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RESUMO

Eperuaé um género da familia Fabaceae, endémico da Arn@agintral. O 6leo exsudado
das espécieg&perua oleifera Eperua purpurea e Eperutalcata € utilizado na medicina
popular de modo analogo ao da copaiba, como @aatg, antifingico e bactericida. De
modo geral, duas classes de substancias tém elddas de espécies desse género: terpenos e
flavondides. Apesar das espéclgserua glabriflorae Eperuaduckeanaserem comuns na
Amazonia,nunca foram estudadas quimica ou farmacologicaménggesente trabalho teve
como objetivo avaliar a composi¢cdo quimica dosatasr obtidos das cascas do tronco e
folhas e determinar as atividades antioxidante$hacteriana, antifingica, antiprotozoaria e
citotoxicidade em células tumorais, além de amalsacomposi¢cdo quimica dos Oleos
essenciais das folhas e talos dessas espécies.tébamaegetal foi coletado na Reserva
Ducke em Manaus e as cascas e folhas foram seeagparatura ambiente e posteriormente
trituradas. Os extratos foram preparados por me&eraom solvente em ordem crescente de
polaridade (hexano, acetato de etila e metanoljarroobtidos doze extratos brutos. Os
extratos apolares das cascas foram analisados pmnatbgrafia a Gas acoplada ao
Espectrometro de Massas (CG-EM) e ao Detector miedgdo de Chama (CG-DIC). Foram
identificadasquatorzesubstancias, sendo essas: seis acidos graxos (dei@dalecandico,
acido 9,12-octadecadiendico, acido 9-octadecenodiémido octadecanoico, Aacido
tetracosandico e acido hexacosandico); quatro aaiiterpénicos (acido cativico, acido 3-
hidroxi-labda-7,13-dieno-15-6ico, acido 3-cleroddrfivéico e um isébmero dele); um
hidrocarboneto (esqualeno); uma vitaminatdcoferol); e dois esterdis (estigmasterds-e
sitosterol). As duas Ultimas substancias foram isoladas em raistuidentificadas por
meétodos espectrométricos. Do extrato obtido ematxete etila das cascas Eeglabriflora

foi isolado um 3©-glicosil-flavanonol conhecido como engeletina, serde também no
extrato deE. duckeanaporém, em menor concentracio; e um flavon6idd dé¢76. Os oleos
essenciais foram obtidos por hidrodestilacao, eanedipo clevenger modificado durante 4h, e
seco com sulfato de sodio e analisados por CG-DDG€M. Foram identificados nos Oleos
essenciais 35 constituintes, sendop-zariofileno e o germacreno D 0s constituintes
majoritarios. Os Oleos essenciais das folhas es tafyesentaram atividade citotoxica em
linhagens de células tumorais de cancer de mama(MB-435), célon (HCT8) e sistema
nervoso central (SKF-295) com inibicdes de cresoimede aproximadamente 90%. Os
extratos testados apresentaram fraca ou nenhuwidade antileishmania, trypanosoma cruzi,
antifingica e antibacteriana, exceto para o extmittdo em hexano das cascas e
glabriflora que apresentou significativa atividade contra etése gram-positiveBacillus
subtilis (CIM= 62,5 ug/mL). Com relacdo ao potencial antiante, a maior atividade de
seglestro de radical livre DPPtdi apresentada pelos extratos obtidos em acdtila e
metanol das cascas ¢gl0,5 -17,8 pg/mL) e ambas espécies. Os resultaolidos neste
trabalho contribuem para o conhecimento quimico i@ddgico de duas espécies da
biodiversidade amazonica.

Palavras chavesLeguminosae, muirapiranga, antioxidante, citatimdde, diterpenos e
engeletina.
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ABSTRACT

Eperuais a genus of the Fabaceae-Caesalpinioideae, enttethe Central Amazon. The oil-
resin ofE. oleiferg E. purpurea e Efalcatais used in folk medicine in order analogous to
“copaiba”, as a healing agent antifungal and bawti. In general, two class substances have
been isolated from this species: terpenes andritsids. Despite the speci&s glabriflora
and E. duckeanaare common in the Amazon, have never been stuchenically and
pharmacologically. This study aimed to evaluatedinemical composition of extracts of bark
of trunk and leaves and to determine the antioxjdantibacterial, antifungal, antiprotozoal
and cytotoxic activity against tumor cells, and lgnag the chemical composition of
essential oils from leaves and stems of these epethe plant material was collected in
Ducke Reserve near Manaus and the bark and leaaresdried at room temperature and later
crushed. The extracts were prepared by maceraitbrsalvent in order of increasing polarity
(hexane, ethyl acetate and methanol) were obtaiwetlle crude extracts. The non-polar
extracts of bark of trunk were analyzed by gas miatography coupled with mass
spectrometry (GC-MS) and flame ionization detedt®8C-FID). It was identified fourteen
substances among themix fatty acids (hexadecanoic acid, 9,12-octadecadienoid, 9-
octadecenoic acid, octadecanoic acid, tetracosamoid and hexacosanoic acid); four
diterpene acids (cativic acid, 3-hydroxylabd-7,18rel15-oic acid, 3-cleroden-15-oic acid and
one isomer); one hydrocarbon (squalene); one wuitaitocopherol); and two sterols
(stigmasterol and3-sitosterol). The latter two substances were isdlain mixture and
identified by spectrometric methods. From ethyltaiseextract of bark of trunk.glabriflora
was isolated from ®-glycoside-flavanonol, engeletin also present i téxtract of

E. duckeana but in lower concentration. Other flavonoid wasolated from M 476
u.ma. Essential oils were obtained by hydrodistdiain Clevenger apparatus changed during
4h, then dried with sodium sulfate and analyzed3@+FID and GC-MS. We identified 35
constituents in essential oils, and tiecaryophyllene and germacrene D the major
constituents. Essential oils from leaves and st&msved cytotoxic activity against tumor cell
lines of breast cancer (MDA/MB-435), colon (HCT8)acentral nervous system (SKF-295)
with inhibitions of growth of approximately 100%h@& extracts tested showed weak or no
trypanosoma cruzi or leishmania activity and amtibaal and antifungal activity, except the
hexane extract of the bark &. glabriflora that showed significant activity against gram-
positive bacteriumBacillus subtilis (MIC = 62.5 pg /mL). With respect to antioxidant
potential, the highest activity of free radical gsestration was presented by the extracts in
ethyl acetate and methanol of bark of trunksglC0.5 -17.8 mg / mL) in both species. The
results of this study contribute to the knowleddecleemical and biological of two species
from Amazonian biodiversity.

Key-words: Leguminosae, muirapiranga, antioxidant, cytotiyjaliterpenes and engeletin.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para tratamento, curaeggncao de doencas é uma das mais
antigas formas de pratica medicinal da humanidad@rganizacdo Mundial da Saude estima
que 80% da populacdo mundial utiliza plantas coredicamentos (VEIGA-JUNIORL al.,
2005). Além do seu uso na medicina popular comlifiades terapéuticas, as plantas tém
contribuido para a obtencdo de varios farmacos,hajé amplamente utilizados, como
exemplo a morfina, a emetina, a vincristina, aluclina, a rutina, etc (CECHINEL FILHO
& YUNES, 1998). Cerca de 30% dos medicamentos mascritos e vendidos no mundo
foram desenvolvidos a partir de produtos natu@isL(XTO, 2003).

A busca de novas substancias bioativas foi inteasid especialmente nas florestas
tropicais, onde se concentra grande parte da @midade (PINTCet al, 2002). Como
consequéncia, pode-se esperar que as potenciaisbeess de novos produtos naturais
biologicamente ativos ocorrerdo nas florestas ¢adpj como a da Amazbnia (GARCIA,
1995).

O Brasil possui cerca de 60.000 espécies de plamtae corresponde 20% de toda
flora mundial, porém a flora brasileira é praticabeedesconhecida em termos quimicos, pois
de toda essa riqueza tém-se estudos quimicos afmadologicos de apenas 1% dessas
plantas (BARATA, 2001; GARCIA, 1995). Além dissoBoasil é considerado o maior pais
do planeta em numero de espécies endémicas (BARREBIBOLZANI, 2009), porém, a
maioria das plantas medicinais comercializadasais foram introduzidas de outros paises.
Assim, as plantas medicinais endémicas ainda sémopmnhecidas 0 que constituem em um
fascinante assunto de pesquisa académica e devdesmiento (PINTOet al, 2002).

Apesar das doencas tropicais (malaria, mal de Ghagaquistossomose e

leishmaniose), juntamente com a tuberculose, somaezca de 5% das doencas do mundo,
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elas ndo recebem a atencdo que merecem. Dos maik38@ novos medicamentos
introduzidos entre 1975 e 1999, apenas 13 eramdparacas tropicais. Além disso, no ano de
2000 somente cerca de 0,1% do investimento glaimapesquisa em saude foi dedicada a
descoberta de medicamentos para as doencas tsofi¢EK et al, 2005). Isto ocorre porque
o desenvolvimento de novas drogas para o tratantes®as doencas, que afetam sobretudo
populacdes de paises em desenvolvimento, poucresste a industria farmacéutica, pois
embora estes paises reunam 80% da populacdo muralisspondem a apenas 20% das
vendas globais de remédios (FUNARI & FERRO, 2005).

Considerando a escassez e a importancia de egjutlokos das plantas endémicas
e a necessidade de pesquisas por substancias xjienawno tratamento de doencas que
afligem a humanidade, o objetivo desse trabalho eliudar a composicdo quimica e
atividades bioldgicas das espédgmerua duckeanaEperua glabrifloraque apesar de serem

endémicas e comuns na Amazonia Central ndo possstetho quimico ou farmacolégico.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA FABACEAE

A familia Fabaceae, equivalente Leguminosae, pested ordem Fabales, classe
Magnoliopsida e divisdo Magnoliophyta (ROSK@Y al, 2007) e € composta por cerca de
19.000 espécies distribuidas em 695 géneros (GIULIEet al, 2005). Esta familia é
formada por arvores, arbustos, lianas e ervas e distmbuicdo cosmopolita, ou seja,
distribuidas mundialmente (DI STASI & HIRUMA-LIMA2002). O Brasil possui cerca de
3.200 espécies dessa familia distribuidas em 1@érgé, sendo que aproximadamente 2.144
dessas espécies sao endémicas (32 géneros endg@itHdETTI et al, 2005).

E uma das maiores e mais importantes familiashiwat$, visto o grande nimero de
espécies vegetais e a sua importancia como fonteragutos alimentares, medicinais,
ornamentais, madeireiros e fornecedores de forrafijeras, corantes, gomas, resinas e 6leos
(DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002; WATSON & DALLWITZ, 2009). Essa familia &
geralmente dividida em trés subfamilias: Faboide@agsalpinioideae e Mimosoideae
(SOUZA & LORENZI, 2008).

A familia Fabaceae é uma das poucas familias gsesupgsoflavonas, subclasse de
flavondides conhecida pelas suas propriedades rlmdss, antifUngicas e estrogénicas

(SIMOESet al, 2007).
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2.2. O GENEROEperua Aublet

O géneroEperuaAublet € constituido por 14 espécies distribuidas pela Zoma
Central, principalmente pelo sul do Equador, VeekzuGuianas e norte do Brasil, em
especial nas areas da cidade de Manaus (COWAN).19@5Tabela 1 encontra-se a posicao
taxondmica do génerBperua(ROSKOY et al, 2007). Em geral, as espécies desse género
sao arvores de grande porte, podendo variar de05n@etros de altura. Apresentam vagens de

coloracao esverdeada a tons enegrecidos.

Tabela 1 Informacdes taxondmicas sobre o gérigperua

Categoria Taxon
Divisédo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Fabales
Familia Fabaceae

Subfamilia Caesalpinioideae
Género Eperua

Segundo Cowan (1975) existe uma relacéo entreoalgpsolo e as diferentes espécies
de Eperuaque eles suportam. Por exemo glabriflora € encontrada apenas em locais com
solos umidos e acidos de areia branca e humus,njagu&. schomburgkianaé encontrada
em solos pantanosos as margens de rios e cornegpsaiena florestas.

O principal uso das espécies Hperuaesta relacionado com a industria madeireira,
pois as arvores possuem crescimento e regener@gi@la,rcerca de 30 anos de corte a corte,
além disso, possuem particular resisténcia a ded€¢do em contato com a agua, por esse
motivo sdo usadas em construcdes de casas, cetebme e também como lenha e carvao
vegetal (COWAN, 1975). As madeiras retiradas deor@s desse género sdao conhecidas
comercialmente comavallaba mas podem ser encontradas pelos nomes de espadeir
copaibarana, muirapiranggpbokq bois-de-sabre, eperwapa roode walabg bijlhout e

tamoene (COWAN, 1975; RICHTER & DALLWITZ, 2009).
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As espécies do géneffperua encontradas na Amazoénia brasileira sdo conhecidas
popularmente como Muirapiranga (SIL\&& al, 2004). Varias espécies exsudam Oleo-resina
do tronco, segundo Janzen (1&pUdMEDINA & DE SANTIS, 1981, p. 202) o dleo-resina
exsudado d&. purpureaé o responsavel pela notavel resisténcia ao atdguasetos ao
tronco da arvore. Alguns dos Oleos-resinasEgerua sdo conhecidos popularmente com
nomes correlatos aos da copaiba, como os das espemleiferae E. purpurea que sao
conhecidas como copaiba-jacaré e copaibarana, ctegpeente. A espéci€.duckeana
recebeu esse nome em homenagem ao Adolpho Duak®ino na colecdo e estudo de
Leguminosas do Brasil (COWAN, 1975) e é conhecidearmente por muirapiranga de
folha miuda (ou Pau-de-0leo). A espéEieglabriflora tem a sinonimiaEperua bijugavar.
glabriflora Duckee € conhecida como muirapiranga de folha grande/{Slet al, 2004). Os
foliolos dessa espécie possuem margem revolutaleofagilita reconhecer o0s mesmos na
liteira da floresta (MARTINS & SILVA, 1999)Apesar das espécids. duckeanae E.
glabriflora serem comuns na Amazonia Central, nunca forand&sfs quimicamente e/ou

farmacologicamente.

2.2.1.USOS ETNOFARMACOLOGICOS

Muitas das espécies do génétperuasao indicadas para o tratamento de Ulcera e
diarreia e como emético. Ha relatos que a infuggiowdllaba” Eperuasp.) juntamente com
0 “suco” dos galhos deSaccharum officinarumsdo usados para o tratamento de
envenenamento por curare pelos indit@cusida Guiana. Além disso, a decoccdo da parte
interna das cascas de grandiflora é usada para aliviar dor de dente (DEFILIRRSL,

2004).
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A espécie com mais indicacbes etnofarmacologic&s élcata A decoccdo das
cascas do caule dessa espécie € usada como: amabigstal (HENRYet al, 2007), para
induzir vomito e para tratamento de diarreia (DHPRSet al, 2004). Além disso, o0 6leo da
espéciekE. falcataé utilizado na medicina popular de modo analogalaaopaiba (como
cicatrizante, antifingico e bactericida) (VEIGANIOR & PINTO, 2002); e € usado como
pomada contra reumatismo e na cicatrizacdo deaferil mistura do oleo-resina Hafalcata
com a resina da espécierotium aracouchinié usada como emplastro para feridas
(DEFILIPPSet al, 2004).

Apesar das espécies do génefeperua apresentarem varias indicacdes
etnofarmacologicas, nenhuma das atividades descpi#aa os Oleos-resinas ou para 0S

extratos possui comprovacao cientifica.

2.2.2. CONSTITUINTES QUIMICOS DO GENERO Eperua

Por ser um género endémico da Amazoénia, grande pad estudos fitoquimicos
foram realizados por pesquisadores de paises deggao. Destacando-se os estudos
realizados na Venezuela por Avila, De Santis, MedinMaillo. A maioria dos estudos foi
feito nas décadas de 1980 e 1990.

Dois trabalhos foram realizados no Brasil com anigd das Eperuas, ambos c&n
bijuga, porém com propdésitos diferentes. Um deles, raatizpor Braz Filho e colaboradores
(1973) teve como objetivo buscar flavondides enungigosas, e o outro referente a analise
de oleo essencial das folhas da mesma espécigackalpor Maia e Godoy (1984), este
citado no Banco de Dados de Plantas Aromaticasedé® Amazonica elaborado por Maia e

Andrade (2009).
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Os poucos trabalhos fitoquimicos encontrados reratiira se concentram nas

espécieskE. purpurea E. leucanthaE. falcatg E. bijuga e E. grandifloraAs espécies, as

partes das plantas utilizadas, os nimeros de h@bal as classes das substancias isoladas nos

estudos fitoquimicos estao expostos na Tabela

Tabela 2 Espécies e partes da planta estudadas em tratzalteriores

Espécie PRI Classes de substancia Referéncias
estudada
) sesquiterpenos, BRAZ FILHO et al, 1973
E. bijuga folhas triterpenos e
flavonoides MAIA & ANDRADE, 2009
KING & JONES, 1955
E. falcata madeira acidos fendlicos e VILLENEUVE et al,, 1988
flavonoides AMUSANT et al, 2007
ROYERet al, 2010
E. grandiflora madeira Diterpenos AMUSANEt al, 2007
resina Diterpenos MAILLt al,, 1987
E. leucantha
sementes Diterpenos AVILat al, 1992
MEDINA & DE SANTIS, 1981
resina Diterpenos DE SANTIS & MEDINA, 1981
E. purpurea DE SANTIS & MEDINA, 1987
. AVILA & MEDINA, 1991
sementes Diterpenos

AVILA & MEDINA, 1993

As classes de substancias investigadas foram bemita terpenos (principalmente

diterpenos) e flavonoides. A espécie com o maianard de estudos éka falcatg talvez por

ser a espécie com maior numero de relatos de nstaghacoldgico.
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2.2.2.1. TERPENOS DHEeperua

Os estudos fitoquimicos com o génefgperua relatam diversosterpenos,
principalmente diterpenos. Maia e Godoy (12ftid MAIA & ANDRADE, 2009, p. 595)
descreveram o componente majoritario dos oOleomeisse das folhas dE. bijuga como
sendo E)-cariofileno(1). Braz Filho e colaboradores (1973) isolaram erpino friedelano-

3a-ol (2) deE. bijuga o unico identificado no género até o momentgyf 1).

Figura 1. Estruturas do sesquiterpeno e triterpeno enaiodgram espécies deperua
(E)-cariofileno () e friedelano-a-ol (2)

Os oleos-resinas exsudados do tronco das espécgdneroEperuasao conhecidos
por apresentarem uma grande quantidade de acitbpétiicos. King e Jones (1955) citam
que os Oleos-resinas de falcatae de outras espécies Eperuada Guiana Inglesa séo
constituidas por cerca de 85% de acidos diterpgnfmincipalmente o acido eperuico, que
recebeu esse nome por ter sido isolado pela pamer em espécies do génEqperua

Em geral, os diterpenos relatados para esse g&@erale estruturas labdanicas e
clerodanicas (Figura 2). As diferencas dos esqeeltbdanos para os clerodanos sao as
posicdes das metilas 19 e 20. Em geral os ditegpeledEperua apresentam estes dois

esqueletos com algumas modificacdes.
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labdano clerodano

Figura 2. Esqueletos e numeragé&o dos diterpenos labdanesoel@hos

As modificacdes mais freqientes sédo: posicdo enterml de insaturacdes, as mais
comuns em 8-17 e 13-14; presenca de hidroxilasb®xidgas na posicao 15 e a ocorréncia de
norditerpenos. A Tabela 3 apresenta os diterpedestificados no géner&peruae as
Figuras 3 e 4 apresentam as estruturas dos ditpenrespondentes.

Todos os diterpenos clerodanicos foram isoladossdagentes das vagens e nenhum
deles foi encontrado em outra parte da planta,eopgdle indicar a possibilidade das espécies

do génerdeperuaproduzirem diterpenos clerodanicos apenas nassges@as vagens.
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N° Constituinte

Referéncias

Cetonas

3 14,15bisnorlabda-13-ona

4 9-metil-14,15,20rinor-labda-1(10)-eno-13-ona
5 14,15bisnorlabda-7-eno-13-ona

DE SANTIS & MEDINA (19875
DE SANTIS & MEDINA (1987)
DE SANTIS & MEDINA (19875

Esteres
6 eperuato de metila

7 labda-8(17)-eno-15-0ato de labda-8(17)-eno-15-ila

MAIA & GODOY (1984 apudMAIA &

ANDRADE, 2009§
MEDINA & DE SANTIS (1981
MAILLO et al (1987§

Alcoois
8 labda-8(17)-eno-15-ol

9 labda-8(17),18-dieno-15-ol

MEDINA & DE SANTIS (1981§
MAILLO et al (1987f
MEDINA & DE SANTIS (1981§
MAILLO et al (1987)°

Acidos (labdanos)
10 acido labda-8(17)-eno-15-6ico
(acido epertico)

11  &cido labda-8(17),EB3dieno-15-6ico
(acido copalico)

12 Acidoentcopalico
13 acido labda-7-eno-15-6ico (acido cativico)
14  &cido 7-oxo-labda-8-eno-15-6ico

15 &cido (-)-7-oxo-labda-8,E3dieno-15-6ico

KING & JONES (1955
MEDINA & DE SANTIS (1981
MAILLO et al. (1987}
AMUSANT et al (2007%*
AVILA & MEDINA (1993) ©
MEDINA & DE SANTIS (1981
DE SANTIS & MEDINA (1981
AMUSANT et al (20075
MAILLO et al. (1987}

MAQEt al. (1987}
AMUSANT et al (2007
AVILA & MEDINA (1993) ¢
AMUSANT et al (20075
AMUSANTet al (2007§

Acidos (clerodanos)

16  &cido (-)-cleroda-7,Bdieno-15-6ico

17  &cido (-)-2-oxo-cleroda-3,Edieno-15-06ico
(acido 2-oxo-covalénico)

18 &cido (-)-B-hidréxicleroda-8(17),1B-dieno-15-6ico
19  acidonor-hardwikiico
20 A&cido 16-ox0-13,14H-hardwikiico

AVILA & MEDINA (1993§
AVILA & MEDINA (1991) ¢
AVILA et al (1992f
AVILA & MEDINA (1993) ¢
AVILAet al (1992f
AVILA et al.(1992f
AVILA etal (1992f

a- Isolado deE. bijugg b- Isolado deE. falcata c- Isolado deE. purpurea d- Isolado deE. leucantha e-

Isolado deE. grandiflora
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6 R= COOMe
8 R=CH,OH
10R= COOH

% 9 R=CH,0OH
11R= COOH

labdano

Figura 3. Estruturas de diterpenos labdéanicos isoladospéocges d&perua
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COOH COOH
19 20

Figura 4. Estruturas de diterpenos clerodéanicos isolad@esgdécies deperua

2.2.2.2. COMPOSTOS FENOLICOS DEEperua

Braz e colaboradores (1973) isolaram a flavonan&if26), das folhas d&. bijuga
Do cerne deE. falcataforam isoladas a (+)-catequirfa3) e a (-)-epicatequina(24)

(VILLENEUVE et al, 1988).
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Em 2007, Henry e colaboradores depositaram umantgatelatando que no extrato
das cascas de. falcatg os flavondides engeletina e a astilbina séo iogipais responsaveis
pela atividade antiinflamatoria.

O trabalho realizado por Royer e colaboradores @@ 2presentou treze substancias
do extrato metandlico de. falcata As moléculas foram isoladas por CLAE e identd&s
por comparacdo dos espectros de RMN 1D e 2D comiades da literatura, sendo onze
flavonodides(23 - 33)e dois acidos fendlicos: o acido gali@1) e acidop-hidroxibenzéico
(22). Quatro dos flavonoides isoladd23), (24), (27) e (31) ja tinham sido isolados
anteriormente.

A Tabela 4 apresenta os compostos fendlicos issla@@ds espécies deperuae a

Figura 5 apresenta a estrutura dos flavonoidesglesatendlicos correspondentes.

Tabela 4.Compostos fendlicos encontrados em espéciépdeaua

N° Substéancia Referéncia
Acidos fendlicos
21 acido galico ROYERet al (2010
22 acidop-hidroxibenzéico ROYERet al (2010
Flavonoides
23 (+)-catequina VILLENEUVE et al. (1988§
ROYERet al (2010
24 (-)-epicatequina VILLENEUVE et al (1988
ROYERet al (2010
25 (-)-3-(4-hidroxibenzoiBpicatequina ROYERt al (2010)
26 tricina BRAZ FILHO et al. (1973}
27 engeletina ROYERet al (2010
28 isoengelentina ROYERet al (2010
29 neoengelentina ROYERet al (2010
30 neoisoengelentina ROYERet al (2010
31 astilbina ROYERet al (2010
32 neoastilbina ROYERet al (2010
33 (-)-dihidrocampferol ROYERet al (2010

a- Isolado dé. bijugg b- Isolado déE. falcata
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H 3
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OH
21 R;=0H, R=OMe

22 R=R=H 23 2R, 3S, R=OH
24 2R, 3R, R=OH
25 2R, 3R, R=p-hidroxibenzoato
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OH
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Figura 5. Acidos fendlicos e flavonéides identificados espécies dEperua(Rha=u-L-raminose)

2.2.2. ATIVIDADES BIOLOGICAS DO GENERO Eperua

Grande parte dos ensaios bioldgicos realizados exdmatos ou resinas deperuaé
direcionada para testes com microorganismos queadaym a madeira, pois uma das

principais interessadas nas espécies desse gé&mweas sndustrias madeireiras. Entretanto, as
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industrias farmacéuticas também se interessam pefstituintes sintetizados por espécies de
Eperug em especial pelos compostos fendlicos.

A resina deE. grandifloraapresentou atividade inseticida contra cupims(DL,261
ng/2 mg) (GOURNELISet al, 1986). Nos extratos de. falcata e E. grandiflora foi
observada atividade contra o fungoriolus versicolofAMUSANT et al, 2007) e atribuida
a maior durabilidade da madeira a composicdo deogdcditerpénicos e compostos
polifendlicos. No trabalho de Royer e colaboradd@&l0) foi atribuida a estabilidade da
madeira dé&. falcata aos polifendis, comprovadas através de isolamemdentificacdo dos
constituintes do extrato metanolico.

O trabalho realizado por Gournelis e colaboradgi®86) comprovou a atividade
bactericida (CIM: 12,5 ug/mL) par@taphylococcus aureusStreptococcus hemolyticuka
resina deEperua grandiflora

As propriedades dos extratos He falcata sdo relatadas em patentes na area de
cosméticos. Pauly e Moretti (2003a,b e 200&8ptam a acdo antiradicalar do extrato e
licenciaram um cosmético com acdo anti-rugas. Henoplaboradores (2007) licenciaram
uma preparacdo contendo o extratoEddalcatg que é til para inibir a liberagdo de pro-
mediadores inflamatdrios e neuropeptideos inclui@@RP e SP, para tratamento de pele e
cabelo e gue também os protege dos efeitos dadosasios UV-A e UV-B.

A mistura dos acidos eperui¢b0), cativico(13) e acido labda-8-eno-15-6i¢84) é
usada como acelerador da producdo de colageno (WAGTRO et al, 2005), ativador do
crescimento celular (TAMAEt al, 1999) e inibicdo de melanina (TAMAIL al, 2001). As
mesmas atividades séo relatadas para os saigesésigtilicos e etilicos desses acidos. Dois
desses diterpenogl0) e (13),j4 foram isolados de espécieskEfgerua Nas patentes geradas

pela utilizacdo dessas moléculBsfalcataé citada como fonte dessas moléculas.
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Figura 6. Estrutura do acido labda-8-eno-15-6ico

2.3. DITERPENOS

Os diterpenos sdo metabolitos secundarios formados20 atomos de carbonos
derivados biogeneticamente a partir do geranilvgkrieofosfato (GGPP), que contém quatro
unidades isoprenos ligados no modo “cabeca-calitfaRSON, 1991).

As unidades isoprenos sédo formadas a partir daleosacdo entre as unidades
difosfato de 3,3-dimetilalila (DMAPP) e o difostatle 3-isopentenila (IPP). Existem duas
vias biossintéticas possiveis para a formacédo dé\PM do IPP: a via do mevalonato e a via
do fosfato de deoxixilulose (LOBO & LOURENCO, 2007)

A condensacdo “cabeca-cauda”’ entre as unidades HPMA IPP, catalisada pela
enzima prenil-tranferase, forma a cadeia de gerpmdfosfato (GPP), precursora dos
monoterpeno. A condensacao desta cadeia com noidexdes de IPP origina sucessivamente
as cadeias de farnesil pirofosfato:4)C geranilgeranil pirofosfato () precursoras dos
sesquiterpenos e diterpenos, respectivamente (DEWRDO1; LOBO & LOURENCO,

2007). A Figura 7 mostra resumidamente a rota bititga dos diterpenos.
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diterpenos diterpenos
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Figura 7. Rota biossintética dos diterpenos (FONTE: modificde LOBO & LOURENCO, 2007)
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Diferentes esqueletos de diterpenos sao formadpsrier do GGPP: diterpenos
aciclicos, biciclicos, triciclicos, tetraciclicosmacrociclicos. De modo geral, 0 GGPP pode se
ciclizar de duas maneiras, para formar os diterpdnoiclicos (e a partir desses os tri- e

tetraciclicos) e os macrociclicos (HANSON, 1991).

