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Introduciao

As plantas sdo amplamente utilizadas para fins medicinais e servem como alternativas
terap€uticas complementares no tratamento de doencas, trazendo inimeros beneficios quando
empregadas de forma adequada. E importante destacar que elas podem apresentar diferentes
constituintes quimicos, que podem tanto promover beneficios quanto desencadear riscos
potenciais a saide (PEDROSO; ANDRADE; PIRES, 2021). Conhecer a composi¢ao quimica
de espécies vegetais, contribui para garantir a seguran¢a no uso medicinal e permite que os
efeitos sejam aproveitados de forma eficaz e segura, minimizando o risco de reagdes adversas.

Ocotea, o maior género neotropical pertencente a familia Lauraceae, compreende
aproximadamente 350 espécies e estd distribuido na América tropical e subtropical
(ROHWER, 1993). No Brasil, foram identificadas cerca de 172 espécies (QUINET et al.,
2016; BROTTO; SANTOS; CERVI, 2013). Os principais constituintes que foram relatados
para o género incluem lignanas, neolignanas, alcaloides, sesquiterpenos e flavonoides, além
da presenga de outros tipos de compostos minoritarios como os alquilfenois, arilpropenos,
cumarinas, ésteres e saponinas. Estudos mostraram que os principios ativos de Ocotea
apresentam  uma ampla atividade farmacologica, como atividades anti-inflamatorias,
citotoxicas, antimicrobianas, e antiproliferativas (Salleh e Ahmad, 2017).

Ocotea thinicola van der Werff et P.L.R. Moraes, popularmente conhecida como
Louro Cravo, € endémica do bioma semiarido do Brasil e foi encontrada na area rural da
cidade de Amargosa-Bahia, mais especificamente na Comunidade Quilombola de Trés
Lagoas. A espécie ¢ amplamente utilizada no tratamento de feridas na pele de animais,
sintoma comum associado a leishmaniose, doenga parasitaria transmitida por insetos. Para
esta planta ainda ndo existem relatos referentes a determinagcdo da composicdo quimica e
atividades bioldgicas dos extratos, o que torna relevante este estudo numa perspectiva de
determinar sua eficacia e garantir a seguranca do seu uso medicinal. Dessa maneira, os
resultados desta pesquisa fornecem as evidéncias necessarias para indicar futuras aplicacdes
etnofarmacoldgicas da espécie.

Segundo Ruiz-Moreno 2020, a metabolomica ¢ um campo de pesquisa Omica que
realiza a caracterizacdo abrangente de metabolitos em sistemas biologicos que podem
fornecer uma visdo geral dos eventos bioquimicos associados a um sistema celular. Tendo em
vista a utilizacdo da planta pela comunidade, os estudos para o género indicam uma rica
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diversidade de compostos bioativos, o que pode contribuir para a presenca de propriedades
medicinais na espécie. Diante do exposto, este trabalho tem o objetivo de realizar a analise
metabolomica, com o intuito de caracterizar a composi¢ao quimica do extrato metandlico de
O. thinicola e utilizar a andlise estatistica de correlacio como ferramenta para associar as
substancias identificadas com a atividade antioxidante, que foi relatada anteriormente por
este grupo de pesquisa (MIRANDA et al., 2023).

Material e Métodos
Avaliacao por UPLC-MSC

A avaliagdo por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria
de Massas, foi baseada na metodologia descrita por RIBEIRO et al., (2023). Os dados
cromatograficos foram obtidos pelo Laboratorio de Analises Cromatograficas e
Espectrométricas (LACE), IQ - UFBA. A andlise realizada possuiu o auxilio do
Metabolomics Research Group (MRG). Inicialmente, foi preparada a solugdo do extrato
metanolico com solvente grau HPLC com concentracdo de 1mg/ml e filtrada utilizando uma
membrana de 0.45 um. Apos diluigcdo, a inje¢do foi realizada no equipamento com uma
solucdo de concentracdo 0,5 mg/ml. As condigdes de aquisicdo dos dados incluiram a
utilizacao de uma coluna C18 (3.0 mm x 150 mm, 2.6 um, Kinetex, Phenomenex) a 40°C. O
fluxo de inje¢do foi de 0.2 mL.min"'. As condi¢des de aquisi¢do para o MS foram de 50 a
1000 m/z, 3,2 kV na interface ESI, utilizando o modo de ionizagao positivo.

