Quim. Nova, Vol. 34, No. 5, 743-747, 2011

B

International Year of
ANO CHEMISTRY
INTERNACIONAL
AIQ | paqinca 201
QUIMICA PARA UM MUNDO MELHOR

MUDAS DE Ocotea puberula (LAURACEAE): IDENTIFICACAO E MONITORAMENTO DE ALCALOIDES

APORFINOIDES

Sandra Maria Warumby Zanin, Obdiilio Gomes Miguel, Deise Prehs Montrucchio, Camila Klocker Costa e Jessé Boquett

Lagos

Departamento de Farmdcia, Universidade Federal do Parand, Av. Prefeito Lothdrio Meissner, 632, 80210-170 Curitiba — PR, Brasil

Ana Luisa Lacava Lordello*

Artigo

Departamento de Quimica, Universidade Federal do Parand, CP 19081, 81531-990 Curitiba — PR, Brasil

Recebido em 19/3/10; aceito em 3/12/10; publicado na web em 25/2/11

SEEDLINGS OF Ocotea puberula (LAURACEAE): IDENTIFICATION AND MONITORIZING OF APORPHINOID ALKALOIDS.
This work describes the occurrence and contents of aporphinoids alkaloids in seedlings of Ocotea puberula from germination until

12 months old and in leaves from adult plants. Seedling leaves showed an alkaloids profile similar to leaves of adult plant. However,

leaves in seedlings showed higher contents of the alkaloids boldine, dicentrine, leucoxine and isodomesticine when compared to adult

plants. The alkaloids concentration in stems and leaves increased during the development of the seedlings, followed by a remarkable

decrease of these compounds in roots. Cultivation in a seedling-nursery method is also described.
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INTRODUCAO

O uso de mudas para a exploragdo de metabdlitos secunddrios
de interesse terapéutico e cosmético pode ser uma alternativa eco-
logicamente interessante, em especial quando se trata de espécies
ameacadas, ndo s6 no Brasil como em outros paises, pelo uso desor-
denado destes recursos.'

Considerando a relevancia da temdtica apresentada, neste trabalho
foram obtidas mudas de Ocotea puberula e monitorada a ocorréncia
de metabdlitos secundarios em raizes, caules e folhas destas mudas,
usando como referéncia os metabdlitos secunddrios obtidos de folhas
de drvores adultas da mesma espécie. Na espécie Ocotea puberula
ja foi relatada a ocorréncia de lignoides e alcaloides.?? Os alcaloides
aporfinoides tém ocorréncia destacada no género Ocotea®* e estes
abrangem os aporfinicos stricto sensu e os aporfinicos lato sensu,
como os proaporfinicos, os oxoaporfinicos e também os fenantrenos.
As formas diméricas e os desidroaporfinicos, caracterizados por uma
insaturacdo adicional no carbono 6a, estdo incluidos neste grupo.’
Quimicamente falando, os alcaloides aporfinicos stricto sensu sdo
bases tetraciclicas formadas por ligagdo direta dos anéis aromaticos
A e D dos ntcleos benzilisoquinolinicos tipicos conforme Figura 1.

Virios alcaloides aporfinoides comumente encontrados no género
Ocotea apresentam pronunciada bioatividade, como a nantenina (blo-
queador de contragdo muscular e translocagdo de Ca**), os derivados
da nantenina, (antagonista o,-adrenoreceptor), a coclaurina (anti-HIV);
a glaucina (citotdxica); os derivados halogenados da predicentrina
(derivados halogenados bloqueiam receptores dopaminérgicos D1), a
dicentrina (inibi¢ao da topoisomerase Il e atividade antineopldsica), a
dicentrinona (inibi¢do da topoisomerase I), e talicsimidina, N-metil-
laurotetanina, lirinidina, entre outros (inibi¢do de agregacdo induzida
por coldgeno, dcido araquiddnico e pelo fator de agregacgdo plaquetdria).
Virios desses alcaloides tém sido alvo de patentes, o que tem despertado
grande interesse por essa classe de compostos.>®
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Figura 1. Estrutura dos alcaloides aporfinicos stricto sensu e de folhas de
espécimens adultos de Ocotea puberula

