho
dos halos para o extrato etandlico oriundo das folhas variou de 14 a 25 mm para as seis
bactérias que apresentaram sensibilidade, e nos galhos variou de 14 a 20 mm, para as
mesmas bactérias.

Dessa forma, tanto o extrato etanolico das folhas quanto dos galhos da espécie A.
panurensis exibiram excelente atividade contra as bactérias Gram-positivas: Bacillus
subtilis, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus resistente a meticilina, Staphylococcus
sumulans, Staphylococcus aureus e contra a bactéria Gram-negativa Acinetobacter

baumannii, como pode ser observado na figura 74.
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A) Teste antimicrobiano das folhas B) Teste antimicrobiana dos galhos

Figura 74- Atividade antimicrobiana das folhas e galhos de A. panurensis frente as bactérias: 1) Bacillus
subtilis  2) Streptococcus agalactiae 3) Staphylococcus resistente a meticilina 4) Staphylococcus sumulans
5) Staphylococcus aureus 6) Acinetobacter baumanni

A fracdo alcaloidica proveniente dos galhos de A. panurensis apresentou atividade
frente as cepas de duas bactérias Gram-positivas: Bacillus subtilis subsp. subtilis e
Staphylococcu aureus com halos de inibigdo medindo 14 e 10 mm, respectivamente (figura
75A). Também foi observado, que a substéncia isolada dos galhos dessa mesma espécie,
apresentou atividade contra 4 bactérias Gram-positivas com halos que variaram de 14 & 20
mm: Bacillus subtilis subsp. subtilis (14 mm), Staphylococcus resistente a meticilina (20

mm), Staphylococcus sumulans (20 mm) e Staphylococcus aureus (16 mm) (figura 75B).

A) Atividade antimicrobiana da
fracdoalcaloidica dos aalhos

i

B) Atividade antimicrobiana dos
alcaloides isolados dos galhos
Figura 75- Atividade antimicrobiana da fragdo alcaloidica e substancia isolada dos galhos de A. panurensis
frente as bactérias: A: 1) Bacillus subtilis 2) Staphylococcus aureus; B: 1) Bacillus subtilis 2) Staphylococcus

resistente a meticilina 3) Staphylococcus sumulans 4) Staphylococcus aureus.
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Os resultados preliminares de rastreio de atividade antimicrobiana realizado em

duplicata estdo sumarizados na tabela 28.

Espécie / Bactéria Replicata | Antibidtico |Replicata| Antibiético N° e % de
concentracdo 1 (mm) (IMP) 2 (mm) (IMP) cepas sensiveis
A. panurensis Bacillus subtilis

(folhas) subsp. subtilis (CT) 14 40 14 40 6/35 (17,14%)

5 mg/mL Streptococcus

agalactiae 20 25 20 25
Staphylococcus
resistente a 20 30 17 30
meticilina
Staphylococcus
sumulans 21 45 25 45
Staphylococcus
aureus 17 29 20 30
Acinetobacter
baumannii 17 10 15 10
A. panurensis  |Bacillus subtilis sub
(galhos) sp. Subtilis (CT) 15 40 14 40
5 mg/mL
Streptococcus
agalactiae 20 25 20 25
Staphylococcus
resistente a 18 30 19 30
meticilina
Staphylococcus
sumulans 23 45 20 45
Staphylococcus
Aereus 16 29 17 30
Acinetobacter
baumannii 15 10 15 10
A. panurensis  |Bacillus subtilis sub
fracdo alcaoidica | sp. subtililis (CT) 14 40 14 40 2/35 (5,71%)
(galhos) Staphylococcus
5 mg/mL aureus 10 29 10 29
A. panurensis dos |Bacillus subtilis sub 4/35 (11,43%)
Alcaloides sp. subtilis (CT) 20 40 20 40
isolados (galhos) Staphylococcus
1 mg/mL resistente a 20 40 20 40
meticilina
Staphylococcus
sumulans 20 43 20 43
Staphylococcus
aureus 16 29 16 29

Tabela 28- Resultado da atividade antimicrobiana de extratos, fracdes e substdncia isolada da espécie A.

panurensis
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A concentracdo inibitoria minima (CIMsg) obtida para os extratos etanolicos das
folhas e galhos e da substéncia isolada dos galhos de A. panurensis, foi avaliada a partir de
cinco concentragdes diferentes: 5,0 mg/L, 2,5 mg/L, 1,25 mg/L e 0,6 mg/L, como pode ser

observado na tabela 30.

