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RESUMO

Este trabalho apresenta a aplicacdo da metodologia de andlise in silico em
fracbes da particao liquido-liquido obtidas a partir do extrato hidroalcodlico das folhas
de Ocotea paranapiacabensis e Aniba firmula (Lauraceae). A abordagem utilizou os
dados obtidos a partir da técnica hifenada CLAE-DAD-IES-EM, sendo esses dados
analisados e contrastados com a base de dados do Dictionary of Natural Products
(DNP), a fim de se detectar metabodlitos secundarios previamente isolados nos
géneros Ocotea e Aniba. A partir da obtencédo desses dados, foi possivel direcionar o
estudo das fragcbes analisadas para a identificacdo de novas substancias nos
géneros estudados. Utilizando a metodologia, foram detectadas, estruturas
isoméricas de alcaléides aporfindides e dois flavondides monoglicosilados nas folhas
de O. paranapiacabensis. Nao ha relatos desses flavondides em espécies do género
Ocotea, o que levou ao planejamento de uma estratégia para o isolamento desses
constituintes, que tiveram sua estrutura elucidada através da analise de RMN 'H e
3C. A abordagem utilizada no estudo da fracdo acetato de etila das folhas de A.
firmula possibilitou a deteccédo de quatro substancias da classe das estirilpironas (1-
4), esses dados foram importantes para a obtencdo de uma regido especifica do
perfil cromatografico CLAE-DAD onde n&o foram detectados substancias
previamente isoladas através da analise in silico. A fragdo AFFAc foi entédo
submetida a CLAE-UV com a finalidade de identificar novos constituintes quimicos
(estirilpironas). A fragdo obtida foi analisada e purificada, resultando no isolamento
de dimeros de estirilpironas inéditos na literatura, 4-metoxi-8-(11,12'-
metilenodioxifenil)-7-[6-(4-metoxi-2-pironil)]-6"-estiril-oxabiciclo[4,2,0]-ocat-4 -em-2-
ona (5) 8-(11, 12 'metilenodioxifenil)-8-fenil-7,7" di [6-(4,4 -dimetoxi-piran-2-ona)
ciclobutano (6), o que confirma a importancia da aplicacdo da analise in silico como
ferramenta para a identificagdo de constituintes quimicos ja descritos nas espécies
estudadas.



ABSTRACT

This work presents the application of the methodology in silico in partition
liquid-liquid fractions obtained from the hydroalcoholic extract of leaves of Ocotea
paranapiacabensis and Aniba firmula (Lauraceae). The approach used the data
obtained from the hyphenated technique HPLC-DAD-ESI-MS, these data are
analyzed and contrasted with the database of the Dictionary of Natural Products
(DNP) in order to detect secondary metabolites previously isolated in the genus
Ocotea and Aniba. Upon obtaining these data, it was possible to direct the study of
fractions analyzed to the identification of new substances in the genera studied.
Using the methodology, were detected, isomeric structures of aporphinic alkaloids
and two flavonoids in leaves of O. paranapiacabensis. There are no reports of these
flavonoids in species of the genus Ocotea, which led to planning a strategy for the
isolation of these constituents, which had its structure elucidated by analysis of 1H
and 13C NMR. The approach used in the study of the ethyl acetate fraction of leaves
of A. firmula enabled the detection of four substances of styrilpyrones class (1-4),
these data were important for determination a specific region of the HPLC-DAD
chromatographic profile which were not detected substances previously isolated by in
silico analysis. The fraction AFFAc was then subjected to HPLC-UV with the aim of
identifying new chemical constituents (styrilpyrones). The fraction obtained was
analyzed and purified, resulting in the isolation of dimers of estirilpironas
unprecedented in the literature, 4-methoxy-8 - (117, 12 "-metilenodioxiphenyl) -7 - [6 -
(4-methoxy-2-pironil) ] -6 "-styryl-oxabicyclo [4,2,0]-ocat-4 -at- 2-one (5) 8 - (11 , 12
metilenodioxiphenyl)-8-phenyl-7, 7 - di [6 - (4,4 "-dimethoxy-pyran-2-one) ciclobutane
(6), confirming the importance of application of in silico analysis as a tool for the
identification of chemical constituents in the already described species.
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1. INTRODUGAO



Os produtos naturais extraidos de plantas exerceram um papel de destaque
no processo de descoberta de farmacos, seja como modelos para a sintese de
moléculas novas, seja por suas propriedades farmacolégicas. Essa dualidade
sempre fascinou a espécie humana que, desde os primérdios da civilizacao, vem
utilizando-os racionalmente, tanto para profilaxia quanto para cura e até mesmo para

alimentacao.

Fazendo uma revisdo histérica do desenvolvimento de farmacos, a
importancia dos produtos naturais € inquestionavel. J&4 no século XIX muitas plantas
tiveram seus primeiros estudos com base cientifica, o que resultou na descoberta da
morfina, glicosideos cardiotdnicos, quinina, entre outras substancias, isoladas de
plantas medicinais e, utilizadas até hoje como medicamentos. No século passado, o
dominio da quimica de produtos naturais no desenvolvimento de medicamentos teve
um declinio significativo, especialmente apoés a Il Grande Guerra, devido, em parte,
ao fantastico desenvolvimento da sintese organica. Utilizando-se da sintese, a
industria farmacoquimica produziu uma quantidade expressiva de substancias que
foram testadas aleatoriamente, ficando os produtos naturais relegados a um

segundo plano, por quase meio século (McCHESNEY et al, 2007).

Com a descoberta dos antibioticos e anticolesterolémicos a partir de
microrganismos, dos beneficios divulgados pela Organizacdo Mundial de Saude na
década de 70 sobre a eficAcia da medicina chinesa e da descoberta de
quimioterapicos eficazes como vinblastina, vincristina, podofilotoxina, teniposideo e
taxol (Figura 1). A procura pelos produtos naturais voltou a ter seu destaque,
especialmente pela industria farmacéutica, através de grandes investimentos em
cultivos, processos de extracdo e ampliagdo das pesquisas de produtos naturais
para outras fontes pertencentes a outros organismos da biodiversidade até entao
inexplorados (HARVEY, 2008)

As duvidas ou questionamentos sobre a exploracdo de farmacos de origem
natural estao relacionados ao alto risco de investimento envolvendo a descoberta de
produtos novos, considerando que uma fracdo muito pequena do total dos muitos
produtos (extratos, fragdes e constituintes) testados, in vitro e in vivo alcancam as
fases de testes envolvendo ensaios clinicos de avaliacao de eficacia terapéutica e,
pouquissimos desses produtos sao patenteados ou registrados nos 06rgao

regulatérios internacionais, para oficializar ou regularizar a sua comercializacao.



PODOFILOTOXINA

VINCRISTINA

Figura 1- Estrutura molecular de farmacos extraidos a partir de fontes naturais com

estruturas diversificadas: vinblastina, vincristina, podofilotoxina, teniposideo e taxol

Nestes ultimos 10 anos, mudancas importantes estdo sendo aplicadas no
direcionamento das pesquisas, desenvolvimentos e inovagdes por novos farmacos.
Essas novas rotas devem-se aos avancos da biologia molecular, mapeamento
genético, bioensaios automatizados, desenvolvimento de novas metodologias de
bioprospecc¢ao e da quimiogenémica. Esses novos programas tém levado a industria

farmacéutica a repensar sua forma de investimento na busca por farmacos de



origem natural, considerando que estes novos ou atualizados segmentos abriram
também novas perspectivas para as parcerias e colaboragdes entre Industria,
Universidades e Institutos de Pesquisas. Nesta nova fase é possivel desenvolver
pesquisa desde a bioprospeccao (selecao de substancias bioativas de fonte natural)
até fases mais refinadas como a quimica medicinal, cujo objetivo continua sendo a
descoberta, isolamento, identificacdo e sintese de substancias naturais (bioativos),
com estruturas novas com propriedades farmacologicas Unicas.

Com relacao ao Brasil, 0 panorama da importancia dos produtos naturais para
industria farmacéutica brasileira é ainda muito timido quando avaliado nossa
biodiversidade e o numero de produtos comercializados desenvolvidos com
tecnologia genuinamente brasileira. Apenas seis fitoterapicos sao produzidos a partir
de plantas nativas brasileiras levando a conclusdo de que os fitomedicamentos
produzdidos no pais derivados de metabdlitos secundarios € praticamente
inexistente (ANVISA Brasil 2008). Esses dados ressaltam a importancia da pesquisa
e desenvolvimento (P&D) de novos farmacos e fitoterapicos para o preenchimento
desta lacuna na industria farmacéutica nacional. Diante desses dados, um pais
como o Brasil que detém grande parte da biodiversidade mundial, podera beneficiar-
se desse patriménio se programas de uso racional da nossa flora, forem dirigidos
para a pesquisa multidisciplinar colaborativa objetivando a descoberta de farmacos
potenciais extraidos da nossa biodiversidade. Neste sentido, o desenvolvimento de
metodologias analiticas que acelerem o processo de isolamento e identificacdo de
substancias biologicamente ativas em uma matriz natural complexa, € de
fundamental importancia para sua rapida caracterizacao, seja na industria ou pelo
isolamento das substancias bioativas com estrutura inédita, de interesse para a
pesquisa em produtos naturais e descoberta de protétipos de farmacos ou

fitoterapicos.



1.1 APLICACAO DE TECNICAS HIFENADAS NA ABORDAGEM DE MATRIZES
NATURAIS COMPLEXAS.

A quimiotaxonomia associada aos processos cromatograficos (CCD, CLAE,
CG) e as técnicas espectroscopicas (UV, IV, EM, RMN 'H e C) estdo sendo
aplicadas sistematicamente na pesquisa de isolamento e identificacdo de produtos
naturais. Essas associag¢des resultaram no isolamento e identificacdo de milhares de
substancias de plantas, fungos, algas marinhas entre outras fontes naturais.
Atualmente, devido ao grande numero de substancias conhecidas e extraidas destas
fontes, tornou-se importante, também, pesquisar a possibilidade de novas
ferramentas de prospeccéo para isolamento e identificacdo de novas substancias ou
de produtos bioativos (LANG, et al. 2008)

O uso do termo técnicas hifenadas tornou-se popular na quimica analitica
durante os anos 80, quando os instrumentos desenvolvidos para separagdao de
componentes de uma mistura, foram acoplados com aqueles usados na elucidagao
estrutural de compostos organicos. Esse termo tem sido mais freqlientemente
aplicado ao acoplamento da espectrometria de massas (EM) a cromatografia gasosa
(CG), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar (EC), e a
combinacao da cromatografia liquida com a ressonancia magneética nuclear, CLAE-
RMN (KITE et al., 2003). A figura 2 ilustra os procedimentos mais usuais de uso dos

sistemas hifenados.

O impacto destas técnicas na evolugdo da quimica analitica tem sido
consideravel e bastante u(til, permitindo ao analista obter informagdes estruturais
precisas de substancias presentes em misturas complexas. Em muitos casos essas
informacdes podem ser suficientes para a identificagdo de novas substancias ou,
como no caso do CLAE-RMN, toda a elucidacao estrutural de uma substancia

desconhecida, torna-se potencialmente possivel. (STOBIECKI, 2001).



Dados espectroscépicos

léssi
Dados espectroscépicos em Sintese ?S\SISICOS
linha | EM
-CLAE/UV _RMN
-CALAE/EM Elucidagao v
-CALE/RMN estrutural i

Extragdo Separagdo | /
Plantas Extratos Fracdes Substancia(s) pura(s)
Testes bio]égicos Testes biOlégiCOS

Figura 2- Procedimento para obtengéo dos principios ativos de plantas auxiliado por
técnicas hifenadas

Um extrato vegetal bruto, seja obtido por percolacédo ou por decocgao, usando
solventes inorganicos (agua) ou organicos (polares ou apolares), em geral sao
matrizes complexas contendo muitos metabdlitos secundarios. Por isso, uma
eficiente separacao, deteccdo e rapida caracterizacao, tém papel fundamental na
pesquisa de produtos biologicamente ativos, nesse sentido, uma eficiente triagem
dos extratos € alcangada através do monitoramento biolégico e quimico das

matrizes analisadas auxiliado por técnicas hifenadas.