2.3.1. ATIVIDADES BIOLOGICAS DE DITERPENOS

O principal interesse no isolamento de moléculadidepenos esta relacionado a sua
ampla area de atividades bioldgicas. Os estudbsessa classe devem-se principalmente ao
diterpeno da classe dos taxanos, taxol (Paclitgxé®) que possui atividade antitumoral
comprovada e é atualmente utilizado no tratameatoémcer de mama e ovario (CORREA,
1995; KINGSTON, 2007).

Hanson (1998 e 2000) listou, em dois artigos, cdec800 diferentes diterpenos dos
mais variados esqueletos isolados a partir de jpdguies relatadas pela medicina popular.

Para os diterpenos labdanicos séo descritas dévatsdédades bioldgicas, tais como:
antibacteriana, antifingica, anti-inflamatéria, diatdonica, antileishmania e citotoxica
(SINGH et al, 1999). Dimas e colaboradores (1998) relatarativadade citotoxican vitro
do diterpeno labda-13(E)-en@-85-diol (38) contra 13 linhagens de células leucémicas
humanas.

Varios diterpenos labdanicos e clerodanicos sdieadds como sendo 0os compostos
responsaveis pela atividade bioldgica de seus tegtrarutos. Por exemplo, o diterpeno
clerodanicarans-desidrocrotoning36), substancia majoritaria das cascas do caulerdesn
cajucara € responsavel por grande parte das propriedaiapéuticas dessa planta, tais
como: acao antiinflamatoria, antinociceptiva, efeithipoglicemiante, atividade

antiespasmadica e atividade antiulcerogénica (MAGIEal, 2002). Outro exemplo € o 6leo
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de copaiba, que é constituido por uma mistura slgusee diterpenos e nenhuma outra classe
de substancias. Esses 0Oleos sdo amplamente widlizaal medicina popular e possuem
diversas atividades biologicas comprovadas, taisnoco atividade antiinflamatoria,
antitumoral, analgésica, antineoplasica, tripanogsda e entre outras. Dentre os
constituintes diterpénicos dos 0leos de copaib@yrera-se: covalenol, acido copalico, acido
hardwikiico e o0 acido caurendgico (VEIGA-JUNIOR. &NH O, 2002).

Os diterpenos clerodanicos também séo conhecidomipoem crescimento fungico
(CAVIN et al, 2006). Por exemplo, os acidos covalér(igd) e o 2-oxo-covalénic¢20), o
altimo ja isolado deEperug apresentam atividade antifungica corfteomopsis viticolae

Botrytis cinerea SALAH et al, 2003).

Figura 8. Diterpenos com atividades biolégicas
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2.4. FLAVONOIDES

Flavondides sdo metabolitos secundarios caraaty&zpela presenca de 15 atomos
de carbono em seu esqueleto basico (nucleo flavamahjados em trés aneise{Cs-Csg),
designado como A, B e C, como mostrado na Figu(RIETTA, 2000; ZUANAZZI &

MONTANHA, 2007).

Figura 9. Esfrutura basica dos flavondides: nucleo flay

As diversas classes de flavonoides diferem nol ndee oxidacdo e padrdo de
substituicdo do anel C, enquanto compostos indarddentro de uma classe diferem no
padrdo de substituicdo dos anéis A e B. As estasitdas principais classes de flavonoides
estdo mostradas na Figura 10.

Flavondides desempenham diferentes funcdes nataplacomo: protecdo contra a
radiacdo ultravioleta, patdégenos e herbivoros,catrade animais com finalidade de
polinizacdo, controle da acdo de horménios vegetaagentes alelopaticos (HEIst al,
2002; ZUANAZZI & MONTANHA, 2007). Também séo imparites para a saude humana
devido a sua elevada atividade farmacologica cseguiestradores de radicais livres, sendo
relacionados a prevencéo de doencas humanas tatsa@ncer e doencas cardiovasculares e
algumas patologias de Ulceras gastricas e duodealargias, doencas vasculares, infec¢des

virais e bacterianas (YA€t al, 2004).
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2.4.1. BIOSSINTESE DOS FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo compostos de biossintese ntigg,unidades de acetato dao
origem ao anel A, enquanto que os trés atomos dmoma que interligam os anéis,
juntamente com o anel B, derivam da rota do chigtomDurante a biossintese dos
flavondides, o primeiro a ser formado é a chalo®ms outros sdo seus derivados (PIETTA,
2000; LOBO & LOURENCO, 2007; DEWICK, 2001). A Figufl0 mostra resumidamente a
biossintese de alguns flavondides, incluindo chmasp flavanonas, flavonas, isoflavonas,

flavononol e flavonol.

OH
CoA AN OH
Acido _>
chiquimico O 4-hidréxicinamoil-CoA 0 SCoA
o)
Carboidratos
COH (6] (e}
3X SCoA :
_ Claisen
L Acetil-CoA —> | Malonil-CoA — (chalcona sintase)

OH (6]

OH © O
OH

isoflavonas flavanonol flavonol

Figura 10. Rota biossintética dos flavonéides- incluindo lchaas, flavanonas, flavonas, isoflavonas,
flavanonol e flavonol (FONTE: modificado de DEWICR0Q01)
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2.5. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE AS ATIVIDADES QUIMICAS

E BIOLOGICAS ESTUDADAS

2.5.1. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Atualmente existe um grande interesse nos estudss atioxidantes devido,
principalmente, as descobertas sobre o efeito aldisais livres (RL) no organismo. Os RL
sao espécies quimicas (atomos, moléculas organig@oganica) que possuem um ou mais
elétrons desemparelhados. Quando o elétron desellmpdw encontra-se localizado nos
atomos de oxigénio ou nitrogénio sao denominadpgdiss Reativas de Oxigénio (ERO) ou
Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN), respectivémeAds principais ERO distribuem-se
em dois grupos, os radicalares: hidroxila (H®uperéxido (&), peroxila (ROO), alcoxila
(RO); e os ndo-radicalares: oxigénio, peroxido de éniig, acido hipocloroso. Dentre as
ERN incluem-se o O6xido nitrico (NI 6xido nitroso (NOs), acido nitroso (HNG) e
peroxinitritos (ONOO (BARREIROSet al, 2006).

Espécies reativas sdo formadas continuamente @u@tprocessos metabdlicos-
normais ou patogénicos- ou sdo provenientes deedomixdgenas. Porém, quando a
concentragcdo excede ao normal ocorre o chamadesestoxidativo, entdo esse excesso de
espécies reativas produz danos oxidativos as bémlals, como por exemplo, peroxidacao
dos lipidios das membranas celulares, agressfgwodsinas dos tecidos e membranas,
enzimas e DNA (OLIVEIRAet al, 2009; BIANCHI & ANTUNES, 1999). Desta forma, os
RL estdo relacionados ao envelhecimento e ao delsemento de diversas patologias, tais
como: cancer, doencgas cardiacas, stress, doengaslegenerativas e inflamatoérias (CHDI

al., 2002; LUXIMON-RAMMA et al, 2002; SOLER-RIVASet al, 2000).
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Os RLs sao controlados pelas substancias antibeisiajue podem ser de origens
endogenas ou exodgenas. Porém, os componentesrelni@ sao totalmente protegidos
pelos antioxidantes enddgenos, por isso os an#doied obtidos da dieta alimentar séo
indispensaveis contra as oxidacdes (CERQUEHRAI, 2007 )

As substancias antioxidantes sdo capazes de aetatd inibir a oxidacdo de um
substrato bloqueando a formacédo dos radicais lowemteragindo com estes, inativando-os
(SOUSAEet al, 2007). Neste contexto, os antioxidantes de origataral merecem atencao
especial, pois as plantas sintetizam um grande mioe metabodlitos capazes de captar os
radicais livres, tais como: vitaminas, carotengidesdos fendlicos, flavonodides, antocianinas,
catequinas e procianidinas (LARSON, 1988).

As principais substancias naturais com atividadgogdantes sdo os compostos
polifendlicos, devido ao poder redutor do grupadwida aromatico, que reduz radicais livres

reativos e produz o radical fenoxila estabilizadonessonancia (CERQUEIRet al.,2007).

2.5.1.1. FLAVONOIDES COMO ANTIOXIDANTES

Segundo Barreiros e colaboradores (2006), a atieicantioxidante dos flavondides
depende da sua estrutura e pode ser determinadeinmor fatores: (1) reatividade como
agente doador de H e elétrons, (2) estabilidadeadical flavonoil formado, (3) reatividade
frente a outros antioxidantes, (4) capacidade e@tagmetais de transicao e (5) solubilidade e
interacdo com as membranas.

Entre os principais aspectos responsaveis pelacicigugle antioxidantes podemos
citar: presenca de hidroxila na posicdo C-7 no &nel C-3 no heterociclico, hidroxilas na
posicadoorto (especialmente na posica§43diidroxi- sistema catecol); ligacdo dupla 2,3

conjugada com o grupo 4-oxo no anel C; conjugagécadbonila em C4 com hidroxilas em
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C5 do anel A e C3 do anel C; estabilidade do radlamanoil formado; solubilidade e
interacdo com as membranas (BARREIR&SI, 2006; PIETTA, 2000; WILLIAMSet al.,

2004). Os principais aspectos estdo mostradosguaia-i 1.

Figura 11. Estrutura da quercetina. Principais aspectos
responsaveis pela atividade antioxidantes dosiéides
(FONTE: modificado de WILLIAMS:t al, 2004).

Em geral, quanto maior o niumero de hidroxilas,omaiatividade como agente doador
de H e de elétrons. A doacdo doddorre principalmente nas posicdes 7, 4’ e 5, senaior
na posicdo 7 e menor na posicdo 5. Foi constatasiressidade de no minimo 2 hidroxilas
fendlicas, preferivelmenterto difendlicas como a apresentada pelo sistema dat@od-
diidroxi).

A estabilidade do radical flavonoil formado depemth habilidade do flavonéide em
deslocalizar o elétron desemparelhado. Os radaraisil formados podem ter seu elétron
deslocalizado pela estrutura com maior estabiliddelido a estabilizacdo resultante das

ligacdes de H (Figura 12).
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Figura 12. Mecanismo da estabilizagéo elétron desemparelff#E@NTE: BARREIROS:t al, 2006)

Para a quelacdo de metais de transicdo € fundalmeergresenca de grupos orto-

fendlicos e /ou estruturas cetol como 4-ceto-3ehxide 4-ceto-5-hidroxi (Figura 13).

HO-~ Men*

05 ]
N ;o Men+*
Men*

Figura 13. Estrutura da quercetina. Atribuicdo dos prin@gaontos responsaveis
pela atividade antioxidantes dos flavonéides (FONFIETTA, 2000).
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25.1.2. CAPTURA DO RADICAL LIVRE DPPH- ENSAIO

INDICATIVO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Existem varios ensaio® vitro que indicam a potencial atividade antioxidante de
extratos ou substancias isoladas, sendo os maisnsoMEAC (radical acido 2,20-azino-
bis(3-ethilbenzotiazolina)-6 sulfénico), DPPH" (i@ 2,2-difenil-1- picrihidrazil usado para
mensurar a capacidade redutora) e ORAC (capacidadsequestro do radical oxigénio)
(SHARMA et al, 2007 e TABARTet al, 2009). Neste trabalho foi selecionado o método
baseado no sequestro de radical livre DPPH".

O método consiste em avaliar a capacidade de wrat@ou substancia isolada que
atuando como antioxidante (AH) ou uma espécie adalidR), reduz o radical livre 2-2'-
difenil-1-picril-hidrazina (DPPH de coloracdo purpura (que absorve no comprimeato d
onda a 517 nm) formando 2,2-difenilpicril-hidrazif@PPH-H) de coloracdo amarela
(SOUSAEet al, 2007), como ilustrado na Figura 14. O radicamfado pela reacdo é mais
estavel que o radical DPPHNo caso dos compostos fendlicos, por exemplaadgais

gerados podem ser estabilizado por ressonancia.

3,0 e

. \
N

NH
AHouR
O,N NO, ON NO,

NO, NO,
DPPH
(coloracao purpura)

Figura 14. Reacéo de reducéo do radical DPPH
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O decréscimo de absorvancia ocasionado pela paedaoloracdo (Figura 15)
originada pelas diferentes concentracoes de sulmsamntioxidantes € monitorado em
espectrofotometro (OLIVEIRAet al, 2009). A partir do resultado determina-se a
porcentagem de atividade sequestradora do radical lcorrespondente a quantidade de

DPPH consumida pelo antioxidante.

Figura 15. Descolora¢éo da solugcao de DPPH na
presenca de substancias antioxidantes

2.5.2. DETERMINACAO DE FENOLICOS TOTAIS

A quantificacdo de compostos fendlicos presentssentratos foi determinada usando
o reagente de Folin-Ciocalteu (SOU8#®al, 2007; LUXIMON-RAMMA et al, 2002; TSAI
et al, 2002). Este reagente consiste na mistura ddssaébsfomolibidico e fosfotunguistico,
no qual o molibdénio e o tungsténio encontram-seestado de oxidacdo 6+, porém, em
presenca de certos agentes redutores, como os stmsfendlicos, formam-se os chamados
molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a emddi estado de oxidacdo dos metais esta
entre 5 e 6 e cuja coloracdo permite a determinagiconcentracdo das substancias
redutoras, que ndo necessariamente precisam teeratfenolica (OLIVEIRAet al, 2009).
A Figura 16 mostra a reacao entre o acido galicarelibdénio, componente do reagente de

Folin-Ciocalteu.
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COOH coo coo

_»NaZC% 6+ 5+
+2Mo”m —> +2Mo>" +2H

HO OH HO OH 0 OH

OH OH (0]

Figura 16. Reacdao do acido galico com molibdénio, compongateagente de Folin-Ciocalteu.

A mudanca na coloracdo da solucdo de Folin-Ciegatia presenca de substancias

fendlicas (Figura 17) é avaliada em espectrofotfomet

[ — . =
=0 =
{ \

Figura 17. Aumento da absorvancia devido a presenca de ciopfendlicos

2.5.3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Infeccbes humanas, particularmente aquelas enwtdvarpele e mucosas constituem
um sério problema, especialmente em paises desaosl tropicais e subtropicais
(DUARTE, 2006). Os farmacos usados no tratamento ddencas infecciosas sao
denominados agentes antimicrobianos e podem ssifdados como bactericida/fungicida,
quando causam a morte da bactéria/fungo, ou bast@icos/fungistaticos, quando
promovem a inibicho do crescimento microbiano. #ssicomo para outras
areas de descoberta da droga, existem duas fardes gonduzem aos agentes

antimicrobianos: produtos naturais e compostogsiais.



53

Considerando que nenhuma nova classe de antibfétidescoberta nos ultimos anos,
apesar das intensas pesquisas das industrias @ricas, além do aumento da resisténcia
dos microorganismos aos antibioticos convencioraisos efeitos colaterais que o0s
medicamentos atuais apresentam (SANTDE&L, 2008a) fica clara a necessidade de busca

por novas substancias antimicrobianas.

2.5.3.1. FARMACOS ANTIBACTERIANOS DE ORIGEM NATURA L

DISPONIVEIS

A maioria dos medicamentos antibacterianos em lisca@ atualmente sdo ou foram
projetados usando como modelos os produtos nat{(BRISLER, 2008), o que estimula a
procura de novas substancias a partir de fontesamsitincluindo as plantas.

Antibioticos de fontes naturais variam de pequengsandes compostos de massa
molecular, entre o0s principais temos: d@slactamicos: penicilinas,cefalosporinas
carbapenemas (que diferem estruturalmente pelondogHactanicos); os fenilpropandides
(cloranfenicol), policetideos (tetraciclinas), angficosideos (estreptomicina), macrolideos
(eritromicina) e glicopeptideos (vancomicina), madbs na Figura 18 (SINGH &

BARRETT, 2006).

B-lactamicos
R N H R H H
>/ \ i_s \//N z
X T )
O//_ H o// ) 7
COH CoM coH
penicilinas cefalosporinas carbapenemas

Figura 18. Estrutura e classe dos principais farmacos anghaoos de origem natural



Cont da Figura 18

OH -
tetraciclina
OH -
H (policetideo)
estreptomicina 0

(aminoglicosideo)

NO, NMe,
Cloranfenicol o @H/
(fenilpropanoides) .
CLHCOCH OH OH
OH eritromicina

Ho H2N

(macrolideo)

cl

o -

OH
0 0
H ,'\]'\
H H
0
HNOC
HO, -
©‘ vancomicina
OH (glicopeptideos)

OH

Figura 18. Estrutura e classe dos principais farmacos atébanos de origem natural
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2.5.3.2. FARMACOS ANTIFUNGICOS DISPONIVEIS

A quantidade de antifungicos utilizados atualmentelativamente restrita, quando
comparada ao de farmacos antibacterianos. Exigtero classes de antifungicos: a dos azois,
representada por um imidazol (cetoconazol, |) e ddazoéis (fluconazol, Il; e itraconazol,
[ll); a das alilaminas, representada pela terbm@aiV); a das fluoropirimidina, representada
pela 5-fluorocitosina (V); a dos polienos, repréada pelos antibidticos macrolideos
anfotericina B (VI) e nistatina (VIl); e das equoamdinas, representada pela caspofungina
(VIII), mostrados na Figura 19.

Apesar da maioria dos antifingicos existentemarcado serem de origem sintética,
estudos com produtos naturais sdo de extrema iammiai pois 0 conhecimento
etnofarmacoldgico tem mostrado que varias espéagstais sdo utilizadas na medicina

popular como antifungicas (HOLET& al, 2002; DUARTE, 2006; FENNEBt al, 2006).
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Figura 19. Estrutura e classe dos principais farmacos awgiéds
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2.5.4. ATIVIDADE ANTIPROTOZOARIA

As plantas sdo uma potencial fonte alternativagimigs terapéuticos na procura por
novos e seletivos agentes para o tratamento deca®dropicais causadas por protozoarios.
Diversos fatores, tais como: a ndo-renovacdo mewiotdsa, 0 surgimento de resisténcia aos
medicamentos existentes, os efeitos colateraibbrgm tratamento indicam a necessidade do
desenvolvimento de novos e mais eficientes farmguar® as doencas causadas por

protozoarios tais como a leishmaniose e a doenGhédgas.

2.5.4.1. LEIHSMANIOSE

A Leishmaniose é uma doenca infecciosa causadadgerentes espécies de
protozoarios do génerteishamania(OMS, 2010). A transmissdo dessa doenca ocorre
através da picada do inseto transmissor infect&. América do sul, os mosquitos

responsaveis pela transmisséo sao principalmeritebmtomineos (Figura 20).

Flgu}a 20 Lelshmanlose (A) protozoanbemhmanlaspp ;(B) flebotominio;

(C) leishmaniose tegumentar; (D) leishmaniose vidce

A doenca pode se manifestar atraves de lesdesaa pas mucosas (leishmaniose
tegumentar) podendo evoluir para formas cronicsra-se desfigurantes; ou atingir o baco

e/ou figado (leishmaniose visceral) podendo sat {&VS, 2005; 2006). Em todo o mundo,

registram-se aproximadamente 2 milhdes de novassades leishmaniose por ano. Esta alta
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incidéncia da doenca levou a Organizacdo Mundiabaléde a inclui-la entre as seis mais

importantes endemias do mundo.

2.5.4.2. DOENCA DE CHAGAS

A Doenca de Chagas € uma doenca infecciosa causpelas protozodrio
Trypanossoma crufFigura 21-A). A transmissdo natural, ou primada,doenca é vetorial,
que ocorre através das fezes dos triatomineos,ecmithcomo “barbeiro” (Figura 21-B).
Esses, ao picarem os vertebrados eliminam formdésctamtes de trypomastigotas
metaciclicos nas fezes, e que acabam penetranaonifétio da picada no ato de cogar (SVS,

2005).

Figura 21. Doencga de Chagas. (A) protozoario
trypanossoma cruz(B) barbeiro

Os mecanismos secundarios de transmissdo sdo otravisfusional sanglinea,
materno-infantil (transplacentaria ou por aleitatognpor via oral, transplante de 6rgaos e
transmissdo acidental, mais frequente pela mam@olade material contaminado em
laboratério (FIOCRUZ, 2010).

A Doenca de Chagasendémica do continente americano, e afeta cerdd dhilhdes
de pessoas na América Latina e é responsavel peta de mais de 45.000 pacientes por ano
(OMS, 2005). As principais drogas utilizadas neatm@ento dessa doenga séo: benzonidazol e

nifurtimox. Porém esses compostos ndo sdo efidemtpossuem sérios efeitos colaterais,
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incluindo toxicidade cardiaca e renal, e sdo dmiteis na cura de pacientes com doenca
cronica. Por isso, sdo necessarias drogas maazefigpara o tratamento de pacientes com

doenca de Chagas (LUIZ# al, 2005).

2.5.5. CANCER

O cancer é um termo usado para as doencas ens gatutas dividem sem controle e
sdo capazes de invadir outros tecidos. As célidaserosas podem se espalhar para outras
partes do corpo através do sangue e sistemadaf@iCl, 2010).

O numero de casos de cancer tem aumentado derenaoeisideravel em todo o
mundo configurando-se como um dos mais importgmiaslemas de saude publica mundial
(GUERRA et al, 2005). As causas sao variadas, podendo sernegteu internas ao
organismo, estando ambas inter-relacionadas. Asasaaxternas relacionam-se ao meio
ambiente e aos habitos ou costumes proprios demninieate social e cultural. As causas
internas sdo, na maioria das vezes, geneticamem@eferminadas, estdo ligadas a
capacidade do organismo de se defender das aggesd@enas. Esses fatores causais podem
interagir de varias formas, aumentando a probauédde transformacfes malignas nas
células normais (INCA, 2010).

Apesar da cura de muitos tipos de cancer néo teidibadescoberta, a natureza tem
fornecido moléculas que tém conseguido amenizafiai@cia de substancias que possam
inibir totalmente tal patologia (NIER@t al, 2003). Os produtos naturais tem sido fonte
importante de efetivos agentes anticancer, prowsodié que 60% dos medicamentos
anticancer usados atualmente sdo derivados de aplandrganismos marinho ou

microorganismos (CRAGG & NEWMAN, 2005). Além dissam total de 13 farmacos
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derivados de produtos naturais foram aprovados p@iaacao clinica entre 2005 e 2007

(BUTLER, 2008).

2.5.1. AGENTES ANTINEOPLASICOS A PARTIR DE PLANTAS

As plantas tém uma longa historia de uso parantextto de cancer (CRAGG &
NEWMAN, 2009). Podendo fornecer moléculas de eastast complexas com atividades
bioldgicas ou servir como modelo para sintese de uaniedade de analogos mais potentes
e/ou menos toxicos que as substancias de origem.

Entre as substancias, derivadas de plantas, gamdgigem aos farmacos anticancer,
podemos citar: os alcalbéides da vinca, extraidoglalstaCatharantus roseysa vimblastina
(1, Velban®) e os analogos vincristing Oncovin®), vindesina3( Eldisine®), vinorelbina
(4, Navelbine®); o diterpeno extraido @axus brevifoliapaclitaxel 5, Taxol®) e o analogo
docetaxel §, Taxotere®); a lignana extraida ddophyllum peltatumo podofilotoxina T)

e 0s analogos etoposideé) Etopophos®) e teniposide®d {/umon®); o alcalbide extraido de
Camptotheca accuminataa camptotecindl() e seus derivados topotecaidd, (Hycamtin®)

e irinotecano 12, Camptosar®), mostrados na Figura 22.

R1 = CHy; R2 = CO,CHg; R3= OCH,CHg; Ry = OH (1)
R1 = COH; R = CO,CHjg; Ry= OCH,CHg; Ry = OH (2)
R1 = CHy; R2 = CONHy; Ry= OH; R, = OH (3)

R1 = CHy; R2 = CO,CHg; R3= OCH,CHg; Ry = H (4)

Figura 22. Farmacos derivados de plantas usados na terap@@nder
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Cont da Figura 22

R, = Ph; R = COCH (5)
R1 = OC(CH)s; Ro=H (6)

R=CH(8)

< [ O ®) R = CH3 QI
B! A @
(0]

CH4 OCH,
OH
(7)
CHs OCH,
OH
Ry
R Ry = H; Ry = H (10)
o CH3
Ri=HiR= || ¢y @D

HC

¢}
(6]
: V,
LN Ry = iN—CN—{O/CHS ; B=CHCH (12)

ne”

Figura 22. Farmacos derivados de plantas usados na terap@nder

Além dos compostos que ja contribuem para a terdpiacancer, varias sao as
substéancias originadas de plantas que se encoetrafase de testes pré-clinicos e clinicos.
Butler (2008) listou uma série de substancias igéoeem testes clinicos, entre elas os
derivados das isoflavonas: daidzeina e genistetnagomposto fendlico resveratrol; a
curcumina, a quinond-lapachona, o diterpergossipol, além de substancias derivadas dos
triterpenos: acido oleandlico e acido betulinicestacam-se também o flavopiridol que foi

obtido apds o isolamento e sintese do produto alatahitukina e o combretastatina A-4
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fosfato, derivado dos estilbenos combretastatisatados deCombretum caffrusnmostrado
na Figura 23 (MALHEIROSet al, 2010). Portanto, as plantas sdo fontes de psonas
substancias antineoplasicas, apresentando sulastéativas das mais variadas classes de

compostos tais como diterpenos, flavondides, igofias, estilbenos, lignanas e alcaldides.

daidzeina: R H; R: H
gensteina; ROH; R: H

acido betulinico acido oleanolico

COH

OH

rohitukina flavopiridol _
| | combretastatina A-4 fosfato

Figura 23. Substancias derivados de plantas em estudo ipiéecbu clinico para a terapia do cancer
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3.1. OBJETIVO GERAL

Estudar fitoquimicamente e realizar estudos bicldgide extratos das espéciegerua

duckeanee Eperua glabriflora

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Descrever a composi¢cao quimica dos extratos ajgolare

» Descrever a composicado dos 6leos essenciais s feltalos das espécies estudadas.

» Descrever qualitativamente e quantitativamentévadatie antioxidante dos extratos.

* Avaliar as atividades antibacteriana, antifingamatjleihsmania, anti-trypanosoma cruzi e
a citotoxicidade em linhagens de células tumorassaktratos brutos em ensaiovitro.

» Isolar e identificar por métodos espectrométriagsstincias metabolizadas pelas espécies

estudadas.



4. MATERIAIS E METODOS
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4.1. METODOS CROMATOGRAFICOS

4.1.1. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

As andlises de cromatografia em camada delgadd)G3&@am realizadas em
cromatoplacas de fase normal de silica gel 60 cmilcador de fluorescénciadz da Sorbent
Technologies com suporte de aluminio e 200 um gesssra. Para a revelacdo das
cromatoplacas foram utilizados reveladores fisitos UV-254 nm e 365 nm) e quimicos

(ver preparo das solucdes no item 4.1.1.1).

4.1.1.1. REVELADORES DE CCD

» Solucgéo de sulfato céricgWAGNER & BLADT, 1995). Solucdo de 1% de sulfatrico
(IV) em acido sulfarico a 10 %. A cromatoplaca éntédo borrifada e aquecida por alguns
minutos. Esse revelador detecta varias classesbd¢ascias.

* Solucédo de vanilina sulfarica(WAGNER & BLADT, 1995). Solucao (A): 10 % de acido
sulfarico em etanol. Solugcdo (B): 1% de vanilina emanol. A cromatoplaca foi entdo
borrifada com uma mistura da solugéo A e B na pg@m1:1 e aquecida por alguns minutos.
Esse revelador é indicado principalmente para détede terpenos (coloracdo lilas/roxa),
porém detecta varias classes de substancias podendsado como revelador universal.

+ Solucdo de FeGl 1% (SIMOESet al, 2007). Solucdo a 1% de Fg@m etanol. As
cromatoplacas foram borrifadas com a solucdo erghdas até o aparecimento de manchas
marrons sob fundo de coloracdo amarela (laramdicativa de compostos fendlicos.

e Solugdo de DPPH 0,3 mol/L (SOLER-RIVAS et al, 2000). Solucad®,3 mol/L do

radical DPPHem metanol. As cromatoplacas foram imersas posebindos na solugéo e



67

observadas até o aparecimento de manchas amaodlatursdo de coloracdo purpura,
indicativa de possivel atividade antioxidante.

* Solucéo de acido sulfarico 109%(WAGNER & BLADT, 1995). Solucdo 10% de acido
sulflrico em etanol. A cromatoplaca foi entdo Hada e aquecida por alguns minutos. Esse
revelador detecta varias classes de substancias.

+ Solucéo de cloreto de aluminio 1%SIMOESet al, 2007). Solucdo 1% de cloreto de
aluminio em etanol. A cromatoplaca foi entdo bad# e aquecida por alguns minutos e em

seguida observada em UV-365nm, a fluorescénciaarapossivel presenca de flavonoides.

4.1.2. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA PREPARATIVA

As placas de cromatografia em camada delgadanate@a(CCDP) de fase normal
foram preparadas usando 20 g de Silica gel HF26%1&% de gesso 400 Mesh ASTM e 50
mL de agua destilada (para placas de vidro de 20 gm com 1,5 cm de espessura). As
placas foram secas a temperatura ambiente por @4tivada em estufa a 100°C por no
minimo 1h.