Concentragéo Inibitdria Minima (MICsp)

Produtos Bacillus |Staphylococcus | Staphylococcus | Streptococcus | Staphylococcu | Acinetobacter
testados ... |resistente a |sumulans agalactiae aureus Baumannii
subtilis S
meticilina
subsp.
Subtilis
Extrato
EtOH 06 0,6 mg/mL 0,6 mg/MlI 1,25mg/mL | 25mg/mL | 2,5mg/mL
(folhas A. ’
panurensis) | mg/mL
Extrato
EtOH 06 0,6 mg/mL 0,6 mg/mL 1,25 mg/mL | 2,5 mg/mL 2, 5 mg/mL
(galhos A. ’
panurensis) | mg/mL
Substancia
isolada 06 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
(galhos de A. ' mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

panurensis) | mg/mL

Tabela 29- Avaliacdo da concentragdo inibitoria minima (CIMsg) dos extratos etandlicos das folhas e

galhos e substéncias isoladas de A. panurensis

Nos extratos das folhas e galhos verificou-se que contra as cepas de Bacillus
subtilis subsp. subtilis (CT) ATCC 6051, Staphylococcus sumulans ATCC 27851 e
Staphylococcus resistente a meticilina, a concentragdo minima foi de 0,6 mg/mL. Frente a
Streptococcus agalactiae ATCC 13813 foi de 1,25 mg/mL e contra as cepas Acinetobacter
baumannii ATCC 19606-143 e Staphylococcus aureus ATCC 80958 obteve-se a
concentracdo minima de 2,5 mg/mL. Para os alcaloides isolados, verificou-se que a

concentracdo minima foi de 0,6 mg/mL.
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Sao raros os relatos na literatura sobre testes bioldgicos envolvendo espécies da
familia Lauraceae, como por exemplo, testes antimicrobianos. Dos poucos estudos
encontrados, visando avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de espécies
pertencentes a essa familia, todos estdo relacionados com o género Ocotea. Assim sendo,
este é o primeiro estudo em que foi realizada uma varredura da atividade antimicrobiana em
extratos e fracBes alcaloidicas para espécies pertencentes aos géneros Aniba e Licaria (A.
panurensis, A. ferrea, A. parviflora, Licaria martiniana e Licaria canella angustata).

Souza et al., (2004) avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato metanélico de
varias espécies de plantas, inclusive de Ocotea odorifera (Lauraceae). Eles observaram que
na concentracdo de 50 mg/mL, o extrato em metanol de O. odorifera foi efetivo frente as
cepas de Bacillus subtilis, Micrococcus luteus e Saccharomyces cerevisiae, com halos que
variaram de 8 a 11 mm. Contra as cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Candida albicans, os extratos ndo apresentaram atividade.

Em contrapartida, ndo foi verificada atividade antimicrobiana para a espécie desse
mesmo género investigada no presente estudo (Ocotea leucoxylon). Por outro lado, frente
as cepas de duas bactérias (Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus), utilizadas no
trabalho supracitado de Souza et al. (2004), a espécie pertencente ao género Aniba (A.
panurensis), exibiu resultados mais eficientes (com halos medindo entre 14 a 17mm) em
uma concentracao inferior (6 mg/mL).

Antunes et al. (2006) testaram a atividade antimicrobiana do extrato de Ocotea
duckei na concentracdo de 0,2 mg/mL frente a cepas da bactéria gram-positiva
Staphylococcus aureus e cepas das bactérias gram-negativas Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. Eles verificaram que o extrato etanolico de O. duckei apresentou

atividade sobre 6 (50%) das cepas de S. aureus testadas (com halos de inibicdo que
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variaram de 7 a 10 mm de didmetro). Comparando esse resultado com os encontrados no
presente estudo, para cepas de Staphylococcus aureus, observou-se que a inibicdo causada
pelos extratos etandlicos de A. panurensis, foi mais relevante (com halos que variaram de
16 a 17 mm), porém em uma concentracdo mais elevada (5 mg/mL). Assim, como no
trabalno de Antunes et al. (2006), em nosso trabalho ndo foi observada atividade
antimicrobiana para cepas das bactérias gram-negativas Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa.

