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Antes de dormir

Um amigo me contou

Que o tempo é um rio que corre no universo
O rio é a frente

E o tempo pode ser o verso
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Sou no tempo um rabisco de poeira

De um soluco calado que chorou

Mas também sou das nuvens companheira
Ninguém vive tudo de uma so vez

O tempo foi quem me disse do tempo que ndo passou
E como se agora fosse bem de ser comegou

Tudo na vida tem tempo

Tudo no tempo tem vez

E aprender a esperar
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Mas dessa vida sou s6 um triz
Pelo tempo eterno aprendiz

Tdo pequena, e tdo feliz
Sou no tempo eterno aprendiz

Flavia Wenceslau
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RESUMO

Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg (Myrtacaeae) € uma espécie
nativa encontrada na regido de campos e cerrados dos Estados de Mato Grosso do Sul e
Sao Paulo. As folhas sdo utilizadas na medicina popular contra dessarranjos estomacais e
processos inflamatorios do trato urindrio.

No presente trabalho, efetuou-se o estudo da composi¢io quimica dos o6leos
essenciais (folhas e flores) e do extrato metandlico das folhas de C. adamantium.

Os oOleos essenciais foram analisados empregando CG-EM e os constituintes
identificados através da comparacdo do indice de retencdo e do espectro de massas obtido,
com os dados da literatura e da biblioteca do equipamento. Foram identificados 108
terpenos nos 6leos essenciais (folhas e flores). Os sesquiterpenos foram majoritdrios nas
flores.

Os terpenos majoritdrios foram monitorados nas folhas em diferentes estdgios
fenoldgicos durante o estdgio de frutificacdo em amostras coletadas em 4 cidades do
Estado de Mato Grosso do Sul. Os monoterpenos foram majoritarios durante a floragao,
enquanto na frutificacdo foram os monoterpenos e sesquiterpenos, € no estagio vegetativo
os sesquiterpenos. Ensaios de atividade antimicrobiana mostraram que os 6leos essenciais
de amostras coletadas durante o periodo de floracao e frutificagdo foram mais ativos contra
o fungo Candida albicans do que o 6leo essencial de amostra coletada durante o estagio
vegetativo.

O estudo fitoquimico do extrato metandlico levou ao isolamento de 13 substancias:
[-sitosterol (Cal), 7-hidroxi-6-metil-5-metoxiflavanona (Ca2), 7-hidroxi-5-
metoxiflavanona (Ca3), 5,7-diidréxi-6,8-dimetilflavanona (Cad), 5,7-diidréxi-6-
metilflavanona (Ca5), 5,7-diidroxi-8-metilflavanona (Ca6), 2’,4’-diidréxi-5’-metil-6’-
metéxichalcona (Ca7), 2°,4’-diidroxi-3’-metil-6’-metoxichalcona (Ca8), 2°,4’-diidroxi-6’-
metoxichalcona (Ca9), 3,5,7,3°,4°,5 -hexaidroxi-flavonol (Cal0), 3,5,7,3°,4’.5-
hexaidréxi-flavonol-3-O-a-L-raminopiranosideo (Call), 3,5,7,3°,4°,5’-hexaidroxi-
flavonol-3-O-a-L-arabinofuranosideo (Cal2) e 3,5,7,3’,4’,5’-hexaidréxi-flavonol-3-O-
(577-0O-galoil)-a-L-arabinofuranosideo (Cal3). Todas essas substincias estdo sendo
descritas pela primeira vez nas folhas da espécie C. adamantium, e a Cal3 € descrita pela
primeira vez na literatura. Essas substincias foram monitoradas, por CLAE, no extrato
metandlico e em amostras coletadas em diferentes estagdes do ano.

As fases obtidas através da particdo liquido-liquido do extrato metandlico, assim
como os extratos obtidos das amostras coletadas em diferentes estacdes foram avaliados
quanto ao seu potencial antioxidante empregando o método DPPH e [-caroteno/dcido
linoléico. No ensaio efeito “seqiiestro” de radical foram encontrados percentuais na faixa
de 2,69-95,67% e para o ensaio de peroxidacdo lipidica de 2,29-88,61%.

A avaliacdo do efeito inseticida do extrato etandlico das folhas mostrou taxa de
mortalidade (%) de 79,50 £+ 09,78 para Sitophillus zeamanais.
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ABSTRACT

Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg (Myrtacaeae) is a native species
found in the field and “cerrado” of both Mato Grosso do Sul and Sdo Paulo States. The
leaves are used in popular medicine as an anti-diarrhoeic and in inflammatory processes of
the urinary tract.

The present study describes the chemical composition of the essential oils (flowers
and leaves) and extracts from C. adamantium leaves.

The essential oils were characterized by GC-MS and the constituents were
identified through a comparison of the retention index and the spectra of the mass
obtained, with the literature and equipment library. The 108 compounds of the essential
oils were identified (flowers and leaves). The sesquiterpenes were majority in flowers.

The terpenes majority were monitored in the leaves in different phenological stages
and in 4 distinct cities of the State of Mato Grosso do Sul during the fruit bearing stage.
The monoterpenes were the major compounds during the flowering stage, while in the fruit
bearing stage were monoterpenes and sesquiterpenes, and in the vegetative stage the
sesquiterpenes. The essential oil of the flowering and fruit bearing stage shows higher
antimicrobial activity against Candida albicans than the essential oil of the vegetative
stage.

The phytochemical investigation of the methanolic extract resulted in the isolation
of 13 substances: B-sitosterol (Cal), 7-hydroxy-5-methoxy-6-methyl-flavanone (Ca2), 7-
hydroxy-5-methoxy-flavanone (Ca3), 5,7-dihydroxy-6,8-dimethyl-flavanone (Ca4), 5,7-
dihydroxy-6-methyl-flavanone (Ca$5), 5,7-dihydroxy-8-methyl-flavanone (Ca6), 2’.4’-
dihydroxy-6’-methoxy-5’-methyl- chalcone (Ca7), 2’,4’-dihydroxy-6’-methoxy-3’-
methyl-chalcone (Ca8) , 2’,4’-dihydroxy-6’-methoxy-chalcone (Ca9), 3,5,7,3°,4°,5-
hexahydroxy-flavonol (Cal0), 3,5,7,3’,4’,5’-hexahydroxy-flavonol-3-O-a-L-rhamnoside
(Call), 3,5,7,3’,4’,5-hexahydroxy-flavonol-3-O-a-L-arabinofuranoside (Cal2) and
3,5,7,3’,4°,5’-hexahydroxy-flavonol-3-O-(5’’-O-galloyl)-a-L-arabinofuranoside ~ (Cal3).
All the substances isolated from the C. adamantium leaves are here described for the first
time, and the Cal3 is described for the first time in the literature. The substances were
monitored by HPLC in the methanolic extract and in samples collected in different seasons
of the year.

The methanolic extract, the phases obtained through the liquid-liquid partition, as
well as the extract obtained from the samples collected in different seasons were estimated
as to their antioxidant potential using the DPPH method and B-carotene/linoleic acid. In
the scavenging radical effect, percentages with a range of 2.69-95.67% and in lipidic
peroxidation of 2.29-88.61% were obtained.

The estimate of the insecticide effect of the ethanolic leaf extract shows a mortality
rate (%) of 79.50 + 09.78 when compared to Sitophillus zeamanais.
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Campomanesia adamantium
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Substancias isoladas das folhas de Campomanesia adamantium
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Substancia identificada nas folhas de Campomanesia adamantium
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Introdugdo

1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais

Desde o principio das civilizagdes, os vegetais tém sido utilizados ndo s6 como
fonte alimenticia, como também medicamentosa. As mais diversas enfermidades tém sido
tratadas com chas (infuso, decocto, macerado), sucos, tinturas, banhos, cataplasmas e
ungiientos, preparados a partir de parte das plantas (LIMA, 2001).

A farmacopéia do tempo de Cervantes, durante o Renascimento, foi baseada na
aplicacdo, principalmente, de 6leos, ungiientos, balsamos, cataplasmas e xaropes de raizes
e cascas. Os bdlsamos eram misturas de substincias aromadticas empregadas para
cicatrizarem feridas. As raizes de ruibarbo (Rheum officinale B.) foi um dos agentes
purgativos mais comumente usados (LOPEZ-MUNOZ & ALAMO, 2006).

Informagdes etnobotanicas associadas a estudos etnofarmacoldgicos tém levado os
pesquisadores a descobertas de metabdlitos secundarios uteis e/ou toxicos a saide humana
presentes em plantas medicinais, contribuindo assim para o conhecimento de vérias
espécies usadas pela populacio.

O conhecimento das substincias presentes em plantas auxilia na elucidacdo do seu
mecanismo de ag¢do nos seres vivos. Um dos principais exemplos sdo os compostos
presentes em Oleos essenciais, os quais apresentam atividade antimicrobiana e
antioxidante, sendo empregados para fins comerciais e medicinais (HENRIQUES et al,
2007). Outro exemplo sdo os compostos fendlicos também presentes em extratos vegetais,
os quais geralmente apresentam atividade antioxidante, e sdo ingeridos diariamente em
uma dieta a base de frutas, verduras e legumes (RAMALHO & JORGE, 2006).

De acordo com a Farmacopéia Francesa (1965) os 6leos essenciais sdo produtos,
geralmente com composicdo bastante complexa, incluindo os principios voléteis de
plantas, e mais ou menos modificados durante o processo de preparacdo. Posteriormente a
Norma Francesa (NF) T 75-006 de outubro de 1987, definiu que os 6leos essenciais sao:
produtos obtidos a partir de plantas, através de destilagdo a vapor ou por procedimentos
mecanicos, ou por simples destilacio (BRUNETON, 1999).

As substancias presentes geralmente nos 6leos essenciais sdo terpenos, como 0s
monoterpenos (Cjp), sesquiterpenos (Cjs), diterpenos (Cpyg), sesterterpenos (Cps),

triterpenos (Csp) e tetraterpenos (Cygg). Os esqueletos carbonicos sao formados através de
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Introdugdo

unidades isoprénicas (Cs), através da rota do dcido mevaldnico ou metileritritol fosfato
(DEWICK, 2005).

Os terpenos s@o objetos de estudo desde 1800 e tém lugar especial na quimica
organica, devido a sua facil acessibilidade, abundéancia e isolamento, assim como a
fascinante transformacao estrutural nas quais eles sdo encontrados.

Os estudos iniciais proximo de 1900 levaram ao estabelecimento das estruturas
gerais e muitos dos nomes comuns dos terpenos, merecendo destaque os trabalhos de
Ruzicka, o qual é considerado o Pai da regra do isopreno (GEISSMAN et al, 1969).

A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica empregada para andlise de substancias
volédteis ou facilmente volatilizaveis (LANCAS, 1993), logo, é bastante eficiente na
separacdo das substancias presentes nos 6leos essenciais. Quando a mesma € acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) € uma técnica versatil na identificacdo dos compostos
presentes em Oleos essenciais, através da andlise do espectro de massa obtido em cada
pico.

Os oleos essenciais podem apresentar funcdes ecoldgicas, como inibidores de
infestantes e predadores. Assim como atividades farmacoldgicas, como a¢do carminativa
(camomila), antiespamddica (sdlvia e alho) e atividade secretora do epitélio respiratorio
(eucalipto, anis-estrelado) (SIMOES et al, 2000).

Além disso, os Oleos essenciais de vdrios extratos de plantas sdo interessantes e
apresentam potencial como remédio alternativo para o tratamento de muitas doencas
infecciosas, além da preservacdo de alimentos, agindo como antioxidantes (TEPE et al,

2005).
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1.2. Radicais livres, compostos fenolicos e atividade antioxidante

As espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como radical hidroxila (OH), anion
radical superéxido (O,") e hidroperoxila (ROO") e espécies nao-radicais, tais como H;O; e
oxigénio singlete ('O,), atacam cadeias de dcidos graxos poliinsaturados dos fosfolipidios e
do colesterol, abstraindo um hidrogénio do grupo metileno bis-alilico, iniciando assim um
processo de peroxidacao lipida nas membranas celulares (SOUZA et al, 2007).

Nas células sauddveis, existe um equilibrio entre a producdo de EROs e os
diferentes sistemas de defesa, enzimatico ou ndo enzimético. Quando o equilibrio é afetado
entre moléculas oxidantes e antioxidantes, ocorre o estresse oxidativo devido a acumulacao
de radicais livres, os quais sdo responsaveis pelo envelhecimento e pelo surgimento de
doencas, como, cancer, arteriosclerose, diabete, problemas cardiovasculares e processos
degenerativos do cérebro, por exemplo, doenca de Alzheimer (MATA et al, 2007).

A producdo dos radicais livres nos seres vivos pode ser controlada por enzimas, tais
como superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, assim como a ingestdo de
antioxidantes sintéticos e naturais. Os antioxidantes sintéticos BHA (5-hidroxi-3-terc-butil-
anisol) e BHT (4-hidroxi-3,5-diterc-butil-tolueno) mostrados na figura 1 sdo amplamente
utilizados pela industria, principalmente na supressao de oxidacdo de gorduras e também
em cosméticos, pois apresentam estrutura fendlica capaz de doar um préton a um radical
livre, estabilizando-o. Porém, as adi¢des desses antioxidantes em alimentos apresentam
efeitos negativos aos consumidores, devido a sua carcinogénese (DJERIDANE et al,

2006).

OH OH
C(CHz)s  (H3C)sC C(CHa)s
OCH; CHs
BHA BHT

Figura 1 — Estrutura quimica do BHA e BHT.
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Os antioxidantes naturais sao encontrados em frutas e vegetais, tais como tocoferdis
(vitamina E), 4cido ascorbico (vitamina C), fendis e carotendides. Os tocoferdis (figura 2)
sao encontrados na maioria dos 6leos vegetais, e a legislagao brasileira permite a adi¢ao de
300 mg/Kg de tocoferdis em 6leos e gorduras, como antioxidante (RAMALHO & JORGE,
2006). A vitamina C é amplamente difundida no reino vegetal, sendo encontrada em frutas,
tais como laranja, limdo e acerola, e também € vendida comercialmente na forma de

pastilhas.

HO
CH, CHs CH,
Rs 0 CHs
Rs
o-tocoferol: Rj=R,=R;=CHj;
B-tocoferol: R;=R;= CHj3; R,=H
y-tocoferol: Rj=H; R,=R;=CH;
d-tocoferol: R1=R,=H; R;=CHj

Figura 2 — Antioxidantes naturais utilizados como aditivos em alimentos.

Devido a caracteristicas quimicas, as substincias fendlicas sdo consideradas
potentes agentes antioxidantes. SAo compostos com ampla distribui¢do no reino vegetal e
encontrados em véarios 6rgaos destes. Sao classificados em fendis simples, dcidos fendlicos
(derivados de acidos benzdicos e cindmico), cumarinas, flavondides, estilbenos, taninos
condensados e hidrolisdveis, lignanas e ligninas (RAMALHO & JORGE, 20006).
Especialmente os flavondides que exibem uma grande variedade de atividades bioldgicas,
onde estudos “in vitro” revelam que flavondides na dieta podem reduzir risco de varios
canceres, especialmente cancer de mama e prostata (HODEK et al, 2002).

Extratos vegetais que apresentam alta atividade antioxidante tém sido estudados
visando a obtencdo de substincias antioxidantes que combatam os radicais livres. Este
extratos tém sido padronizados e utilizados como fitoterapicos, por exemplo o extrato das
cascas da manga (Mangifera indica), o qual possui alta atividade antioxidante (NUNEZ-

SELLES, 2005).

Isabel Duarte Coutinho



Introdugdo

Muitos antioxidantes naturais, tais como rutina, quercetina, naringenina Sao
compostos suscetiveis a doagdo de um préton a um radical livre, devido a presenca nestas
substancias de um sistema conjugado com hidroxilas quelada a carbonila e dupla ligacao

o-B-carbonila (CAI et al, 2006).

1.3. Familia Myrtaceae e Género Campomanesia

O Estado de Mato Grosso do Sul possui uma ampla biodiversidade de vegetais que
sao utilizados na medicina popular, principalmente espécies frutiferas da familia
Myrtaceae como Campomanesia adamantium (guavira) e Psidium guajava (goiaba).

A familia Myrtaceae possui cerca de 140 géneros e mais de 3000 espécies, e seus
maiores centros de dispersdo sdo a América e a Austrdlia ( SILVA et al, 2005). Esta
dividida em duas subfamilias a Myrtoideae e Leptospermoideae, sendo que no Brasil todos
os representantes nativos pertencem a subfamilia Myrtoideae.

A subfamilia Myrtoideae € constituida de apenas uma tribo, Myrteae, a qual estéd
dividida em trés subtribos: Eugeniinae, Myrciinae e Myrtinae ( LIMBERG et al, 2004).

Os géneros Eugenia, Myrciaria, Plinia pertencem a subtribo Eugeniinae, géneros
Myrcia, Calyptranthes, Marlierea, Myrceugenia pertencem a subtribo Myrciiniae e
géneros Campomanesia € Psidium pertencem a subtribo Myrtinae (MENUT ez al, 1997). O
género Campomanesia possui aproximadamente 80 espécies, das quais 11 sdo arvores
frutiferas (OSORIO et al, 2006).

O Estado de Mato Grosso do Sul possui uma paisagem diversificada, caracterizada
por cerrados e campos de inunda¢do, como o Pantanal. A flora do Pantanal possui cerca de
1863 espécies, pertencentes a 774 gé€neros e 136 familias. A familia Myrtaceae apresenta-
se com 45 espécies com destaque as espécies Campomanesia adamantium (Cambess.) O.
Berg., C. eugenioides (Cambess.) Legr., C. sessiflora (O. Berg.) Mattos, C. pubescens
(Cambess.) O. Berg (POTT al., 1996).

A espécie C. adamantium ocorre em fisionomias campestres de cerrado e em
cerrado tipico, sendo encontrada na regido do Estado de Sao Paulo e Mato Grosso do Sul.
Essa espécie é caracterizada como arbusto muito ramificado, ramos delgados de até 2 m de
altura, folhas simples, opostas, ovais ou elipiticas, cerca de 4 cm de comprimento e 2 cm

de largura. Flores brancas e frutos verdes ou amarelados, glaba, com cerca de 1,5 cm de
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didmetro(DURIGAN,2004).

Os frutos sdo empregados na culindria sulmatogrossense no preparo de licores,
sorvetes e geléias. As folhas s@o utilizadas na medicina popular para desarranjos
estomacais e infec¢des do trato urindrio (PIVA, 2002). Em relatos da populacdo as raizes
sdo empregadas no tratamento da diabete.

Devido a abundancia deste vegetal em nosso Estado, todos os anos € realizado na
cidade de Bonito o Festival da Guavira, onde o folclore e a culindria sdo as principais
atracgoes.

Os estudos quimicos reportados na literatura sobre o género Campomanesia sao
recentes. A espécie C. lineatifolia é nativa da regido do Amazonas na Coldmbia, onde é
conhecida popularmente como champa, palillo, guayaba de mono, guayaba de anselmo. A
partir de suas sementes foram isoladas trés B-tricetonas denominadas de champanonas A, B
e C as quais apresentaram atividade antimicrobiana (BONILA et al, 2005). Da polpa,
casca, folhas e sementes foram caracterizados os compostos volateis (OSORIO et al,
2006).

Foram caracterizadas também as substancias presentes nos Oleos essenciais das
folhas de C. sessiflora (MARCONDES et al, 2002), C. guazumifolia, C. rhombea e C.
xanthocarpa (LIMBERGER et al, 2001), C. phaea (ADATI & FERRO, 2006) e nos frutos
de C. adamantium (VALLILO et al, 2006).

Estudos quimicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), nas folhas
relataram a presenc¢a de quercetina, miricitrina e rutina em C. xanthocarpa; miricitrina em
C. pubences e miricitrina e quercetina em C. quazumaefolia (SCHMEDA-
HIRSCHMANN, 1995).

Andlise quimica das folhas de C. xanthocarpa indicou a presenca de flavondides,
saponinas e taninos, também foram realizados testes de atividade antiulcera e de toxicidade
em ratos (MARKMAN et al, 2004).

Tratamento com infusdo das folhas de C. xanthocarpa em ratos com dieta de alta
caloria, mostrou uma reducdo significante de peso corpéreo e diminui¢do da glicemia, e
nao observou redugio significativa de triglicérides e colesterol (BIAVATTI et al, 2004).

Nao foram encontrados relatos na literatura da andlise quimica das folhas e flores

de Campomanesia adamantium.
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2. OBJETIVOS

1. Estudar as folhas da espécie Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg

(Myrtaceae), visando os seguintes itens:

v’ Caracterizagio do dleo essencial em diferentes estdgios fenoldgicos e em diferentes
cidades do Estado de MS empregando CG-EM;

v Isolamento das substincias presentes nos extratos e avaliagio da atividade
antioxidante;

v A avaliagdo da atividade antimicrobiana em 6leos essenciais e extratos;

<

A avaliagdo do efeito inseticida no extrato etanélico;
v' Monitoramento das substincias em amostras coletadas em diferentes estacdes do
ano empregando CLAE, determinagdo do teor de fendis e flavondides e avaliacao

da atividade antioxidante.

2 . Caracterizacao do 6leo essencial das flores empregando CG-EM da espécie

Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg (Myrtaceae).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Padroes e Reagentes

Os solventes utilizados no preparo dos extratos, cromatografia em coluna (CC),
cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP) foram de grau p.A. Para os ensaios de atividade antioxidante,
teor de fendis, taninos e flavondides, e as andlises por CLAE foram usados solventes grau
cromatogréfico.

Para a realizacdo dos ensaios do teor totais de fendis, taninos, flavondides e
atividade antioxidante foram empregados os padrdes de acido gdlico, 4cido tanico e 4-
hidroxi-3,5-diterc-butil-tolueno (BHT) obtidos a partir de Sigma-Aldrich. B-caroteno foi
adquirido da Calbiochem e quercetina obtida a partir da hidrdlise dcida da rutina, a qual foi
isolada de Dimorphandra mollis Benth. Os reagentes para esses mesmos ensaios foram:
Folin-Cicauteau, acetato de potdssio, cloreto de aluminio, carbonato de sédio adquiridos da
Merck, Tween 20 da Riedel-de Haén, 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e é&cido
linoléico obtidos da empresa Sigma-Aldrich.

Para a identificacdo das substancias presentes no 6leo essencial foram empregados
padrdes da série de n-alcanos Cs-Cy; adquiridos da Sigma.-Aldrich.

Para quantificacdo das substancias presentes nos extratos foram empregadas as
substancias isoladas a partir do extrato metandlico da espécie analisada neste trabalho e a
substincia 2’,4’-diidroxi-3’,5’-dimetil-6’-metoxichalcona (Cald) isolada dos frutos de

Campomanesia pubescens (SILVA et al, 2007).

3.2. Cromatografia em Coluna (CC)

Para fracionamento cromatogréfico foram utilizadas: colunas de vidro de 3,5 cm de
diametro x 40 cm e como fase estaciondria sephadex LH-20 da Pharmacia e silica gel 60
de 70-230 mesh da Merck; coluna de vidro de 1,5 cm de didmetro x 15 cm e fase
estaciondria sephadex LLH-20 da Pharmacia, silica gel 60 230-400 mesh e silica de fase

reversa -C;g da Merck. Foram utilizados solventes de grau p.A. como fase mével.
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3.3. Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

Para andlise do perfil cromatografico foram empregadas placas de aluminio
impregnada com silica gel F,s4 (Macherey-Nagel), e reveladas empregando luz UV (254 e

365 nm), sulfato de cério, vanilina sulfurica e solu¢do de p-anilsadeido.