Processamento dos resultados obtidos

Os espectros cromatograficos oriundo do UPLC-MS foram processados no programa
XCMS, disponivel em uma plataforma online, com acesso pelo endereco virtual:
https://xcmsonline.scripps.edu/. O tratamento realizado pelo algoritmo do software
possibilitou a transposi¢ao da intensidade dos picos do cromatograma, em uma tabela
contendo as informagdes de cada area correspondente, suas respectivas relacdes massa/carga
(m/z) e seus tempos de retengao.

Identificacao das substancias

A partir dos valores provenientes do XCMS, foram utilizados os m/z no banco de
dados virtual do Human Metabolome Database (HMDB), com o intuito de identificar os
possiveis metabolitos. Nesse sentido, a pesquisa foi feita utilizando [M + H]" e [M + Na]"
como adutos e trés ppm como erro maximo. Durante a consideragdo dos resultados foram
admitidos somente metabolitos de origem vegetal. Em consonancia a essa analise, foi
realizada a comparacgdo dos m/z com as massas das substancias que ja foram relatadas para o
género, através do levantamento bibliografico prévio para Ocotea. Foi necessario realizar o
calculo da massa molecular das substancias e calcular o intervalo de 3 ppm, considerando os
adutos [M+H]+ e [M+Na]+. Estes valores foram obtidos com o auxilio da plataforma online:
calculadora de massas exatas, na func¢ao calculo de m/z da férmula molecular e erro de massa.
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Analise estatistica

Os dados foram submetidos no Metabo Analyst 6.0 e tratados pelo algoritmo do
software. Dentre eles, o coeficiente de correlagdo de Spearman (p) ¢ a medida utilizada para
descrever a relacdo ndo-linear das amostras. Os seguintes parametros foram utilizados para
interpretar a correlacdo: O p = 0,00 a 0,3, positivo ou negativo, indica uma correlagdo
desprezivel; p = 0,3 a 0,5, positivo ou negativo, indica uma correlag¢do fraca; p = 0.5 a 0,7,
positivo ou negativo, indica uma correlagdo moderada; p = 0,7 a 0,9, positivo ou negativo,
indica uma correlagdo forte; o p = 0,09 a 0,99, positivo ou negativo indica uma correlacao
muito forte (MUKAKA, 2012).

Resultados e Discussao

A partir da analise por UPLC/MS, foi possivel caracterizar o perfil metaboldmico que
indicou a presenca de setenta e um metabolitos para o extrato metandlico de Ocotea thinicola.
Foram observadas dezoito classes, dentre elas apresentam-se vinte alcaloides, dezessete
flavonoides, sete acidos e seus derivados, seis lignanas, quatro flavonas, dois terpenoides,
duas xantonas, duas cumarinas, duas isoquinolinas, uma antraquinona, uma hidroquinolona,
um alcool graxo, um flavonol, um composto fendlico, um tanino, um aminodcido, um
esterdide e um oligossacarideo (tabela 1). Os resultados obtidos para o ExM de O. thicola,
destacam os alcaldides e flavondides como constituintes majoritarios o qual corroboram com
as classes metabolicas ja relatadas para outras espécies do género (Salleh e Ahmad, 2017),

A comparagao dos setenta e um compostos identificados com resultados obtidos para
outras espécies do género, indica que quarenta e quatro substancias ja haviam sido descritas
anteriormente, o que corresponde a uma compatibilidade de aproximadamente 63% de
semelhanca quimica entre Ocotea thinicola e outras espécies do género. No entanto, vale
destacar que a presenca de xantonas, flavonas, esteréides e do alcool graxo, classes de
metabolitos que ainda ndo haviam sido relatadas para o género.