Os extratos etanolicos de Ocotea bracteosa (louro pinho) e Ocotea gardenri (louro
branco), foram investigadas por Silveira et al, (2011) quanto a atividade antibacteriana
frente as cepas de quatro tipos de bactérias, sendo que duas das espécies testadas foram
também utilizadas no presente trabalho: Staphylococcus aureus e Escherichia coli. O
resultado indicou que o extrato hidroalcoolico das cascas do caule de O. gardenri
apresentou potencial atividade antibacteriana sobre cepas de Staphylococcus (na
concentracdo de 5 mg/mL impregnados em disco de papel de 11 mm). Verificou-se que
para os extratos de A. panurensis, frente a essas duas bactérias, os halos foram de 17 e 16
mm para folhas e galhos, respectivamente, em uma concentracdo de 5 mg/mL. Néo foi
observada atividade para as cepas de Escherichi coli, concordando com o resultado de
Silveira et al, (2011).

Observando a tabela 24, é possivel notar que a fracdo alcaloidica oriunda dos
galhos de A. panurensis foi eficaz frente as cepas das bactérias Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus com halos medindo 14 e 10 mm, respectivamente. Como se trata de
uma fracdo rica em alcaloides é possivel que tal atividade seja causada por alcaloides
presentes em tal fracdo. Verificou-se também, que a substancia isolada, apresentou

excelente atividade frente as cepas de quatro bactérias: Bacillus subtilis, Staphylococcus
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resistente a meticilina, Staphylococcus sumulans, e Staphylococcus aureus, com halos que
variaram de 16 a 20 mm.

Na literatura foram encontrados estudos de atividade antimicrobiana relacionada
aos alcaloides. Lima (2006) comprovou a atividade antimicrobiana de O. odorifera em
cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Candida albicans,
Escherichia Coli, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus e Saccharomyces cerevisiae.

Omar et al., (2013) isolaram um alcaloide oxoaporfinico (lisicamina) e trés
proaporfinicos das folhas da espécie Phoebe grandis (Lauraceae). Eles verificaram que o
alcaloide lisicamina apresentou forte atividade antibacteriana em uma concentracdo de 1
mg/mL contra as cepas de trés bactérias, sendo que duas delas também foram avaliadas em
nosso trabalho: Bacillus subtilis (15,50 mm de halo) e Staphylococcus aureus (13,33 mm
de halo). Diante desse resultado, verificou-se que o alcaloide isolado dos galhos de A.
panurensis apresentou atividade mais eficaz, visto que os halos de inibi¢cdo foram de 16 a
20 mm para Bacillus subtiliz e Staphylococcus aureus, respectivamente, na mesma
concentracdo testada por Omar et al., (2013).

No estudo de Pabon & Cuca (2010), foram isolados quatro alcaloides aporfinicos
da espécie Ocotea macrophylla, sendo que um deles, 3-metoxi-nordomesticina, apresentou
atividade antimicrobiana para duas das quatro bactérias testadas: Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis, em uma concentracdo de 0,5 mg/mL, com halos de 3 mm frente a
bactéria Staphylococcus aureus. Contra essa mesma bactéria constatou-se um resultado
mais expressivo em nosso trabalho, visto que foi verificado um halo de 16 mm frente ao
alcaloide isolado de A. panurensis, mesmo em uma concentracdo duas vezes maior.

Klausmeyer et al., (2004) isolaram o alcaloide 6,8-dideca-(1Z)-enil-5,7-dimetil-

2,3-diidro-1H-indolizinium a partir da espécie Aniba panurensis, a mesma espécie
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investigada nesse estudo. Tal alcaloide foi testado frente as bactérias Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Enterococcus faecium e Staphylococcus aureus. No entanto, foi
observada uma inibicdo potente (CIMsg equivalente a 0,25 pg/mL) somente contra Candida
albicans. Frente a bactéria Staphylococcus aureus, a inibicdo ndo foi considerada eficaz, ao
contrério do presente trabalho em que o CIMs, (0,5 mg/mL) foi considerado um bom
resultado.

Mediante as comparagfes com outros estudos encontrados na literatura, este
ensaio sinaliza que nas condi¢fes adotadas, a espécie Aniba panurensis apresentou um
excelente potencial antimicrobiano. Esses achados preliminares, porém promissores nos
levam a intensificacdo de estudos complementares futuros que permitam investigacfes mais
minunciosas em busca de possiveis substancias eficazes no controle da resisténcia aos

antibidticos.

