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RESUMO

A quimica de produtos naturais se destaca na busca por moléculas bioativas como
alternativa terapéutica contra bactérias e a substituicdo dos produtos sintéticos por
naturais que podem ser utilizados como conservantes em alimentos e também como
inibidores de enzimas digestivas. Neste contexto, este trabalho teve como objetivos:
identificar a composi¢cdo quimica do Oleo essencial (OE) da Eugenia calycina,
determinar a sua atividade antimicrobiana contra bactérias da cavidade bucal,
avaliar a atividade antioxidante e inibidora de a-amilase de extratos de folhas, flores
e galhos e identificar compostos responsaveis por essas atividades. A composi¢cao
quimica do OE foi determinada por cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro
de massas (CG-EM). Sesquiterpenos oxigenados e nao oxigenados foram
identificados. O espatulenol (21,36%), o biciclogermacreno (19,30%) e o -
cariofileno (8,57%) foram os compostos majoritarios. O OE foi fracionado e
submetido a andlise da atividade antimicrobiana com bactérias da cavidade bucal. O
OE e a fracdo 1 (composta de apenas sesquiterpenos nao oxigenados)
apresentaram elevada atividade antibacteriana (concentracao inibitéria minima, CIM,
de 100 pg mL™) contra Prevotella nigrescens e Porphyromonas gingivalis. As
fragcbes 3 e 4 (compostas por sesquiterpenos oxigenados) apresentaram elevada
atividade (CIM’s entre 200 e 50 ug mL™) para a maioria das bactérias testadas
(exceto a Actinomyces naeslundii). O OE e suas fracdes apresentaram baixa
toxicidade para células HelLa. Os extratos das folhas, galhos e flores apresentaram
teores de fendis totais e proantocianidinas elevados, fato que justifica a elevada
atividade antioxidante (CEso<50 ug mL™) determinada pelo método de sequestro do
radical DPPH e sistema [-caroteno/acido linoleico. Os extratos foram fracionados
por particdo liquido-liquido. Através da voltametria por pulso diferencial (VPD) foi
verificado que as fragcbes com maior atividade antioxidante (acetato de etila e n-
butanol) apresentaram maior carga e, portanto, maior concentragdo de compostos
com atividade antioxidante. A prospeccao quimica, o espectro de UV/Vis e a andlise
do teor de flavonoides revelaram a presenca de flavonoides do tipo flavonois na
composicdo das folhas e flores, enquanto que os galhos apresentaram
proantocianidinas e flavan-3-ois. As fracOes acetato de etila e n-butanol

apresentaram elevada atividade inibidora da a-amilase, fato que esta correlacionado



ao elevado teor de compostos fendlicos. A fracdo acetato de etila das folhas foi
submetida a cromatografia em coluna sendo isolados e identificados (por UV-Vis,
RMN e ESI-EM/EM) os flavonois rutina, isoquercitrina e quercitrina e o flavan-3-ol (-)-
epicatequina. Estes compostos apresentaram elevada atividade antioxidante e
inibidora da a-amilase, que sdo o0s responsaveis pela atividade observada nos
extratos. Através da analise de desreplicacdo por cromatografia liquida acoplada a
espectrometro de massas (CLAE-ESI-EM/EM) foi possivel identificar a presenca das
procianidinas B2 e C1 na fracdo acetato de etila das folhas. Além disso, a fragédo
acetato de etila das flores apresentou os mesmos compostos isolados nas folhas,
enguanto que para os galhos foi verificada apenas a presenca da epicatequina e das
procianidinas B2 e C1. Os compostos isolados das folhas foram quantificados por
CLAE. As folhas apresentaram elevada concentragdo de quercitrina e epicatequina
na fracdo acetato de etila e de rutina na fragdo n-butanol. As flores apresentaram
elevada concentracdo de quercitrina e rutina nas fragcbes acetato de etila e n-
butanol. Os galhos apresentaram elevada concentracdo de epicatequina na fracéao
acetato de etila. Assim a E. calycina se mostra muito promissora para possiveis

farmacos e fitoterapicos.

Palavras-chave: Antioxidantes. a-Amilase. Myrtaceae. Eugenia calycina.

Flavonoides.



ABSTRACT

The chemistry of natural products is highlighted in the search for alternative therapy
against bacteria and the replacement of synthetic products by natural ones, such as
natural antioxidants, which can be used as preservatives in foods and as digestive
enzyme inhibitors. In this context, this study aimed to identify the chemical
composition of the essential oil (EO) of Eugenia calycina, determine its antimicrobial
activity against oral cavity bacteria, evaluate the antioxidant capacity and a-amylase
inhibitory activity of the extracts of leaves, flowers and branches from this species
and identify some compounds responsible for these activities. The EO chemical
composition was determined by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC-MS). Oxygenated and non-oxygenated sesquiterpenes were identified. The
major compounds were spathulenol (21.36%), bicyclogermacrene (19.30%) and (-
caryophyllene (8.57%). The EO was fractionated and submitted to analysis of
antimicrobial activity with oral cavity bacteria. The EO and fraction 1 (containing only
non-oxigenated sesquiterpenes) showed strong antibacterial activity (minimum
inhibitory concentration, MIC, of 100 ug mL™) against Porphyromonas gingivalis and
Prevotella nigrescens. Fractions 3 and 4 (containing oxygenated sesquiterpene)
showed strong activity (MIC's between 50 and 200 pug mL™) for most bacteria tested
(except the Actinomyces naeslundii). The EO and its fractions presented low toxicity
to HelLa cells. Extract of the leaves, flowers and branches presented high
concentration of the total phenolic content and proanthocyanidins, what justifies the
high antioxidant capacity (ECs0<50 pug mL™) determined by DPPH scavenging
method and a-carotene /linoleic acid system. The extracts were fractionated by
liquid-liquid partition. By differential pulse voltammetry analysis (DPV) it was found
that the fractions (ethyl acetate and n-butanol) with stronger antioxidant activity
exhibited a high amount of charge and thus high concentration of compounds with
antioxidant capacity. The chemical prospecting, the UV/Vis spectrum analysis and
the flavonoid content showed the presence of flavonoids of the flavonols type in the
composition of leaves and flowers, whereas branches showed proanthocyanidin and
flavan-3-ols. Ethyl acetate and n-butanol fraction showed high a-amylase inhibitory
activity, and this fact is correlated to the high phenolic compounds content. The ethyl

acetate fraction of the leaves was subjected to column chromatography in which



flavonol rutin, isoquercitrin and quercitrin, and flavan-3-ol (-)-epicatechin were
isolated and identified (by UV-Vis, NMR and ESI-MS/MS). These compounds
showed high antioxidant capacity and a-amylase inhibitory activity, which are the
responsibles for the activity observed in the extracts. Through dereplication analysis
by liquid chromatography coupled to mass spectrometer (HPLC-ESI-MS/MS), it was
possible to identify the presence of B2 and C1 procyanidins in the ethyl acetate
fraction of the leaves. Furthermore, the ethyl acetate fraction of the flowers showed
the same compounds isolated in the leaves, while the branches found to be only the
presence of epicatechin, B2 and C1 procyanidins. The compounds isolated were
quantified by HPLC. Leaves showed high concentration of quercitrin and epicatechin
in the ethyl acetate fraction and rutin in the n-butanol fraction. The flowers exhibited
high concentration of quercitrin and rutin in the ethyl acetate and n-butanol fractions.
The branches showed high concentration of epicatechin in the ethyl acetate fraction.

Thus, E. calycina is very promising to develop possible drugs and herbal medicines.

Keywords: Antioxidant. a-Amilase. Myrtaceae. Eugenia calycina. Flavonoid.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Origem dos farmacos langados entre 1981-2010. ............evvvrevvreerrenrrenrrnnenennnennnn. 21
Figura 2 - Estruturas das moléculas de alguns famacos lancados entre 1981-2010. ........... 22
T [0 TG T ot (UL U= W F= T (== 26
Figura 4 - Fluxograma simplificado das rotas metabdlicas para compostos fendlicos,

alcaloides € terpenOIdes. ........cooveiiiiiiiiiiei e 28
Figura 5 - Estrutura de alguns terPENOS. .......ccoiiiiiiiiiiiii et 29
Figura 6 - Via do acido mevaldnico para a producdo de DMAP e IPP. .....c.cccccvvvvvvvveeviennnnn. 30
Figura 7 - Via do metileritritol fosfato para a producédo de DMAP e IPP.......ccccccvvvviveiiennnenn. 31
Figura 8 - Reacgéo entre DMAP e IPP para a formagao de terpenos. ...........cccccvvveeeeennn. 31
Figura 9 - Rearranjo de carbocétions que resultam em diferentes monoterpenos................ 32
Figura 10 - Vias metabdlicas de sintese dos compostos fendlicos. ..........cccccvvvvvvievieeeieennnn. 32
Figura 11 - Estruturas de ressonéncia (a) e quelatacao de metais (b) em flavonoides. ....... 35
Figura 12 - Reacao da sintese de flavonoides. ............oovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeveeveeeveeeenaeees 36
Figura 13 - Mecanismo de formacao dos flavonoides. .............oovvvvviiieiiiiiiieiiieiiieeeeeeeeeeeeee 36
Figura 14 - Estrutura de taninos condensados e hidroliSAveis. ...........ccccceeviiieeiiiiiieee e, 37
Figura 15 - Exemplos de alCalOides. ..........cooiiiiiiiiiiiiiiccee et 38
Figura 16 - Mecanismos de sintese dos alcaloides: a) derivado de arginina, b) derivado

de tirosina e c) derivado de triptofano. ...........ccccvv i 39
Figura 17 - Fluxograma com a classificacdo da familia Myrtaceae proposta pela APG. ...... 40
Figura 18 - Estruturas dos compostos isolados mostrados na Tabela . ..........ccccvvvvvvvininnn, 43
Figura 19 - Fotografias de frutos e flores da espécie E. calyCina..........ccccvvvvvvvivnvivnvnininnnnnnn, 44
Figura 20 - Oxidacao lipidica: (a) fases do processo; (b) algumas reacoes. ...........cceeeeneee. 47
Figura 21 - Exsicata da E. calycina depositada no Herbéario Uberlandenses........................ 53
Figura 22 - Fluxograma do processo de particao liquido-liquido............ccccvvvieeiieiiiniiiiiiinne. 59
Figura 23 - Esquema da célula eletroquimica utilizada. ................oevvviiiiieiiiiiiiiiiiiiii, 65
Figura 24 - Fluxograma do processo de isolamento de compostos bioativos na fragédo

acetato de etila do extrato das folhas. .........cccccovviiiiiiiiiiii 68
Figura 25 - Perfil cromatografico 6leo essencial das folhas de E. calycina e de suas

L2100 PP P PP PPPUPPP 77
Figura 26 - Espectro de massa do B-cariofileno: a) obtido da anélise por CG-EM; b)

biblioteca WIleY229. ... ... 81
Figura 27 - Propostas de fragmentacdes do B-cariofileno. ................oevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 82
Figura 28 - Espectro de massa do biciclogermacreno: a) obtido da andlise por CG-EM,;

b) biblioteca WIIEY229. .......coi i 83
Figura 29 - Propostas de fragmentacgdes do biciclogermacreno. .........cccceevveeeveeeiieiieeeeennnne. 84
Figura 30 - Espectro de massa do espatulenol: a) obtido da andlise por CG-EM; b)

DIDIOtECA WIIBYL39. ... 85
Figura 31 - Propostas de fragmentactes do espatulenol. .............oovviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieineens 86
Figura 32 - Formula estrutural dos compostos identificados no 6leo essencial das

folhas de E. calycina @ Suas fraGBesS. ......c.uueiiiiiiiiiiiiiiieiiiieiiiiiiieibieeieeeeeeeeeeeneeeeeees 89
Figura 33 - Proposta de rotas biossintéticas de sesquiterpenos no 6leo essencial das

folhas de E. calycina @ Suas fraGBesS. ......ceuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieieeiiieeieeeeeeeeeeeeeeeneees 92

Figura 34 - Rendimento da particdo liquido-liquido dos extratos de folhas, galhos e
flores da E. CAlYCING. .........eviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee et ennrrenreannennne 98



Figura 35 - Reagdo entre o acido galico e o ion molibdénio, componente do reagente

de FOliN-CIOCAIEAU. .......ceeiiiiiiiiiiiie e 99
Figura 36 - Reacgédo entre vanilina e um tanino CatequUICO. .........uueeeereeeeiiiiiiiiiiiieee e e 101
Figura 37 - Mecanismo de reacao entre a vanilina e um mon6émero do tanino catéquico

€M MEIO ACIHO. ...t e e e e 102
Figura 38 - Estruturas de ressonancia do acido galico (a), elagico (b) e tanino

(o= 1 (=10 [ oo I (o) P 103
Figura 39 - Complexacdo de um flavonoide com AlClz. .......coovveviiiiiiiiiiiieciie e, 105
Figura 40 - Sistema de conjugacao cinamoil e benzoil em flavonoides. ............ccccccvveeeeee. 107
Figura 41 - Coeficiente de correlacdo entre as analises de fendis totais,

proantocianidinas e flavonoides das folhas, galhos e flores. ..................oooo. 110
Figura 42 - Autovalores da matriz de COVarianCia. .............oeeveeeiiieiieeiieeiiieeiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 111

Figura 43 - Analise da componente principal das andlises do teor de fenqis totais,
proantocianidinas e flavonoides das fraces dos extratos das folhas,

JAIN0OS € FIOIES. ..uen e e 111
Figura 44 - Reacao entre um flavonoide e o reagente difenilboriloxietilamina (NP)............ 114
Figura 45 - Espectro de UV-VIS (200-600 nm) das fragGes acetato de etila e n-butanol

do extrato das folhas, flores e galhos da E. calycina. .............cccovvvviiiiiieeenennnns 115
Figura 46 - Estruturas de ressonancia do radical fenoxila............ccccoevivviiiiiiieeceeviiinnnn. 116
Figura 47 - Mecanismo de reacao entre o radical DPPH e os compostos fendlicos............ 117
Figura 48 - Espectro de absor¢céo do radical DPPH e da hidrazina formada. ..................... 118
Figura 49 - Esquema representativo do calculo do CEsg.....c.covvvvvvvviiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee, 119
Figura 50 - Coeficiente de correlacdo entre os métodos DPPH, fenais totais (FT),

flavonoides (Flav) e proantocianidingas (P). .........coouuiiuiiiiiiiiee it 122
Figura 51 - Voltametria por pulso diferencial: a) perfil da aplicagéo de potenciais em

PUISO, B) VOILAMOGIAMAL. ......eec e 123
Figura 52 - Reacao de oxidacao da qUErCELING. ...........uueiiieeiriieiiiiie e e e e e e e 124

Figura 53 - Coeficiente de correlacdo entre os métodos de voltametria por pulso
diferencial (VPD), DPPH, fendbis totais (FT), flavonoides (Flav) e
ProantoCianIdiNAS (P). ....veeiieeeiiiiiiiiii e 126

Figura 54 - Analise da atividade antioxidante pelo sistema B-caroteno/acido linoleico:
a) oxidacao do acido linoleico gerando radical hidroxila; b) formagéo de
radical na estrutura do B-caroteno; b) estruturas de ressonancia
estabilizadoras do radical N0 B-CarotenO. ...........eeevviieeiiiiiiiiiiee e 127

Figura 55 - Coeficiente de correlacdo entre a atividade antioxidante pelo sistema 3-
caroteno/acido linoleico, sequestro do radical DPPH, teor de fendis toais

(FT), proantocianidinas (P) e flavonoides (Flav). ..........cccooveeiiiiniiiiiiiieee e 129
Figura 56 - Substrato GalG2-CNP: estrutura (a) e hidrolise (D). .......coovvviiiiiiiiiiieeiee 131
Figura 57 - Mecanismo proposto de clivagem da ligacéo glicosidica pelo sitio ativo da

ENZIMA O-AIMIASE. ...ttt e e e e e e e e e e naabeee s 133
Figura 58 - EStrutura da aCarbOSE. .......cccovviiiiiiiii e e et e e e e e e 134
Figura 59 - Rendimentos do processo de isolamento de compostos das folhas. ............... 136
Figura 60 - EStrUtUra da FULING. .......oooiiiiiiiiiieceeeee e e e e e e 137
Figura 61 - Espectro de UV-VIS (200-600 nm) do composto isolado FOE98-AE-C1. ......... 137
Figura 62 - Complexacdo de um flavonoide com HzBOs.......ccovvvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeee, 138
Figura 63 - Grupos presentes no composto isolado FOE98-AE-CL1. ........cccccceevvieevveeennnnnnnn. 140

Figura 64 - Fragmentacdo observada no espectro de massas (modo negativo) do
composto isolado FOEIQB-AE-CL........cccoii it e e e 140



Figura 65- Espectro de RMN de *H na regi&o de hidrogénios aromaticos do composto
ISOIA0 FOEOB-AE-CL. ..ottt

Figura 66 - Espectro de RMN DEPT135 (a) e correlagbes H-C observadas no mapa de
contorno de gHSQC (b) na regido de hidrogénios aroméaticos do composto
150 F= T Lo 0] L F AN 0

Figura 67 - Correlacbes H-H observadas no mapa de contorno de gCOSY para os
hidrogénios glicosidicos do composto FOE98-AE-CL. .........cccccceeeiiiiiiieeeniinnen.

Figura 68 - Espectro de RMN DEPT135 (a) e correlacdes H-C observadas no mapa de
contorno de gHSQC (b) na regido de hidrogénios anoméricos (C1” e C1")
e de hidrogénio do carbono 6" (glicose) do composto isolado FOE98-AE-

Figura 69 - Espectro de RMN DEPT135 (a) e correlacdes H-C observadas no mapa de
contorno de gHMBC (b) na regido de hidrogénios anomeéricos do composto
ISOlAd0 FOEOB-AE-CL. ... e e e e e

Figura 70 - Estrutura da ISOQUETCITING. ......cciieiiiiiiiiiiie et

Figura 71 - Espectro de UV-VIS (200-600 nm) do composto isolado FOE98-AE-C2. .........

Figura 72 - Espectro de RMN de *H na regido de hidrogénios arométicos do composto
RS0 F= Vo Lo 0] L LS A

Figura 73 - Espectros de RMN DEPT135 (a) e correlagbes H-C observadas no mapa
de contorno de gHSQC (b) na regido de hidrogénios aromaticos do
composto iSOlado FOEIS-AE-C2. ........ooiiiiiiiiiiiieieeee e
Figura 74 - Correlagbes H-H observadas no mapa de contorno de gCOSY para o
hidrogénio glicosidico do composto FOE98-AE-C2.............ooeeeeeiiiiiiiieeeeeee,

Figura 75 - Espectro de RMN DEPT135 (a) e correlacdes H-C observadas no mapa de
contorno de gHSQC (b) na regido do hidrogénio do carbono 6” do
composto isolado FOE98-AE-C2..........ccoooeiiiiii e,

Figura 76 - Espectro de RMN DEPT135 (a) e correlacbes H-C observadas no mapa de
contorno de gHMBC (b) na regido do hidrogénio anomérico do composto
ISOlAd0 FOEOB-AE-C2. ... e e e e e e

Figura 77 - EStrutura da qUEICITIING. ........uueiiiieeeiiiiiiiiiie e e e e e
Figura 78 - Espectro de UV-VIS (200-600 nm) do composto isolado FOE98-AE-C3. .........

Figura 79 - Espectro de RMN de *H na regido de hidrogénios arométicos do composto
ISOIAd0 FOEOQB-AE-C3. ..ottt a e

Figura 80 - Espectros de RMN DEPT135 (a) e correlagbes H-C observadas no mapa
de contorno de gHSQC (b) na regido de hidrogénios aromaticos do
composto iS0lado FOEOIS-AE-C3. ...
Figura 81 - Correla¢gbes H-H observadas no mapa de contorno de gCOSY na regido de
hidrogénios glicosidicos do composto isolado FOE98-AE-C3..........ccccceeeeevnnnee

Figura 82 - Espectro de RMN DEPT135 (a) e correlacdes H-C observadas no mapa de
contorno de gHSQC (b) na regido de hidrogénios glicosidicos do composto
ISOIAd0 FOEOGB-AE-C3. ..ottt a e

Figura 83 - Espectro de RMN DEPT135 (a) e correlacbes H-C observadas no mapa de
contorno de gHMBC(b) na regido do hidrogénio anomérico do composto
ISOlAad0 FOEO8-AE-C3. .....eiiii e e s e e e e

Figura 84 - Estrutura da (-)-€PICatEQUING. ........coiiiiiiiiiieie e
Figura 85 - Espectro de UV-VIS (200-600 nm) do composto isolado FOE98-AE-C4. .........

Figura 86 - Fragmentacéo observada no espectro de massas (modo negativo) do
composto isolado FOE9B-AE-CA4...........ccccceviviiiiiieeeeeee et

Figura 87 - Estrutura da (-)-catequina (a) e (-)-epicatequina (b). ..........cccevviieiiiieeririeninnnnn,

141

142

143

145
148
149

150

151

153

154
157
157

159

160

162

163

166

168
169



Figura 88 - Espectro de RMN de *H na regido de hidrogénios aroméaticos do composto
ISOIAd0 FOEOGB-AE-CA. ...ttt 169

Figura 89 - Espectros de RMN DEPT135 (a) e correlagbes H-C observadas no mapa
de contorno de gHSQC (b) na regido de hidrogénios aromaticos do

composto iSOlado FOEOS-AE-CA. ........oooiiiiiiiiiiiiiieeee e 170
Figura 90 - Correla¢cbes H-H observadas no mapa de contorno de gCOSY na regido de

hidrogénios glicosidicos do composto isolado FOE98-AE-CA.............ccccevuveeen. 171
Figura 91 - Espectro de RMN DEPT135 (a) e correla¢cdes H-C observadas no mapa de

contorno de gHSQC (b) do composto isolado FOE98-AE-CA4. ..........ccccvvveeeeeen. 171

Figura 92 - Cromatograma da anélise CLAE-ESI-EM/EM em 280 nm (a) e 360 nm (b) e
espectro de massas de alta resolucéo (c) da fracdo acetato de etila do
eXtrato das fOINAS. ... 174

Figura 93 - Espectro de massas (a), espectro EM/EM e espectro de UV/Vis (b) do ion
molecular dos compostos 1-6 da fracdo acetato de etila do extrato das
(0] ] 1= 1= PO 175

Figura 94 - Proposta de fragmentacao para a procianidina B2 (a) e CL (b)..........cceevveeeen. 177

Figura 95 - Cromatograma da analise CLAE-ESI-EM/EM em 280 nm (a) e 360 nm (b) e
espectro de massas de alta resolucéo (c) da fracdo acetato de etila do
extrato das floresS. ... 178

Figura 96 - Espectro de massas (a), espectro EM/EM e espectro de UV/Vis (b) do ion

molecular dos compostos 1-6 da fragdo acetato de etila do extrato das
FlOTES. e 179

Figura 97 - Cromatograma da analise CLAE-ESI-EM/EM em 280 nm (a) e 360 nm (b) e
espectro de massas de alta resolucéo (c) da fracdo acetato de etila do
EXIrato dOS QAINOS. ... 181

Figura 98 - Espectro de massas (a), espectro EM/EM e espectro de UV/Vis (b) do ion
molecular dos compostos 1, 2 e 3 da fracao acetato de etila do extrato dos

Figura 99 - Proposta de rotas biossintéticas de compostos identificados nas fracoes
acetato de etila e n-butanol de extratos de folhas, flores e galhos de E.
(o= 1) V/od | o - VPP 186

Figura 100 - Estruturas de ressonéncia de radical formado em flavan-3-ol....................... 188



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - ClassifiCaCio dOS tEIPENOS. ........ccuuuiiii i e e e e e e e e e e e 29
Tabela 2 - Classificagdo dos compostos fENOIICOS. ........cccvvviiiiieeee e 33
Tabela 3 - Classificag@o dos flaVONOIdES. ...........uuiiiiiiiiiiiii e 34
Tabela 4 - Espécies do género Eugenia utilizadas na medicina popular. ............................. 41
Tabela 5 - Compostos isolados de espécies de Eugenia...............ccccooeeii, 43

Tabela 6 - Faixa de concentracao dos extratos/fracdes das folhas, galhos, e flores

utilizadas na andlise da atividade antioxidante pelo sequestro de radical

P P H. e 62
Tabela 7 - Faixa de concentracao dos extratos/fracdes das folhas, galhos e flores

utilizadas na analise da atividade antioxidante pelo sistema -

caroten0/acido lINOIGICO. .........eiiieeeee e 64
Tabela 8 - Faixa de concentracao dos extratos/fracdes das folhas, galhos e flores

utilizadas na analise da inibicdo da enzima o-amilase. ............cccceeviiiieieiiinnnen. 67
Tabela 9 - Rendimento do processo de extracdo do 6leo essencial por hidrodestilacéo

das folhas de E. calyCina. ... 74
Tabela 10 - Rendimento de 6leo essencial de outras eSpEcies. .........ccceeeeeeeeeieeeieeeeeeeeeee, 74
Tabela 11 - Composi¢éo quimica do 6leo essencial das folhas de E. calycina e suas

172 (o 0 1= 78
Tabela 12 - Classificacdo dos compostos presentes no 6leo essencial das folhas de E.

calycina e suas fraCles. ... 87

Tabela 13 - Concentracéo inibitoria minima (CIM, ug mL™) contra bactérias da
cavidade bucal e viabilidade celular (CCso, ug mL™) do 6leo essencial das

folhas de E. calycina € SUAS fraGlES. ........uuuriiiiiieeiiiiiiiiiie e 93
Tabela 14 - Atividade antimicrobiana de outras espécies de plantas observada na

literatura contra as bactérias da cavidade bucal estudadas neste trabalho. ...... 95
Tabela 15 - Atividade antimicrobiana de alguns compostos presentes no 6leo essencial

das folhas de E. calyCina. ..o 95
Tabela 16 - indice de seletividade do 6leo essencial das folhas de E. calycina e suas

7= 0011 96
Tabela 17 - Rendimento do processo de extracdo por maceracao a temperatura

ambiente de folhas, galhos e flores da E. calycina. ............ccccooeeeeiiiiiiiciiie e, 97
Tabela 18 - Teor de fendis totais dos extratos de folhas, galhos e flores. ..........ccccvveeeenen. 100
Tabela 19 - Teor de fendis totais das fragBes dos extratos de folhas, galhos e flores........ 101
Tabela 20 - Teor de proantocianidinas dos extratos de folhas, galhos e flores. ................. 104
Tabela 21 - Teor de proantocianidinas das fracdes dos extratos de folhas, galhos e

L 0] 1= 105
Tabela 22 - Teor de flavonoides dos extratos de folhas, galhos e flores. ........................... 106
Tabela 23 - Comprimento de onda das bandas de absor¢éo antes e ap6s a

complexacdo com AICI; de alguns flavonoides.............ccccceeeiiiiie, 107
Tabela 24 - Teor de flavonoides das fracdes dos extratos de folhas, galhos e flores......... 108
Tabela 25 - Resultados de fendis totais, proantocianidinas e flavonoides agrupados. ....... 109
Tabela 26 - Prospeccao fitoquimica do extrato e fragcdes das folhas e flores de E.