PARTE EXPERIMENTAL
Equipamentos

As andlises cromatogréficas foram realizadas em cromatégrafo
Merck-Hitashi Lachrom Elite configurado com detector de arranjo de
diodos e software EZchrom Elite para aquisi¢do de dados e controle
total do sistema. Os espectros no IV foram obtidos em espectrofo-
tometro de IV Bommem MB-100/Hartmann & Braun. Os espectros
de RMN foram obtidos em espectrometro de RMN modelo Bruker
Avance 400, solvente CDCI, e TMS como referéncia. Os extratos
brutos foram obtidos em extrator Soxhlet e os extratos alcaloidicos
em extrator Soxhlet modificado com alargamento do sifdo lateral a
partir da curva superior, impedindo o refluxo do solvente de extragao
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que € transferido para o baldo por gotejamento. Para a germinacio
de sementes foram utilizados recipientes do tipo gerbox e cdmara de
germinagdo Marconi.

Reagentes e materiais

Para cromatografias em coluna de baixa pressdo foi usado silica
gel 60 (0,063-0,210 mm) Merck® e solventes de grau analitico Synth®.
Para CLAE foram usados solventes de grau Omnisolv da Merck® ou
similar e dgua purificada em sistema Milli-Q® da Millipore. O padrdo
boldina (99,8% de pureza) foi adquirido da Fluka® (lote 438.298/1).

Material vegetal

Todo o material vegetal (folhas e frutos) utilizado para realizagao
deste trabalho foi coletado de cinco matrizes localizadas no Municipio
de Irati, Parand, Brasil. As exsicatas estdo depositadas no Museu
Botanico de Curitiba, PR, Brasil, sob nimeros 301.144, 301.145,
301.146,301.147 e 301.148. Com as folhas procedeu-se ao isolamen-
to dos padrdes de alcaloides aporfinoides, que posteriormente foram
utilizados no monitoramento das mudas. As mudas foram obtidas a
partir da germinagdo das sementes retiradas dos frutos de Ocotea
puberula e posterior plantio e crescimento em viveiro.

Obtencao de mudas

Ap0s coleta, os frutos maduros foram separados manualmente,
removendo-se a seguir o tegumento e a polpa, eliminando-se todo o
residuo das sementes, que entdo foram secas em ambiente ventilado.
A dorméncia das sementes foi quebrada por escarificacio dcida por
5 min com 4cido sulfirico (H,SO,).”® A germinac@o foi conduzida
em recipientes do tipo gerbox sanitizados com dlcool etilico (EtOH)
77 °GL? contendo substrato de vermiculita na propor¢édo de 30 g do
produto para 45 mL de dgua destilada.'” A germinagao foi conduzida
em germinador Marconi, com iluminagdo direta de luz fria a 25 °C,
ambientado em camara fria a 5 °C. As sementes germinadas foram
coletadas semanalmente e transferidas para viveiro,® onde foram
transplantadas individualmente para sacos de polietileno de 20 cm de
altura por 10 cm de didmetro’ com substrato de terra comum penei-
rada, colocados sobre a superficie do solo préximos uns aos outros,
em canteiro a céu aberto coberto com tela de poliolefina (sombrite
30) para prote¢do contra intempéries e excesso de luz.b!!

As mudas foram coletadas com 3, 6, 9 e 12 meses. Apds separacdo
das folhas, caules e raizes, estas foram secas em estufa'> a 40-45 °Ce

z

moidas em moinho de facas' com controle da granulometria do p6.'*

Obtencio de extratos brutos de folhas, caules e raizes de
mudas

Com as folhas dos espécimens adultos procedeu-se ao isolamento
dos padrdes de alcaloides aporfinoides que, posteriormente, foram
utilizados no monitoramento das mudas. Os extratos brutos de folhas,
caules e raizes de mudas foram obtidos em extrator de Soxhlet em
extragdes consecutivas de 30 h*!> cada, com os solventes de ordem
crescente de polaridade: éter de petrdleo (EP 30-60 °C), diclorometano
(DCM) e metanol (MeOH). Apds a obtengdo dos extratos, 0s mesmos
foram concentrados em rotaevaporador a 40 °C. A avalia¢@o do perfil
cromatografico dos extratos de folhas de mudas de 3 meses obtidos a
partir dos solventes EP, DCM e MeOH mostrou nao haver diferencas
significativas entre eles, portanto, foram unificados para posterior
extragdo alcaloidica. O mesmo procedimento foi realizado para os
extratos obtidos de folhas de mudas de 6, 9 e 12 meses, caules de
mudas de 3, 6, 9 e 12 meses e raizes de mudas de 3, 6, 9 e 12 meses.