3.4. Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP)

Para isolamento a partir do perfil cromatografico foram empregadas placas de vidro

(20 x 20 cm) cobertas com silica gel 60 HFs4.36¢ € analisadas empregando luz ultravioleta.

3.5. Preparo dos reveladores:

» Solug¢do de sulfato de cério: Sulfato de cério em H,SO4 (4,5%).
» Solugdo de vanilina sulftrica: 600 mg de vanilina.
60 mL de solugao contendo: 45% de MeOH, 45% de EtOH e
10% de acido sulfurico concentrado.
» Solu¢do de p-anisaldeido: 0,85 mL de anisaldeido
85 mL de MeOH
10 mL de écido acético
5 mL de H,SO4
» Luz ultravioleta: incidéncia de luz ultravioleta (Monitor UV de mio da Boitton

com luz UV de 254 e 365 nm) em camara escura.

3.6. Equipamentos

3.6.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Todas as fracdes obtidas foram analisadas empregando um cromatégrafo liquido de
alta eficiéncia, modelo: Varian 210, detector de arranjo de diodos (DAD), com varredura
entre 200-800 nm. A coluna utilizada para as andlises foi de fase reversa C-18 (25 cm x 4,6
mm x 5 um) e pré-coluna (2,5 cm x 3 mm) de mesma fase da coluna (Phenomenex). A

eluicdo foi realizada com solventes de grau HPLC em sistema gradiente, nas seguintes
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condi¢Oes cromatograficas:

Condicao 1: Iniciou-se com 40% de metanol, 50% de dgua e 10% de acetonitrila indo até
40 minutos até atingir 80% de metanol, 10% de dgua e 10% de acetoniltrila ¢ 10 minutos
para voltar a condicd@o inicial. Tempo de andlise foi de 60 minutos. Vazdo de fluxo da

bomba de 1 mL/min e volume injetado foi varidvel entre as amostras (10 a 50 uL)

Condicao 2: Iniciou-se com com 1% de metanol, 84% de dgua e 15% de acetonitrila indo
até 15 minutos para atingir 1% de metanol, 59% de dgua e 40% de acetoniltrila, depois
mais 5 minutos para atingir 1% de metanol, 21% de dgua e 78% de acetonitrila, 10 minutos
para atingir 1% de metanol, 0% de dgua e 99% de acetonitrila, 10 minutos para atingir 0%
de metanol, 0% de dgua e 100% de acetonitrila e por fim 10 minutos para voltar a condi¢ao
inicial. Tempo de andlise foi de 50 minutos. Vazdo de fluxo da bomba de 1 mL/min e

volume injetado foi varidvel entre as amostras (10 a 50 uL).

3.6.2. Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Todas as amostras de Oleo essencial foram analisadas empregando um
Cromatégrafo a Gas, GC 3900, acoplado ao Espectrometro de Massas, Saturn 2100 T
(Varian), utilizando-se uma coluna capilar de silica fundida de 30 m de comprimento, 0,25
mm de didmetro interno e espessura do filme de 0,25 um (ZB-5: 5% de fenil
dimetilpolisiloxano). As condi¢des cromatogrificas empregadas foram as seguintes: hélio
como gds de arraste (fluxo 1 mL/min), volume de injecdo 1puL, razdo de Split 1:20, com
temperatura inicial do forno de 50 °C e aquecimento de 50 a 250 °C a 3 °C/min. As
temperaturas do injetor e do trap foram de 240 e 200 °C, respectivamente, manifold a 70 °C
e linha de transferéncia 240 °C. Os pardmetros de scan do EM foram ionizagdo por impacto

de elétrons a 70 eV, na faixa de massa de 40-430 m/z e intervalo de scan de 0.5 s.

3.6.3. Espectrofotometro de ultravioleta

A leitura das absorbancias na regido do visivel realizadas para os testes quimicos de
avaliacdo da atividade antioxidante, teor de flavondides e fendis totais, foram realizadas

empregando Espectrofotometro Hitachi 1100, com comprimento de onda na faixa de 190-

10
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1100 nm.

3.6.4. Ressondncia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear foram realizados em
espectrometro Bruker DPX-300, operando a 300 MHz para o 'H e 75 MHz para o B,
Alguns experimentos foram realizados empregando um espetrometro Varian, INOVA 500,
operando a 500 MHz para o 'H e 125 MHz para o ">C. Os espectros foram registrados com

as amostras solubilizadas em CDCl3; C3D¢O e CD;OD.

3.7. Coleta do material vegetal

Para este trabalho as folhas de C. adamantium foram coletadas em quatro cidades do
Estado de Mato Grosso do Sul e preparadas excicatas para identificacdo botanica. A tabela
1 indica as coordenadas geograficas referentes a cada local de coleta, assim como o

nimero da excicatas do material vegetal.

Tabela 1 — Coordenadas geograficas e locais de coleta.

Cidade Latitude Longitude Niimero excicata
Dourados 22°11° 813 S 054°55° 801" W 5196
Bela Vista 22°06° 35.8” S  056°33’ 00.8 W 5198
Jardim 21°2502.0”S  056° 13 77.0° W 5195
Bonito 21°07° 50.0 S 056° 24’ 68.0”° W 5197

3.8. Preparo dos oleos essenciais e extratos

3.8.1. Preparo dos oleos essenciais

Para o preparo dos 6leos essenciais foram coletadas as folhas de C. adamantium em
cidades diferentes do estado de Mato Grosso do Sul: Dourados durante o estagio de
floracdo (Ddosp), frutificacdo (Ddoss) e vegetativo (Ddosyg); Bela Vista (BVy), Jardim
(Jdgr), Bonito (BOy,) € Dourados (Ddosg) durante a frutificacdo. As flores foram coletadas
na cidade de Dourados (Ddosys).

Os dleos essenciais foram obtidos por arraste a vapor utilizando o extrator tipo
Clevenger, a partir de 400,00 g das folhas e flores frescas, obtendo-se um total de oito

amostras.

11
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Foram preparadas solugdes dos dleos essenciais em hexano grau cromatogréifico e
analisadas empregando CG-EM. A tabela 2 apresenta os codigos das amostras, locais de

coletas, rendimento dos 6leos obtidos e concentragio das solucdes para andlise.

Tabela 2 — Amostras submetidas a analise em CG-EM

Amostras Local de C. do analito Estagio Rendimento
coleta (ng/mL) fenolégico (%)
. Primavera
BVy, Bela Vista 2420 (frutificacdo) 0,13
: Primavera
JDx¢. Jardim 2460 i o) 0,10
. Primavera
BOy, Bonito 2420 (frutificacdo) 0,20
Ddos, Dourados 2030 Flores 0.05
(Primavera)
Ddosy Dourados 2270 Primavera 0.16
(floracao)
Ddos;; Dourados 2390 Prgn.averNa 0.39
(frutificacdo)
Ddos,, Dourados 2320 Outono 0.19
(vegetativo)

O indice de reten¢ao (IR) foi determinado através de adi¢do de padrao de n-alcano
(Cs-Cy) na concentracao de 250 pg/mL.

O IR foi calculado utilizando a equagdo para temperatura programada (ISIDOROV
et al, 1998; ZHAO et al, 2005).

De acordo com a equagdo abaixo:

(Tr )x — (Tr)z
(Tr)z +1- (Tr)z

I =100z +100

tr = tempo de reten¢do
z = numero de carbono do menor padrao de n-alcano
z+1 = nimero de carbono do préximo homdlogo de n-alcano

Z = numero de carbonos do alcano de reten¢do Xz

3.8.2.Extratos orgdnicos para isolamento e andlise por CCDC

As folhas de C. adamantium coletadas na cidade de Jardim em novembro de 2005

durante o estdgio de floracdo, foram secas em estufa a 37 °C, e posteriormente trituradas
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Isabel Duarte Coutinho



Materiais e métodos

em moinho de facas. Os extratos foram preparados partindo-se de 804,20 g de folhas secas,
em ordem crescente de polaridade iniciando-se com hexano, seguido de cloroférmio e

metanol por 3 vezes consecutivas com cada solvente durante um periodo de 7 dias (fig. 3).

C. adamantium
folhas
804,19¢g

3 x 1000 mL de hexano
7 dias cada extracdo

Extrato hexano residuo
7,710 g

residuo Extrato CHCl;

3 x 1000 mL com MeOH 8.80¢
Durante 7 dias cada extragdo

3 x 1000 mL com CHCI;
7 dias cada extracdo

Extrato metandlico residuo descartado
(EMeOH)
58,68 g

Figura 3 — Fluxograma representativo do processo de obtencdo dos extratos das folhas de

C. adamantium.

Os extratos hexanico, cloroférmico e metanélico foram obtidos evaporando-se os
solventes em rotoevaporador. Para esse trabalho optamos por trabalhar com o extrato polar
metandlico denominado EMeOH. Em seguida, o mesmo foi submetido a parti¢do liquido-
liquido (fig. 4) empregando-se uma mistura de 1000 mL de dgua/hexano (1:1 v/v), sendo
obtida a fase hexanica (FHex). Essa foi separada e posteriormente foi adicionado 500 mL
de AcOEt na fase aquosa (FAq), onde foi observado a formacao de trés fases, a de maior
densidade referente a FA(q, fase de menor densidade referente a fase acetato de etila
(FACOELt) e uma fase entre FAq e FAcOEt que nido foi solivel em nenhuma dessas fases

e foi denominada de interfase (IF) (fig.4).
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EMeOH
32,00 g

‘ 1000 mL dgua/hexano (1:1) v/v)

FHex Fase aquosa
4,00 g
‘ 500 mL de AcOEt
FAq IF FAcOEt
093 g 1491 g 249 ¢

Figura 4 — Fluxograma da parti¢ao liquido-liquido obtida a partir do EMeOH.

A andlise por CCDC das fases obtidas através da particdo liquido-liquido foi
realizada empregando vérios eluentes, mas os que apresentaram melhor separa¢ao foram as
misturas de Tol/AcOET/Hfor (6:4:1 v/v/v) para substincias apolares e AcOET/n-PrOH/
/H,0O (140:8:80: v/v/v, fase organica) para deteccao de substancias polares. Apds serem
reveladas com luz UV as placas foram pulverizadas com vanilina sulftrica.

Para andlise empregando CLAE, 20 mg da amostra EMeOH foi dissolvida em 5
mL de metanol grau cromatogréfico e filtrada com ultrafiltro de 0,22 um. Posteriormente,

esta solucgdo foi diluida para 1,33 mg/mL e analisada.

3.8.2.1 Fracionamento da fase hexdnica (FHex)

A FHex (3,30 g) foi fracionada empregando silica gel 70 - 230 mesh como
adsorvente e misturas de hexano/acetona e acetona/etanol em sistema gradiente como fase
moével. Foram obtidas 100 fragdes de 50 mL cada, as quais foram rotoevaporadas e
posteriormente analisadas por CCDC empregando como eluentes uma mistura de
Tol/AcOEt/HAc 80:20:5 (v:v:iv) e Tol/AcOEt/HAc 139:83:8 (v:v:v) e revelada com
vanilina sulftrica. As fracdes que apresentaram perfis cromatograficos semelhantes foram

reunidas.
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A fracdo 36-41 (80,13 mg) quando analisada por CCDC mostrou a presenga de
duas manchas, a primeira de maior polaridade de coloracdo roxa e a segunda de coloracao
amarela quando revelada com vanilina sulftrica. Esta foi submetida a CCDP, empregando-
se placa de vidro impregnada com silica gel para escala preparativa HF;s4.36¢ € eluida em
uma mistura de Tol/AcOEt/HAc 80:20:5 (v:v:v). As manchas obtidas nas placas foram
separadas e retiradas da silica por solubiliza¢do em acetato de etila.

Ap6s andlise novamente por CCDC foi observado que a mancha de maior
polaridade estava pura e foi submetida a andlise espectroscépica empregando técnicas de

RMN de 'He 13C, sendo entdo denominada de Cal.

3.8.2.2. Fracionamento da interfase (IF)

A interfase (675,60 mg) foi dissolvida em 15 mL de MeOH, centrifugada e em
seguida aplicada em coluna empregando-se sephadex-LH20 como fase estaciondria e
MeOH como fase moével (fig. 5). Foram obtidas 209 fracdes de 20 mL cada, que foram
analisadas por CCDC empregando o eluente AcOEt/n-PrOH/H,0 (140:08:80 v/v/v), fase
organica, e revelada com solugdo de sulfato de cério.

Somente a fracdo 199 mostrou a presenca de uma mancha em CCDC quando eluida
com AcOEt/n-PrOH/H,0 (140:8:80 v/v/v, fase organica) e revelada com sulfato de cério.
Posteriormente, foi submetida 2 andlise por RMN de 'H, '°C, DEPT 135°, gHSQC e
gHMBC, e foi denominada de Ca9. As fracdes que se apresentaram em mistura foram

refracionadas e os procedimentos realizados com estas estao descritos abaixo.

15

Isabel Duarte Coutinho



Materiais e métodos

IF
(675,60 mg)

Sephadex LH-20
Eluente: MeOH

205 fragoes

cCDC
AcOEt/n-PrOH/H,0 (140:08:80 v/v/v)

56-71 60-62 90-98 199
88,10 mg 384,30 mg 51,30 mg
RMN
. Silica gel Silica CI18
Silica gel Tol/AcOEY/EIOH | H,O/ACN
Tol/AcOEY/EtOH Cal0
a

Ca2eCa3 (a4, Ca5,Ca6,Ca7eCa8  Ca9

Figura 5 — Fluxograma das fracdes obtidas a partir do fracionamento de IF.

3.8.2.2.1. Cromatografia em coluna da fragcdao 56-71

A fracdo 56-71 (88,10 mg) foi purificada utilizando silica gel (230-400 mesh) e
eluida em sistema gradiente iniciando-se com tolueno, aumentando para acetato de etila
terminando em etanol. Foram obtidas 82 fra¢des de 20 mL, as quais foram analisadas por
CCDC empregando os eluentes Tol/AcOEt/HAc (6:4:1 v/v/v ) e Hex/CHCls/MeOH (4:4:2
v/v/v) e revelada com vanilina sulfdrica. Dentre as fracdes obtidas, a fragdo 23 (12,50 mg)
e 65 (7,05 mg) apresentaram somente uma mancha de colorac@o alaranjada, mas com Rf’s
diferentes. Posteriormente foram submetidas a andlise por RMN de 'He 13C, gHSQC,

gHMBC, onde foram denominadas de substancias Ca2 (23) e Ca3 (65).

3.8.2.2.2. Cromatografia em coluna da fragdo 60-62

A fracdo 60-62 (384,30 mg) foi também submetida a coluna utilizando silica gel
(230-400 mesh, Merck) e eluida com Tol/AcOEt e AcOEt/EtOH em sistema gradiente.
Foram obtidas 150 fra¢des de 20 mL, as quais foram analisadas por CCD. As fracdes 5-7
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(6,10 mg), 16 (15,40 mg), 18 (7,50 mg) e 22-23 (6,50 mg) foram isoladas como um sélido
amarelo amorfo, cristais transparentes, s6lido amorfo alaranjado e s6lido amarelo amorfo,
respectivamente. As mesmas foram analisadas utilizando como fase mével Tol/AcOEt
(98:2 v/v), e estas apresentaram somente uma mancha em CCDC e quando reveladas com
vanilina sulftirica apresentaram coloracdo amarela, rosa-pink, alaranjada e amarela,
respectivamente. Posteriormente foram submetidas 2 andlise por RMN de 'H e °C e
experimentos de gHSQC e gHMBC, onde foram denominadas de substancias Ca4 (5-7),
Ca$ (16), Caé6 (17), Ca7 (18) e Ca8 (22-23).

3.8.2.2.3. Cromatografia em coluna da fracdo 90-98

Outra fracdo analisada foi a 90-98 (51,30 mg), o qual foi submetida a separacdo
empregando silica de fase reversa C18 como adsorvente e eluida com dgua/acetonitrila em
sistema gradiente. Foram obtidas 46 fra¢des e analisadas por CCDC empregando o eluente
Tol/AcOEt/Hfor (6:4:1 v/v/v) e revelada com vanilina sulftrica. A fracdo 12-13 obtida
empregando a fase mével H,O/ACN (60:40 v/v) apresentou somente uma mancha de
coloragcdo amarela. Posteriormente, foi submetida a anélise espectroscépica de RMN de 'H

e 13C, gHSQC, gHMBC, onde foi determinada a substancia Ca9 (6,50 mg).
3.8.2.3. Fracionamento da fase acetato de etila (FAcOEt)

A FAcOEt (2,49g) foi fracionada empregando-se Sephadex-LH20 como fase
estaciondria e MeOH/AcOEt 1:1 (v:v) como fase mdvel (fig. 6). Para isso a FAcOEt foi
dissolvida em 15,00 mL de solu¢do metanol/acetato de etila 1:1 e centrifugada. O
sobrenadante foi aplicado na coluna. Foram obtidas 250 fra¢des de 20 mL cada, que foram
analisadas por CCDC empregando o eluente AcOEt/n-PrOH/H,0O (140:08:80 v/v/v), fase
organica) e revelada com soluciao de sulfato de cério. A figura 6 mostra o procedimento
realizado para o isolamento das substancias presentes nesta fase e a purificacdo realizada

com algumas fragdes que se apresentaram em mistura.
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FAcOEt
(249 g)

Sephadex LH-20
MeOH/AcOEt 1:1 (v:v)

250 fragoes

ccpe
AcOEt/n-PrOH/H,0 (140:08:80 v/v/v)

87-89 90-93 106
15,70 mg 96,60 mg
RMN
CCDP
AcOEt/n-PrOH/H,0 Fase reversa
(140:08:80 v/v/v) H,O/ACN

Cal3
Call Cal2

Figura 6 — Fluxograma das fra¢des obtidas do fracionamento da amostra EAcOELt.

3.8.2.3.1. Cromatografia em camada delgada preparativa da fracdo 87-89

A fragdo 87-89 (17,70 mg) foi submetida a CCDP empregando placas de aluminio
impregnadas com silica gel F,s4 como fase estacionéaria e AcOEt/n-PrOH/H,0 (140:08:80
v/vlv), fase orgadnica) como fase movel. A placa foi revelada empregando luz UV e foram
observadas 5 manchas. Apds a separacdo, somente a mancha 3 mostre-se pura através da
andlise por CCDC. Esta amostra foi submetida 2 andlise por RMN de 'H e '°C, DEPT
135°, gHSQC e gHMBC, e foi denominada de substancia Call (6,50 mg).

3.8.2.3.2. Cromatografia em camada delgada preparativa da fracao 90-93

A fracdo 90-93 (96,60 mg) foi fracionada empregando silica de fase reversa e
H,O/ACN em polaridade decrescente como fase movel. Foram obtidas 35 fragdes. A
fracdo 2 (14,03 mg), obtida empregando a fase mével H,O/ACN (6:4), apresentou duas

manchas de colora¢do amarela quando revelada com vanilina sulfirica, mas de intensidade
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diferentes, sugerindo que a de Rf menor era majoritaria em relag@o a outra. Posteriormente,
essa fracdo foi analisada empregando técnicas espectroscGpicas de RMN de 'H e B,
DEPT 135°, gHSQC e gHMBC, e foi denominada de substancia Cal2 (majoritria) em

mistura com a substancia Call (minoritaria).

3.8.3 Amostras das folhas coletadas em diferentes estagcoes do ano

Para o preparo dos extratos a partir das folhas de C. adamantium coletadas em
diferentes estagcdes do ano, coletou-se as folhas na cidade de Bela Vista em 2007 durante o
verdao (quente e umido) e outono (frio e seco). Nestas duas estagcdes do ano a planta
encontrava-se no estagio vegetativo, enquanto na primavera (clima quente e seco) a planta
encontrava-se no estagio reprodutivo.

Os extratos foram preparados a partir de 20,00 g de folhas trituradas em
liquitificador e submetidos a maceracao com 200 mL dos solventes hexano (Hex), acetato
de etila (AcOEt), etanol (EtOH) e metanol (MeOH), sequencialmente, em ordem crescente
de polaridade, onde cada solvente permaneceu em contato com as folhas durante 48 horas
(fig. 7). Foram obtidos os extratos hexanicos, acetato de etila, etandlico e metandlico. A
tabela 3 mostra o rendimento dos extratos e seus respectivos codigos.

O extrato hexanico foi tratado com acetona, onde observou-se a formacao de um
precipitado, o qual foi separado do sobrenadante. Esse precipitado € formado
provavelmente por substancias insoliveis, como hidrocarbonetos de cadeia longa, com isso

somente o sobrenadante foi empregado em todas as andlises.
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20,00 g
folhas trituradas
3x 200 mL de hexano
Hex Residuo
Tratado com acetona ‘ 3 x 200 mL com AcOEt
sobrenadante precipitado Residuo AcOEt

(Hex)
3 x 200 mL com EtOH

EtOH Residuo

2 x 200 mL com MeOH

MeOH Residuo
descartado

Figura 7 — Fluxograma de preparo dos extratos obtidos a partir das folhas de C.
adamantium coletadas em diferentes estagdes do ano.

Tabela 3 - Rendimento (%) dos extratos obtidos das folhas de Campomanesia adamantium
durante o verdo, outono e primavera.

Hex

Amostras — AcOEt EtOH MeOH
sobrenadante  precipitado

Verao 1,45 5.50 6.20 8,55 1,65
(Cav)
Outono 2.06 173 6.75 775 3.63
(Cao)

Primavera 0.87 1.85 2.50 538 2.29
(Caip)
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Para quantificacdo empregando CLAE das substancias presentes em todos 0s
extratos obtidos da coleta sazonal, foram preparadas solugdes estoques na concentracao de

0,61 mg/mL em metanol e filtradas com ultrafiltro de 0,22 pum.

3.8.4 Determinacdo do teor das substancias Ca2, Cad, Ca5, Ca6, Ca9 ¢ Cal4

As substancias isoladas a partir da fase acetato de etila (FAcOELt) e interfase (IF),
com excecao de Cal, apds elucidagdo estrutural através de técnicas de RMN 1D e 2D
foram analisadas por CLAE/DAD empregando a condi¢do 1. As substancias isoladas
foram purificadas por CLAE analitico apresentando pureza entre 90-94 % [ Ca2 ( 92 %),
Ca4 (92 % ), Ca5 (93 % ), Ca6 (91 % ), Ca9 (92 % ), Call ( 94 % ), Cal2 ( 90 % )e
Cal4 (92 %)].

As substancias foram dissolvidas separadamente em metanol grau cromatografico
para preparacdo das solucdes estoques. Foram realizadas injecdes de volumes variados da
solucdo estoque do analito. Para cada analito foi obtido um cromatograma, deste foi
retirada a 4rea onde foi construida a curva analitica de 4rea versus massa de cada
substancia. Através da andlise de regressao linear foi possivel estabelecer o coeficiente de
correlagdo, assim como o coeficiente angular e linear para determinacdo da concentracao

destas substancias no extrato metandlico e nas amostras Cav, Cao e Caip.

3.8.5 Determinagdo do teor de fendis e flavonoides

O ensaio para determinacdo de fendis totais foi realizado com as amostras
EMEOH, Cav, Cao ¢ Caip e a determinacdo de flavonéides somente com o EMeOH de
acordo com o método descrito por LIN & TANG, 2007.

O teste do teor de fenois foi realizado a partir de uma aliquota de 0,1 mL de
amostra na concentragdo de 160 pg/mL e adicionado a 2 mL de carbonato de s6dio 2% e
depois de trés minutos foi adicionado 0,1 mL reagente Folin Ciocalteau (50%). As
amostras foram incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente e depois realizada a
leitura em 750 nm empregando espectrofotdometro. O branco foi preparado com todos os

reagentes, menos a amostra, a qual foi substituida por 0,1 mL de metanol. Uma curva
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analitica do padrdo acido gélico foi obtida empregando as seguintes concentracdes: 10, 50,
100, 150 e 200 pg/mL e através da absorbancia obtida para cada concentragdo foi plotado
um grafico concentragdo versus absorbancia.