(o= 1Y/ o1 - VPR 113

Tabela 27 - Prospeccao fitoquimica do extrato e fracdes dos galhos de E. calycina.......... 113



Tabela 28 - Valores de CEsg da andlise da atividade antioxidante pelo método de
sequestro do radical DPPH dos extratos de folhas, galhos e flores da E.
(o721 ol = VPP P PP PPPPPPPPP

Tabela 29 - Correlagéo entre os valores de CEsg e a intensidade da atividade
o a1 H[0) ([0 F=1 0] (T

Tabela 30 - Valores de CEsg da analise da atividade antioxidante pelo método de
sequestro do radical DPPH das fracGes dos extratos de folhas, galhos e
flores da E. CalYCING. .......ccooveiiiiiii e e

Tabela 31 - Potencial de oxidag&o observado pela voltametria por pulso diferencial dos
extratos e fracbes, analisados em tampéao acetato e fosfato..................eeeee.

Tabela 32 - Carga do pico de oxidagdo observado pela voltametria por pulso
diferencial dos extratos e fracdes, analisados em tampéao acetato e fosfato....

Tabela 33 - Valores de CEsg da analise da atividade antioxidante pelo sistema 3-
caroteno/acido linoleico das frac6es em acetato de etila, n-butanol e 4gua
dos extratos das folhas, galhos e flores. ...

Tabela 34 - Inibicdo de a-amilase pelos extratos das folhas, galhos e flores. ....................

Tabela 35 - Inibicdo da a-amilase pelas frac6es dos extratos das folhas, galhos e
L[0T £= TSR

Tabela 36 - CEs da atividade inibidora da o-amilase pelas fragdes dos extratos das
folhas, galhos € flOrES. .....uuiiiiiiiiii

Tabela 37 - Valores de CEsg da analise da atividade antioxidante pelo método de
sequestro do radical DPPH das fracdes da coluna cromatografica das

Tabela 38 - Comprimento de onda das bandas de absorc¢éo | e Il do composto isolado
FOE98-AE-C1 em metanol e apds a reagdo com reagentes de
deSIOCAMENTO. ..o

Tabela 39 - Atribuicéo dos hidrogénios no espectro de RMN de *H do composto
1SOlAd0 FOEOGB-AE-CL. ...t

Tabela 40 - Atribuicdo dos carbonos no espectro de RMN de **C do composto isolado
FOEOB-AE-CL. ...ttt

Tabela 41 - Comprimento de onda das bandas de absorc¢éo | e Il do composto isolado
FOE98-AE-C2 em metanol e apds a reacdo com reagentes de
ESIOCAMENTO. ...

Tabela 42 - Atribuicdo dos hidrogénios no espectro de RMN de 'H do composto
RST0] F= Vo Lo o] L F S A

Tabela 43 - Atribuicdo dos carbonos no espectro de RMN de **C do composto isolado
FOEOB-AE-C2. ....oiiii ettt e e e e e e e e e et a e e e aareaaeeennees

Tabela 44 - Comprimento de onda das bandas de absorc¢éo | e Il do composto isolado
FOE98-AE-C3 em metanol e apds a rea¢do com reagentes de
deSIOCAMENTO. ..o

Tabela 45 - Atribuicdo dos hidrogénios no espectro de RMN de *H do composto
ISOIAd0 FOEOQB-AE-C3. ..ottt e a e

Tabela 46 - Atribuicdo dos carbonos no espectro de RMN de **C do composto isolado
FOEOB-AE-C3. ...ttt ettt e et e e e e e e e e e e s

Tabela 47 - Comprimento de onda das bandas de absorcéo | e Il do composto isolado
FOE98-AE-C4 em metanol e apds a reacdo com reagentes de
dEeSIOCAMENTO. ..o

Tabela 48 - Atribuicéo dos hidrogénios no espectro de RMN de *H do composto
EST0] F= T Lo 0] L F N

119

121

125

125

128

131

132

132

139

146

147

149

155

156

158

164

165

167

172



Tabela 49 - Atribuicdo dos carbonos no espectro de RMN de **C do composto isolado

FOEOB-AE-CA. ...ttt e e e e a e 173
Tabela 50 - Dados obtidos da andlise da fracdo acetato de etila do extrato das folhas

POr CLAE-ESI-EM/EM....ccoiiiiiiiiiiee ettt 176
Tabela 51 - Dados obtidos da andlise da fracdo acetato de etila do extrato das flores

POr CLAE-ESI-EM/EM. ....coiiiiiiiiii ettt 180
Tabela 52 - Dados obtidos da andlise da fracdo acetato de etila do extrato dos galhos

POFr CLAE-ESI-EM/EM. ...t 182
Tabela 53 - Pardmetros obtidos da curva analitica construida para epicatequina, rutina,

ISOCQUETCILIINGA € QUETCITIINA. ..eeiiiiiiiiteeei e e e e ettt e e e e e 183

Tabela 54 - Concentracao de rutina, isoquercitrina, quercitrina e epicatequina nas
fracOes acetato de etila e n-butanol dos extratos das folhas, galhos e
TlOTES. e aaaaaaas 183

Tabela 55 - Andlise de atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH,
potencial e carga por VPD, inibicdo de a-amilase dos compostos isolados
da fracdo acetato de etila do extrato das folhas. ..............ccoooe 187



ABTS
APG
ATCC
BHT
CAPES
CCso
CCD

CEso
CG-DIC
CG-EM
CHD

CIM

CNP

Da

DMAP
DMSO
DNA

DNS
DPPH
DXP
EDTA
EGTA
ERO
ESI-EM/EM
FAPEMIG
FPP

Gal
Gal-G2-a-CNP
GPP

HAT
HMG-CoA
HSA-f

1A

IPP

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acido 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
Angiosperm Philogeny Group

American Type Culture Collection
2,6-di-terc-Butil-4-metilfenol

Comissao de Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel Superior
Concentracao citotoxica

Cromatografia em camada delgada

Concentracao eficiente

Cromatografia gasosa acoplada a detector de ionizacdo em chama
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas
Dicloridrato de clorexidina

Concentracao inibitéria minima

2-Cloro-4-nitrofenol

Daltons

3,3’-Dimetilalil pirofosfato

Dimetilsulféxido

Deoxyribonucleic acid

Acido 3,5-dinitrossalicilico

2,2-Difenil-1-picrilidrazila

1-Deoxi-D-xilulose-5-fosfato

Acido etilenodiaminotetracético

Acido etilenoglicoltetracético

Espécie reativa de oxigénio

Espectrometria de massas por ionizacao electrospray
Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais
Farnesil pirofosfato

Galactose
o-(2-Cloro-4-nitrofenil)-p-1,4-galactopiranosilmaltosideo
Geranil pirofosfato

Hydrogen atom transfer

3-Hidroéxi-3-metilglutaril-CoA

Fracdo de saliva enriquecida de a-amilase

indice aritmético

3-Isopentenil pirofosfato



LQ

MEP
MES
MTT
MVA
NaOAc
NP

NPP
OE

PBS
PEG 4000
pNPM
RF
RMN
RPMI
SPLET
t-BHQ
TBS
T™MS
TPP

Tr
Tris-HCI
Tween 40
UFU
USP
UV/Vis
VPD

Instituto de Quimica

indice de seletividade

International Union of Pure and Applied Chemistry
Limite de deteccédo

Linalil pirofosfato

Limite de quantificacdo

Metileritriol fosfato

Tampao acido 2-(N-morfolino)etanossulfénico
Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio
Mevalonato

Acetato de sodio

Difenilboriloxietilamina

Neril pirofosfato

Oleo essencial

Tampao fosfato salino

Polietilenoglicol 4000
p-nitrofenil-a-maltopentoglicosideo

Fator de retencao

Ressonancia magnética nuclear

Roswell Park Memorial Institute

Sequential proton loss electron transfer
terc-Butil hidroguinona

Caldo triptona de soja

Trimetilsilano

Tiamina difosfato

Tempo de retencéo

Cloridrato de tris(hidroximetil)Jaminometano
Monopalmitato de polioxietileno sorbitano (40)
Universidade Federal de Uberlandia
Universidade de Sao Paulo
Ultravioleta/visivel

Voltametria por pulso diferencial



11
1.2
121
1.2.2
1.3

2.1

211
2.1.2
2.1.3
2.2
2.3
24
2.5

3.1
3.2

3.3

3.4

3.5
3.5.1
3.5.2
3.5.3
3.54
3.54.1
3.5.4.2
3.55
3.6
3.6.1
3.6.2
3.6.3
3.6.4
3.6.5
3.6.6

SUMARIO

1N 2T0] 516 107.X @ TS 21
RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA DA TESE ....ovovivieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 21
OBUIETIVOS. ...ttt ettt e e e ettt e e e sttt e e e e antte e e e e antteeaeesnnaeaeeanns 25
ODJELIVO GEIaAL.....ccci e 25
Metas para atingir 0S ODJELIVOS ......uuuuii et 25
ESTRUTURA DA TESE ..ottt ettt et e e e ae e nnnes 26
REFERENCIAL TEORICO .......ciiiiiieieeeeeeteee ettt 27
METABOLISMO SECUNDARIO DOS VEGETAIS E PRINCIPAIS

COMPONENTES BIOSSINTETIZADOS ...ttt eee e siee e ennaeee e 27
=] 015 0 28
COMPOSLOS FENONICOS ...eeeiiiiiiiieie e e e 32
Yo% 100 =S 38
Eugenia calycina: CARACTERISTICAS DA FAMILIA E DO GENERO................... 39
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA CONTRA BACTERIAS DA CAVIDADE BUCAL .. 44
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ..o e e e e e e e e 46
ATIVIDADE INIBIDORA DA 0-AMILASE .....ccciiiiiiieiiiiie et 49
MATERIAIS E METODOS .....oiiiieieeee ettt ettt ens e e 52
INSTRUMENTAGAO ..ottt ettt ettt ne et ee et 52
REAGENTES E SOLUGOES .....coooviuieeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeete et 52
COLETA E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL.....ccoiiiiiiiiiiiiiee e 53
UMIDADE ...ttt e e e e e st e e e s et e e e e et e e e e s nsae e e e e aneeeeeeannneeeeenees 54
OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS ..ottt 54
Extrac&o do 0Oleo essencial por hidrodestilagao ............veveveeieeiiiiiiiiiiiiieee e 54
Fracionamento do 6leo essencial através de cromatografia em coluna.................. 54
Analise do 6leo essencial por cromatografia gasosa ...........cceveeviiiieieiiiiieee e 55
Determinacéo da atividade antimicrobiana contra bactérias da cavidade bucal ..... 55
MiCrorganiSmOos ULIIZAOOS ..........uueiiiiiieiiiiiiii e 55
Procedimento de analise da atividade antimicrobiana ..............cccccvvviieiniiiiiinnnnn. 56
DI gapT gtz Tor=Tolo F= N of1 (0] (o) d[o F= To [ N 57
EXTRATOS DAS FOLHAS, FLORES E GALHOS ..o 58
Preparag@o dos extratos POr MACEIAGED . .......uuvueeeiiiiiirirreeeeeeeeaaiirrarereeeeeessnnneeeees 58
Particdo liquido-liquido dOS EXIratOS. .........uuuriiiiieeiiiiiiie e 58
Prospeccdo fitoquimica dos extratos € fraglesS .........uuuvruurrruuimmmiiiiiiininans 59
Determinacao do teor de flavonoides ..........uuuuueiiiiiiiccccc e 60
Determinacao do teor de fENOIS tOtAIS ........uuuuuuuiiii e 61

Determinacao do teor de proantoCianidinas .............uuvuuiurriiriiiiiiiies 61



3.6.7
3.6.7.1
3.6.7.2
3.6.7.3
3.6.8
3.6.8.1
3.6.8.2
3.6.9
3.6.10
3.6.11
3.6.12
3.6.13

3.7

4.1

41.1
4.1.2
4.2

42.1
422
423
42.4
4.2.5

4.2.6
4.2.7

4.2.8
4.2.9
4291
4.2.9.2
4293
4294
4.2.10

Determinacao da atividade antioXidante............cccccuiiiiiiiiiiiiieeeeieee e

Método do sequestro do radical DPPH ...

Método de oxidacao pelo sistema B-caroteno/acido linoleico ..............cccoeeeeeeeen.

Voltametria por pulso diferencial ..............covvevviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e

Determinacao da atividade inibidora de a-amilase..........ccccoooeeiiiiiiiiii,
Preparo da fracdo de saliva enriquecida de a-amilase ...........cccooeveeiii e,
Procedimento de andlise da atividade inibidora de a-amilase ...............ccccceeennnnee
Isolamento de compostos bioativos através de cromatografia em coluna..............

Andlise espectroscopica UV-Vis das fracdes e substancias isoladas.....................

Analise por eSPeCtrOMEtHia MASSAS.......coiurriieiiiiiee e iiieie et e e e e aeaeeas
Andlise de ressonancia magnética NUCIEAr ............coovvieiiiiiiiiie i
Andlise por cromatografia liquida de alta resolugdo (CLAE) utilizada na

guantificagdo dos COMPOSLOS ISOIAUOS ........ceviiiiiiiiiiiiiee e
ANALISE ESTATISTICA ..ottt
RESULTADOS E DISCUSSOES .......cooiiitiieteicteteteeee et
OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS ........cooiiieiiiiet ettt

Identificacdo dos compostos presentes no 6leo essencial..........cccceevvvvvvevveveeeennee,
Atividade antibacteriana e citotoxica do 6leo essencial............cccceeeeeeeiiiiiiciiiiinennnn.
EXTRATOS DE FOLHAS, FLORES E GALHOS ......cooiiveeeeee e
Rendimento de extracdo e particdo liquido-liquido ..........ceeveeeiiiiiiiiiiiiieeeeee

ANAlise do teor de fENGOIS TOLAIS. .....ueeee ettt

Andlise do teor de proantocianidinas (taninos condensados) .........cccccceevvveveveeeeee.
Analise do teor de flaVONOIdES. .........cooiiiiiiiiiiiee e
Comparacdao entre os resultados de fendis totais, proantocianidinas e
flavonoides através de analise estatiStiCa ............cooviiiiiiiiiiiie i
Prospeccao fitoquimica e andlise do espectro de UV ..........cccccvviivvieeeeeiiciinieenn,
Andlise da atividade antioxidante: sequestro do radical DPPH, sistema f-
caroteno/ acido linoleico, potencial de OXidaGa0 ............cccuvieeeiiiiieeeeiiiiiee e
Atividade inibidora de enzima o-amilaSe ...........oovuuiiiiieiieei i
Isolamento e caracterizacdo de compostos bioativos no extrato das folhas.........
Identificacdo do composto isolado FOE98-AE-C1 (rutina) ..............eeveeeeeeeeneennnnnnns
Identificacdo do composto isolado FOE98-AE-C2 (isoquercitring)..............ccc........
Identificacdo do composto isolado FOE98-AE-C3 (QUErCItring) ..............eevveevneennes
Identificacdo do composto isolado FOE98-AE-C4 ((-)-epicatequing).....................
Desreplicacéo da particdo em acetato de etila dos extratos de folhas, flores e

galhos através de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a



espectometria de massas por ionizagao electrospray (CLAE-ESI- EM/EM) e
guantificac@o dos compostos iSOladoS. ........coeeeveiieiiiiee 173

4.2.11 Analise das atividade antioxidante e inibidora de a-amilase dos compostos

isolados do extrato das fOINAS .........ccoiiiiiiiiiiii e 187
5 CONCLUSOES ...ttt 190
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt et v e st se et s, 192
APENDICE A - Tempos de retencéo dos padrdes de alcanos (C8-C30) na anélise
POT CG-EM ..t 209
APENDICE B - Meios de cultura e solugdes utilizadas na anélise da atividade
ANTIMICTODIANEL. ...eeiiieieeeee e 210
APENDICE C - Meio de cultura utilizado na andlise da atividade citotoxica............... 212
APENDICE D - Matriz d€ @NAlISE .....c.cueuiueieiririeieiieeeee st 213
APENDICE E - COMPONENtES PriNCIPAIS ..c.cvevevevieetieeteeeteeeeteeeeeeteeeeteteereseeseae s enanes 214

APENDICE F - Espectro de massas (ESI-EM/EM - modo negativo) da rutina isolada
do extrato das folhas ..., 215
APENDICE G - Espectro de massas (ESI-EM - modo positivo) da rutina isolada do
exXtrato das fOINAS ....ooiiiiiii e 216
APENDICE H - Nomenclatura dos ions de flavonoides glicosilados gerados pela
fragmentacdo em espectrometrometro de massas ........cccccvvvvvvnvvnnnnnnns 217

APENDICE | - Espectro de massas (ESI-EM/EM - modo negativo) da isoquercitrina

isolada do extrato das folhas........cccccceeeii i, 218
APENDICE J - Espectro de massas (ESI-EM/EM - modo negativo) da quercitrina
isolada do extrato das folhas........ccccceeiiiiiiiiiiii 219

APENDICE K - Espectro de massas (ESI-EM/EM - modo negativo) da epicatequina

isolada do extrato das fOlNAS ........iiev i 220



21

1 INTRODUGCAO

11 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA DA TESE

A importancia da busca de produtos naturais com propriedades biolégicas
(antitumoral, antiparasitaria, antibacterial, entre outras) pode ser observada através
do estudo realizado por Newman e Cragg (2012), sobre a origem dos medicamentos
lancados entre 1981 e 2010. Neste trabalho, os farmacos foram classificados da
seguinte forma: isolado de produto natural (N), produto natural “botanico”
(fitoterapicos) (NB), derivado semissintético de produto natural (ND), sintético (S),
sintético com grupo farmacoférico de produto natural (S*) e aqueles desenvolvidos a
partir do conhecimento adquirido de produto natural (NM). Através do gréfico
mostrado na Figura 1 é possivel verificar que 64% dos farmacos desenvolvidos em
30 anos apresentam sua origem em produtos naturais. Na Figura 2 se encontram

estruturas das moléculas de alguns destes farmacos.

Figura 1 - Origem dos farmacos langados entre 1981-2010.

| 28%

NB || 0%

N [ 6%

S*INM - 1 11%

Tipo de farmaco

s / 5%

SINM | 14%

st 36%

Quantidade (%)

Nota: N - produto natural; NB - fitoterapicos; ND - derivado semissintético
de produto natural; S - sintético; S* - sintético com grupo farmacoférico de
produto natural, NM - desenvolvidos a partir do conhecimento adquirido de
produto natural. Fonte: adaptado de Newman e Gragg (2012).



Figura 2 - Estruturas das moléculas de alguns famacos lancados entre 1981-2010.

22

I Slntetlco {S]

repaglinida
antidiabetes

al

miriplatina
anticincer

F
¢ w oM
F o nY

ciprofloxacina
HN\) A antibacterial

fluconazol
antifingico

Slntétlco (SJ'NM

S Ty

butenafina
' 0 antifingico
: o
: FJ who |l
oY
: o o\©\
: nE F
H bicalutamide
H anticdncer
Natural {N]
E HO
i mupiracina a :
antibacterial OH :
: 07 NH :
: OH :
E paclitaxel '
H anticancer
: OH :
: HO. _~ OH :
: | “OH @
: HO™ ™ H
: HN oH :
! artemisinina
' antiparasita voglibose OH H
H antidiabetes E
' .

antiparasita

oé
o
4
\O
_> | ?
o
==
~

clevudina
H antiviral

E o wF
' \ Cl

bendazol [}

atovaquona
antiparasita

OH :
A oot

o - nateglinida

(=]

imiguimode
antiviral azacitidina

anticancer
HO OH

antidiabetes

Slntéhco [S"!NM}

N P
H antiviral

amprenavir
antiviral

: N i

H N :

: oY | :

: N N ;

P o s :

raltitrexed NH o E

H H anticancer o B :

NH © vildagliptina NH
antidiabetes ! : 2 l|3 OH :
I N7 o :

: : | . H

3 . . OH H
NG ol . :
ol : o :
2 (O ! brodimoprima - :

It L. e + antibacterial '
)'\ ' oseltamivir : : OH :

i i

H HoN 3
: _\—NH OH :
P o :
e Q :
: N o] :
; HzN\,,\IO HN :
wo M ) O:e_\ :
: ”»Jil :
S cabazitaxel o OI}\
' OH anticancer H
E caspofungina E
E HO antifangico :
E acarbose E
' antidiabetes Y azitromicina H
E zanamivir ’LO HN. _NH; antibacterial E
: antiviral NH :

Fonte: adaptado de Newman e Gragg (2012).




23

Dentre as atividades destes medicamentos, a antibacteriana e a
anticancerigena apresentam maior nimero de farmacos desenvolvidos (cerca de
20% do total). Sendo que cerca de 80% deles apresentam sua origem em produtos
naturais (NEWMAN; CRAGG, 2012).

A resisténcia bacteriana € um dos problemas enfrentados no tratamento de
infeccdes, tornando a procura de novas alternativas terapéuticas um desafio, e as
plantas sdo um forte aliado na busca de compostos mais eficientes. Justificando a
porcentagem elevada de farmacos com origem em produtos naturais.

Dentre os inumeros estudos de agentes antimicrobianos, destacam-se
agueles contra as bactérias da cavidade bucal. Uma vez que, além da carie ser um
grave problema existente em criancas e adultos, que inclusive pode levar a perda
dos dentes (essencial no processo digestivo dos alimentos), algumas bactérias
bucais sdo associadas a pneumonia e a doencas cardiovasculares (DORN et al.,
2010, KUMAR, 2013a). Assim, a utilizacdo de compostos de origem natural contra
bactérias bucais se torna muito interessante.

Em outros segmentos da industria, a busca de compostos de origem natural
tem se tornado também atrativa, devido a possivel contaminacdo de determinados
produtos sintéticos na saude dos homens, dos animais e no meio ambiente.
Antioxidantes sintéticos como 2,6-di-terc-Butil-4-metilfenol (BHT) e o terc-butil
hidroquinona (t-BHQ), por exemplo, utilizados como conservantes de alimentos e
cosmeticos, tém mostrado efeitos colaterais toxicos (BOTTERWECK et al., 2000,
SASAKI et al.,, 2002) sugerindo a busca por antioxidantes de origem natural.
Sabendo que as plantas sdo uma fonte promissora de compostos antioxidantes,
inmeros trabalhos tém se destacado nesta area. Os danos oxidativos causados por
espécies reativas de oxigénio (EROs), por exemplo, encontram-se associados a
uma série de doencas, dentre elas o diabetes. Espécies antioxidantes vém sendo
estudadas como auxiliadoras no retardo da oxidacédo e, portanto, na redugéo ou
prevencdo dessas doencas. Alguns antioxidantes de origem natural, por exemplo,
atuam como hipoglicemiantes no tratamento do diabetes através da inibicdo de
enzimas envolvidas na digestdo de carboidratos em pacientes diabéticos.

Com relacéo a disponibilidade de material vegetal para estudos de produtos
naturais, o Brasil se destaca por apresentar uma area territorial de 8,5 milhdes de
quildmetros quadrados compostos de diferentes biomas (Mata Atlantica, Cerrado,
Pantanal, Amazénia e Caatinga) (TERRITORIO, 2009). A diversidade de solos e
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climas favorece a grande variedade de vegetacdo existente. Portanto, a
biodiversidade é uma fonte promissora para estudos quimicos, fato que tém
despertado grande interesse pelo conhecimento de atividades biolégicas,
composicao quimica e toxidade das diversas espécies existentes.