5.8.3 Avaliacdo do potencial citotdxico em células tumorais

As porcentagens de inibicdo causada pelos extratos e fracbes alcaloidicas das 7
espécies alvos desse estudo e também pelo acaloide de m/z 273 isolado de A. panurensis
frente as sete linhagens de células testadas, 6 linhagens de células neoplasicas (HT1080-
fibrosarcoma humano, HCT116- cdlon- humano, MCF-7- mama humano, ACPO02-
adenocarcinoma gastrico, SKIMEL3 e SKIMEL9- melanomas) e uma linhagem de célula
normal (MRC5- fibroblastos de pulmdo humano), estd apresentado na tabela 30. Os
resultados relacionados a linhagem SKAMEL3 ndo foram apresentados, uma vez que
houve proliferacdo das células neoplasicas. De forma geral, o percentual de inibicdo mais

elevado foi observado para o extrato dos galhos da espécie A. panurensis que matou 94,65
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% das células pertencentes a linhagem MRCS5 (fibroblasto de pulmé&o- linhagem de células
normais) e o resultado menos expressivo foi para a fragdo alcaloidica oriunda da espécie A.
ferrea frente @ mesma linhagem causando inibicao de apenas 0,07 % das células.

Nos extratos, a variacdo para a linhagem HT1080 foi de 12,42% (folhas de A.
guianensis) a 74,72% (galhos de A. panurensis). Na linhagem HCT116 a variagdo foi entre
16,88% (A. parviflora) a 89,98% (galhos de A. panurensis). Para a linhagem MCF7 foi
observada a variacdo entre 13,89% (folhas de A. guianensis) e 91,27% (galhos de A.
panurensis). Verificou-se uma variacdo de 10,36% (folhas de L. martiniana) a 94,65%
galhos de A. panurensis) para a linhagem MRC5 referente as células normais. Para a
linhagem ACPO02 a variacdo foi de 11,98% (folhas de L. canella angustata) a 86,61%
(galhos de A. panurensis). Para SKAMELDY, a variagdo foi entre 14,69% (folhas de L.

martiniana) a 57,32% (galhos de A. ferrea).
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HT1080 HeT116 | McF7 | MRCS 1 acpo2 | SKAMEL 9
(normal)
. . % morte | % morte | % morte | % morte % morte
Espécie Parte analisada % morte cellular
cellular cellular | cellular celular celular
Isolado 8,53 8,46 3,41 3,57 9,39 8,36
A. panurensis Extrato-Folhas 65,24 46,04 70,45 41,70 39,52 33,08
Extrato-Galhos 74,73 89,98 91,28 94,65 86,61 64,99
FA —Folhas 33,67 18,25 48,69 10,13 13,79 8,11
FA- Galhos 28,69 22,31 52,79 16,89 17,47 15,69
Extrato-Folhas 12,42 26,47 13,89 18,24 17,49 21,13
A. quianensis Extrato-Galhos 67,83 34,68 46,52 36,29 20,20 25,81
FA- Folhas 4,96 11,07 20,67 5,752 9,011 11,34
FA-Galhos 19,03 14,43 20,79 7,85 8,08 11,87
Extrato-Folhas 71,46 46,44 70,60 45,43 23,60 30,78
A ferrea Extrato-Galhos 72,30 85,07 88,79 84,12 50,05 57,32
FA-Folhas 11,09 11,99 14,57 7,18 6,88 10,55
FA-Galhos 17,59 8,71 27,51 0,08 2,28 2,87
Extrato-Folhas 43,01 16,88 50,36 14,41 13,53 23,92
A. parviflora Extrato-Galhos 73,54 78,38 84,94 76,61 45,31 53,61
FA- Galhos 28,00 15,53 25,71 10,18 10,01 13,68
Extrato-Folhas 36,75 17,79 39,37 10,36 13,35 14,69
L martiniana Extrato-Galhos 69,84 65,33 78,90 61,83 39,61 32,21
FA-Folhas 14,78 13,69 4,83 4,34 5,01 12,39
FA-Galhos 28,30 30,88 26,86 8,77 13,59 23,84
Extrato-Folhas 49,17 23,45 38,66 16,56 11,99 26,89
L. canella angustata Extrato-Galhos 37,84 32,09 42,36 16,77 17,45 20,39
FA- Folhas 22,08 41,97 52,38 24,15 15,76 19,15
FA-Galhos 28,19 20,84 36,61 10,98 11,48 13,67
Extrato-Folhas 22, 47 30,84 33,62 21,39 24,04 35,66
O.leucoxylon Exktrato-Galhos 25,37 27,49 37,81 20,34 21,01 28,76
FA-Folhas 18,16 21,12 23,52 18,11 19,75 27,71
FA-Galhos 21,61 23,09 33,71 19,99 24,51 27,76
Legenda: FA=frac&o alcaloidica 0%: sem atividade; 1 — 50%: pouca atividade; 51 — 75%: atividade moderada; 76 — 100%: atividade alta.