A revelacao foi realizada, principalmente, por Wizavioleta (UV-254 e 365 nm).
Porém, em alguns casos, a revelacéao foi realizeldagplicacdo de solucdes reveladoras (as
mesmas utilizadas em CCD) seguidas de aquecimistevelacdes realizadas desta forma
requerem um pouco mais de cuidado que na reveleg@oa luz UV, pois ha risco de
degradar a amostra. A revelacao foi realizadaedaiste forma: primeiramente aplicou-se a
amostra em trés faixas distintas, duas faixas pegueas laterais e uma maior no centro da
placa, deve-se deixar uma distancia razoavel (céec cm) entre as faixas para que o
revelador ndo ultrapasse para a amostra do cdfigord 24- Passo 1Apo6s eluicdo da placa

e evaporacao do solvente, aplicou-se a solucadarkwra nas faixas laterais da placa (Figura
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24- Passo 2), caso o revelador necessite de aqgmona placa deve ser aquecida apenas nas
laterais, onde o revelador foi aplicado. A areatre¢ércorrespondente as manchas reveladas
deve ser retirada com auxilio de uma espatula (&igd- Passo 3) e em seguida solubilizada

em solvente volatil e posteriormente filtrada. Agpas principais estéo ilustradas na Figura

24.
® b 1 @
Eluicdo da
placa ol p— o
Passo 1: Passo 2: Passo 3:
Aplicacdo da Re_vela(;ao das Retirada da area
amostra em trés amostras aplicadas central correspondente
diferentes areas nas laterais da as manchas reveladas
da placa placa

Figura 24. Etapas da revelacao de placa de cromatografizaemda delgada preparativa
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4.1.3. CROMATOGRAFIA EM COLUNA ABERTA E SOB PRESSAO

Nos fracionamentos cromatograficos em coluna alderam utilizados colunas de
vidro com diametro interno e altura variando derdgsocom a quantidade do material
utilizado. As fases moveis foram escolhidas por CGBou-se eluentes na forma de
gradientes, aumentando gradativamente a polardiaglsolventes, ou na forma isocratica. As
fracOes foram coletadas em Erlenmeyers ou em Bageaoletas dependendo do objetivo do
fracionamento.

Foram utilizados trés diferentes tipos de silgtkca gel 60 (0,063- 0,20 mm), silica
gel (0,063- 0,20 mm) impregnada com KOH (colundrdea i6nica) e silicdlash (0,040-
0,063 mm).

Na coluna de troca-ibnica, a impregnacédo da sfticaealizada pela adicdo de
solucéo de KOH 10% até saturacdo da silica, emdsegusilica foi levada a estufa a 100 °C
por 24h (PINTCet al, 2000). Macerou-se a silica em pistilo para redulg® granulos. Nesse
tipo de coluna séo utilizados apenas dois eluediekarometano (DCM), correspondente a
fracdo neutra; e metanol (MeOH), correspondentacib acida. Porém, em alguns trabalhos
utiliza-se hexano antes da adicdo do DCM (BRA& AL, 1998; BIAVATTI et al, 2006). A
fracdo coletada em MeOH foi submetida a tratamanido-baseem funil de separacéo. Foi
adicionada a fracéo, agdaionizada ® meio foiacidulado com solucédo de HCI (1M) até pH
3. Adicionou-se 30 mL de DCM para extracdo da parggnica, por 5 vezes. A parte
organica foi submetida a evaporacdo em evaporataidrio sob presséo reduzida. A fracéo

aquosa foi descartada. O Esquenmagktra resumidamente essas etapas.
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Extrato Bruto I

Silica impregnada com KOH

DCM MeOH
Fracéo 1 Fracao 2
B Retirada do
Evaporacao excesso de
solventt
Fracdo Neutra Sal acidos l

Acidificacéo e
Particdo liquido-liquido

‘ DCM

H,O
Fase Orgéanica l Fase aquosa l
‘ Evaporacgao \l/
descartac

Fracédo Acida l

Esquema 1 Esquema geral da obtencgdo das fragbes neutida@&das extratos obtidos em hexano das
cesca

Na cromatografia em coluna de silitash utiliza-se silica 0,040-0,063 mm. As
particulas extremamente pequenas impedem a passkgeaivente, sendo necessario o uso
de pressdo no topo da coluna para ocorrer o flaxéase movel pela fase estacionaria. A
presséo pode ser fornecida ao sistema por um cesgureEsse processo requer a utilizacao
de uma valvula que controle a pressédo do sisterad:ifjura 25 esta ilustrado o sistema de
cromatografia em coluna de silitash

O eluente utilizado nesse tipo de processo € la@gdoopela melhor separagdo das
amostras em CCD, o qual requer variacdo do fatoeteéeacaoAR;) maior que 0,1 para que a
separacao seja eficiente. O empacotamento é malezaeco, a silica € colocada na coluna
até a altura de aproximadamente 16 cm e entdovergelé adicionado e a presséo aplicada

para 0 empacotamento acontecer.



71

@ ]
‘e
Vélvula ﬁ

Reservatorio de solvente

Bomba de pressao

Figura 25. Sistema de cromatografia em coluna utilizandoasfliash

Ha uma relacao entre a quantidade de amostraegoites fatores: variacdo dg R
diametro da coluna, volume da fracdo coletada elame total do eluente, para que a
separacao aconteca com a mesma eficiéncia da aldaama CCD. Todas essas relagfes estdo

expostas na Tabela 5, retirada de 8tikhl, 1978.

Tabela 5.Rela¢do entre diametro da coluna e quantidadendatea na cromatografia em coluna
cor silicaflash (STILL et al, 1978

Diametroda  Volume do Quantidade de amostra (mg) Volume da

coluna (cm) eluente (mL) ARf>0,2 ARf>0,1 fracdo (mL)
1 100 100 40 5
2 200 400 160 10
3 400 900 360 20
4 600 1600 600 30
5 1000 2500 1000 50
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4.1.4. CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA (CG)

Para as andlises utilizou-se cromatégrafo da Shidiamodelo CG 2010 com
detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) usando neolCP-Sil 5 CB (100%
dimetilpolissiloxano) da Varian©, com medidas de b x 0,25 mm x 0,25 mm e
Cromatografo modelo QP-2010 da Shimdtrzom detector por espectrometria de massas
(CG-EM) e coluna VF-1MS da Varian©, com medidad 8en x 0,25 mm x 0,25 mm, ambos
do Centro de Biotecnologia da Amazonia (CBA). Aadigdes de analise serdo descritas na
Secao 4.7.1.1pag. 78) para os Oleos essenciais e na Seca@ag9 §2) para os extratos

apolares das cascas.

4.1.4.1. DERIVATIZACAO DE AMOSTRAS PARA INJECAO EM

CROMATOGRAFO EM FASE GASOSA

A metodologia empregada nas esterificacdes foitadapdo trabalho de Het al.,
2011. Foram pesados 1 mg das amostras e solubtizad 30 pL de acetona/metanol (90:10,
viv) e 20 pL da solucdo de TMS (2M em hexano). Arda injecdo em cromatografo, as
amostras foram incubadas por 30 minutos para gaag&o se completasse e s6 entdo foram

adicionados 0,5 mL de diclorometano.

4.1.5. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CL  AE)

As andlises de Cromatografia Liquida de Alta iEficia foram realizadas no
Laboratério da Central Analitica (UFAM) sob a resgabilidade do Prof. Afonso Duarte.

Utilizou-se cromatdégrafo liquido de alta eficién¢l@LAE) do modelo Surveyor (Thermo
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Electron Corporation), dotado de detector de aoraej fotodiodo acoplado a espectrémetro
de massas TSQ- Quantum Access. Os espectros derdivi bbtidos no modo de varredura
(200 a 600 nm). Foi utilizada coluna de fase revé&r48, Microsorb MV (4,6 x 250 mm,
5um) da Varian.

Preparou-se uma solucédo da amostra a ser armaésatleOH HPLC na concentracao
de 1 mg/mL. Injetou-se o volume de 10 pL em umdlwe 1 mL/min. Utilizou-se dois
gradientes diferentes para eluicdo das fracdes.

O gradiente 1 foi programado da seguinte formaidu-se com 30 % de MeOH e
70% de HO, aumentando gradativamente para 100% de MeOH)emir8

O gradiente 2 foi programado da seguinte formaidu-se com 30% de MeOH e 70%
de HO, aumentou-se gradativamente para 80% de MeOWwed20dgua em 35 min, seguida
de isocratica por 2 minutos, seguido de aument® pa@d% MeOH em 3 minutos, manteve-se
esse eluente por 10 min, em seguida condicion@esduna para MeOH/ 4@ 70:30 (V:V).

O tempo total da corrida foi de 60 minutos.

4.2. METODOS ESPECTROMETRICOS

4.2.1. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO (IV)

Os espectros de absorcao na regiao do infraveoni®lin foram obtidos em espectrémetro
da Perkin ElImer modelo Spectrum 2000 da Centralliheea da Universidade Federal do
Amazonas e em aparelho Bomem modelo M FTLA-2000ddCentro de Biotecnologia da
Amazobnia, ambos com Transformada de Fourier. Asstamforam analisadas em pastilhas
comprimidas de brometo de potassio (KBr). A agéisidos espectros ocorreu na regiao de

4000 a 400 ci.
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4.2.2. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros dRessonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMNe carbono

(RMN *3C-'H desacoplado), DEPT, HSQC e HMBC foram registragfosespectrometro da
Varian modelo INOVA de 11,7 T, do Centro de Biot@ogia da Amazoénia (CBA), operando
a 500 MHz pardH e 125 MHz pard®C. As amostras foram solubilizadas em 600pL de
solvente deuterado: cloroférmio (CREImetanol (CROD) ou DMSO-d. Os deslocamentos
quimicos §) foram expressos em partes por milhdo (ppm) eatdiel ao padrao interno TMS
(6= 0,00) e as constantes de acoplamedeih Hertz (Hz). As multiplicidades dos sinais
foram indicadas segundo a convencao: s (singlet@yupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto)

e m (multipleto).

4.2.3. ESPECTROSCOPIA DE MASSAS POR ELETRONSPRAY

Os espectros de massas foram obtidos no LabratérCentral Analitica (UFAM)
sob a responsabilidade do Prof. Afonso Duarteizdtitse espectrometro de massas LCQ-
Fleet (marca Thermo Electron) do tipo ion trap,rapdo com fonte de electronspray. As
amostras foram solubilizadas em MeOH HPLC (1 mg/mL)njetadas diretamente no
aparelho através de uma seringa no fluxo de 15 l/mdeteccéo foi realizada no modo

negativo.
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4.3. SOLVENTES

Todos os solventes utilizados neste trabalho fqyeewiamente purificados por destilacéo
fracionada. Os solventes de média e baixa polaidam secos com NaO, anidro. Os

solventes utilizados nos ensaios biologicos forargrdu HPLC.

4.4. EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS DO LABORATORIO

» Balanca analitica: Marca Tecnal

» Lampada de Ultravioleta -254nm e 365nm: Marca Solab
= Moinho de Facas: sem identificacdo da marca (UFBMeo B)
= Evaporador Rotatorio: Marca Fisatom

= Banho de ultrasson: Marca Unique

= Leitor de microplaca: Marca Thermo plate

= Espectrofotdmetro de UV-Vis: Marca Shimadzu

» Fitas para determinacao de pH (1-14) da Merck

» Placa aquecedora: Marca Tecnal

» Estufa: sem identificacdo da marca

» Manta aquecedora: Marca Quimis

= Bomba de vacuo portatil: Marca Tecnal, modelo TB-05

4.5. COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

As coletas das duas espéciesEgeruaforam realizadas na Reserva Floresta Ducke,

localizada na Rodovia AM — 010 (Manaus — ItacoajiaKm 26 e guiadas pelo mateiro Sr.
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Everaldo, funcionario do INPA. A primeira coletacoeu em marco de 2008 (periodo de
chuva) e a segunda coleta em outubro de 2009 @uede seca). Foi coletado um espécime

deE. duckeana dois espécimes deglabriflora.

Figura 26. Localizacdo da Reserva Florestal Adolpho DuckeAR)

As duas espécies fazem parte do Projeto da ReBeoke, portanto estdo catalogadas
e identificadas e as suas exsicatas depositaddendrio do INPA sob o numero de registro

N° 230699 e N° 15031 paEa duckeanaE. glabriflora, respectivamente (Figura 27).

Figura 27. Exsicatas depositadas no Herbério do
INPA. A) E. duckeana(N°230699) e B)E.
glabriflora (N°15031
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4.6. TRATAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal da primeira coleta foi sepamticfolhas e cascas do caule. Na
segunda coleta incluiram-se os talos (raquis fsiapara extracdo dos 6leos essenciais, pois
na literatura ha relatos de que ha diferenciac& admstituintes produzidos por diferentes
partes das plantas (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

As folhas foram limpas com um pano Umido e as caseoas talos foram limpos
com escova e faca para se retirar partes ndo pens a planta, entdo o material foi
reduzido a pedacos menores (Figura 28). Apos limgeram colocados sobre jornais a
temperatura ambiente para secagem. Posteriornferae) triturados em moinho de quatro

facas da UFAM.

Wc"

#%'«i\.;i,, &éﬁr

Figura 28. Separacéo e etapas do tratamento do materiaiabege

4.7. EXTRACAO DO MATERIAL VEGETAL

Foram obtidos 6leos essenciais das folhas e talextratos das cascas do caule e
folhas das duas espéciesEleerua O Esquema 2 resume as extracdes realizadas aan ca
parte da planta. As extracbes dos 6leos essereiaistencdo dos extratos brutos serédo

descritos com mais detalhes a seguir.
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Eperua duckeana
Eperua glabriflora

FOLHAS | TALOS CASCAS |
| Extracao Maceracao
em
Extracéo < clevenger
em Macera(;aol | |
clevenger l
B | | B Hex | ACOEt | MeOH |
Aleo Essencial

Essencial | Hex | ACOEt | MeOH

Esquema 2 Esquema geral das extracdes realizadas a pamiaterial vegetal seco

4.7.1. EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

As folhas e talos foram triturados em liquidificado submetidos a hidrodestilacéo
utilizando extrator de vidro tipo Clevenger modifilo durante 4h. Os 6leos obtidos foram
tratados com sulfato de sédio anidro £81&;) para eliminacao de agua. O rendimento do Oleo

essencial foi calculado com base no peso do mbeseca e triturado.

4.7.1.1. ANALISES CROMATOGRAFICAS E ESPECTROMETRICAS

DOS OLEOS ESSENCIAIS

A analise por cromatografia em fase gasosa acopaddetector de ionizagdo de
chama (CG-DIC) foi conduzida sob as seguintes odedi o gas hélio (He) foi utilizado

como gas de arraste com fluxo de 2,0 mL/min, a&gefoi realizada em modo split 1:10, a
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temperatura do injetor em 250 °C e do detector @rP€. A programacao do forno foi 60 °C
a 240 °C a 3 °C/min.

A analise qualitativa realizada por cromatografim éase gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (CG-EM) foi realizada sohesmas condicdes utilizadas para CG-

DIC. Para a deteccéo foi aplicada a técnica dedtopeetronico a 70 eV.

4.7.1.2. IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES DOS OLEOS

ESSENCIAIS

Os compostos foram identificados por comparacaaedpsctros de massas com os da
espectroteca Wiley 7.0 e pelo célculo dos indieeRetencéo (IR) e por compara¢io com 0S
indices disponiveis na literatura (ADAMS, 2007).

Para o calculo do IR usou-se a equacgdo propostaKpeats e modificada
posteriormente por Van den Dool e Kratz em 1963vaf® propds que os logaritmos dos
tempos de retencdo de uma série homodloga obtid@s ymaa determinada coluna a uma
determinada temperatura s&do linearmente propolsiors® numero de carbonos.
Posteriormente, Van den Dool e Kratz notaram qundo uma programacao de temperatura
é feita, o indice aritmético € mais apropriado quimdice logaritmico. Entdo, o indice de

retencao para uma determinada substancia podemesso pela Equacdo da Figura 29.

IR=100 x N + 100 x [T (amostra) - T, (N)]
[Tr (N+1) - T (N)]

(Equacéo 1)

Figura 29. Férmula para o célculo do indice de Retenc&o.eQRdé o indice de retenco;
N: hidrocarboneto (anterior ao pico analisado);t&@mpo de retencdo; N+1: hidrocarboneto
(posterior ao pico analisac
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Para utilizar a Equacdo 1 na identificacdo dos tdamdes do Oleo essencial é
necessario injetar a amostra e as substanciagedénmea (série homologa dealcanos- C8 a
C20) nas mesmas condicdes de analise e depois @mpatempo de retencdo do
hidrocarboneto anterior ao pico da substancia saddi e o posterior. Outro aspecto
importante é a programacao de temperatura, pogsSeayuir os requisitos da Equacéao 1, nado
pode-se usar isotermas, a taxa de aquecimentode@® variar, pois 0 aumento de

temperatura deve ser gradativo e linear.

4.7.2. OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Apos limpeza, secagem e trituracao, as folhascassas foram submetidas a extracéo
exaustiva por maceracao, a temperatura ambieflteantio solventes em ordem crescente de
polaridade: hexano (Hex), acetato de etila (Ac@kt)etanol (MeOH). O excesso de solvente
foi removido em evaporador rotatério e os rendirmgmdram calculados baseados no peso do

material vegetal seco e triturado.

4.7.2.1. NOMENCLATURA DOS EXTRATOS E FRACOES

Os codigos dos extratos séo iniciados com “E”uskg do solvente utilizado na
extracdo, hexano: “H”, acetato de etila: “A”, maihn‘M”. Seguido da parte da planta
utilizada, cascas: “C” e folhas “F”. E por ultima,identificacdo da espécie utilizad&..
duckeangE.duck) olE. glabriflora: (E.glab).

O cabdigo das fracdes inicia com “f” seguido da euagédo da fracdo apos a reuniao.
Cada processo cromatografico em coluna recebendéfidacdo de C” ou “A”. A letra “C” &

usada para os fracionamentos em coluna cromatcgrée todos os extratos ou fracdes,
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exceto para fracionamentos das fracdes acidas>d@dos em hexano das cascas que sao
identificados como a inicial “A”. Seguido de um nérm que indica o fracionamento, para
cada extrato recomeca a humeragao.

O processo cromatografico de placa preparativebeea identificacéo inicial de “PP”

seguida de uma numeracédo. Para cada extrato ree@megneracao.

4.8. ANALISE COMPARATIVA DOS EXTRATOS BRUTOS POR CCD

Para comparacdo dos extratos brutos das espg@esarou-se uma solucdo 5 mg/mL
(solventes utilizados conforme a solubilidade) deéacextrato bruto e aplicou-se quantidades
iguais dos extratos nas cromatoplacas. Os eluahtesados e a solubilidade estdo citados na
Tabela 6. As revelacfes das cromatoplacas fordimadas em luz ultravioleta (UV) de 254 e
365 nm, solucées de sulfato cérico, vanilina sidfjracido sulfdrico em etanol 10%, DPPH
0,3 mg/mL, FeGl 1% e/ou solugdo de Al€1%. Os fatores de retencaq)(Rram calculados
através da razdo entre a distancia percorrida gaigposto e a distancia percorrida pelo

sistema de eluente, a partir do ponto de aplicdgdamostra.

Tabela 6 Eluentes utilizados na CCD comparativas dos @drarutos

Extratos Solubilidade Eluentes
EHCEduck e EHCEglab CHCl; Hex/AcOEt 8:2
EACEduck e EACEglab MeOH CHCBE/MeOH 4:1
EHFEduck e EHFEglab CHCl; Hex/EtO 6:4

EAFEduck e EAFEglab AcOEte MeOH  Hex/CHGIMeOH 2:3:0,5
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4.9. ANALISE DOS EXTRATOS APOLARES DAS CASCAS POR @G-

DIC E CG-EM

Uma maneira rapida e eficiente de identificar costps em extratos apolares ou de
média polaridade € realizada através da analise€@ebDIC e CG-EM. Os cromatogramas
dos extratos possuem regides caracteristicas aeanmdnadas classes de substancias. A
identificacdo dos compostos conhecidos € realizidevés de comparacdo dos tempos de
retencdo (J, deteccdo dos ions moleculares e pelos ionstaeted de fragmentacOes
caracteristicas das classes de produtos naturasernies nas amostras estudadas
(PATITUCCI et al, 1995).

A programacédo da temperatura do forno utilizada paalise dos extratos hexanicos
das cascas foi de 100°C seguida de taxa de 3° Ga@ia80° C e nova taxa de 6° C/min
aplicada até 240° C, seguido de taxa de 12° C/plinada até 290°C, permanecendo em

isoterma por 10 min, em um tempo total de 51 minateda.

4.10. ENSAIOS QUIMICOS E BIOLOGICOS

Foram realizados ensaios quimicos atraves daifjoacdo de compostos fendlicos e
atividade antioxidante e ensaios bioldgicos atrales varredurasin vitro das atividades
antimicrobianas e citotoxicidade de linhagens dalas tumorais. O esquema 3 ilustra os
ensaios quimicos e biologicos realizado com osatdrbrutos. Os ensaios serdo descritos

com mais detalhes a seguir.
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Extratos brutc

Ensaios Quimicc | Ensaios Bioldgicc
Atividade Fenolicos Atividade Atividade
Antioxidante Totais Antimicrobiana Antitumoral
Captura do | |
radical DPP} Antibacteriana | Antiprotozoaria |

Antifangica |

Esquema 3 Esquema geral dos ensaios quimicos e bhiologealzados com os extratos brutos

4.10.1. ENSAIOS QUIMICOS

Na literatura foram encontrados registros da pigsale compostos fendlicos, tais
como os flavondides, para o gén&perua Com base nesses dados foram realizados testes
qualitativos e quantificacdo de compostos fendliédém do ensaio indicativo da atividade

antioxidante pelo método de captura do radica¢ IDPPH.

4.10.1.1. FENOLICOS TOTAIS

A avaliacdo de fendlicos totais foi realizada f¥és processos: (1) ensaio qualitativo

de compostos fendlicos em CCD; (2) quantificacé® ammpostos fendlicos, para os extratos
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previamente selecionados no teste qualitativo ¢ee de Shinoda realizado para indicar a

presenca de flavonoides, uma classe especificendédos (ja descrita no géndeperug.

4.10.1.1.1. ENSAIO QUALITATIVO DE COMPOSTOS FENOLICOS

A presenca/auséncia de compostos fendlicos fdiaaieade acordo com Matos (2001)
com modificacbes para placas de CCD. Foi prepaumada solucdo na concentracdo de 1
mg/mL para cada extrato e entdo 20 pL foi aplicado uma placa de CCD. Apods a
evaporacao completa do solvente, borrifou-se neaplana solucdo de cloreto férrico (FgCI
1%. A deteccdo de compostos fendlicos € observeldagparecimento de manchas escuras
de tom azulado sob o fundo amarelo.

Esse teste baseou-se na facilidade de oxidacacahogostos fendlicos, através da
adicdo de um oxidante (FefLla solucdo do extrato, o resultado € observaduovedrdo
escurecimento da solucéo do extrato. A cor dosyposdde oxidacao deve-se ao elevado grau

de conjugacéo (SIMOE& al., 2007).

4.10.1.1.2. QUANTIFICACAO DE FENOLICOS TOTAIS

Os extratos avaliados foram os obtidos em AcOME®H das cascas e folhas
das duas espécies. Os extratos obtidos em Hexorgio incluidos porque ndo apresentaram
manchas escuras no ensaio qualitativo.

O teor de compostos fendlicos totais foi determinattavés do reativo de Folin-
Ciocalteu, de acordo com Velioglu e colaboradod&98). A 0,2 mL de cada solucéo de
extrato bruto (concentracdo 1 mg/m MeOH) foramiadados 1,5 mL da solucdo de Folin-

Ciocalteu 10%, em agua deionizada. Apos 5 minwdgiionou-se 1,5 mL da solucdo de
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NaCO;s (60 g/L). O sistema foi agitado e em seguida dExam repouso por 90 minutos. As
absorbancias das solucdes foram determinadas esctedptometro, em comprimento de
onda de 725 nm. Como branco utilizou-se uma solpgéparada conforme descrito acima,
porém, sem a presenca da solucao de extrato.

Foi construida uma curva de calibracdo com solug@esdo de acido galico nas
concentracdes de 15 a 500 pg/mL, diluido em metgaoh comparacdo. Todos os testes
foram realizados em triplicata. O teor de fendlidotais foi determinado em mg de

equivalente de acido galico/g de extrato seco (WG/B do extrato seco).

4.10.1.2. TESTE DE SHINODA

O teste de Shinoda foi realizado de acordo cometdnlogia descrita por Matos
(2001). Preparou-se uma solucédo do extrato em Hi®ldoncentracdo de 1,0 mg/mL. Em
seguida aproximadamente 3 mL da solucao foi tradsf@ara tubos de ensaio e adicionou-se
alguns centigramas de magnésio granulado e 0,5emcidlo cloridrico (HCI) concentrado.
Aguardou-se o término da reacdo indicada pelo fanetervescéncia e observou-se por
comparacdo da mudanca na cor da solucdo do ex@atesultado positivo € observado
através do aparecimento ou intensificacdo de conelba, indicativo da presenca de anel
benzopirano (SIMOESt al, 2007) podendo portanto, extratos apresentaréaworfois,

flavanonas, flavanonois e/ou xantonas, livres as $eterosidios.
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4.10.1.3. ENSAIOS INDICATIVOS DE ATIVIDADE ANTIOXI DANTE

O ensaio de captura do radical livre DPR utilizado como indicativo de atividade
antioxidante dos extratos. Os testes foram realzagin duas etapas, a primeira etapa
consistiu em uma avaliagdo qualitativa dos extratesultando em uma pré-selecdo dos
extratos para a segunda etapa que consistiu naifiqpzepdio da atividade antioxidante desses

extratos.

4.10.1.3.1. CAPTURA DO RADICAL LIVRE DPPH- ENSAIO

QUALITATIVO

O ensaio qualitativo foi realizado segundo Salas e colaboradores (2000). As
solugdes dos extratos (20 pL), na concentracdo rdg/L, foram aplicadas em uma placa
de CCD. Apds a evaporacao completa do solventefdiosse na placa a solucdo do DPPH
na concentracdo de 0,3 mM. O resultado € avaliatio gparecimento de manchas amarela

sob o fundo purpura, indicando atividade do extrato

4.10.1.3.2. CAPTURA DO RADICAL LIVRE DPPH- ENSAIO

QUANTITATIVO

O ensaio indicativo de atividade antioxidante feemio radical livre DPPHfoi
realizado de acordo com Mensor e colaboradoreslj2060m algumas modificagbes para
microplaca.

Foram preparadas solucdes estoques dos extratpaddio (1 mg/mL) em metanol

grau HPLC e realizadas diluicdes sucessivas nariprépicroplaca. Entdo a cada poco,
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contendo 250 pL da solucdo metandlica do extratodderentes concentracfes, foram
adicionados 100 pL da solucdo de DPRH0,3 mM. As microplacas foram mantidas ao
abrigo da luz durante 30 minutos e apos o térmmgeatiodo de incubacdo as absorvancias
foram determinadas em espectrofotometro, em coneptionde onda de 517 nm. Além do
teste com a amostra foi realizado um branco (25@alsolucédo da amostra + 100 puL de
MeOH) e um controle (100 pL da solucdo de DPPHG |25 de MeOH). Todos os testes das
amostras foram realizados em triplicatas e o padtiéivado para a construcdo da curva de
calibracdo foi a quercetina.

Os valores das absorbancias foram convertidos exemagem de capacidade de
sequestro (%CS) usando a equacao da Figura 30 (@RNMSal, 2001; SOUSAet al, 2007;

VICENTINO et al, 2007):

%CS =100 — (Al{s amosta_— ADS  pranco ) x 100

Abs controle

(Equacéo 2)

Figura 30. Férmula para o célculo da porcentagem de inibiddiatividade antioxidante
(%CS). Onde Ahgosia € @ absorvancia da amostra (extrato ou padraod;..Ab é a
absorvancia do branco e ARs.oc€ a absorvancia do controle

Os valores de g (concentracdo necessaria para se obter 50% do af¢ioxidante
maximo estimada de 100%) foram calculados por ss@elinear, onde a abscissa representa
a concentracdo do extrato em teste e a ordenadadia de porcentagem da capacidade de
seglestro das triplicatas. Quanto maior o consumBRPH por uma amostra, menor sera o

valor do Cip e maior a sua atividade antioxidante.
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4.10.2. ENSAIOS BIOLOGICOS

4.10.2.1. ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os ensaios farmacolégicos de atividade antifungicantibacteriana (método de
diluicdo de caldo) foram realizados no Laborat@#oMicrobiologia Aplicada aos Produtos
Naturais e Sintéticos da Universidade Estadual deriga - UEM, Departamento de Analises
Clinicas, sob coordenacéo do Prof. Dr. Celso V.axaka.

Os ensaios de atividade antibacteriana pelo métladifusdo em agar foram
realizados no Laboratorio de Microbiologia da Fuéia Oswaldo Cruz Amazbnia
(FIOCRUZ), no Centro de Pesquisa Lebnidas e Maearne sob a coordenacao da Prof.2

Patricia Orlandi.

4.10.2.1.1. ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA- MET ODO DE

DIFUSAO EM AGAR (DISCO)

Os ensaios de atividade antibacteriana pelo méedtifusdo em agar (disco), foram
realizados de acordo com o método recomendado Natmnal Commitee for Clinical
Laboratory Standards§NCCLS, 2000) com algumas modificagbes. Os exdrdtwram

testados frente as espécies de bactérias citadcabeta 7.
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Tabela 7. Bactérias gram (+) e (-) utilizadas no ensaiatilédade bacteriana

Gram (+) Gram (-)

Bacillus cereus Escherichia coli
Bacillus liqui (isolado clinico) Pseudomonas aengga
Chromobacterium violaceum Salmonella choleaesuis

Staphylococcus aureus sensivel Shiguella flexneri

Staphylococcus aureus resistente

As bactérias foram previamente cultivadas em tubcenlsaio contendo meio de
culturaBrain Heart Infusion BrotHBHI) por 24 h a 37 °C. Ap0s o periodo de inculoagh
cultura bacteriana foi diluida em BHI para atingiequivaléncia de 0,5 segundo a escala de
McFarland (16 unidades formadoras de colénia [UFC]/mL).