O Cerrado constitui 0 segundo maior bioma brasileiro e ocupa uma éarea de
aproximadamente 23% do territério nacional, apresentando cerca de 10.000
espécies de plantas, das quais 4.400 sdo endémicas. Sua flora é ainda pouco
estudada, acarretando em grande perda de conhecimento, uma vez que se estima
que 40% desse bioma ja tenham sido devastados, sendo que somente 1,5% de sua
extensdo € protegida por lei (MYERS et al., 2000, NETO; MORAIS, 2003). Isto
mostra a importancia do estudo de espécies desta regiao.

Neste contexto, este trabalho estudou a atividade antimicrobiana contra
bactérias da cavidade bucal, antioxidante e inibidora de o-amilase da espécie
Eugenia calycina, que é endémica do bioma Cerrado. Além disso, a composicao
quimica do Oleo essencial das folhas foi identificada e compostos responsaveis
pelas atividades antioxidante e inibidora de a-amilase do extrato das folhas foram
isolados, identificados e quantificados. Através de desreplicacéo, foram identificados
compostos no extrato de galhos e flores. No momento, estudos relacionados a
composicao quimica desta espécie ndo existem na literatura, bem como qualquer
atividade biologica avaliada. Apenas sdo encontrados estudos relacionados a area
de agronomia, os quais destacam o elevado rendimento na producédo de frutos desta
espécie (BULLOW; CARMONA; PARENTE, 1994, CARDOSO; LOMONACO, 2003).
Embora ndo existam relatos do uso da E. calycina na medicina popular varias
espécies de Eugenia, séo utilizadas popularmente no tratamento de enfermidades e
tiveram as atividades comprovadas e o0s principais compostos identificados
(EINBOND et al., 2004, VICTORIA et al., 2012, KATO et al., 2013, NERI-NUMA et
al., 2013, SAHA et al., 2013, JUNIOR et al., 2014). Desta forma, o estudo quimico da
E. calycina é muito importante para agregar conhecimentos tanto sobre as espécies
da regido do Cerrado como também uma promissora fonte de compostos

biologicamente ativos.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral identificar os compostos presentes no
Oleo essencial das folhas de E. calycina e determinar a atividade antimicrobiana do
O0leo contra bactérias da cavidade bucal. Além disso, objetivou-se avaliar as
atividades antioxidante e inibidora de a-amilase dos extratos das folhas, flores e

galhos da E. calycina, bem como identificar e isolar substancias bioativas.

1.2.2 Metas para atingir os objetivos

e Coletar o material vegetal para o preparo da exsicata, identificacdo e depdsito no
Herbario da Universidade Federal de Uberlandia;

e Obter 0Oleo essencial das folhas frescas por hidrodestilagéo, fracionar em coluna
cromatografica e analisar, por CG-EM e CG-DIC, para identificar a composi¢édo
quimica;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial no ensaio com bactérias da
cavidade bucal e a citotoxicidade para células Hela,;

e Preparar os extratos em etanol 98% das folhas e dos galhos, e em acetona 80%
das flores;

e Fracionar os extratos, através de particao liquido-liquido, utilizando solventes de
polaridade crescente;

¢ Avaliar teor de fendis totais, proantocianidinas e flavonoides nos extratos e fracoes;

eAvaliar a capacidade inibidora de a-amilase e a atividade antioxidante pelos
métodos de sequestro do radical livre DPPH, sistema [-caroteno/acido linoléico e
potencial de oxidacdo/densidade de carga por VPD de extratos, fracdes e
compostos isolados;

e Realizar fracionamento cromatografico, isolar e identificar por RMN, ESI-EM e UV-
VIS os compostos bioativos nas folhas;

e Quantificar os compostos isolados por CLAE nas das folhas, flores e galhos;

e |dentificar compostos nas folhas, flores e galhos por desreplicacdo através de
CLAE-ESI-EM/EM;
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1.3 ESTRUTURA DA TESE

O estudo da espécie E. calycina foi realizado com o 6leo essencial das
folhas e com os extratos das folhas, flores e galhos. As propriedades quimicas do
Oleo essencial e do extrato sdo distintas e, por isso, a tese foi dividida em estudos
realizados com o Oleo essencial e com 0s extratos, como mostrado na Figura 3.
Dessa maneira, o item 2 trard um referencial tedrico sobre os principais aspectos
abordados na tese, fornecendo o suporte necessario ao entendimento dos
resultados apresentados: metabolismo secundario dos vegetais e principais
compostos biossintetizados; E. calycina: caracteristicas do género e da familia;
atividade antimicrobiana contra bactérias da cavidade bucal; atividade antioxidante;
atividade inibidora de a-amilase. O item 3 informara os equipamentos, reagentes e
procedimentos utilizados nas analises. O item 4 discutira os resultados obtidos,
sendo dividido em Oleo essencial (4.1) e extratos (4.2), enquanto que o item 5 trara

as conclusodes do trabalho.

Figura 3 - Estrutura da tese.
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cle compostos presentes nas folhas, flores e galhos.

Fonte: autora.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 METABOLISMO SECUNDARIO DOS VEGETAIS E PRINCIPAIS
COMPONENTES BIOSSINTETIZADOS

Os vegetais produzem uma série de compostos organicos que sao
classificados como metabdlitos primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios
sdo os carboidratos, lipideos, nucleotideos e aminoacidos encontrados em todas as
plantas, sendo envolvidos no crescimento e sobrevivéncia, desenvolvendo funcdes
metabdlicas essenciais. Os metabolitos secundarios séo distribuidos diferentemente
entre 0s grupos taxondmicos, muitas vezes se limitando a determinadas familias e
espécies. Isso ocorre porque sdo 0s genes que controlam a formacéo das enzimas,
que serdo os catalisadores bioldgicos para a sintese dos metabolitos. Deste modo,
as rotas sdo controladas pela constituicdo genética do organismo (CROTEAU,;
KUTCHAN; LEWIS, 2000).

Os metabdlitos secundérios nao sdo considerados essenciais para a vida do
vegetal, mas sdo importantes para a sua sobrevivéncia. Isso porque se tem
descoberto que muitos destes compostos sao sintetizados para proteger a planta da
acdo de microrganismos, herbivoros, sinalizacdo quimica para atrair polinizadores,
animais para dispersar sementes, alelopatia, protecdo da incidéncia luminosa, entre
outros (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Os metabdlitos secundarios sdo armazenados em pequenas quantidades e
sintetizados por via metabdlica especifica, sendo que os locais de produgdo podem
variar de acordo com o tipo de composto sintetizado. Além disso, algumas moléculas
podem ser sintetizadas por todos os tecidos das plantas, ao passo que outras sao
produzidas em determinados tecidos ou em regifes especificas das células.
Compostos hidrofilicos estdo principalmente armazenados no vacuolo de células
chamadas de idioblastos, enquanto que compostos lipofilicos sdo comumente
armazenados em dutos, laticiferos, tricomas e cuticulas (YAZDANI et al., 2011)

O metabolismo secundario das plantas pode ser dividido em trés grupos
principais, de acordo com a sua via (também chamada de rota) biossintética de
origem: terpenoides, compostos nitrogenados (alcaloides, glucosinolatos e
cianidrinas) e fenilpropanoides também conhecidos como compostos fendlicos
(CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000). A Figura 4 apresenta um fluxograma das
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rotas metabdlicas para a producdo de compostos fendlicos, alcaloides e
isoprenoides ou terpenos. As principais vias metabdlicas sdo: acetato, chiquimato
(ou &cido chiquimico), mevalonato (MVA) e metileritritol (MEP). Os compostos
fendlicos sado sintetizados através das vias do acido chiquimico e do acetato. Os
terpenos podem ser sintetizados pela via do mevalonato ou pela via do metileritritol.
Os compostos nitrogenados sdo sintetizados a partir dos aminoacidos alifaticos
oriundos do ciclo de Krebs e dos aminoacidos aromaticos e indolicos oriundos da via

do &cido chiquimico.

Figura 4 - Fluxograma simplificado das rotas metabolicas para compostos fendlicos,

alcaloides e terpenoides.
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Fonte: adaptado de Castro e outros (2004).

2.1.1 Terpenos

Os terpenoides ou terpenos constituem uma classe de compostos contendo
em sua estrutura unidades de isopreno (2-metilbutadieno), oriunda da juncéo de
cinco unidades de carbono. Portanto, os terpenos também sdo chamados de

isoprenoides, entretanto € necessario ressaltar que o isopreno nao € precursor desta
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via metabdlica (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000, LOBO; LOURENCO, 2007).
Os terpenos séo classificados de acordo com o nimero de unidades de isopreno em
sua estrutura, como mostrado na Tabela 1. Na Figura 5 sdo apresentados alguns

exemplos de terpenos.

Tabela 1 - Classificagéo dos terpenos.
N°. de Unidades de

. Exemplos
carbonos isopreno
Monoterpenos 10 2 geraniol, a-pineno
Sesquiterpenos 15 3 biciclogermacreno, espatulenol
Diterpenos 20 4 Fitol, (E,E)-geranil linalool
Triterpenos 30 6 acido betulinico, esteroides, saponinas
Tetraterpenos 40 8 -caroteno

Figura 5 - Estrutura de alguns terpenos.
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Fonte: autora.

Os terpenos sao sintetizados a partir dos intermediarios 3,3’-dimetilalil
pirofosfato (DMAP) e 3-isopentenil pirofosfato (IPP). Esses intermediarios s&o
formados por duas vias metabdlicas (Figuras 6 e 7).

Uma das vias € a do acido mevaldnico, que ocorre no citoplasma e reticulo
endoplasmatico das células, na qual os triterpenos sdo produzidos. Nesta via, trés
moléculas de acetil-SCoA sdo condensadas (catalisada pelas enzimas tiolase e
hidroximetilglutaril-CoA sintase). Nesta etapa, primeiramente duas moléculas de

acetil-SCoA reagem por uma reacéo tipo condensacao de Claisen, na sequéncia o
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composto formado reage com mais uma molécula de acetil-SCoA através de
condensacdao alddlica, formando o intermediario 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-
CoA). O HMG-CoA sofre hidrdlise seguida de reducéo enzimatica formando o acido
mevalonico (MVA). Este sofre sucessivas fosforilagbes nos grupos hidroxilas,
seguido de descarboxilacdo e eliminacdo do grupo pirofosfato, originando o IPP. A
enzima isomerase € responsavel pela conversdo do IPP em DMAP (CROTEAU,
KUTCHAN; LEWIS, 2000, LOBO; LOURENCO, 2007).

Figura 6 - Via do &cido mevaldnico para a produ¢do de DMAP e IPP.
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Fonte: adaptado de Lobo e Lourengo (2007).

A outra rota sintética dos terpenos € a do metileritritol fosfato (MEP), que
ocorre nos cloroplastos e outros plastideos das células vegetais, na qual
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e tetraterpenos sao produzidos. Nesta
via, a coenzima tiamina difosfato (TPP) catalisa a reacéo entre o acido piravico e o
D-gliceraldeido, formando o intermediario 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP). O DXP
se transforma em 2-C-metil-D-eritrol-4-fosfato (MEP), através de um rearranjo tipo
1,2 de Wagner-Meerwein, no qual um grupo alquil migra de posicdo. Na sequéncia
se observa a fosforilacdo seguida de eliminacdo, dando origem ao DMPA que é
convertido por uma enzima isomerase a IPP (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000,

EISENREICH et al., 2004, LOBO; LOURENCO, 2007).
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Figura 7 - Via do metileritritol fosfato para a produg¢édo de DMAP e IPP.
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Fonte: adaptado de Lobo e Lourenco (2007) e Eisenreich e outros (2004).

A producédo dos terpenoides ocorre, portanto, através da condensacéo entre
as unidades de DMAP e IPP (1), catalisada pela enzima preniltransferase, originando
o geranil pirofosfato (GPP), que é precursor de monoterpenos, como mostrado na
Figura 8. A condensacao GPP com IPP (ll) fornece a cadeia de farnesil pirofosfato
(C15), e assim por diante (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000, LOBO;
LOURENCO, 2007).

Figura 8 - Reacao entre DMAP e IPP para a formacao de terpenos.
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Fonte: adaptado de Lobo e Lourengo (2007).

A formacao de terpenos oxigenados, ciclicos e isbmeros, ocorre devido a
possibilidade de rearranjo de carbocations oriundos do GPP, FPP etc.

A Figura 9 exemplifica alguns rearranjos que podem ocorrer a partir do
geranil pirofosfato (GPP) originando o linalil pirofosfato (LPP) e o neril pirofosfato
(NPP) que resultardo em variados monoterpenos (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS,
2000, LOBO; LOURENCO, 2007).
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Figura 9 - Rearranjo de carbocétions que resultam em diferentes monoterpenos.
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Fonte: adaptado de Lobo e Lourengo (2007).

2.1.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos produzidos nas plantas apresentam uma enorme
diversidade estrutural e executam fungdes das mais diversas, desde protecéo contra
a radiacao UV até funcbes de suporte e sustentacdo do vegetal. As principais vias

de sintese dos compostos fendlicos sdo chiquimato e acetato (Figura 10).

Figura 10 - Vias metabdlicas de sintese dos compostos fendlicos.

Eritrose -4-fosfato Acidofosfoenol pirivico

(via pentose fosfato) J' (via glicolise)
17 Via chiquimato
Acido galico l Acetil CoA
l Fenilalanina l
Taninos Acido cinamico Viaacetato

hidrolisaveis | |

—> Fendis simples, lignina

—> Flavondides, taninos
condensados
—> Demais compostos
fendlicos

Fonte: adaptado de Taiz e Zeiger (2013).

A classificacdo destes compostos se baseia no numero e no arranjo dos
atomos de carbono, conforme pode ser observado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Classificagdo dos compostos fendlicos.

N°. de carbonos Esqueleto Classificagcéo Estrutura basica
0
7 Cs-Cy acido benzéico ©)LOH
0
8 Ce-C, acetofenona @)‘\
OH
8 Ce-C> acido fenilacético m
0
9 Ce-Cs acido cinamico ©/\‘)L0H
0.__0
9 Cs-Cs cumarina CEj
P
o]
10 Cs-C4 naftoquinona @
0]
o}
13 Ce-C1-Co xantona
(o}
14 Cs-Co-Cs estilbeno @ A O
15 Cs-C3-Cs flavonoide O

\ 4

Fonte: Crozier, Clifford e Ashihara (2006).

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos que apresentam em sua
estrutura basica quinze atomos de carbono, sendo dois anéis aromaticos Cg (anel A
e B) e um anel heterociclico benzopirano (anel C). O anel A se encontra acoplado ao
C; e 0 anel B se encontra ligado ao anel C nas posi¢des 2, 3 ou 4. A Tabela 3
apresenta a classificagcdo dos flavonoides e alguns exemplos.



34

Tabela 3 - Classificacdo dos flavonoides.

Classe do flavonoide  Estrutura basica Exemplo

5

Flavonoide geral

@~
7
0o
(=)
“ oA

o
.

O

luteolina (C5, C7, C3',C4'=OH)

Fi °
avona O] crisina (C5, C7=OH)
(o]
Elavonol O °| O quercetina (C5, C7, C3’, C4'=0H)
oH kaempferol (C5, C7, C4'=0H)
o
Flavanona O o O hesperetina (C5, C7, C3'=OH; C4'=0CHy)
naringenina (C5, C7, C4'=0H)
o
oS
Flavanonol O taxifolina (C5, C7, C3', C4'=OH)
OH
o
tequina (C5, C7, C3’, C4'=0H)
Flavan-3-ol ° O ca - "
@ on epiafzelequina (C5, C7, C4'=0OH)
soflavona 0 genisteina (C5, C7, C4'=OH)
I @ daidzeina (C7, C4'=OH)
- ) cianidina (C5, C7, C3', C4'=OH)
Antocianina

delfinidina (C5, C7, C3’, C4, C5”"=0H)

W,
(oo
2

A substituicdo do anel heterociclico de seis membros por um de cinco
membros forma o composto chamado de auronas ou a forma aciclica chalconas
(SISA et al., 2010). Os flavonoides s&o classificados de acordo com o estado de
oxidacdo do anel C: flavan-3-ols, flavanonas, flavonas e flavonois. Flavonoides
podem existir como mondémeros glicosilados ou como oligbmeros de flavan-3-ol
(proantocianidinas = taninos condensados).

Os sistemas altamente conjugados dos flavonoides fazem com que
apresentem absorcdo de luz na regido de 320-385 nm referentes as transicdes
eletrénicas oriundas do anel B conjugado com o anel C (por exemplo, com uma
carbonila) e 250-285 nm referentes ao anel A (KUMAR; PANDEY, 2013).

Essa propriedade de absor¢do da luz na regido UV/Vis é responséavel pelas
cores associadas as flores, que desempenham papel fundamental na polinizacao e
reproducéo (SISA et al., 2010).

Além disso, a absorcéo de luz por estes compostos exerce uma propriedade

importante que € a protecdo da planta contra a radiacdo UV-B, que pode danificar as
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moléculas de DNA. Portanto, plantas que se encontram em regides expostas a
elevada intensidade de radiacdo UV, apresentam maior teor de flavonoides que em
outras regibes de menor intensidade luminosa. Essa propriedade fotoprotetora
desses compostos esta relacionada com atividade antioxidante exercida por eles,
através da remocdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo formadas
devido a forte exposicdo a radiacdo UV (BOEGER; POULSON, 2006, KUMAR,;
PANDEY, 2013).

Estudos sugerem que, devido as propriedades antioxidantes dos
flavonoides, o seu consumo regular, através de frutas e verduras, protege o0s
humanos contra doencas degenerativas associadas com 0 estresse oxidativo, tais
como a doenga de Alzheimer, a arteriosclerose e envelhecimento. Além disso, é
comprovado que os flavonoides apresentam varias outras propriedades
farmacoldgicas como antiviral, antibacteriana, anti-inflamatoria, vasodilatadora e
anti-cancer (SISA et al., 2010, PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHELMOVA, 2011,
KUMAR; PANDEY, 2013).

A atividade antioxidante apresentada pelos flavonoides pode ocorrer devido:
ao sequestro de radicais formados por ERO através da doacdo de hidrogénio e
estabilizacdo do radical formado; quelatacdo de metais envolvidos no estresse
oxidativo, inibicdo de enzimas envolvidas na geragcdo de EROs (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006, KUMAR; PANDEY, 2013).

Na Figura 11 sao apresentadas as estruturas de ressonancia que
estabilizam o radical formado nos flavonoides e a quelatacdo com metais, mostrando
a importancia de substituintes hidroxilicos para uma boa atividade antioxidante dos
flavonoides.

Figura 11 - Estruturas de ressonéncia (a) e quelatacdo de metais (b) em flavonoides.

(b)

Fonte: (a) Barreiros, David e David (2006); (b) Kumar e Pandey (2013).
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Os flavonoides sdo sintetizados no citossol das células vegetais e
armazenados nos vacuolos (YAZAKI, 2005, ZHAO; DIXON, 2010). As vias
envolvidas na sua sintese sdo a do chiquimato e acetato. As estruturas
fenilpropanoicas dos anéis B e C séo sintetizadas a partir do &cido p-cumarico da via
chiquimato, enquanto que o anel A é oriundo da condensacéao tipo Claisen de trés
acetil-SCoA da via acetato (Figura 12). Na via chiquimato, é produzido o cinamoil-
SCoA (ou p-cumaroil-SCoa) a partir da tirosina através da perda de NHs. A tirosina é
um aminoacido formado a partir do &cido chiquimico (LOBO; LOURENCO, 2007,
DEWICK, 2009a).

Figura 12 - Reacao da sintese de flavonoides.

Enz
o o o o J 1
1
H,cj‘sc,_,,q )l‘scm AN CoA HC” “scoa 9 9 O
Via acetato H —_— ‘E\_j_._ WSCoA
-SCoA -SCoA

} acetilscoa
Enz’

o 0y, OH
oo fosfoenol o _NH.
piruvato )t Nz T o
e . —_— T
Via chiquimato — —_— —_— ,©/\)LSC¢)A
—_— —_— —_—
HO H HO
OH OH OH

p-cumaroil-SCoA
acido chiquimico tirosina

Fonte: adaptado de Lobo e Lourenco (2007) e Dewick (2009a).

Nesta sintese é formado um intermediario que pode sofrer reducéo
enzimatica de uma das carbonilas, o que resultara em um flavonoide ndo substituido
na posicao 5. Este intermediario sofre condensacéo alddlica formando a chalcona.
Esta, por sua vez forma os flavonoides através de uma ciclizacdo oxidativa dando

origem ao flavonoide da classe flavanona (Figura 13).

Figura 13 - Mecanismo de formacéo dos flavonoides.
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o o o ~

I Lo - scon
SCoA

HO

p-cumaroil-SCoA
-SCoh

l H
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OH O
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Fonte: adaptado de Lobo e Lourengo (2007) e Dewick (2009a).
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Através de reacdes de oxidacdo, a flavanona formada pode originar os
demais flavonoides: flavonais, diidroflavonois, flavonas, flavan-3-ol, antocianidinas.

Outro tipo de compostos fendlicos sintetizados pelas plantas sdo os
poliméricos: lignina e taninos.

As ligninas, depois da celulose, sdo os compostos mais abundantes nos
vegetais. Sdo formadas na via do chiquimato através de trés precursores
fenilpropanoides: o alcool coniferilico, o cumarilico e o sinapilico. As ligninas séo
ligadas covalentemente a celulose, o que dificulta o seu isolamento. A sua rigidez
mecanica, fortalece os caules dos vegetais, permitindo o crescimento ascendente e
possibilitando, principalmente, a conducédo de dgua e sais minerais. A protecdo dos
vegetais contra herbivoros e o bloqueio do crescimento de patégenos sdo outras
funcdes atribuidas as ligninas (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Taninos sdo polifendis que apresentam massa molecular entre 500 a
3.000 Da e séo classificados em proantocianidinas (taninos condensados) e taninos

hidrolisaveis, como mostrado na Figura 14.

Figura 14 - Estrutura de taninos condensados e hidrolisaveis.

Tanino hidrolisavel Tanino condensado

Fonte: adaptado de Croteau, Kutchan e Lewis (2000).

As proantocianidinas sdo oligbmeros ou polimeros formados por condensacao de
unidades flavanoidicas que pode ser flava-3-ols (tanino de catequina ou catéquico), flavan-
3,4-diol (tanino de leucoantocianinas) entre outros, portanto, assim como os flavonoides,
elas sdo derivadas da via chiquimato e acetato. A hidrélise dos taninos condensados leva a
formac@o de antocianidinas, por isso sdo chamados também de proantocianidinas. Os
taninos hidrolisaveis séo ésteres do acido galico e elagico contendo um monossacarideo em

sua estrutura. Portanto, sdo oriundos da via chiquimato. Estes taninos séo divididos em
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galotaninos (produzem acido galico apds hidrolise) e elagitaninos (produzem &cido elagico
apos hidrdlise) (QUEIROZ; MORAIS; NASCIMENTO, 2002, SILVA et al.,, 2004, TAIZ,
ZEIGER, 2013)

2.1.3 Alcaloides

Os alcaloides sdo metabdlitos que contém nitrogénio em sua estrutura, e
que, portanto apresentam carater basico. Entretanto, ndo sdo aminodcidos,
nucleotideos ou cofatores, até porque estes sdo metabdlitos primarios, uma vez que
estdo presentes em toda célula vegetal, enquanto que os alcaloides sao sintetizados
por determinadas espécies de plantas. Os alcaloides s&o produzidos pelas plantas
para protegé-las, por exemplo, de insetos e herbivoros, sendo armazenados nos
vacuolos das células (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000).

Alcaloides sao classificados de acordo com a natureza da estrutura
contendo nitrogénio, por exemplo, pirrolidina, piperidina, quinolina, isoquinolina,
indol, etc. Os alcaloides podem ser derivados de aminoacidos alifaticos, mas
existem também aqueles derivados de aminoécidos aromaticos (fenilalanina ou
tirosina) ou do amino&cido triptofano (Figura 15) (LOBO; LOURENCO, 2007,
DEWICK, 2009b).

Figura 15 - Exemplos de alcaloides.
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Fonte: Lobo e Lourenco (2007).

Os alcaloides oriundos de aminoacidos alifaticos, como a arginina, a ornitina
e a lisina, ddo origem as aminas simétricas putrescina e cadaverina. No caso dos
alcaloides formados a partir de aminoacidos arométicos e de aminoéacidos inddlicos,
esses sao oriundos da via do chiquimato. A Figura 16 exemplifica a reacdo de cada
via de sintese dos alcaloides (LOBO; LOURENCO, 2007.
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Figura 16 - Mecanismos de sintese dos alcaloides: a) derivado de arginina, b) derivado de

tirosina e c) derivado de triptofano.
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Fonte: Lobo e Lourenco (2007).