Tabela 30- Percentual de inibicdo para extratos etandlicos, fragdes alcaloidicas substancia isolada sete espécies de Lauraceae contra seis
linhagens de células tumorais: HT1080 (fibrosarcoma humano), HCT116 (c6lon - humano), MCF-7 (mama - humano), MRC5 (fibroblastos

de pulmao humanos), ACP02 (adenocarcinoma gastrico) e SKIMEL 9 (Melanomas).
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Nas fracdes alcaloidicas, observou-se uma variacdo de 4,96% (folhas de A.
guianensis) a 33,66% (folhas de A. panurensis) para a linhagem HT1080. Ja para a
linhagem HCT116 a variagdo observada foi entre 8,70% (galhos de A. ferrea) e 41,97%
(folhas de L. canella angustata). Verificou-se que para a linhagem MCF7 a variacdo
ocorreu de 4,83% (folhas de L. martiniana) a 52,79% (galhos de A. panurensis). Na
linhagem MRCS5, referente as células normais, a percentagem de inibicdo foi de 0,07%
(galhos de A. ferrea) a 24,15% (folhas de L. canella angustata). Foi observada que para a
linhagem ACPO02 a variacdo foi de 2,28% (galhos de A. ferrea) a 24,51% (galhos de O.
leucoxylon). Para a SKAMELDY, a variagédo ocorreu 2,86% (galhos de A. ferrea) a 27,76%
(galhos de O. leucoxylon).

No alcaloide isolado proveniente dos galhos da espécie A. panurensis, o percentual
de inibic&o foi de 8,53%, 8,46%, 3,40%, 3,57%, 9,38% e 8,35% para as linhagens HT1080,
HCT116, MCF7, MRC5, ACP02 e SKAMELD9 respectivamente.

Na espécie A. panurensis, foi observado que o extrato dos galhos foi mais ativo
que o extrato das folhas na inibicdo de todas as linhagens testadas, sendo que contra quatro
linhagens (HCT116, MCF7, MRC5 e ACPO02) a inibicdo causada pelo extrato dos galhos
foi acima de 85%. Destes, 0 mais elevado foi de 94,65% frente a linhagem MRC5, o que
indica que, na concentracdo testada, esse extrato € tdxico para a linhagem de células
normais.

Comparando extratos, fracGes alcaloidicas e alcaloide isolado da espécie A.
panurensis, notou-se que houve uma inibicdo mais expressiva dos extratos das folhas e dos
galhos em relacdo as fragGes alcaloidicas oriundas desses mesmos 6rgdos em todas as
linhagens testadas. O potencial de inibicdo do alcaloide isolado da espécie em discussdo

também foi bem inferior ao do extrato em todos os casos, com um percentual de inibicdo
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abaixo de 10% para todas as linhagens, o que é considerado um resultado baixo, como pode

ser observado na figura 76.
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Figura 76- Inibicdo dos extratos brutos e fragdes alcaloidicas de A. panurensis
frente a sete linhagens de células testadas.

Resultado semelhante foi verificado na espécie A. guianensis, onde houve maior
atividade citotoxica dos extratos das folhas e galhos em relacdo as fracOes alcaloidicas
correspondentes. Apenas em uma linhagem a destruicdo celular causada pela fragéo
alcaloidica foi maior que a do seu extrato de origem: na linhgem MCF7 (em que o extrato
das folhas inibiu 13,89%, enquanto a fragdo alcaloidica oriunda desse 6rgdo inibiu 20,66
%). Todos os extratos apresentaram baixa atividade, inferior a 50%, inclusive para a
linhagem de células normais MRC5 (18,24% e 36,29% para extrato de folhas e galhos
respectivamente), com excecdo da linhagem HT1080, visto que o extrato dos galhos exibiu
atividade moderada, com inibicdo de 67,83%. O extrato dos galhos foi mais ativo em todas
as linhagens testadas e as fracOes apresentaram baixa atividade com inibicéo celular abaixo

de 25 %. Esses resultados podem ser observados na figura 77.
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Fgura 77- Inibi¢do dos extratos brutos e fragdes alcaloidicas de A. guianensis frente a sete

linhagens de células testadas.