O teor de flavondides totais foi realizado a partir de uma aliquota de 0,5 mL de
amostra na concentragdo de 160 pg/mL e adicionado 1,5 mL de metanol, 0,1 mL de cloreto
de aluminio hexaidratado (10%), 0,1 mL de acetato de potdssio triidratado (1 mol/L) e 2,8
mL de 4gua destilada. Os tubos foram incubados durante 30 minutos a temperatura
ambiente e a leitura realizada a 415 nm empregando espectrofotdmetro. O branco foi
preparado com todos os reagentes, menos a amostra, a qual foi substituida por 0,5 mL de
metanol. Uma curva analitica do padrdo quercetina foi obtida empregando as seguintes
concentracdes: 5, 10, 20, 40, e 50 ug/mL e através da absorbancia obtida para cada
concentracdo foi plotado um grafico concentragdo versus absorbancia. Os testes foram

realizados em triplicata.

3.8.6. Determinacdo do teor de taninos

O ensaio da determinagdo do teor de taninos foi realizado devido observagdo da
adsor¢do de amostra com colora¢cao marron na fase estaciondria sephadex LH-20 durante o
fracionamento preliminar do extrato metandlico (EMeOH). O levantamento na literatura
também indicou a presenc¢a de taninos em espécies da familia Myrtaceae, como a Psidium
guajava (VERZA et al, 2007).

A determinacdo do teor de taninos foi realizada através da diferenca do teor de
fendis e tanantes, o ultimo sao fendis que reagem com agentes complexantes, tais como po
de pele, caseina e carvao ativo. O contetdo de fendis foi determinado a partir da reacdo de
0,5 mL do EMeOH a 160 pg/mL, 0,2 mL de Folin Ciocalteau e 4,3 mL de carbonato de
sédio hexaidratado 2%, os quais permaneceram incubados a temperatura ambiente durante
30 minutos e posteriormente foi realizada a leitura em espectrofotometro a 715 nm.

Os tanantes foram determinados a partir de 20 mL do extrato a 160 pg/mL com
adicao de 200 mg dos agentes complexantes po de pele, caseina e carvdo ativo, os quais
permaneceram em contato sobre agitacdo durante 60 minutos. Posteriormente, os tanantes
foram filtrados empregando algodao, desta solu¢ao foi retirada uma aliquota de 0,5 mL, a

qual foi adicionado 0,2 mL de reagente de Folin Ciocalteau e 4,3 mL de carbonato de sédio
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hexaidratado 2%, a mistura reacional foi incubada a temperatura ambiente durante 30
minutos, e posteriormente foi realizada leitura empregando espectrofotdmetro a 715 nm.

O branco foi preparado com todos os reagentes, menos a amostra, a qual foi
substituida por 0,5 mL de metanol. Uma curva analitica do padrao 4cido tanico foi obtida
empregando as seguintes concentragcdes: 10, 20, 40, 80 e 160 pg/mL e através da
absorbancia obtida para cada concentracdo foi plotado um grafico concentracdo versus

absorbancia. Os dois testes foram realizados em triplicata.

3.8.7. Determinacdo da atividade antioxidante

3.8.7.1. Avaliacdo da inibicdo da peroxidacdo lipidica empregando o método  f-

caroteno/dcido linoléico

O ensaio de atividade antioxidante empregando o sistema P-caroteno/acido linoléico
foi realizado como descrito por TEPE er al, 2005 com algumas modificacdes e foi
realizado nas seguintes amostras: EMeOH, FAcOEt, FHex, IF, FAq e todos os extratos
obtidos da coleta sazonal (Cav, Cao e Caip). Uma solucdo estoque de -caroteno e acido
linoléico foi preparada a partir de 0,5 mg de B-caroteno dissolvido em 1 mL de cloroférmio
e adicionado a 25 pL de dcido linoléico e 200 mg de Tween 20. O cloroférmio foi
removido sobre nitrogénio liquido. A mistura resultante teve seu volume completado para
100 mL de agua milli-Q aerada. O teste foi realizado através da adi¢do de 2,5 mL da
mistura e 0,3 mL de amostra nas concentra¢des de 10-160 pg/mL e imediatamente a leitura
foi realizada no tempo zero a 470 nm e duas depois dos tubos permancerem incubados a 50
°C em banho-Maria. O controle foi preparado substituindo a amostra pelo mesmo volume
de metanol. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

A inibicdo da peroxidagdo foi calculada a partir da equacao:

Inibicao da peroxidacao lipidica (%) = (contetido de B-caroteno depois de 2 hs do

ensaio/conteddo inicial de B-caroteno) x 100.

Os resultados obtidos com os extratos foram comparados com os padrdes quercetina,

BHT, 4cido tanico e naringenina na concentracdo de 10-160 pg/mL.
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As amostras que mostraram o percentual inferior ou superior a 50% tiveram sua

concentracdo alterada (aumento ou diminui¢@o) para o célculo da Clsy.

3.8.7.2. Avaliagdo do efeito de “sequestro” de radical empregando o radical livre DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante empregando o radical livre 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila (DPPH) a 0,004%, foi baseada na habilidade de compostos fendlicos em
doar um préton para o DPPH e formar estruturas de ressondncia estdveis, estabilizando
assim o radical livre. Este ensaio foi realizado de acordo com o método descrito por
BLOIS (1958), nas amostras EMeOH, FAcOEt, FHex, IF, FAq e todos os extratos
obtidos da coleta sazonal (Cav, Cao e Caip), onde aliquotas de 1 mL de cada amostra nas
concentracoes de 10-160 pug/mL foram adicionadas a 2 mL da solucio de DPPH e
incubada na temperatura ambiente por 30 minutos. A leitura da absorbancia de cada
amostra foi realizada em espectrofotdmetro a 517 nm. O controle foi preparado
substituindo a amostra pelo mesmo volume de metanol. Todos os ensaios foram realizados

em triplicata.

O efeito “sequestro” de radical (%) foi calculado usando a seguinte equagao:

Efeito ‘““seqiiestro” de radical (%) = (Ap— A) x 100/ Ay

Onde Ay, é a absorbancia do DPPH (controle) e A € a absorbancia da amostra mais

DPPH.

Os resultados obtidos foram comparados com os padrdes quercetina, acido tanico,
BHT e naringenina na concentragdo de 10-160 pg/mL.
As amostras que mostraram percentual inferior ou superior a 50% tiveram sua

concentracdo aumentada ou diminuida para o calculo da Clsy.
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3.8.8. Ensaio do método dgar de difusdo em disco para determinacdo da atividade

antimicrobiana.

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados sob a supervisdao da
Professora Adriana Mestriner de Felipe Melo da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e da
Sadde do Centro Universitario da Grande Dourados (UNIGRAN) e foram realizados com
as amostras EMeOH, FHex, IF, Ddosg, Ddosg e Ddosg. na concentragao de 2000 pg/mL.

Os discos estéreis de papel filtro com 6,00 mm (Whatman n. 1) foram impregnados
com 20 pL de amostra e colocados para secar em ambiente também estéril. Apds
solidificacdo do &gar as placas foram inoculadas com uma suspensdao bacteriana
correspondente a escala 0,50 de Mac Farland (0.1 mL of 10® UFC/mL) e uniformemente
distribuida com Swab estéril. Os discos foram aplicados nas placas e as placas foram
levadas para incubagdo a 37°C durante 24horas. Cada teste foi realizado em triplicada. O
controle foi realizado com etanol 80%. Para determinar o controle positivo realizou-se um
antibiograma e padronizou-se a utilizacdo de discos de antibidticos (Cecon®) adquiridos
comercialmente para cada cepa teste, sendo imipenen (10 pg) para Pseudomonas
aeruginosa, nitrofurantoina (300 pg) para Staphylococcus aureus, fluconazol (10 ug) para

Candida albicans.

3.8.9. Ensaio de bioautografia empregando o fungo Cladosporium sphaerospermum

A avaliagdo da atividade antiftingica foi realizada sob a supervisdo da Professora
Maria Rita Marques do Laboratério de Bioquimica do Departamento de Morfofisiologia
CBBS/UFMS com o EMeOH.

O fungo Cladosporium sphaerospermum foi cultivado em meio BDA a 28°C, na
auséncia de luz até a esporulacdo adequada. A manutencio dos inéculos foi realizada em
dgua destilada estéril, segundo FIGUEIREDO & PIMENTEL (1975); HOMANS &
FUNCHS (1970).

Os testes de bioautografia foram realizados a partir de aliquotas de 150 pL da
amostra EMeOH na concentragdo de 176, 352, 704 e 2200 ug/mL aplicados sobre placa

cromatografica (Merck) de aluminio coberta de silica de fase normal e eluida com o
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sistema solvente hex/CHCI3/MeOH (4:4:2 v/v/v).
A placa foi pulverizada com uma suspensdo de esporos do fungo Cladosporium
sphaerospermum em solucdo nutriente contendo glicose e incubadas em camara imida por

48 horas, na auséncia de luz e em estufa a aproximadamente 30°C.

3.8.10. Avaliacdo do efeito inseticida

A avaliagdo do efeito inseticida foi realizada no Laboratério de Bioquimica do
Departamento de Morfofisiologia CBBS/UFMS sob a supervisdao do Prof. Dr. Antdnio
Pancraio de Souza.

Para esse teste, as folhas de C. adamantium foram coletadas durante o verdo de
2007 na cidade de Bela Vista. O material vegetal foi seco a temperatura ambiente e
triturados em liquitificador da NKS home. As folhas (10,00 g) foram submetidas a
maceracdo com etanol durante duas horas em ultrassom, filtrado e o solvente evaporado
empregando rotoevaporador e denominado de EEtOH.

Os graos de trigo foram pulverizados em capela de fluxo laminar com pulverizador
acoplado a uma bomba de vacuo com o EEtOH, o qual foi dissolvido em etanol numa
quantidade maxima de 10 mL por amostra de 100 g de trigo. Foram conduzidos testes
preliminares para se avaliar o efeito inseticida somente dos solventes sobre os insetos. Foi
observado que se o trigo fosse deixado por cerca de 72 horas em estufa a 38°C, apos a
pulverizagdo com etanol os insetos ndao eram afetados na sua sobrevivéncia. A temperatura
de 38°C foi utilizada porque preserva as caracteristicas naturais dos compostos quimicos
vegetais.

Ap6s a secagem por 72 horas a 38°C, o trigo foi acondicionado em caixas plésticas
circulares (6 cm de diametro e 2,1 cm de altura), totalizando 10 g de trigo por recipiente,
além da testemunha apenas com trigo ndo tratado. Em cada recipiente foram liberados 20
adultos nao sexados de Sitophilus zeamais (caruncho do milho), com idade entre dez e
vinte dias. As avaliacdes foram feitas ao primeiro, segundo, quinto e décimo dia, contando-
se o nimero de insetos mortos e descartando-os. As parcelas foram organizadas segundo o
delineamento experimental inteiramente casualizado, com dez repeticdes para cada
tratamento. Para efeito de andlise os dados foram cumulativos desde o primeiro até ao

décimo dia.
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Os resultados dos ensaios foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F, e
quando evidenciada a diferenca significativa entre as médias ao nivel de 5% de
probabilidade de erro, foi efetuada a complementacdo da andlise através da comparacdo

entre médias pelo teste de Turkey.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Oleos essenciais

Os componentes presentes nos Oleos essenciais foram identificados com base no
indice de retencao calculado para temperatura linear programada, de acordo com a equagao
de van Dool e Kratz, e espectro de massas. O espectro de massas e o indice de retengdo
foram comparados com o indicado por ADAMS (1995), e também com o espectro de
massas do banco de dados (NIST 2.0 e Saturn).

Foi analisado primeiramente o 6leo essencial obtido das flores e folhas coletadas
durante o periodo de floracdo. Posteriormente as substancias majoritarias identificadas
nestas folhas foram comparadas com as presentes nos 6leos essenciais das folhas durante a
frutificacdo e vegetativo. A composicido do 6leo essencial caracterizado durante o estagio
de frutificacdo da amostra de Dourados foi comparada com a composi¢do dos o6leos

essenciais das amostras coletadas em Bela Vista, Bonito e Jardim.

4.1.2. Caracterizacdo do oleo essencial obtido de C. adamantium coletada no municipio

de Dourados

A tabela 4 mostra os componentes identificados no 6leo essencial das flores, e
também das folhas coletadas no estdgio reprodutivo (floracdo e frutificacdo) e vegetativo.
No o6leo essencial das flores foram identificadas 37 substancias, das quais 10,81% sao
monoterpenos € 86,49% sao sesquiterpenos. Os sesquiterpenos majoritdrios foram ledol
(20,77%), globulol (9,22%), a-cadinol (7,46%) e epi-a-muurolol (5,00%). Nas folhas
(estdgio da floracdo) foram identificadas 82 substancias, das quais 48,78% sao
monoterpenos e 48,78% sao sesquiterpenos. Os componentes majoritarios foram limoneno
(22,24%), o-pineno (13,23%) e PB-pineno (8,99%). As flores apresentaram maior
composi¢do percentual de sesquiterpenos do que as folhas.

Segundo BUTTERY (1984) os sesquiterpenos possuem aromas relativamente
fracos para humanos, mas muito mais importantes para o olfato de insetos. Estudos de

deteccao eletroantenografica associados com identificacdo das substincias presentes no
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6leo essencial mostrou que os sesquiterpenos oxigenados ledol, 1-cubenol, guai-6-en-10p3-
ol, 1-epi-cubenol e muurolol sdo responsdveis pela atracdo de Hypsipyla grandella a
Guarea macrophylla ssp. Tuberculata (LAGO et al, 2006).

Com base nesses estudos da literatura, sugere-se que a presenga dos sesquiterpenos
oxigenados nas flores de C. adamantium esteja relacionada a interacdo planta-inseto, pois
durante o estagio de floracdo este vegetal é visitado por diferentes tipos de insetos.

As substancias identificadas no 6leo essencial das folhas descrita acima foram
comparadas com as folhas coletadas durante o estdgio reprodutivo (frutificacdo) e
vegetativo e as substincias majoritdrias sdo ilustradas na figura 8. Na frutificacdo foram
identificadas 44 substancias, das quais 31,82% sdo monoterpenos e 68,19% sdo
sesquiterpenos, onde os componentes majoritdrios foram biciclogermacreno (18,95%),
germacreno D(11,82%), B-cariofileno (8,97%), a-pineno (7,45%) e B-pineno (6,69%).

No estagio vegetativo foram identificadas 60 substancias, das quais 38,33% sdo
monoterpenos € 61,67% sdo sesquiterpenos, onde os componentes majoritarios foram
biciclogermacreno (16,17%), germacreno D (5,87%), B-cariofileno (11,05%) e globulol
(11,05%).

Qualitativamente a composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais durante o estagio
reprodutivo (frutificagdo e floragdo) e vegetativo € similar, mas sdo diferentes
quantitativamente, porque 0s componentes no estigio vegetativo apresentaram maior
composi¢ao percentual de sesquiterpenos do que no periodo de floracdo, onde o tultimo
apresentou maior composi¢ao percentual de monoterpenos.

A producio e a variabilidade dos terpendides nos vegetais podem estar associadas a
fatores externos, como a diferenca nas condi¢des de luz, temperatura, niveis de nutri¢do e
dgua, ou relacionada com a sua estratégia reprodutiva, podendo variar de acordo com o
ciclo reprodutivo e vegetativo da planta (BRUNETON, 1999).

A literatura relata que folhas de Salvia officinalis apresentaram variagdo no
rendimento de tujona, 1,8-cineol e canfora a cada més, onde o teor méximo na produgdo de
6leo ocorreu no més de julho, mas a produ¢do maior de tujona ocorreu em outubro. Estudo
da variagdo sazonal dos componentes do Oleo essencial de Artemisia campestris L.,
demonstrou que durante o verdo ocorreu uma quantidade relativamente elevada de
monoterpenos, tais como, o-pineno, p-cimeno, limoneno, B-ocimeno e y-terpineno, e

somente no més de abril e agosto os sesquiterpenos apresentaram um rendimento maior
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(LIMA et al, 2003).

Outro trabalho relatado foi com o O6leo essencial das flores de Gochnatia
polymorpha, o qual foi analisado no inicio e final da floracao e apresentaram variabilidade
quimica. Segundo o autor, no final da floragdo havia poucas flores e muitas sementes em
estdgios de maturacdo, e esta variabilidade pode estar relacionada como uma adaptagdo do
vegetal para polinizacdo a diferentes espécies de insetos (STEFANELLO et al, 2006).

Logo, sugere-se que a diferenga observada nos componentes do dleo essencial de C.
adamantium em diferentes periodos de coleta possa estar associada a interagdo planta-
planta, planta-microorganismo e planta-inseto. Mas somente estudos de respostas
eletrofisioldgicas de insetos associados a andlise dos 6leos essenciais empregando CG-EM

poderiam identificar as substancias responsdveis pela atracao de insetos pelo vegetal.

2 o

limoneno linalool

germacreno D biciclogermacreno  B-cariofileno

a-pineno f-pineno

HO

espatulenol globulol

Figura 8 — Principais substancias identificadas no 6leo essencial das folhas de C.

adamantium
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Tabela 4 — Substancias identificadas no O6leo essencial das flores e folhas de C.
adamantium coletada em diferentes estagios fenoldgicos.

Substancias IR IR} Ddoss Ddosq Ddos;, Ddos,,
a-tujeno 925 931 - 0,61 tr -
a-pineno 939 931 0,03 13,23 7,45 0,07

o-fencheno 944 951 - 0,50 - 0,02
-pineno 976 977 tr 8,99 6,69 0,06
mirceno 990 991 - 0,88 0,21 -

mesitileno 993 994 0,03 Tr - -
o-felandreno 1004 1005 - 0,32 - -
0-3-careno 1010 1011 - 0,19 - -
a-terpineno 1016 1018 - 0,24 - -
o-cimeno 1024 1022 - 1,49 0,15 0,09
limoneno 1031 1031 0,03 22,24 0,99 0,66
1,8-cineol 1030 1033 - 0,87 0,44 -
(Z)-B-ocimeno 1037 1040 - 0,03 - -
(E)-B-ocimeno 1047 1050 - 0,28 - -
y-terpineno 1058 1062 - 0,83 0,14 0,03
terpinoleno 1087 1088 - - 0,41 -
p-menta-2,4(8)-dieno 1088 1086 - 1,75 - 0,10
linalol 1100 1098 - - 4,97 0,53
a-fenchol 1113 1112 - 0,34 tr 0,27
cis-p-ment-2-en-1-ol 1121 1121 - 0,06 - 0,09

o-camfonelal 1125 1125 - tr - 0,11

cis-oxido de limoneno 1132 1134 - tr - -

trans-sabinol 1138 1140 - 0,06 - 0,03
canfora 1143 1143 - - - 0,02

hidrato de camfeno 1146 1148 - 0,11 - 0,02
isoborneol 1155 1156 - 0,01 - 0,01
borneol 1164 1165 - 0,45 0,24 0,37
3-tujanol 1167 1166 - tr - -
terpin-4-ol 1176 1177 - 0,57 0,26 0,04
p-cimen-8-ol 1184 1183 - 0,09 - -
butirato de Z-3-Hexenila 1186 1186 - 0,01 - -
a-terpineol 1190 1189 0,04 1,40 0,58 0,37
mirtenol 1195 1194 - 0,07 - 0,04
trans-piperitol 1206 1205 - tr - -
trans-carveol 1217 1217 - 0,03 - 0,03
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Substancias IR, IRy  Ddos Ddosg Ddos;  Ddos,,
nerol 1227 1228 - 0,02 - -
cis-carveol 1229 1229 - 0,01 - -
aldeido de cumina 1238 1339 - tr - -
carvona 1242 1242 - 0,01 - -
geraniol 1254 1255 - 0,01 - 0,02
aldeido de perila 1272 1271 - 0,09 - -
a-terpinen-7-al 1282 1282 - 0,02 - -
p-cimen-7-ol 1286 1287 - - - 0,01
trans-acetato de sabinila 1290 1291 - tr - -
carvacrol 1300 1298 - - - 0,02
acetato de neo-dihidro carveol 1303 1303 - tr - -
geranato de metila 1323 1323 - 0,02 - -
d-elemeno 1337 1339 0,10 0,26 0,29 0,63
o-cubebeno 1349 1351 - 0,04 - 0,06
ciclosativeno 1371 1368 - 0,07 - 0,14
o-ilangeno 1372 1372 - 0,05 0,17 0,10
Ol-copaeno 1375 1376 0,33 0,37 - 1,40
isoledeno 1376 1373 - - 1,57 -
B-bourboneno 1384 1384 0,04 - - -
B-cubebeno 1389 1390 - 0,01 - 0,06
B-elemeno 1391 1391 0,33 0,60 0,50 1,21
0-gurjuneno 1409 1409 0,10 0,15 0,26 0,24
B-cariofileno 1419 1418 3,13 3,23 8,97 6,12
B-gurjuneno 1428 1432 - 0,21 0,36 0,35
aromadendreno 1438 1439 0,87 0,79 1,38 2,48
o-cariofileno 1453 1454 2,28 1,12 4,67 2,60
Seicheleno 1460 1460 0,48 0,43 1,01 -
cis-muurola-4(14)-5-dieno 1462 1460 - 0,05 - 1,28
drima-7,9(11)-dieno 1469 1469 - tr - -
Y-gurjuneno 1472 1473 - - - 0,09
y-muuroleno 1476 1477 1,00 0,68 1,00 1,15
germacreno D 1481 1480 0,72 2,66 11,82 5,87
curcumeno 1483 1483 0,28 - - -
B-selineno 1485 1485 0,90 0,34 0,22 0,47
cis-p-guaieno 1491 1490 0,16 0,21 - 0,23
biciclogermacreno 1496 1494 3,54 4,48 18,95 16,17
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Substancias IR, IRy  Ddos Ddosg Ddos;  Ddos,,
o-muuroleno 1499 1500 0,99 - - -
trans-p-guaieno 1500 1500 - - - 0,52
o-bulneseno 1504 1505 - 0,14 - 0,18
germacreno A 1505 1503 - - 0,42 -
y-cadineno 1513 1513 1,18 0,47 0,60 0,97
d-cadineno 1523 1524 2,64 1,67 3,63 2,82
cadina-1,4-dieno 1532 1532 - 0,04 - 0,08
a-cadineno 1537 1538 0,30 0,13 - 0,18
selina-3,7(11)-dieno 1541 1542 0,87 0,06 - -
o-calacoreno 1542 1542 - 0,04 - -
germacreno B 1556 1556 - 0,36 0,27 0,30
epi-longipinanol 1559 1561 - - 0,42 -
E-nerolidol 1564 1564 - 1,07 - 0,15
ledol 1566 1565 20,77 - 1,06 -
espatulenol 1577 1576 3,69 2,08 1,62 7,34
globulol 1584 1583 9,22 391 4,64 11,05
viridiflorol 1591 1590 - - 2,54 -
guaiol 1593 1595 1,41 0,19 1,10 -
II ep6xido de humuleno 1608 1606 1,16 0,24 tr 1,64
epi-1,10-di-cubenol 1614 1614 - 0,26 Tr 0,29
epi-1-Cubenol 1627 1627 1,39 0,64 - 1,33
y-eudesmol 1631 1630 1,63 0,40 0,21 0,86
epi-o-cadinol 1640 1640 5,00 1,00 1,99 1,17
a-muurolol 1645 1645 1,10 0,50 0,56 0,85
-eudesmol 1649 1649 1,22 - - -
a-cadinol 1654 1653 7,46 2,63 2,18 2,98
B-bisabolol 1671 1671 1,93 - - -
cadaleno 1675 1674 - - - 0,19
canfora “juniper” 1693 1691 - 0,07 - -
monoterpenos - - 4 40 14 23
sesquiterpenos - - 32 40 30 37
ndo terpenos - - 1 2
total de compostos - - 37 82 44 60
Total (%) - - 76,35 87,48 94,94 76,56

IR ,: indice de retencdo calculado; IRj;: indice de retencdo da literatura; Ddosg (Dourados flores); Ddosg
(Dourados folhas coletadas durante a flora¢do); Ddosy (Dourados folhas coletadas durante a flora¢do); Ddosy,
(Dourados folhas coletadas durante a frutificagdo); Ddos,, (Dourados folhas coletadas durante o estdgio
vegetativo).
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4.1.3. Caracterizacdo do oleo essencial das folhas de C. adamantium coletada em

diferentes municipios do Estado de Mato Grosso do Sul

A Tabela 5 mostra os componentes identificados no 6leo essencial das folhas de
Ddosg comparado com as amostras de BVy,, BOy. € Jdg.

