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Introducéo

O Brasil € o pais de maior extensdo da America do Sul e possui a maior biodiversidade
do planeta. Abriga em seus seis biomas cerca de 20% de todas as espécies catalogadas do
mundo, contando aproximadamente 46.000 espécies vegetais (terrestre e marinho) conhecidas
no pais, e muitas sdo endémicas. Dentre 0s seus biomas destaca-se a Amazonia que compde a
maior floresta tropical tmida do mundo, onde crescem cerca de 2.500 espécies de arvores que
corresponde a um terco de toda madeira tropical do mundo (Brasil, 2024). Apesar de todo esse
potencial, estudos das partes lenhosas sobre 0s constituintes quimicos e suas propriedades
farmacoldgicas sdo escassos, dentre elas a espécie Ocotea neesiana (Lauraceae), popularmente
conhecida na Amazonia como “louro-aritu”. Esta espécie apresenta apenas um estudo realizado
por Alcéntara et. al (2019) por meio da extracdo do 6leo essencial da madeira de demolicéo
resultando na identificacdo de 24 substancias volateis.

Dessa forma, considerando a caréncia de estudos, este trabalho foi direcionado para
estudos de investigacdo fitoquimica e antifungica dos residuos madeireiros de demolicdo de O.
neesiana. A proposta de integrar os estudos fitoquimicos de O. neesiana com a busca de
atividade antifungica é devido na familia Lauraceae, bem como no género Ocotea,
apresentarem na sua composicdo quimica terpenos. Esta classe de substancia na literatura
apresenta potencial antifangico (Nogueira et al, 2021; Guoruoluo et al, 2017) sendo promissora
a realizacdo deste ensaio.

Material e Métodos

Os residuos madeireiros sao provenientes da estrutura de telhado da demoli¢do de um
prédio do Instituto de Pesquisas da Amazo6nia — INPA (3°05'44.1"S; 59°59'15.1"W) os quais
foram identificados como Ocotea neesiana (Miq.) Kosterm na Xiloteca do INPA, por técnicas
de identificacdo anatdbmica macroscépica da madeira. Os residuos madeireiros tiveram suas
propriedades tecnoldgicas avaliadas pelo Laboratério de Tecnologia da Madeira da
Coordenacédo de Tecnologia e Inovacdo (COTEI) do INPA e os residuos resultantes foram
fornecidos para os estudos fitoquimicos.

Inicialmente os residuos foram cortados, moidos e pesados (1219,8 g). Em seguida, eles
foram submetidos a maceragdes a frio, com extragdes feita com hexano e depois metanol
(Figura 1). Apds essa etapa, as solucdes resultantes passaram por um processo de filtracdo e
foram concentradas sob vacuo, resultando nos extratos hexanico (3,6 g) e metanolico (19,8 g).

O extrato metanolico foi fracionado em coluna aberta em silica gel 70-230 mesh (h=35,0
cm e @=4,5 cm) em ordem crescente de polaridade (Hex; Hex/AcOEt; AcOEt/MeOH; MeOH),
obtendo-se 25 fragOes. As fragOes foram analisadas em CCD, seguindo-se de fracionamentos
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posteriores. A fracdo codificada como LAM-14 (431,9 mg) foi submetida a uma coluna
Sephadex- LH20, eluida em metanol, originando 17 subfracdes. A subfracdo 4 (LAM-14.4) foi
refracionada em coluna de silica gel (230-400 mesh) em sistema isocratico de DCM:MeOH
(97:3). A subfracdo 25 (LAM-14.4.25) foi submetido a um tratamento com MeOH o que
possibilitou a purificacdo da substancia 1. Esta foi enviada para analises de RMN uni e bi-
dimensionais.
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Figura 1. Esquema da obteng&o dos extratos hexanico e metandlico de Ocotea neesiana e
fracionamento do extrato metandlico para obtencéo da substancia 1.

A atividade antiflngica da substancia 1 foi avaliada frente as espécies de Cryptococcus
neoformans e C. gattii por meio do teste de microdiluicdo em calda em microplaca de 96 pocos
conforme as recomendages descritas pelo CLSI nos documentos M27-A3 (2008). Realizou-se
0 teste partindo da concentragdo de 320 pg/mL a 0,625 ug/mL, ap6s 72 h de incubacéo realizou-
se a leitura macroscopica da placa para avaliar a concentragdo inibitéria minima (CIM) da
substéancia, considerando o score a 100% de inibi¢éo.

Resultados e Discussao

A substancia 1 apresentou aspecto de solido cristalino branco. No espectro de RMN de
'H observou-se sinais na regido de campo alto com deslocamentos de 3,74 a 0,89 ppm. A
presenca de hidrogénios metilicos por meio de trés dubletos em 6 0,91 (J=6,5), 6 1,04 (J=7,0)
e 6 1,06 (J=6,5) e um singleto em & 1,28 que foram atribuidos aos hidrogénios H-20, H-15, H-
19 e H-17 respectivamente. Os sinais em 6 3,74 (d, J=1,6) e 3,73 s&o referentes aos hidrogénios
oximetinicos.

No espectro de RMN de *3C verificou-se deslocamentos de carbonos carbinélicos em
5 80,8; 82,1; 88,8 ¢ 86,4 atribuidos aos carbonos C-14, C-13, C-7, respectivamente e um sinal
caracteristico de carbonila de éster em 6 174,4. O mapa de contorno HSQC mostrou a
correlagdo do sinal em dn 3,70 caracteristicos para metoxila com ¢ 50,6. O mapa de contorno
HMBC mostrou correlagdes no dos sinais a J® dos &4 2,58 e 1,82 com o dc 174,4 que
caracterizou o grupo éster na molecula.
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Mediante os dados analisados e em comparac¢do com os dados da literatura Chai et al.
(2008) pode-se identificar a substancia 1 como 16-Metilesteritol A (figura 2)., um diterpeno do
tipo isorianodano o qual apresenta ser inédito por apresentar um grupo éster na posicéo 16.

Figura 2. Correlagbes no HMBC do 16-metilesteritol A que confirmam a posicao 16
para do grupo éster.

Nos ensaios de avaliacdo antifungica o diterpeno 16-metilesteritol A apresentou
inibicdo de 100% na concentracdo 40,6 pg/mL para C. neoformans e 81,2 pg/mL para C. gatti.

Conclustes

O estudo colaborou no conhecimento quimico da espécie O. neesiana proporcionando
o0 isolamento do novo diterpeno 16-Metillesteritol A. Este é o primeiro relato de diterpeno do
tipo isorianodano no género Ocotea e de atividade antifungica para esse tipo de diterpeno. Desta
forma agregou-se valor em residuos madeireiros que seriam descartados.
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