O extrato dos galhos da espécie Aniba ferrea também foi mais ativo do que o
extrato das folhas em todos os casos. Contra trés linhagens (HCT116, MCF7 e MRC5), a
destruicéo celular do extrato dos galhos foi elevada (85,07%, 88,79% e 84,12%) e para as
outras quatro linhagens a atividade foi moderada (72,30%, 50,05% e 57,32% para as
linhagens HT1080, ACP02 e SKAMELY9 respectivamente). Nas folhas a atividade para
duas linhagens foi moderada (71,45% e 70,60% para as linhagens HT1080 e MCF7
respectivamente).

Para as outras linhagens a atividade de inibicdo do extrato das folhas foi
considerada baixa (< que 50%). Em todas as linhagens, verificou-se que a atividade
citotoxica das fracdes alcaloidicas foram inferiores a seus extratos brutos de origem e em
todos os casos tais fracOes apresentaram inibi¢do abaixo de 30%, sendo o melhor resultado

para a fracdo dos galhos frente a linhagem MCF7 com 27,51% de inibicéo (figura 78).
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Figura 78- Inibigdo dos extratos brutos e frag@es alcaloidicas de A. ferrea frente a sete
linhagens de células testadas.

De forma similar as outras espécies discutidas anteriormente, o extrato etandlico
dos galhos da espécie A. parviflora apresentou um percentual de inibi¢cdo maior do que para
0 extrato das folhas. O melhor resultado do extrato dos galhos foi frente a linhagem MCF7
(84,93 % de inbicdo), sequido das linhagens HCT116, MRC5, HT1080, SKAMELS9 e
ACPO02 com inibicdo de 78,38%, 76,61%, 73,54%, 53,60 e 45,30%, respectivamente.

O extrato das folhas exibiu baixa atividade, com exce¢do de uma linhagem
(MCF7), cujo extrato inibiu 50,35% das células. A fracdo alcaloidica dos galhos apresentou
resultado inferior a de seu extrato precursor em todos 0s casos, sendo que o resultado mais

expressivo foi frente a linhagem de célula HT1080 com 28% de inibicédo (figura 79).
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Figura 79- Inibigdo dos extratos brutos e fracdes alcaloidicas de A. parviflora
frente as sete linhagens de células testadas.

Quanto a espécie L. martiniana, foi verificado que o extrato dos galhos exerceu
maior atividade que as folhas em todos os casos. Nas linhagens SKAMEL9 e ACP02, a
inibicdo foi baixa (32,21% e 39,61% respectivamente). Para quatro linhagens (HT1080,
HCT116 e MRCS5), a inibicdo foi considerada moderada (69,83%, 65,32% e 61,83%
respectivamente). Em uma linhagem (MCF7) a atividade foi alta, 78,90 % de destruicdo
celular. No extrato das folhas, observou-se que a atividade de inibi¢éo celular foi baixa em
todos 0s casos (< que 50%) com o resultado mais expressivo de 39,37% de inibicdo contra
a linhagem MCF7.

Com relacdo as fracdes alcaloidicas, percebeu-se que houve inibicdo mais efetiva
da fracéo originada dos galhos em todos os casos. No entanto, a atividade para os galhos foi
baixa, visto que o melhor resultado foi de 30,88% de inibicao frente a linhagem HCT116. O
melhor resultado da fracéo alcaloidica originada das folhas foi de 14,77% de inibicdo para a
linhagem HT1080. Na figura 80 é possivel observar o resultado de destruicdo celular
causada pelos extratos e fracdes alcaloidicas da espécie L. martiniana frente as linhagens de

células testadas.
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Figura 80- Inibigdo dos extratos brutos e fragdes alcaloidicas de

L. martiniana frente as sete linhagens de células testadas.

No perfil de inibicdo celular da espécie L. canella angustata (figura 65), foi
possivel observar que o extrato bruto dessa espécie causou menor percentual de morte
celular se comparado com as outras anteriores. Verificou-se que apesar da baixa inibigéo, o
extrato das folhas matou maior quantidade de células que os galhos contra as linhagens
HT1080 (49,17% - melhor resultado dos extratos) e SKAMEL9 (26,89%). Para o extrato
dos galhos o percentual mais elevado de inibicdo foi também frente a linhagem HT1080
(37,84% de morte).