Na amostra Ddoss foram identificadas 43 substancias, onde os sesquiterpenos
apresentaram maior percentual de 69,77% e os monoterpenos de 30,23%. Em BOy, foram
identificadas 67 substancias, das quais 35,82% sao monoterpenos e 59,70% sdo
sesquiterpenos. Na amostra BVy, foram identificadas 42 substancias das quais 42,86% sao
monoterpenos e 57,14% sdo sesquiterpenos.

A amostra Jd; mostrou menor numero de substincias com 40 substincias
identificadas, das quais 22,50% sao monoterpenos e 77,50% sdo sesquiterpenos, a mesma
também apresentou a menor quantidade percentual de monoterpenos.

A figura 9 ilustra o percentual relativo dos principais compostos identificados nos
Oleos essenciais. As amostras BOy € BV, mostraram maior percentual de monoterpenos do
que Ddos¢, € Jdy, € em relagdo aos sesquiterpenos o oposto foi observado. Além do que a
amostra Jdg ndo mostrou a presenga de limoneno e linalol.

Considerando que a biodiversidade € uma associacdo dos ecossistemas,
comunidades, espécies, populacdes e genes em uma drea definida, os quais apresentam
uma distribuicdo desigual dos seus componentes no espaco geografico (NODARI &
GUERRA, 2000), a variagdo na composi¢do dos terpenos da espécie C. adamantium
distribuida em diferentes gradientes geograficos podem responder de modo diferente,
devido a tensdo ambiental exercida pelo ecossistema no qual estd inserida, levando a
alteracdo na resposta do metabolismo secundario.

Assim como os 6leos essenciais sdo misturas complexas de substancias, sua sintese
nos vegetais pode ser influenciada também por fatores externos e internos. Os fatores
internos estdo relacionados ao desenvolvimento vegetal e estidgios fenoldgicos, enquanto
os fatores externos sdao as variagdes no teor de luz, temperatura, dgua, solo e altitude
(LIMA et al, 2003).

H4 muitos estudos na literatura em relagdo a variacdo na composicao quimica de

vegetais da mesma espécie coletados em regides diferentes, principalmente os trabalhos de
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identificacdo de quimiotipos em Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia (HOMER et al,
2000) e Chamelaucium uncinatum (EGERTON-WARBURTON et al, 1998).

Todavia, em estudos de monitoramento das substdncias presentes em extratos
vegetais, estes fatores devem ser analisados em conjunto, pois muitas vezes, eles nao

atuam isoladamente.

Tabela 5 — Caracterizacio do 6leo essencial das folhas de C. adamantium coletadas em 4
municipios diferentes.

Substincias IR IR BVy, BOy, Jdg, Ddos;,
a-tujeno 931 925 - tr - Tr
a-pineno 939 931 11,29 12,58 5,02 7,45

o-fencheno 951 946 tr 0,44 - -
n-heptanol 969 965 - 0,04 - -
propanoato de pentila 972 968 - tr - -
[B-pineno 976 975 5,54 9,81 3,36 6,69
mirceno 991 990 0,56 0,88 tr -
o-felandreno 1005 1004 tr 0,45 0,93 -
4-3-careno 1011 1010 tr 0,22 - -
a-terpineno 1018 1016 0,25 0,39 - -
o0-cimeno 1022 1023 0,41 0,97 5,45 0,15
limoneno 1031 1027 11,06 24,00 tr 0,99
1,8-cineol 1033 1031 3,65 1,41 - 0,44
(Z)-B-ocimeno 1040 1037 - tr 0,55 -
(E)-B-ocimeno 1050 1047 0,31 0,32 0,81 -
y-terpineno 1062 1058 0,61 1,25 - 0,14
terpinoleno 1088 1088 0,91 2,49 0,94 0,41
linalol 1098 1100 7,40 3,60 4,97
a-fenchol 1112 1113 0,30 0,19 - Tr
borneol 1165 1164 0,53 0,39 - 0,24
terpin-4-ol 1177 1176 - 0,53 - 0,26
p-cimen-8-ol 1183 1183 - tr - -
a-terpineol 1189 1189 2,38 0,17 - 0,58
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Substincias IRy IR BV, BOy, Jdg, Ddos;,
mirtenol 1194 1195 - tr - -
E-2-decenal 1261 1261 - tr - -
aldeido de perila 1271 1273 - tr - -
perilol 1295 1297 1,24 tr - -
o-elemeno 1339 1337 0,31 0,37 tr 0,29
a-cubebeno 1351 1350 - tr - -
a-ilangeno 1372 1372 - - - 0,17
a-copaeno 1376 1376 0,20 0,27 1,42 1,57
f-elemeno 1391 1392 0,81 0,27 0,93 0,50
a-gurjuneno 1409 1409 0,41 tr - 0,26
B-cariofileno 1418 1419 3,12 3,15 8,14 8,97
B-gurjuneno 1432 1429 - 0,13 tr 0,36
aromadendreno 1439 1439 1,32 0,54 0,50 1,38
Z-B-farneseno 1443 - 0,04 - -
a-cariofileno 1454 1453 1,01 0,93 2,07 4,67
seichelleno 1460 1460 0,55 0,30 0,70 1,01
y-muuroleno 1477 1477 0,76 0,57 1,64 1,00
germacreno D 1480 1481 4,86 2,97 10,65 11,82
[-selineno 1485 1486 - 0,17 0,77 0,22
valenceno 1491 1491 - 0,24 0,81 -
biciclogermacreno 1494 1496 9,13 5,97 20,05 18,95
o-bulneseno 1505 1505 0,31 - - -
germacreno A 1503 1505 - 0,15 - 0,42
y-cadineno 1513 1514 0,49 0,39 0,82 0,60
d-cadineno 1524 1524 1,25 1,25 4,18 3,63
cadina-1,4-diene 1532 1532 - tr - -
a-cadineno 1538 1538 - tr - -
selina-3,7(11)-dieno 1542 1542 - tr - -
elemol 1549 1552 - tr - -
germacreno B 1556 1557 - 0,16 0,64 0,27
epi-longipinanol 1561 1560 - 0,12 - 0,42
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Substincias IRy IR BV, BOy, Jdg, Ddos;,
E-nerolidol 1564 1564 5,50 0,82 tr -
ledol 1565 1565 - 0,13 1,93 1,06
espatulenol 1576 1576 2,64 1,15 1,15 1,62
globulol 1583 1583 6,46 3,63 5,82 4,64
viridiflorol 1590 1590 1,85 1,16 2,38 2,54
cis-f-elemoneno 1594 1593 - - 1,18
guaiol 1595 1595 - 0,70 - 1,10
epoxido de humulleno II 1606 1609 0,33 0,19 tr Tr
epi-1,10-di-cubenol 1614 1615 - 0,18 tr Tr
epi-10-6-eudesmol 1619 1619 - 0,23 tr -
epi-1-cubenol 1627 1627 0,44 0,56 0,40 -
y-eudesmol 1630 1630 - tr 0,25 0,21
epi-a-cadinol 1641 1641 1,70 1,92 - 1,99
a-muurolol 1645 1646 0,36 0,23 3,00 0,56
o-cadinol 1653 1654 1,89 2,35 0,84 2,18

IR ,: indice de retencdo calculado; IRy indice de retencdo da literatura; BVy (Bela Vista folhas coletadas
durante a frutificacdo) ; BOy. (Bonito folhas coletadas durante a frutificacdo) ; Jdg. (Jardim folhas coletadas
durante a frutifica¢do); Ddos;; (Dourados folhas coletadas durante a frutificacfo).

@ Dourados B Bela Vista [0 Bonito O Jardim
30

25

20 —

'l

o-pineno B-pineno limoneno linalol B-cariofileno germacreno D biciclogermacreno

Area relativa (%)
&

Figura 9 — Principais substancias identificadas nos 6leos essenciais de amostras coletadas
em diferentes municipios.
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Os principais compostos identificados nos 6leos essenciais foram da série ciclica,
com presenca de hidrocarbonetos, dlcoois, éteres, ésteres, epoxidos, aldeidos e cetonas.

De acordo com DEWICK (2005) e GEISMANN (1969) os terpenos sao
sintetizados a partir de trés unidades de acetil-CoA para formar o dcido mevaldnico, onde
sao envolvidas reacdes de Claisen, aldol, redu¢do e isomerizagao para formar uma unidade
de isopentil pirofosfato (IPP), a qual isomeriza para formar uma unidade de dimetilalil
pirofosfato (DMAPP).

Os monoterpenos sido formados através da adicao eletrofilica entre uma unidade de
DMAPP e IPP para formar geranil pirofosfato (GPP). O GPP pode ciclizar para formar os
monoterpenos ciclicos ou ndo ciclizar para formar os monoterpenos aciclicos.

A fig. 10 mostra as principais vias de ciclizagdo observada para os monoterpenos
majoritarios identificados nos 6leos essenciais das folhas de C. adamantium, destacando-se
os esqueletos do tipo mentano e pinano, bem representados neste trabalho por limoneno e
linalool, respectivamente.

Os sesquiterpenos sdo formados através de uma unidade de GPP e IPP para formar
farnesil pirofosfato (FPP), o qual também origina os sesquiterpenos ciclicos ou aciclicos.

A figura 11 mostra as reacdes propostas para a biossintese dos sesquiterpenos e os
esqueletos formados através da ciclizacdo do FPP. Nos sesquiterpenos caracterizados nos
Oleos essenciais de C. adamantium foram identificados a presenca de todos estes
esqueletos, principalmente do esqueleto do tipo germacrano representado por

biciclogermacreno, germacreno D e globulol.
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Figura 10 — Principais vias de ciclizag¢do para a biossintese de monoterpeno de acordo com
DEWICK (2005) e GEISMANN (1969).
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Figura 11 — Principais vias de ciclizacdo para a biossintese de sesquiterpeno de acordo
com DEWICK (2005) e GEISMANN (1969).

A diferenca entre monoterpenos e sesquiterpenos identificados nas folhas de C.
adamantium observados neste estudo foi comparada com outros trabalhos do género e de
outras espécies da familia Myrtaceae.

Trabalhos com o 6leo essencial de C. phaea (ADATI & FERRO, 2006) relataram a
presenca dos compostos majoritarios linalol e 6xido de cariofileno, mas em termos de
classes de compostos os sesquiterpenos sao majoritarios. Outro trabalho mostrou que o
6leo essencial de C. xanthocarpa (MENUT et al, 1996) apresentou os sesquiterpenos como
compostos majoritarios.

Estudos dos 6leos essenciais de outros vegetais da familia Myrtaceae, como os das
espécies do género Calyptranthes, no qual foram identificados 62 compostos, onde mais do
que 90% sado sesquiterpenos com esqueleto do tipo cadinano, bisabolano e germacrano
(LIMBERGER et al, 2002).

Outro gé€nero analisado foi Psidium, onde a caracterizacdo do 6leo essencial de
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Psidium cymosum Urb. revelou a presenca dos sesquiterpenos oxigenados como
majoritarios. Todavia neste mesmo trabalho o 6leo essencial de outra espécie analisada
Psidium sartorianum Niedz forneceu monoterpenos hidrocarbonetos, que se apresentaram
como constituintes majoritarios (PINO et al, 2003).

A partir de estudo com os Oleos essenciais dos gé€neros Calyptranthes,
Campomanesia, Eugenia, Hexachlamys, Marlierea, Myrceugenia, Myrcia, Myrciaria,
Plinia, Paramamyciaria e Psidium, MENUT (1997) atribuiu que a quimiotaxinomia de
espécies da familia Myrtaceae € referente a presenca de sesquiterpenos hidrocarbonetos e
oxigenados, e o tipo de esqueletos desses terpenos estio relacionados com a subtribo onde

cada espécie estd inserida.

4.1.4. Avaliagao preliminar da atividade antimicrobiana do éleo essencial das folhas de C.

adamantium coletada em diferentes estdgios fenologicos

As amostras de 6leos essenciais Ddosg, Ddosq € Ddosy,. foram testadas frente a 3
cepas de microorganismos, sendo as bactérias Pseudomonas aeruginosa (Hospitalar) e
Staphylococcus aureus (Hospitalar) e o fungo leveduriforme Candida albicans (ATCC
10231), empregando o método agar de difusdo em disco (BRASILEIRO et al, 2006).

Este ensaio € um screening para a determinag@o do halo de inibicdo de uma amostra
frente aos microorganismos, quanto maior o halo de inibi¢do mais ativa é amostra frente a
determinado tipo de microorganismo.

A tabela 6 mostra o halo de inibicio em mm referente a cada amostra de dleo
essencial. Todas as amostras exibiram halo de inibi¢do menor, pr6ximo e maior frente aos
microorganismos testados quando comparados com os antibidticos empregados. O 6leo
essencial das folhas coletadas durante o estdgio de floracdo e frutificacdo apresentou halo
de inibicdo préximo daquele apresentado pelo do antibidtico padrdo para a bactéria S.
aureus € P. aeruginosa e mais ativo o fungo C. albicans. O 6leo essencial das folhas
coletadas durante o estdgio vegetativo mostrou moderado halo de inibi¢do para S. aureus e
C. albicans e menor para P. aeruginosa.

As diferencas no halo de inibicdo dos diferentes Oleos testados podem estar
associadas a diferencas na composicao quimica, pois os 6leos essenciais obtidos durante a

floracdo e a frutificacdio mostraram maior percentual em termos de &area relativa dos
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monoterpenos O-pineno, B-pineno, limoneno e linalol, do que o 6leo essencial das folhas
coletadas durante o estigio vegetativo, o qual mostrou maior quantidade dos
sesquiterpenos, tanto em drea relativa, como em niimeros de substancias.

Com base nestes ensaios pode-se sugerir que 0os monoterpenos sao responsaveis
pelo aumento do halo de inibicdo, mas ndo podemos afirmar qual a substancia responsavel
por essa atividade, pois um efeito de sinergismo pode estar alterando esta resposta, assim
como uma substancia presente em pequena quantidade que pode ser muito ativa. Todavia
as atividades antimicrobianas dos monoterpenos a-pineno, B-pineno, limoneno e linalol sao
descritas na literatura e sua atividade bioldgica estd relacionada com a estrutura quimica,
grupo funcional e estereoquimica (HENRIQUES et al, 2006).

A partir destes resultados podemos inferir que os 6leos essenciais das folhas de C.
adamantium com maior drea relativa dos monoterpenos O-pineno, B-pineno, limoneno e
linalol apresentaram atividade antimicrobiana frentes as bactérias S. aureus e P.

aeruginosa e principalmente contra o fungo C. albicans.

Tabela 6. Atividade antimicrobiana (mm) dos O6leos essenciais das folhas de C.
adamantium coletada em diferentes estagios fenoldgicos.

Microorganismos Ddosg * Ddoss; * Ddos, * Antibioticos
Staphylococcus aureus 20,00+0,40 20,00+0,60 16,00+0,20 22.00+0,60?
Pseudomonas aeruginosa 10,00+0,20 10,00+0,00 6,00+0,00 17,4Oi0,60b
Candida albicans 26,00+0,60 26,00+0,40 16,00+0,20 22,00+0,40°

*Todas as analises empregaram 40 pg de oleo essencial. a: nitrofurantoina (300 pg); b: impenen (10 pg); c: fluconazol (50 pg).

4.2. Andlises espectrométricas das substancias Cal, Ca2, Ca3, Ca4, Ca5, Ca6, Ca7, Ca8,
Ca9, Cal0, Call, Cal2 e Cal3.

4.2.1. ldentificacdo estrutural de Cal

A andlise do espectro de RMN 'H (fig. 13) da substancia Cal (fig. 12) mostrou
uma série de sinais na regido entre o 0,65 a 2,27, além do multipleto em & 3,5
correspondente a hidrogénio carbindlico e dubleto em & 5,30 caracteristico de hidrogénio
olefinico.

O espectro de RMN "°C (fig. 14, tab. 7) associado ao experimento de DEPT 135°
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(fig. 15) mostrou 27 sinais, dos quais 1 sinal corresponde a carbono ndo ligado a
hidrogénio, 8 sinais referentes a carbono metinico, 12 sinais referentes a carbonos
metilénicos e 6 sinais referentes a grupos metilicos. Os sinais em o 121,7 e 140,8 sugerem
carbono de dupla ligagdo, assim como o sinal em & 71,8 sugere a presenca de uma
hidroxila. Estes sinais sdo caracteristicos de um esqueleto esteroidal.

Com base nos dados de RMN 'H e °C e comparagdo com os dados da literatura
(SAXENA & ALBERT, 2005) foi possivel estabelecer que os sinais acima sejam

referentes ao B-sitosterol (fig.12).

Figura 12 — Estrutura molecular do B-sitosterol (Cal).

Tabela 7 — Deslocamento de RMN 'H e *C de Cal.

.~ 6 °C 6 °C .~ 6 °C 6 °C
HCHERD em CDCl;  em CD,OD*  FOoSi€d0 CD,OD em CD,OD*
1 33 373 16 283 28
2 319 316 17 56.1 56.1
3 718 717 18 19.8 19.4
4 03 03 19 12,0 11.9
5 140.8 140.8 20 362 362
6 1217 1216 21 19.1 18.8
7 31.9 31.9 2 34.0 34.0
8 202 319 23 26.1 26.1
9 50.2 50,2 24 459 459
10 36.2 36.5 25 202 202
11 211 211 26 19.8 19.8
12 398 398 27 19.4 19.1
13 .3 1.3 28 231 231
14 56.8 56.8 29 12,0 12.3

15 24.3 24.3

*valores obtidos da literatura (SAXENA & ALBERT, 2005).
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Chemical Shift (opm)
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Figura 13 — Espectro de RMN 'H de Cal (300 MHz, CDCl3, 9).
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4.2.2. Ildentificacdo estrutural de Ca2

Os espectros de RMN 'H (fig. 17, tab. 8) da substancia Ca2 (fig. 16) mostrou
padrdo de sinais caracteristicos de esqueleto de flavanona na regido entre 6 2,65 e 5,49,
com presenca de dois duplo dubleto em 6 2,65 e 2,72 referentes ao H3 na posi¢ao
equatorial e axial, respectivamente, e um duplo dubleto em 6 5,49 referente ao H2, todos
pertencentes ao anel C. Foram observados os sinais em 6 7,45 (3-H, m) e 7,55 (2-H, d)
referentes aos hidrogénios aromético do anel B monosubstituido.

A presenca de dois singletos, um em o 2,05 com integracdo para 3 hidrogénios pode
ser atribuido a uma metila e o outro em ¢ 6,35 (1-H) a um hidrogénio ligado ao anel A.
Nao foi observado sinal na regido de 6 12,00, sugerindo uma troca de deutério entre
solvente e amostra ou entdo auséncia de grupo hidroxila quelada a carbonila na posi¢do 5
do anel A, que sdo caracteristicas de flavondides. Em 6 3,77 (3-H, s) observou-se a
presenca de uma metoxila.

O espectro de RMN °C (fig. 18, tab. 8) forneceu sinais de 14 carbonos. Os sinais
intensos 0 em 126,3 e 128,7 na regido aromadtica estdo sobrepostos, e sdo referentes aos
carbonos 2°/6’ e 3’/5’, enquanto o sinal 6 em 128,5 € referente ao C4’, todos pertencendo
ao anel B. O sinal observado em & 98,7 € referente ao C-8, enquanto que o sinal em 6 112,5
¢ referente ao C-6. Esse valor para C6 sugere que esse carbono estd substituido por uma

metila com & em 7,2 O sinal 6 em 60,2 sugere a presenca de uma metoxila ligada ao C-5, o
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qual possui deslocamento de & em 187,6.

O espectro de DEPT 135° (fig. 19) forneceu apenas um sinal em & 45,5 referente ao
CH; do C3. Sinais de carbonos de CH em & 79,1 (C2), 98,7 (C8), 126,6 (C2’/6’) e 126,8
(C3’/5), e sinais de carbonos da metila em 6 7,5 e da metoxila em & 60,2.

Com base nos sinais fornecidos pelos espectros de RMN de 'H, BC e DEPT 135° ¢
compara¢do com dados da literatura (Agrawal, 1989) foi possivel atribuir os sinais destes

espectros a estrutura denominada de Ca2: 6-metil-7-hidr6xi-5-metéxiflavanona (fig.16).

Figura 16 — Estrutura molecular de 6-metil-7-hidréxi-5-metoxiflavanona (Ca2).

Tabela 8 — Deslocamento de RMN 'H e *C de Ca2.

13 13
Posicio & 'H em C3DO J (Hz) em6c3IC)6 o E ‘é"i) CC13E“‘
2 5.49 dd (J=3.00 € 9.00) 783 78.2
2,97 dd (J=3.00 e
3, 1500) 45,5 45,1
2,69 dd (J=3.00

3 18(’00) 455 45,1
4 i 187.6 187.2
5 i 160,1 159.6
6 i 112,5 112.3
7 i 162.1 1617
8 6,35 s 98.7 98.7
9 i 162.5 163.0
10 i 106.8 107.8
% i 139.7 139.3
2 7,55 d (J=6,00) 1263 126,5
3 7.40 m 128.7 128.6
" 7.40 m 128.5 128.4
5 7.40 m 128.7 128.6
6 7.55 d (J= 6.,00) 1263 126.5

CH, 2.05 s 72 7.9
OCH, 377 s 60.2 60.5

*valores obtidos da literatura (AGRAWAL, 1989).
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Figura 17 - Espectro de RMN 'H de Ca2 (300 MHz, C3;D¢0, 9).
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Figura 19 — Espectro de DEPT 135° de Ca2 (75 MHz, C;D¢0, §).

4.2.3. Ildentificacdo estrutural de Ca3

Os espectros de RMN 'H (fig. 21, tab. 9) e RMN "C (fig. 22, tab.9) da substancia
Ca3 (fig. 20) apresentou o mesmo padrdo de sinais do anel B e C do esqueleto de uma
flavanona, como descrito para Ca2, mas com multiplicidade diferentes para o anel A.

A presenca de dois dubletos em 6 6,08 e 6,13 sugere a presencga de dois hidrogénios
ligados aos C6 e C8, respectivamente, enquanto o singleto em d 3,78 sugere a presencga de
uma metoxila no C5 no anel A, devido a auséncia do sinal de hidroxila quelada a carbonila.