Quim. Nova

Obtenciao de extrato alcaloidico bruto de folhas, caules e raizes
de mudas

Os extratos brutos unificados foram solubilizados em HCI 2%,
filtrados e posteriormente submetidos a extra¢des em extrator de
Soxhlet modificado.'® A primeira extragdo foi feita com DCM,
desprezando-se a fase organica. A seguir a fase aquosa foi alcalinizada
apH 10 com NH,OH 25% e submetida a nova extra¢cdo com DCM. O
procedimento foi repetido, e as fases orgnicas alcaloidicas unificadas
e, posteriormente, concentradas em rotaevaporador a 40 °C.

Padroes obtidos de folhas adultas

Para obtencdo dos padrdes de alcaloides de folhas de plantas
adultas, 2,5 kg de folhas de Ocotea puberula foram secas e moidas
e posteriormente extraidas por macerag¢ao em EtOH a frio por 5 dias.
Este procedimento foi repetido por 5 vezes. O extrato etandlico bruto
de folhas obtido, apds reunido dos filtrados, foi concentrado em
rotaevaporador a 40 °C e posteriormente submetido a extragdo alca-
loidica e forneceu 8,55 g de extrato alcaloidico bruto. Desse extrato
foram isolados, através de cromatografia em coluna e cromatografia
em camada delgada preparativa (CCDP), os alcaloides aporfinoides
dicentrina (FA3), isodomesticina (FB) e leucoxina (FC) (Figura 1).
Nas diversas etapas do fracionamento cromatografico foram utilizadas
misturas dos solventes hexano, EP, DCM, cloroférmio (CHCl,), ace-
tato de etila (AcOEt), MeOH e dietilamina em propor¢des adequadas
para cada fracdo analisada. Ambiente amoniacal apresentou melhor
resolugdo em todas as etapas de purificacdo.’

Identificacio estrutural dos compostos isolados

A identificagdo dos alcaloides isolados foi feita a partir da compa-
racdo dos respectivos dados no IV e RMN uni e bidimensionais com
dados da literatura. Os dados de RMN dos alcaloides identificados
estdo disponibilizados como material suplementar.

Analises cromatograficas

A metodologia desenvolvida foi especifica e considerou aspectos
dos métodos citados por diversos pesquisadores.'® As andlises por
CLAE foram feitas em coluna RP-18 Waters X-Terra® (250 x 4,6 mm,
5 pum) associada a uma pré-coluna empacotada com a mesma fase
estaciondria. A fase mével terndria foi composta por solugio aquosa
(A) de 1,24 mM de heptanossulfonato de sédio 0,029 M de é4cido
fosférico e 0,01 M de 4cido sulftrico; metanol (B) e acetonitrila/dgua
9:1 (v/v) (C). A eluigdo foi realizada no modo gradiente, segundo
a seguinte programagdo: A/B/C 82:13:05 até 53:42:05 em 77 min,
entdo até 05:90:05 em mais 1 min. A seguir, em gradiente reverso, a
fase movel voltou a condicdo inicial em 5 min. Vazdo da fase mével:
0,7 mL min™'. Detec¢do no UV a 280 nm.'*"

Preparacao das solucoes padroes

Os padroes boldina, isodomesticina (FB), leucoxina (FC) e
dicentrina (FA3) foram dissolvidos em solugdo aquosa dcida (A) e
MeOH 2:1 (v/v), nas concentragdes de 125, 157, 165 e 145 ug mL,
respectivamente (Figuras 2 e 3).

Curva analitica
A andlise quantitativa utilizou o método do padrio externo.