As fracOes alcaloidicas das folhas apresentaram um perfil bem interessante em
comparacdao com as outras fracdes relacionadas as outras espécies, visto que houve
resultado mais pronunciado da fracdo alcaloidica das folhas em relacdo aos galhos contra
cinco linhagens de células: HCT116, MCF7, MRC5 e ACP02, com o0s percentuais de
inibicdo de 41,97%, 52,38%, 24,15%, e 15,76%, respectivamente. O resultado mais
expressivo para a fracdo alcaloidica oriunda dos galhos foi de 36,61% de inibicéo frente a
linhagem MCF7. Todos os outros resultados para a fragdo alcaloidica dos galhos foram

abaixo de 30% de morte celular, como pode ser visto na figura 81.
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Figura 81- Inibigdo dos extratos brutos e fragdes alcaloidicas de L. canella angustata
frente as sete linhagens de células testadas.

O resultado mais expressivo dos extratos de folhas e galhos da espécie O.
leucoxylon foi de 37,80% para o extrato dos galhos frente a linhagem MCF7. Assim como
na especie L. canella angustatar, o extrato das folhas foi mais efetivo em inibir quatro
linhagens de células: HCT116 (30,84% de inibicdo celular, em relagdo a 27,49% dos
galhos), MRC5 (21,39% de inibicdo celular em relacdo a 20,33% dos galhos), ACP02
(24,03 % de inibicdo celular em relacdo a 21,01% dos galhos) e SKAMEL?9 (35,66% de
inibicdo celular, em relagéo a 28,76% dos galhos).

Todas as fragBes alcaloidicas tiveram o potencial de inibicdo inferior a de seus
extratos de origem. O resultado mais expressivo foi 33,70% de inibicdo da fracdo dos
galhos sob a linhagem MCF7. Os maiores percentuais de inibicdo foram verificados para a
fracdo dos galhos da espécie em discussdo. O melhor percentual de inibi¢do observado para
a fracdo das folhas que inibiu 27,71% das células da linhagem SKAMELD9. O resultado da
inibicdo dos extratos das folhas e galhos, bem como das fracdes alcaloidicas

correspondentes esta apresentado na figura 82.
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Figura 82- Inibigdo dos extratos brutos e fragdes alcaloidicas de L. canella angustata

frente as sete linhagens de células testadas.

Ha relatos na literatura que comprovam que o potencial citotoxico de uma
determinada espécie de planta esta relacionado a presenca de alcaloides. Nesse sentido,
Levin (1976) enfatiza que os alcaloides sdo especialmente efetivos em seus efeitos
farmacoldgicos e se encontram amplamente distribuidos em diferentes espécies de plantas
tropicais. Um exemplo é a espécie Catharanthus roseus (L.) G. Don, fonte de pelo menos
60 alcal6ides, dos quais dois deles, a vincristina e a vimblastina, sdo efetivos no tratamento
de leucemia infantil (GUERRA; NODARI, 2003). Nos trabalhos de Pereira et al., (2008) e
Silva et al., (2007) foi verificada a capacidade de alguns extratos, que apresentaram teste
positivo para alcaloides, de inibirem linhagens de células tumorais.

Omar et al., (2013) isolaram os alcaloides lisicamina e litsericinona das folhas de
Phoebe grandis (Lauraceae) e ambas apresentaram atividade citotdxica significante contra
a linhagem de célula MCF7 com valores de Clsp 26 e 60 pg/mL para lisicamina e

litsericinona, respectivamente. Das folhas de Ocotea acutifolia (Lauraceae), Garcez, et al.,
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(2011) isolaram os alcaloides ocoteina, dicentrina, neolitsina e talicminina, que foram
ativos contra pelo menos uma das linhagens de células testadas.