Os sinais de RMN °C observado a & 95,8 e 93,3 sdo referentes aos carbonos C6 e
C8, respectivamente. O sinal a 6 55,2 confirma a presenca de uma metoxila no anel A.

O espectro de DEPT 135° (fig. 23) forneceu apenas um sinal referente a carbono
CH, em 6 45,8 devido ao C3. Outros sinais de carbonos de CH em 6 79,1 foram atribuidos
para C2, 6 93,5(C-8), 6 96,0 (C-6), 6 126,5 para C2’/6’ e 6 128,8 para C3’/5’.

Com base nos sinais fornecidos pelos espectros de RMN de 'H, °C e DEPT 135° ¢
compara¢do com dados da literatura (Agrawal, 1989) foi possivel atribuir os sinais destes

espectros. Essa estrutura foi denominada de Ca3: 7-hidréxi-5-metéxiflavanona (fig.20 ).
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OCH;4

O

Figura 20 — Estrutura molecular de 7-hidréxi-5-met6xiflavanona (Ca3).

Tabela 9 — Deslocamento de RMN 'H e °C de Ca3.

Posicio dde'Hem C;D0O e J 6 de °C 5 de PC em
(Hz) em C;D0 CDCl;
2 5,45 dd (J= 2,40) 78,8 78,1
3ax 2,92 dd (J=3,00) 45,5 45,0
3 2,64 dd (J= 3,00) 45,5 45,0
4 - 186,9 187,4
5 - 164,2 164,1
6 6,08 d (J=1,80) 95,8 95,8
7 - 164.6 164,4
8 6,13 d (J=1,30) 93,3 93,5
9 - 162,8 162,2
10 - 105,2 104,6
r - 139,7 139,2
2 7,52 dd (J="9) 126,3 126,4
3’ 7,40 m 128.,5 128.,5
q 7,40 m 128,3 128,3
5 7,40 m 128,5 128,5
6 7,52 dd (J=9) 126,3 126,4
OCH; 3,78 s 55,2 -

*valores obtidos da literatura (Agrawal, 1989).
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Figura 21 - Espectro de RMN 'H de Ca3 (300 MHz, C3;D¢0, 9d).
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Figura 22 - Espectro de RMN °C de Ca3 (75 MHz, C3D40, ).
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Figura 23 — Espectro de DEPT 135 de Ca3 (75 MHz, C;D¢0, ).

4.2.4. Ildentificacdo estrutural de Ca4

A andlise do espectro de RMN 'H (fig. 25, tab. 10) da substancia Ca4 (fig. 24)
revelou a presencga de duas substancias em mistura. Isto foi observado devido as diferencas
nos padrdes de acoplamentos e intensidades dos sinais.

Para os picos majoritdrios, observou-se um padriao de sinais caracteristicos do anel
C e B de flavanona, como observado para Ca2. Enquanto dois singletos intenso em 6 2,00
e 2,01 indicou a presenca de dois grupamentos metila no anel A, sugerindo que este seja
pentasubstituido.

A figura 26 mostra os sinais do espectro de RMN 'H em mistura, e a regido
ampliada € referente somente aos sinais da flavanona.

O espectro de RMN Be (fig. 26, tab. 10) forneceu sinais intensos na regido entre o
126,0 e 130,0 indicando a presenga de anel aromatico monosubstituido referentes ao anel B
da flavanona. Destacam-se os sinais em o6 126,8, 129,2 e 129,4 referentes aos carbonos
C2’/C6’, C4’ e C3’°/C5’, respectivamente.

A andlise do experimento gHSQC (fig. 27), mostrou correlacdo direta dos sinais de
hidrogénio em 6 2,77 e 3,00 com o carbono em 6 44,0 e o sinal a 6 5,39 com & 79,6,

confirmando ser a molécula uma flavanona.
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Neste mesmo experimento gHSQC observou-se a correlagdo do hidrogénio em 6
2,00 e 2,01 com os carbonos em 0 8,1 e 7,4. Os sinais da metila no espectro de gHMBC
(fig. 28) também mostraram correlacdes com os carbonos do anel A indicando que a metila
em 0 2,00 estd ligada ao carbono em ¢ 8,1 e a metila a 6 2,01 estd ligada ao carbono em &
7.4.

Com base nestes dados de RMN fornecidos através de técnicas 1D e 2D e
comparacdo com os dados da literatura (Agrawal, 1989) foi possivel estabelecer que os
sinais acima sdo referentes a uma flavanona Ca4, denominada de 35,7-diidroxi-6,8-
dimetilflavanona (fig. 24), a qual foi previamente isolada de Ceratiola ericoides-
Empretaceae (TANRISEVER et al, 1987) e Agonis spathulata-Myrtaceae (CANNON &
MARTIN, 1977).

Figura 24 — Estrutura molecular de 5,7-diidréxi-6,8-dimetilflavanona (Ca4).
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Tabela 10 — Deslocamento de RMN 'H e °C acoplamento a longa distancia (gHMBC) de
Cad.

.~ 6 de 'H em CD;0D 6 de °C 6 de °C em
[FAEE e J (Hz) ’ em CD;OD cHMES CDCL*
2 5,39 dd (J=3,12) 79,6 197.,5; 140.2; 126,8 79,3
B 3,00 dd (J=3, 15) 44,0 197,5; 140,2; 79,6 43,5
3. 2,77 dd (J=3, 15) 44,0 197,5; 104.1; 140.2 43,5
4 - 197,5 - 196,9
5 - 163,9 - 162,4
6 - 104,8 - 103,0
7 - 158,7 - 160,0
8 - 104,1 - 102,9
9 - 159,9 - 158,3
10 - 103,1 - 104,0
r - 140,2 - 140,5
2 7,46 dd (J=9) 126,8 140;2, 129,2 126,6
3 7,35 m 129,4 129,2; 126,8 129,2
4 7,35 m 129,2 126,8; 129.4; 140,2 128.,8
5 7,35 m 129,4 129,2: 126,8 129,2
6’ 7,46 dd (J="9) 126,8 140:2, 129,2 126,6
CH; (6) 2,00 s 8,1 159,9;104,1 -
CH; (8) 2,01 s 7.4 158,7; 104,8; 163,9 -
OH (5) 12,42 s - - -

*valores obtidos da literatura (Agrawal, 1989).
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Figura 25 — Espectro de RMN 'H de Cad (300 MHz, CD;0D, 9).
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Figura 26 — Espectro de RMN de "°C de Ca4 (75 MHz, CD;0D, §).
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Figura 28 — Experimento de gHMBC de Ca4 (300 MHz para 'H, CD;0OD, §).

4.2.5. ldentificacdo estrutural de Cas

Os espectros de RMN 'H (fig. 30, tab. 11) e RMN °C (fig. 31, tab. 11) da
substancia CaS (fig. 29) apresentou os mesmos sinais caracteristicos do esqueleto de
flavanona para os anéis B e C, como descrito anteriormente.

Diferente do observado para a substancia Ca4, o espectro apresentou somente um
sinal de metila em & 1,97 (3-H, s), sugerindo que deva estar no anel A da flavanona. O
deslocamento em 6 12,42 (1-H, s) sugere a presenca de uma hidroxila na posi¢do 5 quelada
a carbonila (C4).

Em relacdo ao espectro RMN 13C o sinal observado a & 95,2 e 104,9 € referente ao
carbono C8 e C6, respectivamente.

O espectro de DEPT 135° (fig. 32) forneceu apenas um sinal referente ao carbono
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CH; em 06 43,8 referente ao C3, outros sinais de carbonos de CH em & 79,92 (C2),
95,21(C2), 127,3 (C2°/6’) e 129,5 (C3’/5’) e de um CH3 em & 7,0.

Com base nos sinais fornecidos pelos espectros de RMN 'H, '°C e DEPT 135° e
comparagdo com dados da literatura (Agrawal, 1989) foi possivel estabelecer que a
molécula Ca$S € a 5,7-diidroxi-6-metilflavanona (fig. 32), e foi previamente isolada de
Pinus strobus-Pinacea e Kunzea ambigua-Myrtaceae (HIDEYUKI et al, 2004) e
caracterizada a sua via biossintética a partir dos trabalhos com Pinus strobus (SCHRODER

et al, 1998).

Figura 29 — Estrutura molecular de 5,7-diidréxi-6-metilflavanona (CaS).
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Tabela 11 — Deslocamento de RMN 'H e °C de Cas5.

Posicao 6 de '"H em C;DO e 6 de °C 6 de °C em
J (Hz) em C;D;0 CDCl;”

2 5,53 dd (J=13,12) 79,9 78,4

3ax 3,14 dd (J=3, 15) 43,8 42,3

3aq 2,79 dd (J= 3, 15) 43,8 42,3
4 - 196,9 196,0
5 - 162,5 161,0
6 - 1049 103,6
7 - 165,1 164,7
8 6,07 s 95,2 94,4
9 - 161,6 160,3
10 - 103,0 101,7
I’ - 140,2 139,0
2’ 7,56 dd (J=9) 127,3 126,6
3 7,41 m 129,5 128,6
4’ 7,41 m 129,3 128.,6
5 7,41 m 129,5 128,6
6’ 7,56 dd (J=9) 127,3 126,6

CH; 1,97 s 7,0 -

OH (5) 12,42 s - -

*valores obtidos da literatura (Agrawal, 1989)
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Figura 30 — Espectro de RMN 'H de Ca5 (300 MHz, C5D¢0, 6)

59

Isabel Duarte Coutinho



Resultados e discussdo

206.10

Acetqne-dB

—29.80

30.06

196.86
\-29.54

140.22

<+ N
IS
0 o
o ©
T

\161.57

b LW

192 184 176 168 160 152 144 136
Chemical Shift (ppm)

30.32

29.28

2N 3l
o 8 5 S B
@ 25 § 17 b3 e 2 g
& 88z ¢ 38 | | 'T
\ | 2 \ Vo . J ‘
) Lo | n )
\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\
240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
Chemical Shift (ppm)
g N
g &
N-¥
& 1
)
<2}
~
N~ < ™
® o :
g 9
T

I T M\‘\“\M\M\‘lwk f \‘T t ‘\‘\‘\h\ ol A \‘ Higly ‘\L‘ ' \M\M i M‘L\L\ ha AL \ml\m‘. ‘\u\m\“\“\ ?ﬂﬂ“r“‘ﬁ“v“@ﬁ“fww
128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48
Chemical Shift (ppm)

Figura 31 - Espectro de RMN de >C de Ca5 (75 MHz, C3D40, 8)

60

Isabel Duarte Coutinho



Resultados e discussdo

—129.46
\127.28

79.92
7.03

95.21

TTTTT[TTT T[T T[T T TTT T T T[T T I T[T T T [ TTTT T T T T[T T[T T T[T T[T T[T [T T[T T[T ITT[TTTT
240 220

TTT ‘ TTT TTT ‘ TTT TTT ‘ TTT TTT ‘ TTT
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 32 — Espectro de DEPT 135° de Ca$ (75 MHz, C3D¢0, 0)

4.2.6. ldentificacdo estrutural de Ca6

Os espectros de RMN 'H (fig. 34, tab. 12) e RMN C(fig. 35, tab. 12) da
substancia Ca6 (fig. 33) mostrou padrio de sinais semelhante a CaS5. A andlise do espectro
de RMN C de Ca6 ¢ comparacdo com o espectro de RMN BC de Cas, foi possivel
observar a diferen¢a no sinal a 6 6,2 referente a metila (3-H, s) ligada ao anel A, enquanto
que para Ca$ esta metila mostrou 6 7,0 no mesmo solvente. Em rela¢do ao deslocamento
do C6 e C8 para CaS5 foi de 6 104,9 e 95,2, respectivamente, para Ca6 foram encontrados
os valores a 8 94,3 e 104,0. Estes dados sugeriram que a Ca6 possui o mesmo padrdo de
substitui¢do da Ca$, mas com a metila ligada no C8.

Com base nos sinais fornecidos pelos espectros de RMN 'H e "°C e comparacdo
com dados da literatura (AGRAWAL, 1989) foi possivel estabelecer que a molécula Caé é
a 5,7-diidréxi-8-metilflavanona (fig. 33), a qual foi isolada e estudada do ponto de vista de

biossintese em Pinus strobus-Pinacea (SCHRODER et al, 1998).
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Figura 33 — Estrutura molecular de 5,7-diidréxi-8-metilflavanona (Ca6).

Tabela 12 — Deslocamento de RMN 'H e °C de Caé.

Posicao 6 de '"H em 6 de °C 6 de °C em
C;D40 e J (Hz) em C;D,0 CDCLy"

2 5,53 dd (J=3,12) 79,0 77,9

3ax 3,15dd (J=3, 15) 42,9 41,9

34q 2,80 dd (J=3, 15) 42,9 41,9
4 - 196,0 196,1
5 - 161,6 160,9
6 6,08 s 94,3 95,2
7 - 164,2 164,6
8 - 104,0 102,6
9 - 160,7 159,2
10 - 102,1 101,7
I - 139,3 139,0
2’ 7,56 dd (J=9) 126,4 126,2
3’ 7,43 m 128,5 128,5
4 7,43 m 128,5 128,2
5 7,43 m 128,5 128,5
6’ 7,56 dd (J=9) 126,4 126,2

CH; 2,00 s 6,2 -

*valores obtidos da literatura (Agrawal, 1989)
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4.2.7. ldentificacdo estrutural de Ca7

O espectro de RMN 'H (fig. 37, tab. 13) de Ca7 (fig. 36) mostrou a presenca de
dois dubletos correspondentes a uma ligacdo dupla frans em 6 7,86 (1-H, J= 15 Hz) e em o
7,99 (1-H, J= 15 Hz), um multipleto em 6 7,41 (3-H) e dublo dubleto 6 7,64 (2-H), estes
sinais sdo indicativos da presenga de um grupamento cinamoil com anel aromético
monosubstituido. Assim como o singleto a 6 13,27 (1-H) sugere uma hidroxila quelada a
carbonila do grupo cinamoil. Esses valores sugerem que a molécula seja um flavonéide da
classe das chalconas.

Os sinais de uma metoxila em 6 3,68 (2-H, s), uma metila em 6 2,11 (3-H, s) e um
hidrogénio em 6 6,23 (1-H, s) sdo referentes ao anel A da chalcona.

As andlises dos espectros de RMN Be (fig. 38, tab. 13) e do experimento gHSQC
(fig. 39) forneceram sinais intensos sobrepostos em 6 128,8 (C3/5) e 128,5 (C2/6) ligados
aos hidrogénios em 6 7,41 (H3/5, m) e 7,64 (H2/6, dd, J= 6,0 Hz). Outro sinal de carbono
em o 8,0 ligado ao hidrogénio em 6 2,11 (3H, s). Um sinal em 6 62,3 ligado ao hidrogénio
em 0 3,7 (3-H, s) e o sinal em 6 99,8 (C-3’) ligado ao hidrogénio em 6 6,23 (H-3’, s).

O experimento de gHMBC (fig. 40 e 41) permitiu visualizar o acoplamento a longa
distancia do hidrogénio em 6 3,8 com o sinal em ¢ 161,5 (C6’). O sinal de hidrogénio da
metila em o6 2,12 acoplado com os carbonos em o 110,1 (C5’) e 161,3 (C4’),
respectivamente, assim como o sinal em 6 6,22 (H3’) acoplado com o carbono em 6 161,3
(C4’) e 164,2 (C2’). A tabela 13 mostra as correlacdes obtidas através da andlise do
experimento de gHMBC.

Foi observado também os sinais dos hidrogénios trans em o 7,86 (H-B) acoplado
com os carbonos em & 128,8 (C-a) e 193,2 (C- PB’), evidenciando a presenca de uma
carbonila o~ insaturada. E o sinal em 6 7,99 (H-a)) acoplado com os carbonos em & 143,3
(C- B), 193,2 (C- B’) e 134,3 (C1). Esses resultados permitiram concluir que a molécula é
uma chalcona com uma metila na posi¢do 5’ e uma metoxila na posi¢do 6’ do anel A, além
da presenca de uma hidroxila na posicao 4°.

Com bases nos sinais fornecidos empregando técnicas de RMN de 1D e 2D,
atribuiu que a molécula Ca7 refere-se a 2’,4’-diidr6xi-5’-metil-6’-met6xichalcona (fig.

36), isolada anteriormente de espécies do género Metrosideos-Myrtaceae (MUSTAFA et
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al, 2005) e de Piper dilatatum-Pyperaceae (TERREAUX et al, 1998) e sua biossintese
sugerida nos trabalhos com Pinus strobus (SCHRODER et al, 1998).

Figura 36 — Estrutura molecular de 2’,4’-diidr6xi-5’-metil-6’-met6xichalcona (Ca7).

Tabela 13 — Deslocamento de RMN 'H e "°C e acoplamento a longa distancia (¢HMBC)
de Ca7.

Posicio 3 de 'H em CDCl, 8 de °C gHMBC (5)
em CDCl;
a 7,97 d (J= 15Hz) 126,4 135,3; 143,3; 193,2
B 7,83 d (J= 15Hz) 143,3 126,4; 1932
B - 193,2 -
E _ 109,7 _
2 ; 164,2 ;
B 6,22 s 99,8 161,3; 164,2
4 - 161,3 -
5 _ 110,1 _
6 - 161,5 -
1 _ 135,3 -
2 7,64 dd (J= 6 e 3Hz) 128,5 130,30
3 741 m 129,0 128,5; 135,3
4 741 m 130,3 128,5
5 741 m 129,0 128,5; 1353
6 7,64 dd(J= 6 e 3Hz) 128,5 130,30
CH, 2,11 8,0 110,1; 161,3
OCH; 3,67 62,3 161,5
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4.2.8. ldentificacdo estrutural de Ca8

O espectro de RMN 'H (fig. 43, tab. 14) de Ca8 (fig. 42) apresentou praticamente o
mesmo espectro que a Ca7, com algumas diferencas. Somente através do espectro de
RMN "C (fig. 44, tab. 14) e experimento gHSQC (fig. 45) foram possiveis detectar as
diferencas entre a Ca7 e Ca8. O sinal de hidrogénio em 6 6,16 (HS5’) mostrou correlagdao
direta com o carbono em 6 91,5 ppm (C5’), diferente de Ca7, a qual apresentou correlagdao
direta com o carbono em & 99,8. Sinais em 6 2,00 (3-H, s) e 6 3,93 (3-H, s) mostraram
correlacdo direta com os carbonos em 6 7,5 e 56,2

Através da andlise do experimento de gHMBC (fig. 46, tab. 14) foi possivel
identificar que os sinais em 6 3,93 (OCH3) e 6,16 (HS’) apresentaram acoplamento a longa
distancia com o sinal em ¢ 162,0 (C6’), logo foi possivel inferir que a metoxila ligado ao
carbono em d 162,0 estd na posi¢do orfo ao hidrogénio ligado ao carbono (C5’) em d 91,5
e para a metila ligada ao carbono (C3’) em & 104,6. O sinal a 6 14,49 (OH) mostrou
acoplamento a longa distancia com em 6 106,2 e 166,6, indicativo da hidroxila na posicao
2’. Logo foi possivel sugerir que as substancias Ca8 e Ca7 sdo chalconas isomeras. A
figura 46 mostra os acoplamentos a longa distancia.

Com base nestes sinais fornecidos e com dados da literatura (tab.14) pode-se
sugerir que trata-se da 2’,4’-diidroxi-3’-metil-6’-metoxichalcona (fig. 42), a qual foi

isolada pela primeira vez em Myrica serrata-Myricaceae (GAFNER et al, 1996).

Figura 42 — Estrutura molecular de 2’,4’-diidroxi-3’-metil-6’-metéxichalcona (Ca8).
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Tabela 14 — Deslocamento de RMN 'H e '°C e acoplamento a longa distancia (¢gHMBC)

de Ca8.
1 13 13
Posiciio o de HJe(IIn{ zC)3D60 e ) (éi]) 6((3) :m gHMBC (3) o ((13‘21)6% im

o 8,02 d (J= 15Hz) 128,8 136,6; 142,4; 193,2 129,4

B 7,15 d (J= 15Hz) 1424 128,8; 193,2 143,0

i - 193,2 193,9

r - 106,2 106,8

2 - 166,6 167,3

3 - 104,6 105,2

4’ - 163,5 164,4

5 6,16 s 91,6 106,2; 163,5 92,4

6’ - 161,9 162,9

1 - 136,6 137,2

2 7,72 dd (J=6 e 3Hz) 129,2 129,8; 130,9 130,5

3 7,43 m 129,8 129,2; 136,6 129,8

4 743 m 130,9 129,2; 136,6 131,4

5 7,43 m 129,8 129,8

6 7,72 dd (J= 6 e 3Hz) 129,2 130,5
CH; 2,00 s 7,5 104,6; 163,5; 166,6 -
OCH; 3935 56,2 161,9 -
OH (2) 14,49 - - -

* valor comparado com a literatura (MUSTAFA et al, 2005).
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4.2.9. Ildentificacdo estrutural de Ca9

A andlise do espectro de RMN 'H (fig. 48, tab. 15) de Ca9 (fig. 47), mostrou
padrido de sinais semelhantes a Ca7 referente ao grupo cinamoil. Mas sinais com
multiplicidade diferentes em relacdo ao anel A da chalcona. Os sinais em 6 6,01 (HS’, d,
J=3Hz) e 6 6,09 (H3’, d, J= 3Hz), sugere que o anel A seja trisubstituido.

O espectro de RMN Be (fig. 49, tab. 15) e experimento de gHSQC (fig. 50)
mostrou correlagdo direta dos hidrogénios em & 6,01 (H-3") e 6,09 (H-5) com sinais de
carbono em ¢ 97,0 (C3’) e 92,3 (C5’), respectivamente. Observou-se também a correlacio
do sinal a & 3,98 (3-H, s) com o sinal em 6 56,2. Os sinais em 6 7,79 (H-p) e 8,02 (H-a)
mostraram correlagdo direta com os sinais em 6 142.4 (C- ) e 128,2 (C- o).

Através do experimento de gHMBC (fig. 51, tab. 15) foi possivel sugerir que o
sinais referente ao hidrogénio em o 6,01 (H3’) apresentou acoplamento a longa distancia
com o sinal em & 106,3 (C1’) e o sinal a 6 6,09 (H5*) com os sinais em & 106,3 (C1’) e
164,4 (C6’). O tdltimo sinal em 6 164,4 mostrou acoplamento a longa distancia com o sinal
da metoxila ligada ao C6’, que poderia ser uma evidéncia a presenga desses hidrogénios na
posicdo orto e para em relacdo a metoxila. Através da anélise do espectro de NOESY 1D
(fig. 52) foi possivel sugerir mais uma vez que o hidrogénio em & 6,09 (HS5’) ligado ao
carbono em 6 92,3 (C5’) estava na posicao orto a metoxila, a qual foi irradiada e mostrou
correlacdo com o sinal de 1H em ¢ 8,02 (H-a, fig. 38) ligado ao carbono C-a em o 128,5.

O espectro de NOESY 1D foi realizado para confirmar a estrutura proposta, ja que
a literatura comparada apresentou alguns sinais invertidos, que no primeiro momento gerou
duvida.

Com base nos sinais fornecidos através das técnicas de RMN 'H e '°C,
experimentos de gHSQC, gHMBC, espectro de NOESY 1D e dados da literatura (tab. 10)
foi possivel sugerir que estes sinais sao referentes a 2’,4’-diidréxi-6’-metoxichalcona (fig.
47), esta substancia foi isolada em varias espécies diferentes, tais como Boesenbergia
pandurata Haltt (TEWTRAKUL et al, 2003), Piper dilatatum-Pyperaceae (TERREAUX
et al, 2003), Alpinia Henry K. Schum-Zingiberaceae (WANG et al, 2001) e Alpinia
speciosa- Zingiberaceae (ITOKAWA et al, 1981). A literatura também relata que essa

substancia exibiu considerdvel atividade anti-HIV-1 PR, com inibi¢do de 75,11+1,44%,

75

Isabel Duarte Coutinho



Resultados e discussdo

quando comparada com o controle positivo pepstatina acetila 98,47+0,27 (TEWTRAKUL
et al, 2003).