2.2 Eugenia calycina: CARACTERISTICAS DA FAMILIA E DO GENERO

A familia Myrtaceae da qual a espécie Eugenia calycina pertence, € uma das
maiores familias botanicas, compreendendo 3.800-5.800 espécies de arbustos e
arvores, apresentando cerca de 120 géneros. E distribuida mundialmente, mas é
encontrada principalmente nas zonas tropicais e subtropicais da América e Australia
(SIANI et al., 2000, STIEVEN; MOREIRA; SILVA, 2009). No Brasil, pode-se destacar
espécies importantes pela presenca de frutos comestiveis como a pitanga, o jambo
e a cagaita (Eugenia), a goiaba e o ara¢éd (Psidium), a jaboticaba (Myrciaria), a
cambuca (Martierea), a guabiroba (Campomanesia) e o cambuci (Paivaea)
(BULLOW; CARMONA; PARENTE, 1994, BENFATTI et al., 2010). Espécies também
comercialmente importantes desta familia sdo: o Eucalipto (Eucalyptus) do qual a
madeira e o 6leo essencial sdo explorados e o cravo-da-india (Eugenia) utilizado na
industria alimenticia.

Desde 2005, a familia Myrtaceae apresenta uma nova classificacdo (Figura
17) que foi proposta por Wilson e outros (2005), baseada na andlise filogenética do
DNA de plastidios e que, portanto, segue a classificacdo proposta pela APG
(“Angiosperm Philogeny Group” ou “Grupo de Filogenia das Angiospermas”). Nesta
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classificacdo, a familia Myrtaceae é dividida em duas subfamilias: Psiloxyloideae e
Myrtoideae. Cada subfamilia € subdividida em tribos, e cada tribo € subdividida em
géneros. Assim, a subfamilia Psiloxyloideae apresenta duas tribos: Heteropyxideae
e Psiloxyleae; enquanto que a subfamilia Myrtoideae apresenta quinze tribos:
Backhousieae, Chamelaucieae, Eucalypteae, Kanieae, Leptospermeae,
Lindsayomyrteae, Lophostemoneae, Melaleuceae, Metrosidereae, Myrteae,
Osbornieae, Syncarpieae, Syzygieae, Tristanieae e Xanthostemoneae. O género
Eugenia pertence, portanto a tribo Myrteae da subfamilia Myrtoideae.

Figura 17 - Fluxograma com a classificacdo da familia Myrtaceae proposta pela APG.

Familia Subfamilias (2) Tribos (2)
Heteropyxideae
Psiloxyloideae
Psiloxyleae
Tribos (15)

Myrtaceae Backhousieae

Chamelaucieae

Myrtoideae

Eucalypteae

Kanieae
Leptospermeae
Lindsayomyrteae
Lophostemoneae

Melaleuceae Géneros (73
Metrosidereae — Campomanesia
Myrteae |——— Eugenia
Osbornieae L Myrcia
Syncarpieae L Mynus
Syzygieae l—— Psidium
Tristanieae -

Xanthostemoneae

Fonte: autora.

O género Eugenia, com cerca de 1.000 espécies, € um dos maiores da
familia Myrtaceae, com distribuicdo principalmente nas Ameéricas Central e do Sul
(DA SILVA; PINHEIRO, 2007). No Brasil, é representada por 385 espécies, das
quais 299 sdo endémicas (SOBRAL et al., 2014).

Muitas espécies de Eugenia sdo utilizadas na medicina popular para o

tratamento de véarias doencas. A Tabela 4 mostra algumas dessas espécies.



Tabela 4 - Espécies do género Eugenia utilizadas na medicina popular.
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Espécie/nome popular

Uso na medicina popular

Referéncia

E. brasiliensis/grumixama,

ibaporoiti

E. beaurepaireana/ingabad,
guamirin-ferro

E. uniflora/pitanga

E. dysenterica/cagaiteira

E. jambolana/jambo roxo

folhas, frutas e cascas:
antidiarreico, diuréticos ,
antirreumatico

folhas: anti-inflamatorio, Ulcera

frutas: anti-inflamat6rio
antidiarreico, diurético,
antirreumaticos,
antidiabéticos, reducao do
colesterol e controle da
hipertenséo

folhas: antidiarreico, problema

renal, cicatrizante

sementes e cascas: diabetes,

bronquite, asma, antidiarreico,

Revilla (2002); Cruz

e Kaplan (2004)

Revilla (2002)

Alice e outros
(1991), Oliveira e
outros (2006),
Stieven, Moreira e
Silva (2009)

Septimio (1994)
Cruz e Kaplan
(2004)

Craveiro e outros
(1983), Baliga e

Ulceras outros (2011)
Cruz e Kaplan

(2004)

E. malaccensis/jambo vermelho  folhas: diabetes

O uso das espécies do género Eugenia na medicina popular tem sido
comprovado através da avaliacdo das atividades biolégicas dos seus extratos e
compostos isolados. Ja foram identificadas espécies de Eugenia com atividade
antimicrobiana (VICTORIA et al., 2012), antioxidante (NERI-NUMA et al., 2013,
VICTORIA et al., 2013, JUNIOR et al., 2014), antidiabética (MARY JELASTIN KALA,;
TRESINA; MOHAN, 2012, OMAR et al., 2012) e anti-inflamatoria (RAMIREZ et al.,
2012, SAHA et al., 2013).

Os extratos de folhas e cascas da E. malaccensis (jambo), por exemplo,
possuem atividade antiviral contra o virus da Herpes e antibacteriana contra o
Staphylococcus aureus e o Streptococcus pyogenes (LOCHER et al., 1995). O
extrato etandlico do cravo-da-india (E. -caryophyllata) apresenta atividade
antioxidante (GULCIN et al., 2004). O extrato etandlico das folhas da E. uniflora

(pitanga) apresenta atividade anti-inflamatéria (FIGUEIRO et al., 2013),
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antibacteriana (CASTRO et al., 2010) e antioxidante (MARTINEZ-CORREA et al.,
2011).

Com relacdo as espécies isoladas, os frutos de E. uniflora, por exemplo,
mostraram a presenca de antocianinas responséaveis pela atividade antioxidante
(EINBOND et al., 2004). O hidroxicavicol isolado de folhas de E. polyantha
apresentou atividade inibidora de lipase pancreatica (KATO et al., 2013). O extrato
das cascas e raiz de E. jambolana, contendo tritertenos pentaciclicos (fitoesterdis)
como [-sitosterol, estigmasterol e lupeol, demonstrou atividade anti-inflamatoria
(SAHA et al., 2013).

Os compostos presentes nas espécies de Eugenia sdo geralmente fendlicos
como flavonoides e taninos, além disso, sdo comumente encontrados triterpenos
(CRUZ; KAPLAN, 2004).

O dleo essencial se destaca por apresentar majoritariamente sesquiterpenos
ciclicos, sendo os monoterpenos encontrados em menor quantidade. O B-cariofileno
€ 0 sesquiterpeno normalmente encontrado nas espécies de Eugenia, enquanto que
0 oa-pineno € o monoterpeno mais encontrado (STEFANELLO; PASCOAL;
SALVADOR, 2011).

Poucas espécies de Eugenia produzem compostos alifaticos e aromaticos,
podendo ser citada a E. caryophyllata que apresenta em seu 6leo essencial acido
oleandlico e eugenol (KELECOM et al., 2002) e a E. stigmatosa que apresenta como
maior componente o acido (52Z)-tetradecendico (acido fisendico) (APEL et al., 2004).

Na Tabela 5 se encontram alguns compostos isolados e/ou identificados em
algumas espécies de Eugenia e na Figura 18 sdo apresentadas as estruturas dos

compostos indicados na Tabela 5.



Tabela 5 - Compostos isolados de espécies de Eugenia.
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Espécie Parte da planta Compostos isolados Referéncias
E edulis Folhas Flavonoides (9055|pet|n-3,8-d|n_1§tll _eter-5-O'-[3_-quc_:o’S|deo; gossipetin-3,5-dimetil éter; Hussein e outros (2003)
miricetin-3,5,3'-trimetil éter)
Triterpenos (acido 3f3-cis-p-coumaroiloxi-2a,23-diidroxiolean-12-en-28-0ico; acido 3f3- Gu e outros (2001)
E. sandwicensis Galhos trans-p-coumaroiloxi-2a,23-diidroxiolean-12-en-28-6ico; acido 23-trans-p-coumaroiloxi-
2a,3B-diidroxiolean-12-en-28-6ico)
Eugenia javanica Chalconas (2',4'-diidroxi-3',5"-dimetil-6"-metoxichalcona; 2',4'-diidroxi-3'-metil-6"- L
(Syzygium Frutos X A A N ; Simirgiotis e outros (2008)
metoxichalcona; 2',4'-diidroxi-6"-metoxichalcona)
samarangense)
e : - - Magina, Dalmarco e
E. brasiliensis Folhas Triterpenos (a-amirina e f-amirina) Dalmarco (2012)
E. uniflora Frutos Antocianinas (cianidina-3-O-B-glucopiranosideo; delfinidina-3-O-B-glucopiranosideo) Einbond e outros (2004)

Figura 18 - Estruturas dos compostos isolados mostrados na Tabela 5.
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Fonte: autora.
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A Eugenia calycina Cambess € uma planta da familia das Myrtaceae e
endémica do Brasil, sendo encontrada no Cerrado. A presenca desta espécie ja foi
registrada nos estados de Goias, Minas Gerais e Distrito Federal (CARDOSO;
LOMONACO, 2003). E. calycina € um arbustos, que tem até 1,5 m de altura, com
flores brancas (agosto a novembro) e frutos comestiveis vermelhos (setembro a
dezembro) (ARANTES; MONTEIRO, 2002). Na Figura 19 se pode observar os frutos
e flores desta espécie.

Figura 19 - Fotografias de frutos e flores da espécie E. calycina.

Fonte: autora.

E. calycina se destaca pela producéo de frutas no Cerrado (BULLOW;
CARMONA; PARENTE, 1994), sendo de interesse na indastria alimenticia.
Entretanto, existem poucos estudos desta espécie 0s quais se concentraram na area
de agronomia e biologia (BULLOW; CARMONA; PARENTE, 1994, CARDOSO;
LOMONACO, 2003), fato que mostra um potencial de atividades a ser avaliada, j&

gue outras do mesmo género apresentaram resultados promissores.

2.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA CONTRA BACTERIAS DA CAVIDADE
BUCAL

A utilizagdo de plantas medicinais tem contribuido significativamente para os
primeiros cuidados com a saude, principalmente quando ndo se tem acesso a um
sistema de saude adequado. No Brasil, muitas plantas sédo utilizadas na forma de

extratos, infusbes ou emplastros para o tratamento de infeccbes comuns. Varias
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pesquisas também vém sendo desenvolvidas para o descobrimento de novos
agentes antimicrobianos, devido ao surgimento de microrganismos resistentes aos
medicamentos atuais e a infecgbes oportunistas fatais, associadas a AIDS,
quimioterapia antineoplasica e transplantes. O Brasil apresenta imensa
biodiversidade vegetal e é, portanto, um pais com grande potencial de estudos
nessa area (OSTROSKY et al., 2008).

Assim, vem crescendo a busca por evidéncias cientificas que comprovem o
uso dessas plantas na medicina popular seja através da andlise de seus extratos, ou
através dos seus Oleos essenciais (SUFFREDINI et al., 2004, MICHELIN et al.,
2005, LIMA et al., 2006, ALVES et al., 2008, SILVA et al., 2010).

Uma das explicacbes da capacidade antimicrobiana das plantas é pela
producdo de compostos bioativos, gerados durante o metabolismo secundario, para
se protegerem do ataque de microrganismos. O desenvolvimento da resisténcia
microbiana é de importancia global e, recentemente, os antimicrobianos de origem
vegetal vém ganhando aten¢&o especial como possiveis produtos para o controle de
bactérias, atrasando ou impedindo o crescimento (SILVA et al., 2010).

Existem relatos da utilizacdo de fitoterapicos e de plantas medicinais no
tratamento de algumas doencas relacionadas a saude bucal (CORDEIRO et al.,
2006). As infecgdes odontologicas tratadas mais comuns relatadas na literatura sao:
a cérie, a gengivite, a periodontite, a estomatite aftosa e a herpes simples. Algumas
dessas infeccOes sao tratadas por meio da fitoterapia utilizando espécies vegetais
como o cravo-da-india, rom&, malva, amoreira e camomila (OLIVEIRA et al., 2007).

Assim, dentre as atividades antimicrobianas estudadas, aquelas envolvidas
nas doencas bucais tém merecido atencao, tais como cérie e periodontite. A carie é
um problema grave de saude bucal na maioria dos paises industrializados, afetando
60-90% de criancas em idade escolar e a maioria dos adultos (PETERSEN, 2004).
Além disso, estudos recentes sugerem que as bactérias orais podem estar
associadas com muitas doencas sistémicas, tais como pneumonia e doencas
cardiovasculares (DORN et al.,, 2010, KUMAR, 2013a), fato que mostra a
importancia no desenvolvimento de novos antibiéticos.

A cavidade bucal é colonizada por muitas espécies de bactérias gram-
positivas e gram-negativas, formando biofiimes nas superficies dos dentes,
chamados de placas bacterianas ou placas dentarias. De acordo com Kumar

(2013a), mais de 1.000 espécies de bactérias tem sido identificada em cavidades
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bucal, sendo que cada pessoa carrega mais de 200 espécies de bactérias. E
estimado que 1 mg de placa dental contem mais de dez bilhées de bactérias.

Placas dentérias podem ser removidas mecanicamente durante a escovagao
dos dentes, mas a utilizacdo de solucéo para bochechar tem sido interessante para
diminuir ou controlar o crescimento do biofilme. Produtos antibacterianos, tais como
clorexidina, cloreto de cetilpiridinio e derivados fendlicos sédo frequentemente
utilizados para este fim (BOTELHO et al., 2007).

A resisténcia dos patdgenos as drogas € um dos maiores problemas no
tratamento de doencas microbianas. Tem sido relatado que a clorexidina, muito
utilizada em produtos de higiene bucal, tem sido pouco efetiva contra céarie dentaria
em alguns ensaios clinicos, sendo apontada como causa potencial da selecédo de
bactérias resistente a antibiéticos (FILOCHE; SOMA; SISSONS, 2005). Associado a
isto, estudos tém mostrado que a clorexidina sofre degradacdo formando p-
cloroanilina, o qual é hematdxico e carcinogénico, assim o uso indiscriminado a
torna um poluente emergente (ZONG; KIRSCH, 2012, LIMA et al., 2014). Neste
contexto, tém sido investigados antimicrobianos de fontes de produtos naturais.

Os Oleos essenciais tem se mostrado uma fonte promissora de
antimicrobianos contra bactérias orais. Comercialmente ja se pode verificar a
utilizacdo de Oleos essenciais como agentes antiplaca em solu¢des de bochecho ou
em formulacdes de gel (HAFFAJEE; YASKELL; SOCRANSKY, 2008, YENGOPAL,
2009, CHARLES et al., 2011). Os dleos essenciais de algumas espécies de plantas
também tiveram a sua atividade antimicrobiana contra bactérias bucais investigadas,
como Inga laurina (FURTADO et al., 2014), Campomanesia pubescens (CHANG et
al., 2011), Bidens sulphurea (AGUIAR et al., 2013), Cassia bakeriana (CUNHA et al.,
2013), Chrysanthemum indicum (JUNG, 2009) e Artemisia iwayomogi (CHA, 2007),

mostrando resultados muito promissores contra variadas bactérias.

2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A oxidacdo compreende um processo metabdlico que leva a producdo de
energia necessaria para as atividades essenciais das células, produzindo radicais
(ROESLER et al., 2007). Todos os sistemas biologicos, exceto 0s microrganismos
anaerobicos, produzem espécies reativas de oxigénio (ERO), como resultado do seu
metabolismo energético (FRIDOVICH, 1999, SORG, 2004). Os EROs séo espécies
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derivadas de oxigénio que podem ser radicais ou ndo. Sdo EROs: radical superoxido
(O2); radical hidroxila (HOe) ou o radical hidroperoxila (HOOs); peroxido de
hidrogénio (H.O,) (LIMA; BEZERRA, 2012). Em baixo nivel, os EROs sé&o
importantes em muitos processos bioquimicos, entretanto o seu excesso pode
causar sérios problemas celulares, como destruicdo de membrana celular e danos
ao DNA (ZHENG; STORZ, 2000, LIMA; BEZERRA, 2012).

O desequilibrio entre a producdo de agentes oxidantes e a degradacdo dos
mesmos é chamado de estresse oxidativo (SIES, 1991). O estresse oxidativo tem
sido associado ao processo de envelhecimento e ao desenvolvimento de doencas
como o cancer, diabetes, doencas cardiacas e degenerativas como Alzheimer
(ROESLER et al., 2007). As membranas sao os componentes celulares mais
atingidos pelos EROs. A membrana celular é rica em lipideos que sdo vulneraveis a
oxidacdao, levando, portanto, a sua destruicdo. A Figura 20a mostra as etapas de um

processo de oxidacao lipidica nas quais sao formados os radicais livres.

Figura 20 - Oxidacéo lipidica: (a) fases do processo; (b) algumas reacdes.
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Fonte: adaptado de Porter, Caldwell e Mills (1995) e Laguerre, Lecomte e Villeneuve
(2007).

Na fase inicial, observa-se a quebra homolitica de hidrogénio na posicao alfa
a dupla ligacéo através da acao de iniciadores (Figura 20a) que podem ser o radical
peroxila (HOe¢) ou o radical hidroperoxila (HOOe). O Le € estabilizado por estruturas

de ressonancia (Figura 20b). A fase de propagacéo € iniciada com a adicdo de
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oxigénio molecular ao Le obtido em primeira fase, para se obter o radical peroxido
(LOOe*). Na ultima fase, o radical peroxila € transformado em compostos de oxidagao
nao radicalares. Este mecanismo principal envolve a cisdo da dupla ligacao,
adjacente ao grupo hidroperoxila, levando a formacdo de hidrocarbonetos, éteres,
aldeidos, alcoois e cetonas, aldeidos volateis oxidados, triacilglicerdis e seus
polimeros (PORTER; CALDWELL; MILLS, 1995, LAGUERRE; LECOMTE;
VILLENEUVE, 2007).

Com a finalidade de proteger os organismos dos radicais gerados pelo
estresse oxidativo, existem determinadas substancias chamadas de antioxidantes.
Esses compostos podem prevenir, impedir ou reduzir o dano de oxidac&o provocado
pelos radicais livres (RAMARATHNAM et al., 1995). Eles minimizam o namero de
danos oxidativos ao DNA, proteinas e lipideos (DIPLOCK et al., 1998). Portanto, sao
capazes de proteger o corpo humano de varias doencas (mal de Alzheimer, artrite
reumatoide, catarata, diabetes, doenca de Parkinson) que séo atribuidas as reacdes
com radicais livres que se encontram em excesso (TAKAO et al., 1994). Além disso,
por retardarem a oxidagao, podem ser utilizados como conservantes, para inibir ou
reduzir a oxidacdo lipidica de alimentos, racdo animal e outros produtos, como
cosmeéticos (RAMALHO; JORGE, 2006).

Atualmente, sabe-se gque antioxidantes sintéticos como o 2,6-di-terc-butil-4-
metilfenol (BHT) e o terc-butil hidroquinona (t-BHQ) s&o prejudiciais a saude uma
vez que podem causar danos ao DNA (SASAKI et al., 2002). Associado a isto, a alta
demanda por antioxidantes tem despertado a procura de compostos naturais que
sejam alternativos aos sintéticos.

Os compostos fendlicos sdo essenciais para o crescimento e a reproducao
das plantas, sendo originados do seu metabolismo secundario e produzidos em
condicOes de estresse. Sao excelentes sequestradores de radicais livres, tornando
0s produtos naturais que os contém uma fonte atrativa de antioxidantes (ANGELO;
JORGE, 2007).

A atividade antioxidante desses compostos € devida as suas propriedades
redutoras correlacionadas a estrutura quimica, que desempenham um importante
papel na neutralizagcdo ou sequestro de radicais livres e quelatacdo de metais de
transicdo. Esses compostos agem tanto na etapa de iniciacdo quanto na propagacéo
do processo oxidativo (SOARES, 2002, SOUSA et al., 2007).
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2.5 ATIVIDADE INIBIDORA DA o-AMILASE

As a-amilases sdo enzimas digestivas que catalisam a hidrolise de ligactes
glicosidicas, portanto, atuam no metabolismo de polissacarideos (KANDRA, 2003,
WHITCOMB; LOWE, 2007, SOUZA, 2011). Os inibidores de a-amilase podem ser
utilizados no controle de insetos e pragas, uma vez gque estes sdo dependentes de
uma dieta rica em carboidratos para obtencdo de energia. Para isso, 0
desenvolvimento de plantas que expressam inibidores de enzimas digestivas dos
insetos representa uma ferramenta promissora para o controle de pragas e insetos.
Uma vez que a enzima sendo inibida, a absorcdo de nutrientes pelo inseto é
reduzida, afetando o seu desenvolvimento. Este fato contribui para a reducédo do uso
de inseticidas, que além de selecionar populacbes de insetos mais resistentes,
promove a contaminacdo da vegetacdo e, por consequéncia, dos humanos e
animais (FRANCO et al., 2002, MARSARO JUNIOR et al., 2005).

A inibicdo da absorcdo de carboidratos durante a digestdo em humanos
pode ser também uma alternativa terapéutica no controle glicémico. Isso porque 0s
picos de glicose pos-prandial podem ser reduzidos, auxiliando no tratamento de
doencas, como o diabetes e a obesidade.

Além disso, a inibicdo desta enzima pode também auxiliar no tratamento de
doencas orais (SALES et al., 2012). A enzima a-amilase salivar possui pelo menos
trés funcbes bioldgicas na cavidade bucal: quebra o amido em oligossacarideos,
exercendo a funcdo na digestao de carboidratos; ligar-se ao esmalte dos dentes ou
a hidroxiapatita, fato que pode levar a formacédo de placa dentaria; alta afinidade
com bactérias bucais, assim ao hidrolisar o amido em glicose, é utilizada como uma
fonte de alimento para as bactérias. Por isso a sua inibicdo pode ser uma alternativa
em tratamento de determinadas doencas bucais (KANDRA et al., 2004, FABIAN et
al., 2007, SALES et al., 2012).

O diabetes mellitus ocorre quando o pancreas nao produz a quantidade
suficiente de insulina. A insulina € um hormonio que ajuda a regular o metabolismo,
porgque estimula a captacdo da glicose, que se encontra no sangue, para as células.
Na diabetes tipo 1, o individuo ndo produz insulina, enquanto na diabetes tipo 2, o
individuo até produz a insulina, entretanto essa producdo ou € em quantidade
insuficiente ou a pessoa se torna resistente a sua agéo (DIEHL, 2013). O numero de
pessoas no mundo com diabetes € muito elevado, no ano 2.000 era cerca de 171
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milhdes, e estima-se que em 2.030 esse numero chegue a 366 milhées de pessoas
diabéticas (WILD et al., 2004).

Existem varios farmacos que atuam na estabilizacdo da quantidade de
glicose no sangue, dentre eles a acarbose, o miglitol e a metformina. Essas drogas
sdo consideradas hipoglicemiantes porque, no intestino, retardam a digestdo e
absorcdo dos carboidratos através da inibicdo da o-amilase pancreatica
(responsavel por hidrolisar os amidos complexos em oligossacarideos no intestino
delgado) e a-glicosidase da membrana intestinal (responsavel pela conversao de
oligossacarideo, trissacarideo e dissacarideo em glicose). Com a inibicdo desta
enzima, além de reduzir a hiperglicemia, o alimento leva mais tempo para concluir a
digestéo, reduzindo a necessidade de novas refeigdes, amenizando o aumento da
glicose no sangue (DIEHL, 2013).

Existem diversos estudos que descrevem o potencial das plantas medicinais
como inibidores de a-amilase. Fato importante, pois seria um tratamento alternativo
ao existente pela injecdo da acarbose, miglitol ou metformina, uma vez que essas
drogas apresentam efeitos colaterais, como distensdo abdominal, flatuléncia e
diarréia. Esses efeitos colaterais sdo causados devido a inibicdo excessiva de a-
amilase pancreédtica, resultando em fermentagéo bacteriana anormal de carboidratos
no intestino. Assim, existe um crescente interesse na busca por novos inibidores de
a-amilase com menores efeitos colaterais (SOUZA, 2011, VADIVEL; BIESALSKI,
2011).

Inibidores de a-amilase sdo encontrados nas sementes da espécie
Phaseolus vulgaris, conhecido como feijao comum, e em outras espécies do género
Phaseolus (SOUZA, 2011). Uma espécie da familia Myrtaceae bastante estudada &
a Syzygium cumini (Eugenia jambolana). Extratos das sementes e dos frutos
apresentaram uma reducéao significativa dos niveis de glicose no sangue de ratos.
Outro estudo relatou que o extrato das sementes dessa espécie obteve uma alta
inibicdo sobre a atividade de a-amilase. Os compostos identificados com atividade
de inibicAo foram o &cido betulinico e uma flavanona. Outros flavonoides como
quercetina, luteolina, miricetina e eupafolina sdo descritos como inibidores de a-
amilase (SOUZA, 2011). Compostos fendlicos, tais como os flavonoides, apresentam

elevada atividade antioxidante, e muitos trabalhos tem mostrado que compostos
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com atividade antioxidante também agem como bons inibidores de a-amilase
(NWOSU et al., 2011, VADIVEL; BIESALSKI, 2011, KUNYANGA et al., 2012).