Para a curva de calibragao foi utilizado um padrao boldina comer-
cial. A escolha do alcaloide boldina como padrdo foi motivada,
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Figura 3. Tempo de retengdo e absor¢ao no UV dos padroes

em grande parte, pelo fato deste alcaloide ja ter sido identificado
previamente, por CLAE, em folhas de espécimens adultos de Oco-
tea puberula e ter as mesmas caracteristicas estruturais dos outros
alcaloides aporfinicos stricto sensu isolados, conforme Figuras 1
e 3. Uma curva analitica com 7 pontos foi construida partindo-se
de uma solugdo de boldina com 500 pg mL! em MeOH nas dilui-
¢des de 75, 100, 125, 150, 175, 200 e 250 pg mL"! e injetadas em
triplicata por ponto. A curva de calibragdo com a boldina mostrou
linearidade segundo a equagdo y = 3.85913e — 006x e coeficiente
de correlagdo (R?) de 0,9992.

Diluicao das amostras

O extrato alcaloidico bruto de folha adulta foi dissolvido em
metanol (6,0 mg mL") e a seguir diluido na solugdo aquosa dcida (A)
para 0,48 mg mL"!. Os extratos alcaloidicos brutos de folhas (F3 a
F12) foram dissolvidos em metanol (3,0 mg mL") e entdo diluidos na
solugdo aquosa dcida (A) para 1,0 mg mL™'. Os extratos alcaloidicos
brutos de caules (C3 a C12) e raizes (R3 a R12) foram inicialmente
dissolvidos em metanol (3,0 mg mL™"') e a seguir diluidos em solugéo

Os rendimentos obtidos para os extratos alcaloidicos brutos
aos 3 meses (0,43% para folhas, 0,44% para caules e 0,40% para
raizes); aos 6 meses (1,20% para folhas, 0,38% para caules e 0,43%
para raizes); aos 9 meses (1,10% para folhas, 0,33% para caules e
0,32% para raizes) e aos 12 meses (1,16% para folhas, 0,39% para
caules e 0,34% para raizes) foram significativamente maiores para
as folhas das mudas de 6, 9 e 12 meses do que para caules e raizes.
Mudas com 3 meses de idade apresentaram rendimento semelhante
para folhas, caules e raizes.

O monitoramento dos alcaloides por CLAE avaliou o acimulo
desses metabdlitos em folhas, caules e raizes de mudas de Ocotea
puberula ao longo de 12 meses com coleta trimestral.

Os resultados obtidos, por seu pioneirismo nesta espécie, care-
cem de referéncias para andlise comparativa com mudas, razio pela
qual buscamos analisar comparativamente os dados com folhas de
plantas adultas. A Tabela 1 apresenta os resultados de acimulo desses
metabdlitos nas folhas, caules e raizes, respectivamente. Cromato-
gramas representativos de folhas, caules e raizes de mudas de Ocotea
puberula, podem ser vistos no material suplementar.

Observou-se que, mesmo com variagdes individuais, o resultado
acumulado dos alcaloides em folhas foi de crescimento gradativo
no periodo estudado (Tabela 1). O acimulo dentre os alcaloides
monitorados em mudas de até 12 meses foi de 6,5 vezes maior que
o encontrado nas folhas adultas.
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Tabela 1. Concentragio de alcaléides em folhas (F), caules (C) e raizes (R) de mudas de 3, 6, 9 e 12 meses de idade e em folhas adultas em (ug g)

Alcaloide Parte 3m 6 m 9m 12m Folhas adultas
Boldina F 23,12 33,15 76,60 29,86 404,20

C 37,63 46,00 29,55 19,25 -

R 41,76 25,06 10,77 - -
Isodomesticina F 316,20 689,27 1098,17 1061,34 505,03

C 154,21 138,92 231,73 229,71 -

R 95,21 91,06 51,04 15,48 -
Dicentrina F 859,68 2887,17 2067,35 2906,37 196,91

C 91,20 62,18 71,24 212,67 -

R 35,08 68,60 47,02 25,98 -
Leucoxina F 645,73 1584.,40 3120,81 2582,36 366,35

C 49,75 30,32 25,96 88,57 -

R 53,37 49,23 45,02 37,12 -

F 1844,73 5193,95 6362,93 9536,07 1472,49
Total C 332,79 277,42 358,48 550,22 -

R 225,42 233,95 153,85 78,59 -

Ja nos caules (Tabela 1), dentro do periodo analisado, a concen-
tracdo acumulada dos alcaloides foi significativamente menor que
nas folhas, mesmo apresentando uma leve tendéncia de crescimento,
exceto para o alcaloide boldina.