Figura 47 — Estrutura molecular de 2’,4’-diidr6xi-6’-metdoxichalcona (Ca9).

Tabela 15 — Deslocamento de RMN 'H e °C de Ca9.

_ 1 13H m 13 m
Posicio dde'H ezr;l zC)3D6O eJ O %?3])6 (;: ZHMBC (3) ) ((:1:1)6((3) e*
o 7,74 d (J= 15,5 Hz) 128,5 136,3; 142,6; 193,1 128.,6
§ 8,01 d (J=15,5Hz) 142,6 128,5; 193,1 142.4
p' - 193,1 - 193,0
1’ - 106,0 - 106,4
2’ - 168,9 - 168,3
3’ 6,01 d (J=3Hz) 97,0 166,0; 168,9;92,3:106 92,3
4 - 166,0 - 165,8
5’ 6,09 d (J=3Hz) 92,3 166,0; 164,0 97,0
6’ - 164,0 - 164,3
1 - 136,3 - 136,5
2 7,73 dd (J= 6 e 3Hz) 129,2 130,9; 129,8; 142,6 129,0
3 7,44 m 129,8 142,6; 129,2 129,7
4 7,44 m 130,9 142,6; 129,2 130,7
5 7,44 m 129,8 142,6; 129,2 129,7
6 7,73 dd (J= 6 e 3Hz) 128,2 130,9; 129,8; 142,6 129,0

OCH; 3,98 s 56,4 164,0 -

*valores comparados com a literatura (ITOKAWA et al, 1981).

76

Isabel Duarte Coutinho



Resultados e discussdo

Acetope-de

3.98
2.85

[s2]
~
~
N
-
= 8r
NN
iy
o'\
© [N
a S
) N
o S2858
\ 26 g6
TwﬂE

i LJUL

14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
Chemical Shift (ppm)

i,

8.04
7.98
—7.77

8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4
Chemical Shift (ppm)

Figura 48 - Espectro de RMN 'H de Ca9 (300 MHz, C3;D¢0, 9).
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Figura 52 — Espectro de NOESY 1D de Ca9 (500 MHz para 1H, C3D40, 9).

4.2.10. Identificacdo estrutural de Cal0

O espectro de RMN de 'H (fig. 54, tab. 16) de Cal0 (fig. 53) apresentou um padrao
de sinais na regido correspondente aos hidrogénios aromdticos, mas diferentes dos
observados para as flavononas e chalconas. Neste espectro pdde se observar que a amostra

encontrava-se em mistura, devido a menor intensidade de alguns sinais, mas mesmo assim
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foi possivel sugerir uma estrutura e atribuir os sinais.

A presenca de dois dubletos em 6 6,38 (1-H, 2,1 Hz) e 6 6,19 (1-H, J=2,4 Hz) e um
singleto em 6 7,34 (2-H) permitiu sugerir que esses sinais sao relativos aos hidrogénios 6 e
8 do A e 2°/6’ do anel B, respectivamente.

A andlise do espectro de RMN Be (fig. 55, tab. 16) forneceu 13 sinais, dos quais
apenas 12 sdo referentes a molécula isolada. O sinal em & 177,3 € referente a carbonila do
C4 do anel C, o que permitiu sugerir que ha uma ligacao dupla entre o C-2/3, assim como
sugerir que este esqueleto € caracteristico de um flavonol devido a auséncia de hidrogénios
na regido olefinica e dos sinais observados para os hidrogénios 2 e 3 de flavanona.

Através do experimento gHSQC (fig. 56) foi possivel atribuir a correlacdo dos
hidrogénios com seus respectivos carbonos. Sinais em 6 94,4 (1C) e 99,3 (1C) mostraram
correlagdo com os dubletos o6 6,19 e 6,38 e sdo referentes aos hidrogé€nios ligados aos
carbonos 6 e 8, respectivamente, do anel A, assim como sinal intenso em 6 108,6 (C2)
mostraram correlacdo com o singleto em & 7,34 corresponde ao C2’/6’ do anel B, e estdo
sobrepostos.

Através do experimento de gHMBC (fig. 57, tab. 16) foi possivel atribuir as
correlacdes a longa distancia. Neste foi observado a correlacdo em 6 7,34 com os carbonos
1’, 3°/5’ e 4 do anel B, assim como os sinais referentes aos hidrogénios 6 e 8, com os
carbonos 4, 7,9 e 10 do anel A.

Com base nos sinais fornecidos através das técnicas de RMN 1D e 2D, e
comparacao com os dados da literatura foi possivel sugerir que os deslocamentos descritos
para Cal0 sdo referentes a 3,5,7,3°,4°,5’-hexaidroxi-flavonol (fig. 53). Esta substincia é
amplamente descrita na literatura, e tem sido detectada em frutas e vegetais, tais como,

maca, morango, ameixa, babosa, espinafre e ervilha (SULTANA & ANWAR, 2008).
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Figura 53 — Estrutura molecular de 3,5,7,3°,4’,5’-hexaidroxi-flavonol (Cal0).

Tabela 16 — Deslocamento de RMN 'H e 1*C de Cal0.

. ~ 5 de "H(ppm) em 5 de °C 6 de *C em
Posicao cmog 3 (I){z) em CD;0D gHMBC (3) DMSO*
2 - 148,1 - 147,1
3 - 137,4 - 136,1
4 - 177,3 - 176,0
5 - 162,5 - 161,0
6 6,19 d (J=2,4 Hz) 99,3 177,3; 165,6; 158,3; 104,5; 98,5
7 - 165,6 - 164,2
8 6,38 d (J=2,1 Hz) 94 .4 165,6; 158,3; 104,5; 93,5
9 - 158,3 - 156,4
10 - 104,5 - 103,3
1’ - 123,1 - 121,2
2’ 7,34 s 108,6 123,1; 146,8; 137,4 107,5
3 - 146,8 - 146,0
4 - 137,4 - 136,1
5 - 146,8 - 146,0
6’ 7,34 s 108,6 123,1; 146,8; 137,4 107,7

*valores obtidos da literatura (AGRAWAL, 1989)
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Figura 54 - Espectro de RMN 'H de Cal0 (300 MHz, CD5;0D,9).
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4.2.11. Identificacdo estrutural de Call

Os espectros de RMN de 'H (fig. 59, tab. 17) e RMN °C (fig. 60, tab. 17) de Call
(fig. 58) mostrou padrdo de sinais caracteristicos da Cal0, com excec¢do dos sinais na
regido em 0 3,50 e 4,21 e dubleto em o 0,95 (3-H, J= 6 Hz). Estes sinais sdo indicativos da
presenca de um actcar, sendo que o sinal a & 0,95 € indicativo do H6 de raminose e o
dubleto a & 5,31 (J=3 Hz) na conformacdo o, pois segundo HARBONE (1996) B-L-
raminopiranosideo o valor da constante de acoplamento € 1 Hz, enquanto a o-L-
raminopiranosideo é de 2 Hz. Este dados sugerem que a unidade de acucar seja o-L-
raminopiranosideo.

A andlise do espectro de RMN '>C mostrou sinais pouco intenso devido

provavelmente a baixa quantidade de amostra, mas foi possivel a andlise deste espectro.
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Através do experimento gHSQC (fig. 61) foi possivel atribuir a correlacdo direta dos
hidrogénios observados com seus respectivos carbonos. Esse espectro forneceu sinais em o
103,7, 71,5, 72,1, 73,4, 71,9 e 17,7 correlacionados aos hidrogénios em 6 5,31, 3,65, 3,78,
3,50, 4,21 e 17,7, respectivamente, do agucar raminose. Sinais em 0 99,9 e 94,7
correlacionam-se aos hidrogénios 6 6,19 e 6,34, respectivamente. Assim como em 6 109,6
(C2°/6’) que se correlaciona ao hidrogénio 6 6,94 (2-H).

Através do experimento gHMBC (fig. 62 e tab. 17) foi possivel atribuir qual
carbono do anel flavonoidico a raminose estaria ligada. O acoplamento a longa distancia
do hidrogénio em o 5,31 com o sinal em o 136,3 e 71,5, sugere que a hidroxila anomérica
da raminose estd ligado ao C3 do esqueleto do flavonoéide.

Com bases nos sinais fornecidos empregando técnicas de RMN de 1D e 2D, e com
base nos dados da literatura (Agrawal, 1989) foi possivel atribuir que a molécula Call

refere-se 3,5,7,3’,4°,5’-hexaidroxi-flavonol-3-0-a-L-raminopiranosideo (fig. 58),

previamente isolada de Myrtus communis (HAYDER et al, 2007) e identificada também
em Annacardium occidentale (BRITO et al, 2007).

OH

Figura 58 - Estrutura molecular de 3,5,7,3°,4,5 -hexaidréxi-flavonol-3-O-a-L-

raminopiranosideo (Call).
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Tabela 17 — Deslocamento de RMN 'H e "°C e acoplamento a longa distancia (¢HMBC)
de Call.

. 6 de 'Hem 6 de PC 6 de P°C em
Posicdo  op oD e 7 (Hz) em CD,0D gHMBC (5) CD:OD°
2 - 158,6 - 158,4
3 - 136,3 - 134,5
4 - 179,7 - 178,0
5 - 163,2 - 162,8
6 6,19 d (J=3 Hz) 99,9 163,2 99,9
7 - 166,0 - 165.,4
8 6,34 d (J=3 Hz) 94,7 158,6 94,4
9 - 158,6 - 157,5
10 - Naio observado - 105,0
1’ - Nao observado - 122.,6
2’ 6,94 s 109,6 137,9; 146,9; 158,2 109,5
3 - 146,9 - 146,4
4 - 137,9 - 137,0
5 - 146,9 - 146,4
6’ 6,94 s 109,6 137,9; 146,9; 158,2 109,5
1 5,31 d (J=3 Hz) 103,7 71,5; 136,3 103,2
27 3,65 d (J=3 Hz) 71,5 - 71,6
3 3,78 dd (J=3 Hz) 72,1 - 71,9
4 3,50 m 73,4 71,9 73,1
5 4,21 brd (J=3 Hz) 71,9 73,4 71,6
6’ 0,95 d (J=6 Hz) 17,7 - 17,3

*valores comparados com a literatura (AGRAWAL, 1989).
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Figura 59 - Espectro de RMN 'H de Cal1 (300 MHz, CD;0D, 9).
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Figura 62 — Experimento de gHMBC de Call (300 MHz para 'H, CD;OD, §).

4.2.12. Identificacdo estrutural de Cal2

O espectro de RMN 'H (fig. 64, tab. 18) da substancia Cal2 (fig.63) ndo se
apresentou totalmente limpo. Pode-se observar que uma das substancias estava em maior
quantidade devido a intensidade dos picos. Com base nisso, atribuimos a susbtincia de
maior intensidade um padrdo de susbtituicao para o anel A e B igual ao observado para
Cal0 e Call.

O espectro também sugeriu a presenca de duas unidades de acucar, devido aos
singletos largos em o 5,16 (1-H) e 8 5,30 (2-H) referentes aos hidrogénios anoméricos dos

acucares. Através da andlise dos sinais na regido entre 6 3,00 e 4,00, assim como a
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presenca do dubleto em o 0,97 (3-H), foi possivel sugerir que a substdncia minoritdria na
amostra possuia todos os sinais apresentados pela amostra Call, mas com sinais do agtcar
diferentes de uma raminose.

O espectro de RMN °C (fig. 65, tab. 18) mostrou 36 sinais, dos quais 19
apresentaram os mesmos deslocamentos observados para Call. Através dessa observagao
os sinais observados para 3,5,7,3’,4°,5’-hexaidroxi-flavonol-3-O-a-L-raminopiranosideo
em todos os experimentos foram excluidos da andlise. Dos 18 sinais restantes no espectro
de RMN "*C associado ao DEPT 135° (fig. 66), foi possivel atribuir 10 sinais referentes a
carbonos nado ligados a hidrogénio, 7 sinais de carbonos metinicos e um sinal de carbono
metilénico. Os sinais em 6 109,3, 87,9, 83,2, 78,4 e¢ 83,2 referentes a todos os carbonos
metinicos e o sinal de carbono metilénico em 6 62,5, comparados com dados da literatura
(YASUKAWA et al, 1990) permitiu caracterizar o agicar como o-L-arabinofuranosideo.
O sinal em 6 109,3 é semelhante também ao deslocamento observado para uma unidade de
acucar apiose, mas os sinais referentes ao C-2°" e C-4’’ deste possuem deslocamentos em 6
76,5 e 74,0, respectivamente, (AGRAWAL, 1989), diferentes dos observados para Cal2
que foram em 6 83,2 (C-2") e 87,9 (C-4”’), o que descartou a hipdtese desta unidade de
actlcar ser uma apiose.

As correlagdes obtidas através do experimento de gHSQC (fig. 67) associado ao
gHMBC (fig. 68, tab. 18) permitiram atribuir aos hidrogé€nios aos seus respectivos
carbonos, assim como os acoplamentos a longa distancia. O sinal em & 6,94 mostrou
correlacdo direta com o sinal em 6 109,6 (C2°/6’) e acoplamento a longa distancia com os
sinais em 0 137,9 (C4’), 146,8 (C3°/5’), 121,9 (C1’) e 159,4 (C2). O sinal em & 6,17
mostrou correlacdo direta com o sinal em 6 94,7 (C-8) e acoplamento a longa distancia
com os sinais em 9 158,3 (C9), 105,5 (C10), 165,8 (C7) e 99,8 (C6). O sinal em 6 6,34
mostrou correlacdo direta com o sinal a 6 99,8 (C6) e acoplamento a longa distancia com
os sinais em 9 165,8 (C7), 162,1 (C5), 105,5 (C10) e 94,7 (C8). Foi possivel estabelecer a
posicdo na qual o agucar estava ligado no flavondide através do acoplamento a longa
distancia entre 6 5,46 (H1’’) da arabinose e 134,8 (C3) do anel C do flavonéide.

Com bases nos sinais fornecidos empregando técnicas de RMN de 1D e 2D e com
base nos dados da literatura (YASUKAWA et al, 1990), atribuiu-se que a molécula seja a
3,5,7,3’,4°,5’-hexaidroxi-flavonol-3-O-a-L-arabinofuranosideo  (fig. 63), previamente

isolada de Lysimachia nummularia (ITOKAWA et al, 1990) e identificada em
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Annacardium occidentale (BRITO et al, 2007).

"=

HO OH

[\S}

Figura 63 - Estrutura molecular de 3,5,7,3°,4,5 -hexaidréxi-flavonol-3-O-a-L-

arabinofuranosideo (Cal2).

Tabela 18 — Deslocamento de RMN de 'H e "°C e acoplamento a longa distincia
(gHMBC) de Cal2.

. . 6 'Hem CD;OD 8 °C 6 °Cem
LHORED e J (Hz) em CD,0D gHMBC (3) CD,OD°

2 ! 159.4 i 157.1
3 i 134.8 i 133.6
4 i 179.6 i 177.9
5 i 163.1 i 1613
6 6,18 d (J=3 Hz) 99.9 94.7: 105.8: 158.4: 163,1: 1660 98,8

7 i 166.0 i 164.2
8 6,34 d (J=3 Hz) 94.7 99.9: 105,8: 158.4; 166.0 935

9 i 1584 i 156.5
10 i 105.8 i 104.2
T i 1219 i 1202
> 713 s 109.6 121.9: 137.9: 159.4 108.4
3 i 146.8 i 1457
" i 137.9 i 1366
5 i 146.8 i 145.7
6 7.13 s 109.6 121.9: 137.9: 159.4 108.4
1 5,46 br s 109.4 78.7: 87.9: 134.8 108.1
27 435 br s 832 78.7 82.1

3 3P dﬂgﬁ 56 787 78.7: 83.2: 109.4 774
4 3,93 dgg:3 c6 87.9 78.7: 83.2: 109.4 86.1

5 3,51 d (J=3 Hz) 62,5 78.7 61.1

*valores comparados com a literatura (YASUKAWA et al, 1990).
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Figura 64 - Espectro de RMN de 'H de Cal2 (300 MHz, CD;0D,3).
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Figura 65 - Espectro de RMN de °C da Cal2 (75 MHz, CD;0D,3).
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Figura 66 — Espectro de DEPT 135° de Cal2 (75 MHz, CD;0D,J9).
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Figura 67 — Experimento de gHSQC de Cal2 (300 MHz para 'H, CD;0D, §).
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4.2.13. Identificacdo estrutural de Cal3

O espectro de RMN de 'H (fig. 71, tab. 19) da Cal3 (fig. 69) apresentou sinais na
regido aromatica semelhante ao observado para miricetina, mas um pouco mais complexo.
Foram observados dois dubletos em 6 6,39 e 6,20 correspondentes aos hidrogénios 6 e 8 do
anel A e o singleto em o 7,13 referente aos hidrogénios 2’ e 6’ do anel B. Além destes
sinais o espectro mostrou também um singleto na regido aromdtica em 6 7,00 (2-H)
sugerindo a presenca de outro anel aromédtico além do flavondide. Foram observados sinais
também na regido de ¢ 4,00 a 5,00 indicando a presenca de agucar.

O espectro de RMN °C (fig. 72, tab. 19) associado ao DEPT 135 ° (fig. 73)
mostrou 26 sinais, dos quais apenas 23 sdo referentes a molécula, outros sdo de impurezas
na amostra. Destes 23 sinais, 14 sinais sdo referentes a carbonos nado ligados a hidrogénio,
8 sinais correspondem a carbonos metinicos e 1 sinal de carbono metilénico.

O espectro de RMN '°C juntamente com experimento gHSQC (fig. 74) permitiu a
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correlagdo direta entre os hidrogénios ligados aos respectivos carbonos. Os sinais de
hidrogénio na regido aromadtica em o 6,39 dd (1-H, J=3 Hz), 6,20 dd (1-H, J=3 Hz), 7,13 s
(1-H, J=3 Hz) e 7,00 s (2-H, J=3 Hz) mostraram correlacdo direta com os carbonos em o
99,2 (1-C), 94,8 (1-C), 109,6 (2-C) e 110,2 (2-C). Essas correlacdes indicam a presenga de
um flavondide e o dltimo valor sugere a presenca de um grupo galoil. Além disso, os sinais
de hidrogénios ndo aromadticos em o 3,93, 4,01, 4,17, 4,40 e 5,47 mostraram correlagdo
direta com os carbonos em o 79,1, 84,6, 64,5, 83,6 e 109,5, os quais indicaram a presenga
do agucar arabinose, mas com deslocamentos diferentes ao observado para Cal2.

A localizac@o do aguicar foi determinada através das correlacdes de acoplamento a
longa distancia realizada pelo experimento de gHMBC (fig. 75, tab. 19), onde foi
observado que o sinal em 6 5,47 referente ao hidrogénio anomérico mostrou correlagao
com o carbono em & 134,9, atribuido ao C3 do anel flavonoidico C. O hidrogénio em &
4,17 ligado ao carbono metilénico do acticar C5’’ em 6 64,5 mostrou acoplamento a longa
distancia com & 168,1, referente ao carbono carbonilico C7°’ da unidade de galoil. Isto
sugere que a hidroxila ligada ao C5’’ da unidade de actcar estd ligada através de uma
ligacdo éster com o C7 do galoil.

Com base nestes sinais de RMN 'H e de °C e as correlagdes obtidas através dos
experimentos de gHSQC e gHMBC pode-se sugerir que a estrutura elucidada é a
3,5,7,3’,4°,5’-hexaidroxi-flavonol-3-O-(5°’-O-galoil)-a-L-arabinofuranosideo  (fig. 69),

inédita na literatura.

Figura 69 — Estrutura molecular de 3,5,7,3’,4’,5’-hexaidréxi-flavonol-3-O-(5"’-O-galoil)-

a-L-arabinofuranosideo (Cal3).
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Figura 70 — Principais correlacdes de gHMBC da estrutura Cal3.

Tabela 19 — Deslocamento de RMN 'H e "°C e acoplamento a longa distancia (gHMBC)

de Cal3.
Posicio 3 '"H em CD;OD e J 3 *C em CD;0D gHMBC ()

2 - 159,8 -

3 - 134,9 -

4 - 179,9 -

5 - 163,1 -

6 6,39 d (J=3 Hz) 99,2 99,2; 106,0; 158,6
7 - 166,0 -

8 6,20 d (J=3 Hz) 94,8 94.8; 106,0; 163,1;
9 - 158,6 -

10 - 106,0 -

r - 121,4 -

2 713 s 109,6 121,4; 138,0; 146,8;
3’ - 146,8 -

4 - 138,0 -

5 - 146,38 -

6’ 7,13 s 109,6 121,4; 138,0; 146,8;
1 547 brs 109,47 134,9; 83.6; 84,6; 79,1
27 4,40 br s 83,6 64,5;79,1; 109,5
3 3,93 dd (J=3 e 9 Hz) 84,6 64,6; 83,6

4 4,01 dd (J=3 e 15 Hz) 79,1 79,1

57 4,17 d (J=6 Hz) 64,5 79.1; 84,6; 168,1
r - 121,1 -
2 7,00 s 110,2 121,1; 139,9; 146,3;
3 - 146,3 -
4 - 139,9 -

5 - 146,3 -

6" 7,00 s 110,2 121,1; 139,9; 146,3;
7 - 168,1 -
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Figura 71 - Espectro de RMN 'H de Cal3 (300 MHz, CD5;0D,9).
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Figura 72 - Espectro de RMN "°C de Cal3 (75 MHz, CD;0D.,3$).
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Figura 73 - Espectro de DEPT 135° de Cal3 (75 MHz, CD;0D,9).
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Figura 74 - Experimento de gHSQC de Cal3 (300 MHz para 'H, CD;OD, §).
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4.3. Avaliacdo do perfil cromatogrdfico e determinagdo do teor das substancias

As substancias isoladas Ca2 a Cal3 e a substincia 2’,4’-diidroxi-3’,5’-dimetil-6’-
metdxichalcona (Cald4), sendo esta ultima isolada em outra espécie por outro aluno do
grupo, foram monitoradas no EMEOH e nas amostras submetidas a avaliacdo sazonal

(Cav, Cao e Caip) empregando CLAE-DAD.

4.3.1 Extrato metandlico (EMeOH)

A tabela 20 mostra o tempo de reten¢ao de cada pico referente as substancias Ca2 a
Cal4 na condi¢do 1, apds andlise do tempo de retencdo e do espectro de UV/Vis
individualmente, para cada pico (fig. 76).

Os espectros de UV/Vis dos picos 3 a 9 e 11 estdo apresentados na figura 77,
enquanto que os picos 1, 2, 10 apresentaram varios espectros de UV/Vis ao longo do pico,
sugerindo que estes estdo impuros, conseqiientemente nao foi possivel obter um espectro

demonstrativo dos mesmos.

Tabela 20 — Tempo de retencdo dos picos referente ao cromatograma do EMeOH.

Pico Substancias Tem~p0 de.
retencao (min)

1 Cal0, Cal2 e Cal3 em mistura 5,77

2 Call em mistura 7,28

3 Ca3 13,62
4 Ca2 16,96
5 - 19,03
6 Ca5s 23,08
7 Cab6 23,96
8 Ca9 26,04
9 Cad 27,13
10 Ca7 e Ca8 30,50
11 Cal4 33,69
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Figura 76 — Cromatogramas representativos do extrato metanélico EMeOH em 284 e 340
nm.