Tabela 1 - Classes do ExM de Ocotea thinicola e suas respectivas substancias

Classe Substancia

Alcaldides Cassiticin; Armepavine; Coclaurine; N-methyl boldine; N-methyl isodomesticine;
Isodomesticine; Norisoboldine; Roemerine; Roemerine N-Oxide; 6aR-(-)-salsoline;
(+)-3-hydroxynornuciferine; (+)-boldine; (+)-3-methoxynordomesticine;
(+)-nordomesticine; Ocoxylonin; Ocotein; Dicentrin; 1,2-methylendioxy-3, 10,
11-trimethoxyporphine; Thalictuberine; 3-O-demethylthalictuberine

Flavondides Ephedranine A; Quercetin; Astragalin; Kaempferol-3-O-pentoside;
Isorhamnetin-glucuronide; Engeletin; Quercetin-3-O-B-D-galactoside; Kaempferol;
Taxifolin; 5,4'-Dihydroxy-3,3'-dimethoxy-6:7-methylenedioxyflavone;
Pyranodelphinin A; Pyranocyanin A; Eriodictyol 7-(6-cis-p-coumaroylglucoside);
Eriodictyol; 7-(6-trans-p-coumaroylglucoside); Garcimangosone D;
6"-O-Acetylglycitin
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Classe Substincia
Acidos Costic acid; Quinic acid; Neochlorogenic acid methyl ester; Ethyl;
2-(4-hydroxyphenyl)acetate; 2-(4-hydroxyphenyl)acetic acid;
3,4-dicaffeoyl-1,5-quinolactone; 1,1'-ethylidenebitryptophan
Lignanas Mururin; crisoeriol 7-O-neohesperidoside; kaempferida 3-glicosideo-7-ramnosideo
kaempferol 3-ramninosideo; Tetrahydrobenzofuran-6(2H)-one (Cy;H;005));
Tetrahydrobenzofuran-6(2H)-one (Cy;H;,0;,
Flavonas Sylidian; 7,4'-dimethoxy-3'-hydroxyflavone; KB 2; Afzelin
Terpenoides Cincassiol B; Geranylcitronellol
Xantonas Artobiloxanthone Dihydro-O-methylsterigmatocystin
Cumarinas 11-Metilgerberinol; 7,7'-Diidroxi-6,8'-biocoumarin
Isoquinolinas S-(+)-reticuline; Magnocurarine
Antraquinonas 4'5,6-Trimetilescutelareina 7-glicosideo
Hidroquinolonas 2-undecil-4(1H)-quinolinone

Alcool graxos

1-triacontanol

Flavonol Theaflavonin
Compostos 5-caffeoylquinic acid
fenodlicos
Taninos Ellagic acid 2-rhamnoside
Aminoacidos (-)-trans-4-hydroxy-N-methylproline
Esterdide (+)-pallidine
Oligossacarideo gamma-Chaconine

Para auxiliar na manutencdo do equilibrio e evitar o estresse oxidativo, as plantas
possuem uma grande variedade de substancias com propriedades antioxidantes que
constituem um sistema exogeno de protecdo, essas moléculas sdo denominadas como
compostos bioativos (Manach, C. et al., 2004). As substancias boldina, norisoboldina,
ocoteina, dicentrina, quercetina e astragalin, identificadas no extrato, destacam-se por
apresentar comprovacdo do potencial antioxidante. Essas substincias sdo metabolizadas como
mecanismo de defesa e amplamente reconhecidas por sua capacidade de neutralizar radicais
livres, prevenindo o estresse oxidativo. Esses resultados corroboram com o que foi relatado
para os extratos metanolicos do caule (IC50 = 70,14 pg/ml) e folhas (IC50 = 12,99 pg/ml) de
O. thinicola, refor¢ando uma atividade antioxidante bastante significativa da espécie em
estudo (MIRANDA et al., 2023).