Assim, a utilizacdo de técnicas hifenadas, é uma ferramenta Util, pois pode
fornecer numerosas informacdes estruturais sobre os metabdlitos, antes mesmo do
seu isolamento. A técnica de separacdo acoplada a um detector espectrométrico,
como por exemplo, CLAE-EM, constitui uma das principais ferramentas utilizadas no
estudo de plantas medicinais, onde a cromatografia gasosa e a cromatografia liquida
estdo entre esses métodos de separacdo acoplados ao detector espectrométrico.
(ESPADA et. al, 2008).

O emprego das primeiras técnicas acopladas a cromatografia liquida de alta
eficiéncia abriu a possibilidade do uso de outros sistemas de deteccao, como

ultravioleta, eletroquimico e de fluorescéncia entre outras técnicas. Nenhum desses



sistemas pode ser considerado universal, mas, possibilitam a realizacao de analise

de matrizes nao volateis simples e de alto peso molecular.

Em todas as técnicas de separacao existem limitacdes para a sua aplicagao,
na cromatografia liquida de alta eficiéncia que opera com detector UV/VIS, a
limitacdo da detecgcdo de algumas substancias pode ser atribuida a presenca de
cromoforos, (comumente encontrados em produtos naturais) na faixa de aplicacéao
selecionada para esse detector. Essa limitacao foi facilitada pelo desenvolvimento
do detector de arranjo de diodo (DAD) realizando uma varredura que se estende de
200-800 nm. O baixo preco deste equipamento em relagdo a outras técnicas foi a
principal alavanca para seu sucesso, contudo, a necessidade de maiores
informagdes sobre as estruturas moleculares de cada componente das matrizes
analisadas levou ao desenvolvimento de técnicas hifenadas mais modernas, como o
acoplamento da CLAE com o espectrometro de massas e com a ressonancia
magnética nuclear (PINTO et al, 2002).

Para a analise de produtos naturais, as interfaces mais utilizadas em
CLAE/EM séo: a ionizagao quimica a pressao atmosférica (IQPA), electrospray (IES)
e termospray (TSP). No Brasil, a maioria dos instrumentos de cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada ao espectrometro de massa (CLAE-EM) possui interface
electrospray como fonte geradora de ions (Figura 3). Por se tratar de ionizagéo
branda, nos espectros de massas utilizando esta interface, sdo observados os ions
precursores. Esse fato € extremamente importante para a determinacdo da massa
molecular de um analito (ESPADA, et al. 2008; RODY, et al. 2007).

A Figura 3 abaixo ilustra uma representacao esquematica de uma fonte de
electrospray acoplado ao espectrémetro de massa.



Figura 3- Representacdo esquematica da interface electrospray.
a) capilar, b) contra-eletrodo, ¢) cone de amostragem, d) skimmer
e, e) lentes do skimmer.

Nas analises de compostos polares, presentes em extratos vegetais, as
hifenacées envolvendo cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrdmetria de
massa sao as mais utilizadas, principalmente configurada para experimentos
tandem, CLAE-EM/EM.

As metodologias hifenadas baseadas no uso das técnicas de CLAE-EM e
CLAE-EM/EM séo sensiveis e fornecem informagdes substanciais, as quais, quando
contrastadas com os principais bancos de dados de substancias organicas como
AntiBase, Dictionary of Natural Products e MarinLit, tornam-se uma ferramenta de
grande valia, tanto no processo de identificacdo de novas substancias como no
mapeamento metabolémico de determinadas espécies (BUGNI et al. 2008).

Por outro lado, a geracédo de dados oriundos dessas técnicas pode conduzir a
incerteza nas analises espectrométricas de identificacdo de compostos. Isto pode
ocorrer devido a incerteza quanto aos ions precursores registrados nos espectros de
massas, facilmente atribuido a determinados adutos ([M+H]*, [M+Na]*, [M+K]",
[M+CH4CN]*), ou ainda, devido a presenga de ions minoritarios interferentes
gerados a partir de componentes menores que ionizam-se mais facilmente do que o
componente de interesse, levando a uma identificacdo incorreta dos constituintes
presentes na matriz analisada (NIELSEN e SMEDSGAARD, 2003).



Desta forma o emprego da CLAE-EM-EM n&o somente permite o registro de
formacao de fragmentos de estrutura especifica, mas também reduz a interferéncia
da coeluicdo de compostos. A tendéncia futura é de que novas técnicas hifenadas
deverdo surgir devido as necessidades de agilizagdo em andlises de material
bioldgico como também devido aos avangos tecnoldgicos, permitindo acoplamentos
de técnicas mais sofisticadas, através de interfaces modernas e otimizadas, aliando
métodos de separagdo altamente eficientes e de amplo dominio, como a
cromatografia, com um ou mais detectores espectroscopicos e/ou espectrométricos.

Avancos nesse sentido vém sendo observados desde 2003, onde a
combinacao de todas essas técnicas numa unica etapa € possivel e, a criacao de
um “equipamento de analise unica” foi demonstrada no caso de andlises on-line
utiizando CLAE-DAD-IV-RMN-EM. O acoplamento de todas essas técnicas,
entretanto, ndo é facil de ser aplicado devido a diversidade das condicbes de
operacdo de cada técnica isoladamente e, devido aos custos operacionais
dispendiosos dos equipamentos e dos solventes utilizados nas técnicas de CLAE e
principalmente de RMN. (WOLFENDER et. al., 2003).



1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1. Lauraceae

A familia Lauraceae é constituida de aproximadamente 2.500 espécies
vegetais divididas em cerca de 50 géneros, distribuidas através das regides tropicais
e subtropicais do planeta, conforme Figura-4 apresentada abaixo (JUDD et al.,
1999). No Brasil, ocorrem 22 géneros, frequentemente encontrados em florestas
pluviais, restingas e areas de cerrado (BARROSO, 2002).

Figura 4- Distribuicdo geografica mundial das espécies vegetais pertencentes a familia

Lauraceae. (Fonte: http://www.arbolesornamentales.com/familias.htm)

Economicamente, a familia Lauraceae é considerada uma das mais
importantes dentre as espécies encontrada nas florestas equatoriais e tropicais, em
virtude da boa qualidade da madeira utilizada na fabricacdo de papel (celulose),
marcenaria (méveis), construcao civil (pranchas de madeiras / escoras); do alto valor
comercial dos seus Oleos essenciais, usados nas industrias farmacéuticas, de
cosmético, de perfumarias e também na culinaria como condimentos e odoriferos.
Muitas espécies também fornecem resinas e 6leos essenciais, Uteis na medicina
popular (MARQUES, 2001; QUINET et al, 2002).



1.2.2. Ocotea

O género Ocotea pertencente a familia Lauraceae, possui 350 espécies, a
maioria difundida na América tropical e subtropical. Estima-se que o Brasil abriga
cerca de 120 a 160 espécies vegetais deste género, contudo, muitas destas
espécies estdo ameacadas de extingao, pois, além do desmatamento, as espécies
deste género ndo possuem constancia na frutificacdo, fato que dificulta sua
propagacdao (MORAES, 2005). A figura 5 ilustra o registro fotografico de quatro
espécies pertencentes a esse género.

O género Ocotea também desperta interesse cientifico e tecnoldgico devido
as inumeras atividades farmacoldgicas atribuidas as lignanas e alcaldides
acumulados em espécies desse género, distribuidas no territério nacional. Dentre as
atividades farmacoldgicas ja encontradas em algumas espécies do género Ocotea,
destacam-se, antibacteriana, antifungica (SOUZA et al., 2004), antiinflamatéria
(ZSCHOCKE, et al., 2000), antialérgica (SERRA et al., 1997) entre outras.

A espécie O. paranapiacabensis € uma arvore de aproximadamente 17
metros nativa da Mata Atlantica e cerrado, conhecida popularmente como “canela-

gosmenta”. Nao ha relatos bibliograficos sobre o estudo fitoquimico desta espécie.
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O. bullata O.lancifolia

O. catharinensis O. odorifera

Figura 5- Registro fotografico de quatro espécies do género Ocotea
pertencentes a familia Lauraceae (Fonte: LORENZI, 1992)

Quimicamente este género caracteriza-se por apresentar, em sua
composigcao, metabdlitos secundarios, como alcaldides isoquinolinicos, indolicos e
aporfinicos; lignanas, neolignanas, arilpropanoides além de uma grande variedade
de sesquiterpenos, componentes principais de éleos essenciais muito caracteristicos
desse género (BUDEL et al., 2004; DIAS, 2003; BARBOSA et al., 1999; GARCEZ et
al., 2004). Varios alcalbides aporfindides (Figura 6) comumente encontrados neste
género apresentam propriedades farmacolégicas, como a nantenina (bloqueador de
contragdo muscular) (RIBEIRO et a., 2003), derivados da nantenina (antagonista a1-
adrenoreceptor) (INDRA et al., 2002), coclaurina (anti-HIV) (KASHIWADA et al.,
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2005), glaucina (citotéxica) (HOET et al., 2004), derivados halogenados da
predicentrina (aumento da afinidade aos receptores dopaminérgicos D1) (ASENCIO
et al., 2005), dicentrina (inibicdo da topoisomerase 1112, atividade antineoplasica)
(HUANG et al., 1998), dicentrinona (inibicdo da topoisomerase I) (ZHOU et al.,
2000). Varios alcaldides pertencentes a classe dos aporfindides, tem sido alvo de
patentes, o que tem acarretado um grande interesse na identificacdo e
caracterizacao de novas substancias pertencentes a essa classe de metabdlitos
(ZANIN E LORDELLO, 2007)

R1
N
~N
Rs Me
H
RS
R4
Rs
R, R, R; R, Rs
ALCALOIDES
1 OH OCH;, H H H
2 OCH;, OH H H H
3 OCH; OCH, OH OCH;, H
4 OH OCH; H OCH; H
5 OCH,O H OCH;, OCH;

Figura 6- Alcalbides aporfindides isolados de espécies vegetais do
género Ocotea da familia Lauraceae.
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1.2.3. Aniba

O género Aniba também pertencente a familia Lauraceae, é constituido por
41 espécies neotropicais, das quais 27 estdo difundidas em territério brasileiro
(MABBERLEY, 1990). Umas das espécies mais conhecidas deste género € Aniba
rosaeodora ou pau-rosa, como € conhecida popularmente, (Figura 7). Desta espécie
é extraido o linalol, substancia usada como fixador de perfumes, o que levou a
espécie A. roseadora, a quase total extincdo. Nos dias atuais, essa espécie é

cultivada em vérios locais ao redor do pais.

Figura 7- Registro fotografico da espécie Aniba rosaeodora (pau-rosa)
(Fonte: http://www.feminamedicus.com/images/rosewood.jpg)

Existem relatos na literatura que o 6leo essencial das espécies deste género
apresenta atividade antifungica, antibacteriana, antimicrobiana e relaxante muscular
(CASTELO BRANCO et., 1991; MORAES, 2005) Dentre as substancias descritas
neste género pode-se citar alcalbides, neolignanas, flavonéides e especialmente
pironas (KLAUSMEYER et al., 2004). Alguns desses constituintes isolados em
espécies do género Aniba, estao ilustrados na figura 8.

A espécie A. firmula, nome popular louro-rosa (importancia econémica da
familia Lauraceae), possui relatos bibliograficos datados da década de 60, onde foi
estudada pelos pesquisadores O. Gottlieb e W. Mors, sobre o ponto de vista da
constituicdo dos componentes quimicos dos seus 6leos essenciais e o estudo do

isolamento de algumas estirilpironas.
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Figura 8- Constituintes quimicos isolados a partir de espécies do género
Aniba (familia Lauraceae)
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2. OBJETIVOS
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1. - Aplicacao de técnicas cromatograficas para a identificacdo, selecédo e isolamento

de metabdlitos secundarios de fontes naturais;

2. - Obtencéao dos perfis metabdlicos de O. paranapiacabensis e A. firmula por uma
abordagem racional a partir do planejamento experimental, selecdo, purificacao e
elucidacéao estrutural de micromoléculas com potencial atividade antioxidante.