As suspensdes bacterianas (3 mL) foram inoculatigsl@&cas de petri contendo meio
Muller Hinton. Em seguida, os discos de papéigeistéé mm) impregnados com 0s extratos,
Oleos essenciais, 0 controle positivo e negativanfiodepositados nos meios contendo o
in6culo e incubados em estufa a 37°C (Figura 3ppsA24h, as placas foram inspecionadas
quanto a presenca de zonas de inibicdo de crefom®s ensaios foram realizados em
duplicatas.

A preparacéo do disco com o extrato foi realizaolm a adicdo de 30 puL de extrato
na concentracdo de 80 mg/mL (ou seja, 2400 pg deateldisco). Os discos foram
transferidos para o 4gar na placa apenas aposragapacompleta do solvente. Para os 6leos
essenciais foram utilizados 5 pL do éleo puro. 6trobe positivo (antibidtico) utilizado para
as bactérias gram (+) foi a levofloxacina (Sen®fae para as bactérias gram (-) a
norfloxacina (DME®). O controle negativo consista 80 pL do solvente utilizado para

solubilizar a amostra (hex, AcCOEt e MeOH).
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[ °®
Figura 31. Etapas do Ensaio de atividade antibacterianaP¢aparacdo do meio de cultura; (B)
Inoculacao das bactérias; (C) Aplicacao dos discosieio de cultura.

4.10.2.1.2. ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA- MET ODO DE

DILUICAO EM CALDO

Os ensaios de atividade antibacteriana pelo métmaliluicdo em caldo foram
realizados de acordo com o método recomendado@ei@al and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2005a). A atividade antibacteriana dos &gt foi testada para as seguintes
espécies de bactériasscherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Stapbyglacs aureus
Bacillus subtilis

As bactérias foram previamente cultivadas em tubcesaio contendo meio de
cultura liquido Muller-Hinton (MH) por 24 h a 37°@pds o periodo de incubagédo, a cultura
bacteriana foi diluida em solucdo salina 0,9% patiagir a equivaléncia de 1,5¥10
células/mL, segundo a escala de McFarland, e emt&onova diluicdo de 1:10 foi feita em
meio de cultura. Desta ultima diluicdo bacterigha,L foi colocados em cada poc¢o da placa
de 96 pocos, jA contendo 100 pL de meio de culMkh juntamente com diferentes
concentragcbes da droga a ser testada (concentma@gfiona de 1000 pg/mL). A placa foi
entdo incubada por 24 h a 37°C. Os pocos onde gadribiu 0 crescimento bacteriano
(CIM) foram plaqueados em meio solido agar MH mheterminacéo de atividade bactericida

ou bacteriostatica ap6s mais 24 h de incubacéos Apgeriodo de incubacéo, a presenca de
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colénias indicara uma concentracdo bacteriost&@i@ auséncia de colonias indicara uma

concentracdo bactericida.

4.10.2.2. ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os ensaios de atividade antifungica foram realigad® acordo com os métodos
recomendados pel0linical and Laboratory Standards Institu€LSI, 2005b,c). A atividade
antifingica dos extratos foi testada para as seggpliaspécies de fungos leveduriformes:
Candida albicans, C. tropicalisC. parapsilosis

As leveduras foram previamente cultivadas em tulognsaio contendo meio de
cultura liquido Sabouraud por 24 h a 37°C. Apogigalo de incubacao, a cultura foi diluida
em solucao salina 0,9% para atingir a equivalédeid,5x16 células/mL, segundo a escala
de McFarland, e entdo uma nova diluicdo de 1:169feda em meio de cultura. Desta ultima
diluicdo, 5 pL foram colocados em cada poco daaptse 96 pocos, ja contendo 100 pL de
meio de cultura juntamente com diferentes conceddsda droga a ser testada (concentracéo
maxima de 1000 pug/mL). A placa foi entdo incubaoia48 h a 37°C. Os pocos onde a droga
inibiu o crescimento das leveduras (CIM) foram pkapos em meio sélido agar Sabouraud
para determinacéo de atividade fungicida ou fuaticst apds mais 48 h de incubacgéo. Apdos o
periodo de incubacdo, a presenca de colbnias mdio@ma concentracdo fungistatica e a

auséncia de colbnias indicara uma concentracaacidag

4.10.2.3. ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIPROTOZOARIA

A atividade antiprotozoaria foi determinada par# dliferentes tipos de protozoarios

parasitast. eishmania amazoneng@gente etioldgico da Leishmaniosélrgpanosoma cruzi
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(causador da Doenca de Chagas). Os ensaios fadgeod de atividade antileihsmania e
anti-trypanosoma cruzi foram realizados no Labomatdle Microbiologia Aplicada aos
Produtos Naturais e Sintéticos da Universidadedtsiale Maringa - UEM, Departamento de

Andlises Clinicas, sob coordenacao do Prof. Drs@®l Nakamura.

4.10.2.3.1. ENSAIO DE ATIVIDADE ANTILEIHSMANIA

O método utilizado foi a contagem direta dos ptaasem camara hemocinética
(neubauer) conforme descrito em Luize e colaboesd(#005).

As formas promastigotas foram previamente cultisa@gan garrafas plasticas
contendo meio de cultura Warren suplementado céhdésoro fetal bovino (SFB) por 48 h
a 25°C. Ap6s esse periodo, em uma placa de 24 pfmjasalizada a inoculagéo de 1%10
parasitas/mL em cada poc¢o, juntamente com meiocutfera e 10% de SFB, adicionado a
varias concentracfes da droga a ser testada nanttagdo maxima de 500 pg/mL, sendo 1
mL o volume final de cada poco. A placa foi incubger 72 h a 25°C e ao final do periodo
foi realizada a contagem dos parasitas em camafdedbauer, em microscépio optico. O

resultado foi representado pela concentracéo gioe increscimento do parasita em 50%.

4.10.2.3.2. ENSAIO DE ATIVIDADE ANTITRYPANOSOMA CRU ZI

O método utilizado foi da contagem direta dos pa@mem camara hemocinética
(neubauer) conforme descrito em Luize e colaboesd(#005).

As formas epimastigotas foram previamente cultigagta tubos de ensaio contendo
meio de cultura LIT (abreviacdo de “liver infusitgptose”) suplementado com 10% de soro

fetal bovino (SFB) por 96 h a 28°C. Ap0Os esse periem uma placa de 24 pocos, foi
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realizada a inoculacéo de 1XJfarasitas/mL em cada poco, juntamente com metlitiera

e 10% de SFB, adicionado a varias concentracdes ddagas a serem testadas na
concentracdo maxima de 500 pg/mL, sendo 1 mL onwelfinal de cada poco. A placa foi
incubada por 96 h a 28°C e ao final do periodadalizada a contagem dos parasitas em
camara de Neubauer, em microscoépio optico. O eekulfoi representado pela concentracao

que inibe o crescimento do parasita em 50%.

4.10.2.4. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM LINHAGENS DE

CELULAS TUMORAIS

Os ensaios de atividade antitumoral foram realizato Laboratério de Oncologia
Experimental (LOExp) da Universidade Federal dor&€BlFC) sob coordenacédo do Prof2.
Claudia Pessoa.

Os extratos brutos foram submetidos a engaiwitro contra trés linhagens de
células tumorais: células cancerigenas HCT8 (CamzeColon), MDA/MB-435 (Cancer de
Mama) e SKF-295 (Cancer do Sistema Nervoso Central)

A atividade antitumoral foi avaliada utilizando méb de analise colorimétrica
baseada na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-§i&z6tdifenil-2-H-brometo de tetrazolium
(MTT) em azul de formazam segundo o método de Magsstal (1983).

Resumidamente, o ensaio foi realizado da seguontest as células foram plaqueadas
na concentracdo de 0,1 x®1l/mL para as linhagens MDA/MB-435 e SF-295 010
cél/mL para a linhagem HCT-8. Em seguida foramiadadas as amostras na concentracéo
final de 50 pg/mL. As placas foram incubadas poh@tas em estufa a 5% de ££37°C.
Ao término deste, as mesmas foram centrifugadasabrenadante, removido. Em seguida,

adicionou-se 15@QL da solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e asgddoram incubadas por
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3h. A absorbancia foi lida apds dissolucdo do pido com 15QuL de DMSO puro em
espectrofotdmetro de placa a 595n@s resultados foram expressos em percentagem de

inibicdo do crescimento celular (IC%), calculadiiizendo o program&raphPad Prism



5. RESULTAL®E DISCUSSAO
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. COLETA DOS MATERIAIS VEGETAIS

As massas dos materiais vegetais da 1° e 2° cajgis secagem e trituragdo estdo

listadas na Tabela 8.

Tabela 8.Massas dos materiais vegetais ap0s secagemragéitu

E. duckena E. glabriflora
Parte
1° Coleta 2° Coleta 1° Coleta 2° Coleta
Folhas 223¢g 937¢g 4069 1.0549g
Talos - 109¢g - 110g
Cascas 4429 8839 1209 3629

Foram realizados extracédo de 6leos essenciai®itias da 1° e da 2° coleta e talos da
2° coleta. Os extratos das folhas e cascas foramdosbcom o material da 1° coleta.
Entretanto, o rendimento do extrato das cascds. dgabriflora foi baixo (Tabela 13) entéo
julgou-se necessario a extracao das cascas dae?d.c0s rendimentos dos 6leos essenciais

e extratos estdo mostrados na Tabela 9 (pag. Baheda 13 (pag. 105), respectivamente.

5.2. EXTRACAO E ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS

Foram extraidos 6leos essenciais das folhas (paneesegunda coleta) e dos talos
(somente segunda coleta). As massas dos matesgésais utilizados na extracdo, dos 6leos
essenciais e dos rendimentos estéo listados ndal@be

As extracdes dos Oleos essenciais das folhasE.daluckeanaforneceram os
rendimentos de 0,40% e 0,64% para a 1° e 2° calespectivamente. A extracdo do Oleo

essencial dos talos forneceu rendimento 0,10%. &less essenciais das folhas Ha
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glabriflora, obtive-se rendimentos de 0,49% e 0,16% para2t°celeta, respectivamente, € 0
rendimento dos talos foi de 0,42%. Portanto, odinreantos dos 0leos apresentaram variacao

para as diferentes partes da planta e tambémamnt@etas.

Tabela 9 Rendimento dos 6leos essenciais

Espécic Parte da M?sgal do Massa do 6leo  Rendimento
P planta/coleta material (9) (9) (%)
1° coleta 52,52 0,21 0,40

Folhas

E. duckeana 2° coleta 152,60 0,97 0,64
Talos 2° coleta 52,01 0,05 0,10
Folhas 1° coleta 53,35 0,26 0,49

E. glabriflora 2° coleta 151,80 0,24 0,16
Talos 2° coleta 50,50 0,21 0,42

Os oleos essenciais foram analisados por Cronaiagrm Fase Gasosa acoplado a
detectores de lonizacdo de Chama (CG-DIC) e decEspeetria de Massas (CG-EM) com o
objetivo de identificacdo dos constituintes do®8léAs ampliacbes dos cromatogramas estao
mostradas nas Figuras 33, 34 e 35.

Optou-se por diminuir a taxa de temperatura usedanalise dos 6leos da 1° coleta
que foi de 3 °C/min para 1,5 °C/min, na 2° cole@aptentar “abrir’ as areas dos
cromatogramas que estavam muito congestionadastar tdentificar mais compostos, pois
alguns picos ficaram muito proximos no cromatogral@arimeira coleta. Essa decisdo ndo
afeta os valores dos indices de retencéo, poisd®es de hidrocarbonetos foram injetados
na mesma programacao dos 0leos e uma vez que aEgap € realizada com esses padroes,
nao ha problema com a mudanca da taxa de variag@o,tanto que ela seja constante,
conforme a programacao utilizada.

Os cromatogramas dos Oleos #a duckeanaapresentaram perfis semelhantes,
variando as quantidades dos constituintes (FigByaC dleo essencial das folhas da primeira
coleta deE. duckeangd OF1Educk) apresentou 42 constituintes. Foi pessividentificacdo

de 81% da composicdo quimica percentual. Os coiméds majoritarios foram OEf-
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cariofileno (29,18%) e o germacreno D (11,87%).l€bGssencial das folhas da 2° coleta
(OF2Educk) apresentou 46 constituintes e 83,31%odgosicdo percentual foi identificada,
apresentando oEj-cariofileno (31,79%) e o Oxido de cariofileno (2%5%) como o0s

componentes majoritarios.

Figura 32. Estruturas dos constituintes majoritarios dos®lkessenciais de. duckeana(A)
(E)-cariofileno; (B) germacreno D e (C) 6xido de ofikeno

A principal diferenca da composicao quimica do®o®ldas folhas d&. duckeana
entre as coletas foi a variacdo na quantidade doageeno D e do 6xido de cariofileno. O
germacreno D, um dos constituintes em maior comagid no OF1Educk (11,87%),
apresentou apenas a area de 1,07% no OF2Educkid® d cariofileno esta presente no
OF1Educk na concentracdo de 7,69% e no OF2Educk éas constituintes majoritarios,
representando 25,74% da composicéo percentual.

A composi¢do quimica do 6leo essencial dos talog.dduckeana(OTEduck) foi
semelhante a composi¢édo da folhas, principalmese @ OF1Educk. Foram detectados 41
constituintes, sendo d)-cariofileno (34,47%) e o germacreno D (25,86%)cosstituintes
majoritarios. Os indices de retencao (IR) e asgmtagens dos constituintes identificados nos

Oleosessenciais estao listados na Tabela 12.
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Figura 33. Ampliacdo dos cromatogramas de ions totais dessdékssenciais dé. duckeana(A) 6leo
essencial dos talos da 2° coleta; (B) 6leo dasifotta 1° coleta e (C) 6leo das folhas da 2° coleta
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Os cromatogramas dos Oleos essenciais Edeglabriflora apresentaram perfis
diferentes, principalmente no que diz respeito @stas. Nos 0Oleos essenciais das folhas
(OF2Eglab) e dos talos (OTEglab) da 2° coleta obserse perfis semelhantes entre si e
diferentes do Oleo essencial das folhas da 1° ao{€@FlEglab). Essa diferenca na
composicao pode ser justificada pela coleta do nmhtem diferentes espécimes, além de
épocas diferentes.

O dleo essencial das folhas da 1° colet&dglabriflora (OF1Eglab) apresentou 37
constituintes, sendo que 74,26% da composicdo qaimpercentual foi identificada. A
ampliacdo do cromatograma de ions totais esta &xpws Figura 34. Os constituintes
majoritarios foram o H)-cariofileno (14,70%) e o germacreno D (11,85%Mrté&hto,

semelhante a composicao dos 6leok dduckeana

(E)-cariofilenc

Tempo de retencdo (m

Figura 34. Ampliagdo do cromatograma de ions totais do &sercial das folhas da 1°
coleta deE. glabriflora

A composi¢ao quimica dos 6leos essenciais daad@ibF2Eglab) e talos (OTEglab)

da 2° coleta dé&. glabriflora, mostraram-se semelhantes e varios constituipiesentaram
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0S mesmos indices e 0os mesmos padrbes de frag@entaclusive os constituintes
majoritarios. Os cromatogramas podem ser observa&ggura 35.

O OF2Eglab apresentou 46 constituintes e apen@8%6da composicdo quimica
foi identificada. No OTEglab foi detectado 41 camgtites e apenas 26,47% da composi¢cao
quimica foi identificada. Os valores de IR calcold os espectros de massas nao foram

suficientes para identificar os constituintes nigops, por isso 0 baixo valor na

identificacdo dos constituintes.

germacreno D

IR1457 | IR 1679

(E)-cariofileno

\ neofitadieno

kaureno |
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T T e T T T T
o E T 0 SO -] T E-2] oo e
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IR 1457 | IR 1679
\ | /

\\ ] /

N\ L
(E)-cariofileno “
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T T T
e =0
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Figura 35. Ampliacdo dos cromatogramas de ions totais dasd@ssenciais
das folhas (A) e talos (B) da glabriflora coletada em 2009 (2° coleta)
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O constituinte cujo IR foi de 1457 apresentou @ed?2,51% nos 6leos das folhas e

11,89% nos talos. O espectro de massas desse domploservado na Tabela 10, revela o

seguinte padrdo de fragmentacdo: m/z (intensidadéva) M* 204(35), 119(100); 161(55);

93(92); 69(79), 105(50), 41(47), 133(35), 77(35).

O constituinte de IR 1679 possui area de 23,80%allaas e 22,98% nos talos. Esse

constituinte apresenta fragmentos de razdo m/engidade relativa): M204(8), 189(40),

161(52), 121(68), 107(67), 93(100), 81(68), 67(52).

Tabela 1Q Espectros de massas dos constituintes majostaéo identificados nos 6leos essenciais das
folhas (OF2Eglab) e talos (OTEglab) Baglabriflora coletada em 2009 (2° coleta)
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O oleo essencial OF2Eglab apresentou trés pieoempo de retencdo acima do

esperado para sesquiterpenos, na area de diterpdm$oi possivel calcular o IR porque os

padrbes utilizados foram de no maximo 20 carbopmsém esses picos apresentaram

espectros de massas com similaridade igual a 99%sobstancias propostas pela biblioteca
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Wiley, e foi por comparacdo com o padrao de fragaggio proposta pela espectroteca que 0s
dois constituintes foram identificados.

A substancia de tempo de retencdo 87,0 min e @ulréip de fragmentacdo m/z (int.
rel.): M™ 272(49), 257(100), 229(60), 105(70), 91(90) fointicada como o diterpeno
caureno.

O constituinte de tempo de retencdo de 92,3 minidentificado como sendo o
diterpeno linear neofitadieno, baseado na simgaléddo padrdo de fragmentacéo: m/z 278

(M™) (11), 123(76), 96(96), pico base de m/z 82 (168}83), 57(76) e 43(76).

Tabela 11 Diterpenos identificados no éleo essencial d#safodaE. glabriflora (OF2Eglab) coletada
em 2009 (2° coleta)
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Tabela 12 Composi¢do quimica percentual do 6leo esseneialfdihas (1° e 2° coleta) e talos He
duckeanee E. glabriflora

Percentual (%)
IR Constituinte E. duckeana E. glabriflora
F1 F2 T F1 F2 T

1335 d-elemeno 0,72 0,66 0,68 - 0,32 0,30
1345 a-cubebeno 0,57 0,52 0,75 6,58 - -
1369 ciclosativeno 1,30 1,24 0,39 - - -
1373 a-ylageno 0,56 0,70 0,41 - - -
1374 o -copaeno 3,26 3,60 3,03 2,97 0,29 0,33
1387 B-cubebeno - 0,47 0,50 3,45 - -
1389 B-elemeno 2,99 3,96 2,45 - 1,72 1,53
1409 a-gurjuneno 0,51 - - 5,13 - -
1410 o -cedreno - - - - 2,25 2,15
1417 E)-cariofileno 29,18 31,79 34,47 14,70 6,45 7,08
1431 y-elemeno - 1,35 1,86 - 0,14 -
1432 a -bergamoteno - - 1,37 - 4,87 5,07
1437 a-guaieno - - - 0,29 0,19 -
1439 aromadendreno - - - 1,55 1,70 1,50
1452 a-humuleno 3,40 4,42 3,89 2,08 0,93 1,043
1457 n.i. - - - - 12,51 11,89
1458 alloaromadendreno 0,46 - 0,41 0,95 - -
1483 a-amorfeno 1,88 - - - - -
1484 germacreno D 11,87 1,07 25,8 11,85 5,47 5,81
1489 B-selineno 2,52 3,27 3,58 4,23 1,75 1,68
1492 d-selineno - - 1,30 - - -
1498 a-selineno - - - - - -
1496 valenceno - 1,68 - 5,51 - -
1500 biciclogermacreno - - - 1,86 - -
1500 o-muuroleno 1,26 1,08 0,74 0,75 - -
1522 d-cadineno 5,22 - 3,27 6,65 - -
1537 a-cadineno - - 0,15 - - -
1559 germacreno B 5,50 1,76 3,22 - - -
1567 palustrol - - - 0,46 - -
1577 espatulenol 0,88 - - - - -
1582 6xido de cariofileno 7,69 25,74 - - - -
1602 ledol - - - 1,29 - -
1600 cedrol - - - 1,50 - -
1615 6xido de humuleno 0,97 - - - - -
1652 a-cadinol - - - 0,77 - -
1644 a-muurolol - - - 1,70 - -
1679 n.i. - - - - 23,80 22,98

TOTAL 80,75 83,31 88,32 74,26 26,08 26,47

IR: Indice de retencad:1: folhas da 1° coleta (2008¥2: folhas da 2° coleta (2009; talos (2° coleta).i.:
constituinte nao identificado
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5.3. OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Os extratos brutos foram obtidos por maceracaacassas e folhas das espéciekde
duckeanae E. glabriflora com solvente em ordem crescente de polaridadenieiex),

acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH). Os neradlitos (%) dos extratos estéo listados

na Tabela 13.

Tabela 13 Massas e rendimentos (%) dos extratos brutos endteriais vegetais

Hex AcOEt MeOH
Espécie Parte da planta (g)
Extrato Extrato Extrato
% % %
(9) 9 9)
Folhas (171) 6,2 3,6 55 3,2 2,70 1,6
E. duckeana
Cascas (442) 0,6 0,1 7,2 1,6 44,3 10,0
Folhas (353) 6,9 4,0 11,0 6,4 16,1 9,4
E. glabriflora Cascasl (120) 0,3 0,2 15 1,2 9,3 7,8
Cascas2 (362) 1,0 0,2 59 1,6 17,9 50

As folhas deE. glabriflora forneceram extratos com maiores rendimentos gue 0
obtidos das folhas dE&. duckeana O menor rendimento dos extratos das folhafEda
glabriflora foi de 4,0% e o maior de 9,4% para os extratosgdabtem Hex e MeOH,
respectivamente. Enquanto que para as folh& dackeana menor foi de 1,6% e o maior
de 3,6% para os extratos obtidos em MeOH e AcfeEpectivamente. Com base nos valores
dos rendimentos pode-se indicar que as folhas Edaglabriflora sdo constituidas
principalmente por compostos de alta polaridadguanto que as folhas &a duckeanaéao
constituidas principalmente por compostos de baixedia polaridade.

O menor e o maior rendimento apresentado peloatestdas cascas & duckena
foram 0,6 e 10% para os extratos obtidos em H&e®H, respectivamente e 0os das cascas

da E. glabriflora apresentaram rendimentos de 0,3 a 7,8% para Heke®H,
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respectivamente. Esses valores indicam que asscdscambas as espécies sdo constituidas
principalmente por substancias de alta polaridaedd os maiores rendimentos terem sido

obtidos nos extratos metandlicos.

5.4. ENSAIOS QUIMICOS

5.4.1. ENSAIO QUALITATIVO DE COMPOSTOS FENOLICOS

Os extratos foram avaliados quanto a presencaodpastos fendlicos através da
aplicacdo dos extratos brutos em cromatoplacasidimente ndo-eluidas) e seguidos de
aplicacdo da solucéo de cloreto férrico. A presatgzaompostos fendlicos é sinalizada pelo
aparecimento de manchas escuras no local de a@@ichs extratos. Os solventes utilizados
para solubilizar os extratos também foram aplicagsplaca de CCD para se verificar a
presenca de alguma interferéncia do solvente nitaes.

Observou-se que os extratos hexanicos das fdlHa® (das cascas (cH) de ambas as
espécies nao apresentaram manchas escuras, irali@asaséncia de compostos fendlicos,
por isso ndo foram realizados quantificacdo dospostos fendlicos desses extratos. Todos
0S outros extratos apresentaram escurecimentonass lde aplicacdo (Figura 36). Portanto,
foram selecionados para a quantificacdo de fersliotais os extratos das folhas e cascas

obtidos em AcOEt e MeOH de ambas espécies.
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E. glabriflora

Figura 36. Resultado do ensaio qualitativo da presenca opastos fendlicos em
CCD utilizando FeGl fH: extrato das folhas obtido em hexano; fA: atdrdas
folhas obtido em AcOEt; fM:extrato das folhas dbtem MeOH; cH: extrato das
cascas obtido em hexano; cA: extrato das casdatoalm acetato de etila; cM:
extrato das cascas obtido em metanol; P: paddido(galico), nas concentragao
de 1, 0,5 e 0,25 mg/mL; MeOH e Hex foram os sokenttilizados para
solubilizar os extratos

Para os extratos obtidos em AcCOEt (cascas e folf@s)ealizado também o
procedimento de eluicdo da cromatoplaca antes tleagfo da solucdo de FeClAs
cromatoplacas dos extratos obtidos em acetatoildef@tam desenvolvidas com o eluente
CHCIs/MeOH (4:1). Observou-se que ha principalmente dsasstancias distintas que
contribuem para a atividade desses extratos, coostrado na Figura 37. No extrato Ha
duckeangd) € a substancia de ®41 e né&. glabriflora (g) € a substancia de 54 (Figura

37-A).

R:0,54
R:0,41

3
i
|
\

Figura 37. CCD dos extratos obtidos em acetato de etilacdasasA) e folhas
(B) deE. duckeangd) e E. glabriflora (g). Eluente: CHG/MeOH 4:1 (cascas) e
Hex/CHCE/MeOH 2:3:0,5 (folhas). Revelador: solucdo de keCl

Para os extratos das folhas, observaram-se algumashas esverdeadas, porém,
essas mesmas manchas eram observadas antes @gdaplio revelador, entdo nao foi

possivel saber se a coloragédo esverdeada é proteenigenas da coloracdo do extrato ou se
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0s compostos fenolicos estdo “mascarados” poradseacao (Figura 37-B), por isso, foram
realizadas quantificacbes desses extratos. O pmentb de eluicdo das cromatoplacas nao
foi realizado para os extratos obtido em hexangymos mesmos nao apresentaram manchas

escuras na cromatoplaca ndo-eluida, e nem pardrasos obtido em metanol porque néao se

encontrou um eluente apropriado.

5.4.2. QUANTIFICACAO DE FENOLICOS TOTAIS

A curva de calibracdo (Figura 38) foi construidpaatir de uma solucdo de acido
galico (15 - 500 pg/mL) diluida em MeOH de grau IEPIA equacdo da curva de calibracéo
foi y=0,0057x + 0,0042, onde x é a concentracaadido galico e y é a absorvancia medida a

750 nm e o coeficiente de correlacad)(®i 0,9998.

3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

(nm)

y =0,0057x+0,0042
R? = 0,9998

Absorbancia

0 100 200 300 400 500 600

Concentracdo (ug/mL)

Figura 38. Curva de calibracédo (padréo) para o teor de ifersl
totais

O resultado da quantificacdo de fendlicos tot@igkpresso em equivalente de acido

galico por grama do extrato seco (mg EAG/g do &}raesultados apresentados na Tabela

14.
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Tabela 14.Resultados da quantificacéo de fendlicos totais

L . Parte Fenolicos totais
Especie iilizada SRR (MGEAG/g do extrato +DP)
EAFEduck 32,82+1,60
Folhas
Eperua EMFEduck 36,75+0,53
duckeana EACEduck 275,54+9,16
Cascas
EMCEduck 287,62+7,20
Folhas EAFEglab 57,57+3,10
Eperua EMFEglab 46,54+1,18
glabriflora EACEglab 242,7615,77
Cascas
EMCEglab 223,0045,47

EAG: Equivalente de Acido Galico; DP: Desvio Padra

O maior conteudo fendlico foi observado para sagatobtido em MeOH das cascas
de E. duckeana EMCEduck (287,62+7,20 mg EAG/g de extrato). E enor contetudo
fendlico para o extrato das folhas obtidos em Ac@d. duckeanaEAFEduck, (32,82+1,60
mg EAG/g de extrato). Em geral, os extratos dasasagpresentaram seis vezes mais

conteudo fendlico que os extratos das folhas (Bi§9).

E duckeana E glabriflora
. 350
-uco 300 - AcOEt MeOH
g 25 | ACOEL reom
%E’o 200 | Extratos.
=3
88 B B Fohas
8 £ 100
2 ACOE
g% 5 AcOEt MeCH MeDH B Cascas
(]
£ Extratos brutos
(%)

Figura 39. Comparativo dos contetudos fendlicos dos extrbtosos das folhas e cascas Ha
duckeanee E. glabriflora

5.4.3. TESTE DE SHINODA

O teste de Shinoda indicou que os compostos fmwpiresentes nos extratos obtidos
em AcOEt e em MeOH das cascas de ambas as esprdesn ser substancias contendo um

nacleo benzopirona, tais como os flavonaéis, flaydlaaanondis e xantonas (MATOS, 2001;
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FALKENBERG et al, 2007). A Figura 40 mostra a coloracdo das sekicibs extratos antes

da aplicacao do reagente e o desenvolvimento deecorelha depois da aplicacéo.