O sistema CLAE-DAD permitiu caracterizacdo das substancias que possuem
grupos cromoforos, assim como quantificacio/monitoramento destas substiancias com base
no tempo de retenc¢do associado ao espectro de absor¢do molecular obtido na regidao do
UV/Vis.

Cromoéforos sao estruturas moleculares que absorvem na regido do UV-Vis e
incluem grupos nos quais as transi¢des m— m*, n— ¥, n—c* sdo possiveis (VOGEL,

1989). Os espectros eletronicos de moléculas organicas contendo grupos croméforos sao
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normalmente complexos, porque a superposi¢ao de transi¢des vibracionais com transi¢oes

eletronicas leva a uma combinacao intricada de linhas superpostas (SKOOG et al, 2002).
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Figura 77 — Espectros de absorcao molecular na regido do UV-Vis dos picos referentes as
substancias presentes no extrato EMeOH na condi¢ao 1.

Muitas bandas de absorc@o sao caracteristicas de determinados grupos funcionais.
De acordo com BHAT et al, 2007, banda de absor¢do na regiao de 200-290 nm (banda II)
e 300-400 nm (banda 1) sugerem a presenga de sistemas benzoil e cinamoil,
respectivamente. Logo a técnica de espectroscopia de absor¢do molecular na regido de
UV-Vis € util na investigacdo destes sistemas.

As bandas de absor¢do médxima observada na regido de 200 a 299 nm sdo referentes
aos picos 2, 3, 6, 7 ¢ 9 foram atribuidas as substincias Ca3, Ca2, Ca5, Ca6 ¢ Cad,
respectivamente. Este comprimento de onda € referente ao sistema benzoil do esqueleto de
flavanona, enquanto as bandas de absorcao na regido entre 300 e 350 nm dos picos 8 e 11

sao referentes as substancias Ca9 e Cal4, respectivamente, as quais possuem este espectro
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de UV caracteristico do sistema cinamoil de chalconas. Estes valores estao de acordo com
o descrito por MARKHAM (1982), ao atribuir valores dos espectros de UV/Vis para as
flavanonas de 275-295 nm (banda II, intensa) e 300-330 nm (banda I) e para as chalconas
230-270 nm (banda II) e 340-390 nm (banda I, intensa).

Apd6s a andlise da pureza dos espectros de UV/Vis das substancias isoladas
identificadas no cromatograma do EMeOH, foram utilizadas curvas analiticas para
quantificacdo das mesmas neste extrato.

As substancias Ca2, Cad, CaS, Ca6, Ca9 ¢ Cal4 foram quantificadas, porque a
condicdo 1, que foi utilizada permitiu boa separacdo dos picos, principalmente a partir do
tempo de retencdo de 10 minutos, com excecdo para as substidncias Ca7 e Ca8, as quais
possuem o mesmo tempo de retencao, porém espectro de UV/Vis diferente.

A condig¢do 2 foi empregada, na tentativa de melhorar a separacao dos picos 1 e2 e
detectar as substancias Cal0 a Cal3, respectivamente, as quais possuem tempo de
retencdo na faixa de 2-10 minutos. Porém essa condi¢do ainda nido se mostrou a melhor
para a separagdo dos picos do inicio do cromatograma (fig. 76), assim como nao permitiu
boa separacao para os picos 3-11. Outras metodologias para desenvolvimento de melhores
condi¢des cromatograficas ndo foram testadas, devido ao curto espaco de tempo entre
isolamento e monitoramento.

A tabela 21 mostra os parametros de regressdo linear da curva analitica de cada
substancia quantificada e o teor expresso em mg do analito por g de extrato. As flavanonas
CaS e Ca6 mostraram ser as substdncias majoritarias no extrato, seguido pela chalcona
Cald. Todas as substancias quantificadas representam um total de 15,90 % das substancias

presentes no EMeOH.

Tabela 21 — Dados de regressao linear da curva analitica das substancias Ca2, Cad, Ca$,
Ca6, Ca9 e Cald.

Substancias Teor (mg/g) F.I B A R N
Ca2 27,40 0.04-10.80 4.95919.10° -161369.02552 0.99962 6
Ca5s 42,50 0.16-4.10 6.58015.10° -1.3073.10° 0.99889 5
Ca6 33,90 0.12-3.67 1.80351.10 -2.37114.10° 0.99978 5
Ca9 18,10 0.20-5.00 5.60768.10° -1.29557.10° 0.99825 5
Ca4 9,38 0.21-5.00 5.15469.10° -564964.75892 0.99921 5
Cal4 27,70 3.00-28.00  507205.62017 -22757.06765 0.99860 5
F.I: faixa de mtervalo. B: coeficiente linear. A: coeficiente angular. R: coeficiente de correlagao.
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4.3.2. Andlise das amostras submetidas a avalia¢do sazonal: Cav, Cao e Caip

As figuras 78, 79, 80 e 81 mostram os perfis cromatogrificos dos extratos
hexanicos (CavHex, CaoHex e CaipHex), acetato de etila (CavAcOEt, CaoAcOEt e
CaipAcOEt), ctandlico (CavEtOH, CaoEtOH e CaipEtOH) e metandlico (CavMeOH,
CaoMeOH e CaipMeOH), respectivamente, em 284 nm. Este comprimento de onda foi
escolhido, tendo em vista que € o mais representativo da amostra, pois foi possivel detectar
todos os picos presentes do inicio ao fim do cromatograma. Primeiramente foram avaliados
e comparados qualitativamente os perfis cromatograficos de cada extrato de mesma
polaridade, mas em diferentes amostras, e posteriormente foram quantificadas as
substancias em cada amostra (Cav, Cao e Caip).

As amostras dos extratos hexanico (fig. 78) mostraram perfis cromatograficos
semelhantes em relagdo a presenca dos picos 4 (Ca2), 6 (Ca$), 7 (Ca6), 8 (Ca9), 9 (Ca4),
10 (Ca7 e Ca8) e 11 (Cald). A diferenca nos tempos de retencdo dessas substincias pode
estar associado a polaridade e interagdo com a fase estaciondria. A chalcona Cal4 possui
maior carater lipofilico e foi a dltima a eluir, enquanto as flavanonas eluiram primeiro, com
excessdo da Ca4, porém esta também possui caracteristica apolar como a Cal4.

Em relacdo as amostras obtidas dos extratos acetato de etila (fig. 79), foi possivel
observar que as amostras Cav e Cao sdo semelhantes, mas a Caip apresenta diferencas,
principalmente pelo aparecimento de um pico entre os picos 7 e 8, além da auséncia dos
picos 1-3. O solvente acetato de etila € mais polar do que o hexano, logo podemos observar
a presenga de picos no inicio do cromatograma, indicando a presenca de substincias com
caracteristicas mais polares.

O perfil cromatogrifico dos extratos etandlicos de folhas de C. adamantium
coletadas em diferentes estacdes do ano foi alterado (fig. 80). No verdo o extrato mostrou
maior quantidade de picos do que o outono e a primavera, 0S quais mostraram maior
quantidade dos picos no inicio do cromatograma, mas com espectros de UV diferentes
entre si. Sugere-se que esta diferenca no perfil cromatogréafico esteja associada ao estagio
fenolégico do vegetal, onde os picos detectados a partir do tempo de retencdo de 10
minutos presentes em Cav s@o convertidos em outras substancias mais polares que estido
no inicio do cromatograma.

Os extratos metandlicos (fig. 81) apresentaram perfis cromatograficos semelhantes
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em relacdo a presenca dos picos iniciais, todavia estes picos sdo diferentes entre os extratos
quando observados o seu espectro de UV, mas os espectros sdo semelhantes ao das
substancias Cal0-Cal3 (classe das flavanonas), sugerindo a presenca desta mesma classe
de substancias, mas provavelmente com substituintes diferentes.

Com base nestes dados foi possivel observar que os extratos hexanico e acetato de
etila mostraram pouca variacao na sua composicdo quimica em diferentes estacdes do ano
associado com o desenvolvimento do vegetal, enquanto os extratos etandlico e metandlico
mostraram alteragdo significativa em relacdo a composicdo quimica, j4 que estas

substancias sdo alteradas de acordo com a variacdo sazonal e desenvolvimento do vegetal.

9 &
~

o D 2 o & 0 2 o o 0

1 CaipHex

10—

10 20 0 lao 50

Mrutes

Figura 78 — Perfil cromatogréafico representativo dos extratos hexanicos das amostras
CavHex, CaoHex ¢ CaipHex (A=284 nm).
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Figura 79 — Perfil cromatografico representativo dos extratos acetato de etila das amostras

CaoEtOH
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CavEtOH, CaoEtOH e CaipEtOH (A=284 nm).

Figura 80 — Perfil cromatografico representativo dos extratos etandlico das amostras
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Figura 81 — Perfil cromatografico representativo dos extratos metandlico das amostras
CavMeOH, CaoMeOH e CaipMeOH (A=284 nm).

Apo6s esta andlise qualitativa das substancias presentes nos extratos, essas mesmas
substancias Ca2, Ca4, Ca5, Ca6, Ca9, Call e Cal4 foram quantificadas nesses extratos.
A figura 82 mostra os teores dessas substancias nas amostras Cav, Cao e Caip, a partir da
soma do teor obtido para cada extrato em diferentes polaridades.

A amostra Caip mostrou maior teor de todas as substancias, com excecao da Call,
a qual foi detectada somente na amostra Cav e Cao. A substincia Cal4 é a substancia
majoritaria em todas as amostras, seguida de Call.

As substancias Ca7 e Ca8 nao foram quantificadas porque possuem os mesmos
tempos de retencao e sdo referentes ao pico 10 do cromatograma.

As folhas coletadas durante a floracdo mostraram maior teor das substancias
analisadas representando 8,11% das substincias presentes no extrato, com excecdo da
Call, a qual foi detectada somente na amostra Cav e Cao. A sintese desses compostos

diminuiu durante o verdo (3,48%) e aumentou novamente no outono (7,73%),
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principalmente da substancia Call.
A diferenca do teor dessas substancias nas folhas coletadas em diferentes estagdes
do ano e em diferentes estdgios fenoldgicos da planta, assim como entre elas, pode estar

relacionada a biossintese do vegetal associada a fatores fisioldgicos e ambientais.

B Cav B Cao & Caip

Teor (mg/g)
[\®]
3

150 -
100 -
3 T
0 - ‘ ; ; ‘ ‘
Call Ca2 Ca5 Cab Ca9 Cad Cal4

Figura 82 — Teor (mg/g) das substancias Ca2, Cad, Ca5, Ca6, Ca9, Call e Cal4.

De acordo com DEWICK (2005) as chalconas sdo precursoras na via biossintética
dos flavondides (fig. 83), e formadas do cruzamento das vias entre os policetideos e acido
chiquimico através da reagao de Claisen de uma unidade de dcido cinamico (anel B) com

trés unidades de malonil-CoA (anel A).
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Figura 83 — Biossintese das chalconas e flavanonas DEWICK (2005).

Ap6s isolamento dos flavondides presentes, foi possivel estabelecer dois padrdes de
substituicdo no anel B, do qual a fenilalanina e tirosina sdo precursores (fig. 84). As
flavanonas e chalconas ndo mostraram substituintes no anel B, indicando que a planta
emprega a fenilalanina como precursor, enquanto que para os flavondis a tirosina € o
precursor, formando no final o dcido 3,4,5-triidroxicindmico, o que caracteriza o padrao de
substituicdo para os flavondis 3’,4’,5’-triidroxi encontrado em C. adamantium.

COOCH

H A

chalconas e flavanonas
. 5 .
anel B ndo substituido

fenilalanina acido cinamico

coo
/H\v COOH COOH
NH,

H =
H\\“’ .H H / H H / H
FAL fenol oxidase
> — > — = anel B trisubstituido
HO OH
OH
OH OH

tirosina

Figura 84 — Precursores do anel B das chalconas, flavanonas e flavon6is DEWICK (2005).
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Foi observado também que as flavanonas e chalconas isoladas nesta espécie
mostraram a presenca de metila no anel A. SCHRODER et al (1998) apresentou uma
proposta biossintética (fig. 85) para as chalconas e flavanonas C-metiladas por meio do
monitoramento da chalcona sintase em Pinus strobus. De acordo com a proposta

apresentada pelo autor, estamos mostrando abaixo (fig. 85) a proposta biossintética para as

substancias Ca4, Ca5, Ca6, Ca7 e Ca8.
C 0
(o]

i °’

SCoA M X HO SCoA

+ HO SCoA > SCOA+ \/K'( ’
o] o)

cinamoil-CoA malonil-CoA

AN

O SCoA

H3C

Ca8 e Ca5 |
(¢] o

SCoA O Cay «——— )

Ch5’ l HC

Ca7 e Caé6

Figura 85 — Proposta biossintética para as substancias Ca4, CaS, Ca6, Ca7 e Ca8
SCHRODER et al (1998).

A figura 86 mostra a diferenga estrutural das chalconas e flavanonas isoméricas
monitoradas no EMEOH. Tendo em vista a diferenca entre o teor das flavanonas Ca$ e
Ca6 e também para as chalconas Ca7 e Ca8 no EMEOH, sugere que as substancias Ca6 e
Ca7 sao minoritdrias devido a sua conformacdo estrutural. A ciclizacdo da Ca$S é mais
favorecida do que a Ca6, o resultado encontrado pode ser explicado devido a formacao de

ligagdo de hidrogénio entre a hidroxila (C2’) e carbonila (B’) da chalcona, o que torna a
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molécula fixa, sucetivel ao ataque da OH na dupla ligacdo para a ciclizacdo e formacao do
anel C, enquanto que a Caé6, de acordo com a proposta da figura 86, a formacao da ligagao
de hidrogénio ndo € muito favorecida. Assim como a chalcona Ca7 precursora da
flavanona Ca6 também € minoritaria, sugerindo que muito pouco desta permanece com a

conformag¢do mostrada na figura 85 e 86, provavelmente devido a instabilidade desta

conformacao.
o} SCoA
XN HO. SCoA
NADPH C|a|sen Ho. OH
o)
\
HyC HG chalcona sintase X
HyC
o o
OH o
Ch3’
HO. I (o) O HO. OCHg
H3C HSC:,;/\/‘ D\‘
OH (o] OH (0]
CaS8
CH,
HO _Ho OH
NADPH Claisen
E—
Chalcona sintase AN

OH [¢]

ChS’

HO OCH,4
O

Figura 86 — Proposta biossintética de ciclizag¢@o para as substincias Ca5, Ca6, Ca7 e Ca8.

Devido ao menor teor apresentado pela substancia Ca9, da qual a substancia Cal4
€ precursora, significa que muito pouco de Cal4 é convertido em Ca9. Enquanto que o
menor teor apresentado de Ca4 pode estar relacionado ao maior consumo desta para

formacao dos flavanéis (fig. 87), pois estes ndo mostraram presenga de metila na posi¢cao 6
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e 8, assim como ndo foi isolado flavanona sem metila nesta posi¢ao.

OH

OH

HO o] .
X SCoA ' OH

— — >
+ 3 x malonil-CoA chalcona sintase  flavanona hidroxilase

OH OH

diidroflavonol (flavanonol)

l o
OH
HO (0]
OH
Call, Cal2e Cal3 - |
OH
OH (¢]

miricetina Cal0

Figura 87 — Proposta biossintética das substancias Cal0 a Cal3.

Com base na discussdo da biossintese das substincias isoladas da espécie
C.adamantium, pode-se inferir que os flavondides glicosilados encontrados nas folhas
durante o verdo e outono podem estar associados a ativa¢do de enzimas especificas para a
producdo desses compostos, devido a diminui¢do das chalconas, principalmente a Ca4,
assim como o aumento das substincias semelhantes a Cal0-Cal3 no inicio do
cromatograma do extrato etandlico e metandlico da Caip.

Durante a coleta do material vegetal analisado foram avaliados os estdgios de
desenvolvimento do vegetal, assim como as condi¢des climdticas, onde foi observada uma
alteracdo significativa atipica entre o clima do outono e inverno.

A espécie C.adamantium € um vegetal que apresenta ciclo de desenvolvimento
permanente, sendo classificada como decidua, visto que perdem as folhas durante o
inverno e € induzida a floragdo apds o frio (vernalizagdo).

No verdo observou-se que o vegetal encontrava-se na fenofase pos frutificacdo com
alta disponibilidade hidrica. Durante o outono, ainda no estigio vegetativo houve um longo
periodo de estiagem e geada, conseqiientemente durante o inverno, a planta entrou em

senescéncia, fenomeno observado através da perda das folhas. No final do inverno foi
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possivel verificar a formacdo de folhas, todavia o clima ja era quente, porém ainda seco, e
apds uma semana iniciou-se a floragdo durante a primavera.

O monitoramento da variagdo da composi¢do quimica associada a fatores
ambientais e fenoldgicos, é necessdrio, tendo em vista, que uma alteracdo significativa de
certas substancias pode influenciar na atividade bioldgica dos vegetais, muitas vezes

potencializando ou despontencializando os extratos vegetais.

4.4. Ensaios quimicos e bioldgicos

4.4.1 Determinagdo do teor de fendis e flavonoides

O contetdo de fendis das amostras EMEOH, Cav, Cao ¢ Caip foram calculados a
partir dos parametros de regressao linear da curva analitica do padrao de acido gélico, e o
resultado expresso em mg de equivalentes de 4cido gélico por g de extrato.

O contetdo de flavondides da amostra EMEOH foi calculado a partir dos
parametros de regressdo linear da curva analitica do padrdo de quercetina, € o resultado
expresso em mg de equivalentes de quercetina por g de extrato.

A tabela 22 mostra os parametros de regressao linear referentes a quercetina e ao
acido gélico utilizado para calcular o contetido de fendis e flavonéides, respectivamente. O
contetido de fendis para EMEOH foi de 523,13 mg/g equivalentes de acido galico e de

flavonoéides foi de 93,38 mg/g equivalentes de quercetina.

Tabela 22 — Dados de regressdo linear da curva analitica para determinacdo de fendis e
flavondides.

Parametros Acido galico Quercetina
IL pg 1-20 2,5-25
B 0,0266 0,01011
A -0,03468 -0,02154
R 0,98898 0,99392
N 5 5

IL: intervalo linear, B: coeficiente angular, A: coeficiente linear, R: coeficiente de correlacao, N: numero de amostras.

A tabela 23 mostra o teor de fendis dos extratos das amostras Cav, Cao e Caip. A
amostra Caip mostrou maior teor de fenéis em todos os extratos analisados, seguida por
Cav e Cao. Estes resultados mostraram que os extratos AcOEt, EtOH, MeOH possuem

maior teor de compostos fendlicos do que Hex. Comparando estes valores com os

116

Isabel Duarte Coutinho



Resultados e discussdo

cromatogramas, principalmente do extrato EtOH e MeOH ¢ possivel sugerir que os picos
do inicio do cromatograma sao polifendis, com estruturas semelhantes a das substancias
Cal0-Cal3, os quais respondem positivamente para este ensaio.

Em relagdo ao periodo de coleta, foi possivel observar também que durante a
primavera (floracdo) hd um maior teor de fendis, e que este diminui no verdo (vegetativo) e

decai um pouco mais no outono (vegetativo).

Tabela 23 — Teor de fendis das amostras Caip, Cav e Cao (mg/g).

Fenois
Hex AcOEt EtOH MeOH
Caip 154,32 + 0,00 379,13 £ 0,00 417,50 £ 0,01 365,81 £ 0,06
Cav 132,35 + 0,00 260,78 + 0,00 349,51 £ 0,01 398,57 + 0,00
Cao 133,13 = 0,00 269,44 + 0,00 323,50 £ 0,01 278,88 + 0,01

Amostras

4.4.2. Determinagdo do teor de taninos

A metodologia para determinacdo do teor de taninos empregando métodos
espectrofotométricos foi adaptada de acordo com as metodologias empregadas na
Farmacopéia Brasileira para andlise de taninos em Eugenia uniflora - Myrtaceae (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA) e estudos realizados por REICHER et al,
1981.

O teor de taninos foi determinado como a diferenca entre os fendis que nao reagem
com o agente complexante e os fendis que reagem com o agente complexante (tanantes). O
ensaio foi realizado com o EMEOH a 160 pg/mL, e o teor de taninos determinado a partir
dos parametros de regressao linear da curva analitica do padrao de dcido tanico na faixa de
10-160 pg/mL, onde y=0,0914 + 0,00814.x, com coeficiente de correlacdao (R) de 0,99917.
O resultado expresso em mg de equivalentes de dcido tanico por g de extrato.

As solugdes submetidas a reacdo com os agentes complexantes (tanante) po de pele,
carvao ativo e caseina foram analisadas empregando CLAE para a determinac¢do do melhor
agente complexante através do monitoramento da reducao dos picos 1-11, os quais ndo sdo
taninos, e foram empregados como controle. A metodologia para a determinacdo do

melhor agente complexante empregando CLAE foi adaptada do trabalho de VERZA et al
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(2007).

Somente o teor de taninos empregando o agente complexante pé de pele foi
calculado, devido a nao eficiéncia dos outros métodos, apesar de todos os agentes
complexantes mostrarem redu¢do da area dos picos 1-11.

Os valores em relagdo ao carvdo ativo nao foram colocados na tabela, porque
ficaram abaixo da curva analitica, logo este método ndo foi considerado visto que na
andlise do cromatograma, todos os picos ilustrados neste para a determinacdo do teor de
fendis foram praticamente 100% complexados com carvao ativo.

A caseina mostrou 100% de redugdo dos picos de 8-11 e 70% dos picos de 1-7 e
surgimento de um pico na regido de 2-5 minutos, provavelmente um contaminante. Apesar
da dréstica reducdo das substiancias monitoradas a absorbancia praticamente nao foi
alterada isso foi observado devido a um valor muito pr6ximo do encontrado para anélise de
fendis, sugerindo que o contaminante detectado pode ter influenciado na medida
espectrofotométrica.

O agente complexante pé de pele ndo mostrou reducdo linear em todos os picos
como o observado para caseina e carvao ativo, mas sim uma oscilacdo com redu¢do nas
areas de 20-40%. Em relacdo ao ensaio espectrofotométrico houve uma reducao de 52% na
absorbancia.

O teor de taninos empregando o agente complexante p6 de pele foi de 217,62 mg/g
de equivalentes de 4cido tanico.

Todavia podem existir distor¢des neste resultado, porque apesar do pé de pele ser
considerado o melhor agente complexante neste estudo, devido a variagdo em torno de
50% na absorbancia, foi possivel observar que complexou uma parte da fracdo
flavonoidica presente no extrato vegetal que foram empregadas como controle.

Estudo das varidveis analiticas para determinacdo do teor de taninos em extrato
aquoso das folhas de Psidium guajava L. (VERZA et al, 2007) mostrou alteracdo na
composi¢do do extrato vegetal quando se utiliza caseina e pd de pele como agente
complexante. Estes resultados foram comprovados empregando 4cido gdlico, pirogalol,
catequina e rutina como controle, onde foi observado que a caseina e p6 de pele possuem
afinidade maior por catequina e flavonéides que por dcido gélico, o dltimo comprometendo
o uso como referéncia na quantificacao de taninos.

A partir dos resultados obtidos e o da literatura pode-se concluir que hd uma falta
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de especificidade no método e uma necessidade de se estabelecer pardmetros como tempo
de leitura, comprimento de onda e quantidade de reagente para cada tipo de extrato vegetal

na tentativa de diminuir as distor¢des nos resultados.