3. - Fortalecimento da base de dados quimicas e de espécies do grupo de pesquisa,
NuBBE.
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3. EXPERIMENTAL
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3.1 INSTRUMENTOS

As analises cromatograficas realizadas através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia foram realizadas em um cromatografo da marca Shimadzu

Prominence, compostos pelos seguintes médulos
a) degaseificador DGU-20As (Prominence);
b) duas bombas LC — 6AD;
c) controlador CBM — 20A (Prominence);
d) auto-injetor SIL-10AF;

e) detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A (Prominence).

As andlises com a técnica cromatografica hifenada CLAE-DAD-IES-EM, foram
realizadas em um sistema de CLAE modelo LC-20AD (Prominence) acoplado a um
detector de arranjo de diodo (DAD). Os experimentos e medidas de espectrometria
de massa de alta resolugdo foram feitos em um instrumento equipado com uma
interface eletrospary (IES) como fonte de ions e analisador quadrupolo-time of flight
(UltrOTOF-Q, Bruker Daltonics, Billerica, MA). Os parametros foram otimizados para

a maxima transmissao de ions.

O Espectrofotdmetro equipado com leitor de placas Synergy-HTS (Bio-Tek
Instruments, INC. EUA), foi utilizado no ensaio de atividade antioxidante, DPPH.

Os experimentos de RMN foram realizados no Laborat6rio Multiusuario sob a
coordenacdo do Dr. Nivaldo Borali. Os espectros foram registrados em
espectrébmetro Varian Inova 500 MHz, onde foram utilizados solventes deuterados
das marcas MERCK e ALDRICH. Foram obtidos espectros unidimensionais ('H e
'3C) e bidimensionais (gHMQC; gHMBC e gCOSY)
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3.2 MATERIAIS

3.2.1 Solventes

Os solventes utilizados para os processos de analise e fracionamento de
extratos vegetais foram: etanol, metanol, acetonitrila, n-henano, cloférmio, acetato
de etila e n-butanol; todos da marca Merck (p.a) e/ou da Mallinckrodt. (p.a. e grau
HPLC).

Durante as andlises com CLAE, foi utilizada como fase moével uma mistura de
solventes: Bomba A agua ultra pura com 0,1% de acido féormico; Bomba B: metanol
grau HPLC, distribuida de forma a se obter um gradiente exploratério para cada
fracdo analisada, garantido a eluicdo de todos os constituintes presentes nas fracdes
analisadas.

3.2.2 Suporte Cromatografico

Durante as andlises com cromatografia liquida a pressao reduzida
(CLPR) foi utilizada silica-gel 60H (230-400u), (Merck), como fase estacionaria. Nas
analises por cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (analitico) e CLAE-DAD-IES-
MS, foram empregadas colunas cromatograficas monoliticas Phenomenex Onyx
monolitica, ODS, 100 x 4,60 mm. Durante a anélise preparativa foi utilizada coluna

Sinergi 4u Hydro-RP 80A, com dimensdes 250 x 21.20 mm 4 micron.

3.2.3 Amostras dos vegetais

A amostra de Ocotea paranapiacabensis foi coletada na reserva biol6gica do
alto da Serra de Paranapiacaba, Santo André - SP, em 20 de Margco de 2007. A
identificagédo foi realizada pela botéanica Inés Cordeiro do Instituto de Botanica de
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Sao Paulo, Sao Paulo - SP. O material testemunha, coletor R. A. Matos 33, esta
depositado na cole¢do do Herbario Maria Eneida P. K. Fidalgo (SP).

A mostra de Aniba firmula foi Coletada na Reserva Florestal Fazenda Séo
Sebastido do Ribeirdo Grande, Municipio de Pindamonhangaba - SP, em 14 de
Agosto de 2007. A identificacdo foi realizada pela botanica Suely A. Nicolau do
Centro de Monitoramento Ambiental da Serra do Itapety (CEMASI),
Pindamonhangaba, SP. O material testemunha, coletor A. L. Nascimento 65, esta
depositado na colegao do Herbario Maria Eneida P. K. Fidalgo (SP).

3.2.4 Reagentes utilizados para avaliacao da atividade antioxidante

- DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazina): 4,00 mg de DPPH (Sigma-Aldrich, Alemanha)
foram dissolvidos em MeOH (grau HPLC) utilizando um baldo de 25 mL. A solugao

foi guardada em um lugar ao abrigo da luz.

- 1,0 mg de rutina (Sigma-Aldrich, Alemanha), foi dissolvida em 1,0 mL de MeOH em

um recipiente Ependdorff™.
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3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Preparacao dos extratos de Ocotea paranapiacabensis

As folhas e galhos (separadamente) de O. paranapiacabensis (Lauraceae)
secas em estufas com temperatura controlada (50 °C), foram trituradas em
liquidificador com etanol 90%, em seguida submetidas a extragéo ultrassénica por 1
hora na temperatura ambiente (32 ° C). Apds este processo de extragédo, o extrato
resultante foi filtrado utilizando papel de filtro, e este filtrado foi concentrado em
evaporador rotatério sob pressao reduzida na temperatura de 40 °C.

3.3.2 Preparacao dos extratos de Aniba firmula

As folhas e galhos de A. firmula (Lauraceae) secas em estufas com
temperatura controlada (50 ° C) e trituradas em liquidificador com etanol 90% foi, em
seguida submetidas a extracao ultrassénica por 1 hora na temperatura ambiente (32
° C). Em sequida, o extrato foi filtrado a vacuo em funil de Biichner e o filtrado foi
concentrado em evaporador rotatorio sob pressédo reduzida, na temperatura de 40
°C.

3.3.3 Extracao liquido-liquido

A extracao liquido-liquido aplicada aos 6rgaos estudados de A. firmula e O.

paranapiacabensis, separadamente esta descrita na Figura 9.

A massa de 20,0 g do extrato hidroalcodlico foi suspensa em uma solucao de
MeOH:H,O (8:2) e em seguida transferida para um funil de separacéo. Esta solugédo
foi extraida trés vezes com hexano. A fase hidroalcodlica resultante, foi adicionada
agua suficiente para tornar a solugao 40% de MeOH. Esta nova fase foi submetida a
extracao trés vezes com acetato de etila. A fase hidroalcodlica foi concentrada em
evaporador rotatorio, para a eliminacdo do metanol e em seguida submetida a
extracdo com n-butanol por trés vezes. ApOGs separacdo e coleta das fases
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organicas, estas foram concentradas a pressao reduzida. As fracbes de particao
liquido-liquido foram designadas conforme as tabelas abaixo:

Tabela 1- Relagao das fragdes de particao liquido-liquido, obtidas a partir

de folhas e galhos de O. paranapiacabensis (Lauraceae)

Designacao das fracdes de particao liquido-liquido

Orgao hexanica AcOEt n-BuOH aquosa
Folhas OPFHEx OPFAc OPFBu OPFaq
Galhos OPGHex OPGAc OPGBu OPGaq

Tabela 2- Relacao das fragbes de particao liquido-liquido, obtidas a partir
de folhas A. firmula (Lauraceae)

Designacéao das fracdes de particao liquido-liquido

Orgéo hexanica AcOEt n-BuOH aquosa

Folhas AFFHEX AFFAc AFFBu AFFaQ
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Folhas e galhos
secos e moidos

1- Maceragdo com EtOH:H,O (9:1)
2- Filtragem

Residuo Extrato hidroalcodlico
Concentracao
Extrato bruto
v Solubilizagdo em MeOH:H,0 (8:2)
Extrato Bruto
solubilizado
n-Hexano 3 x 300mL
Fragao hidroalcodlica Fragéo hexénica
(FHex)
MeOH:H,0 (4:6)
AcOEt 3 x 300mL
y ¥
Fragdo AcOEt Fragao
(FACOEY) Hidroalcodlica

- Concentragéo

Fragao aquosa

n-Butanol 3x300mL

Fracao butandlica Fracdo aquosa
(FBu) (Faq)

Figura 9 — Esquema da parti¢éo liquido-liquido dos extratos hirdoalcodlicos das folhas e

galhos de O. paranapiacabensis, separadamente, e folhas de A. firmula.
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3.3.4 Procedimento para obtencao dos perfis cromatograficos utilizando
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Foi utilizada a técnica de CLAE-DAD, com o intuito de se obter os perfis
cromatograficos (Fingerprints) dos extratos hidroalcodlicos das folhas e dos galhos
de O. paranapiacabensis e dos extratos hidroalcodlicos das folhas e de A. firmula e
das fragdes oriundas das etapas de extragédo liquido-liquido, conforme a Figura 10
apresentada abaixo.

Extrato hidroalcodlico das folhas Extrato hidroalcodélico dos galhos
Particdo Particao Particao Particao Particao Particao
AcOEt BuOH aq BuOH AcOEt aq
Analises cromatogréficas Analises cromatogréficas
(separadamente) por CLAE-DAD (separadamente) por CLAE-DAD

Figura 10 - Procedimento experimental de separacao e andlise através de CLAE-DAD dos
extratos das folhas e dos galhos de O. paranapiacabensis, das folhas A. firmula e suas
respectivas fragbes de parti¢cdo liquido-liquido.

3.3.5 Pesquisa para a obtencao dos perfis cromatograficos

Durante as analises cromatograficas (CLAE) as fracbes foram submetidas a
diferentes sistemas de eluentes. A otimizagdo da resolugdo cromatografica foi
realizada com o auxilio do tridangulo de seletividade de Snyder (SNYDER;
KIRKLAND, 1976). Com esse suporte primeiramente, otimiza-se uma condigdo

inicial no modo gradiente, utilizando-se metanol como solvente organico e em
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seguida, tenta-se mudar a seletividade com outro solvente que interaja de forma
diferente com a fase estacionaria e/ou com o analito. Utilizou-se ACN e THF, nas
proporcbes que mantivessem a forca de eluicio da fase movel, otimizada
inicialmente com MeOH. Assim precedendo, apos os testes com diferentes eluentes,
pode-se concluir que a melhor resolugdo entre os picos dos cromatogramas foram

obtidos utilizando MeOH como solvente na fase mével.

A vazao utilizada em cada analise foi de 3,0 mL/min. As amostras foram
preparadas diluindo-se 10,0 mg de residuo seco em 1,0 mL de metanol-agua ultra
pura, distribuidas na propor¢éao da condigdo inicial da andlise por CLAE, seguidas de
filtracdo em membrana PTFE (Sartorius AG, Alemanha) com porosidade de 0,20 ym.
Os volumes injetados das amostras foram de 20 yL e os cromatogramas foram
observados em 254 nm com detector de arranjo de diodos (DAD).

Na analise das fragcbes de particdo liquido-liquido das folhas de O.
paranapiacabensis, foi utilizado um sistema de solventes em modo gradiente,
iniciando com: 5% de metanol (Bomba B) e 95% agua:acido férmico (99,9:0,1)
(Bomba A) como condicao inicial, permanecendo por 5 minutos nessa proporcao; 5-
18 minutos, 5-30% B; 18-23 minutos, 30-100% B permanecendo por 3 minutos em
100% de metanol para garantir a total eluicdo dos constituintes das fragdes
analisadas; 24-27 minutos, retorno a condicao inicial de 5% de B; 27-30 minutos
permanecendo em 5% de B para o reequilibrio da coluna.

A andlise das fragdes de particdo liquido-liquido dos galhos de O.
paranapiacabensis foi realizada em modo gradiente iniciando com 15% metanol
(Bomba B), permanecendo nesta propor¢cao por 10 minutos, 15-20% B; 10-20
minutos, 20-50% B; 20-25 minutos, 50-100% B; 25-27 minutos, 100-15% B e 27-30

minutos 15% B para o recondicionamento da coluna.