Dos 71 metabdlitos identificados, 12 apresentam registros de combate a leishmania,
sendo a cassitina, boldina, norisoboldina, N-metil-boldina, talactuberina, quercetina,
kaempferol, taxifolin, eriodictiol, afzelin, artobiloxantona e principalmente a dicentrina
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(Schmeda-Hirschmann et al., 2005), as substancias atribuidas a este potencial da espécie.
Estas informagdes contribuem para inferir que os alcaldides e flavondides presentes na planta
atuam, majoritariamente, como as classes responsaveis por essas caracteristicas antioxidantes
e pela acdo antileishmanicida de Ocotea thinicola. Ao realizar a andlise estatistica de
correlacdo de padrdes lineares, entre os resultados obtidos na caracterizagdo metabolomica e
os valores encontrados para atividade antioxidante (MIRANDA et al., 2023), foi possivel
designar quais metabolitos possuem maior contribuicdo para atuar na reducdo dos radicais
livres do extrato. No total foram obtidos os 24 metabodlitos que mais influenciam na atividade
da planta.

Imagem 1 - Correlagdo entre atividade antioxidante e os metabdlitos do ExM
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Foi identificado um correlagdo positiva forte (p = 0,7 a 0,9) para o 1-triacontanol,
Efedranina A, Kaempferol-3-O-pentoside, Artobiloxantona, 6-O-Acetilglicitina, Kaempferol
3-ramnosideo, Cassitina e Ocoxilonina. Houve uma correlag@o positiva moderada ( p =0.5 a
0,7) com a Ocoteina, Kaempferol e o Eriodictiol 7-(6-cis-p-cumaroilglucosideo). Dentre as
substancias listadas com contribui¢do significativa para a atividade antioxidante, destaca-se a
presenca dos derivados do kaempferol, o kaempferol-3-O-pentosideo (Kim et al., 2008) e o
kaempferol-3-O-ramnosideo (Céspedes-Acufia et al., 2020) além da ocoteina (Ara et al.,
2004), que sao amplamente reconhecidos por sua capacidade antioxidante. Houve uma
correlacdo negativa e moderada para substincias que geralmente apresentam atividade
antioxidante, como a boldina (Speisky et al., 2009), isoboldina, norisoboldina (Li et al.,
2007), quercetina (Boots et al., 2008) e astragalin (Seo et al., 2013). Logo, a correlagao
negativa apresentada por estes compostos possivelmente deve estar relacionada com a baixa
concentragdo destas substancias quando comparado aos demais constituintes presentes no
extrato.
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Conclusoes

Este estudo permitiu a identificacdo de setenta e um metabolitos no extrato metanolico de
Ocotea thinicola, dos quais 63% sdo comuns ao género Ocofea. Foram identificadas um total
de 18 classes metabdlicas para o ExM de Ocotea thinicola, possuindo os alcaloides e
flavoandides como constituintes comuns ao género. A avaliacdo metaboldmica do extrato
identificou a presenca de 12 substancias com atividades leishmanicidas e antioxidantes, a
exemplo da dicentrina e cassitina. Este resultado contribui para a comprovacdo da eficacia
terapéutica da espécie.

Além disto, a analise estatistica revelou que a Cassitina, Kaempferol-3-O-pentoside,
Kaempferol-3-O-ramnosideo, Ocoxilonina e Efedranina A, s3o os compostos que mais
contribuem no desempenho da atividade antioxidante, o que pode ser particularmente
relevante para a atividade medicinal da planta, haja vista que ajuda na redugdo do estresse
oxidativo associado a infec¢do e a cicatrizagao de feridas.

Assim, este trabalho ndo sé reafirma o potencial de O. thinicola e do seu género, como
também destaca a importincia de ampliar as pesquisas sobre Ocotea, especialmente no
aspecto bioldgico e medicinal, tendo como perspectiva realizar a avaliagdo metabolomica para
os extratos em hexano e acetato de etila. A relacdo entre a atividade antioxidante e
antileishmanicida dos compostos, além do uso tradicional de O. thinicola para tratar feridas
pode abrir novas perspectivas para o desenvolvimento de terapias antileishmanicidas baseadas
em plantas, o que contribuird para a valorizagdo do conhecimento tradicional da comunidade
de Trés Lagoas.
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