Extratos de plantas do Cerrado também mostraram inibicdo de a-amilase.
Diferentes espécies Byrsonima crassa, Calophyllum brasiliense, Kielmeyera coriacea
(Clusiaceae), Qualea grandiflora e Qualea parviflora (Cochsiaceae) apresentam
inibicbes maiores que 70% (SOUZA, 2011).
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MATERIAIS E METODOS

INSTRUMENTACAO

Banho de aquecimento FISATOM modelo 550

Balanca analitica SHIMADZU modelo AUW220D

Balanca de luz infravermelha para determinacdo da umidade Quimis modelo
Kett FD-600

Rotaevaporador IKA modelo RV 10

Liofilizador TERRONI modelo LS3000

Potenciostato Drop Sens uStat 200 e software Drop View 1.0

Espectrofotometro Genesyis 10S UV-Vis

Espectrofotdmetro com leitor de microplaca Bioclin Mindray modelo MR 96A

Cromatografo a gas acoplado a espectrébmetro de massas (CG-EM)
Shimadzu modelo QP2010

Cromatografo a gas acoplado a detector de ionizacdo de chama (CG-DIC)
Agilent modelo 7890A

Cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) Shimadzu modelo SCL-10A
VP, equipado com detector SPD-M10A VP tipo rede de diodos

Espectrdmetro de massas Bruker modelos MAxis 3G microTOF e Esquire
3000 Plus

Espectrdmetro de ressonancia magnética nuclear (RMN) Bruker modelo
DPX500 e DPX300

Polarimetro digital JASCO modelo DIP-370

REAGENTES E SOLUCOES

Os solventes quimicos utilizados foram de grau analitico. Acido galico,

vanilina, polietilenoglicol 4000 (PEG 4000) foram adquiridos da Vetec Quimica Fina

LTDA). Rutina, catequina, mistura de alcanos Cg-C3, (pares e impares), 2,6-di-terc-

butil-4-metilfenol (BHT), 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH), B-caroteno, acido linoleico,

monopalmitato de polioxietileno sorbitano (tw/een 40), brometo de 3-[4,5-

dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT), resazurina, substrato o-(2-cloro-4-
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nitrofenil)-B-1,4-galactopiranosiimaltoside (Gal-G2-a-CNP), dicloridrato de clorexidina
(CHD) e cisplatina foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O reagente de Folin-

Ciocalteau foi adquirido da Cromoline e a quercetina da Arborvita.

3.3 COLETA E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

Galhos, folhas e flores da Eugenia calycina foram coletados na Estacdo
Ecologica do Panga (19°10'52"-19°11'1"S; 48°23'26"-48°23'44"W), da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU) e transportados para o laboratério do Nuacleo de
Pesquisa em Produtos Naturais (NuPPeN) da UFU. Em seguida sua exsicata foi
preparada, identificada pela especialista Dra. Danielle Reis Napolitano e depositada
no Herbario Uberlandenses da UFU com o numero 55587. Na Figura 21 é mostrada
a fotografia da exsicata obtida.

Figura 21 - Exsicata da E. calycina depositada no Herbario Uberlandenses.

Fonte: autora.

Folhas frescas, coletadas no periodo da manha, foram utilizadas para a
obtencdo do 6leo essencial. Para o preparo dos extratos de folhas, galhos e flores,
0s respectivos materiais vegetais foram secos em estufa a temperatura de 35-40 °C.
A umidade foi constantemente monitorada até se encontrar entre 8-14%, faixa
estabelecida pela Sociedade Brasileira de Farmacognosia (FARMACOPEIA, 1988,
HUBINGER; SALGADO; MOREIRA, 2009). Na sequéncia, o material vegetal seco
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foi triturado em moinho de facas e armazenado em recipientes fechados de vidro até

0 preparo dos extratos.

3.4 UMIDADE

A umidade do material vegetal foi determinada pelo método gravimétrico
através de uma balanga de luz infravermelha. A analise foi realizada com cerca de
1,0 g de material vegetal sob temperatura de 105 + 5 °C, até que o teor de umidade

permanecesse constante.

3.5 OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS

3.5.1 Extracéo do oleo essencial por hidrodestilacédo

Cerca de 100,0 g de folhas frescas e trituradas foram colocadas em um
baldo de fundo redondo (capacidade de 2,0 L) e adicionado 1,5 L de agua destilada.
A extracdo do 6leo essencial foi realizada com o auxilio de um aparelho Clevenger
através de refluxo durante 4 horas. Apds esse periodo, o 6leo essencial foi removido
da agua com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, colocado em frasco de vidro e
armazenado a -18 £ 5 °C.

3.5.2 Fracionamento do 6leo essencial através de cromatografia em coluna

O oleo essencial foi fracionado em coluna de vidro de 30 cm de altura e 3 cm
de diametro. Cerca de 60,0 g de silica gel 60 com 0,63-0,2 mm (70-230 mesh) foi
utiizada como fase estacionéaria. Utilizou-se como eluente cerca de 700 mL de
diclorometano. Para o fracionamento foi utilizado 0,91 g de 6leo essencial dissolvido
em 0,5 mL de diclorometano. Foram coletadas 45 fragcbes com cerca de 15,0 mL
cada. As fracOes foram reunidas de acordo com o perfil observado na cromatografia
em camada delgada (CCD) utilizando fase estacionaria silica gel (60G, indicador de
fluorescéncia) e eluente contendo acetato de etila:metanol (8:2). Foram obtidas ao
final 4 fracdes: F1 (0,67 g, 73,6%), F2 (0,02 g, 2,20%), F3 (0,03 g, 3,30%) e F4
(0,15 g, 16,48%).
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3.5.3 Analise do 6leo essencial por cromatografia gasosa

O dleo essencial foi analisado por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometro de massas (CG-EM) para a identificacdo dos compostos. Foi utilizada
uma coluna capilar do tipo DB-5 (5% de fenil e 95% de polidimetilsiloxano, J & W,
USA - 30 m x 0,25 mm x 0,25 um). A analise foi realizada pelo o método proposto
por Adams (2007). Hélio foi utilizado como gés de arraste com fluxo de 1 mL min™. A
temperatura do detector e injetor foi de 220 e 240 °C, respectivamente. O volume de
injecdo foram de 1,0 uL de solucdo (5 mg mL™?) em diclorometano (CH.Cl,). Foi
utilizado o modo split (1:20) de injecdo. A temperatura do forno foi programada para
aquecer de 60 a 240 °C com velocidade de 3 °C min™. O detector de massas operou
com energia de impacto de 70 eV e foram registrados os fragmentos de 40 a
650 m/z. A determinacdo da porcentagem relativa dos compostos presentes no 6leo
essencial foi realizada através da analise por cromatografia gasosa acoplada a
detector de ionizagdo em chama (CG-DIC) utilizando as mesmas condi¢cdes do CG-

EM e mesma coluna capilar, entretanto foi utilizado nitrogénio como gas de arraste.

3.5.4 Determinacdo da atividade antimicrobiana contra bactérias da cavidade
bucal’

3.5.4.1 Microrganismos utilizados

Bactérias da cavidade bucal foram obtidas de padrdes de cepas
provenientes da “American Type Culture Collection” (ATCC). As bactérias aerdbicas
utilizadas foram: Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus mitis (ATCC
49456), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), Streptococcus sobrinus (ATCC
33478). As bactérias anaerdbicas utilizadas foram: Prevotella nigrescens (ATCC
33563), Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277), Actinomyces naeslundii (ATCC
19039), Bacteroides fragilis (ATCC 25285).

! As andlises foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia Aplicada (LaPeMA) da Universidade
de Franca, com a colaboragao do Prof. Dr. Carlos Henrique Gomes Martins.
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3.5.4.2 Procedimento de anéalise da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do Oleo/fracbes foi realizada pelo método da
microdiluicdo em caldo em microplacas (CARVALHO et al., 2011, PETROLINI et al.,
2013). Neste método foi determinada a menor quantidade de amostra necessaria
para inibir o crescimento bacteriano, conhecida como “Concentracdo Inibitoria
Minima” (CIM).

O meio de cultura utilizado com as bactérias aerdbicas foi o caldo triptona de
soja (TSB) (CLSI, 2012b) e com as bactérias anaerébicas foi o caldo Schaedler
suplementado com hemina (5 ng mL™) e menadiona (10 ug mL™?) (CLSI, 2012a). O
preparo dos caldos utilizados se encontra descrito no Apéndice B. A analise da
atividade antimicrobiana foi realizada em uma microplaca contendo 96 pocgos. O
indculo, o caldo e a amostra (6leo/fracdes) foram adicionados em cada orificio,
obtendo-se um volume final de 100 pL para as bactérias aerébicas e 200 uL para as
anaerdbicas. O volume de in6culo adicionado nos orificios da microplaca foi de
20 uL para os testes com bactérias aerdbicas e 40 uL para os testes com bactérias
anaerobicas. O preparo do indculo se encontra descrito no Apéndice B. O volume de
amostra (500 pg mL™?) e de caldo variou conforme a concentracdo de amostra
desejada no orificio. As amostras foram inicialmente preparadas com concentracao
de 8000 pg mL™ em dimetilsulféxido (DMSO) e diluidas para 500 ng mL™ utilizando o
caldo. A faixa de concentracdo de amostras utilizada nos experimentos foi de 0,195
a 400 png mL™*. Como controle negativo foi utilizado o DMSO (concentracédo de 4%,
Vv, na microplaca). Como controle positivo foi utilizado o dicloridrato de clorexidina
(CHD) (dissolvido em &gua; 0,0115- 5,9 ug mL™; concentracdo na microplaca).
Foram realizados controles de esterilidade da CHD, dos caldos, das amostras e do
DMSO.

Para os microrganismos aerobios, as microplacas foram seladas com
parafiime e incubadas em microaerofilia pelo sistema chamal/vela a 37 °C por
24 horas. ApOs o periodo de incubagédo, foram adicionados 30 uL do indicador
resazurina (0,01%, em agua) em cada orificio. Os microrganismos anaerébios foram
incubados por 72 horas em camara de anaerobiose (atmosfera contendo: 5 - 10% de
H,, 10% CO,, 80-85% N,) a 36 °C, sendo revelado com o mesmo indicador. A
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coloracdo azul ap6s a adicdo do indicador representa a auséncia de crescimento

bacteriano, sendo a coloracéo vermelha a presenca do crescimento bacteriano.

3.5.5 Determinacéo da citotoxidade?

A andlise da citotoxidade foi realizada pelo método da microdiluicdo em
microplacas [modificado de Mosmann (1983)] utilizando células epiteliais de
linhagens de carcinoma do colo do utero humano (HeLa ECACC 93021013).

Inicialmente foi preparada uma suspensdo contendo 5 x 10* células Hela
por mL, cultivada em meio RPMI-1640 suplementado com soro bovino fetal a 10%.
No Apéndice C se encontra a descricdo do procedimento. Em uma microplaca
contento 96 pocos foram adicionados 200 puL da suspensdo de HeLa em RPMI-
1640, a placa foi incubada por 4 horas 37 °C, com atmosfera umida e 5% de COx,
ocorrendo a adesado das células no fundo dos pocos. Na sequéncia, 0 meio de
cultura (RPMI-1640) foi removido e as amostras (6leo/fracdes) foram adicionadas.
As amostras foram inicialmente preparadas na concentracdo de 1.000 ng mL™* em
metanol e diluidas para a concentracdo de 640 ug mL™ utilizando como solvente o
meio RPMI-1640, a qual foi adicionada nos pocos da microplaca juntamente com o
meio RPMI-1640 para obtencdo de concentracées na faixa entre 0,25 e 512 pg mL™.
O volume final em cada poco foi de 200 uL e a quantidade de células presente foi de
1 x 10*. O meio RPMI-1640 foi utilizado como controle negativo (100% de células
vivas) e a cisplatina foi utilizada como controle positivo (0,1 - 50,0ng mL™). As placas
foram incubadas por 24 h a 37 °C em atmosfera imida e 5% de CO,. Em seguida,
100 pL de solugdo de brometo de tetrazodlio 3-(4,5-dimetiltiazolo-2-ilo)-2,5-difenilo
(MTT) (0,5 mg mL™; dissolvido em RPMI-1640) foram adicionados em cada poco e a
microplaca foi novamente incubada por 4 horas sob as mesmas condigbes. Em
seguida, o meio contendo MTT foi substituido por 100 uL de isopropanol para
dissolver todos os cristais de formazana que foram formados. Através de um
espectrofotdbmetro com leitor de microplaca, a absorbancia foi medida em 630 nm.
Foi calculada a porcentagem de viabilidade celular utilizando a absorbancia do

controle negativo como 100% de crescimento celular e a absorbancia da reagéo com

2 As analises foram realizadas no Laboratério de Biofisica do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
Federal de Uberlandia, com a colaboragdo da Profa. Dra. Valeska B. Guzman e da Dra. Danielle R. Napolitano.
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as amostras. A concentracdo citotoxica para a qual 50% das células sédo viaveis
(CCsp) foi calculada a partir do gréfico de regressdo néo-linear gerado através da

porcentagem de viabilidade celular versus as concentracoes testadas.

3.6 EXTRATOS DAS FOLHAS, FLORES E GALHOS

3.6.1 Preparacao dos extratos por maceracao

Os extratos do material vegetal foram obtidos através do processo de
maceracao a temperatura ambiente utilizando erlenmeyer de 2,0 L protegido da luz.
Foram utilizados, respectivamente, 314,2, 377,6 e 109,2 g de folhas, galhos e flores
previamente secos e triturados. A maceracdo de folhas e galhos foi realizada
utilizando etanol 98% como solvente, para as flores foi utilizada acetona 80%. Cerca
de 2,0 L de solvente foram adicionados aos erlenmeyers das folhas e galhos e
600,0 mL para as flores. O material vegetal foi deixado em maceracdo durante
7 dias. Apés este periodo, a solugdo com os extrativos foi filtrada, o solvente foi
removido em um evaporador rotativo sob pressdo reduzida a 40 °C. O extrato foi
liofilizado para remocdo da agua. O processo de maceracdo com o material vegetal
filtrado foi repetido até a exaustdo da extracdo (4 vezes para galhos e 5 vezes para
flores e folhas). Os extratos foram armazenados em frascos de vidro a -18 + 5 °C.

3.6.2 Particdo liquido-liquido dos extratos

Os extratos foram solubilizados em 100,0 mL de solu¢cdo metanol:agua (9:1).
Com o auxilio de um funil de extracdo, a particdo liquido-liquido foi realizada com
solventes de polaridade crescente. Inicialmente foram obtidas as fracbes em hexano
e diclorometano. O solvente da fragdo metanol:agua foi removido por evaporacao
rotatéria e o material resultante liofilizado. Na sequéncia, a fracdo metanol:agua foi
solubilizada em agua, recolocada no funil de extracdo para obtencdo das fracdes
acetato de etila, n-butanol e agua. Os solventes das fracdes foram removidos por
rotoevaporacdo sob pressdo reduzida e banho a 40°C, sendo as fraches
submetidas a liofilizacdo para remocdo da agua remanescente. As fracbes foram

armazenadas em frascos de vidro a -18 = 5 °C. O fluxograma mostrado na Figura 22
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representa o processo de particdo liquido-liquido das folhas, galhos e flores e as

siglas atribuidas para cada fracao obtida.

Figura 22 - Fluxograma do processo de particao liquido-liquido.

Folha- etanol 98%- FoE98
Galho- etanol 98%- GaE98
Flor- acetona 80%- FIAc80

Solubilizado em metanol:agua(9:1)

Fracdohexano Fracéo diclorometano Fracdo metanol:agua
FoE98-H FoE98-D FoE98-MA
GaE98-H GaE98-D GaE98-MA
FlAc80-H FlAc80-D FlAc80-MA

Solubilizado em agua

Fragéo acetato de etila Fracéo n-butanol Fracdo agua
FoE98-AE FoE98-B FoE98-A
GaE98-AE GaE98-B GaE98-A
FIAcBO0-AE FlAc80-B FIAc80-A

Fonte: autora.

3.6.3 Prospeccéo fitoquimica dos extratos e fracoes

Para a analise da classe de compostos presentes nos extratos e fracdes
foram preparadas solucdes em metanol na concentracéo de 1 mg mL™. As solucées
foram aplicadas em placas de cromatografia de camada delgada (CCD) com fase
estacionéria de silica gel (60G) e indicador de fluorescéncia. Foram utilizados dois
tipos de eluentes (WAGNER; BLADT, 1996): a) hexano:acetato de etila:metanol
(3:6:1); b) acido férmico:acido acético: acetato de etila:agua (1,1:1,1:10:2,6). Abaixo
€ descrita a metodologia, de acordo com Wagner e Bladt (1996), para o preparo dos
reveladores utilizados na andlise:

a) Deteccéao de terpenos, esteroides, fenol e acucares

- anisaldeido-acido sulfurico: Preparou-se uma solucdo contendo anisaldeido 5%
(v/v) em &cido acético glacial. A esta solucdo foi adicionado 85,0 mL de metanol e
5,0 mL de &cido sulfarico concentrado, nesta ordem. A placa CCD foi borrifada com
o revelador e aquecida a 100 °C por 5 a 10 min.

b) Deteccéo de terpenos e esteroides
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- Liebermann-Burchard: 5,0 mL de anidrido acético e 5,0 mL de acido sulfdrico
concentrado foram adicionados cuidadosamente a 50,0 mL de etanol absoluto, sob
banho de gelo. A placa foi pulverizada com 10,0 mL da solugéo e aquecida a 100 °C
por 5 a 10 min. A placa foi observada em camara luz UV (365 nm).

c) Deteccao de terpenos, taninos, flavonoides e saponinas

-vanilina: Foi preparada uma solucdo A contendo vanilina 1% em etanol (m/v) e uma
solucdo B contendo &cido sulfurico 5% em etanol (v/v). A placa CCD foi borrifada
com a solucédo A seguida da B e aquecida a 100 °C por 5 a 10 min.

d) Deteccéao de alcaloides

- Dragendorf: Foi preparada uma solucao A dissolvendo 0,85 g de nitrato de bismuto
em 10,0 mL de acido acético glacial e adicionados 40,0 mL de agua destilada sob
aquecimento; e uma solucao B dissolvendo cerca de 8,0 g de iodeto de potassio em
30,0 mL de agua. Preparou-se uma solucédo estoque misturando a solucao (a) e (b)
na mesma proporcdo. A solucdo reveladora foi preparada com 1,0 mL da solugéo
estoque; 2,0 mL de acido acético glacial e 10,0 mL de agua.

- lodocloroplatinado:  Foi  preparada uma solucdo A contendo acido
hexacloroplatinico (IV) 5% em &agua (m/v) e uma solucdo B contendo iodeto de
potassio 10% em agua (m/v). A solucdo reveladora foi preparada com 1,0 mL da
solucao A, 9,0 mL da solucéo B estoque e 10,0 mL de agua.

e) Deteccao de flavonoides

- NP/PEG: Foi preparada uma solucdo A contendo difenilboriloxietilamina (NP) 1%
(m v'') em metanol; e uma solucdo B contendo polietileno glicol-4000 (PEG4000) 5%
(mv™') em etanol. A solucdo reveladora foi prepara com 10,0 mL da solucéo A e
8 mL da solucdo B. Apoés a borrifacéo, a placa CCD foi observada em camara de luz
UV (365 nm).

- Cloreto de aluminio: Preparou-se uma solucdo contendo AICl; 1% (m v*') em

metanol. A placa CCD foi borrifada com o revelador e observada em luz visivel.

3.6.4 Determinacéo do teor de flavonoides

Utilizando-se a metodologia proposta por Woisky e Salatino (1998), o teor de
flavonoides foi determinado para os extratos e fragdes das folhas, galhos e flores.
Inicialmente, em um tubo de ensaio foi adicionado 2,0 mL de solu¢do em metanol do

extrato e fragdes (500 ug mL™), 1,0 mL de solugdo em metanol de AICl; 5% (m v') e
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2,0 mL de metanol. A mistura foi deixada em repouso por 30 min a temperatura
ambiente. Em um espectrofotdbmetro, a absorbéncia da mistura foi registrada em
425 nm. Para obtenc¢&o do branco, o mesmo procedimento foi realizado substituindo
a amostra por metanol. O resultado foi expresso em mg de equivalente de
quercetina (EQ) por grama de extrato e material vegetal. Para isto, a quercetina, em
variadas concentracées (40 a 1 pg mL™), foi reagida com a solucdo de AICls;, sendo
construida uma curva analitica da absorbéncia obtida versus concentracdo de

quercetina utilizada.

3.6.5 Determinacéao do teor de fendis totais

Utilizando-se a metodologia proposta por Morais e outros (2008), o teor de
fendis totais foi determinado para os extratos das folhas, galhos e flores.
Inicialmente, em um tubo de ensaio foi adicionado 0,5 mL de solu¢do metandlica do
extrato (250 pg mL™), 2,5 mL de solucdo aquosa do reagente de Folin-Ciocalteu
10% (v v') e 2,0 mL de uma solucdo recém preparada de carbonato de sédio 7,5%
(mv?'. A mistura foi mantida por 5min em banho a 50°C. Em um
espectrofotdmetro, a absorbancia da mistura foi medida em 760 nm. Para obtencao
do branco, o mesmo procedimento foi realizado utilizando 0,5 mL de metanol. O
resultado foi expresso em mg de equivalente de &cido gélico (EAG) por grama de
extrato. Para isto, o acido galico, em variadas concentracdes (10 a 80 ug mL™), foi
reagido com o Folin-Ciocalteu, sendo construida uma curva analitica da absorbancia

obtida versus concentracao de &cido galico utilizada.

3.6.6 Determinacéo do teor de proantocianidinas

Utilizando-se a metodologia proposta por Morais e outros (2008), o teor de
proantocianidinas foi determinado para os extratos das folhas, galhos e flores.
Inicialmente, em um tubo de ensaio foi adicionado 2,0 mL de solu¢cdo metandlica do
extrato (50 pg mL™) e 3,0 mL de solucio de vanilina (5 mg mL™) em &cido sulfarico
70% (mm™). A mistura foi mantida por 15min em banho a 50°C. Em um
espectrofotdmetro, a absorbancia da mistura foi medida em 500 nm. Para obtencao
do branco, o mesmo procedimento foi realizado utilizando 2,0 mL de metanol. O

resultado foi expresso em mg de equivalente de catequina (EC) por grama de
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extrato. Para isto, a catequina, em variadas concentracdes (1 a 20 pug mL™), foi
reagida com a vanilina, sendo construida uma curva analitica da absorbancia obtida

versus concentracao de catequina utilizada.

3.6.7 Determinacéo da atividade antioxidante

3.6.7.1 Método do sequestro do radical DPPH

O procedimento foi realizado segundo Morais e outros (2008) pelo método
espectrofotométrico em 517 nm. Inicialmente foi preparada uma solu¢cdo de DPPH
em metanol na concentracdo de 35 pg mL™ (apresentando absorbancia 0,99 em
517 nm). Em tubos de ensaio, protegidos da luz, foram adicionados 0,2 mL de
solucdo dos extratos/fracbes e 2,8 mL DPPH. As solugcdes dos extratos/fracdes
foram preparadas em metanol nas faixas de concentracdes mostradas na Tabela 6
(concentragao calculada na cubeta). A mistura contendo extrato/particdo e DPPH foi
deixada em repouso, a temperatura ambiente, durante 1 hora. Apds esse intervalo, a
absorbéancia foi medida no espectrofotometro em 517 nm. O controle foi realizado
substituindo 0,2 mL de extrato/fracdo por metanol. O branco foi realizado
substituindo 2,8 mL de DPPH por metanol. O BHT foi utilizado como controle

positivo.

Tabela 6 - Faixa de concentracdo dos extratos/fracbes das folhas, galhos, e flores utilizadas

na andlise da atividade antioxidante pelo sequestro de radical DPPH.

Concentracdo de amostra na cubeta (ug mL™)

Folhas Galhos Flores BHT
extrato 7,1-47,2 2,7-17,9 2,5-33,5 -
hexano 50,0 - 333,3 25,0-166,7 31,6-267,6 -

diclorometano 16,4 - 109,2 5,7-38,0 15,4 - 102,7 -
metanol:agua 4.4 -13,7 2,0-13,0 1,4-9,6 -
acetato de etila 2,7-17,9 1,3-84 1,3-8,6 -
n-butanol 2,5-16,7 19-12,4 26-17,2 -
agua 20,0 - 133,3 5,4-36,0 5,2-34,5 -

- - - - 25-255

Nota: hexano, diclorometano, metanol:agua, acetato de etila, n-butanol e agua séo
fracOes dos extratos.
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Para o calculo da porcentagem de atividade antioxidante (AA) que

corresponde a porcentagem de DPPH sequestrado foi determinada pela Equacgéo 1:

Abs —(Abs — Abs
AA = DPPH cequestrado (%) — [ controle (Abs amostra branco)j 100 Equaqéo 1

controle

Sendo: Abscnrole € @ absorbancia inicial da solucdo metandlica de DPPH,
Absamostra € @ absorbancia da mistura reacional (DPPH + amostra) ap6s 1 hora de
reacdo, AbSpanco € @ absorbancia da amostra em metanol.