As subfracdes de OPFAc, obtidas a partir de cromatografia liquida a pressao
reduzida, foram submetidas a analise por CLAE, utilizado as mesmas condigbes
cromatograficas, da fracdo de particio OPFAc. A partir deste tratamento,
selecionou-se a fragdo F3 que foi novamente analisada, sendo desenvolvido um
novo método de andlise cromatografica. Este novo método em modo gradiente,
inicia-se com 30-80% de metanol (bomba B) durante 20 min; 80-100% B 20-25 min,
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100-30% B 25-27 min; mantendo-se na condi¢&o inicial por 3 minutos para o

recondicionamento da coluna.

As fracdes de partcao liquido-liquido de AFFAc foram submetidas a seguinte
condicao cromatografica em modo gradiente: 5-50% de metanol (bomba B) em 15
min; 50-80% B 15-29 min; 80-100% 29-32 min, mantendo-se em 100% B por 3
minutos garantindo a total eluicdo dos constituintes presentes nas fracbes
analisadas.

3.3.6 Deteccao in silico dos constituintes majoritarios

As condicées cromatograficas utilizando a técnica CLAE-DAD nos gradientes
exploratérios foram otimizadas em um sistema CLAE-DAD-IES-EM, fazendo uso Da
interface electrospray como fonte geradora de ions. As analises das massas de alta
resolucdo foram realizadas com o programa Bruker Data Analysis, obtidas dos
respectivos fragmentogramas. As analises ap6s serem contrastadas com os dados
presentes no Dicionario de Produtos Naturais (DNP) (http://www.chemnetbase.com),
permitiram a deteccdo de alguns metabdlitos secundarios, caracteristicos dos
géneros Ocotea e Aniba. Para tornar mais seletivo o leque de possibilidades de
identificacdes preliminares, foi consultada a base de dados do DNP, para cada ion
majoritario, utilizando uma varredura apenas para as moléculas previamente
isoladas nos géneros Ocotea e Aniba (Lauraceae). Através deste procedimento
analitico e estudo dos fragmentogramas das fracées analisadas através da técnica
hifenada CLAE-DAD-IES-EM, pode-se propor a presenca de algumas substancias
previamente isoladas nas espécies vegetais estudadas.
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3.3.7 Teste antioxidante preliminar com o reagente DPPH.

Cerca de 200 pL de uma solugdo 101,4 uM de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilidrazina) foram adicionados as amostras das fracdes de particao liquido-liquido
de O. paranapiacabensis e A. firmula, diluidas em MeOH (grau HPLC), nas
concentragdes de 0,2; 0,1; 0,03; 0,02; 0,01; 0,008 e 0,005 mg/mL e distribuidas em
pocos de placas Multi-Well 96. As amostras foram preparadas em triplicata, tendo
como controle positivo, uma solucdo de rutina (Sigma-Aldrich), nas concentragdes
de 100,0; 80,0; 60,0; 40,0; 20,0; 10,0 e 5,0 uM. Para o controle do ensaio, (apenas o
DPPH e MeOH (grau HPLC)) foi utilizado volume de 200 yL DPPH e 100 pL de
MeOH. Decorridos 30 minutos sob abrigo da luz, tomou-se a medida das
absorbancias dos pocos a 517 nm, em espectrofotdmetro leitor de placas acoplado a
um computador. Os calculos do percentual do radical livre foram efetuados a partir
da seguinte equacao:

(AconTROLE-DPPH- AamosTRa) 100

Yo=
ACONTROLE-DPPH

Onde:
A = Absorbancia
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Extracao liquido-liquido e atividade das fracoes

As tabelas 3, 4 e 5 a seguir, apresentam os resultados das massas de cada
uma das fracoes obtidas a partir dos extratos hidroalcodlicos através do emprego da
metodologia de particdo liquido-liquido. Na Tabela 3, estdo agrupados os resultados
obtidos a partir de 20,0 g do extrato hidroalcodlico das folhas O. paranapiacabensis;
Tabela 4 apresenta os resultados obtidos a partir de 20,0 g de extrato hidroalcodlico
dos galhos de O. paranapiacabensis e na Tabela 5 estdo agrupados as massas
obtidas a partir de 20,0 g de extrato hidroalcodlico das folhas de A. firmula.

Tabela 3- Massa das fragdes obtidas a partir de 20 g de extrato hidroalcodlico
das folhas de O. paranapiacabensis

FRACAO MASSA OBTIDA (g) % DA MASSA
OPFhex 0,97 4,9
OPFAc 1,49 7,5
OPFBu 5,17 25,9
OPFaq 11,3 56,5
MASSA TOTAL 18,9 94,8

Tabela 4 - Massa das fragdes obtidas a partir de 20 g de extrato hidroalcodlico
dos galhos de O. paranapiacabensis

FRAGAO MASSA OBTIDA (g) % DA MASSA
OPGhex 229 1,5
OPGAc 2,31 11.6
OPGBu 8,06 40,3
OPGaq 6,14 30,7
MASSA TOTAL 18,8 94,1
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Tabela 5- Massa das fragbes obtidas a partir de 20 g de extrato hidroalcodlico
das folhas de A. firmula

FRACAO MASSA OBTIDA (g) % DA MASSA
AFFHex 1,23 6,96
AFFAc 2,17 12,23
AFFBu 6,14 34,58
AFFaq 8,21 46,20

total 17,77 88,83




4.2 Perfis cromatograficos (CLAE) das fracoes oriundas de particao liquido-
liquido de O. paranapiacabensis

Os perfis cromatograficos das fracdes de particdo liquido-liquido dos extratos
hidroalcodlicos das folhas (Figura 11) e das fracdes de particdo dos galhos (figura
12) de O. paranapiacabensis estdo demonstrados a seguir, onde foi utilizada a
técnica de CLAE-DAD.

7
OPFAc
‘ |
2 3 4 ] ,
Lon 56 |
s B . - o
7
OPFBU
1
.2 3 4 9
OPFaq
7
56 8
9
I T T T
o e 10 15, 20 i

Figura 11- Perfis cromatograficos da particdo acetato de etila
(OPFAc), butandlica (OPFBu) e aquosa (OPFAqQ) do extrato
hidroalcodlico das folhas de O. paranapiacabensis, utilizando
CLAE-DAD com detector 254 nm.
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Analisando os perfis cromatograficos das fracbes de particdo oriundo do
extrato hidroalcodlico das folhas de O. paranapiacabensis observa-se que 0s
respectivos cromatogramas obtidos nas mesmas condicbes experimentais,
apresentam perfis semelhantes. As bandas dos cromatogramas das particdes
OPFAc e OPFBu deste extrato, apresentam como mais intenso o registrado com
tempo de retencéao (tg ) de 15,8 min, seguidos das bandas com tg de 1,8 e 17,0 min.
Outra semelhanca pode ser observada no alargamento da base da banda com tg
22,8 min, em ambos 0s cromatogramas.

A relacao entre a sequéncia de intensidade das bandas registradas nos dois
cromatogramas sao idénticas, ou seja, em ambos os cromatogramas as bandas
namero 7, 8 e 9 apresentam as mesmas sequéncias de intensidade o mesmo
intervalo de tg . As analises dos cromatogramas destas fracbes mostram que os
picos numero 1, 2, 3 e 4 também guardam uma distancia entre bandas equivalente.

Através destes dados pode-se concluir que o perfil cromatografico das fracoes
de particio OPFAc e OPFBu sao idénticos no que se refere a uma analise
qualitativa.

A fracdo de particdo OPFaq apresenta diferenga em seu perfil cromatografico
com relacdo as duas outras fracdes analisadas OPFAc e OPFBu. Essa diferenca
fica facilmente visualizada no que se refere aos constituintes mais polares
registrados com tempo de retencao entre 1 e 5 min. Nessa regiao do cromatograma
de OPFaq encontra-se registrado a banda de maior intensidade (tg 1,8 min) cercado
de bandas préximas e intensas, que juntas, diferenciam-se do perfil cromatografico
de OPFAc e OPFBu
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Figura 12- Perfis cromatogréaficos da particao acetato de etila
(OPGAC), butandlica (OPGBu) e aquosa (OPGAQ) do extrato
hidroalcodlico dos galhos de O. paranapiacabensis, utilizando
técnicas hifenadas CLAE-DAD com detector 254 nm.

Observando os perfis cromatograficos apresentados anteriormente na Figura
12, pode-se constatar que as fracoes das particbes OPGAc e OPGBu apresentam
um perfil semelhante. Uma analise detalhada mostra que, entre estes
cromatogramas existem semelhangas consideraveis registrados para as bandas 6,
7,8,9, 10 e 11 com tempo de retencao 14,0; 15,0; 16,2; 19,2; 20,0 e 23,0 min,
respectivamente. No cromatograma de OPGBu as bandas mais proeminentes estao
registradas entre 1,0 e 5,0 minutos, por se tratar de um solvente de extracdo de
maior polaridade em relacdo ao de acetato de etila utilizado na extracdo da fracao
OPFAc.
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A relacdo entre a sequéncia de intensidade das bandas registradas nos
cromatogramas de OPGAc e OPGBu s&o diferentes, ou seja, em ambos o0s
cromatogramas as bandas 6, 7, 8, 9, 10 e 11 apresentam os mesmos intervalos de
tr, mas diferem na sequéncia de intensidade relativa. Por exemplo, no
cromatograma de OPGAc os picos 7 e 8 sdo proximos da intensidade da banda 9,
enquanto que, no cromatograma de OPGBu observa-se uma grande diferenca entre
as intensidade relativas das bandas.

A fracao de particdo OPGaq apresenta diferenca significativa em seu perfil
cromatografico com relagédo as outras duas fracées analisadas OPGAc e OPGBu.
Essa diferenca fica facilmente visualizada no que se refere aos constituintes polares
registrados com tempo de retencdo entre 1,0 e 5,0 min. Nesta regido do
cromatograma de OPGagq, encontra-se registradas as bandas de maior intensidade
(tg 1,0 - 2,0 min)
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4.3 Perfis cromatografico (CLAE) das fracoes de particao liquido-liquido de A.
firmula

300j254nnn4nn10.00)

0 AFFAC

1004kkkmmfkﬂkﬂ~mhﬂwﬁmﬁj
0

r254nm,4nm (1.00) 2

“254nm,4nm (1.00)

0 10 20 30 min

Figura 13 - Perfis cromatograficos das fra¢cdes de particao
liquido-liquido do extrato hidroalcodlico das folhas de A. firmula
(Lauraceae)

Observando os cromatogramas na Figura 13 apresentados acima, podemos
constatar que existem semelhancas entre os perfis cromatograficos das fracdes
AFFBu e AFFaq. Este fato pode ser melhor analisado quando comparamos, nos dois
cromatogramas, os tempos de retencéo e as intensidades relativas dos picos 1, 2, 3,
4 e 5 com tempo de retengéo de 3,0; 12,2; 14,0; 27,0 e 29,0 min, respectivamente.
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A fracdo AFFAc possui um perfil cromatografico diferente em relacdo aos
cromatogramas das outras duas fragdes analisadas (AFFBu e AFFaq), isto deve-se
ao fato dessa fragdo possuir mais componentes apolares em maior concentracao,
devido ao uso de, acetato de etila, em comparagdo ao solvente n-butanol, utilizado
na extracao liquido-liquido da fragdo AFFBu.
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4.4 Anadlise in silico da fracao OPFAc do extrato hidroalcodlico de O.
paranacabiabensis

i

T T T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 60 om 200 30 400 500 600 nm 20 30 40 S0 60 mm

Intens. |
x1'I}5j
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Figura 14 - TIC modo positivo da fragdo OPFAc obtidos a partir da técnica CLAE-DAD-IES-
EM e as respectivas bandas de UV dos adutos identificados

Os dados obtidos na Figura 14, onde esta representado o cromatograma de
ions totais (TIC) dos componentes da fracdo OPFAc, obtidos a partir da técnica
CLAE/DAD-IES-EM, estdo resumidos na Tabela — 6, apresentada baixo. Nesta
tabela pode-se observar a relagdo massa/carga dos adutos detectados com os
respectivos tempos de retengcdo e 0s Amsx dos constituintes quimicos detectados

nesta fragao.
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Tabela 6 - Dados da relagao massa/carga, tempo de retengéo e
UVuax dos adutos detectados a partir da técnica CLAE/DAD-IES-

EM da fracao OPFAc

Aduto

1

2

t: (min)

6,5
12,1

15,6
15,0

16,6

m/z

(IES pos.)