ANTES EPOIS

ANTES DEPOIS

Figura 40. Resultado do teste de Shinoda (indicativo da emgs de
flavondides). Solucdo dos extratos antes da a@licalp reagente e depois da
aplicagéo. (A) EACEduck; (B) EMCEduck; (C) EACEglal{D) EMCEglab

5.4.4. ENSAIO INDICATIVO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.4.4.1. ENSAIO QUALITATIVO DA CAPTURA DO RADICAL LIVRE

DPPH'

hY

Os extratos foram avaliados quanto a capacidaqgéestadora de radicais livres
através da aplicacdo do extrato bruto em cromataplaicialmente ndo-eluida, seguido de
aplicacdo da solucdo do radical livre DPPK resultado positivo foi avaliado pelo
surgimento de manchas claras (amarelo a branca) fotdo parpura, resultantes da redugéo
do DPPH (Figura 41). Os solventes utilizados pahabdizacdo dos extratos foram aplicados

nas cromatoplacas para se verificar a presenclga®a interferéncia no resultado.
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E. glabriflora

Figura 41. Resultado do ensaio qualitativo de captura dizah®PPH em CCD.
fH: extrato das folhas obtido em hexano; fA: extrdas folhas obtido em AcOEt;
fM: extrato das folhas obtido em MeOH; cH: extratas cascas obtido em
hexano; cA: extrato das cascas obtido em acetattild; cM: extrato das cascas
obtido em metanol; P: padrdo(quercetina), nas extnacdo de 1, 0,5 e 0,25
mg/mL; MeOH e Hex foram os solventes utilizadosaolubilizar os extratos

O extrato das folhas dé. duckeanaobtido em hexano (fH) foi o Unico que néo
apresentou nenhuma atividade frente ao radical DRid foi observado halo de coloracéo
amarelada) e os extratos obtidos em hexano daascdsE. duckeandcH) eE. glabriflora
(cH) e das folhas dE. glabriflora (fH) apresentaram pouca atividade antioxidantendaa
comparada com o padrdo quercetina, portanto essegtrdtos ndo foram analisados
gquantitativamente. Entéo, os extratos selecionfmtasn os obtidos em AcOEt e em MeOH
das cascas e folhas de ambas as espécies.

Os extratos obtidos em hexano e em acetato de fetium eluidos para se tentar
localizar as substancias que deram origem as msuacharelas. Para os extratos obtidos em
metanol, ndo se realizou a eluicdo porque ndosm&ou um eluente apropriado.

Os extratos das cascas obtidos em hexano foraidosllem Hex/AcOEt 8:2 e
apresentaram o mesmo perfil. A mancha g6,B4 foi a principal responsavel pela atividade
do extrato. Os extratos obtido em acetato de fetilem eluidos em CHE@MeOH 4:1 e apos
aplicacdo da solucdo de DPPHs cromatoplacas apresentaram manchas e rastopse

significa que varias substancias sao responsagkisafividade nesses extratos (Figura 42).
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R: 0,54

Figura 42. CCD dos extratos brutos Figura 43. CCD dos extratos brutos
das cascas obtidos em hexahieX) e das folhas obtidos em hexaridek) e
acetato de etila AcOEt) revelados acetato de etila AcOEt) revelados
com solucdo de DPPHEspéciesd: E. com solucdo de DPPHEspéciesd: E.
duckeanee g: E. glabriflora. Eluentes: duckeanee g: E. glabriflora. Eluentes:
Hex/AcOEt 8:2 (para 0s extratos Hex/AcOEt 8:2 (para o0s extratos
obtidos em Hex) e CHgMeOH 4:1 obtidos em Hex) e CHgMeOH 4:1
(para os extratos obtidos em AcOEt) (para os extratos obtidos em AcOEt)

Os extratos das folhas obtidos em hexano foramdadiem Hex/&O 6:4 (Figura 43).

O extrato deE. glabriflora apresentou trés manchas amareladas;dg9R, 0,52 e 0,79. O
extrato das folhas dE. duckeanan&o apresentou nenhuma mancha, mesmo resultado da
cromatoplaca né&o-eluida. Os extratos obtidos entatacede etila foram eluidos em
Hex/CHCB/MeOH 2:3:0,5 e apés aplicacdo da solucdo de DPRB cromatoplacas
apresentaram manchas esverdeadas e nenhuma avndoedenca, o que sugere que a mancha
mostrada na cromatoplaca nao-eluida é provenieateotbracdo do extrato e ndo uma
atividade, podendo ser um falso-positivo. Apesassali o extrato foi analisado

guantitativamente, pois, a coloracao a esverdeadria mascarar a cor amarela do resultado

positivo.
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5.4.4.2. ENSAIO QUANTITATIVO DA CAPTURA DO RADICAL LIVRE

DPPH'

Os resultados do ensaio de atividade frente doaldd/re DPPH foram expressos em
Clso, concentracgao inibitéria de 50% da atividade. &dd, quanto menor for o valor desg; |

maior € a atividade antioxidante. Os resultadd@estpressos na Tabela 15.

Tabela 15 Resultados do ensaio quantitativo de capturadical DPPH

- Parte Clsg
Sapsee utilizada SV (ug/mL+DP)
EAFEduck > 500
Folhas
Eperua EMFEduck 217,92+4,25
duckeana EACEduck 17,78 + 0,15
Cascas
EMCEduck 13,10+ 0,15
Folhas EAFEglab > 500
Eperua EMFEglab 128,8+1,99
glabriflora Cascas EACEglab 16,05+0,79
EMCEglab 10,52+0,24
Padrao Quercetina 3,7+0,04

Clsg: concentracéo inibitéria de 50% do maximo da calsae de sequestro

Os extratos das folhas obtidos em acetato de @WdEduck e EAFEglab) néo
apresentaram atividade antioxidante significatvgy> 500 pg/mL) quando comparada com
o padrdo quercetina (§l= 3,7 pg/mL) e os extratos obtidos em metanol (EM&E e
EMFEduck) apresentaram pouca atividade,{€1217,92 e 128,8 pug/mL, respectivamente).
Em contrapartida, os extratos das cascas de amsbaspacies apresentaram alta atividade

antioxidante. O melhor resultado foi apresentadin pxtrato EMCEglab (G = 10,52

pg/mL).
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5.4.4.3. COMPOSTOS FENOLICOS VS. CAPTURA DO RADICAL
DPPH’

O extrato que apresentou a maior captura do rabieBH (EMCEglab) néao foi o que
apresentou o maior conteudo de compostos feniECEduck). Entéo, foi realizada uma
correlacdo entre os testes para avaliar a relagie @ captura do radical livie DPPél o
conteudo de compostos fendlicos nos extratos (&iddy.

A correlacdo entre a captura do DPRHa quantificacdo de compostos fendlicos
apresentou um coeficiente dé=R0,8682, indicando que 87% da atividade antioxieldai
relacionada com a presenca dos compostos fendlieoseja, 0s compostos fendlicos ndo sao

as unicas substancias que contribuem para a atev@latioxidante do extrato.

250
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j ]
s y=-0,7116x+ 199,26
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< 150 RZ=0,8682
= &2
R
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<
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3 4 5.
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Figura 44. Gréfico de correlagdo entre fendis totais e ddigle de captura do DPPtbs

extratos brutos. (1) EMFEduck; (2) EMFEglab; (3) EEglab; (4) EACEglab; (5)

EACEduck; (6) EMCEduck

Portanto, pode-se sugerir duas raz6es para dag@oeobservada, um delas seria a

presenca de outras substancias, que nao as fend@asribuindo na atividade antioxidante e
a outra razdo poderia ser atribuida aos diferemtédos utilizados para avaliagcdo da
atividade, o primeiro ensaio € baseado na captiradical livre (Método utilizando DPPH
e 0 outro na complexacao de ions metalicos (Méthitipando reagente de Folin-Ciocalteu).

Isso pode ter contribuindo para a correlacdo eradat uma vez que os antioxidantes agem

por meio de diferentes mecanismos (OLIVEIR#al, 2009).
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5.5. ENSAIOS BIOLOGICOS

5.5.1. ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram dlesl em atividade
antibacteriana e antifungica. Na literatura nastexum consenso sobre o nivel de inibicdo
aceitavel para produtos naturais quando comparados 0s antibioticos padrdes, alguns
autores consideram somente resultados similares daosntibidticos, enquanto outros
consideram como bom potencial somente aqueles omis e inibicdo superiores.

Os resultados obtidos no presente trabalho foraatiag@o de acordo com o proposto
por Santos e colaboradores (2008a). Os autoresdeoss como atividade significativa o
extrato que apresenta CIM menor que U@0mL; moderada quando o CIM for entre 100 a
500 ug/mL; atividade fraca quando os valores de CIMvestim entre 500 e 10Q@y/mL e

inativos quando maior que 100@/mL.

5.5.1.1. ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA - METOD O DE

DIFUSAO EM AGAR (DISCO)

A avaliacdo da atividade antibacteriana foi real& por dois diferentes métodos:
difusdo em agar através de disco e diluicdo enodalthcentracdo da minima inibitoria).

No ensaio de atividade antimicrobiana pelo métoglaitlsdo em disco, os extratos
das folhas e cascas e os 0leos essenciais das fothen avaliados contra as bactérias gram-
positivas: S. aureussensivel e resistente a antibidtidéecillus cereus Chromobacterium

violaceum, Bacilus liqu{isolado clinico) e gram-negativasscherichia coliETEC, EHEC,
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EPEC, EAEC, DAEC) Staphylococus choleraespiBseudomonas aeruginosaShiguella
flexneri

Os extratos apresentaram trés diferentes tipogedeltados: o primeiro grupo,
constituido pela maioria dos extratos, nao apresehalos de inibicdo (exemplo na Figura
45-A e B); o segundo grupo apresentou halos ligerde maiores que o disco (0,6 cm)
variando de 0,7 a 1,1 cm (exemplo na Figura 45-O)econsiderados fracos quando
comparados com o padrao (2,5 a 3,5 cm dependendviato-organismo); e o terceiro e
altimo grupo de extratos apresentou halos ndo imée e nédo tao eficientes quanto o
antibidtico, mas que merecem atencao (exemplo g di5- E e F). Os resultados de todos

0s extratos e 6leos analisados estdo mostradosh®dall6.

Figura 45. Ensaios de atividade antibacteriana (método fisab de disco). Bactérias testadas:
(A) S. flexner; (B) E. coli; (C) S. aureus(D) e E) C. violaceune (F) E. coliEPEC
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Os extratos obtidos em acetato de etila (EACEdiEAFEduck, EACEglab e
EAFEglab) foram inativos contra todas as cepasisatas, exceto o EACEduck que
apresentou um pequeno halo de inibicdo contratédmgram-positivés. aureusensivel.

Os extratos obtidos em metanol (EMCEduck, EMFEd&EMCEglab e EMFEgIab)
também foram inativos, exceto EMCEducERICEglab que apresentaram atividades fracas
contraS. aureusresistente é. cereus respectivamente. O extrato EMFEduck apresentou
halos de limites n&o uniformes contra a bact@rigiolaceum

As bactériasP.aeruginosa,S. flexneri S. choleraesui® E coli EHEC nao foram
inibidas pelos extratos obtidos em hexano (EHCEdHEK-Educk, EHCEglab e EHFEglab),
entretanto a bactéri&. aureussensivel apresentou uma fraca inibicdo pelos testra
EHCEduck, EHFEduck e EHFEglab. E a bactéiaaureusresistente apresentou fraca
inibicdo pelos extratos EHCEduck, EHCEglab e EHBRg|

As bactérias gram-positiv€.violaceume gram-negativag. coli (ETEC, EPEC,
DAEC e EAEC) apresentaram um tipo de interacdafiéds caracteristicas. Os aspectos dos
halos de inibicdo foram distintos dos apresentgoel®s padrdes utilizados, conforme
apresentado na Figura 45-E e F, aparentementatrasos impediram que apenas uma parte
da populacdo bacteriana se proliferasse. Os estfaBCEduck, EHCEglab e EHFEglab
mostraram esse tipo de halo de inibicdo contraaathbasC violaceume E. coli (DAEC e
EAEC). Além dos extratos EHCEduck e EHCEglab comisabactériagk. coli (ETEC e
EPEC).

No caso dos O6leos essenciais, apenas 3 cepas daéridsa C. violaceum
P.aeruginosag S. aureusresistente) foram avaliadas devido a pequena igiaaiet de 6leo
disponivel. Os resultados indicam que nenhum dassd@bi capaz de inibir o crescimento das

bactérias testadas.
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No trabalho de Nascimento e colaboradores (200Tgr&cionado que testes de difusdo
em agar ndo sdo os mais adequados para Oleos iassen@or analogia também nao sao
adequados para extratos apolares, pois os teswdifud@o sdo padronizados para condi¢des
hidrofilicas, sendo mais apropriados, entéo, patstancias com esse carater. Os extratos
hexéanicos e 0leos essenciais sdo de naturezadbdrafe essa caracteristica impede a difuséo
uniforme destas substancias através do meio camtégar. Apesar disso, esse teste ainda
continua sendo amplamente utilizado por diversdsras para esses materiais (AGUIAR
al., 2008; FERRONATTCet al, 2007; ARAUJOet al, 2009). De fato, foi observada a
difusdo dos extratos mais polares (por exemplajrgig3-A), porém a visualizacdo s6 pbde
ser acompanhada porque 0s extratos metandlicosgmssores mais escuras (marrom) que

0s hexanicos (amarelo).

5.5.1.2. ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA- METODO DE
DILUICAO DE CALDO (CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA-

CIM)

Os extratos avaliados quanto a atividade antibaciermpelo método da diluicdo em
caldo foram: EHCEglab, EHCEduck, EACEglab e EACHEdU@s extratos foram testados
contra as seguintes bactériBs:aeruginosak. coli, S.aureusB. subtilis Apenas dB. subtilis
nao tinha sido avaliado pelo método de difusa ear. &y Tabela 17 mostra os valores de
CIM encontrado para os extratos analisados.

Os resultados indicam que o extrato obtido em hextas cascas de. glabriflora
(EHCEglab) apresentou atividade antibacterianaifgigtiva contra a bactéria gram-positiva
Bacillus subtiliscom CIM igual a 62,5 pg/mL e foi inativa para @stantes dos cepas

testadas (CIM maior que 1000 pg/mL).
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Os extratos obtidos em acetato de etila (EACEgIBBEEduck) apresentaram fraca
atividade contra a bactéria gram-positBeacillus subtiliscom CIM igual a 1000 pug/mL e foi
inativo para as outras cepas.

As bactérias gram-negativBs aeruginosee E. coli e a gram —positive. aureusnao
foram inibidas por nenhum dos extratos testadod/(@Glaior que 1000ug/mL). Esse
resultado concorda com o resultado encontradogte t& difusdo em agar para esses micro-

organismos, onde a avaliagao foi realizada a 240@e extrato/disco.

Tabela 17.Resultados da atividade antibacteriana (métodildigdo de caldo) expressa em pg/mL

Concentrac¢ao Inibitéria Minima (ug/mL)

Amostras

P. aeruginosa E. coli S. aureus B. subtillis
EHCEglab >1000 >1000 >1000 62,5
EHCEduck >1000 >1000 >1000 >1000
EACEglab >1000 >1000 >1000 1000
EACEduck >1000 >1000 >1000 1000

5.5.2. ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os extratos avaliados quanto a atividade antifisngelo método da diluicdo em caldo
foram: EHCEglab, EHCEduck, EACEglab e EACEduOk. extratos foram testados contra as
seguintes levedurasC. tropicalis C. albicanse C. parapsilosis

Os extratos das cascas obtidos em hexano (EHCEgEHCEduck) foram inativos
contra todas as leveduras testadas (CIM maior Q0@ fig/mL).

Os extratos EACEglab e EACEduck foram inativostiaas leveduraS. albicansC.
parapsilosis(CIM maior que 1000 pg/mL) e fracamente ativosti@nC. tropicalis (CIM
igual a 1000 pg/mL).

Com base nos resultados obtidos, apesar de pmaliesi, para atividade

antimicrobiana foi possivel demonstrar que os &xdralas cascas e folhas das espédeies
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glabriflora e E. duckeanando apresentam atividades significativas corgfaaatérias (exceto
B.subtilig e os fungos testados. Embora a literatura indggueealgumas espécies do género

Eperuasdo usadas como antimicrobianos (VEIGA-JUNIOR BIRD, 2002).

Tabela 18. Resultados da atividade antifiungica (método deigdib de caldo)
expressa em pg/mL

Concentragao Inibitéria Minima (ug/mL)

Amostras

C. tropicalis C. albicans C. parapsilosis
EHCEglab >1000 >1000 >1000
EHCEduck >1000 >1000 >1000
EACEglab 1000 >1000 >1000
EACEduck 1000 >1000 >1000

5.5.2. ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIPROTOZOARIA

Os extratos avaliados quanto a atividade antipodtioa foram: EHCEglab,
EHCEduck, EACEglab e EACEduclOs extratos foram testados contra os protozoarios:
Trypanosoma cruzia forma epimastigotalesishmania amazonensia forma promastigota.

Na Tabela 19 estdo apresentados os resultadoatigi@mades antiprotozoarias dos
extratos. Observa-se que o0s extratos ndo apresentatividade significativa quando
comparada com o padrédo anfotericina Bs¢©l05 pg/mL), porém é importante ressaltar que
extratos obtidos em hexano de ambas as espécigSE@t&b e EHCEduck) apresentaram
algum tipo de atividade contra os dois parasitasnda, 0 protozoarid@. cruzi mostrou-se
mais suscetivelaos extratos obtidos em hexano quk.@mazonensisipresentando 6l

menores.
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Tabela 19.Resultados da atividade antiparasitaria expressa
em Chko (Hg/mL)

Parasitas
Amostras Trypanosoma  Leishmania
cruzi amazonensis

EHCEglab 140 200

EHCEduck 250 300

EACEglab >500 >500

EACEduck 500 >500
Anfotericina B - 0,05%

Clsg: concentracdo (em pg/mL) que inibe o crescimesto d
50% dos parasitas em relagdo ao controle. (a) SANAO
al. 2008b

5.5.3. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM LINHAGENS DE CEL ULAS

TUMORAIS

Os extratos obtidos em hexano, acetato de etiaetanol das cascas e folhas e os
Oleos essenciais das folhas e talosEdaduckeanae E. glabriflora foram enviados para
avaliacdo da atividade citotdéxica em linhagens élelas tumorais e os resultados foram
expressos em porcentagem de inibicdo de crescinuetitar (IC%). Os valores de IC%
foram comparados com a tabela abaixo para seocasrdi toxicidade do extrato. Se o extrato
apresentar pelo menos para 2 linhagens de célutawais valores maiores que 90% significa

gue o extrato tem potencial atividade citotoxiceapehagens de células tumorais.

RESULTADO

1IC% Citotoxicidade

>90% Elevada

<90% Baixa
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Os valores das porcentagens de inibicdo dos @ssanciais para as linhagens de

células tumorais estao listados na Tabela 20 esudtados dos extratos estdo na Tabela 21.

Tabela 2Q Resultado do ensaio de atividade citotoxica efralgens de células tumorais dos
Oleos essenciais na concentracao de 50 pg/mL

PORCENTAGEM DE INIBICAO (% +DP)

AMOSTRAS
HCT-8 MDA/MB-435 SKF-295
OFEduck 99,04 + 2,03 92,49 +0,85 98,15 £ 0,65
OTEduck 98,92 +2,32 85,23 +1,93 96,67 £ 1,44
OFEglab 99,64 + 2,32 95,22 +5,43 96,16 + 4,39
OTEglab 101,36 +0,45 100,81 + 0,42 98,70 £ 0,52

Legenda: HCT8: Cancer do Cdlon; MDA/MB-435; CanderMama; SKF-295; Cancer do
Sistema Nervoso Central

Os resultados indicam que os 0leos essenciaisaiegam uma alta citotoxicidade
para as trés linhagens de células tumorais testadasvalores de percentagem de inibicao
acima de 92%. A analise cromatografica e espectrmagCG-DIC e CG-EM) dos oleos
essenciais indicou que os componentes majorit@t@pelo menos folhas e talos He
duckeanae folhas da 1° coleta da glabriflora sdo os sesquiterpentians-cariofileno e o
germacreno D.

A atividade apresentada pelo 6leo pode ser caymdds compostos majoritarios, que
nesse caso € @ cariofileno e/ou germacreno D, ou ser atribuidasimergismo entre as
substancias presentes no 6leo essencial que pademcam efeitos aditivos, causando a
inibicdo do crescimento das células tumorais. @ueegpenop—cariofileno é descrito na
literatura como componente citotéxico de outrastpls (SILVAet al, 2008; SYLVESTRE
et al, 2005).

Por outro lado, os extratos brutos apresentaramgoou nenhuma atividade contra as
células cancerigenas. Dentre os extratos, 0os qeseparam maior inibicdo de crescimento

para as células de cancer de célon (HCT8) forarextmtos EAFEduck, capaz de inibir
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22,40 % (+1,05%) e EHCEglab (20,14 £ 6,21%). Aslle&l de cancer de mama (MDA/MB-
435) foram as menos suscetiveis aos extratos, $mato inibiram o seu crescimento, 0 maior
valor de inibicdo observado foi do extrato EHCEgledpaz de inibir 15,97 % (+ 0,39%). Os
extratos EHCEduck, EAFEglab, e o EHCEglab forangos mais apresentaram atividade
contra a célula de cancer do sistema nervoso té8K&-295), com porcentagem de inibicdo
(xdesvio padrao) igual a 23,09 (£1,23%); 25,35% ,38%) e 24,78 * (5,80%),

respectivamente (Tabela 21).

Tabela 21.Resultado ensaio da atividade citotoxica em lienagle células tumorais dos extratos brutos

PORCENTAGEM DE INIBICAO (% =+ DP)

AMOSTRAS

HCT-8 MDA/MB-435 SKF-295

EHCEduck 19,54 + 3,14 2,79+1,55 23,00+ 1,23
EACEduck 582+1,11 - 7,90 £ 6,31

E. duckeana EMCEduck - - -
EHFEduck ND ND ND
EAFEduck 22,40 £1,05 6,22 2,39 17,34 2,25
EMFEduck 7,99 + 8,36 ND 18,93 £ 2,47
EHCEglab 20,14 + 6,21 15,97 + 0,39 24,78 + 5,80
EACEglab 4,20 + 0,39 - 2,36 + 2,98

) EMCEglab - - -

E. glabriflora EHFEglab 9,75 + 1,70 - 3,50 + 0,65
EAFEglab 16,81+ 1,11 2,52+ 3,88 25,35 + 1,38
EMFEglab ND ND ND

Legenda: HCT8: Cancer do Codlon; MDA/MB-435; Cancer Mama; SKF-295; Céncer do Sistema
Nervoso Central; ND: N&o determinado; (-): semidéisle

De forma geral, os produtos naturais tém se nusrgpromissores fontes na
descoberta de novos agentes antineoplasicos austigcp a procura dessas substancias em

plantas (CRAGG & NEWMAN, 2005; BUTLER, 2008).



125

5.6. ESTUDO FITOQUIMICO

5.6.1. EXTRATOS DAS CASCAS OBTIDOS EM HEXANO

5.6.1.1. AVALIACAO DOS PERFIS CROMATOGRAFICOS POR CCD

Os extratos obtidos em hexano foram solubilizasCHC} e avaliados por CCD. O
melhor eluente foi Hex/AcOEt 8:2. A Figura 46 masdrcromatoplaca revelada em luz UV-
254 nm (), UV-365 nm R), sulfato céricoJ), vanilina @) e acido sulfaricog). O melhor

revelador foi a solucédo de vanilina sulfurica (Fayd6-4).

Rf 0,46 Rf 0141

R¢ 0,39

R:0,7¢

R; 0,5¢ —>|
R 0, 41 —>|
R 0,2¢

Figura 46. Cromatoplacas comparativas dos extratos dassdse€a duckeandd) e
E. glabriflora (g) obtidos em hexano reveladas em luz UV-254(h)n365 nm(2), e
solucdes de sulfato cérig®), vanilina sulfdrica(4) e acido sulfarica5). Eluente:
Hex/AcOEt 8::

A andlise da cromatoplaca revelada em luz UV-2®4(Rigura 46-1) mostrou duas
manchas escuras bem definidas: uma mais apolar RjoMh46, observada apenas do

(EHCEduck) e outra com:R®,39 que aparece tanto elmuanto eng (EHCEglab), essas
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manchas nao revelam com sulfato cérico, vanilinacdo sulfurico. No comprimento de
onda 365 nm foi observada uma mancha fluorescenieda R 0,41, presente em ambos 0s
extratos, porém mais intensa grtFigura 46-2).

De modo geral, os extratos possuem o mesmo p@didndo revelada em sulfato
cérico (Figura 46-3), ambos os extratos apresantageatro manchas significativas: a mais
apolar de R0,76 ¢, para EHCEduck e, para EHCEglab) possui coloragdo marrom; a
segunda mancha mostrog B354 @, e g,); a terceira mancha apresentouORI1 @3 e gs), O
mesmo da mancha fluorescente em UV-365 nm; a quatecha, mais polar, apresentou R
0,29 @4 e g4), que no inicio do aquecimento apresentou colaragéilada e com o passar dos
minutos adquiriu coloracdo arroxeada. A cor azulseifiato cérico é indicativa de esterol
(WAGNER & BLADT, 1995).

A principal diferenca nos perfis dos extratos dopresenca da mancha de (556
presente apenas gale coloracdo amarela, observada na cromatoplaekada com vanilina

sulfarica (Figura 46-4).

5.6.1.2. ANALISE DOS EXTRATOS APOLARES DAS CASCAS PR CG-

DIC E CG-EM

Os extratos hexanicos das cascas das duas esgéé&ipsruaforam analisados por
CG-DIC e CG-EM. Para cada extrato foi obtido do@watogramas, um referente ao extrato
bruto (sem derivatizacdo) com o objetivo de avadiairacdo ndo acida do extrato e um
cromatograma obtido apds a derivatizacdo a fim eedsntificar os acidos graxos e

diterpénicos presentes nos extratos.
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Os cromatogramas dos extratos analisados sem atiesigdo possuem perfis
semelhantes nas regides caracteristicas de eldgamidos graxos, diterpenos, esterois e

triterpenos (Figura 47).
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[E701 2
o= Esterdis
[B)
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TIC*) 0

T I. o]
100 n 0

Figura 47. Cromatogramas de ions totais dos extratos olgtddiexano
das cascas deperua duckean@) e E. glabriflora(B)

Através dos tempos de retencao, ions moleculpaesdo de fragmentagéo e sugestéo
da espectroteca Wiley do espectrometro de maséds;ge identificar seis compostos, sédo
eles: o acido palmitico, o acido diterpénico 3-aliemo-15-6ico, o hidrocarboneto esqualeno,
a vitaminaa-tocoferol, e os esterois estigmaster@l aitosterol (Tabela 22). Os espectros de
todas as substancias identificadas estdo mosteadaguir, juntamente com as propostas de

fragmentacado de cada molécula.
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Tabela 22 Substancias detectadas nos extratos hexanicogdgyévatizacao) a partir do CG-EM

A t; lotn Férmula Area (%)
Substancias ; molecular .
(min) (m/2) molecular  E. duckeana E. glabriflora

acido palmitico 25,2 256 13,0, 6,18 6,43
acido 3-clerodeno-15-6ico 32,3 306 2018540, 5,20 28,00
esqualeno 39,4 410 a@lsg 15,25 4,49
a-tocoferol 41,6 430 £eH500, 4,70 6,75
estigmasterol 42,5 412 261,50 3,67 2,24
B-sitosterol 43,1 414 £H5,0 37,93 17,10

Os componentes majoritarios nos extratos hexarsiem derivatizagdo foram o
esqualeno para B. duckeana o acido 3-clerodeno-15-6ico par&aglabriflora. Ou seja,
mesmo sem a derivatizacdo, pode-se detectar ura ditetpénico (o acido 3-clerodeno-15-
0ico) e um acido graxo (o acido palmitico) no extfaruto, isso se deve a grande quantidade
desses compostos presentes nos extratos. Por@rgegpanalisar por completo a fracdo acida
dos extratos, esterificou-se o extrato bruto conSTéla composi¢do esta descrita na Tabela
23. Além dos dois extratos analisados anteriormg@ui® espécimes coletadas em 2008), foi
realizada a derivatizacao do extrato hexanick.dglabriflora (espécime coletada em 2009).

As quantidades de acidos graxos e diterpénicosdg@oentes entre as espécies
estudadas. A espédie duckeanapresentou aproximadamente 93% de acido graxo ée7%
acido diterpénico. Ja para a espédeiglabriflora foi detectado 58% de acidos graxos e 42%
de acidos diterpénicos para o espécime coletad20&@ O espécime coletado em 2009 foi a
gue apresentou uma maior quantidade de acidogpéitens (73%) e consequentemente, a
menor proporcdo de acidos graxos (27%).

O componente majoritario do extrato derivatizad@&dduckeandoi um acido graxo,

o acido hexadecandico (32%), e p&aglabriflora foi um acido diterpénico, o acido 3-
clerodeno-15-0ico, nas propor¢des de 35 e 39%qsaespécimes coletados em 2008 e 2009,

respectivamente.
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Nos extratos foram detectados acidos graxos shsirgacido hexadecandico,
octadecandico, tetracosandico e hexacosanoico) satunados com uma (acido 9-
octadecendico) e duas ligacbes duplas (acido Gteiecadienoico). Além de identificados
quatros acidos diterpénicos diferentes: um isénaerc@cido 3-clerodeno-15-0ico, acido 3-
clerodeno-15-0ico, o acido cativico e o acido Jéndlabda-7-13-dieno-15-0ico, sendo os
dois ultimos presentes apenas no extratd&deglabriflora coletada em 2009; e um acido
diterpénico nao-identificado com ion molecular de /zm 318.