As medidas da concentracdo eficiente (CEsp), que representam a
concentracdo da amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais de DPPH,
foram calculadas através da regressao linear da curva andlitica do grafico da
porcentagem de DPPH sequestrado apds 1 hora de reagdo versus as concentracdes

de extrato/fracdes.
3.6.7.2 Método de oxidacgao pelo sistema B-caroteno/acido linoleico

O procedimento foi realizado segundo Jayaprakasha, Singh e Sakariah (2001)
pelo método espectrofotométrico a 470 nm. Em um béquer (capacidade de
250,0 mL) foram adicionados: 20 mg de &cido linoleico, 200 mg de Tween-40 e
400 pL de uma solucéo de B-caroteno (0,5 mg mL™) em cloroférmio. A mistura foi
homogeneizada sob atmosfera de nitrogénio, o cloroférmio foi removido a 40 °C
durante 40 minutos. Apds este periodo de eliminacdo do cloroférmio, cerca de
50,0 mL de &gua destilada® e previamente saturada de oxigénio* foi adicionada ao
béquer, sendo agitada vigorosamente por cerca de dois minutos, ou até a obtengéo
de uma emulséo. Em tubos de ensaio foram adicionados 0,2 mL do extratos/fragbes
e 4,0 mL da emulséo. As solucdes dos extratos/fracoes foram preparadas em etanol
nas faixas de concentracdes mostradas na Tabela 7 (concentracdes na cubeta). Foi
preparada também uma solucdo controle contendo 0,2 mL de etanol e 4,0 mL da
emulsdo. Uma emulsao utilizada como branco para as amostras e o controle foi

preparada como descrito anteriormente mas sem a presenca do (-caroteno. A

* 0 volume de dgua é adicionado até que a absorbancia da emuls3o fique entre a 0,6-0,7 em 470 nm.
* A 4gua saturada de oxigénio foi obtida borbulhando oxigénio em 4gua destilada por 30 minutos a
temperatura ambiente.
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absorbancia das misturas contidas nos tubos de ensaio foi medida em
espectrofotdmetro a 470 nm. Na sequéncia, os tubos de ensaio foram colocados em
banho de aquecimento a 50 °C e a absorbancia medida apés 180 min de reacéo. O

BHT foi utilizado como controle positivo.

Tabela 7 - Faixa de concentracdo dos extratos/fracdes das folhas, galhos e flores utilizadas

na analise da atividade antioxidante pelo sistema B-caroteno/&cido linoleico.

Concentragdo de amostra na cubeta (ug mL™)

Folhas Galhos Flores BHT
extrato -
acetato de etila 5,0 - 150,0 5,0-55,0 5,0-70,0 -
n-butanol 5,0-70,0 10,0 - 100,0 10,0-70,0 -
agua 5,0-150,0 15,0 - 165,0 25,0-70,0 -
- - - - 0,31-10,0

Nota: acetato de etila, n-butanol e 4gua sao fracdes dos extratos.

A atividade antioxidante dos extratos/frac6es que corresponde a porcentagem

de B-caroteno inibida foi calculada através da Equacéo 2:

AA (%) = {1— (ﬁé:—i{:{?ﬂ 100 Equacéao 2
Onde:

AR = A - AP

ARy = A — Ao

AR = - A

' b
AAicso = Aic80 - c80

Sendo: A%, a absorbancia do extrato/fracdo descontando o branco em 0
min; A% a absorbancia do extrato/fracdo em 0 min; A*®; a absorbancia do branco do
extrato/fracdo em 0 min; A% a absorbancia do extrato/fragdo descontando o
branco em 180 min; A®g a absorbancia do extrato/fracdo em 180 min; A®1g a
absorbancia do branco do extrato/fracdo em 180 min; A%y a absorbancia do controle
descontando o branco em 0 min; A% a absorbancia do controle em 0 min; A%, a

absorbancia do branco do controle em 0 min; A%5 a absorbancia do controle
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descontando o branco em 180 min; A%gy a absorbancia do controle em 180 min;
A4 a absorbancia do branco do controle em 180 min.

A concentragdo do extrato/fracdo que inibi em 50% a oxidag¢édo do p-caroteno
(CEso) foi calculada a partir da regresséo linear da curva analitica do gréfico de

porcentagem de inibic&o versus a concentracdo do extrato/fracao.
3.6.7.3 Voltametria por pulso diferencial

O ensaio por voltametria de pulso diferencial foi realizado no potenciostato
Drop Sens pStat 200 sendo utilizado o software Drop View 1.0 para a aquisicao dos
dados. Uma célula eletroquimica contendo um sistema com trés eletrodos (trabalho,
referéncia e auxiliar) foi utilizada no experimento (Figura 23) O eletrodo de trabalho
utilizado foi o de carbono vitreo, o de referéncia de Ag/AgCl (saturado em KCI) e o
auxiliar um fio de platina. Os eletrdlitos utilizados constituiam de 10,0 mL de solucao
tampéo fosfato 0,2 mol L™, pH 7,0 contendo KCI 0,5 mol L™ como eletrélito suporte e
10,0 mL de solucéo tamp&o acetato 0,2 mol L™, pH 4,5 contendo KCI 0,5 mol L*
como eletrdlito suporte. Utilizou-se 1,0 mL de solugcéo de extrato/fracdo de 1000 pg
mL™ em etanol. A velocidade de varredura (Srate) foi 25 mVs™, sendo aplicada uma
faixa de potencial entre - 0,3 a 1,0 V. A altura do potencial (Epuls) foi de 60 mV. A
duracédo do pulso (tpuls) foi de 10 ms. O degrau de potencial (Estep) foi de 6 mV. O
tempo de coleta da corrente (“sampling period”) foi de 50 ms. O eletrodo de carbono

vitreo foi polido entre as medidas voltamétricas.

Figura 23 - Esquema da célula eletroquimica utilizada.

Eletrodo de referéncia:
Ag/AgCl

Eletrodo de trabalho: segyer
eatbono vitiao Elet_rodo auxiliar:
platina

Eletrolito:
10mL de tampéo

1mL de solugédo do extrato
(1000 pg/mL)

Fonte: adaptado de http://pt.wikipedia.org/wiki/Potenciostato.



66

3.6.8 Determinac&o da atividade inibidora de o-amilase®

3.6.8.1 Preparo da fracdo de saliva enriquecida de a-amilase

Uma fracdo de saliva enriquecida da enzima a-amilase (HSA-f) foi preparada
através da coleta de saliva humana de cinco individuos e armazenada a -20 °C por
48 h. As salivas foram descongeladas e centrifugadas a 12.000 xg durante 10 min a
20 °C. O sobrenadante foi fracionado em uma coluna de Q-Sefarose utilizando como
fase moével 50 mM de Tris-HCI (pH 8,0), EDTA 10 mM e 10 mM de tampéao EGTA. O
volume de excluséo da coluna de Q-Sefarose foi dialisado trés vezes em tampao de

bicarbonato de amaonio (pH 7,0), liofilizado e solubilizadas em tamp&o PBS (pH 7,2).

3.6.8.2 Procedimento de analise da atividade inibidora de a-amilase

A determinacéo da atividade inibidora de a-amilase foi realizada por método
cinético da reacdo dela com o substrato a-(2-cloro-4-nitrofenil)-B-1,4-
galactopiranosilmaltoside (Gal-G2-a-CNP), através de microplacas e deteccao
espectrofotométrica (GOUVEIA et al., 2014).

Uma fracdo de saliva enriquecida de a-amilase (HSA-f) foi diluida 1.000
vezes em 50 mM de tampéo &cido 2-(N-morfolino)-etanossulfénico (MES), contendo
cloreto de calcio (5 mM), tiocianato de potassio (140 mM) e cloreto de sédio (300
mM) e apresentando pH 6,0. Foi preparada uma amostra contendo 5 uL de solugéo
do extrato/fracdo e 45 uL da HSA-f diluida 1.000 vezes. Essa amostra foi pré-
incubada durante 30 minutos a 37 °C. Adicionaram-se na microplaca 8 uL da
amostra incubada com HSA-f e 320 pL do substrato Gal-G2-a-CNP (12 mM), sendo
a absorbancia medida a 405 nm, durante 3 minutos, com intervalo de 1 minuto, a
37°C. A acarbose foi utilizada como controle positivo. A solucdo dos
extratos/fracdes e acarbose foram preparadas em dimetilsulfoxido (DMSO) com
concentracdo de 24 ug mL™ e nas faixas de concentraces mostradas na Tabela 8

(concentragOes na microplaca).

> As analises foram realizadas no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular do Instituto de Genética e
Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), com a colaboragdo do Prof. Dr. Foued Salmen
Espindola.
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Tabela 8 - Faixa de concentracdo dos extratos/fracdes das folhas, galhos e flores utilizadas

na andlise da inibicdo da enzima a-amilase.

Concentracdo de amostra na microplaca (ng mL™)

Folhas Galhos Flores Acarbose
extrato 0,2-24,4 2,4 -48,8 1,2-17,1 -
acetato de etila 0,2-12,2 0,6-244 0,2-2/4 -
n-butanol 0,2-24,4 0,6-244 0,2-4,9 -
agua 2,4-64,4 2,4 -48,8 1,2-22,2 -

- - - - 0,0024 - 0,1220
Nota: acetato de etila, n-butanol e 4gua sao fracdes dos extratos.

O resultado é dado em porcentagem de inibicdo de a-amilase, calculado
através da Equacdo 5. As Equacdes 3 e 4 determinam a atividade da enzima o-
amilase em U mL™? e %, respectivamente, e foram utilizadas no célculo da inibicéo

(Equacéo 5).

AAbs/  vf Ed Equacéo 3
Atividade de o — amilase (U mL?) = K %mn) J
(Vvst1)
A, Equacéo 4
Atividade de o — amilase (%) = | —2m 1100
ontrole
Inibicdo de « — amilase (%) = 100 — (Atividade de « — amilase em %) Equacao 5

Onde: AAbs/min = [(Abssz-Abs;)/2] € a diferenca de absorbancia por minuto
(Abs = absorbéancia; 1 e 3 = minutos); Vf € o volume total da reacéo (328 uL); Vs é o
volume de amostra (extrato/fracdo mais enzima o-amilase, 8 uL); Fd € o fator de
diluicdo as saliva (1000); & é o coeficiente de absortividade do 2-cloro-p-nitrofenol; | &
o comprimento do percurso da luz (0,97); Acontrole € @ atividade da a-amilase € Aamostra
€ a atividade da a-amilase na presenca do extrato/fracéo.

A concentracao do extrato/fracdo que inibi em 50% a atividade da enzima a-
amilase (CEs) foi calculada a partir do grafico de porcentagem de inibicao versus a

concentracdo do extrato/fracao.
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3.6.9 Isolamento de compostos bioativos através de cromatografia em coluna

Como a fracao acetato de etila do extrato das folhas (FOE98-AE) apresentou
excelente atividade antioxidante, foi utilizada esta fracdo para o isolamento de
compostos bioativos através da cromatografia em coluna. Utilizou-se uma coluna de
vidro de 22,0 cm de altura e 3,5cm de didametro. Cerca de 50,0 g de resina
sephadex-LH20 foi utilizada como fase estacionaria. Na Figura 24 é mostrado um

fluxograma com o processo de isolamento dos compostos bioativos.

Figura 24 - Fluxograma do processo de isolamento de compostos bioativos na fracéo

acetato de etila do extrato das folhas.

FoE98-AE

50 g Sephadex-LH20
AE:MeOH (8:2)
22x3,5 em

| FoES8-AE1 | | FoES8-AE2 | | FoES8-AE3 | FoES8-AE4 | FoE98-AES | FoES8-AE6 | | FoES8-AET |
20 g silica 680G 20 g silica 680G 20 g silica 60G
AE:MeOH (9:1):0,2% | AE:MeOH (9:1):0.2% | AE:MeOH (8:2):0,2%
HCOH HCOH HCO.H
10x2 em 10x2 em 10x2 em
| FoESB-AE-C2 | | FoE98-AE-C1
FoE98-AE-C4 | | FoE98-AE-C3 |

Fonte: autora.

A eluicdo foi realizada em gradiente utilizando cerca de 1L de uma mistura
de acetato de etila:metanol (8,5:1,5) até a fracdo 40, na sequencia a coluna foi
eluida com 100,0 mL de mistura de acetato de etila:metanol na proporcdo 7:3,
100,0 mL de 6:4, 100,0 mL de 1:1, 100,0 mL de 3:7 e 200,0 mL contendo 100% de
metanol. Para o fracionamento foi utilizado 0,60 g de FOE98-AE, o qual foi dissolvido
em uma mistura de acetato de etila:zmetanol (8,5:1,5). Foram coletadas 110 fragbes
com cerca de 15,0 mL cada.

As fracGes foram analisadas por CCD utilizando fase estacionaria de silica
gel 60 (0,63-0,2 mm, 70-230 mesh, indicador de fluorescéncia) e eluente contendo
uma mistura de acido formico:acido acético: acetato de etila, 4gua (11:11:100:26).
NP-PEG e a vanilina/H,SO, foram utilizados como reveladores. Apos andlise
comparativa da CCD, as fracdes foram reagrupadas de acordo com a similaridade

dos RFs (fator de retencdo) em 7 grupos, sendo denominados de FOE98-AE1,
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FOE98-AE2, FOE98-AE3, FOE98-AE4, FOE98-AES5, FOE98-AE6 e FOE98-AE7. Essa
coluna foi repetida com 0,62 g para que fosse obtido maior quantidade de massa.
Nesta nova coluna, as fragbes foram reunidas respeitando o perfil de CCD definido
na coluna anterior.

A atividade antioxidante das 7 fracOes foi analisada pelo método de
sequestro do radical DPPH. De acordo com o perfil cromatogréfico e o resultado da
atividade antioxidante, as fracoes FOE98-AE2, AE3 e AE4 foram submetidas a outro
fracionamento, sendo utilizado em cada fracionamento cerca de 20 g de silica gel
60G como fase estacionaria e uma coluna uma coluna de vidro de 10,0 cm de altura
e 2,0 cm de diametro. No fracionamento de FOE98-AES foi utilizado 0,033 g e como
eluente uma mistura de acetato de etila:metanol (8:2): 0,2% de &cido férmico, sendo
obtido 0,012 g de um composto denominado FOE98-AE5-C1. No fracionamento de
FOE98-AE4 foi utilizado 0,459 e como eluente uma mistura de acetato de
etila:metanol (9:1): 0,2% de acido férmico, sendo obtido 0,016 g de um composto
denominado FOE98-AE4-C2. No fracionamento de FOE98-AE3 foi utilizado 0,16 g e
mesmo eluente de FOE98-AE4, sendo obtido 0,068 g de um composto denominado
FOE98-AE3-C4 e 0,028 g de um composto denominado FOE98-AE3-C3.

3.6.10 Analise espectroscopica UV-Vis das fracdes e substancias isoladas

A andlise do espectro de UV-Vis das solucdes de extratos/fracdoes foi
realizada em um espectrofotdmetro utilizando uma varredura de 200 a 600 nm. Na
anélise foram utilizadas solucdes de concentragéo de 50 ug mL™* em metanol.

Para compostos isolados, realizou-se o estudo do espectro de UV-VIS com
reagentes de deslocamento (“shift reagent”) (BOHM, 1998), sendo eles: AICI3,
AICI3/HCI, NaOAc e H3BO:s.

Nesta andlise foi preparada uma solucdo do composto isolado na
concentracdo de 50 pg mL™ em metanol. Adicionou-se 3,0 mL de solucdo na cubeta
de quartzo para que o espectro fosse registrado. Foi adicionado quatro gotas de
AICI; na solugdo que se encontra na cubeta. Apés 30 minutos o espectro foi
registrado. A seguir, quatro gotas de HCI foram adicionadas na cubeta contendo a
solucdo com AICl;, sendo o espectro registrado apdés 30 minutos. Na analise
utilizando o NaOAc, cerca de 100 mg do reagente foram adicionadas em 3,0 mL da

solugdo do extrato, deixou-se em repouso por 30 minutos, sendo O espectro
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registrado apds esse periodo. Na sequencia, foram adicionadas cerca de 100 mg de

H3BO3, deixou-se em repouso por 30 minutos para o registro do espectro.

3.6.11 Analise por espectrometria massas

Foram realizadas analises nos equipamentos abaixo:

- Espectrometro de massas de alta resolugdo Bruker Daltonics modelo MAxis 3G
microTOF com fonte de ionizacdo por electrospray (ESI). As amostras foram
solubilizadas em metanol e introduzidas utilizando seringa (500 pL), adaptada a uma
bomba de infusdo direta com fluxo de 200 p hora™. O capilar foi aquecido a 200 °C
com fluxo de gas nebulizante de 4 L min™ e 4,5 KV. Os dados foram adquiridos no
modo negativo e positivo. A resolucdo do equipamento é de 2 ppm. Os dados
obtidos sdo medidas de alta resolucdo de massa e comparadas através do erro (em

ppm) calculado em relagéo a massa exata calculada pela Equacéo 6.

Equacéo 6
pem massa exata

. {(massa exata — massa experimental )} 10°
- Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrdbmetro de massas
Bruker Daltonics modelo MAxis 3G microTOF com fonte de ionizacdo por
electrospray (CLAE-ESI-EM/EM). Utilizou-se os mesmos parametros do massas do
item anterior. Os parametros do CLAE foram: coluna Phenomenex modelo Gemini,
4,6 mm de didmetro interno, 25 cm de comprimento, particulas de 5 um e poros de
110 A de diametro, fase mével: agua acidificada com acido férmico (0,1%, V/V) (A) e
acetonitrila acidificada com acido férmico (0,1%, v/v) (B). Foi utilizado o seguinte
sistema gradiente de solventes: 5-40% de B (0-80 min); 40-100% de B (80-90 min);
100-40 min (90-100 min); 40-5% de B (100-110 min) e utilizou-se fluxo de 1 mL min’;
fluxo: 1 mL/min, detecgéo: UV 280 e 360 nm.

- Espectrometro de massas de baixa resolucdo Bruker Daltonics modelo Esquire
3000 Plus com fonte de ionizacdo por electrospray (ESI). As amostras foram
solubilizadas em metanol e introduzidas utilizando seringa (500 pL), adaptada a uma
bomba de infusdo direta com fluxo de 200 L hora™. O capilar foi aquecido a 300 °C
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com fluxo de gas nebulizante de 5L min™ e 4 KV. Os dados foram adquiridos no

modo negativo. A resolucdo do equipamento é de 50 ppm.
3.6.12 Analise de ressonancia magnética nuclear

Os compostos isolados foram analisados por ressonancia magnética nuclear
(RMN) em equipamentos da marca Bruker modelos DPX300 e DPX 500. As
amostras foram dissolvidas em metanol deuterado. As analises foram realizadas em
uma dimens&o de RMN de 'H e **C, DEPT135 e as bidimensionais por correlacdo
COSY (“homonuclear correlation spectroscopy”, *H x *H), HSQC (“heteronuclear
single quantum coherence”, *H x *C) e HMBC (“heteronuclear multiplebond
coherence”, 'H x *3C). Algumas anélises foram realizadas nas frequéncias de 500 e

125 MHz para hidrogénio e carbono, respectivamente, e outras em 300 e 75 MHz.
3.6.13 Determinacgdo da rotacdo especifica

Um dos compostos isolados (FOE98-AE-C1) foi identificado como sendo
quiral e, portanto, para a determinacao de sua estereoquimica foi determinada a sua
rotacdo especifica através da analise do desvio da luz polarizada. A rotagéo
especifica foi calculada através da Equacéo 7. Foi utilizado um polarimetro digital da
marca JASCO modelo DIP-370. A amostra foi dissolvida em metanol com
concentracdo de 2 g/ 100 mL. Utilizou-se uma cela com caminho 6ptico de 0,1 dm.

Foi registrada uma temperatura ambiente de 25 °C.

100 x Equacéo 7

25
a =
lalo I xc

Onde: [«]? ¢é a rotag&o especifica, « € a rotagdo observada em graus, | o

comprimento do tubo da amostra e ¢ a concentracado da amostra em g/100 mL.
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3.6.13 Analise por cromatografia liquida de alta resolucdo (CLAE) utilizada na

guantificacdo dos compostos isolados

Na quantificacdo dos compostos isolados, os perfis cromatograficos das
fracbes em acetato de etila e n-butanol dos extratos de folhas, flores e galhos foram
analisados por cromatografia liguida de alta resolucdo acoplada a detector de
arranjo de diodo (CLAE-DAD). Foi utilizado um cromatégrafo da marca Shimadzu,
modelo SCL-10A VP; coluna de fase reversa C18 da marca Phenomenex modelo
Luna, 4,6 mm de diametro interno, 25 cm de comprimento, particulas de 5 um e
poros de 100 A de diametro. Foi injetado um volume de 20 puL de solucéo
3000 pg mL™. Utilizou-se na fase mével agua acidificada com acido férmico (0,1%,
V/IV) (fase moével A) e acetonitrila acidificada com acido formico (0,1%, v/v) (fase
movel B). Foi utilizado o seguinte sistema gradiente de solventes: 5-40% de B (0-80
min); 40-100% de B (80-90 min); 100-40 min (90-100 min); 40-5% de B (100-110
min) e utilizou-se fluxo de 1 mL min™.

Para a quantificacdo dos compostos isolados foi construida uma curva
analitica através do grafico da area (area do composto/area do padrao interno) em
245 nm versus a concentracao. Foi utilizado o propilgalato como padrao interno (PI)
na concentracdo de 20 ug mL. As curvas foram preparadas com as seguintes
concentracbes: rutina 2,29 - 496,0 ug mL; isoquercitrina 7,25 - 844,0 ug mL;
quercitrina 8,63 - 932,00 ug mL; epicatequina: 7,25 - 852,00 ug mL. O limite de
deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ) de cada curva analitica foi calculado de
acordo com as equacdes mostradas abaixo (RILEY; ROSANSKE, 1996):

Equacdo 8
Lazs(éj quag
S
Equacao 9
|_Q=1o(gj auag

Onde: 6 é a area do maior ruido observado e S é o coeficiente angular da

curva analitica.
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar os resultados obtidos utilizou-se o método da Analise de
Variancia (ANOVA), sendo considerados estatisticamente diferentes aqueles que
apresentaram nivel de significancia menor que 5 % (P < 0,05). E para determinar as
diferencas significativas entre as médias considerou-se o teste de Tukey. Todas as
analises foram realizadas usando o programa SigmaPlot 11.0. No caso da analise
de componente principal foi utilizado o programa Statistica 7.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS
4.1.1 Identificacdo dos compostos presentes no 6leo essencial
O Oleo essencial (OE) das folhas de E. Calycina foi obtido por
hidrodestilacao utilizando o aparelho Clevenger. A Tabela 9 mostra o rendimento da

extracdo, bem como a quantidade de 6leo obtida.

Tabela 9 - Rendimento do processo de extracdo do 6leo essencial por hidrodestilacdo das

folhas de E. calycina.

Material vegetal (g) Umidade (%) Oleo (g) Rendimento (%)

105,0+2,0 54,3+0,3 0,18+0,03 0,39+0,06

O rendimento de 6leo extraido das folhas de E. calycina foi comparavel ao
obtido por folhas de outras espécies consideradas economicamente importante,

como esta mostrado na Tabela 10.

Tabela 10 - Rendimento de 6leo essencial de outras espécies.

o Rendimento do 6leo o
Espécie ) Referéncias
essencial de folhas (%)

Eugenia uniflora 0,4-1,1 Melo e outros (2007)
Eucalyptus globulus 0,77-1,29 Muller da Silva, Brito e Da Silva Jr (2006)
Psidium guajava 0,13-0,45 Joseph e Priya (2010); Nisha e outros (2011)
Melaleuca alternifolia 1-2 Carson, Hammer e Riley (2006)

Portanto, além da E. calycina apresentar potencial econémico em relacéo a
sua elevada producédo de frutos (BULLOW; CARMONA; PARENTE, 1994), esta
espécie se destaca por apresentar elevado rendimento de 6leo essencial; portanto,
seu cultivo pode ser considerado promissor quando comparado ao de outras
espécies da familia Myrtaceae.

Em o6rgdos vegetativos e reprodutores das plantas sdo encontradas
estruturas secretoras de produtos oriundos do metabolismo secundario. Estas

estruturas minimizam o risco de autotoxicidade e permitem niveis crescentes de
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componentes metabdlicos em locais onde é necesséria sua defesa e/ou atracdo. As
estruturas secretoras variam conforme a familia, resultado na diferenciacdo da
composicao do metabdlito e em sua quantidade. As espécies da familia Myrtaceae
se destacam na producdo de 6leo essencial por apresentar cavidades (=bolsas) e
canais secretores por toda superficie foliar (METCALFE; CHALK, 1979,
FIGUEIREDO et al., 2008). Assim, justifica-se o0 elevado rendimento observado para

a E. calycina.

Com a finalidade de correlacionar a atividade antimicrobiana do 6éleo
essencial com a classe de compostos presentes, este Oleo foi fracionado através de
coluna cromatografica utilizando diclorometano como eluente e silica gel como fase
estacionéaria, sendo obtida quatro fragbes: F1 (73,6%) F2 (2,2%), F3 (3,3%) e F4
(16,5%).