342,1926
372,2061

356,2108
449,1391

433,1448

Amax (NM)

227; 281
228; 279

228; 280
264; 345

263; 340

4.4.1. Deteccao e analises estrutural do aduto representado pela banda 1

Na Figura 14 pode-se observar a banda 1, representativa do composto

detectado como aduto [M+H]", de relagdo massa/carga (m/z) 342,1926. Por se tratar

de uma m/z de nimero par (342) significa que, a sua massa molar (levando em

consideracao o aduto proposto) é na realidade impar e equivalente, portanto, a

massa molecular de 341,1627 g/mol. Outro dado relevante para identificagdo deste

aduto foi a analise do seu espectro de UV, representado por duas bandas com

absorbancias relativas em 227 e 281 nm respectivamente. Estes dados fornecem

informacdes adicionais de que, o composto referente a banda 1, trata-se de um

alcaléide com numero impar de nitrogénios. As analises destas informagdes

juntamente com os dados de absorbancia de UV, Base de Dados do Dictionary of

Natural Products (DNP) e comparados a composicao dos constituintes das espécies

do género Ocotea publicados na literatura, evidenciaram a presenca deste

constituinte como sendo um alcal6ide tipo aporfinico.
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Figura 15 - Espectro de massa do composto 1, detectado com um alcaldide da
classe dos aporfindides, de peso molecular 341,1627 g/mol e férmula CxoH23NO,.

O espectro de massa deste alcalbide (Figura 15) apresentou fragmentacoes
caracteristicas da presenca de metoxilas através das perdas de massa [M+H- 31]",
representados pelos fragmentos m/z311,1479 e 280,1268 e pela presenca de grupo
metilénico evidenciado pelo do fragmento m/z 296,1247 proveniente da quebra
molecular m/z 311,1497. A andlise minuciosa desses dados sugeriu que o alcaldide
proposto tem formula molecular CooH23NO4, € que existem trés isbmeros a partir da
formula molecular proposta, previamente isolados em espécies do género Ocotea,
segundo relatos bibliografico obtidos a partir do DNP. A diferenca destes trés
isbmeros esta relacionada quanto a posicao dos substituintes no esqueleto do
alcal6ide proposto, como representado na Figura 16 a seguir Outro fato relevante é

que as estruturas isoméricas possuem uma amina terciaria.
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Ri = R2= Rz = OCHj3, Ry = OH (O. minarium)
R = OCH3, Ro= OH, R3= R4= OCH3 (O Sp)
Ry = Ro= OCH3, R3= OH, R4= OCHj3 (O. porosa)

Figura 16 - Alcaldides aporfinicos isdbmeros, com massa molecular 341,1627
g/mol isolados e caracterizados em espécies do género Ocotea (Lauraceae).

Levando em consideracao a dificuldade de isolamento e purificacado dessa
classe de alcalbides, principalmente quando existem dois ou mais componentes com
0 mesmo esqueleto na mesma fracdo, devido ao mesmo comportamento
cromatografico destas substancias, quando sao fracionados por métodos usuais de
cromatografia (cromatografia em coluna com silica ou alumina, cromatografia em
camada analitica ou preparativa) (SILVA et al., 2007; SIQUEIRA, et al., 2001), a
técnica CLAE-DAD-IES-EM empregada na analise dessa fragdo de parti¢ao, foi uma
alternativa eficaz na detecgdo, in situ, dos constituintes presentes na matriz

complexa OPFAc.

4.4.2. Deteccao e analise estrutural do adulto representado pela banda 2

A analise do espectro de massa representado na Figura — 14 (p. 37) pode-se
observar a banda 2, representativo do composto detectado como aduto na forma
[M+H]*, de relacdo massa/carga 372,2061. Levando em consideracdo o aduto
proposto, [M+H]", o constituinte identificado tem massa molecular impar, levando a
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concluir que a substancia em questdo trata-se de um alcalbéide, o qual possui
namero impar de atomos de nitrogénio. Estes dados juntos as informagdes obtidas
junto a base de dados do Dictionary of Natural Products (DNP) e juntamente com os
dados obtidos a partir da analise do espectro de UV obtido através de CLAE-DAD,
evidenciaram que o constituinte detectado é um alcaléide da classe dos
aporfindides.

O espectro de massa deste alcalbide (Figura 17) apresentou fragmentacoes
caracteristicas da presenca de metoxilas, através das perdas de massa [M*+H — 31],
representados pelos fragmentos m/z 341,1619; 325,1624 e 310,1399, e pela
presenca de grupo metilénico, evidenciado através do fragmento m/z 341,1619. A
reunido destes dados sugeriram tratar-se de um alcaléide aporfinico de férmula
molecular C,1H2sNOs, com 4 grupos metoxilicos e um substituinte hidroxilico,

complementando o valor da massa molecular apresentado no espectro de massas.

Intens: | +M5, 13.2-13. 4min
x1

20 3722061

154
1.0

] 3411619
051 56,2103

AN Ei.1 339 3251624

D.D- 1, L 1y || L L ]I.
260 280 300 320 0 360 m/z

Figura 17 - Espectro de massa do composto 2 de peso molecular 371,1733
correspondente a formula molecular C,1HzsNO:s.

Segundo a base de dados consultada (DNP), em espécies do género Ocotea
foram isolados trés alcalbides aporfinicos com féormula molecular idéntica a proposta

para o constituinte relacionado ao pico numero 2. Estes isémeros diferem apenas
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quanto as respectivas posi¢cdes de seus substituintes no esqueleto do alcal6ide
proposto, como representado na figura 18 abaixo.

R1 = OH, R2= R3= R4= R5= OCH3 (O minarium)
R1 = Ro= R3= Ry= OCHg‘ Rs= OH (O Sp)
R = Ro= OCH3, R3= OH, R4= Rs= OCH3 (O. bucherii)

Figura 18 - Alcaldides aporfinicos isbmeros, com massa molecular 371,1733

g/mol isolados de espécies de Ocotea (Lauraceae).

Pelo exposto, as analises dos dados referente ao constituinte representado,
no espectro de massa da fracdo OPFAc, pelo pico 2 (Figura 14) pode ser atribuido a
qualquer um dos trés isbmeros com esqueleto aporfinico ja isolados em espécies de
Ocotea (Lauraceae).

4.4.3. Deteccao e analise estrutural do adulto representado pela banda 3

Analisando o espectro de massa da fragcao de partigao liquido-liquido OPFAc
(Figura 14), detectou-se a banda 3, proposta como o aduto na forma [M+H]* e de
relacdo massa/carga 356, 2108. Por apresentar um aduto com massa par (na forma
[M+H]"), a massa molecular real desse constituinte é impar, indicando a presenca de
uma substancia da classe dos alcaldides com numero impar de atomos de

nitrogénio.
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Estes dados foram contrastados coma base de dados do Dictionary of Natural
Products (DNP) e juntamente com os dados do espectro UV 254 nm, obtidos a partir
da técnica CLAE-DAD, evidenciaram que o constituinte detectado € um alcaldide
pertencente a classe dos aporfinicos.

O espectro de massa deste alcalbide (Figura 19) apresentou fragmentacoes
caracteristicas da presenca de metoxilas ([M+H-31]"), representados pelos
fragmentos m/z 325,1655 e 294,1453, e a presenca de uma metila representada
pelo fragmento m/z310,1413. O agrupamento desses dados resultou na proposta da

identificacdo de um alcal6ide aporfinico de formula molecular C2oH21NOs.

intens_ [ M5, 12,614 0min
x104] 356.2108
4]
3]
5]
. 375 1655
] 294 1453
_ 101413 3421896
D - 1 - 1 " I| 1 | N - S I| 2l I|
260 280 300 320 340 W0 m/z

Figura 19 - Espectro de massa da substéancia 3, de massa molecular 355,1420
g/mol correspondente a formula CyoH2{NO:s.

No género Ocotea, sdo relatados trés alcaldides aporfinicos possuindo a
mesma férmula molecular proposta para o constituinte quimico representado pela
banda 3, de peso molecular 355,2108 g/mol, com um padrdo de substituicdo no
esqueleto dessa classe de alcaldides que difere quanto a posicao dos substituintes,

como pode-se observar na Figura 20 apresentada abaixo.
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Rs

R1, R2=0CH0, R3 =H, R4 = OH, Rs = R =OCHj3, R7=H
R1, R==0OCH:0, Rs= R4=H, Rs= OH, Re=OMe, R;= OMe
R1, OCHjs, R2,R3= OCH0, R4=Rs= H, Re= R7=OCH3

Figura 20 - Alcaldides aporfinicos isbmeros, com massa molecular 355,1420
g/mol, isolados e caracterizados em espécies do género Ocotea (Lauraceae).

Assim, dentro dos objetivos propostos nessa pesquisa, a ferramenta hifenada
utilizada, CLAE-DAD-IES-EM, para a detecgdo de constituintes quimicos presente
em extratos de fontes naturais, nesse caso o extrato hidroalcodlico de O.
paranapiacabensis, cumpre sua missao em evidenciar a possibilidade de deteccéo
in situ dos constituintes quimicos presentes numa matriz complexa. Para podermos
definir o isdmero presente no extrato, € necessario fazer uso de técnicas hifenadas
tais como EM-EM que permitam o estudo das fragmentac¢6es do analito, permitindo

através do estudo de seus fragmentos, uma maior informacao estrutual.
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4.4.4. Deteccao e analises estrutural do adulto representado pela banda 4

O espectro de massa da fracdo OPFAc (Figura — 14) apresenta a banda 4,
representativa do composto detectado como aduto na forma [M+H]", de relacdo
massa/carga 449,1391. A fragmentacdo a partir da molécula protonada [M+H]",
resultou na perda de m/z 162, que foi proposto com referente a uma hexose. Estes
dados levam a uma estrutura molecular de uma aglicona e, consequentemente, a
observacao da presenca de um fragmento de relagdo m/z 287,0747 € observado no
fragmentograma desse constituinte, que segundo analises no DNP, juntamente com
os dados do espectro de UV, evidenciaram que o composto detectado como um

flavondide glicosilado.

Intens. 1 ++45, 15.0-15.5min
x10d
] 287.0747
3_
2-
| 4491391
‘I .
1] Jn £ L ul
200 250 300 350 400 450 500 mfz

Figura 21 - Espectro de massa apresentando fragmentacao por dissociagao na
fonte das estruturas do pico 4, identificada como um flavonéide de massa
molecular 448,1275 g/mol.

A analise estrutural desse constituinte quimico, visando identificar o
componente da banda 4, considerou-se tratar-se do flavonol monoglicosilado
correspondente a estrutura molecular do kaempferol-O-glicosideo. Esta afirmacéo foi
feita apds comparacao dos dados obtidos com a base de dados do DNP referente as
substancias previamente isoladas no género Ocotea. Analisando a aglicona desse

flavonoide (kaempferol), o glicosideo pode estar presente como substituinte nas
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posigdes 3, 5, 7 e 4', conforme Figura 22. A identificagdo da posi¢cao do glicosideo
devera ser feita através de métodos espectroscopicos de RMN.

—Hexose

Figura 22 - Estrutura molecular do flavonéide 3, 5, 7, 4’-tetrahidroxi-

flavonol

Pelo exposto, e considerando que este flavonoide glicosilado (kaempferol-
O-glicosideo), mesmo sendo qualquer um dos seus 3 isébmeros possiveis, trata-se
de um constituinte ainda ndo detectado na composicdo quimica das espécies do
género Ocotea (Lauraceae), representa um fato importante para a proposta de uso
da ferramenta hifenada CLAE-DAD-IES-EM, aplicadas para a deteccao de
constituintes presentes em extratos de fontes naturais, in situ, nesse caso a partir de

extratos hidroalcodlico das folhas Ocotea paranapiacabensis.