4.4.3. Determinacdo da atividade antioxidante
4.4.3.1Avaliacdo com o método radical livre DPPH.

Neste ensaio o “sequestro” do radical livre DPPH é seguido por monitoramento da
diminui¢do da absorbancia a 517 nm, no qual ocorre a reducdo de antioxidantes devido a
habilidade de compostos fendlicos transferir dtomos de hidrogénios para os radicais
(DJERIDANE et al, 2006).

O wuso de 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) como um reagente para
monitoramento da atividade antioxidante de moléculas pequenas tem sido reportado
(VILLANO et al, 2006). O ensaio para determinacdo frente ao radical livre DPPH pode ser
realizado a temperatura ambiente, o que elimina riscos de degradacdo térmica das
moléculas testadas. A figura 88 apresenta a estrutura do DPPH na sua forma oxidada, o
qual apresenta coloragdo purpura, mas quando recebe um préton é reduzido e torna-se
amarelo, logo € um ensaio colorimétrico, onde o teste positivo para presenga de

substincias antioxidantes ocorre com o surgimento da coloragdao amarela.

O.N O.N
.. RH ..
(CgHs),N—N NO, (CeHs5),N—NH NO,
O,N O2N
OsN '
0
- _/
(C6H5)2N_N N\_
(0]
O.N
DPPH DPPHH

Figura 88 — Reducao do 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

119

Isabel Duarte Coutinho



Resultados e discussdo

4.4.3.1.1 Ensaios nas amostras EMeOH, FHex, FAcOEt, IF e FAq

A figura 89 mostra o Efeito de “seqiiestro” de radical para as amostras EMeOH,
FHex, FAcOEt, IF ¢ FAq e dos padrdes quercetina, naringenina, BHT e 4cido tanico na
concentracdo de 10-160 ug/mL. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e as

andlises mostraram coeficiente de variagdo entre + 0,00-2,66.
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Figura 89 — Efeito de “seqiiestro” de radical nas amostras EMeOH, FHex, FAcOEt, IF e
FAq.

Todas as amostras testadas apresentaram alto efeito de “sequestro” de radical, e
surgimento da coloracdo amarela a partir de 40 ug/mL, com excecdo da FAq, a qual
apresentou-se positiva a partir de 80 pg/mL. A FAcOEt e IF mostrou redugdo de 91,71% e
88,89% a 160 pg/mL, respectivamente, valor muito proximo ao encontrado para o0s
padrdes quercetina (94,64%), acido tanico (86,43%) e BHT (94,54%), todos na mesma
concentracao.

A naringenina mostrou baixa atividade antioxidante, o que pode ser atribuido a
auséncia de dupla ligacdo o-f carbonila, o que permitiria a conjugacdo com anel B e a
formacdo de mais estruturas de ressonancia. A natureza quimica dos flavondides depende
da sua classe estrutural, tais como, grau de hidroxilacio e de outros substituintes e
conjugacao (DI MAJO et al, 2005). Além do que, o mecanismo reacional entre o DPPH e
o antioxidante depende da estrutura conformacional do antioxidante, como os estudos de
mecanismo cinético dos agentes antioxidantes BHT, eugenol e isoeugenol (BONDET et al,
1997).

Estes resultados permitem afirmar que as folhas de C. adamantium s@o ricas em

compostos antioxidantes capazes de inibirem a formacao de radicais livres. De acordo com
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as informacdes que obtivemos analisando os cromatogramas por CCD e por CLAE dos
extratos e das particdes, apresentam substancias fendlicas, tais como flavondides.

Estes resultados s@o confirmados pelo estudo fitoquimico que levou ao isolamento
das substancias Ca2 a Cal3, principalmente das substancias Cal0-Cal3, as quais
possuem insaturacdo o-3 carbonila no anel C e hidroxilas no anel B, permitindo a formagao
de estruturas de ressonancias estdveis durante a formacgdo de radical nestas moléculas. E
mais, estudos de efeito de “seqiiestro” de radical empregando miricetina-3-O-raminosideo

mostrou Clspde 1,4 ug/mL (HAYDER et al, 2008).

4.4.3.1.2 Ensaios nas amostras Cav, Cao e Caip

A figura 90 mostra o efeito “seqiiestro” de radical nas amostras coletadas em
diferentes estacdes do ano na concentracao de 10-160 pg/mL.

O extrato hexanico mostrou baixa atividade antioxidante com percentual < 38,30%
em todas as amostras e com diminui¢do para 19,15% durante a primavera. Enquanto o
extrato acetato de etila mostrou alta atividade antioxidante principalmente nas amostras
Cav e Cao com atividade em 90,74% e 92,07%, respectivamente, ¢ com redugdo para
61,57 % durante a primavera (Caip). Esta diferenca na atividade entre os extratos AcOEt
pode ser atribuida a presenca das substancias no inicio do cromatograma no tempo de
retengdo de 2-10 minutos das amostras Cav e Cao, e auséncia destas em Caip.

Em relacdo aos extratos etandlicos e metandlicos, os dois mostraram aumento na
atividade antioxidante com percentual na faixa de 91,69-95,67 % (160 pg/mL) e
descréscimo dentro desta faixa para as amostras Caip, Cav e Cao, respectivamente. Assim
como atribuido para o extrato acetato de etila, sugere-se que a atividade para os extratos
etandlicos e metandlicos esteja relacionada a presenca das substincias no inicio do
cromatograma, mas diferentes das detectadas no extrato acetato de etila.

A partir dos resultados obtidos pode se concluir que a alteracdo na composi¢ao
quimica das folhas de C. adamantium em diferentes estacdes do ano pode estar

influenciando no aumento ou descréscimo da atividade antioxidante.
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Figura 90 — Efeito “seqiiestro” de radical nas amostras Cav, Cao e Caip.

4.4.3.2. Avaliacdo com o método f-caroteno /dcido linoléico

O ensaio PB-caroteno/dcido linoléico simula a oxida¢do dos componentes celulares

da membrana lipidica em presenca de antioxidantes, assim como, a capacidade de inibi¢ao

da formacdo de radicais perdxidos a partir da oxidacdo do &cido linoléico (MATA et al,

2007). No ensaio “in vitro” as substancias antioxidantes inibem a peroxidacdo do acido

linoléico, assim como a oxidagdo do B-caroteno, evitando o descoloramento deste, logo a

presenca de substincias antioxidantes

pode ser percebido visualmente devido a

manuten¢do da coloragdo alaranjada do [-caroteno, enquanto que na auséncia de

substancias antioxidante o [B-caroteno sofre

descoloragdo.

O mecanismo da peroxidagdo lipidica (fig. 91) ocorre através da reacio de espécies

reativas de oxigénio (EROs) com acidos graxos poliinsaturados (AGPI). Na presenca de

um antioxidante o radical peroxila € inibido pela doacdo de um dtomo de hidrogénio e/ou

“seqiiestro” de oxigé€nio por compostos antioxidantes.
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OOH 0}

Figura 91 — Peroxidagdo do 4cido linoléico.

Esses radicais peroxila também podem: sofrer dismutacdo ou clivagem, formando
aldeidos; formar uma ligacdo covalente com residuos de aminodcidos ou sofrer um

rearranjo formando produtos secundérios da peroxidacao lipidica (LIMA et al, 2001).

4.4.3.2.1 Ensaio nas amostras EMeOH, FAcOEt, FAq, FHex e IF

A figura 92 mostra a inibi¢do da peroxidacdo lipidica das amostras EMeOH,
FAcOEt, FAq, FHex e IF e padrdes quercetina, naringenina, BHT e 4cido tanico na
concentracdo de 10-160 pg/mL. Os ensaios foram realizados em triplicata e as analises
mostraram coeficiente de variagcdo entre + 0,22-29,30.

O BHT mostrou maior atividade antioxidante do que os outros padrdes, seguido de
quercetina, dcido tanico e naringenina, respectivamente. O BHT possui grupos terc-butila e

metila na posi¢dao orto e para em relagdo hidroxila, respectivamente, enquanto os outros
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padrdes nao possuem este mesmo padrdo de substituintes.

Neste ensaio a IF (79,69%) apresentou maior percentual de inibi¢ao da peroxidacio
lipidica do que a FHex (57,15%), FAcOEt (58,73%), EMeOH (50,76%) e FAq (38,75%),
respectivamente, quando comparados com os quercetina (81,32%), naringenina (3,60%),
BHT (92,12%) e 4cido tanico (56,88%), todos na concentracdo de 160 pg/mL.

Podemos inferir que a IF mostrou maior atividade frente este método, devido a
maior presenca de compostos fendlicos com substituintes na posi¢ao orto a hidroxila. Os
quais sao comprovados através do isolamento das substancias CaS, Ca6 e Cad, assim
como as chalconas (Ca7 e Ca8), que além de apresentar este mesmo padrio de
substitui¢do, possuem dupla ligacdo a,B-carbonila.

Estudos da literatura (MARINOVA et al, 2008) mostraram que a miricetina € um
antioxidante mais potente do que a-tocoferol na inibi¢ao da autoxidacdo de triacilglicerdis,
mas que uma mistura dessas duas substancias potencializa ainda mais a atividade

antioxidante.
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Figura 92 - Inibi¢do da peroxidacdo lipidica do EMeOH, FAcOEt, FAq, FHex e IF ¢

padrdes quercetina, naringenina, BHT e 4cido tanico.

4.4.3.2.2 Ensaio nas amostras Cav, Cao e Caip

A figura 93 mostra os resultados obtidos através do ensaio da inibi¢do da
peroxidacao lipidica com as amostras Cav, Cao e Caip na concentra¢do de 10-160 pg/mL.
Todas as andlises foram realizadas em triplicatas e mostraram desvio padrao < 2,95.

O extrato hexanico mostrou maior atividade antioxidante no método [3-
caroteno/acido linoléico do que o método do DPPH. A amostra Caiphex mostrou maior

atividade antioxidante (71,65%) a 160 pug/mL do que Cavhex (34,64%) e Caohex
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(43,27%) na mesma concentragao.

Em relag@o ao extrato acetato de etila, a amostra Cao mostrou maior percentual de
atividade antioxidante (88,61%), seguida da amostra Cav (64,72%) e Caip (53,23%). Esta
diferenca na atividade pode ser atribuida a presenga da substancia Call (fig. 82, p. 106)
nas amostras Cao e Cav, pois estudo da inibi¢cdo da peroxidagao lipidica com miricetina-3-
O-raminopiranosideo, mostrou que esta € um agente antioxidante com Clsy de 220 pg/mL
(HAYDER et al, 2008).

O extrato etandlico mostrou menor atividade antioxidante do que o extrato acetato
de etila para as amostras Cao (79,69%) e Cav (53,73%), porém o mesmo nio foi
observado para Caip, o qual mostrou atividade maior no extrato etandlico (65,48%) do que
em acetato de etila.

O extrato metandlico mostrou a menor atividade antioxidante com percentual na
faixa de 45,91-59,45% (160 pg/mL), diferentemente dos resultados observados para
DPPH. Observou-se entdo que as substancias que respondem para o ensaio de DPPH néo

respondem da mesma forma para -caroteno/acido linoléico.
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Figura 93 - Inibicdo da peroxidagdo lipidica empregando método [3-caroteno/dcido
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linoléico nas amostras Cav, Cao e Caip.

4.4.3.3.Concentragdo inibitoria (Clsp)
4.4.3.3.1. Amostras EMeOH, FAcOEt, FAq, FHex ¢ IF

A concentragdo inibitéria (Clsp) € referente a quantidade de substancias
antioxidante necessdria para decrescer a concentracdo inicial do radical em 50%, pois
quanto menor o valor da Clsp maior a atividade antioxidante da amostra. A figura 94
mostra a Cls, obtida a partir do ensaio com DPPH e -caroteno/dcido linoléico. A FAcOEt
apresentou o menor valor de Clso (14,00 pg/mL), seguido pelo EMeOH (25,75 ug/mL), IF
(35,28 ug/mL), FAq (110,48 ug/mL) e FHex (130,67 pg/mL) empregando o método de
seqiiestro de radical (DPPH). Enquanto que no ensaio B-caroteno/acido linoléico o menor
valor de Cls foi obtido a partir da IF (46,81 pug/mL), seguido pela FHex (124,42 ng/mL),
FAcOEt (135,46 pg/mL), EMeOH (157,54 png/mL) e FAq (454,21 ug/mL).
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Figura 94 — Atividade antioxidante (Clsy Lg/mL) empregando os ensaios com DPPH e f3-
caroteno/4cido linoléico.
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A comparacdo da atividade antioxidante em termos de Clsy permite mostrar a
especificidade dos diferentes ensaios. Em relacdo aos padrdoes, BHT mostrou-se mais
especifico para o método B-caroteno/acido linoléico do que para o método radical livre
DPPH, devido a sua caracteristica mais apolar, enquanto que os padrdes mais polares,
como 4cido tanico e quercetina mostraram-se mais ativos no método DPPH.

Estas mesmas comparagdes podem ser atribuidas as FHex, FAcOEL, IF e FAq, as
quais mostraram diferencas também na atividade antioxidante empregando os diferentes
métodos, devido a diversidade de substincias nestas amostras com diferentes grupos
funcionais.

Estudo da atividade antioxidante em Azadirachta indica, Terminalia arjuna, Acacia
nilotica ¢ Eugenia jambolana empregando o ensaio de seqiiestro de radical (DPPH) e
inibicdo da peroxidagao do dcido linoléico mostraram moderada correlagdo entre os testes,
onde o ensaio de inibi¢cdo do &acido linoléico apresentou maior percentual de inibi¢do do
que o DPPH os quais foram atribuidos a diferencas dos compostos antioxidantes, tais como
tocoferdis, carotendides e flavondides que ndao somente exibem atividade antioxidante
através da doacdo de atomos de hidrogénio, mas também através do “seqiiestro” de
oxigénio, e tais classes contribuiram significativamente para a atividade antioxidante no

ensaio do acido linoléico (SULTANA et al, 2007).

4.4.3.3.1. Amostras Cav, Cao e Caip

A figura 95 mostra o valor da Cls obtida para as amostras Cav, Cao e Caip nos
extratos Hex, AcOEt, EtOH ¢ MeOH.

Em relacdo aos extratos hexanicos a amostra Caiphex mostrou maior atividade
antioxidante frente ao método B-caroteno/dcido linoléico do que as amostras Cavhex e
Caohex, porém o oposto foi observado para DPPH, no qual a atividade antioxidante
diminuiu (Caiphex<Cavhex< Caohex).

Diferenca significante na atividade antioxidante do extrato acetato de etila foi
observada entre as amostras. Em relacdo ao ensaio da inibi¢do da peroxidacdo lipidica a
amostra CaoAcOEt mostrou alta atividade, seguida de CavAcOEt e CaipAcOEt,
respectivamente. Enquanto que no ensaio efeito “seqiiestro” de radical CavAcOEt

mostrou maior atividade do que CaoAcOEt e CaipAcOEt, respectivamente.
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Todos os extratos etandlicos mostraram alta atividade antioxidante frente ao
método DPPH e de moderada a alta para B-caroteno/dcido linoléico (Cav>Caip>Cao). O
extrato metandlico mostrou-se altamente especifico para o método DPPH com diferenca
significativa em relagdo ao método B-caroteno/acido linol€ico.

A alta atividade antioxidante exibida pelo extrato etandlico e metandlico no método
efeito “seqiiestro” de radical pode ser atribuida a presenga das substancias do inicio do
cromatograma, € nio as substancias Ca2-Ca9, mas sim as substincias com estruturas
semelhantes a Cal0-Cal3. Enquanto que o oposto pode ser atribuido ao extrato hexanico e
acetato de etila, os quais possuem uma presenca maior das substancias Ca2-Ca9 e Cald e

mostraram atividade de moderada a alta para o ensaio da inibi¢do da peroxidagao lipidica.

B DPPH M 3-caroteno
600

500 -

300 A

200 A

Atividade antioxidante - Cls)(ug/mL)

100

Figura 95 — Concentragao inibitéria (Clsp) das amostras Cav, Cao e Caip no método
efeito “sequestro” de radical e inibi¢cdo da peroxidacao lipidica

Foram estabelecidas correlacdes entre o teor de fendis e atividade antioxidante no
ensaio efeito “sequestro” de radical (DPPH) e inibicdo da peroxidacdo lipidica (jB-
caroteno/acido linoléico) em termos de Clsy (ug/mL) para cada extrato obtido em cada

amostra (fig. 96). Observou-se correlagao positiva entre o teor de fendis e a Clso-DPPH, no
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entanto ndo foi observado correlacdo direta com a Clso- B-caroteno/4cido linoléico.

Estudo da correlagdo entre atividade antioxidante e o teor de fendis mostrou boa
correlagdo entre o teor de fendis e atividade antioxidante no método DPPH (SOUSA et al,
2007). Todavia, correlacdes entre os resultados de atividade antioxidante empregando
diferentes métodos e a quantificacdo do teor fendis, mostraram uma pobre correlacdo entre
a inibicdo da peroxidacdo lipidica e o teor de fendis, assim como entre a inibi¢do
peroxidacao lipidica e efeito “seqiiestro” de radical (SULTANA et al, 2007).

Estes resultados sugerem que sdo os compostos fendlicos responsaveis pelo efeito
“seqiiestro” de radical — DPPH, enquanto que para o ensaio inibicdo da peroxidagdo
lipidica, além dos compostos fendlicos outros constituintes estdo contribuindo para a
resposta deste ensaio.

De maneira geral, podemos concluir que o extrato das folhas dessa planta é
promissor na protecdo contra os riscos causados pelos radicais gerados durante estresse
oxidativo e auxiliar no sistema de defesa dos organismos. Entretanto, outros ensaios devem

ser desenvolvidos para avaliar a possibilidade de aplicagdes em produtos para uso animal.
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Figura 96 — Fendis versus atividade antioxidante - Clsy (ug/mL).
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4.4.4. Avaliacdo preliminar da atividade antimicrobiana empregando o método dgar de

difusdo em disco

Os agentes antimicrobianos podem apresentar suas atividades através de diversos
mecanismos: lesdo da parede celular, alteracdes de permeabilidade celular, alteracdes das
moléculas das proteinas e dcidos nucléicos, inibicio da sintese de dcidos nucléicos.
(LIMA, 2001).

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados frente a Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Candida albicans
(ATCC 10231) com as amostras EMeOH, FHex e IF.

A tabela 24 mostra os resultados obtidos a partir destes ensaios. O EMeOH, a IF e
a FHex apresentaram moderada atividade para as bactérias Staphylococcus aureus e
Pseudomas aeruginosa. Para o fungo Candida albicans o EMeOH apresentou alta
atividade, mas pdde se observar que as fragdes obtidas da particio apresentaram maior
halo, provavelmente devido a maior concentracdo das substancias responsaveis por esta
atividade, sendo que a fase IF apresentou halo de inibi¢do superior ao antibidtico
fluconazol empregado como padrao.

Estes resultados preliminares da atividade antimicrobiana sugerem que os extratos
de C. adamantium possuem substancias com inibicdo de microorganismos, principalmente,
de agentes antifiingicos. Ha relatos na literatura sobre a atividade a atividade antiftingica de
chalconas (NOWAKOWSKA, 2007), logo sugere se que as chalconas isoladas neste
trabalho e outras substincias ndo isoladas podem estar respondendo pela atividade

antimicrobiana.

Tabela 24. Atividade antimicrobiana (mm) das amostras EMeOH, FHex ¢ IF.

Microorganismos EMeOH* IF* FHex Antibiéticos
Staphylococcus aureus 10, 00 = 0,00 12,00 = 0,00 8,00 = 0,00 24,00 + 0,00*
Pseudomonas 8,00 % 0,00 8,00 % 0,00 10,00 + 0,00 17,40 + 0,60
aemglnasa
Candida albicans 20,00 + 0,40 30,00 = 0,60 22,00 + 0,40 22.00 + 0,40°

*Todos os ensaios foram realizados com 40 pg de amostra. a: nitrofurantoina (300 pg); b:Impenen (10 pg); ¢ fluconazol (S0 pg).
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4.4.5. Avaliacdo preliminar da atividade antifiingica empregando o ensaio de

bioautografia

A avaliagdo da atividade antifingica foi realizada observando o aparecimento, ou
ndo, de zonas do desenvolvimento do fungo. O extrato metandlico (EMeOH) apresentou
atividade antifingica positiva em placa cromatografica contra o fungo Cladosporium

sphaerospermum a partir da concentragdo de 350 pg/mL.

4.4.6. Avaliagdo do efeito inseticida

Com o advento e desenvolvimento da ecologia bioquimica, foram atribuidas as
substancias presentes nas plantas, importancia relevante nos mecanismos de defesa contra
predadores e outros organismos. Estas substancias envolvidas nos mecanismos de defesa
da planta contra agentes agressores sdo conhecidas como fitoalexinas, sendo constituidas
pelos fendis, lignanas, isoflavondides, fenantrendides, flavondides, benzofuranos,
naftoquinonas, poliacetilenos, monoterpenos, diterpenos (LIMA, 2001).

As folhas mostraram taxa de mortalidade (%) significante contra Sitophilus
zeamais, onde no quinto dia a mortalidade foi de 62,50 + 12,87 e no décimo dia de 79,50 +
09,78. A partir desses resultados podemos concluir que as folhas de C. adamantium
possuem substancias com atividade inseticida.

Este estudo sugere que o extrato etandlico (EEtOH) das folhas de C. adamantium é
eficiente como inseticida natural, podendo ser usado na indudstria ou pelo pequeno
agricultor na substituicdo de agrotoxicos, durante o armazenamento de graos,
principalmente produtos como o trigo, os quais, muitas vezes chegam ao local de
distribuicao ja contaminado com Sitophilus zeamais. Todavia, estudos para avaliacdo do

efeito toxico sdo necessarios antes de serem empregados comercialmente.
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5. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que os 6leos essenciais das folhas de C. adamantium sao
ricos em terpenos, principalmente os monoterpenos € sesquiterpenos, € que ha variacdo na
composig¢ao relativa destas diferentes classes de acordo com o estdgio fenoldgico da planta.
Esta variacdo resultou na alteragdo da atividade antimicrobiana, onde os 6leos ricos em
monoterpenos mostraram moderado halo de inibi¢do frente as bactérias Staphylococcus
aureus € Pseudomonas aeruginosa e alto halo de inibi¢do para o fungo Candida albicans.
As flores sdo ricas em sesquiterpenos.

O estudo da atividade antioxidante frente ao ensaio efeito “seqiiestro” de radical e
inibicdo da peroxidagdo lipidica mostrou que as folhas de C. adamantium sdo ricas em
substancias antioxidantes, e que estas substincias respondem de forma diferente frente aos
ensaios com radical livre DPPH e sistema B-caroteno/acido linol€ico.

Os extratos submetidos ao ensaio de atividade antimicrobiana exibiram halo de
inibicdo de moderado a alto para as bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa ¢ o fungo Candida albicans. O extrato etandlico das folhas apresentou
atividade contra o inseto Sitophilus zeamais.

O estudo fitoquimico das folhas de C. adamantium estd sendo relatado pela
primeira vez na literatura e levou ao isolamento de 1 esterdide, 5 sdo flavanonas, 3 sdo
chalconas, 1 flavonol, 3 flavondis glicosilados, sendo uma delas descrita pela primeira vez
na literatura.

Os extratos obtidos das folhas coletadas durante o verdo, outono e primavera
mostraram alteracdo na composi¢do quimica, teor de fendis e atividade antioxidante.

Considerando os resultados aqui apresentados, este trabalho representa uma
contribuicdo para a fitoquimica da familia da Myrtaceae. Os resultados dos ensaios de
atividade bioldgica somam-se ao estudo fitoquimico com contribui¢do ao conhecimento

das potencialidades desta espécie.
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