Os espectros das substancias identificadas ncst@xsem derivatizacao prévia e os
ésteres metilicos identificados e os n&o identisanos extratos derivatizados com TMS

estdo mostrados a seguir juntamente com as prgpdstaragmentacdo das substancias

identificadas.
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5.6.1.2.1. COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR DADOS ESPECRAIS

5.6.1.2.1.1. ACIDO HEXADECANOICO (ACIDO PALMITICO)

O acido hexadecandico {¢F3,0,), conhecido como acido palmitico, foi detectado
nos extratos hexanicos deé. duckeanae E. glabriflora, tanto o extrato bruto sem
derivatizacao prévia quanto no extrato derivatizadmdo que no ultimo caso foi detectado

como éster metilico do &cido palmitico.

WOH

Figura 48. Estrutura do acido palmitic

Os extratos brutos sem derivatizacdo apresentegara de 6% desse acido graxo. O
espectro da substancia que foi identificada condgido palmitico esta mostrado na Figura

49.

20 40 50 80 100 120 140 160 180 200 20 240 260 280 300

Figura 49. Espectro de massas da substancia identificada éoitlo palmitico obtido por CG-EM
(impacto eletrénico) do extrato sem derivatizac@&via

O pico de m/z 60 é resultante de um rearranjo déalfferty, como mostrado na

Figura 50.
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R H
t0 \_ t O/
Yo ———
H H CH,
m/z 256 [M] m/z60

Figura 50. Rearranjo de McLafferty resultando em fragmergariz 60

Os outros fragmentos sdo oriundos de quebras ssuaesdas ligacbes C-C, com
retencdo de carga pelo fragmento alquila (m/z 83,98) ou pelo fragmento que contém o
oxigénio (m/z 73,101, 115, 129, 143, 157, 171, 18®, 213) com intervalos de 14 unidades
de massas (CH comuns em hidrocarbonetos e seus acidos caidmsxitorrespondentes
(SILVERSTEINet al, 2007).

Os extratos derivatizados apresentaram altas magens desse acido graxo. O
extrato hexanico dE. duckeanapresentou 32%, enquanto que 0s extratds. ddgabriflora
coletada em 2008 e 2009 apresentaram 28% e 14pectemmente. O espectro de massas do

éster do acido palmitico esta apresentado abaikogosa 51.

100 o

. M*]

L F 143 . - 27 270

Wl Ml 9 ms w9 s UL 199 g AT om0 g 2 07 33w
[T L e L e L H L B L e L L ! U e U ] U e B L B L] U L L ] R ] B ] R ) R ) R ) R LR L R Al L A L R L R L R L U L U L
10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 200 310

Figura 51. Espectro de massas da substancia identificada éstanmetilico do acido palmitico obtido
por CG-EM (impacto eletrénico)
O espectro apresentou dois pidesalta intensidade: m/z 74 e & fragmento m/z 74
(que € o pico base) é originado da fragmentacammianolecular m/z 270 [K]. Este ion
molecular sofre um rearranjo de McLafferty ondeidrdgénioy é transferido ao atomo de

oxigénio da carbonila. Em sequéncia ocorre umag#wm entre os carbones § formando-
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se o ion m/z 74, conforme mostrado na Figura 58e Ben é bastante estavel devido a

possibilidade de ressonancia.

O € +
QL

5

m/z 270
I
. * O 20k
N
D720 (P V) g
CioHo + 10, 5 40
H CioHos Y
mi/z 74
(pico base)

Figura 52. Mecanismo de formacdo do ion molecular e fragagéat do pico base de ésteres
metilicos saturados

5.6.1.2.1.2ACIDO 9,12-OCTADECADIENOICO (ACIDO LINOLEICO)

O acido 9,12-octadecadiendico (conhecido comooakiléico) foi detectado nos
extratos derivatizados, tanto Heduckeandaproximadamente 8%) quanto &nglabriflora
coletada em 2008 (cerca de 5%). A estrutura degssidscia, que possui féormula molecular

C18H320, esta mostrada na Figura 53.

Figura 53. Estrutura do acido 9, -octadecadiendic
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Esse acido foi detectado na forma de estér netdi® seu espectro de massas é

mostrado na Figura 54.

M™]
o1 135 ) 294
JBLIES 199 10 178 191 900991 93g 262 [ 316327 343 386 489 535
20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500 530

Figura 54. Espectro de massas da substancia identificada éstapmetilico do acido linoléico obtido
por CG-EM (impacto eletrénico)

O pico [M-31] surge da clivagem da ligagdo C-O adjacente a oaabd\ formacio
do ion GH;" de m/z 67 (pico base) ocorre com uma transferé@eciama ligacéo dupla (néo

mostrada no mecanismo) seguida de clivagem dalig@eC.

(@) (@)
Y _cH + .« _CH
Tl —» oo
CisHo7 CygHo7
m/z 294 m/z 263

NG COOCH, (CHA1
M + ° (CH2)11/ +
miz 294 PN
+
m/z 67

Figura 55. Mecanismo de fragmentacé&o do 9,12-octadecadiedeanetila
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5.6.1.2.1.3. ACIDO 9-OCTADECENOICO (ACIDO OLEICO)

O &cido 9-octadecenoico (conhecido com acido @)efioi detectado em todos os
extratos derivatizados na proporcdo de 8%, 7% e pafa os extratos hexanicos Ha
duckeanakE. glabriflora/2008 eE. glabriflora/l2009, respectivamente. O referido acido possui

formula molecular ¢H340, e sua estrutura esta representada na Figura 56.

OH

\/\/\/\/W (@]
Figura 56. Estrutura do acido-octadecenoic

O acido foi detectado na forma de éster metildevido a derivatizacdo) e seu

espectro de massas esta exposto na Figura 57.

100 -

41

69
7] 4
97 .
] 110 53 e 150 222 264 M™]
14 u\hl 13 2166 10 04008 | 235 e 281 296 307341 386 461 476 520 536

20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500 530 560

Figura 57. Espectro de massas da substancia identificada ésteometilico do &cido oleico obtido por
CG-EM (impacto eletrdnico)
O 9-octadecenoato de metigmfre um rearranjo de McLafferty com consequente
formac&o do ion [M-32] Em seguida, forma-se o ion m/z 69 pela quebnanu ligacio C-
C. O pico base surgiu da transferéncia da ligaggad(ndo mostrada no mecanismo) do

carbono 9 para o carbono 6 seguida de uma clivaigeigacédo C-C (Figura 58).
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(@] o o
CH
Xodl ° /NO/ CHs
("+. +| a +
+
CisHag™ v H C.H ) H
15729 CisHag
m/z 296 m/z 264
O| O
Iy +
+ CiHo
CrHizn _
m/z 264 m/z 69
L AN __cooch , NN
\/\/\ ¢
NS (CHY12 ¥ AN
miz 296 m/z 55

(CHY1,

CHy

—0¢
C)\

o

Figura 58. Mecanismo de fragmentagéo do 9-octadecenoatcetiam

5.6.1.2.1.4ACIDO OCTADECANOICO (ACIDO ESTEARICO)

O acido octadecandico (conhecido como acido estdaioi detectado no extrato

derivatizado d&. duckeana apresentou 2,27% da composi¢cado percentual dat@xiruto.

A estrutura do &cido, que tem formula moleculaiHg:O,, esta exposta na Figusa.

OH

/\/\/\/\/\/\/MO

Figura 59. Estrutura do acido octadecanoico
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O espectro do éster metilico do acido estearigufé& 60) apresentou ion molecular
de m/z 298 e pico base de m/z 74 corresponde afCiesC(OH)OCH;]" referente ao pico
caracteristico ao rearranjo de McLafferty com qaeta ligaca@ em relacdo ao grupo C=0,

como mostrado na Figura 52. O pico m/z 87 corredp@o ion [CHCH,COOCH;]".

100+ -
87

.
A4 . [M™]
5 143 _ 199 255 298
W g0t s 19 ‘ 137 171 185 717 013 257 241 | 267 g0 | 327 342 354 402 42 476 534
I 1 1 LR i 1 i 1 i 1 i i 1 I 1 I 1 i i ) 1 i i 1 T 1 i 1 i 1 I 1

I 1 1 i T I I i ) T T i I I I T i i I I
20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500

Figura 60. Espectro de massas da substéncia identificada éstap metilico do acido esteérico obtido
por CG-EM (impacto eletrdénico)

5.6.1.2.1.5. ISOMERO DO ACIDO 3-CLERODENO-15-0OICO

A substancia com tempo de retencdo 39,17 mindentificada como sendo um
isémero do acido 3-clerodeno-15-06ico. Seu espeletnmassas (Figura 61) mostra 0S mesmos
padrées de fragmentacdo do acido 3-clerodeno-Ih-édiferenciando apenas nas

intensidades relativas entre os ions.

5

100
1 191

1 107

i 41 35

69 g 121 +

277

By s0slM
‘ |”“ | 209221 28 Lsz | 320 343
Ik | ||I 1 m | § " | |
by o

LM | |

I|| \”I
20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500 530 560

| 492 415 -1778 491 4':"4 535548 595

Figura 61. Espectro de massas da substancia identificada ésteo metilico do isbmero do acido 3-
clerodeno-15-6ico obtido por CG-EM (impacto eleicon
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5.6.1.2.1.6. ACIDO 3-CLERODENO-15-0OICO

Nos extratos hexAnicos sem derivatizacdo foi datic a presenca de mesmo
diterpeno, pois o pico da substancia, tanto no EHHICE quanto no EHCEglabl, possuem o
mesmo tempo de retencédp£t32,3 min) e apresentaram o mesmo padrao de &gqigéo

do espectro de massa, como pode-se observar n@ Bigu

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Figura 62. Espectros de massas da substancia ce82t{3 min. (A)E. duckeana (B)E. glabriflora

Propdem-se que sejam acidos diterpenos de esgladdeiano, pois o ion molecular de
m/z 306 é tipico de acido diterpénico e o pico ligsen/z 95 é caracteristica de diterpenos de
esqueleto labdano.

A estrutura desse composto pode ser confirmada apesterificacdo do extrato. O
composto foi identificado como éster metilico dadac3-clerodeno-15-06ico. Este composto
nao foi anteriormente descrito em espéciegperua O espectro de massas (Figura 63) e a
rota de fragmentacdo proposta para os ions maissio$ (Figura 64) sdo apresentadas a

seqguir.
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Figura 63. Espectro de massas da substancia identificada ésteo metilico do acido 3-clerodeno-15-

6ico obtido por CG-EM (impacto eletrdnico)

B
B
oCH3
_L> m/z 305
COMe
¢ A CH3OH «CH;,
_L> _A' m/z 277
m/z 191 m/z 320
7‘ + I+
<+—
X
m/z121
/ /2320 m/z 107
—’ +
T + CHs *CH;
m/z 109

*H

—Ab m/z 123

m/z 124
m/z 95 (100%)

Figura 64. Fragmentac&o do composto identificado como ést¢itioo do acido 3-clerodeno-15-6ico
(retirado de VEIGA-JUNIOR, 1997)
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5.6.1.2.1.7. ACIDO CATIVICO

O é&cido labda-7-eno-15-6ico (conhecido como acatévico) foi detectado no extrato

hexanico dd&. glabriflora (coletada em 2009) apds derivatizacéo, na formastir metilico.

Esse acido foi anteriormente isoladoEleleucantha(MAILLO et al, 1987). O espectro de

massas (Figura 65) e a proposta de fragmentagguré66) sdo mostrados abaixo.

100+ 199195 101
a5

. 81

35
] 41 60

305
136
147 164 320
ol |‘|H|..\‘|h.. WL [ s 0 Ty gy 357 401 415 431 447 461 474 51 535 551

10 70 100 130 160 190 220 250 280 BI(BM '1540 370 400 430 460 490 520

Figura 65. Espectro de massas da substancia identificada ésiteo metilico do &cido cativico obtido
por CG-EM (impacto eletrénico)

m/z 305

Tt
;; |

CHs;0OH
m/z 191

_Z> m/z 95
\ COMe

_ N +  CH:OH
c \[ Ay s
\ -
. It COMe
m/z 136
A COMe a5 CHOH
eCHs _ m/z 196 —me/z 69

m/z 124 COM
e
m/z 121 .
*CH;
H, HCO,CH;
m/z 109 (100%) m/z 122 m/z 136

Figura 66. Mecanismo de fragmentagdo do éster metilico ddoacativico (retirado de VEIGA-
JUNIOR, 1997)
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5.6.1.2.1.8. ACIDO DITERPENICO NAO-IDENTIFICADO

Esse composto ndo pode ser identificado, poispraparacdo com os dados da
literatura ndo forneceu dados suficientes. O espelt massas € mostrado na Figura 67.
Pode-se sugerir que o composto € um diterpenoapoesentou fragmentos caracteristicos de
diterpenos, como por exemplo, o pico base de m/D%omposto apresentou ion molecular

de m/z 318.

100+

189

3147 161 175 207 271 218 415 21
2 254 2 3 35 401 415 321 5 55 595|
Uil il 2272 228 303 38 gy 37 370 sus 40145 47l gy s s
) T

20 S0 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500 530 $60

Figura 67. Espectro de massas do éster metilico do acidgpéi&o ndo identificado

5.6.1.2.1.9. ACIDO GRAXO NAO-IDENTIFICADO

O composto de tempo de retencéo de 41,03 min nd® s&r identificado pelos dados
fornecidos pelo espectro de massas, porém, posiegeeir que esse composto seja um acido
graxo, pois apresentou caracteristicas tipicasodgastos graxos, tais como: sequéncia de
fragmentacdo sendo caracterizado por aglomeradpgdg afastados um dos outros por 14

unidades de massa (@H

147

157 195 212 | ¥ 283 305 336 341 356 371 388401414 430 447 460 474 521 534 551 595

140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500 530 560 590

Figura 68. Espectro de massas do éster metilico de um acamo gdo identificado obtido por CG-EM
(impacto eletrénico)
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5.6.1.2.1.10. ACIDO 3-HIDROXI-LABDA-7,13-DIENO-15-OICO

O &cido 3-hidroxi-labda-7,13-dieno-15-0ico foi d##elo no extrato hexénico da
glabriflora (coletada em 2009). A comparacdo com a literatwratrou 0 mesmo padréo de
fragmentacdo do éster metilico do acido 3-hidrakdh-7,13-dieno-15-6ico. O espectro de

massas (Figura 69) e a proposta de fragmentagguré-r70) estdo mostrados a seguir.

M7
587 334

163
1877180 303 31|9

b ”n it ——"
e Ty i W B i e |

200 50 s0 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410
Figura 69. Espectro de massas da substancia identificada éstao metilico do acido 3-hidroxi-labda-
7,13-dieno-15-6ico obtido por CG-EM (impacto eletod)

1342 357 370 380400413 420 446 461 475 400 505 521 534 540
L e R R T

470 500 530 560

221233 261

°+

*CHs

coMe A, s0a%
+
\ d CH;0H
| _A; m/z 81 (50%)

m/z 204 (100%) m/z 334 (15%)
\ COMe
It } H:0 1* CH;OH

| _A> m/z 95 (80%)

+ J—
.

o+

COMe

*OCH;

m/z 136
m/z 303 (10%)

AN COMe

oCH; m/z 122 (30% _
*CHs

)
/ (1%) CH;0OH
m/z 194 (1%
m/z 121 (97%) } oCH, —Ay m/z 287 (10%)

m/z 107 (40%) *COCHs

m/z 135 (50%)

Figura 70. Fragmentacdo do composto identificado como éstfliom do acido 3-hidroxi-labda-7,13-
dieno-15-6ico (retirado de VEIGA-JUNIOR, 1997)
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Cont.da Figura 70

Tt

| H,0 oCH,3

| *CHs
COMe —A> Cone—AV _A, m/z 109 (90%)
H

m/z 334 (15%) m/z 316 m/z 124 (30%)

Figura 70. Fragmentacdo do composto identificado como ésktilion do acido 3-hidroxi-labda-7,13-
dieno-15-0ico (retirado de VEIGA-JUNIOR, 1997)

5.6.1.2.1.11. ACIDO TETRACOSANOICO (ACIDO LIGNOCERI CO)

O acido tetracosanoico, também conhecido comamaigdoceérico, foi detectado nos
extratos hexanicos d&. glabriflora e E. duckeananas proporcbes de 3% e 8%,
respectivamente. A Figura 71 mostra a estruturacitto tetracosandico o qual foi detectado

na forma de éster metilico por causa da esterdcap extrato com TMS.

OH

Figura 71. Estrutura do acido tetracosanc

O espectro do tetracosanoato de metila esta rdostiea Figura 72. O ion molecular é
representado pelo fragmento de m/z 382. O pico thase/z 74 € originado do rearranjo de

McLafferty, como mostrado na Figura 52.

100
] 87
.
43 [M™]
7 57
382
4 143 199
101 461 .
4 2 | b7 iz ass ot 27 241 2506 20 sesat 0| 351 o] 08 09 gy 4TS a0 505 520 535 530503 575 s
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Figura 72. Espectro de massas da substancia identificada ésteo metilico do acido lignocérico obtido
por CG-EM (impacto eletrdnico)
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5.6.1.2.1.12. ACIDO HEXACOSANOICO (ACIDO CEROTICO)

O acido hexacosanoico, conhecido também como amdatico, foi detectado nos
extratos hexanicos da glabriflora (coletado em 2008) e no & duckeananas propor¢cdes

de 9% e 18%, respectivamente.

OH

//\v/\x/“\/”\¢/\v/\\/“\/”\//\v/\»/“\/A\/i§o

Figura 73. Estrutura do acido hexacosanc

O espectro do hexacosanoato de metila € mostadiogara 74. O ion molecular é
representado pelo fragmento de m/z 410. O pico tase/z 74 € originado do rearranjo de

McLafferty, como mostrado na Figura 52.
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Figura 74. Espectro de massas da substancia identificada ésteo metilico do acido hexacosandico
obtido por CG-EM (impacto eletrdnico)
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5.6.1.2.1.13. ACIDO GRAXO NAO-IDENTIFICADO

A substancia ndo pode ser identificada, porémrsggajue esse composto trata-se de
um acido graxo, pois a sequéncia de fragmentagareddm 14 unidades (GH O espectro

da substancia em questdo esta mostrada na Figura 75

100+ -

376 304

1 4
N335 147 65100 197 215 20 264 281 203312 333 348 384 417420 77 5 s sy s
o - 197 215 236, ?ﬁl VS S g T ‘ll | 17420 444 461 il 554 578

20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 330 330 410 440 470 500 530 560

Figura 75. Espectro de massas da substancia identificada @ster metilico do acido graxo nado
identificado obtido por CG-EM (impacto eletrénico)

5.6.1.2.1.14. ESQUALENO

A substancia com o tempo de retencdo em 39,4 onildéntificada como sendo o

hidrocarboneto esqualenosfs).

Figura 76. Estrutura do esqualen

Os espectros das substancias que apresentai@2@vtmin para EHCEduck (A) e
EHCEglab (B) juntamente com o espectro do esqualemecido pela espectroteca estédo

mostradas na Figura 77. O pico base de m/z 69enéato resultante de uma clivagem alilica

(Figura 78).
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Figura 77. Espectros de massas da substancia identificada esqualeno, obtido por CG-EM
(impacto eletrdnico): (A) EHCEduck e (B)EHCEglaB) Espectro de massas obtido da biblioteca
Wiley (esqualeno).

céation alilico
m/z69

Figura 78. Clivagem alilica do esqualeno.

O ion molecular do esqualeno sofre fragmentag@ved de clivagem homolitica de

uma ligacdo simples produzindo cétion alilica/4{ 69) estabilizado por ressonancia

(SILVERSTEINet al, 2007).
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5.6.1.2.1.150-TOCOFEROL

A substancia com o tempo de retencdo em 41,6 onidéntificada como sendow

tocoferol (vitamina E) de férmula moleculaggBs00..

Figura 79. Estrutura dco-tocofero

Os espectros apresentam apenas dois picos intenswsmolecular de/z430 e pico
base dem/z 165 (Figura 80). O ion moleculan{z430) sofre um processo de fragmentacao
através de um rearranjo de hidrogénio (rH) umaaealg retro Diels-Alder (RDA) no anel
piranico do tocoferol, para dar origem ao ffz165 conforme Figura 81 (SIQUEIRét al.,

2003).
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Figura 80. Espectros de massas da substancia cen#i,6 minutos do extratos &e duckean E.
glabriflora, além do espectro fornecido pela espectrotecayidea oo-tocoferol
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Figura 81. Fragmentacao da-tocoferol

5.6.1.2.1.16. ESTIGMASTEROL
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Os espectros das substancias cpm 42,5 min dos extratos da. duckeanee E.

glabriflora apresentaram padrdo de fragmentacdo semelhantespgctre de massa do

estigmasterol (&sH4s0) como mostra a Figura 83.

Figura 82. Estrutura do estigmaster:

E possivel observar nos espectros o pico do ideamarm/z412 e o pico base de

m/z55, provavelmente com estrutura de formujBC. O pico de m/z 255 é formado a partir

da perda de uma molécula de agua seguida da perdzadkia lateral ligada ao anel

pentaciclico, fragmentacdo semelhante ocorre c@hsitosterol, como mostrado na Figura

86.
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Figura 83. Espectros de massas das substancias,cod2t5 minutos dos extratos Heduckeana E
glabriflora, além do espectro fornecido pela espectrotecaydea o estigmasterol

5.6.1.2.1.17B-SITOSTEROL

As substancias com o tempo de retencdo em 43, fonaim identificadas como sendo

0 esterop-sitosterol (GgHsc0).

Figura 84. Estrutura dof-sitosterol

O espectro de massa fissitosterol (Figura 59) apresenta ion moleculamde414,
seguido de um pico em/z396 devido a perda de uma molécula de agua [{M}YHO pico

emm/z43 (pico base) pode ter estrutura de formuld;G como mostrada na Figura 86.
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Figura 85. Espectros de massas da substéncia 43,1 minutos do extratos &e duckeana E.
glabriflora, além do espectro fornecido pela espectrotecajadea op-sitosterol

O fragmento den/z 396 perde uma metila para originar o fragmentonde381, este

por sua vez, perder a cadeia lateral ligada aoperehciclico originando o pico de m/z 255

(Figura 86).
N
H0 — "CH
VRN
o HLC CH,
I
H miz 414 m'z 43
m/z 396
-CHg

-CHag

m/z 255 m/z 381

Figura 86. Proposta de fragmentacéo [gsitosterol
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5.6.1.3. FRACIONAMENTOS CROMATOGRAFICOS DO EXTRATO

OBTIDO EM HEXANO DAS CASCAS DA E. duckeana (EHCEduck)

Uma porcao (380 mg) do extrato foi pré-fracionadocoluna (g= 2,5cm) de silica gel
impregnada com KOH (ver se¢éo 4.1.3. dos Mategiditetodos, pag 69). Foram coletadas 2
fracbes, uma com 290 mL de DCM e outra com 100 mlMeéOH. A fracdo recolhida em
MeOH é a fracdo que contém os acidos na formaigeEsaao, apos a retirada do excesso do
solvente em evaporador rotatorio, a fracao foiiicatla para a protonacédo dos acidos e em
seguida foi realizada uma particao liquido-liquidon DCM. As duas fracdes obtidas no preé-
fracionamento, C1-EHCEduck e A1-EHCEduck, foram nsetidas a fracionamentos
posteriores como descrito a seguir. A massa datextrtilizado no fracionamento e das

fracOes obtidas, assim como os dados do pré-fraciento, estdo mostrados no Esquema 4.

EHCEduck
(380 mg)

Coluna C1-HCd

Msiica= 23,9 @

hsilica= 7Cm

V=36 mL

DCM MeOH
C1-EHCEduck Al-EHCEduck
(291,8 mg) (77,3 mg)

Esquema 4. Pré-fracionamento do extrato hexanico das catahs duckeandEHCEduck)
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5.6.1.3.1. FRACIONAMENTO DA FRACAO C1-EHCEduck

Uma porcao (100 mg) da fracdo neutra C1l-EHCEdocKrécionada utilizando-se
coluna cromatografica (g = 2,0 cm) de silica gé&l-Z30 mesh). Usou-se hexano como
eluente aumentando gradativamente a polaridade @oatréscimo de acetato de etila
(AcOEt), com as propor¢cdes de AcOEt: 0, 2, 4, 6,110 16, 18, 20, 25 e 100%oram
recolhidas 44 fracdes de aproximadamente 10 mL.o®pds analise em CCD, as fracOes
foram reunidas de acordo com seu perfil cromatagrd&m 8 novas fracbes, como mostrado
no Esquema 5. As fracdes f4-C2-HCd e f5-C2-HCdnioes escolhidas para a continuagao
do fracionamento (pag. 153 e 155, respectivameA®)massas das fracdes obtidas estédo

mostradas no Esquema 5.

C1-EHCEduck
(100 mg)

Coluna C2-HCd
Msiica= 12 g
hsiica= 12 cm

f1-C2-HCd f2-C2-HCd f3-C2-HCd f4-C2-HCd f5-C2-HCd f6-C2-HCd f7-C2-HCd f8-C2-HCd
1-10 11-12 13-15 16-22 23-29 30-39 40-42 43-44
(1,4 mg) (36,1 mg) (9,4 mg) (29,7mq) (18,1 mg) (5,6 mg) (5,5 mg) (1,1 mg)

Esquema 5 Fracionamento da fragdo ndo-acida do EHCEduck
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5.6.1.3.1.1. FRACIONAMENTO DA FRACAO f4-C2-HCd

A fracdo f4-C2-HCd (m= 29 mg) foi submetidararsatografia em coluna (g = 1,0
cm) de silica gel (70-230 mesh). Usou-se como &uklex e E{O nas proporcdes de 0, 5,
10, 15, 20, 25, 30, 50 e 100% deste ultimo. Forernlhidas 38 fracbes de 3 mL cada e apos
analise em CCD foram agrupadas em 9 fracdes, coef&isquema 6. As massas das fracdes
obtidas estdo mostradas no Esquema 6. Optou-seypidicar a fracbes f6-C3-HCd por

CCDP, por apresentar maior quantidade de mateualasubstancia majoritaria.

f4-C2-HCd
(29 mg)

Coluna C3-HCd
Msilica= 4,5 g
hsiica= 13 cm
Vn=12 mL

f1-C3-HCd f2-C3-HCd
1-7 8-9
(0,6 mg) (0,9 mg)

f3-C3-HCd
10-11
(0,7 mg)

f4-C3-HCd
12-14
(0,8 mg)

f5-C3-HCd
15-19
(8,1 mg)

f6-C3-HCd f7-C3-HCd f8-C3-HCd f9-C3-HCd
20-30 31-33 34-36 37-38
(16,8 mg) (0,5 mg) (0,2 mg) (0,5 mg)

Esquema 6 Fracionamento da fracéo f4-C2-HCd

5.6.1.3.1.2. PURIFICACAO DA FRACAO f6-C3-HCd

A fracdo f6-C3-HCd (aproximadamente 16 mg) foimebdo a cromatografia em
camada delgada preparativa (silica gel HF254)zatlilo-se como eluente Hex/8t7:3. A
placa foi eluida duas vezes. Uma mancha azulegfomnte no UV-365nm foi retirada da
placa e identificada como f1-PP1-HCd, esta fragd@sentou-se como um sélido branco

amorfo (5,3 mg) e foi enviado para analise no CG-BICG-EM.
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5.6.1.3.1.3FRACAO f1-PP1-HCd

O cromatograma de ions totais da fracdo fl-PP1-H&dlou que essa fracdo é
constituida de uma mistura. A mistura possui untestémcia majoritaria (44,5%) com tempo
de retencdo em 15,5 min, como observada no cronaab@gde ions totais da Figura 87. A

espectroteca sugeriu que essa substancia mapsge o lupeol, com indice de similaridade

igual superior ®0% (Figura 88).

[LH] 20

Figura 87. Cromatograma de ions totais da fracéo f1-PP1-HCd

O espectro de massas do pico de tempo de retelig®0 minutos apresentou 0s
seguintes fragmentos de m/z 426'TVR18, 207, 135, 109, 81, 68, 43 (Figura 88-A)&Pm,
com apenas os dados de CG-EM néo é possivel afgomara substancia seja o alcool

triterpénico lupeol.
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Figura 88.Espectro de massas do pico de tempo de retenggonirtutos da fracao f1-PP1-
HCd (A); espectro de massa do lupeol fornecido pela especa Wiley B) e estrutura do
lupeol(C)

5.6.1.3.1.4. PURIFICACAO DA FRACAO f5-C2-HCd

A fracdo f5-C2-HCd (aproximadamente 15 mg) foi submetidar@matografia em
placa delgada preparativa. Utilizou-se Hex/Ci#ietona 5:5:1 como eluente. A revelacao
da placa preparativa foi realizada com solucéoutfate cérico (ver procedimento na secéo
4.1.2 dos Materiais e Métodos, pag. 67). A manahd&id),41 foi separada e identificada
como f4-PP2-HCd. A fracdo foi analisada por CG-BWIN 'H e °C e bidimensionais e os

resultados estédo descritos a seguir.
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5.6.1.3.1.5 FRACAO f4-PP2-HCd

A fracdo f4-PP2-HCd caracterizou-se com um sobdanco cristalino, solivel em
CHCIl;. Em CCD, essa fracéo apresentou-se como uma adecR 0,32, quando eluida em
Hex/CHCk/Acetona 5:5:1. Quando revelada em sulfato céapogesentou mancha de cor azul
gue com o passar do aquecimento, em chapa aquagctmioa-se lilas. A fracédo foi analisada
por CG-DIC, IV, RMN'H e**C e HSQC.