4.4.5. Deteccao e analises estrutural do adulto representado pela banda 5

Na figura 14 (p. 37), onde esta representado o espectro de massa da fragdo
de particdo liquido-liquido OPFAc, observa-se a presenga da banda 5,
representativo do composto detectado como aduto [M+H]* e de relagcdo massa/carga
433,1448. Observou-se uma fragmentacao a partir do ion pseudo molecular [M+H]",
que resultou na perda de m/z 146, esta fragmentacéao foi proposta como referente a
uma unidade de ramnose, consequentemente observou-se a formacdo de um

fragmento m/z 287,0751 ([M+H-146]", estes dados levaram a proposta de que este
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ion precursor (m/z 287,07251) esta relacionado a estrutura molecular de uma

aglicona.

Intens. +5, 16.1-16. 3min
x1l|]4:

287.0751
1.51

1.0

054 4331448
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275 30 W5 /0 I/ 40 45 450 475 miz

Figura 23 - Espectro de massa referente ao pico 4, identificado como um

flavonéide de férmula molecular Co1H20015.

Desta maneira, estes dados, juntamente com as informagdes referentes ao
espectro de UV 254 nm, foram contrastados com a base de dados do Dictionary of
Natural Products (DNP), resultando na deteccé&o do constituinte referente ao pico 5
do espectro de massa ilustrado na figura 14, como pertencente a classe dos
flavondides monoglicosilado. Esta proposta foi feita com base na analise desta base
de dados (DNP), onde esté relatado o prévio isolamento de um flavonéide do género
Ocotea (O. vellosiana) com a mesma aglicona do kaempferol, mas com diferentes
substituintes. Sendo assim, como ilustrado na figura 24 a seguir, existe a
possibilidade de existir trés isbmeros para a estrutura deste flavonol-O-ramnosideo,
onde da molécula da ramnose pode estar presente nas posicoes 3, 5, 7 e 4. A
técnica de CLAE-DAD-IES-EM, empregada na analise desse constituinte, ndo pode
aferir a real posicao da unidade de ramnose, sendo necessdaria a utilizagdo de
técnicas hifenadas mais modernas como CLAE-RMN, para a identificacdo da
posicao deste substituinte e sua confirmacao estrutural in situ.
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—Ramnose

Figura 24 - Estrutura molecular do flavonoéide 3, 5, 7, 4’-tetrahidroxi-flavonol

4.4.6. Elucidacao estrutural dos flavondides identificados através da analise in
silico da fracao OPFAc

A fracdo oriunda de particéo liquido-liquido OPFAc, onde foram detectados os
flavondides 4 e 5, utilizando a técnica CLAE-DAD-IES-EM, foi analisada, com a
finalidade de confirmar as estruturas identificadas referentes as bandas 4 e 5, com
dados adicionais de RMN 'H e de '*C. Esses constituintes quimicos foram
inicialmente detectados por meio de CLAE-DAD, registrados no cromatograma
apresentado na Figura — 14 (p. 37), e representado no cromatograma de ions totais
da fracdo OPFAc pelos picos 4 e 5. Um dos fatores importantes no planejamento
experimental para o isolamento e caracterizagdo dos flavondides kaempferol-O-
glicosideo e kaempferol-O-ramnosideo, foi a intensidade e resolugdo das duas
bandas referentes aos compostos identificados, além de apresentarem as bandas
com maior absorbéancia dentre aquelas presentes no perfil cromatograficos da fracao
OPFAc (CLAE-DAD) (figura 25).
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Figura 25 - Perfis cromatografico CLAE/DAD 254 nm da fragado OPFAc obtida a partir
de particao liquido-liquido do extrato hidroalcodlico das folhas de O. paranapiacabensis

A técnica utilizada para o fracionamento de OPFAc foi a cromatografia em
coluna a pressao reduzida (CCPR), com a finalidade de obter a fragdo enriquecida
com os constituintes de interesse. A metodologia aplicada para tal finalidade esta

‘ [

5.0

‘ [ [ ‘ [ [ ‘

10.0 15.0 20.0

representada na Figura 26, demonstrado a seguir.
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Figura 26 - Representagdo da metodologia aplicada no isolamento dos flavonoide 4 e 5,

utilizando cromatografia em coluna a pressao reduzida

Foi utilizado um gradiente de metanol:agua, nas proporcoes 1:9; 3:7; 1:1; 6:4
e 1:0 para a obtencao das 5 fracées. Apos coletadas, estas foram concentradas em
evaporador rotatério a pressao reduzida e, em seguida, novamente analisadas
através da técnica de CLAE-DAD. O perfil cromatografico da fragdo de numero 4
representado na Figura 28, demonstrou que o processo de fracionamento, com o
objetivo de obter um fragao enriquecida com os constituintes quimicos 4 e 5, foi bem
sucedido.

mAU
J254nm,4nm (1.00)
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1 250{
1 OOO{
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-804 O O O o @ O O O
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 min

Figura 27 - Perfil cromatografico da Fragéo 4, obtida através do fracionamento da
fracdo OPFAc, utilizando a Cromatografia em Coluna a Pressdo Reduzida (CCPR).

Foram utilizadas técnicas espectroscopicas de RMN 'H e de '*C para a
confirmagdo estrutural das substancias isoladas. Os dados de deslocamento
quimico dos atomos de hidrogénio e carbono nos espectros de RMN 'H e de *C

estao consistentes com os valores da literatura (VEGA, et al., 2007).
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4.4.7. Identificacao das substancias 1 (FLA 1) e 2 (FLA 2)isoladas a partir da
fracao OPFAc.

Os espectros de RMN de 'H das substancias 1 e 2, (pagina 85 e 86) sugerem
a presenca de flavondides glicosilados. A presenca de sinais em 65,22 (1) e § 5,28
(2) séo caracteristicas de hidrogénios anoméricos. Nos deslocamento quimicos em
0 6,8-8,0, foram observados sinais com constante de acoplamento (8,5 Hz) que
correspondem aos hidrogénios equivalentes H-2’/H-6' e H-3/H-5 do anel 1,4-
dissubstituido de um flavonoide. Na regido de 6 6,0 e 6,3 observam-se dois sinais
com aparéncia de singleto alargado, referente aos hidrogénios H-6 e H-8. Além
disso, no espectro de RMN de 'H da substancia 2, observa-se um dubleto em § 0,88
caracteristico de hidrogénios da metila correspondente ao C-6 (6 17,4) da ramnose.

Os espectros de RMN de '*C (pagina 85 e 89) trazem sinais em §131,2 e
0 134,8 estes valores permitem sugerir um flavonol com acucar na posicao 3, pois 0
deslocamento quimico do C-3 de flavonol é bastante caracteristico e bem conhecido
(VEGA, et al, 2007). Além disso, nos espectros de carbono '*C das substancias 1 e
2, pode-se observar a presenga de um carbono com deslocamento quimico 6 178,4
(1) e 8177,4 (2), absorcao caracteristica de carbono carbonilico de flavonol com

hidroxila em C-5.
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Figura 28 - Estrutura dos flavonoides kaempferol-3-O-glicosideo (1) e kaempferol-
3-O-ramnosideo (2) isolados a partir da fracdo OPFAc.

Tabela 7- Dados de RMN de 1H e de 13C (500 MHz) dos flavonois 1 e 2 (DMSO-d6).

Flavondide (1) Flavondide (2)
8¢ (ppm) Su (ppm) [ &1 (Ppm)
Posicao multiplicidade; J (Hz) (Ppm) multiplicidade; J (Hz)
2 157,9 - 156,9 -
3 131,2 - 1341 ]
4 178,4 - 177.,4 -
5 162,1 - 161,2 ]
6 99,7 6,0; s 99,1 6,14; s
7 162,5 - 165,6 -
8 99,5 6,2; s 93,9 6,33; s
9 157,9 - 156,1 -
10 105,2 - 103,5 -
1 122,7 - 120,5 -
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132,1
116,3
159,9
103,0
75,7
78,2
71,3
78,3
62,1

6,87; d; 8,5 Hz
8,03; d; 8,5 Hz

5,22;d; 7,0

3,50; dd; 5,5 Hz
3,18;: m
3,67; dd; 2,0 Hz
3,18; m

130,5
115,3
160,0
101,7
70,3
70,5
70,0
71,1
17,4

6,90; d; 8,5 Hz
7,74; d; 8,5 Hz
5,28;d;7,5
3,13 -3,49; m
3,13 -3,49; m
3,13 -3,49; m
3,13 -3,49; m
0,77;d
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4.5 Teste antioxidante preliminar frente a capacidade de captura do radical
livre DPPH.

Principio do método: Quando o radical DPPH, em presenca de um
antioxidante doador de hidrogénio, passa a sua forma reduzida DPPH-H, o seu
elétron desemparelhado deixa de estar em conjugag¢do com os grupos arilas. Nesta
forma, o DPPH-H sofre um decréscimo da absortividade molar em 517 nm e a
coloragao da solucdo muda de purpura para amarela (Figura 29). O resultado é
observado por uma curva de concentragdo da amostra antioxidante pela % AA
(CARDOSO et al., 2004).

Figura 29- llustracdo do sequestro do radical DPPH e a mudanca
em sua absortividade em A=517 nm
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Ensaio com o radical DPPH
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Figura 30 - Atividade sequestradora de radicais DPPH, das fracdes de particao
liquido-liquido do extrato hidroalcodlico das folhas de O. paranapiacabensis.

As fracdes de particdo liquido-liquido das folhas de O. paranapiacabensis,
foram avaliadas quanto a capacidade de sequestro do radical livre DPPH (Figura
30). As fracbes OPFAc, OPFBu e OPFaq analisadas, apresentaram percentual de
sequestro de 50%, 40% e 20% respectivamente, em uma concentracao de 20,0
Mg/mL. O fato das fracées possuirem diferentes capacidades de sequestro na
mesma concentracao pode ser atribuido a semelhanca nos perfis cromatograficos
CLAE-DAD 254 nm (pagina 31), o que evidéncia que os constituintes quimicos
presentes nas fracbes analisadas s&o semelhantes, diferindo apenas nas

concentracdes destes nas respectivas fracdes analisadas.

A fracdo OPFAc apresentou a maior capacidade de sequestro do radical
DPPH quando comparadas com as outras fragdes analisadas (OPFBu e OPFaq),
por esse motivo foi realizado o monitoramento da atividade antioxidante no perfil
CLAE-DAD 254 nm. O procedimento utilizado para o monitoramento dessa atividade
foi realizado coletando-se fragbes provenientes da analise CLAE-DAD 254 nm da
fracao de particdo OPFAc, utilizando o coletor automatico acoplado ao instrumento
CLAE. Para visualizagdo da atividade antioxidante, se sobrepdés o perfil
cromatografico CLAE-DAD 254 nm da fragdo analisada, com o grafico de
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absorbancia resultante do ensaio de captura do radical livre DPPH, de cada fracao
coletada. O resultado do monitoramento da fragdo OPFAc esta apresentado na
figura 31, apresentada a seguir.
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Figura 31- Monitoramento da atividade antioxidante da fragdo OPFAc, em azul esta
representado o perfil cromatografico DAD 254 nm e em vermelho o resultado do
ensaio que mediu a capacidade sequestradora de radicais livres, DPPH da fragédo
analisada

Pode-se observar na figura 28, que a atividade antioxidante esta concentrada
em 5 faixas de tempo. Através da analise in silico, pode-se determinar as
substancias responsaveis pelas atividades nas faixas, 4 (kaempferol-3-O-glicosideo
e 5 (kaempferol-3-O-rhamnosideo), o que é de grande avalia para a metodologia
aplicada nesta andlise, que identificou as substancias bioativas antes mesmo de seu
isolamento. A partir dos dados expostos, pode-se concluir que o estudo para
identificagdo e/ou isolamento, de possiveis constituintes ainda nao isolados no
género Ocotea na fracdo OPFAc com capacidade antioxidante, (sequestradora de
radicais livres, DPPH) deve-se deter nas substancias mais polares, pois ndo ha
nenhum dado na literatura a partir dos adutos proposto destes constituintes. Este
estudo também deve focar na tentativa da identificacdo ou isolamento da substéancia
responsavel pela atividade da faixa 3, pois esta tem uma potencial atividade
antioxidante e uma baixa absorbancia no DAD 254 nm.
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4.6 Analise in silico da fracao AFFAc obtida a partir do extrato hidroalcodlico
de A. firmula

A fragdo acetato de etila (AFFAc) obtida a partir do extrato hidroalcodlico
das folhas de A. firmula, foi submetida a analise por CLAE-DAD-IES-EM (Figura 29),
onde as bandas cromatograficos referentes aos tempos de retencédo de 10,8; 12,7;
13,2 e 17,9 minutos ( representada na figura 32 pelos numeros 1; 2; 3 4
respectivamente). Essas bandas foram detectadas como os adutos protonados
referentes as estirilpironas ESPI 1-4, que foram identificadas através do
cruzamentos dos dados obtidos com aqueles presentes na base de dados do DNP
para as substancias ja isoladas no género Aniba.