Nas raizes (Tabela 1), diferentemente de folhas e caules, ob-
servou-se uma reducio gradativa nas concentra¢des dos alcaloides
analisados, com destaque para a auséncia da boldina aos 12 meses.

A Tabela 2 apresenta os resultados dos alcaloides acumulados,
com foco nas mudas de forma geral.

Tabela 2. Concentracdo acumulada de alcaloides em folhas, caules e raizes
de mudas de 3, 6, 9 e 12 meses de idade e folhas adultas em (ug g™)

Folhas
adultas

Folhas 1844,73 5193,95 6362,93 9536,07 1472,49

Total em 3m 6m 9m 12 m

Caules 332,79 277,42 358,48 550,22 -
Raizes 225,42 233,95 153,85 78,59 -
Mudas 2402,94 5705,32 6875,26 10164,88 -

A andlise do actimulo dos alcaloides para folhas, caules e raizes
das mudas separadamente mostrou que a presenca destes alcaloides
nas folhas € significativamente maior que em caules e raizes, respecti-
vamente. A tendéncia observada para os alcaloides em folhas e caules
¢ de aumento de concentragdo e para raizes de reducdo, durante o
desenvolvimento das mudas dentro do periodo analisado.

CONCLUSAO

O presente trabalho abrangeu a coleta de frutos, germinagdo das
sementes e desenvolvimento em viveiro, coleta de mudas, processos
extrativos, desenvolvimento de método por CLAE, obtencdo de
padrdes em folhas de espécimens adultos e monitoramento desses
padrdes nas amostras de folhas, caules e raizes de mudas de 3, 6, 9
e 12 meses.

O método desenvolvido por CLAE apresentou boa separa¢do
cromatografica para os alcaloides, boa simetria de picos, apesar da
similaridade estrutural dos alcaloides analisados.

Para os alcaloides aporfinicos stricto sensu isodomesticina,
dicentrina, leucoxina e boldina monitorados, podemos concluir que
as mudas de Ocotea puberula até 12 meses, da mesma forma que
as plantas em fase adulta, apresentam basicamente o mesmo perfil
alcaloidico.

A concentragdo desses alcaloides em raizes, caules e folhas das
mudas € distinta, com acimulo maior nas folhas, seguido de caules
e raizes em ordem decrescente no periodo analisado. A quantidade
acumulada de alcaloides nas folhas das mudas € maior que nas folhas
dos espécimens adultos analisados. Este resultado sugere o uso de
mudas em substituicdo ao uso de arvores adultas.

Este trabalho evidencia oportunidades de obtenc@o e utilizagdo de
mudas como fonte de metabdlitos secundarios, preservando espécies
florestais, sendo que o periodo estudado neste trabalho néo restringe
ainiciativa de se aperfeicoar métodos e resultados, desta ou de outras
espécies, para viabiliza¢do do uso de mudas.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Os dados espectroscopicos dos alcaloides isolados e 0s cromato-
gramas representativos de folhas, caules e raizes de mudas de Ocotea
puberula, estdo disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br, na
forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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IDENTIFICACAO DA DICENTRINA (FA3)