O espectro de absorcado de IV revelou na regi&482 cn uma banda de absorcéo
do grupamento hidroxila, caracteristico de &lc@oinfirmada pela banda em 1055 tm
responsavel pelo estiramento C-O. O espectro mobandas intensas na regiao de 2958 cm
1 2936 cmt; 2867 cni atribuidas as vibracdes C-H alifaticas e bandalédl cnt

caracteristica de absorcéo de estiramento do CARB®SA, 2007).
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Figura 89. Espectro de Infravermelho da fracédo f4-PP2-HCd

A analise por CG-DIC (Figura 90) da fracdo f4-RR2d resultou em um
cromatograma com pelo menos 3 substancias com tdmpetencéo (area do pico): 23,914

min (1: 8,9%); 24,634 minuto(13,8%) e 26,015 minuto8:(68,7%).
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Figura 90. Cromatograma de ions totais da fraf&®@P2-HCd

O espectro de RMRC (Figura 91) e DEPT 135° apresentaram 6 sinaisadeonos
metilicosdcn 12,09(C-18)dcn 19,62 (C-19)pcn 19,01 (C-21)5cH 20,04 (C-26)HcH 19,27
(C-27) edcy 12,21 (C-29); 11 sinais de carbonos metilénicaginfis de carbonos metinicos,
listados na Tabela 25; e 3 sinais de carbonos idéiogenadoséc 141,00 (C-5)pc 36,74 (C-
10) edc 42,55 (C-13). O sinal erdc 77,00 (tripleto) refere-se ao solvente utilizadwogpa

solubilizacdo da amostra, CGBILVERSTEINet al, 2007).

160 148 120 100 Ba 1 an e & ppm

Figura 91. Espectro de RMNC (125 MHz, CDG)) da fracdo f4-PP2-HCd

O espectro de RMRH (Figura 92) sugeriu a presenca de uma misturgpleo@ de
substancias de nucleo esteroidal. Essa suposi¢deittb com base nos seguintes sinais: o
dubleto eméy 5,35 (d,J=5,5) correspondentes ao hidrogénio olefinico He6adel B do

nacleo esteroidal; o sind); 3,52 (m) atribuido ao hidrogénio carbindlico en8lde anel A e
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a regido bastante complexa enife0,6 edy 2,4, caracteristico de esterois (RUIZ, 2003;
LIMA, 2005; OLIVEIRA, 2005; SANNOMIYA, 2001). O s emdy 7,26 (singleto) refere-
se ao solvente utilizado para a solubilizacdo daséra, CDC{ (SILVERSTEINet al, 2007).

Os sinais correspondentes aos hidrogénios H-36esBle facilmente identificaveis,
pois encontram-se em regido mais desblindada qtestante dos hidrogénios, esse fato
ocorre devido a esses dois hidrogénios estaremn@nieates mais eletronegativos, no caso
do H-3, esta ligado a um carbono carbindlico e anado H-6 esta ligado a um atomo de
carbono hibridizado $p Esses deslocamentos facilitaram a correlacdo e@sncarbonos
correspondentes: H-3/C-3y( 3,52b6¢c 72,05) e H-6/C-6 &4 5,356c 121,94) em HSQC,
mostrado em vermelho na Figura 93-A.

A regido complexa entr&; 0,6 edy 2,4 (Figura 92-C) foi analisada através do mapa
de contornos HSQC e pode-se sugerir que regiae &n,6 - 1,0 ppm pode ser atribuida aos
hidrogénios metilicos (C§l Foram observadas correlagcbes entre H-18/C8180(686¢
12,09); H-19/C-19&4 1,016¢ 19,64), H-21/C-218y 0,926¢ 19,01), H-26/C-263 0,826¢
29,04), H-27/C-27 & 0,81bc 19,27) e H-29/C-295( 0,846c 12,21) como mostrado na
Figura 93-B. A regido complexa entég 1,0 - 2,3 ppm pode ser atribuida aos grupos

metilénicos (CH) e metinicos (CH).
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Figura 92. Espectro de RMRH (500 MHz, CDC}) da frag&o f4-PP2-HCdA)
Ampliacdo da regiddy 5,2- 5,0 ppm; (B) Ampliacdo da regiég 3,60- 3,45
ppm;(C) Ampliacdo da regiddy 2,4- 0,4 ppm
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Os valores obtidos nos RM e *C e HSQC, juntamente com a comparacao com 0s
dados da literatura (PATRAt al, 2010; WRIGHTet al, 1978; FACUNDOet al, 2008),
levaram a identificacdo da fracdo f4-PP2-HCd comiode uma mistura dp-sitosterol e

estigmasterol (Figura 94).

p-sitosterol estigmasterol

Figura 94. Estruturas ddB-sitosterol e do estigmasterol

O que difere os dois esterois € a ligacdo dugla es carbonos C-22 e C-23 da cadeia
lateral. Por tanto, a presenca do estigmasterolnjenmor propor¢éo) na mistura foi sugerida
pelos duplos dubletos e 5,02 (dd,J=8,5 e 15,5) &y 5,152 (ddJ=8,5 e 15,5) atribuidos
aos hidrogénios H-22 e H-23, respectivamente. Astamie de acoplamentd=8,5 é
caracteristica de ligacd@ians Além da presenca de dois sinais de menor intadeido RMN
13C em ey 138,53 (C-22)8cn 129,50 (C-23) referentes aos dois carbonos mesnita

cadeia lateral.
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Tabela 25. Dados de RMNY¥C e DEPT (125 MHz em CD¢)l da mistura de

estigmasterol g-sitosterol § em ppm)

c Mult. Mistura (8¢)°" Estigmaﬁerol B-sitoslti:arol
(9¢) (8¢c)
1 CH, 37,50 37,31 37,31
2 CH, 31,91 31,69 31,57
3 CH 72,05 71,81 71,69
4 CH, 42,55 42,30 42,25
5 C 141,00 140,79 140,76
6 CH 121,94 121,60 121,59
7 CH, 32,15 31,97 31,92
8 CH 32,15 31,97 31,92
9 CH 50,37 50,27 50,17
10 C 36,74 36,58 36,51
11 CH 21,32 21,13 21,11
12 CH 39,93 39,77 39,81
13 C 42,55 42,35 42,33
14 CH 57,01 56,91 56,79
15 CH 24,54 24,39 24,32
16 CH 28,47 28,96 28,26
17 CH 56,31 56,06 56,11
18 CH 12,09 12,07 11,87
19 CH 19,62 19,42 19,40
20 CH 36,38/40,70 40,54 36,17
21 CH 19,012 21,11 18,82
22 CH, 34,20(CH)/138,53(CH) 138,37 33,95
23 CH, 26,35(CH)/129,5(CH) 129,32 26,13
24 CH 46,09/51,47 51,29 45,85
25 CH 29,41 31,94 29,18
26 CH 20,04 21,26 19,84
27 CH 19,27 19,02 19,07
28 CH 23,31/25,63 25,44 23,09
29 CH 12,21 12,27 12,32

Exp.: experimentalLit : literatura (WRIGHTet al, 1978, 25 MHz em CDg)l
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5.6.1.3.2. FRACIONAMENTO DA FRACAO A1-EHCEduck

A fracdo A1-EHCEduck, oriunda do pré-fracionameshdcextrato hexanico das cascas
deE. dukeandpéag. 151), corresponde a fracdo dos acidos gexiiterpénico. Entdo com o
objetivo de isolar os acido diterpénico, uma por¢@& mg) dessa fracdo foi re-fracionada
em coluna cromatografica (g = 1,5 cm) de silica(gé+230 mesh). Usou-se hexano como
eluente aumentando gradativamente a polaridadeamvéscimo de AcOEt, nas seguintes
proporgdes: 0, 5, 10, 15, 20, 50, 100%. RecolhebGs&racbes e apds anadlise em CCD, as
fracbes foram reunidas em 8 fracdes, conforme mmstno Esquema 7. As massas das
fracOes obtidas também estdo mostradas nesse esq@@fnacionamento, entretanto, ndo se
mostrou eficiente, provocando o espalhamento dasstimadEntdo, optou-se por esterificar a
fracdo com maior quantidade de material, f4-Al-HSesta fracdo foram detectados 4 acidos
graxos: acido hexadecandico (5,6%), acido tetramesa (22 %), acido hexacosandico
(66,6%) e um acido graxo nao identificado (5,8%9.&3pectros de massas e a proposta de

fragmentacao dos acidos identificados estdo expost®ecado 5.6.1.2.1 (pagina 131).

Al1-EHCEduck

(24 mg)
Coluna A1-HCd
Msjica= 17 Mg
hsiica= 19 cm
Vn=43 mL
f1-A1-HCd f2-A1-HCd f3-A1-HCd f4-A1-HCd f5-A1-HCd f6-A1l-HCd f7-A1-HCd f8-A1-HCd
1 2-30 31-33 34-40 41-47 48 49 50
(0,3 mg) (0,2 mg) (0,2 mg) (7,2 mg) (4,5 mg) (3,6 mg) (1,4 mg) (6,3 mg)

Esquema 7. Fracionamento da fragcdo acida A1-EHCEduck
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5.6.1.4. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO

BRUTO EHCEglabl

Com o extrato obtido em hexano das cascasEdeglabriflora da 1° coleta
(EHCEglabl) realizou-se o mesmo procedimento daraefo dos acidos. Entdo, uma porcao
(101 mg) do extrato EHCEglabl foi pré-fracionado emuna (g = 1,5 cm) com silica gel
(70-230 mesh) impregnada com KOH. Foram coletadas ttacfes, uma de 85 mL de DCM
e outra de 60 mL de MeOH. Aposs a evaporacao dossmode solvente da fracdo coleta em
MeOH, ela foi acidificada e particionada com DCMr(detalhes do procedimento no item
4.1.3 dos materiais e métodos, pag. 69). Apenex;ad acida (A1-EHCEglabl) foi escolhida
para prosseguir o trabalho (pag.166). As massasfrde8es obtidas estdo mostradas no

Esquema 8.

EHCEglabl
(101 mg)
Coluna C1-HCgl
Msiica= 10 g
Nsiica= 8 €M
Vmn=25mL
DCM MeOH
C1l-EHCEglabl Al-EHCEglabl
(53,7 mg) (42,9 mg)

Esquema 8. Fracionamento do extrato EHCEglabl
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5.6.1.4.1. FRACIONAMENTO DA FRACAO A1-EHCEglabl

Optou-se em realizar um fracionamento com a éragida A1-EHCEglab{42 mg)
para se tentar separar o acido diterpénico doguatridos, uma vez que no EHCEglab, o
acido diterpénico estava em maior propor¢cdo conectielo na analise em CG-DIC. Entéo
uma porcdo da fracdo contendo os &acidos foi fiefrada utilizando-se coluna
cromatografica (g = 1,5 cm) de silica gel (70-238s). Usou-se Hex/AcOEt como eluente
nas propor¢des de 5, 10, 15, 20, 50, 100% dess®oulAs massas das fracOes obtidas estao

mostradas no Esquema 9.

Al-EHCEglabl
(42 mg)

Coluna A1-HCgl
Msiica= 17 Mg

hsiica= 19 cm
Vm=43mL
f1-Al- f2-Al- f3-Al- f4-Al- 5-Al- f6-Al- f7-Al- f8-Al- f9-Al-
HCg1 HCg1 HCg1 HCg1 HCg1l HCg1 HCg1 HCg1 HCg1
1-3 4-6 7-17 18-19 20-30 31-35 36-40 41-47 48-49
(0,6 mg (1,1 mg (0,5 mg (0,2 mg (17 ma) (3,4 mq) (5,8 mq) (3,2ma) (8 ma)

Esquema 9 Fracionamento da fracdo acida A1-EHCEglabl

Apoés andlise em CCD, as fracdes foram reunidafoonne a semelhanca de
seus perfis, resultando em 9 subfracbes. A fra¢ggd1fHCgl foi escolhida para a
esterificacdo. ApOs a derivatizacdo dessa fracipossivel a deteccdo de 7 acidos, sendo 6
acido graxos: acido hexadecanoico (34,8%), acidgadecandoico (4,1%), um acido graxo néo
identificado (3,9%), acido docosandico (3,2%), @citetracosandico (6,8 %), acido
hexacosanodico (16,7%); e um acido diterpénico:idoas-hidroxi-labda-7,13-dieno-15-0ico
(30,6%). Os espectros de massas e a propostagmeeintacao dos acidos identificados estéo

expostos na Secéo 5.6.1.2.1 (pagina 131).



167

5.6.1.5. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO

EHCEglab2

Uma porcéo (400 mg) do extrato obtido em hexarmodacas d&. glabriflora da
segunda coleta (EHCEglab2) foi pré-fracionado etarmao (g = 2,5 cm) com silica gel (70-
230 mesh) impregnada com KOH, para separacdo ddssad-oram utilizados Hex (375
mL), de DCM (1000 mL) e MeOH (900 mL) como eluems massas das fracdes obtidas

estdo mostradas no Esquema 10.

EHCEglab2
(400 mg)

Coluna C1-HCg2
Msijica= 50 g
hsilica: 11,5 cm
Vn=75mL

Hex DCM MeOH

C1-EHCEglab2 D1-EHCEglab2 Al-EHCEglab2
(86,4 mg) (99,0mgq) (191,3 mg)

Esquema 10 Pré-fracionamento do extraiCEglab2

A fracdo acida (A1-EHCEglab2) ndo foi fracionadeno realizado com os extratos
anteriores, pois esses fracionamentos ndo se maostraficientes, optou-se por apenas
esterificar essa fracdo. Apos a derivatizacdo fatatactados 7 acidos, sendo 3 acido graxos:
acido hexadecanodico (16,2 %), acido octadecendi6 #) e um acido graxo nao
identificado (7,6 %); e 4 acidos diterpénicos: addac3-clerodeno-15-6ico (39,9 %), um

isdmero do acido 3-clerodeno-15-06ico (4,6 %), aadtvico (5,5 %) e o acido 3-hidroxi-
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labda-7,13-dieno-15-0ico (18,6 %)s espectros de massas e as propostas de fragtemntac

dos acidos identificados estéo expostos na Se6dhZA1 (pagina 131).

5.6.2. EXTRATOS DAS CASCAS OBTIDOS EM ACETATO DE ETILA

5.6.2.1. AVALIACAO DOS PERFIS CROMATOGRAFICOS DOS

EXTRATOS POR CCD

Os extratos das cascas obtidos em acetato ddogtita solubilizados em MeOH e o
melhor sistema de eluente foi CHBeOH 4:1. A Figura 95mostra as cromatoplacas

reveladas em luz UV-254 nm)( sulfato céricoZ), vanilina sulfurica ), FeCk (4) e AICl3

(5).

s
d>

Figura 95. CCD comparativa dos extratos das cascds. akickeandd) e E. glabriflora
(g) obtidos em hexano e reveladas em luz UV-254nne @)lucdes de sulfato cérico (2),
vanilina sulfdrica (3), Cloreto férrico (4) e AKJb). Eluente: CHGIMeOH 4:1.

d: E. duckeanag: E. glabriflora

Os extratos apresentaram substancias majoritdifiex@ntes, como pode-se observar
nas cromatoplacas reveladas em sulfato c@go vanilina(3) e solugdo de Fegl(4) na
Figura 95. A substancia majoritaria no EACEdud® @presentou 0,41 e a majoritaria em
EACEglab ¢:) possui R 0,54. Pode-se observar também que a substanc@itdrég do
EACEglab ¢;) também esta presente, porém em menor concentragaBACEduck d,)

como mostrado na Figura 95-1 e 95-2, ambas absoneeinz UV-254 nm. A substancia
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majoritaria do EACEduck d;) ndo estd presente, ou pelo menos em concentracao
significativa, no extrato EACEglab. As cromatoptambém foram reveladas com solucéo
de FeC4, onde ocorreu 0 aparecimento de manchas marrap®mpio que as substancias
sejam compostos fendlicos e a revelacdo com soldeddCk sugeriu que esses compostos
fendlicos sejam flavondides (ZUANAZZI & MONTANHA,@7), o que esta de acordo com
uma das classes de substéancias isoladas do gEperoa (GOURNELIS et al, 1986;

ROYERet al, 2010).

5.6.2.2. FRACIONAMENTO DO EXTRATO EACEglab2

Uma porcao (5 g) do extrato das cascak.dgabriflorada 2° coleta (EACEglab2pi
pré-fracionado em coluna (g=3,5cm) com silica g&R30 mesh (m=120 mg). Utilizou-se
Hex, AcCOEt e MeOH como eluente, em propor¢cbescerdes como mostrado na Tabela 26.
Foram coletadas 10 fracGes de 250 mL cada. As massafracOes obtidas estdo mostradas

na Tabela 26.

Tabela 26 Eluentes e massas das frac@es da coluna C1-ACg2

Eluente Fracdes Massa (mg)

Hex 100% f1-C1-ACg2 3,0
Hex/AcOEt 15% | f2-C1-ACg2 95,6
Hex/AcOEt 50% | f3-C1-ACg2 138,3
AcOEt 100% f4-C1-ACg2 2934
AcOEt/MeOH 5% | f5-C1-ACg2 1.335
AcOEt/MeOH 15%,| f6-C1-ACg2 900,7
AcOEt/MeOH 30%,| f7-C1-ACg2 831,1
AcOEt/MeOH 50%,| f8-C1-ACg2 134,6
MeOH 100% f9-C1-ACqg2 1.034

MeOH 100% f10-C1-ACg2 2,5
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Trés das fracbes obtidas no pré-fracionamento xtwate EACEglab2 foram

selecionados para a continuacdo dos fracionamefas1-ACg2; f5-C1-ACg2 e f6-C1-

ACg2.

5.6.2.2.1. FRACIONAMENTO DA FRACAO f4-C1-ACg2

Uma porc¢ao (160 mg) da fracdo f4-C1-ACg2, oriuddgré-fracionamento do extrato
bruto EACEglab2, foi submetida a fracionamentooatina (=2 cm) com silidé&sh (230-
400 mesh). Utilizou-se CH@AcOEt/acetona 3:2:2 como eluente. Foram coletaglas
fracbes de 5 mL cada. As fracdes foram analisadasCED e reunidas em 7 fracdes,
conforme a semelhanca de seus perfis (Esquema Ifgcao f1-C2-ACg2 foi a selecionada

para uma purificacdo em CCDP, por apresentar daashms com boa separacdo em CCD.

f4-C1-ACg2
(160 mg)

Coluna C2-ACg2
Msiica= 55 Mg

hiica= 38cm
V=130 mL
fi-c2-Acg2 || fo-ce-acg2 || f3-ce-acg2 || faco-acg2 || fs-co-acg2 || fe-c2-acg2 || f7-co-acg?
1-4 5-7 8-12 13-15 16-18 19-32 33-40

Esquema 11.Fracionamento da fracdo f4-C1-ACg2
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5.6.2.2.2. PURIFICACAO DA FRACAO f1-C2-ACg2

A fracado f1-C2-ACg2 (9,2 mg) foi purificada atravde CCDP. O eluente utilizado foi
CHCI/MeOH 5:1. Foram obtidas 2 fracdes: f1-PP4-ACg2(qR8) e f2-PP4-ACg2 (R

0,82). As duas fragGes foram analisadas por CLAE-UV
5.6.2.2.3. FRACAO f1-PP4-ACg2

A fracdo f1-PP4-ACg2 (m= 4,3 mg) apresentou apamaspico com tempo de
retencdo (§ 17,11 minutos quando eluida com o gradiente lt¢N&as e Métodos, pag. 73)
em CLAE-UV, no modo de varredura (200 a 600 nm).

O espectro de UV da substancia cerh7 11 min apresentou um perfil caracteristico
de flavonoides, com dois maximos de absorvanciandi@ 293 nm (Figura 96-B).

O espectro de massas (Figura 96-C) do mesmo pgaoigLque a substancia apresenta

massa molecular de 476 u.m.a., pois analise fozeela em modo negativo (475[M-H]

17,11
380000

360000

340000 A
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300000

280000
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100000
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40000 13,83 22,05 3555 2539 26,95 29,71 3936
200003 | oo 2'?,3 2.48 12,47 /\A 15,65 1958
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B - (C)

2690

200 250 300 350
wave

Figura 96. Cromatograma obtido por CLAR], espectro de UVR) e EM (C) da fracéo f1-PP4-ACg2.
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A andlise do espectro de RMM (Figura 97) revelou 4 sinais de hidrogénios
aromaticosdy 7,37 (d, 2HJ=9Hz) edy 6,85 (d, 2H,J=9Hz) que mantém uma relacédo
entre si , &y 5,93 (d,1H,J=2Hz) edy 5,90 (d,1H,J=2Hz) que mantém uma relacéaeeta
entre si, esses sinais referem-se aos anéis Bespectivamente (Figura 98). De modo geral,
os hidrogénios do anel B aparecem em regifes nealdiddadas que os hidrogénios do anel

A.

e (&)

(A) (B)

AL __'\__ P TR _'___.__._ =L e 4 b AR

1-. 1 5 4 k| i ppm

Figura 97. Espectro de RMNH (500 MHz, CROD) da fracéo f1-PP4-ACg2. Ampliagbes das
regides entréy 7,3-5,1 ppmA) edy 4,7-3,4 ppmB)
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Os substituintes R ndo foram identificados, porépds-se que o0 anel B sgara
dissubstituido, o que justificaria a simetria dadrdgénios do anel B (H-2'/ H-6'e H-3'/H-
5’). Além disso, supfe-se que a molécula seja uoogjdio, devido a presenca do singleto
largo emdy 4,0 ppm que pode ser de hidrogénio anomérico, demutros sinais, contiy
4,43 (dd,J=6 e 10 Hz)py 3,80 (dd,J=3,5 e 10 Hz) &4 1,06 (d,J=6 Hz). A elucidacdo da
molécula ndo pode ser finalizada, pois ndo foi ivetsa realizacdo dos outros espectros

necessarios para prosseguir a identificacao.

Figura 98. Suposicdes da estrutura do flavondide da fragalBPi4-
ACg2

5.6.2.2.4. FRACAO 2-PP4-ACg2

A fracdo f2-PP4-ACg2 (m= 7,0 mg) apresentou-se caoma mistura quando eluida
com o gradiente 1 (Materiais e Métodos, pag. 73)C&RAE-UV, no modo de varredura -200
a 600 nm (Figura 99). Por a fracdo apresentaes®gmama mistura e devido a pequena

quantidade de massa, optou-se por interrompabalho com essa fracao.
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Figura 9S. Cromatograma obtido por CLAR], espectro de UVR) fracéo f2-PP4-
ACg2

5.6.2.2.5.. FRACIONAMENTO DA FRACAO f5-C1-ACg2

Uma porcdo (160 mg) da fracdo f5-C1-ACg2 (oriurtta pré-fracionamento do
extrato bruto EACEglab2) foi fracionada em colysa2 cm) com silicdlash (230-400
mesh) utilizando como eluente CHf@ketona/MeOH 9:2:2. Obteu-se 20 fracoes de 10 mL
cada. As fracOes foram reunidas de acordo com atis resultando em 10 fracdes, como
mostrado no Esquema 12. A massa da fracdo utilizexldracionamento e das fracdes
obtidas, assim como os dados do pré-fracionamestdo mostrados no esquema 12. A
fracdo f7-C3-ACg2apresentou-se como apenas uma mancha em CCD,ggomesivo foi

avaliada por CLAE-UV, EM, RMNH e **C e bidimenionais (pag. 173).
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f5-C1-ACg2
(160 mg)

Coluna C3-ACg2

Msiica= 25,9 mg

hsilica: 16,2 cm

Vin=5CmL
f1-C3 f2-C3 f3-C3 f4-C3 f5-C3 f6-C3 f7-C3 f8-C3 f9-C3 f10-C3

1 2 3 4 5 6 7 8-9 10 11-20

(0,8 mg) (1,6 mg) (36,4 mg) (3,1 mg) (5,4 mg) (13,2 mg) (20,3mg) (30,7 mg) (1,4 mg) (16,1 mg)

CLAE, EM
RMN H, BC e
bidimensionai

Esquema 12 Fracionamento da fracdo f5-C1-ACg2

5.6.2.2.6. ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA FRACAO f7-C3-ACg2

A fragdo f7-C3-ACglab caracterizou-se como um dlamorfo de coloragéo
marrom, soltvel completamente em metanol. Em CGBa éracdo apresentou-se como uma
mancha de R0,36, quando eluida em CHGNeOH 5:1. Quando revelada com sulfato cérico
apresentou coloragdo amarelada, em solucdo de; FgfLésentou coloragdo marrom
(caracteristico de compostos fendlicos), podendwasar de um flavondide, pois apresentou
fluorescéncia quando em UV-365 nm ap0s revelacosmucdo de AlG| revelador usado
na deteccao de flavondides (ZUANAZZI & MONTANHA, QD).

A andlise por CLAE-UV/DAD revelou um pico intensone tempo de retencdo 17,75
minutos, quando a fracdo foi analisada com o gnéglig (pag. 73). O espectro de UV da
substancia com tempo de retencdo 17,75 minutosegm dois maximos de absor¢éo, 219
nm e 293 nm, caracteristico de flavondides. O ctograma e o espectro de UV estédo

apresentados na Figura 100.



O espectro de massas pbetronsprayde alta resolucéo (Figura 101) possibilitou a

determinacdo da massa molecular da substanciaeropotde retencdo 17,75 minutos como

RT: 0,00 - 59,99
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Figura 100. Cromatograma obtido por CLAE e espectro de U¥udastancia com
tempo de retengdo 17,75 min da fragéo f7-C3-ACgledljzada com o eluente 2
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sendo 434 u.m.a., uma vez que analise foi realizexdanodo negativo (433 [M-H] A

fragmentacao do ion de m/z 433 proporcionou noragnientos de m/z 287, 269 e 259, por
exemplo. A primeira perda significante de massaespondeu a 146 u.m.a., uma perda
relativamente alta, sugerindo uma perda de umaadeidde acUcar, podendo, entdo a

molécula ser um glicosidio. Com base nessa sumpsicfarte aglicona da substancia teria

uma massa molecular de 287 u.m.a.
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Figura 101 Espectros de massas (EM-ESI) da substancia aopotde retencdo 17,75
minutos(A). EM/EM do fragmento de m/z 4@)
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O espectro de RMRH (Figura 102) apresentou 4 sinais que absorvemegido de
hidrogénios aromaticos (marcado em azul na Fig0g). IEsses sinais correspondem a dois
dubletos endy 7,12 (2H, dJ = 8,5 Hz, H-2'/H-6) edy 6,69 (2H, dJ = 8,5 Hz, H-3'/H-5),
com J caracteristico de acoplamento de hidrogénios is&cgoorto, atribuidos ao anel B
(1,4-dissubstituido) e dois dubletos com sinais &mn5,83 (1H, dJ = 2,0 Hz, H-6)e 5,79
(1H, d,J = 2,0 Hz, H-8) cond caracteristico de acoplamento de hidrogénios sgfuometag
atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-8, respectivaejereferentes ao anel A (5,7,9,10-

tetrassubstituido).
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Figura 102 Ampliaces do espectro de RMN (500 MHz) da amostra f7-C3-ACglab
em CDC} (e DMSO-@).



178

O espectro de RMN d#i apresentou também um par de dubleto$gm,92 (1H, d,

J =11 Hz) e 4,36 (1H, d] = 11 Hz), os quais foram atribuidos aos hidrogéie2 e H-3,
respectivamente (marcado em verde na Figura 102pn&tante de acoplamento apresentada
por estes dubletosl$11 Hz) sugereconfiguracdo relativdrans de H-2 e H-3, o que
determina a principal caracteristica do esquelettfadranonol (SILVAet al, 2007).

A presenca de uma unidade de acgucar pode seridadugartir dos sinais entsg 4,1
e d 3,1 (marcado em vermelho na Figura 102). Obseseocapresenca de um duplo dubleto,
com aspecto de multipleto, edn 4,05 (dd,J=6,5 €J=9,5, H-5") seguido de um singleto
largo emdy 3,80 (s) atribuido ao hidrogénio anomérico H-@8js duplo dubleto erdy 3,52
(dd, J=3,0 eJ=9,2, H-3") edy 3,40 (dd,J=1,5 eJ=3,5, H-2") seguido de um tripleto ebpy
3,16 (t,H-4"). P6de-se observar também um sinal blindadim desdobramento de dubleto
emdy 1,03 (d,J=6,0, H-6"), caracteristico de metila de unidaderdmnose. Os dados de
RMN *H permitiram caracterizar a unidade monosidica ceermo uma ramnose (X al,
2005).

Em alguns trabalhos, como o realizado Begasini e colaboradores (2008),
configuracdo relativa da unidade do acucar € détada pelas constantes de acoplamento
entre H-1" e H-2". Valores proximos a 1,5 Hz iedim configuracéde, enquanto que valores
proximos a 7-9 Hz indicam a configuragioDeste modo, estabeleceu-se a configuracao
para a unidade de ramnose, pois apesar do H-Esaptar-se como um singleto largo, o H-
2" apresentow=1,5 HZ.

O espectro mostrou uma interagédo intramolecuigacfio de hidrogénio, do grupo
hidroxil no sinal &y 11,9 ppm

Os sinais enay 7,26 (S) &y 2,41(m) sao referentes aos solventes deuterad@$;@D
DMSO-d;, respectivamente e o sinal em 1,98(s) é referantem contaminando nao

identificado do solvente. Segundo o manual da Brukédeslocamento dig 2 ppm pode ser
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atribuido ao acido acéticosPacetona B acetonitrila @ ou tolueno [, comuns em solventes
deuterados.