Figura 32- Espectro de massa da fragdo AFFAc oriunda do extrato hidroalcodlico das
folhas de A. firmula (Lauraceae).

Tabela 8 - Resultados CLAE/DAD-IES-EM (tR, m/z e A)

obtidos a partir da andlise do espectro de
massa da fracdo AFFAc
t. CLAE/EM (IES-pos.)
ADUTOS (min) m/z

1 10,8 289, 1216

2 12,7 273, 0843

3 13,2 229, 0897

4 17,9 457, 154
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A partir da analise dos dados obtidos a partir da técnica CLAE-DAD-IES-EM,
aliados a analise in silico, foi possivel identificar as estirilpironas 1-4 (Figura 33)
como sendo: (1) 4, 11, 12-trimetoxi- 6-trans-estiril-pirano-2-ona; (2) 4-metoxi-11,12-
metilenodiéxido- 6-trans-estiril-pirano-2-ona; (3) 4-metoxi- 6-trans-estiril-pirano-2-
ona; (4) 4 Metoxi- 8-fenil-7-[6-(4-metoxi-2-pironil)]-6”estiril-oxabiciclo[4,2,0]octa-4 -
en-2'ona.

Intens. +M5_ 10,511 3min | tens. M5, 12.8-13 Tmin
x10d x104
1 2691216 0] 2 2730838
20
OMe
15
15 ‘ N
MeO. NS
0 o)
10 107
MeO
05 05
2611268
00 : : ; == = et el 00 . . L
125 150 175 200 275 250 275 300 mz 160 180 200 220 240 260 280 mfz
Intens, +M5, 13.2-13 4min | Intens. {5, +M5, 17.9-18.4min
x104 x1
30
2290907 4
15 457,154
3 OMe OMe
25
A
\

05

0.0 i: 00 L L L 1 L L

200 205 210 215 220 225 230 miz 150 200 250 300 350 400 450 m/z

Figura 33- Estruturas dos constituintes identificados, como adutos na forma [M+H]+
correspondentes as bandas 1, 2, 3 e 4 do espectro de massa da fracdo AFFAc.

A analise do perfil cromatografico a 254 nm (Figura 34), possibilitou a
identificacdo das bandas cromatograficas referentes as estirilpironas identificadas 1-
4, esse dados foi obtido atrvés da comparacdo do tempo de retencdo dessas
bandas cromatograficas com os picos presentes no cromatograma de ions totais
(TIC) (Figura 32).
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Figura 34- Regido do perfil cromatografico da fragdo AFFAc representada
pela area em destaque, onde ndo foram identificados substancias
previamente isolados do género Aniba através da andlise in silico.

A regiao de destaque do cromatograma a 254 nm da fracdo AFFAc (Figura

34), corresponde aos constituintes quimicos ainda nao identificados. Essa fracéo

(150 mgq) foi submetida a CLAE preparativo, onde foram coletadas quatro fracées

(Figura 35).
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Fracdo AFFAc

150 mg

CLAE-UYV (preparativo)

(coluna C-18, fluxo 12,0mL/min,
Gradiente 50 minutos, MeOH-HCOOH 0,1%, C
=10 mg/mL; 15 mL; A 254 nm)

Fracao F1
12 mg

Fracdo F2
63 mg

As fragdes coletadas foram concentradas em evaporador rotatério a presséao

Substincia 3
ESPI 1

15 mg

Fracdo F3
29 mg

CLAE-UYV (preparativo)

(coluna C-18, fluxo 12,0mL/min,
Gradiente 40 minutos, MeOH-
HCOOH 0,1%, C = 12 mg/mL; A

254 nm)

Substancia 5
ESPI 3

8 mg

Fracdo F4
40 mg

Substancia 4
ESPI 2

Substincia 6
ESPI 4

6 mg

Figura 35 - Esquema do fracionamento de AFFAc.

12 mg

reduzida, sendo que nas fracoes 2 e 4, observou-se a formagcdao de um precipitado

de cor branca, o qual foi coletado e posteriormente analisado por RMN mono e

bidimensionais, caracterizando as estirilpironas ESPI 1 e ESPI 2 (Figura 37). Essas

substancias foram isoladas por Mandarino et al. (1990) em espécies de Aniba.

O perfil cromatogréafico da fracao trés esta representado na figura 32, essa
fracdo foi purificada através da técnica CLAE preparativo (Figura 36) com a

finalidade de se isolar as substancias nao identificadas. A partir desse procedimento

experimental, foram isolados os dimeros de estirilpironas ESPI 3 e ESPI 4 inéditos

na literatura, representados na Figura 36 pelas bandas cromatograficas 5 e 6.
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Figura 36 — Perfil cromatografico da fracao trés.

Figura 37- Estirilpironas isoladas a partir das folhas de A. firmula
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4.7 ldentificacao das substancias isoladas a partir das folhas de A. firmula
Substéancia 3 (EPSI-1)

O espectro de RMN de 'H desta substancia apresenta um par de dubletos entre
d 6-8 ppm com alta constante de acoplamento que caracterizaram a presenca de
dois hidrogénios olefinicos, pertencentes a dupla ligagdo com configuragao trans,
este dois dubletos, foram atribuidos aos hidrogénios H-7 (1H, d, J = 16,0 Hz) e H-8
(1H, d, J = 16,0 Hz), com deslocamento quimico & 6,83 e d 7,42 respectivamente.
Neste mesmo espectro, foi observado a presenca de outro par de dubletos, em
campo mais baixo, cada um integrando para um hidrogénio, estes foram atribuidos
como pertencendo aos hidrogénios olefinicos H-3, 6 5,61 (1H, d, J =2,0 Hz) e H-5 &
6,23 (1H, d, J = 2,0 Hz). Analisando os sinais de deslocamento quimico na regido de
aromatico o 7-8 ppm, foram atribuidos trés sinais em 6 7,34 (1H, m), 6 7,37 (2H, d, J
= 8,0 Hz) e em 6 7,57 (2H, dI, J = 8,0 Hz) referentes aos hidrogénios H-11-13, H-10-

14 e H-12, do anel aromatico monossubstituido.

A partir da analise dos deslocamentos quimicos no espectro de RMN de °C da
substancia ESPI 1, foram atribuidos os sinais em & 102,7 e d 89,4 referentes a um
sistema olefinico em C-5 e C-4 do anel pirbnico, respectivamente. Ainda foram
observados dois sinais de carbonos quaternarios em & 160,3 e 136,7 atribuidos aos
carbonos C-6, e C-9 (Tabela 17). O sinal em 8 173,6 foi atribuido a uma carbonila de
éster, em C-2 no anel pirdénico e o sinal em & 166,6 ao carbono C-4. Através dos
dados de gCOSY, gHMQC e gHMBC correlacionou-se os dados de hidrogénio-
hidrogénio e hidrogénio-carbono, possibilitando assim a atribuicdo completa dos
sinais de RMN (tabela 9). Com base nesses dados, a estrutura estirilpirona 4-metoxi-
6-trans-estiril-piran-2-ona foi estabelecida e confirmada. Essa substancia ja havia
sido isolada de extratos de folhas de espécies de Aniba (MANDARINO et al., 1990).
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4-metoxi- 6-trans-estiril-piarano-2-ona

Tabela 9 - Dados de RMN 'H e C de estirilpirona ESPI-1
(CDCls, 6 em ppm)

posicao Oc (PPM) muItipalrc(iglgr;g; J(Hz) 9HMBC

2 173,6 - -

3 89,4 5,61;d;2,0 6,23

4 166.,5 - -

5 102,7 6,23; d; 2,0 5,61

6 160,3 - 6,07; 6,54

7 120,0 6,83;d; 16 5,61

8 136,6 7,40; d; 16 6,54

9 136,7 - 6,83; 7,34
10e 14 127,4 7,37; d; 8,0 Hz 7,57

12 129,4 7,34: m 7,37
11e13 128,9 7,57; d; 8,0 Hz 7,30; 7,43

OMe 56,97 3,88;s -
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Substancia 4 (ESPI 2)

O espectro de RMN de 'H dessa substancia apresentou sinais em 5,47 (1H,
d 25Hz),586,11 (1H, d, J = 2,5 Hz) e 85,37 que foram atribuidos aos hidrogénios
olefinicos H-3", H-5 e H-3 gracas a comparacdo com os dados da literatura
(MANDARINO et al, 1990). A real posicdo dos hidrogénios H-3° e H-3, foi
confirmada através do experimento de NOESY 1D, onde, irradiou-se os hidrogénios
das metoxilas com deslocamento quimico ¢ 3,8 (3H, s) e 6 3,3 (3H, s) demonstrando
que realmente estes hidrogénios acoplam com os hidrogénio H-3' e H-3
respectivamente. Foi observado dois dubletos em & 6, 23 - 6, 93 (1H, d) com
constante de 16 Hz, que caracterizaram a presenca de dois hidrogénios olefinicos,
pertencentes a dupla ligagdo com configuragdo trans. Estes dubletos foram
atribuidos aos hidrogénios H-7 e H-8, respectivamente. Os sinais em 6 3,75 (1H, d, J
= 10,0 Hz), 84,35 (1H, d, J = 9,5 Hz) e em §4,50 (1H, dd, J = 11,5 Hz) foram
atribuidos, com o auxilio do experimento gHMBC, aos hidrogénios H5, H7" e H8" do
anel ciclobutano. Os sinais referentes ao multipleto em 6 7,29 foram atribuidos aos
hidrogénios aromaticos. (tabela10). Os dados de RMN de 'C confirmam os sinais
referentes aos carbonos olefinicos em 6 89,08 (C-3°), 92,2 (C-3) e 103,43 (C-57). Os
sinais em 0 182,86; 6128,78; 6128,91, 8129,28 foram atribuidos ao sistema
aromatico monossubstituido da estirilpirona. Os sinais em 6 46,8; 40,2; 54,6 e 80,7
sao referentes aos carbonos C-5, C-8", C-7" e C-6 respectivamente, pertencentes ao
anel ciclobutano (tabela 10).