Através da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) foi possivel identificar os compostos presentes no 6leo essencial e
fracOes. A identificacdo dos compostos se baseou em trés metodologias de andlise
dos dados do CG-EM.

Na primeira delas, os espectros de massas obtidos na analise foram
comparados com os de bibliotecas presentes no software LabSolution-GCMS
Solution (Nist08, Wiley139, Wiley229 and ShimDemo, Shim2205). Essa comparacao
foi realizada entre os padrbes de fragmentacdo mostrados pela biblioteca e do
composto analisado. Além disso, o software do equipamento fornece um indice de
similaridade, resultante da comparagdo com 0s espectros dos compostos sugeridos
por determinadas bibliotecas. Nessa andlise, para a identificagdo dos compostos foi
considerado apenas aqueles indices de similaridade com valores superiores a 94%.

Na segunda analise foi calculado um parametro chamado de indice
aritmético (IA) que correlaciona o tempo de retencdo dos compostos analisados aos
de alcanos. Nesta correlacdo € considerado o niumero de carbonos dos alcanos que
apresentam tempos de retencdo proximos ao do composto analisado. O IA foi
calculado através da Equacdo 10, utilizando o tempo de retencdo do composto
analisado e dos padrées de alcanos (Cg-C3p) previamente injetados utilizando a

mesma metodologia.
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— (TR (X) _TR(PZ )) ~
IA (x) =100 C(P, ) +100 |:[TR P, )-T.(P) Equacédo 10

Onde: Tr é 0 tempo de retencdo (min): C € o niumero de carbonos; x é o
composto analisado, P, € o alcano que apresenta Tr anterior a X; P,+1 € 0 alcano
com Tgr posterior a x. No Apéndice A se encontram os tempos de retengcdo dos

padrdes de alcanos (Cs-Cgo) utilizados nos célculo dos IAs.

O IA calculado €, portanto, comparado ao IA de compostos isolados que se
encontram tabelados por Adams (2007). Isso é possivel somente porque as

condi¢cdes utilizadas na andlise por CG-EM sao idénticas as da referéncia.

Na terceira analise, o IA calculado foi comparado com o0s de outras
literaturas que utilizaram a mesma metodologia do Adams (2007). Esses dados

foram obtidos através da NIST-National Institute of Standard and Technology (2014).

No cromatograma do 6leo essencial obtido por CG-EM, mostrado na Figura
25, é possivel verificar que os componentes apresentam tempo de retencdo entre
20,0 e 52,5 min. Nesta figura estdo apresentados os cromatogramas expandidos das
fracbes do oleo (F1, F2, F3 e F4) obtidas por coluna cromatografica. Assim, &
possivel verificar que no cromatograma referente a F1 0os compostos apresentam
tempos de retencéo (Tgr) menores aos das fracdes F2, F3 e F4. E possivel observar
também, que os compostos presentes na F1 ndo se encontram nas demais fracoes.

A Tabela 11 mostra a composi¢cao quimica tanto para o 6leo quanto para as fracdes.



Figura 25 - Perfil cromatografico 6leo essencial das folhas de E. calycina e de suas fra¢des.
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Tabela 11 - Composicao quimica do éleo essencial das folhas de E. calycina e suas fracdes.

78

(continua)

T (min) Compostos IA Area relativa — CG-DIC (%) Método de

Literatura  Calculado OE F1 F2 F3 F4 identificacao
22,08 8-elemeno (1) 1339 1341 1,66 4,73 - - - i, i, iv
23,72 a-copaeno (2) 1374 1379 0,48 0,36 - - - i - iii
24,11 a-bourboneno (3) 1387 1388 0,46 0,35 - - - i - il
24,46 B-elemeno (4) 1392 1396 1,79 1,88 - - - i, i, iv
25,22 a-gurjuneno (5) 1409 1414 0,36 0,65 - - - i - iii
25,64 B-cariofileno (6) 1425 1424 8,57 11,42 - - - i, i, iv
26,48 aromadendreno (7) 1439 1444 1,44 0,81 - - - i - iii
27,07 a-humuleno (8) 1456 1458 1,32 1,45 - - - i, ii, iv
27,28 alloaromadendreno (9) 1462 1463 3,34 3,62 - - - i, i, iv
28,24 germacreno D (10) 1484 1486 0,78 5,72 - - - i-iii
28,75 epicubebol (11) 1496 1498 - - - - 1,09 i, ii, iv
28,87 biciclogermacreno (12) 1500 1501 19,30 65,57 - - - i-iii
29,31 germacreno-A (13) 1508 1512 0,42 0,58 - - - i =il
29,59 n.i. (s.) - 1519 0,38 0,31 - - - -
29,71 cubebol (14) 1514 1522 0,33 - - - 1,43 i - iii
29,99 8-cadineno (15) 1529 1529 0,77 1,88 - - i, ii, iv
30,39 n.i. (s.) - 1539 - - 1,95 - - -
31,14 n.i. (s.0.) - 1558 - - 11,26 1,95 - -
31,54 epiglobulol (16) 1564 1568 0,59 - - 9,39 - i, ii, iv
31,62 (E)-nerolidol (17) 1569 1570 0,47 - - 33,17 0,44 i, ii, iv
31,82 ?jﬁgg'o(ll(glg)ﬁ igggﬁ‘ 1575 1,952 - 32,51° - 3,80° i - i
3210 germacreno D-4-ol (20)* + 1574° 1582 0,402° 0,66 0.48° 0,867 ) i =i i.ji°

farnesil ciano (21)*"
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IA

Area relativa — CG-DIC (%)

. Método de
Tr (min) Compostos identificaca
Literatura  Calculado OE F1 F2 F3 F4 Identificagao
a
32,22 ﬁﬁp?;”;e)”o' (22)"+ 1585 1585 2136° - 12,81° 31,13° i i, iV
oxido de cargofileno (23)% + 15822, X
gleenol (24)° + 1587°, abc b a cd i - it
32,42 globulol (25)c+ 1590° 1590 7,71 4,36 15,81 13,05
n.i. (s.0.)"
32,66 n.i. (s.0.) - 1596 - - 5,66 - - -
viridiflorol (26)%+ . 15942,
salvial-4(14)-en-1-ona (27)° + 1594°, a i b ad ac i, i, iv®©
32,86 cubeban-11-ol (28)C + 1595° 1601 3,43 0,64 3,57 11,51 i - iii
n.i. (s.0.)
33,12 n.i. (s.0.) - 1608 1,53 - - 3,84 - -
o a
33,16 Lois“é’"(‘)")ézg) ¥ 1600° 1609 1,752 - : 0,03" 7,50° i i
33,35 B-oplopenona (30) 1607 1614 - - 2,71 - - i - fii
33,47 n.i. (s.0.) - 1617 - - - - 0,77
33,50 epoxido de humuleno 11 (31) 1608 1618 0,65 - - 3,48 - i-iii
33,58 n.i. (s.o0.) - 1620 - - - 2,54 - -
33,66 n.i. (s.o0.) - 1622 0,49 - - 1,45 - -
33,77 junenol (32) 1618 1625 - - 4,95 - - i-iii
33,92 n.i. (s.0.) - 1629 - - - - 2,28 -
34,04 n.i. (s.0.) - 1632 1,18 - - 1,02 0,57 -
34,27 1-epi-cubenol (33) 1629 1638 1,30 - - 7,11 2,69 i, i, iv
isoespatulenol (34)%+
b 164123, P —
34,57 cubenol (35) + 1645, 1646 262*¢ - 16,49° 7,45° 5,68 bl
epi-a-cadinol (36)" + c i — i
. 1638
n.i. (s.o0.)
34,76 epi-a-muurolol (37) 1643 1651 1,08 - - - 3,12 i, i, iv
a
34,87 a-muurolol (38)" + 1651 1654 1,01° - ; 0,62° 1,26% i i, iv

n.i. (s.o.)b
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Tabela 11 - Composicao quimica do éleo essencial das folhas de E. calycina e suas fracdes.

(concluséo)

_ IA Area relativa — CG-DIC (%) Método de
Tr (Min) Compostos . A
Literatura  Calculado OE F1 F2 F3 F4 identificacéo
35,25 a-cadinol (39) 1662 1664 1,75 - - - 5,83 i, i, iv
35,52 n.i. (s.o0.) - 1671 0,67 - - - 0,64 -
35,86 n.i. (s.o0.) - 1680 0,57 - - 1,19 1,36 -
36,43 ?fg;gicﬁ'_d'((sll?)@10(14)'”'6”'1'“'0' 1685° 1695 0322° - ; - 0602° i
36,66 n.i. (s.0.) - 1701 0,66 - - - 1,73 -
37,06 n.i. (s.0.) - 1712 0,28 - - - 0,70 -
37,68 n.i. (s.o0.) - 1729 0,84 - - - 0,09 -
38,23 isobiciclogermacrenal (41) 1733 1744 0,18 - 3,12 1,02 - i-iii
38,41 n.i. (s.0.) - 1749 1,41 - - - - -
38,63 n.i. (s.0.) - 1755 2,05 - - - - -
39,03 isobiciclogermacrenal isdmero (42) - 1766 - - - 0,58 - i, ii
39,32 drimenol (43) 1766 1774 0,65 - - 0,69 - i - i
40,12 8-a-acetoxielemol (44) 1792 1796 0,87 - - - - i - i
41,90 hexaidrofarnesil acetona (45) 1844 1847 0,35 - 2,0 - - i, ii, iv
48,10 (E,E)-geranil linalool (46) 2026 2033 0,10 - - 3,32 - i - il
50,73 fitol (47) 2115 2117 0,38 - - - 2,72 i, i, iv
51,45 n.i. - 2141 - - 1,06 - - -
Compostos identificados (%) 88,69 99,69 67,25 85,56 88,44

Nota: *Provavelmente a presen¢a do composto 21 foi devido alguma contaminagdo durante o processo de extragdo do 6leo essencial; Tr = tempo de retengdo, IA =
indice aritmético, OE= dleo essencial, n.i. = ndo identificado, s.0. = sesquiterpeno oxigenado, s. = sesquiterpeno. Método de identificacdo: (i) indice de similaridade
entre os espectros de massas da biblioteca (Shim, Wiley e Nist Libraries) e o obtido, (i) comparacdo entre os espectros de massas da biblioteca (Shim, Wiley and Nist

Libraries) e o obtido, (iii) comparagéo entre o IA calculado e do Adams (2007) e (iv) comparacdo entre o IA calculado e da NIST (2014).
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Na Figura 26 esta apresentado o espectro de massas do composto com

tempo de retencdo em 25,64 min. Pela analise foi possivel constatar que se refere
ao sesquiterpeno B-cariofileno (CisH24), sendo, portanto, observada a presencga do

pico referente ao ion molecular m/z 204.

Figura 26 - Espectro de massa do B-cariofileno: a) obtido da andlise por CG-EM; b)
biblioteca Wiley229.
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Fonte: autora.

O espectro de massas do B-cariofileno apresenta picos referentes as
seguintes fragmentacodes:
e m/z 189 [M-15] referente a perda de um radical metila pelo ion molecular
m/z 204;
e m/z 175 [M-29] referente a perda de um radical etila pelo ion molecular
m/z 204;

e m/z 161 [M-15-28] referente a perda de eteno pelo fragmento m/z 189;
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m/z 93 [M-15-84] referente a perda de 1-metilcicloxeno pelo fragmento
m/z 189;

e m/z 79 [M-15-28-83] referente a perda de 3,3-dimetilciclobuteno pelo
fragmento m/z 161,

e m/z 69 [M-15-120] referente a perda de 1-metil-3-(prop-1-en-2-il)ciclopent-
1,3-dieno pelo fragmento m/z 189;

e m/z 55 [M-15-134] referente a perda de 7,7-dimetilbiciclo[4.2.0]octa-1,3-
dieno pelo fragmento m/z 189.
Na Figura 27 se encontram propostas de mecanismos para algumas

fragmencgdes (m/z) observadas no espectro de massas.

Figura 27 - Propostas de fragmentacdes do p-cariofileno.
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Na Figura 28 se encontra o espectro de massas do composto com tempo
de retencdo em 28,87 min. Pela andlises foi verificado que este se refere ao

sesquiterpeno biciclogermacreno (CisHs4), ion molecular m/z 204.

Figura 28 - Espectro de massa do biciclogermacreno: a) obtido da anélise por CG-
EM; b) biblioteca Wiley229.
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Fonte: autora.

O espectro de massas do biciclogermacreno apresenta picos referentes
as seguintes fragmentacdes:
e m/z 189 [M-15] referente a perda de um radical metila pelo ion molecular
m/z 204,
e m/z 136 [M-68] referente a perda de 2-metilbuta-1,3-dieno pelo ion

molecular m/z 204;
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e m/z 121 [M-15-68] referente a perda de 1-metilciclobuteno pelo fragmento
m/z 189;

e m/z 107 [M-15-82] referente a perda de 1-metilciclopenteno do fragmento
m/z 189;

e m/z 93 [M-15-96] referente a perda do fragmento de 1-metilcicloexeno do
fragmento m/z 189.
Na Figura 29 se encontram propostas de mecanismos para algumas

fragmencdes (m/z) observadas no espectro de massas.

Figura 29 - Propostas de fragmentac¢des do biciclogermacreno.
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Na Figura 30 se encontra o espectro de massas do composto com tempo

de retencdo em 32,22 min. Pela analises foi verificado que este se refere ao

sesquiterpeno oxigenado espatulenol (C15H240), ion molecular m/z 220.
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Figura 30 - Espectro de massa do espatulenol: a) obtido da anélise por CG-EM,;

b) biblioteca Wiley139.
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O espectro de massas do espatulenol também apresenta picos referentes

as seguintes fragmentagodes:

e m/z 205 [M-15] referente a perda de um radical metila pelo ion molecular

m/z 220;

e m/z 202 [M-18] referente a perda de agua pelo ion molecular m/z 220;

e m/z 187 [M-18-15] referente a perda de um radical metila pelo fragmento

m/z 202;

e m/z 177 [M-15-28] referente & perda de um eteno pelo fragmento m/z 205;

e m/z 159 [M-18-15-28] referente a perda de eteno pelo fragmento m/z 187;

e m/z 147 [M-18-55] referente a perda de radical metilciclopropila pelo

fragmento m/z 202;

e m/z 119 [M-18-15-68] referente a perda de 3,3-dimetilpropeno pelo

fragmento m/z 187;
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m/z 105 [M-18-15-82] referente a perda de 1,3,3-trimetilciclopropeno pelo

fragmento m/z 187.
Na Figura 31 se encontram 0S mecanismos propostos para algumas

fragmencdes (m/z) observadas no espectro de massas.

Figura 31 - Propostas de fragmentac¢des do espatulenol.
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No Oleo essencial foram identificados trinta e nove compostos, o que
representa 88,44% do total. Na Tabela 12 se encontra a classificacdo dos
compostos presentes no 6leo essencial e nas fragbes. Sesquiterpenos néo
oxigenados e oxigenados representam a grande maioria do Oleo. Diterpenos
oxigenados se encontram em menor quantidade e monoterpenos nao foram

observados.

Tabela 12 - Classificacdo dos compostos presentes no 6leo essencial das folhas de E.

calycina e suas fracdes.

Grupos funcionais OE (%) F1 (%) F2 (%) F3 (%) F4 (%)
Sesquiterpenos 40,69 (13) 99,69 (14) - - -

n.i. (sesquiterpenos) 0,38 (1) 0,31 (2) 1,95 (1) - -
sesquiterpenos oxigenados 46,93 (24) - 67,05(9) 82,24 (11) 85,72 (14)
n.i. (sesquiterpenos oxigenados) 11,51 (10) - 29,73 (2) 14,44(8) 11,56 (9)
diterepenos oxigenados 0,48 (2) - - 3,32 (1) 2,72 (1)
n.i. - - 1,06 (1) - -

n.i. = ndo identificado; o nimero em parénteses se refere ao nimero de componentes.

Os sesquiterpenos ndo oxigenados representam 41,07% do Oleo
essencial, e seus constituintes majoritarios sdo biciclogermacreno (12) (19,30%),
B-cariofileno (6) (8,57%), alloaromadendreno (9) (3,34%) e B-elemeno (4) (1,79%).
Enquanto que os sesquiterpenos oxigenados representam 58,45% do Oleo
essencial, sendo que seus constituintes majoritarios sdo espatulenol (22)
(21,36%), viridiflorol (26) (3,43%) e uma mistura contendo Oxido de cariofileno
(23), gleenol (24) e globulol (25) (7,71%). O rendimento dos diterpenos
oxigenados foi de apenas 0,48%, sendo identificados o (E,E)-geranil linalol (46)
(0,10%) e o fitol (47) (0,38%).

Nas fracdes F1, F2, F3 e F4 foram identificados 14, 9, 12 e 15 compostos,
respectivamente. A fracdo F1 é composta apenas de sesquiterpenos nao
oxigenados, sendo majoritarios os seguintes compostos: biciclogermacreno (12)
(65,57%), B-cariofileno (6) (11,42%), germacreno D (10) (5,72%), d6-elemeno (4)
(4,73%) e alloaromadendreno (9) (3,62%). A fracdo F2 apresentou
majoritariamente sesquiterpenos oxigenados como palustrol (19) (32,51%),
cubenol (35) (16,49%) junenol (32) (4,95%), gleenol (24) (4,36%) e

isobiciclogermacrenal (41) (3,12%). A fracdo F3 apresentou apenas
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sesquiterpenos oxigenados como (E)-nerolidol (17) (33,17%), 6xido de cariofileno
(23) (15,81%), epiglobulol (16) (9,39%), epi-a-cadinol (36) (7,45%), 1-epi-cubenol
(33) (7,11%). Da mesma maneira que a fracdo F3, foi identificado na fracdo F4
apenas sesquiterpenos oxigenados, como o espatulenol (22) (31,13%), rosifoliol
(29) (7,50%), isoespatulenol (34) (5,68%) e a-cadinol (39) (5,83%). Os diterpenos
oxigenados (E,E)-geranil linalol (46) e fitol (47) foram encontrados em F3 e F4,
respectivamente.

Observando as férmulas estruturais dos compostos presentes no Oleo
essencial e nas fracdes (Figura 32), verifica-se que a grande maioria delas sdo
ciclicas. De acordo com a revisao bibliografica realizada por Stefanello, Pascoal e
Salvador (2011) sobre as propriedades quimicas e biolégicas de 6leos essenciais
de espécies da familia Myrtaceae, 0s compostos presentes no 0leo de espécies
de Eugenia apresentam predominantemente sesquiterpenos ciclicos, além disso
0S monoterpenos representam a menor fracdo. Portanto, a composicdo do o6leo
essencial da E. calycina possui boa correlacdo com as observacéo de Stefanello,
Pascoal e Salvador (2011), uma vez que 0S compostos majoritarios foram
biciclogermacreno (18,30%), espatulenol (21,36%) e [B-cariofileno (8,57%), que
sdo sesquiterpenos ciclicos. Estes compostos foram também encontrados em
outras espécies de Eugenia mas em concentracdes diferentes. Magina e outros
(2009), por exemplo, encontrou nas espécies E. brasiliensis, E. beaurepaireana e
E. umbellifiora, respectivamente: 2,4%, 7,2% e 1,4% de biciclogermacreno;
12,6%, 4,9% e 3,1% de espatulenol e 3,6%, 8,0% e 4,3% de B-cariofileno.
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Figura 32 - Formula estrutural dos compostos identificados no 6leo essencial das folhas

de E. calycina e suas fragoes.
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Na Figura 33 estdo mostradas possiveis rotas biossintéticas de
sesquiterpenos identificados no OE das folhas de E. calycina.

A formacé&o dos sesquiterpenos tem inicio com a ionizacéo do difosfato de
farnesila (FPP) dando origem ao carbocétion fanesilico (I-1). Esse carbocétion
pode ciclizar nas posicbes C10 e C1l dando origem ao carbocation (E,E)-
gemacradienilico (I-3) ou ciclizar nas posi¢cdoes Cl1l e C1 dando origem ao
carbocétion (E,E)-humulilico (1-30). Os carbocations formados apresentam,
portanto, configuracéo (E) da dupla ligacdo C2-C3. A isomeriza¢éo do carbocétion
I-1 resulta no carbocéation nerolidilico (I-2). A ciclizacdo nas posi¢cdes C10 e C1 de
[-2 resulta no carbocation (Z,E)-germacradienilico (I-5), que apresenta portanto,
configuragdo (Z) da dupla ligacdo C2-C3 (DEGENHARDT; KOLLNER;
GERSHENZON, 2009).

A ciclizacédo do carbocation I-5 gerando I-6, através do atague de C1 em
C11, seguido da saida de H", resulta na formac&o do biciclogermacreno (12). A
oxidacdo de 12 leva a formacao do isobiciclogermacrenal (41) e ao intermediario
I-7 (epoxido), o qual gerard isoespatulenol (34) e espatulenol (22) através da
adicdo de H" ao epdxido e eliminagido de H* para formacéo dos alcenos.

A transformacédo do carbocétion I-6 em [-9, através do ataque de C7 em
C2, seguido de migracdo de hidreto-1,3 formando 1-10, leva a formagédo do
carbocation 1-10. A saida da H* de 1-10 origina os compostos I-11 e I-12, que com
adicdo de agua formam, respectivamente, maaliol (18) e rosifoliol (29).

O carbocation 1-6 pode ainda formar o0s carbocations alo-
aromandendrenilicos diasterotépicos 1-13 e I-14, através do ataque de C6 em C2.
A eliminacdo de H* de I-14 forma o aromadendreno (7), enquanto que a adi¢éo de
adgua seguida da saida de H' de I-14 forma o viridiflorol (26). A migracdo de
hidreto-1,3 em 1-14 forma 1-15, com saida de H* forma-se o-gurjuneno (5). A
eliminacdo de H" de 1-13 leva a formacdo do alloaromadendreno (9), enquanto
que a adicdo de agua seguida da saida de H* de I-13 forma epiglobulol (16) e
globulol (25). A migracéo de hidreto-1,2 de 1-13 forma I-16, que com a adi¢do de
agua seguida da saida de H* se forma o palustrol (19).

A perda de H" pelo carbocation (E,E)-germadienilico (I-3) da origem ao
germacreno A (13) (DEGENHARDT; KOLLNER; GERSHENZON, 2009), sendo
que este por decomposicdo térmica, que pode ter ocorrido no processo de
hidrodestilacéo ou no proprio CG-EM, ocorre um rearranjo de Cope resultando no
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B-elemene (4) (BARROS et al., 2009). O mesmo se observa na formacéo do &-
elemene (1) a partir do carbocétion (E,E)-germacradienilico (I-4), oriundo da
migracdo de hidreto-1,3 em [-3.

A adicdo de agua seguida da perda de H* pelo hibrido de ressonancia I-
18 do carbocétion (E,E)-germacradienilico (I-4) forma o germacreno-D-4-ol (20).
Porém, se ocorrer apenas a perda de H' de I-18, observa-se a formacdo de
germacreno D (10). A adicdo de H* em 10 leva a formac&o do carbocétion 1-19
que origina 1-20, que com adicdo de agua seguida da saida de H" resulta no
junenol (32). A epoxidacdo de 10 seguida de duas perdas consecutivas de H* da
origem ao germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-a.-ol (40).

O carbocétion (E,E)-germacradienilico (I-4), pode originar também o
carbocétion 1-23, através do ataque de C7 em C1. O ataque de C2 em C6 no
carbocation 1-23 resultard em 1-24, que com a saida de H" origina a-bourboneno
(3). Além disso, o carbocation I-4 pode ainda originar os carbocations cadinilicos
diasterotopicos 1-25 e I-26, através do ataque de C6 em C1. O processo de adicédo
de 4gua seguida da saida de H" para I-25 leva a formacdo dos diasteroisomeros
epi-a-muurolol (37) e a-muurolol (38), enquanto que para I-26 se formam epi-a-
cadinol (36) e a-cadinol (39). A perda de H* pelo carbocation 1-26 forma §-
cadineno (15). A adicdo de 4gua em 15 forma 1-epi-cubenol (33) e cubenol (35).
A migracao de hidreto-1,2 em 1-25 e 1-26 resulta no carbocation I-27, o qual pode
originar os carbocations diasterotépicos 1-28 e 1-29, através do ataque de C2 em
C6. O processo de adicdo de agua seguida da saida de H" para 1-28 leva a
formacao de cubebol (14) e para I-29 a formacao de epicubebol (11). A perda de
apenas H* em 1-29 forma o a-copaeno (2).

O carbocation humulilico (I-30), oriundo do carbocation |-2 através do
ataque de C11 a C1, forma o a-humuleno (8) através da perda de H”, este por
sua vez origina o epoxido de humuleno Il (31) através da sua oxidagcdo. O
carbocétion cariofilico (I-31), oriundo do 1-30, através do ataque de C2 em C10,
forma o B-cariofileno (6) através da perda de H* este por sua vez origina o 6xido

de cariofileno (23) através da sua oxidacao.