No presente estudo, foi verificado que alguns extratos causaram inibicdo celular
com alguns resultados significativos como no caso dos extratos Aniba panurensis e Aniba
ferrea. Tal dado poderia ser relacionado a presenca dos alcaloides. No entanto, observou-se
que os extratos exibiram potencial de inibicdo maior que de suas fracdes alcaloidicas
correspondentes. Isto pode significar que a atividade citotoxica em ambos os extratos
(galhos e folhas) das espécies investigadas podem também estar associadas a outros
constituintes presentes na matriz vegetal.

Outro importante ponto observado foi que em alguns casos como nos galhos de A.
panurensis, a destruicdo celular foi bastante significante. No entanto, o0 maior percentual de
morte celular (94,65%) causado pelo extrato em questdo foi observado frente a linhagem
normal MRC5 (fibroblastos de pulméo humano). Isto significa que na concentragdo testada
0 extrato é téxico para células sadias. Em estudo mais aprofundado, em nivel de
doutoramento, pode ser realizado teste de seletividade com diferentes concentragdes,
utilizando esse e outros extratos e/ou fracGes que apresentaram resultado similar para

comprovar tal resultado.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia utilizada nesse estudo, que teve como ponto de partida uma

investigacdo prévia dos extratos em busca de espécies em potencial, foi eficiente para se

alcancar os objetivos propostos. Dessa forma obteve-se:

Das sete espécies selecionadas, 0s extratos dos galhos de A. ferrea, A. martiniana e
A. parviflora foram as que apresentaram resultados diferenciados na varredura
frente ao radical livre DPPHe (Clsp 12,18 pg/mL, 13,23 pg/mL e 14,09 pg/mL,
respectivamente) e os extratos dos galhos de L. martiniana, A. panurensis e A.
ferrea (Clsp 9,45 pg/mL, 11,05 ug/mL e 14,09 ug/mL) foram 0S que mais se
destacaram frente ao radical ABTS™.

O resultado pouco expressivo das fracGes alcaloidicas sinaliza que nao ha relacao
direta da atividade antioxidante com a presenca de alcaloides, 0 que pode sugerir
que a capacidade antioxidante desses extratos pode estar associada a outros
compostos presentes na matriz vegetal dessas espécies.

O extrato de folhas e galhos de A. panurensis apresentou expressiva atividade
contra as bactérias Bacillus subtilis, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus
resistente a meticilina, Staphylococcus sumulans, Staphylococcus e Acinetobacter
baumannii com halos medindo de 15 a 20 mm.

A fracdo alcaloidica oriunda dos galhos de A. panurensis foi eficaz frente as cepas
das bactérias Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus com halos medindo 10 e 14
mm, respectivamente. Como se trata de uma fracdo rica em alcaloides é possivel

que tal atividade seja causada por alcaloides presentes em tal fragéo.



151

No teste de citotoxidade, o melhor resultado também foi observado para 0s extratos
dos galhos da espécie A. panurensis, com percentuais de inibicdo acima de 85%
frente a quatro linhagens de células (HCT116, MCF7, MRC5 e ACP02). Verificou-
se que o percentual mais elevado foi de 94,65% frente a linhagem MRC5, o que
indica que, na concentracao testada, esse extrato é tdxico para a linhagem de celulas
normais. Em estudo mais aprofundado pode ser realizado teste de seletividade com
diferentes concentragdes, utilizando esse e outros extratos e/ou fragdes que
apresentaram resultado similar para comprovar tal resultado.

Foram isolados cinco alcaloides: dois de esqueletos aporfinicos de m/z 328 e 356
(isolados de A. ferrea e O. leucoxylon, respectivamente), um de esqueleto
benziltetraidroisoquinolinico (m/z 330, de A. ferrea) e dois indolicos de m/z 273 e
289 (isolados de A. panurensis).

O alcaloide indolico de m/z 273 apresentou destacada atividade frente as bactérias
Bacillus subtilis, Staphylococcus resistente a meticilina, Staphylococcus sumulans e
Staphylococcus aureus (CIM 0,6 mg/mL) confirmando a atividade observada para a
fracdo alcaloidica dessa espécie.

Os resultados obtidos sinalizam a importancia da metodologia adotada neste
trabalho como forma de orientacdo de pesquisas mais aprofundadas para as espécies
que obtiveram resultados expressivos, visto que resultados positivos em extratos,
com acao semelhante ao padrdo, mostram-se promissores quanto a presenca de

substancias que podem ser muito mais ativas, quando isoladas.
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