Através dos dados dos espectros de gCOSY, gHMQC e gHMBC correlacionou-
se os hidrogénios aos respectivos carbonos, possibilitando assim a elucidacao da
substancia ESPI 2. Segundo relatos da literatura, a irradiacao de luz branca sobre
cristais da estirilpirona ESPI 1, pode formar um artefato fotoquimico, através da
isomerizacao cis- trans de ESPI 1, levando a formagdo da estirilpirona ESPI 2
(MANDARINO et al., 1990).
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Tabela 10 - Dados de RMN da estirilpirona ESPI 2 (CDCl3, & em ppm).

posigao 8 (ppm) multipzlsi:ifjpae:l:;) J(Hz 9HMBC

2 172,6 - -

3 92,2 5,37, s 3,75

4 166,7 -

5 46,8 3,75;d; 10,0 Hz 5,37; 6,6

6 80,7 - 6,93

7 126,1 6,6; d; 16 Hz -

8 132,5 6,93; d; 16 Hz -

9 137,4 - 6,6;7,2
10e 14 127,9 7,31; m -
11e13 129,4 7,31; m -

12 127,8 7,42; m -

2’ 172,6 - -

3 89,09 5,4;d; 2,0 Hz 5,61

4’ 167,1 - 5,4

5 54,6 6,1; d; 2,0 Hz 4,35

6’ 161,4 - 3,74;6,6

7 54,6 4,5; d;9,5 Hz -

8 40,2 4,35; d; 11,5 Hz

9’ 137,2 - 3,75; 4,50
10°e 14’ 126,2 7,31; m -
11’e 13 128,7 7,31; m -

12 129,7 7,42; m -

66



OMe
OMe

56,9
56,2

3,8:s
3,3;s

67



Substéncia 5 (ESPI 3)

O espectro de RMN de 'H de 5 é semelhante a estirilpirona ESPI 2,
apresentando sinais em 85,5 (1H, d, 2,5 Hz), 66,13 (1H, d, J = 2,5Hz) e § 5,42,
atribuidos aos hidrogénios olefinicos H-3°, H-5" e H-3. A posi¢ao dos hidrogénios H-
3" e H-3, foi confirmada através do experimento de NOESY 1D, onde através da
irradiacao das metoxilas 63,8 (3H, s) e 63,3 (3H, s) foi possivel demonstrar que
esses hidrogénios acoplam com os hidrogénio H-3’ e H3 respectivamente. Ainda
observou-se um par de dubletos atribuido aos hidrogénios H-7 66,6 (1H, d, J = 16
Hz) e H-8 66,9 (1H, d, J = 16,0 Hz) com alta constante de acoplamento, que
caracterizaram a presenca de dois hidrogénios olefinicos, pertencentes a dupla
ligagdo com configuragéo trans. Os sinais em 83,7 (1H, m), 84,4 (1H, dd, J= 11,5
Hz) e em 64,3 (1H, dd, J = 9,5 Hz) foram atribuidos, com o auxilio do experimento
gHMBC e gHMQC aos hidrogénios H-5, H-7° e H-8 do anel ciclobutano. Os
deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios aromaticos sdo idénticos aos
observados na substancia 4, apresentando multipleto em 67,2. (Tabela 11).
Observa-se também a presenca de um singleto em 85,9 que € caracteristico de

hidrogénios de um sistema metilenodioxi.

Os dados de RMN de '®C confirmam os sinais referentes aos carbonos
olefinicos em 689,0 (C-37), 92,2 (C-3) e 103,4 (C-5), assim como 0s sinais
referentes aos carbonos aromaticos em 6 128,8; 6 128,7; 6 128,9, 6 129,2 que foram
atribuidos ao sistema aromatico monossubstituido. Os sinais em 8 47,0; 40,1; 55,0 e
80,6 sao referentes aos carbonos C-5, C-8, C-77 e C-6 respectivamente,
pertencentes ao anel ciclobutano (Tabela 11). O sinal caracteristico de carbono

metilénico didxido foi atribuido 6 102,5.

Através dos dados dos espectros de, gCOSY, gHMQC e gHMBC foi possivel
determinar a total correlacdo dos dados e assim a elucidacao estrutural da molécula.
Essa substancia, 4-metoxi-8'-(11°,12 -metilenodioxifenil)-7-[6-(4-metoxi-2-pironil)]-6"-
estiril-oxabiciclo[4,2,0]-ocat-4"-em-2"-ona, é INEDITA na literatura.
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Tabela 11 - Dados de RMN da estirilpirona ESPI 3 (CDCl3, & em ppm).

posigao 3. (ppm) multipilsi:i(dpalc:jz;) J(Hz) 9HMBC

2 173,1 i i

3 92,2 5,42, s 3,72

4 167,18

5 47,0 3,72; m 5,42; 6,61

6 80,64 i 6,93

7 126,1 6,61: d: 16 Hz i

8 132,4 6,93: d: 16 Hz i

9 137,4 i 6,61;7,32
10e14 1279 7.27:m i
11e13 1294 7.27:m i

12 1278 7.44: m i

2 172,6 i i

3 89,08 5,5;d;2,0 Hz 6,13

4 167,18 i 5,4

5 103,42 6,13; d: 2,0 Hz 5,50

6 161,46 i 3,74,6,6

7 55,0 4.4 d 11,5 Hz i

g 40,14 4,30; dd:; 9,5 Hz 6,91

9 137,4 i 3,75; 4,50

10 109,2 6,91: d: 2,0 Hz 6,84

11 149,38 - 6,79




12
13
14
OMe
OMe
OCH,0

148,7
109,0
122,0
56,4
56,9
102,5

6,79; d; 8,0 Hz
6,84; dd; 8,0 e 1,5Hz
3,45; s
3,79;s
59;s

6,84

6,91
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SUBSTANCIA 6 (ESPI 4)

O espectro de RMN de 'H de 6 apresentou sinais em 85,31 (1H, d, 2,0 Hz),
85,38 (1H, d, J= 2,0 Hz), 36,00 (1H, d, J=2,0 Hz) € 6,05 (1H, d, J= 2,0 Hz) que
foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos H-3, H-3", H-5" e H-5. A posicao dos
hidrogénios H-3’ e H-3, foi confirmada através do experimento de NOESY 1D, onde,
irradiou-se o0s hidrogénios das metoxilas 63,74 (3H, s) e 083,78 (3H, s)
demonstrando que realmente estes hidrogénios acoplam com os hidrogénio H-3’ e
H3 respectivamente. Os sinais em 66,72 (1H, d, 8,0 Hz); 66,80 (1H, dd, 1,5 Hz);
d 6,86 (1H, d, 1,5 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios aromaticos H-13°, H-14" e H-
10°, respectivamente. Os sinais observados na regido 67,18-67,27-6 7,32 foram
atribuidos aos hidrogénios aromaticos H-3, H-2 H-4 e H-1 H-5. Observa-se a
presenca de um singleto intenso em 85,90 que é caracteristico de funcao

metilenodioxi.

Os dados de RMN de '®C confirmam os sinais referentes aos carbonos
olefinicos em 688,12 (C-37), 88,22 (C-3), 102,93 (C-5) 102,9 (C-5). Os sinais
referentes aos carbonos aromaticos em 06127,97; 6128,47; §129,32 foram
atribuidos aos carbonos do anel aromatico monossubstituido C-12, C-11-C13,C-10-
C14, respectivamente. Os sinais em 644,4; 44,5; 459 e 46,2 sdo referentes aos
carbonos C-8, C-8, C-7 e C-7 respectivamente, pertencentes ao anel ciclobutano

(tabela 11). O sinal do carbono metilénico diéxido foi atribuido & 102,5.

Através dos dados dos espectros de, gCOSY, gHMQC e gHMBC correlacionou-
se o0s hidrogénios aos respectivos carbonos, possibilitando a elucidacao estrutural.
Essa substancia, 8'-(11°, 12 'metilenodioxifenil)-8-fenil-7,7" di [6-(4,4 -dimetoxi-piran-

2-ona) ciclobutano, é INEDITA na literatura.
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Tabela 12 - Dados de RMN da estirilpirona ESPI 4 (CDCl3, & em ppm).

posigao 3. (ppm) multipilsi:i(dpazz;) J(Hz) 9HMBC

2 173,1 - -

3 88,2 5,38; d; 2,0 Hz 6,05

4 164,57

5 102,9 6,05; d; 2,0 Hz 5,38

6 164,5 - -

7 45,9 4,32; m -

8 446 4,40; m -

9 138,4 - 6,61; 7,32
10e 14 129,3 7,32; m -
11e13 128,4 7,27, m -

12 127,9 7,17; m -

2 173,0 - -

3 88,12 5,31; d; 2,0 Hz 6,00

4’ 164,41x -

5 103,9 6,00; d; 2,0 Hz 5,31

6’ 161,4 - 3,74; 6,6

I 46,2 4,32; m -

8 445 4,40; m -

o 132,7 - 6,72

10° 108,8 6,86; d; 2,0 Hz 6,80
11 149,10 - 6,72
12° 147.,8 - 6,80
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13’
14
OMe
OMe
OCH.0

108,9
121,7
56,71
56,76
102,18

6,72; d; 8,0 Hz
6,80; dd; 8,0 e 1,5Hz
3,74; s
3,78; s
5,90; s

6,91
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- A partir do perfil cromatografico obtido nas analises CLAE/DAD, foi possivel
observar uma acentuada semelhanga qualitativa entre os extratos etandlicos
preparados com os diferentes 6rgaos da espécie O. paranapiacabensis (galhos e
folhas) permitindo a escolha da fragdo mais promissora.

- Através da técnica CLAE-DAD-IES-EM, foi possivel identificar alguns
compostos ja relatados nos géneros Ocotea e Aniba. Esta técnica hifenada
conjugada com a abordagem in silico, mostrou-se eficiente na identificacdo dos
constituintes majoritarios presente nas fracbes AcOEt das folhas de O.
paranapiacabensis e A. firmula.

- Analisando o espectro de massa da fracdo OPFAc, aliada a abordagem in
silico, foi possivel detectar, a partir dos adutos propostos, estruturas moleculares
isoméricas de alcaldides aporfinicos. Prosseguindo a analise dessa fracao, foram
identificados dois flavonéides de tipo kaempferol-O-gliocosilados ainda nao relatados
no género Ocotea. Esses flavondides foram posteriormente isolados e suas
estruturas confirmadas através de experimentos de RMN 'H e *C. Os resultados
evidenciam a eficiéncia da analise in silico na detecgcdo de constituintes quimicos

presentes em uma matriz complexa.

- As fracdes obtidas a partir de particao liquido-liquido das folhas de O.
paranapiacabensis, OPFAc, OPFBu e OPFaq, foram avaliadas quanto a propriedade
sequestradora do radical livre DPPH, resultando em uma porcentagem de sequestro
deste radical de 50%, 40% e 20% respectivamente, em uma concentracao de 20
ug/mL . Esses dados, aliados a semelhanca nos perfis cromatograficos das fracoes
analisadas por CLAE/DAD, evidenciaram a semelhanga qualitativa entre os
constituintes quimicos presentes nas fragcdes analisadas.

-Ap6s a analise dos dados do monitoramento da atividade antioxidante na
fracdo OPFAc, pode-se identificar que duas substancias propostas através da
analise in silico (kaempferol-3-O-glicosideo e kaempferol-3-O-ramnosideo), sao
responsaveis pela atividade. Fato que ressalta a aplicacdo da metodologia in silico,
que possibilitou a rapida identificagcdo das substancias bioativas antes de seu

isolamento.

- A partir das analises do espectro de massa da fracdo AFFAc, aliada a
abordagem in silico, foi possivel detectar, a partir dos adutos propostos, 4
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estirilpironas previamente isoladas no género Aniba. Ap6s as andlises desses
dados, foi planejado o isolamento cromatografico racional dos constituintes quimicos
presentes em uma regido especifica do perfil cromatografico onde nao foram
detectados adutos apartir da analise in silico. Esse planejamento resultou no

isolamento de duas estirilpironas inéditas na literatura. ESPI-3 e ESPI-4

- Dentro dos objetivos propostos nessa pesquisa utilizando a técnica hifenada
CLAE-DAD-IES-EM, associado a abordagem in silico, utilizada como ferramenta
para a identificacdo de constituintes quimicos previamente isolados nas espécies
estudadas, evidenciamos que essa abordagem cumpre sua missdao na deteccao in
situ, dos constituintes presentes em matrizes complexas e assim possibilita o
direcionamento do estudos em regides especificas do perfil cromatografico visando
a deteccao de moléculas com caracteristicas inéditas.

- As fragbes ainda ndo estudadas serdo analisadas, posteriormente através
da técnica CLAE-DAD-IES-EM/EM, visando identificar novos constituintes
micromoleculares e co-metabdlitos presentes nessas matrizes através de processos

de dereplicagao.

- O procedimento experimental utilizado nesse trabalho poderd ser
aprimorado, com a utilizagdo de técnicas espectroscépicas hifenadas modernas, tais
como a RMN, com a finalidade de elucidar, in situ outras moléculas, permitindo uma
analise global da matriz e auxiliando no entendimento de possiveis relacées de

sinergismo.
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