RMN 'H [400 MHz, CDCI,, TMS, & (ppm)]: 6,53 (1H, s, H-3),
2,72 (1H, m, H-4), 3,23 — 3,25 (1H, m, H-4), 2,77 (1H, m, H5),
3,23-3,25 (1H, m, H-5), 3,51 (1H, m, H6a), 2,83 (1H, t, J=14,0, 14,0;
H-7), 3,15 (1H, dd, J=14,0; 4,2; H-7), 6,78 (1H, s, H-8), 7,65 (1H,
s, H-11), 2,68 (3H, s, N-CH,), 3,921 (3H, s, 9-OCH,), 3,924 (3H,
s, 10-OCH,), 5,95 ¢ 6,10 (1H cada, d, J=1,4). RMN "C [100 MHz,
CDCl,, TMS, 8( ppm)]: 142,1 (C-1), 147,2 (C-2), 106,7 (C-3), 125.5
(C3a), 27,7 (C-4), 53,0 (C-5), 61,9 (C-6a), 33,2 (C-7), 1272 (C-7a),
111,3 (C-8), 148,4 (C-9), 147,9 (C-10), 110,5 (C-11), 123,1 (C11a),
116,7 (C-11b), 124,8 (C-11c), 42,5 (N-CH,), 55,9 (9-OCH,), 56,1
(100CH,), 100,8 (1-2 O-CH,-0).202!

IDENTIFICACAO DA ISODOMESTICINA (FB)

RMN 'H [400 MHz, CDCL,, TMS, & (ppm)]: 6,66 (1H, s, H-3),
2,71 (1H, m, C-4), 3,23-3,25 (1H, m, C-4), 2,74 (1H, m, C-5), 3,23-
3,25 (1H, m, C-5), 3,33 (1H, m, C-6a), 2,77 (1H, t, J=13,9;13,9, C7),
3,02 (1H, dd, J=13,9;3,8, C-7), 6,75 (1H, s, C-8), 7,81 (1H, s, C-11),
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2,68 (3H, s, NCH,), 3,57 (3H, s, OCH,), 5,98 ¢ 5,99 (1H
cada, d, J=1,4, OCH,0). RMN “C [100 MHz, CDCI,,
TMS, 8( ppm )]: 142,7 (C-1), 148,8 (C-2), 113,6 (C3),
128,3 (C-3a), 27,3 (C-4), 52,8 (C-5), 62,1 (C-6a), 33,9 (C-7), 1294
(C7a), 108.5 (C-8), 147,0 (C-9), 146,7 (C-10), 107.8 (C-11), 124,9
(C-11a), 126,0 (C-11b), 124,0 (C-11c), 42,4 (NCH,), 60,3 (OCH,),
101,0 (OCH,0).**!

IDENTIFICACAO DA LEUCOXINA (FC)

RMN 'H [400 MHz, CDCL,, TMS, & (ppm)]: 6,58 (1H, s, H-3),
3,33 (1H, m, C-4), 3,39 (1H, m, C-4), 3,59 (1H, m, H-5), 3,72 (1H,
m, H-5), 3,64-3,72 (1H, m, H-7), 3,32-3,39 (1H, m, C-7), 7,26 (1H, s,
H-11), 3,01 3H, s, NCH,), 3,90 (3H, s, OCH,), 3,94 (3H, s, OCH,),
5,96-6,14 (1H cada, d, J=1,18, OCH,0). RMN "*C [100 MHz, CDCI,,
TMS, & (PPM)]: 143,2 (C1), 148,3 (C-2), 106,8 (C-3), 125.4 (C-3a),
29,3 (C-4), 52,9 (C-5), 62,5 (C6a), 23,4 (C-7), 111,6 (C-Ta), 146,2
(C-8), 135,5(C-9), 151,6 (C-10), 102,7 (C-11), 123,3 (C-11a), 116,3
(C-11b), 1262 (C-11¢), 41,5 (C-NH,), 60,5 (OCH,), 55.6 (OCH,),
101,2 (OCH,0).+?"
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nm Results
Pk # Name Retention Time Area  ESTD concentration Units
1 Boldina 306 1468550 23123 mcglg
3 FB 469 5226669 316.203 mcolg
5 FA3 56.4 27514805 859683 mcg/y
6 FC 58.3 38399995 645730 mcglg

Figura 1S. Cromatograma de folhas de mudas de 3 meses de Ocotea puberula (F3)
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Figura 2S. Cromatograma de folhas de mudas de 6 meses de Ocotea puberula (F6)
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Figura 3S. Cromatograma de folhas de mudas de 9 meses de Ocotea puberula (F9)
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Figura 4S. Cromatograma de folhas de mudas de 12 meses de Ocotea puberula (F12)
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Figura 5S. Cromatograma de folhas de espécimens adultos de Ocotea puberula (FA)
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