O mapa de contornosH-'H]-COSY (Figura 103) mostra a vizinhanca entre £sse
hidrogénios. As interacdes mostradas para a pglieoaa da molécula foram as ocorrida
entre os hidrogénios H-2 e H-8[,/ 4.3 4,92/4,36] do anel C (mostrada em azul na Figura
103-A) e os hidrogénios equivalentes H-2'/H-6" 8¥H-5" [ .2/ du-3 7,12/6,69] do anel B
(mostrada em vermelho na Figura 103-B). Para & jpariglicosideo, varias interacdes foram
observadas, as principais interacbes foram entieodgnio H-5" e H-4”(mostrada em
vermelho na Figura 103-A); H-3"e -H-4" (mostraéan verde na Figura 103-A) e H-6" e H-

5” (ndo mostrada na ampliacdo). As demais intexa@stao listadas na Tabela 27.

H-1”
H-3 H-4"
H-2 H-2”
] | H-3" ‘
(A) s | Jg | L
iy . N JM““'J\MWN “\J\\&H\m\ .
F2 ]
Cppm) H-3"/H -4"
| 3.0
= 7 BN A
H4w:?“7 H-5"/H -4 @ @&
H_ZHQJ 3.4 = @ ;
H-3" = "
H-1

T T T AT A B T
5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0
F1 (ppm)

Figura 103 Mapa de contorno$d-'H COSY (500 MHz, CDGle DMSO-@) da fracdo
f7-C3-ACg.(A) Ampliacéo da regido entég 5,2-2,0 ppm €B) o4 7,6-6,1 ppm
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Continuacao ddigura 1003

(B)

T S - .
7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2
F1 (ppm)

Figura 103 Mapa de contorno$d-'H COSY (500 MHz, CDGle DMSO-@) da fracdo
f7-C3-ACg.(A) Ampliacéo da regido entég 5,2-2,0 ppm €B) o4 7,6-6,1 ppm

O espectro de RMRC (Figura 104Tabela 28) e DEPT 135° apresentaram 7 sinais
de carbonos quartenarids 193,83 (C=0)pc 163,65 (C-5)pc 166,67 (C-7)Hc 161,96 (C-9),
dc 100,94 (C-10),6c 126,29 (C-1) edc 157,65 (C-4"); 2 sinais de carbonos metinicos
saturadoscy 81,88 (C-2) ed¢cy 76,20 (C-3); 4 sinais de carbonos metinicos pedietes a
sistema aromaticécy 96,39 (C-6),0cH 95,16 (C-8)0cH 128,11 (C-2’, 6') &dcq 115,33 (C-
3',5’); 5 sinais remanescentes de carbonos atrisuégdunidade de acuc&sy 99,77 (C-1"),
dcy 70,95 (C-2"),0cH 69,64 (C-37),6¢cn 72,32 (C-4"), edcy 68,39 (C-5") e 1 sinal referente
ao carbono metilicécyz 17,08 atribuido ao C-6”, confirmando a unidadeagidica como

sendo uma ramnose (SIL\& al, 2007)
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Os sinais endc 77,00 (tripleto) &¢c 39,51 (septeto) referem-se a mistura de solventes
utilizados para a solubilizacdo da amostra, GDE@ DMSO-d, respectivamente

(SILVERSTEINet al, 2007).
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Figura 104. Espectro de RMNC (125 MHz, CDCJ e DMSO-R) da amostra f7-C3-ACglab.

Pelo mapa de contornos HSQC (Figura 105) pudeesrastsabelecidas as correlacdes
diretas dos carbonos metinicos da porcao aglic@na: [6u/6c 4,92/81,88], C-3 du/dc
4,36/76,20], C6du/dc 5,83/96,39], C-8dn/d¢c 5,79/95,16], C2'-6’ §n/dc 7,12/128,11] e C3'-

5 [0u/dc 6,69/115,33] e dos carbonos metinicos e metilices’() da porcdo acucar:
C1"[dn/dc 3,80/99,77], C-2" Puldc 3,40/70,95], C-3” $u/dc 3,52/69,64], C-4” Puldc

3,16/72,32], C-5” pl5c 4,05/68,39] e C-6" §u/5c 1,03/17,08].
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Figura 105 Mapa de contornos HSQC (125 MHz, CRGIDMSO-D;) de f7-C3-ACglab(A);

(A)
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Pelo mapa de contornos HMBC (Figura 106) podees®ircnar a localizacdo da
unidade de ramnose na unidade aglicona do flavdnessa confirmacao foi realizada através
do acoplamento a trés ligacdedc() entre o hidrogénio anomérico H-1'8{ 3,80) e o
carbono C-3 § 76,20), mostrado em vermelho na Figura 106. Tambésse mesmo
experimento, o acoplamento a duas ligac8@s.) entre o hidrogénio H-25§ 4,92) e o
carbono C-3 dc 76,20), assim como do C-2 com o H-3, define a es@udo flavanonol,
mostrado em azul na Figura 106. Todas as corrdagiiservadas estdo mostradas na Tabela

28.

— T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70

F1 (ppm)

Figura 106. Expansdo do mapa de contornos HMBC (125 MHz, GBCI
DMSO-Ds) da fracdo f7-C3-ACglab

A anélise dos espectros de RMN'#le RMN **C, os bidimensionais HSQC, HMBC e
COSY (Tabela 27 e 28), EM e UV, juntamente comraparacdo com os dados da literatura
(LU & FOO, 1999; XUet al, 2005, SILVAet al, 2007), levaram a identificacdo da fracao

f7-C3-ACglab como sendo um@-glicosil-flavanonol conhecido como engeletina.



Figura 107.Estrutura da engeletina

Tabela 27 Dados de RMN'H e [1H-1H]-COSY (500 MHz, CDGle DMSO-@) da
fracdo f7-C3-ACg e engeletind ém ppm & em Hz)

5H 5H
H (mult., J em Hz) (mult., J em Hz) [*H-'H]-COSY
(f7-C3) (engeletina}
2 4,92 (d,J=11) 5,28 (d,J=10,3) H-3
3 4,36 (d,J=11) 4,73 (dJ=10,3) H-2
4 - - -

5 - - -

6 5,83(d,J=2) 5,87 (dJ=1,9) -

7 - - -

8 5,79 (d,J=2,5) 5,90 (dJ=1,9) -

9 - - -

10 - - -
r - - -
2 7,12 (d,J=8,5) 7,33 (dJ=8,5) H-3’
3 6,69 (d,J=8,5) 6,79 (dJ=8,5) H-2’
4 - - -
5’ 6,69 (d,J=8,5) 6,79 (dJ=8,5) H-6’
6’ 7,12 (d,J=8,5) 7,33 (dJ=8,5) H-5’

., H-3, H-2, H-6", H-4",
1 3180 (S) 3198 (S) H'2”, H'3”, H_5n
2" 3,40 (ddJ=1,5;3=3,5) - H-4", H-1", H-5"
3" 3,52 (ddJ=3;J=9,2) - H-4", H-1"

4 3,16 (1 ) H-2", H-35’,’ H-1", H-
5" 4,05 (dd J=6,5;J=9,5) - H-6 ’H'41,’, H-2", H-
6" 1,03 (d,J=6) 1,05 (dJ=6,2) H-1", H-5"

Legenda mult: multiplicidade; (1) LU & FOO, 1999 (M8Hz, DMSO-d;)
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Tabela28 Dados de RMN®C (125 MHz, CDCJ e DMSO-@) da fragéo f7-C3-ACg e
engeletinad em ppm &l em Hz)

c Mult. e e , HMBC (*%1c)
(f7-C3) (engeletinay

2 CH 81,88 81,28 H-3; H-2

3 CH 76,20 75,75 H-2; H-1"

4 C 193,83 194,32 H-3; H-2

5 C 163,65 163,21 H-6

6 CH 96,39 95,97 H-8

7 C 166,67 167,28 H-6; H-8

8 CH 95,16 94,97 H-6

9 C 161,96 161,99 H-8

10 C 100,94 100,61 H-6; H-8

1 C 126,29 126,32 H-2;H-3; H-5’

2’ CH 128,11 128,82 H-61-2

3 CH 115,33 114,96 H-5’

4 C 157,65 157,63 H-5'; H-2’

5 CH 115,33 114,96 H-3’

6’ CH 128,11 128,82 H-21-2

1” CH 99,77 100,10 H-3”; H-5"; H-3; H-6

2" CH 70,95 70,20 H-4"

3" CH 69,64 69,95 H-1”

4" CH 72,32 71,42 H-6"

5” CH 68,39 68,77 H-4";, H-6"; H-1”

6” CH; 17,08 17,52 H-4"; H-6"

Legenda mult: multiplicidade; (1) LU & FOO, 1999 (75 MHBMSO-d;)
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5.6.2.2.7. FRACIONAMENTO DA FRACAO f6-C1-ACg2

Uma porcao da fracdo f6-C1-ACg2 (oriunda do pagibnamento do extrato bruto
EACEglab2, pag. 169) foi fracionada em coluna (8=dn) com silica gel (70-230 mesh).
Foram utilizados com eluente CHCé MeOH, com adicdo gradativa de MeOH. As
proporc¢des utilizadas foram: CHQI00%, CHCYMeOH 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
50%,70%, 90% e MeOH 100%. Foram recolhidas 60 &sc¢fie 9 mL cada e 3 fracdes de 20
mL, totalizando 66 fracdes. As massas das fracteglas, assim como os dados do
fracionamento, estdo mostrados no Esquema 13.¢adr&/-C4-Acg2 foi a escolhida para

uma purificacéo por CCDP.

f6-C1-ACg2
(100 mg)

Coluna C4-ACqg2
Msijica= 50 g
hsiica= 20 cm
Vmn=8CmL

f1-C4 f2-ca f3-c4 f4-C4 f5-C4 f6-C4 f7-C4 f8-Ca f9-C4
1-15 16 17-26 27-32 33-40 41-44 45-48 49-58 59-66
(8 mg) (L9mg) | (12,4 mg) (20.2mg) [ (429mg) || (20,1 mg) || (17,7 mg) | (40 mg) (39.39)

Esquema 13.Fracionamento da frac#®-C1-ACg2

5.6.2.2.8. PURIFICACAO DA FRACAO f7-C4-ACg2

A fracdo f7-C4-ACg2(10 mg) foi submetida a CCDP. O eluente utilizado foi
CHCIy/MeOH 4:1. A placa cromatografica foi eluida 3 v&z@& mancha de {R0,07 foi

identificada como f1-PP3-ACg2 e foi enviada paraliae em RMN'H, porém o espectro
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revelou que tratava-se de uma mistura, entdo devidequena quantidade da amostra néo

pode-se continuar com o fracionamento.

5.6.2.3. FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO EACEduck

Uma porcdo (1 g) do extrato obtido em acetato dea & submetida a um pré-
fracionamento por meio de coluna cromatografica @cm) com silica gel (70-230 mesh).
Foram utilizados como eluente Hex/AcOEt/MeOH nagppr¢cdes de Hex 100%, Hex/AcOEt
15%, 50%, AcOEt 100%, AcOEt/MeOH 15%, 30%, 50% eOWe100%. Recolheu-se 8
fracbes de 130 mL cada. As fragcbes foram analispdasCCD e reunidas conforme a
semelhanca de seus perfis (Esquema 14). A fracd8lfACd foi a escolhida para dar
prosseguimento ao fracionamento por dois motivosspr a fragdo com maior quantidade de
material e por apresentar a substancia que deenorggmancha indicada como majoritaria na

CCD comparativa dos extratos (Figura 95).

EACEduck
(19)

Coluna C1-ACd

Msilica= 55 Mg

hsiica= 38cm

V=130 mL
f1-C1-ACd f2-C1-ACd f3-C1-ACd f4-C1-ACd f5-C1-ACd

1-2 3 4 5 6-8
(5mg) (19,8 mg) (105 mg) (777 mg) (112,9 mg)

Esquema 14. Pré-fracionamento do EACEduck
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5.6.2.3.1. FRACIONAMENTO DA FRACAO f4-C1-ACd

A fracdo f4-C1-EACEduck (160 mg) foi fracionada e€oluna (=2 cm) em silica
flash (230-400 mesh). Foram coletadas 29 fracfes, & piimeiras fracdes foram coletadas
em CHC{/MeOH 8:2; as fracdes 21 a 28 foram coletadas el@lg€MeOH 1:1; e a fracéo 29
foi coletada em MeOH 100%. As fracdes foram andéisgpor CCD e reunidas conforme a
semelhanca de seus perfis (Esquema 15). A frag&248Cd foi a que apresentou maior
quantidade da substancia majoritaria quando adalisen CCD e aparentemente a mais facil

de purificar, entdo optou-se por realizar com é&sg#0 uma placa preparativa.

f4-C1-ACd
(16C mg)
Coluna C2-ACd
Msijica= 160 mg
hsiica= 18 cm
Vmn=55mL
1-7 f8-C2-ACd f9-C2-ACd f10-C2-ACd f11-C2-ACd f12-C2-ACd f13-C2-ACd
8-9 10-19 20 21 22-28 29

Esquema 15 Fracionamento da fracdo f4-C1-ACd

5.6.2.3.2. PURIFICACAO DA FRACAO f9-C2-ACd

A fracdo f9-C2-ACd foi purificada por CCDP. O ehte utilizado foi
CHCIs/AcOEt/acetona 1:1:1. A analise cromatografica 66D nao obteve o mesmo perfil
da apresentada em CCD. Em CCD uma mancha d&4Rera observada quando avaliada em

UV-254 nm. Em CCDP apenas um rastro foi observewl@o optou-se por aplicar a solucéo
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de FeCina laterais da placa (procedimento descrito emenaét e métodogqag. 67) para se
localizar a substancia, entdo retirou-se a areaegmondente as manchas reveladas e
identificou-se como f1-PP1-ACd. Essa fracdo foiiada para anélise em RMM, porém,

mostrou-se como uma mistura revelando que outaggfiamentos seriam necessarios.

\'!

=

1 2

Figura 108 Resultado da purificacao da fracdo f9-C2-ACd.
Eluente: CHGJAcOEt/acetona 1:1:1, revelador: vanilina.
(1) f9-C2-ACd e (2) f1-PP1-ACg2

5.6.3. EXTRATOS METANOLICOS DAS CASCAS- AVALIACAO P OR

RMN H

Os extratos obtidos em metanol foram avaliadosRdN *H com o objetivo analisar
os perfis dos extratos e buscar informacdes imp@sasobre as classes de substancias
presentes.

Foram avaliadas principalmente trés regifes: hi&hmogs aromaticos; acucar e
hidrogénios metilicos, cada uma dessas regidexf@ndida. De um modo geral, os extratos

apresentaram perfis semelhantes.
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REGIAC 1 REGIAQ 3 REGIAD 4

REGIAD 2
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Figura 109. Espectros de RMRH (500 MHz, CROD) dos extratos brutos (A) EMCEduck; (B) EMCEglab
(6 em ppm).

A primeira regido avaliada foi a regido de hidmigé aromaticos que corresponde a
dn 7-5 ppm (SILVERSTEINet al, 2007), pois é a regido onde pode-se preversepca de
flavondides nos extratos, classe esta ja isoladtertrabalho e ha um trabalho na literatura
gue descreve o isolamento dessa classe em expaltres deE. falcata (ROYER et al,
2010). De fato, nessa regido, os extratos possudetds que podem ser de flavonoides. E
ainda, as constantes de acoplameditalds sinais mais blindados sdx?-1,5 pode-se supor
que os hidrogénios mantém posigaetaentre si. Os hidrogénios do anel B do esqueleto
basico dos flavonodides ocorrem em regido mais ohelslla que o anel A, pode-se supor que
0s sinais na regiady 7,0- 6,8 ppm podem ser de hidrogénios do aneb8 ®nais endy 6,0-

5,9 ppm podem ser do anel A.
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Figura 110. Ampliagdo da regido 1 dos espectros de RMN(500 MHz,
CD;0D) dos extratos brutos (A) EMCEduck; (B) EMCEg(akem ppm)

A regido entredy 5,5 e 4,4 ppm foi a que apresentou maior diferemgaos sinais
estdo presentes no extrato EMCEduck (A) e ausewtésMCEglab (B), como mostrado na
Figura 111. Essa regido é caracteristica de algu@teC=C), indicando que o EMCEduck

possui mais insaturagdes que o EMCEglab (B).
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Figura 111 Ampliacéo da regido entfg 5,5 — 4,5 ppm dos espectros de REHN(500 MHz,
CD;0OD) dos extratos brutos (A) EMCEduck; (B) EMCEg(atem ppm)

Regido complexa entr&; 4,1-3,3 ppm é caracteristica de sinais de hidiogéde
acucar. Essa regido apresentou-se semelhanteosrasgratos, sugerindo que ambos extratos

séo constituidos por moléculas glicosiladas.
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Figura 112 Ampliacédo da regiady, 4,1 — 3,3 ppm dos espectros de RMN
'H (500 MHz, CROD) dos extratos brutos (A) EMCEduck; (B) EMCEglab
(6 em ppm)

A regido mais blindadayy 3,2-0,0 ppm € caracteristica de hidrogénios ligado
carbonos s (SILVERSTEIN et al, 2007). O dubleto endy 0,9 (=6 Hz) pode ser de
hidrogénio H-6" do acgucar da ramnose, outro fate iqndica a presenca de ramnose € o sinal
emdy 3,2 ppm (tripleto), em maior propor¢do em EMFEdut& diferenca também na regido

de 2,3 ppm, onde em (A) ha um duplo dubleto que astente em EMFEglab.



(A)

(B)

Figura 113 Ampliacéo da regi&dy 3,2 — 0 ppm dos espectros de RMN(500 MHz,
CD30D) dos extratos brutos (A) EMCEduck; (B) EMCEg(a@kem ppm)
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5.6.4. EXTRATOS DAS FOLHAS OBTIDOS EM HEXANO

5.6.4.1. AVALIACAO DOS PERFIS CROMATOGRAFICOS DOS

EXTRATOS POR CCD

Os extratos das folhas obtidos em hexano foranbsiabdos em CHGle analisados
por CCD. O melhor eluente encontrado foi HexZEt6:4. A Figura l1l4mostra as
cromatoplacas reveladas em luz UV-254 ipn YV-365 nm R), sulfato céricoJ), vanilina

sulfarica @) e &cido sulfarico).

Figura 114. CCD comparativa dos extratos das folhas Ededuckeana(d) e E.
glabriflora (g) obtidos em hexano e reveladas em luz UV-254 365 nm ) e
solucdes de sulfato céric®)( vanilina sulfirica 4) e acido sulfarico §). Eluente:
Hex/EtO 6:4.

Andlises das cromatoplacas no UV (254 nm e 365 Rigura 114-1 e 114-2,
respectivamente), revelaram manchas apolares; d@¢7B ¢; e g;) em ambos os extratos,
sendo quey; é composta por duas manchas muito proximas, uneisuple cor amarela em
254 nm e preta em 365 nm e outra lilds (254 nnt); & composta apenas da mancha lilas
(por isso nao apresenta a mancha preta no UV-365 Asnmanchasl; e g; puderam ser
observadas nas cromatoplacas reveladas em suffiato (3), vanilina(4) e &cido sulfarico
(5). Foram observadas também manchas fluorescente8§8vim, Figural14-2) de R0,40

identificadas comal; e g; (menor quantidade). E interessante observar quanahmad; nio é
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a mesma que absorvem no UV-254 nm, esta é um poad® apolar e R0,54 (4. A
absorcdo de luz UV indica que nos extratos ha 8nbists com grupos cromoforos
(HOSTETTMANN et al, 2008).

As cromatoplacas reveladas em sulfato céri@d € vanilina sulfdrica 4)
apresentaram manchas bem definidas e distintag edrextratos. O EHFEduclkd)(
apresentou a manclia de R 0,64 (Figura 114-3 e 114-4) presente em menqgqogao em
02 (observada apenas quando revelada em vanilinaraFig 4-4) as de R 0,55 de coloracao
roxa, Figura 114-4 (provavelmente co-eluida comaachad,, observada no UV-254 nm).
No EHFEglab (Figura 114-4) foi observado a manghér; 0,60) de coloracdo amarela e a
manchags (Rr 0,47) de coloracéo roxa, essas duas manchas astéotes em EHFEduck.

Coloracéao roxa em vanilina € indicativo de terpgWd8GNER & BLADT, 1995).

5.6.4.2. PRE- FRACIONAMENTO DO EXTRATO EHFEglab2

Uma porcdo (4 g) do extrato obtido em hexano ddba$ daE. glabriflora
(EHFEglab)foi pré-fracionado em coluna (g=3,5 cm) com sitjea(70-230 mesh). Utilizou-
se Hex, EO, AcOEt, MeOH como eluentes nas propor¢cdes exapsena tabela abaixo.
Foram coletadas 13 fracdes de 220 mL cada, serelagjiracdes f2 e f11 foram divididas em

duas fracdes de 110 mL cada, por apresentarenacatodiferenciada na eluicéo.
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Tabela 29 Eluentes e massas das fragfes coletadas nonaawémto
do extrato obtido em hexano das folhagdglabriflora (EHFEglab)

Fracbes Eluente Massa (mg)

f1-C1-HFg2 Hex 100% 800

(a) 321
f2-C1- HFg2 Hex/ExO 10%

(b) 161
f3-C1- HFg2 Hex/ EtO 20% 442
f4-C1- HFg2 Hex/ EO 30% 899
f5-C1- HFg2 Hex/ ELO 40% 275
f6-C1- HFg2 Hex/ EO 50% 150
f7-C1- HFg2 Hex/ EtO 70% 165
f8-C1- HFg2 Et,O 100% 45,5
f9-C1- HFg2  Et,O/AcOEt 20% 36,1
f10-C1- HFg2 Et,O/AcOEt 50% 23,5

(a) 15,4
f11-C1- HFg2 AcOEt 100%

(b) 13,5
f12-C1- HFg2 AcOEt/MeOH 20% 52,5
f13-C1- HFg2 MeOH 100% 30,6

A fragdo f1-C1-HFg2, eluida em hexaapresentou aspecto oleoso, podendo se tratar
de uma mistura de sesquiterpenos. A fracdo f4-Cd2HFfoi escolhida para dar
prosseguimento ao processo cromatografico por epi@suma mancha majoritaria de R
0,51 (quando eluida em Hex/CH@IcOEt 4:8:1) e por ser a fragdo com maior masa&id;
uma parte (300 mg) da fragdo f4-C1-HFg2 foi subdaeéi coluna (2=2,0 cm) com silica gel
(70-230 mesh), utilizando Hex/CHZACOEt 4:8:1 como eluente. Foram coletadas 20 &8¢0

de 9 mL cada (Esquema 16).
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f4-C1-HFg2
(300mg)

Coluna C2-HFg2
Msiica= 30 Mg
hsiica= 25,4 cm
V,=65mL

f1-C2-HFg2 2-C2-HFg2 3-C2-HFg2 f4- C2-HFg2 f5- C2-HFg2 6-C2-HFg2
1-3 4-6 7-10 11-15 16 17-20
(8,8 mg) (2,5 mg) (12,4 mg) (203,0 mg) (12,0 mg) (20,5 mg)

Esquema 16 Fracionamento da fracdo acida f4-C1-HFEQ2

A fracdo f4-C2-HFg2 foi purificada por CCDP. O eluente utilizado foi
Hex/CHCbk/acetona 7:2:0,5. A placa foi revelada em luz UM-25365 nm e com vanilina
sulfarica. A mancha de®,21 foi identificada como f3-PP1-HFg2 e analispda RMNH,

porém essa fracdo apresentou-se como uma mishd@ @ode ser identificada.

5.6.5. EXTRATOS DAS FOLHAS OBTIDOS EM ACETATO DE ETILA

5.6.5.1. AVALIACAO DOS PERFIS CROMATOGRAFICOS DOS

EXTRATOS POR CCD

Os extratos das folhas obtidos em acetato de fetilm solubilizados com uma
mistura de AcOEt e MeOH e analisadas por CCD. Chanetluente foi Hex/CHG@MeOH
2:3:0,5. A Figura 11%nostra as cromatoplacas no visivBl &pods eluicdo e reveladas em luz

UV-254 nm @), UV-365 nm B), sulfato céricoJ), vanilina sulfarica4) e acido sulftrico (5).
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Figura 115. CCD comparativa dos extratos das folhagdduckeandd) e E. glabriflora (g) obtidos em
acetato de etila. Antes da revelagéo (1) e reveladaluz UV-254nm (2), 365nm (3) e solugBes deatulf
cérico (4), vanilina sulfarica (5) e acido sulfris). Eluente: Hex/CH@MeOH 2:3:0,5.

De modo geral, os extratos ndo apresentaram dgasersignificativas quando
avaliados seus perfis em CCD, sendo que o acompemita foi melhor realizado por
revelacdo em luz UV (254- 365 nm), pois os revakesloapesar de universais, nao foram
eficientes.

Em vanilina sulfarica, ambos os extratos apresantarastros cinzas e 2 manchas
verdes de R: 0,62 e 0,49. Na luz UV-365 nm, as Unicas difgmenobservadas foram as
manchas: fluorescente azul de R72, presente emhe ausente emg e a mancha mais polar
de R 0,20, presente em e ausente erd (mostradas por setas na Figura 115-3). Segundo
Wagner e Bladt (1995), cores vermelhas em UV-365énimdicativo de clorofila. Nao foi

realizado fracionamento desses extratos, apenasamaaracao por CCD.

5.6.6. EXTRATOS METANOLICOS DAS FOLHAS: AVALIACAO P OR

RMN H

Os extratos obtidos em metanol foram avaliadosRdN 'H com o objetivo analisar
os perfis dos extratos e buscar informagfes impsasobre as classes de substancias

presentes.
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A principal informac&o obtida no espectro de RMiNé que ndo ha hidrogénios na
regido entredy 7,0-5,5 ppm, caracteristica de aromaticos (regkdgdra 116) nos extratos
metanolicos das folhas de ambas espécies de epergag nos leva a afirmar que nao ha

flavonoides nas folhas.

() REGIAD 1 REGIAD 3  REGIAD &

REGIAD 2

(B)

Figura 116. Espectros de RMRH (500 MHz, CROD) dos extratos brutos
(A) EMCEduck; (B) EMCEglabd em ppm)
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6. CONCLUSAO

Como resultado do estudo fitoquimico e das atdedabioldgicas realizadas com os
extratos e Oleos essenciais das espéemesrua duckeanae Eperua glabriflora pode-se
concluir que:

(1) Foram identificados 35 constituintes dos oOlessenciais das folhas e talos
coletadas em diferentes épocas (Mar¢co/2008 e aif2@f)9). Os sesquiterpen@gariofileno
e 0 germacreno D foram os constituintes majorisanios oleos d&. duckeana no Oleo das
folhas deE. glabriflora coletada em marco de 2008. Todos os Oleos apaeasnatividade
citotoxica superior a 90% contra as células tunsodai cancer de colon (HCT-8), cancer de
mama (MDA/MB-435) e cancer do sistema nervoso ae(BKF-295).

(2) Foram obtidos doze extratos brutos (de casdathas) das duas espécies. Nos
extratos apolares das cascas foram detectadagzpiatdstancias por CG-EM, sendo estas:
seis acidos graxos: acido hexadecandéico, acidedtzlecadiendico, acido 9-octadecendico,
acido octadecandico, acido tetracosandico, acidamdosandico; quatro diterpenos: um
isdbmero do acido 3-clerodeno-15-6ico, o acido Bedeno-15-0ico, acido cativico, acido 3-
hidroxi-labda-7,13-dieno-15-06ico; o hidrocarbonesxyualeno; a vitamina-tocoferol; e os
esterois estigmasterolesitosterol. Essas duas ultimas substancias fasaladas em mistura
e identificadas por métodos espectrométricos.

O &cido 3-clerodeno-15-6ico (M306) é o constituinte majoritario do extrato
hexéanico das cascas He glabriflora (ca. 37%), presente também no extrato equivalente da
E. duckeanaporém em menor concentracéa. (7%).

O extrato das cascas @e glabriflora obtido em hexano (EHECglab) apresentou

significativa atividade antibacteriana contrBacilus subtiliCIM= 62,5ug/mL).
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(3) No extrato de média polaridade das cascak.dglabriflora foi isolado o 3©-
glicosil-flavanonol: engeletina. A estrutura dedkondide foi confirmada por métodos
espectrométricos (RMNH e *°C e bidimensionais- HSQC, COSY, HMBC). Esse mesmo
flavondide foi detectado, em menor proporcdo, niwagx equivalente d&. duckeanaFoi
isolado, também do extrato das cascas obtido ematacde etila d&. glabriflora outro
flavonoide, este de M476 que ndo pode ser identificado devido a peqgeaatidade de
amostra.

(4) Todos os extratos foram avaliados quanto a aiilddantioxidante e quatro deles
(os extratos das cascas obtidos em acetato deeetlam metanol de ambas as espécies)
apresentaram atividade antioxidante significatvBy(10,5 a 17,8 ug/mL) quando comparado
com o padréo quercetina.

(5) Foram realizados perfis dos extratos obtidos enarm®»e acetato de etila por
CCD e dos extratos metandlicos por RMN. Observou-se que os extratos obtidos em
acetato de etila possuem substancias majoritaferentes. E que os extratos metandlicos das
cascas possuem flavondides, diferentemente dast@xtlas folhas que ndo os tem.

Este é o primeiro estudo fitoquimico e farmacoldgrealizado com as espécies

Eperua duckeana aEperua glabriflora.
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