Figura 33 - Proposta de rotas biossintéticas de sesquiterpenos no 6leo essencial das folhas de E. calycina e suas fragdes.
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Fonte: autora (com base em rotas biossintéticas propostas por Degenhardt, Kéliner e Gershenzon (2009), Barbosa e outros (2007), Dewick

(2009b), Pickel e outros (2012), Barros e outros (2009) e Colby e outros (1998)).
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4.1.2 Atividade antibacteriana e citotoxica do 6leo essencial

O dleo essencial e suas fracdes foi avaliado quanto a atividade contra
bactérias da cavidade bucal, sendo o resultado dado em “Concentracdo Inibitoria
Minima” (CIM). Foi também avaliada a citotoxicidade através da analise da
viabilidade celular contra células HelLa, sendo o valor expresso em concentracao

citotéxica (CCsp). A Tabela 13 mostra os resultados obtidos.

Tabela 13 - Concentracéo inibitoria minima (CIM, ug mL™) contra bactérias da cavidade

bucal e viabilidade celular (CCso, ug mL™") do 6leo essencial das folhas de E. calycina e suas

fracOes.
Concentragao inibitéria minima (CIM) — pg mL™?
OE F1 F2 F3 F4 CHD Cisplatina
S. mutans’ >400 >400 200 100 100 0922 -
S. mitis* 400 400 200 100 100 3,688 -
©
'g S. sanguinis1 400 >400 >400 200 100 1,844 -
5]
< S. sobrinus® >400 >400 200 100 100 1,844 -
P. nigrescens2 100 50 100 50 50 1,844 -
©
5 P. gingivalis® 100 50 50 50 50 3,68 -
g A. naeslundii? >400 >400 >400 >400 400 1,844 -
C
< B. fragilis® >400 >400 400 100 100 1,844 -
-
Concentragag citotoxica 137,449,6 120,0:9,4 117,6+9,6 151,148,3  139,245,1 - 2,340,3

CCso (ug mL™)

Nota: ‘bactéria gram-positiva; *bactéria gram-negativa; *células Hela; controle positivo: CHD
(dicloridrato de clorexidina) e cisplatina; OE: 6leo essencial.

De acordo com Holetz e outros (2002), para valores de CIM abaixo de
100 pg mL™? a atividade antimicrobiana é considerada boa, valores entre 100 e
500 pg mL™ é moderada, valores entre de 500 e 1.000 pg mL™ é fraca, valores
acima de 1.000 ug mL™ é considerada inativa. Rios e Recio (2005), por outro lado,
considera apenas que atividades antimicrobianas com CIM abaixo de 100 pug L™
podem ser consideradas promissoras. Portanto, observando os resultados
apresentados na Tabela 13, pode-se verificar que o Oleo essencial e a fracdo F1,
gue sao ricos em sesquiterpeno ndo oxigenados, apresentam menor atividade
antimicrobiana contra bactérias aerébias que as fracbes F2, F3 e F4, as quais sao

ricas em sesquiterpenos oxigenados. Entretanto, com relacdo as bactérias



94

anaerobias, tanto o 6leo essencial quanto as fracdes mostraram forte atividade
antibacteriana, apresentando CIM entre 50 e 100 ug mL™.

O Odleo essencial apresentou forte atividade antimicrobiana contra as
bactérias anaerdbicas Gram-negativa P. nigrescens e P. gingivalis (CIM de
100 ug mL™). Para as outras bactérias foi observada atividade moderada ou inativa.
Com relacao as fracbes, F1 mostrou resultados similares ao 6leo essencial. Como
discutido acima, F1 é composta predominantemente por sesquiterpenos nao
oxigenados. Provavelmente, as propriedades bioldgicas do 6leo essencial pode ser
justificada pela caracteristica dos sesquiterpenos ndo oxigenados, uma vez que F1
possui atividade contra as mesmas bactérias em que o0 Oleo € ativo, mostrando
inclusive melhores CIMs. Ja, as fracdes F3 e F4, compostas predominantemente de
sesquiterpenos oxigenados, mostram elevada atividade, com valores de CIM entre
100 e 50 pg mL™* contra a maioria das bactérias testadas.

O mecanismo de acéao de 6leo essencial sobre 0os microrganismos é muito
complexo e ainda nédo foi explicado. Alguns estudos apontam que o0 mecanismo de
acdo de terpenos envolve o rompimento da membrana plasmética (KALEMBA,;
KUNICKA, 2003, STEFANOVIC et al., 2012). Portanto, a acado antimicrobiana dos
Oleos estaria ligada ao carater hidrofilico e lipofilico dos compostos presentes.
Compostos oxigenados geralmente apresentam maior atividade que aqueles nao
oxigenados (KALEMBA; KUNICKA, 2003). Alcoois terpénicos, por exemplo, tém
demostrado elevada atividade contra varios microrganismos, agindo como
desnaturante de proteinas. Outros compostos como as cetonas, aumentam a
atividade antibacteriana de terpenos, provavelmente devido a presenca da carbonila
(DORMAN; DEANS, 2000). Assim, o carater lipofilico do esqueleto de
hidrocarboneto e o carater hidrofilico dos grupos funcionais sdo os responsaveis
pela atividade antimicrobiana de determinado composto. Pode-se propor portanto,
que a ordem de atividade dos compostos presentes em 0leo essencial sdo: fenol >
aldeido > cetona > &lcool > éter > hidrocarboneto (DORMAN; DEANS, 2000,
KALEMBA,; KUNICKA, 2003). Assim, a maior atividade das fracdes F3 e F4 da E.
calycina pode ser atribuida aos sesquiterpenos oxigenados.

O dleo essencial e as fragcbes da E. Calycina apresentaram atividade
antibacteriaba promissora, com valores de CIM iguais e até menores que outras
espécies de plantas estudadas contra as mesmas bactérias da cavidade bucal ja
reportados na literatura, como pode ser visto na Tabela 14
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Tabela 14 - Atividade antimicrobiana de outras espécies de plantas observada na literatura

contra as bactérias da cavidade bucal estudadas neste trabalho.

Espécies de plantas (CIM, ug mL™)

Espécies de Cassia Artemisia Campomanesia  Hyptis Leptospermum Inga
bacterias bakeriana® iwatyomogib pubescens® pectlnata morrisonii © laurina’
S. mutans 62,5 200 500 200 620 50

S. mitis 62,5 - 500 - - 50

S. sanguinis 125 400 1000 - - 50

S. sobrinus - 400 - - - 25

P. nigrescens - - - - - 100

P. gingivalis 125 50 - - - 50

A. naeslundii 62,5 - - - - 400

B. fragilis 62,5 - 125 - - <400

Referéncias: a) Cunha e outros (2013); b) Cha (2007); Chang e outros (2011); d) Nascimento e outros (2008); e)
Filoche, Soma e Sissons (2005); f) Furtado e outros (2014).

Alguns compostos presentes no 6Oleo essencial da E. Calycina ja foram
avaliados individualmente quanto a atividade antimicrobiana contra bactérias que

nao sao especificas da cavidade bucal (Tabela 15).

Tabela 15 - Atividade antimicrobiana de alguns compostos presentes no 6leo essencial das

folhas de E. calycina.

Compontos Bactérias (CIM, ug mL™) Referéncia
B-Cariofileno (6) Staphylococcus aureus (256 ug mL™); Staphylococcus Xiong e outros
epidermidis (128 ug mL"~ ) Staphylococcus auricularis, (2013)

oa—Humuleno (8)

Macrococcus caseolyticus, Enterococcus faecium e
Enterococcus faecalis (32 yg mL~ )
Sarcina lutea e Bacillus subtilis (3,90 pg mL b;

Rahman e outros

Xanthomonas campestries (15,62 yg mL™); Escherichia coli ~ (2011)
(20 pg mL™)
Germacreno D (10) Bacillus cereus e E. coli (625 ug mL™); S. aureus Palazzo e outros
(156 ug mL™) (2009)
Biciclogermacreno (12)  S. aureus (292 ug mL™); B. cereus (167 ug mL ; Santos e outros
Acinetobacter baumanii e E. coli (500 pg mL”~ ) (2013)

Oxido de
cariofileno (23)

Espatulenol (22)

Pseudomonas aeruginosa (417 yg mL

S. aureaus e S. epldermldls (512 pg mL™ ) S. auricularis e M.

caseolyticus (128 pg mL~ ) Enterococcus faecium e E.
faecalis (256 ug mL™ )
S. lutea, B. subtllls e X. campestries (15,62 pg mL™); E. coli

Xiong e outros
(2013)

Rahman e outros

(20 yg mL~ ) (2011)
Drimenol (43) S. aureus, P. aeruglnosa e B. Cereus (667 ug mL ; Santos e outros
A. baumanii (583 ug mL" ) E. coli (333 pg mL~ ) (2013)
Fitol (47) S. aureus, S epidermidis, E. faecium e E. Faecalis Xiong e outros
(512 yg mL~ ) S. auricularis e M. caseolyticus (256 ug mL™ ) (2013)

Analisando os resultados apresentados na Tabela 15, pode-se verificar que

tanto os sesquiterpenos ndo oxigenados quanto 0s oxigenados, apresentam

atividade antimicrobiana, o que justifica a atividade do 6leo da E. Calycina.

O oleo essencial e as suas fracBes foram avaliados quanto a sua toxicidade

através do ensaio de viabilidade celular utilizando células HeLa, como mostrado na

Tabela 13. Para se obter uma relacédo entre a concentracdo citotdxica (CCsp) € a
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atividade antimicrobiana através da CIM, foi determinado o “indice de seletividade”

(IS) utilizando a Equacéo 11.

CcC
IS =log | —2% E 30 11
g(CIMj quacgao

Os valores positivos de IS representam seletividade para os microrganismos,
enquanto que valores negativos de IS indicam toxicidade para as células Hela
(CASE et al., 2006). A Tabela 16 mostra os resultados de IS para o 6leo essencial e

suas fragdes.

Tabela 16 - indice de seletividade do Oleo essencial das folhas de E. calycina e suas

fracOes.

indice de seletividade (IS)

Bactérias

EO F1 F2 F3 F4
S. mutans -0,46 -0,52 -0,23 0,18 0,14
o S. mitis -0,46 -0,52 -0,23 0,18 0,14
% S. sanguinis -0,46 -0,52 -0,53 -0,12 0,14
< S. sobrinus -0,46 -0,52 -0,23 0,18 0,14
P. nigrescens 0,14 0,38 0,07 0,48 0,45
% P. gingivalis 0,14 0,38 0,37 0,48 0,45
2 A. naeslundii -0,46 -0,52 -0,53 -0,42 -0,46
< B. fragilis -0,46 -0,52 -0,53 0,18 0,14

O IS do dleo essencial mostrou que para as bactérias onde o CIM é igual ou
menor que 100 ng mL™ (Tabela 13) o 6leo apresenta baixa toxicidade (1S>0). Com
relacdo as fracdes, F1 apresentou 0 mesmo comportamento do 6leo essencial. As
fracbes F3 e F4 apresentaram valores positivos de IS para um maior numero de
bactérias, se mostrando portanto, mais eficiente, uma vez que para os CIMs abaixo

de 100 pg mL™ foi observada baixa toxicidade.
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4.2 EXTRATOS DE FOLHAS, FLORES E GALHOS

4.2.1 Rendimento de extracdo e particao liquido-liquido

Na Tabela 17 se encontram os rendimentos das extracdes por maceracao
de folhas, galhos e flores. Na extracdo das flores foi utilizada solucdo aquosa de
acetona 80% como solvente da extracdo, enquanto que para folhas e galhos foi
utilizado etanol 98%. A solucdo aquosa de acetona 80% apresenta constante
dielétrica de 29,62 (em 25 °C), enquanto que para o etanol 98% a constante
dielétrica é de cerca de 25,0 (em 25 °C) (AKERLOF, 1932). Portanto, acetona 80%
apresenta maior polaridade em relagéo ao etanol 98%.

A utilizacdo de um solvente mais polar (solucdo aquosa de acetona 80%) na
extracdo das flores foi devido a menor quantidade de flores obtida na coleta. Assim,
foi necessario escolher um solvente que extrairia maior quantidade de compostos
com atividade antioxidante. A escolha da acetona 80% como solvente baseou-se em
trabalhos prévios da E. calycina (CARRIJO et al., 2011), sendo verificado que
acetona 80% extrai compostos com maior atividade antioxidante em relacdo ao
etanol 70% e agua. Além disso, trabalhos tém demonstrado que este solvente é
melhor para a extracdo de compostos polifendlicos (PEKIC et al., 1998,
VAYUPHARP; LAKSANALAMAI, 2012). No caso dos galhos e folhas, utilizou-se o
etanol 98% pois este consegue extrair nAo somente compostos mais polares como
também os menos polares, possibilitando a avaliacdo da atividade de compostos

com polaridade menor.

Tabela 17 - Rendimento do processo de extracao por maceragado a temperatura ambiente de

folhas, galhos e flores da E. calycina.

Material v I mi 5 :

ap (?steseaéagegrﬁt?g) liecgzgfna(g/g)s Extrato (g) Rendimento (%)
Folha 314,2 9,5 49,0 17,2
Galho 377,6 7,3 14,7 4,2
Flor 109,2 6,5 29,4 28,8

Através dos resultados apresentados na Tabela 17 foi possivel verificar que
as flores apresentam maior rendimento seguido das folhas e dos galhos. Os galhos
apresentam elevada quantidade de compostos macromoleculares (celulose,

hemicelulose e lignina) que ndo séo extraidos através de maceracdo com solventes
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organicos, mas por outras técnicas especificas para cada componente
macromolecular. Esses compostos compdem a parede celular e sdo responsaveis
principalmente pela sustentacdo do vegetal. Em madeiras, a quantidade de celulose
(40-45%) e hemiceluloses (15-25%), chamada de holocelulose, varia ente 65-70%
da sua composicao (ROWELL et al., 2005 apud MARTINS, 2012), enquanto que a
guantidade de lignina oscila entre 18-35%. Assim, o teor de compostos com baixa
massa molecular que podem ser extraidos por solventes organicos é menor, 0 que
justifica o baixo rendimento obtido na extra¢ao dos galhos da E. calycina.

Os extratos foram solubilizados em metanol:agua (9:1) e fracionados através
da particédo liquido-liquido de onde foram obtidas as fracbes hexano, diclorometano
e metanol-agua. Em seguida, a fragdo metanol:adgua foi fracionada em acetato de
etila, n-butanol e &gua. O fluxograma mostrado na Figura 34 ilustra esse

procedimento e os rendimentos obtidos para cada etapa.

Figura 34 - Rendimento da particdo liquido-liquido dos extratos de folhas, galhos e flores da

E. calycina.
FoE98 (18,0 g)
GaE98 (8,6 g)
FIAc80 (26,3 g)
Solubilizado em metanol:agua (9:1)
FOE98-H (4,9 g, 27,2%) FoE98-D (6,2 g, 34,4%) FOE98-MA (6,7 g, 37,2%)
GaE98-H (0,9 g, 10,5%) GaE98-D (2,2 g, 25,6%) GaE98-MA (5,49, 62,8%)
FIAc80-H (1,8g, 6,8%) FIAc80-D (3,99, 14,8%) FIAc80-MA (19,5 g, 74,1%)
Solubilizado em agua
FoE98-MA (6,0 g)
GaE98-MA (4,5 g)
FIAc80-MA (18,5 g)
FoE98-AE (1,66 g, 10,3%) FoE98-B (3,03 g, 18,8%) FoE98-A (1,2 g, 7,4%)
GaE98-AE (0,6 g, 8,3%) GaE98-B (2,5 g, 34,9%) GaE98-A (0,9 g, 12,6%)
FIAc80-AE (6,4 g, 25,6%) FIAc80-B (8,9 g, 35,6%) FIAc80-A (2,8 g, 11,2%)

Fonte: autora. Nota: FOE98 - extrato etanol 98% de folhas; GaE98 - extrato etanol 98% de galhos;
FIAc80 - extrato acetona 80% de flores; H - fracdo hexano; D - fragdo diclorometano; MA - fragcdo
metanol:dgua; AE - fracdo acetato de etila; B - fracdo n-butanol; A - fracao agua.
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Analisando os rendimentos (Figura 34), é possivel observar que para as
folhas, a fracdo com maior rendimento foi a diclorometano seguida da fracéo
hexano; ja para os galhos, a que obteve maior rendimento foi a fracdo n-butanol
seguida da diclorometano; e para as flores, a particdo que obteve maior rendimento

foi a n-butanol seguida da acetato de etila.

4.2.2 Andlise do teor de fendis totais

A gquantificacdo do teor de fendis totais foi realizada através do método de
Folin-Ciocalteau no qual envolve a reducdo do reagente de Folin [mistura dos acidos
fosfomolibdico H3P(Mo03010)s e fosfotunguistico H3P(W3010)4] pelos compostos
fendlicos, com formacgédo de um complexo azul cuja intensidade aumenta linearmente
a 760 nm. O molibdénio presente no reagente de Folin apresenta coloracdo amarela
e se encontra no estado de oxidacdo +6. A reacdo ocorre em meio basico, portanto
os fendis sédo desprotonados formando anions fenolatos. Na rea¢édo, o molibdénio +6
sofre reducdo pelos &anions fenolatos, formando complexos de molibdénio-
tungsténio, onde a média do estado de oxidacdo dos metais se encontra entre +5 e
+6. O complexo de molibdénio-tungsténio € de cor azul, o que permite a
determinacdo de substancias redutoras (fendis) através de método
espectrofotométrico (OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 35 - Reacdo entre o acido gélico e o ion molibdénio, componente do reagente de

Folin-Ciocalteau.

COOH coO
N62003
—_—
HO OH HO OH
OH OH
Ccoo coo™
+ 2Mo® + 2Mo* + 2H*
HO OH (0] OH
OH 0

Fonte: Oliveira et al. (2009).

O teor de fendis totais foi calculado através da regressao linear da curva
analitica do grafico da absorbéancia da reacédo entre o acido galico e o Folin versus

concentracdo de acido galico [y=0,0108x +0,0058; y= absorbancia, x=
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concentracdo de &cido galico (ug mL™); r?=0,9967]. O resultado pode ser expresso
em mg de equivalente de acido galico por g de extrato (Mg EAG Gexwato -) OU por g de
material vegetal seco (mg EAG gvegeta{l), este Ultimo considera o rendimento de
extragdo. Quanto maior este valor, maior o teor de fendis totais. A Tabela 18 mostra

os resultados obtidos para as folhas, galhos e flores.

Tabela 18 - Teor de fendis totais dos extratos de folhas, galhos e flores.

Fenois totais

mg EAG gveqetal_l mg EAG gextrato_l
Folhas 32,8+1,4 190,0+8,0
Galhos 18,5+0,2 441,7+4,6%
Flores 133,0+4,5 461,7+15,6°

Nota: as analises com a mesma letra ndo mostraram diferenca significativa
entre as médias pelo teste de Tukey a 5% para 0 mesmo ensaio. Foi obtido
p<0,01 para todas as correlagdes com médias diferentes.

As flores apresentam quantidade de fendis totais muito superior a de folhas
e galhos, considerando o valor expresso em mg EAG gvegeta{l, fato que é esperado
devido ao elevado rendimento do extrato. Comparando os resultados obtidos aos
encontrados na literatura, para extrato de folhas de Eugenia uniflora, foi encontrado
um valor de 271,27 mg EAG gexrao (MORAIS et al., 2013), que se mostra superior
ao encontrado para a folha da Eugenia calycina deste trabalho mas que é bem
inferior aos galhos e flores. No estudo com a Eugenia copacabanensis (JUNIOR et
al., 2014) foi encontrado um o teor de 375 e 779 mg EAG gexrao - para folhas e
galhos, respectivamente, sendo possivel verificar que, assim como a E. calycina, o
extrato de galhos apresentou maior teor de fendis totais em relacdo as folhas. O
extrato das flores foi extraido com solvente de maior polaridade (solucdo aquosa de
acetona 80%) que os das folhas e galhos (etanol 98%) e, uma vez que, de maneira
geral, como os compostos fendlicos sdo polares, isto pode justificar maior extracao
de compostos fendlicos para este extrato. Além disso, compostos fenélicos, como os
flavonoides, protegem o0s vegetais contra os raios ultravioleta, como as flores se
encontram expostas a radiacdo UV, através deste fator se pode justificar a maior
concentracdo destes compostos.
Com relacdo ao teor de fendis totais nas fragBes dos extratos, pode-se verificar
nos resultados mostrados a Tabela 19, que em todas as partes das plantas (folhas,
galhos e flores) as fragcbes em acetato de etila e n-butanol apresentam elevado teor

de fendis totais. Isto € esperado uma vez que, a medida que a polaridade do
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solvente da particdo se eleva, o teor de compostos polares extraido também
aumenta. No caso da agua, que € muito polar, praticamente ira extrair compostos

muito polares como, por exemplo, acucares.

Tabela 19 - Teor de fendis totais das fracdes dos extratos de folhas, galhos e flores.

Fenois totais (Mg EAG/Jexirato)

Fragoes Folhas Galhos Flores
hexano 22,5+0,6 64,9142 28,1+1,6
diclorometano 70,3%+3,6 283,745,2 68,515,4
metanol:agua 327,5 +0,5 547,3+6,6 55,445,9
acetato de etila 350,1+0,6 735,5+2.,6 732,3+4,1
n-butanol 311,3+1,0 592,6%3,3 515,0+3,7
agua 93,8+1,5 177,5+1,6 61,5+0,1

Nota: As andlises mostraram diferenga significativa entre as médias pelo teste
de Tukey a 5% para o mesmo ensaio. Foi obtido p<0,01 para todas as
correlagbes com médias diferentes.

4.2.3 Analise do teor de proantocianidinas (taninos condensados)

O teor de proantocianidinas dos extratos e fracfes foi realizado pelo método
da vanilina sulfarica, no qual é formado um composto vermelho cuja intensidade
aumenta linearmente a 500 nm com a concentracdo (SCHOFIELD; MBUGUA; PELL,

2001). A Figura 36 mostra a reagdo com um tanino catéquico.

Figura 36 - Reagéo entre vanilina e um tanino catéquico.

OH OH

Vanilina

Tanino catéquico Composto vermelho

Fonte: adaptado de Schofield, Mbugua e Pell (2001).



102

O mecanismo da reacdo acima que ocorre entre a vanilina e o tanino
catéquico em acido sulfurico é do tipo substituicado eletrofilica aroméatica no anel A do

monoémero de catequina, como mostrado na Figura 37.

Figura 37 - Mecanismo de reacdo entre a vanilina e um monémero do tanino catéquico em
meio acido.

(‘O+ OH

Fonte: autora.

Neste mecanismo é possivel observar que quatro carbonos (C6, C2’, C5’ e
C6’) poderiam doar elétrons ao eletrofilo (vanilina acidificada). Entretanto, o carbono
C6 € o unico que € ativado triplamente por estar em orto em relacdo as duas

hidroxilas e em para ao oxigénio do anel diidropirano (anel C). Ja, os carbonos C2' e
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C5’ apresentam ativacdo orto, mas desativacdo meta, enquanto que o carbono C6’
apresenta ativacdo para e desativacdo meta. Portanto, a substituicdo ocorre
preferencialmente no carbono C6.

Esta metodologia ndo identifica os taninos hidrolisaveis (de acido gélico e
elagico) pois, conforme as estruturas de ressonancia mostradas na Figura 38, os
carbonos na posicdo orto em relacdo a carbonila apresentam densidade de carga
positiva para o acido galico (Figura 38a) e elagico (Figura 38b). Isto porque 0s
substituintes carbonilicos sdo grupos desativantes. Este fato impede que ocorra uma

substituicao eletrofilica no anel aromatico.

Figura 38 - Estruturas de ressonancia do acido galico (a), elagico (b) e tanino catéquico (c).

(@)

0. OH 0.0
i +*) |

Fonte: autora.

O teor de proantocianidinas foi calculado através da curva analitica do
grafico da absorbéncia da reacdo entre a catequina e a vanilina versus a
concentracdo de catequina [y = 0,0454x + 0,0109; y= absorbancia, x=
concentracdo de catequina (ug mL™); r*=0,998]. O resultado foi dado em mg de
equivalente de catequina por g de extrato (Mg EC Qexraw’) € por g de material

vegetal seco (mg EC gvegeta{l), este Ultimo considera o rendimento de extragao.
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Quanto maior este valor, maior o teor de proantocianidinas. A Tabela 20 mostra os

resultados obtidos para as folhas, galhos e flores.

Tabela 20 - Teor de proantocianidinas dos extratos de folhas, galhos e flores.

Teor de proantocianidinas

mg EC gveqetal_l mg EC gextrato_l
Folhas 9,0+0,1 52,2+0,7
Galhos 4,210,1 100,0+0,5
Flores 28,2+0,2 98,0+0,7

Nota: as analises mostraram diferenca significativa entre as médias pelo teste
de Tukey a 5% para o mesmo ensaio. Foi obtido p<0,01 para todas as
correlagBes com médias diferentes.

Comportamento semelhante aos fendis totais (Tabela 18, p. 100) foi
observado para o teor de proantocianidinas, sendo que as flores apresentaram
maior teor seguido das folhas e galhos, quando comparado em mg de EC por g de
vegetal seco. No caso do teor de proantocianidinas no extrato, verifica-se que as
flores e galhos se destacam em relacdo as folhas, assim como pode ser visto nos
teores de fendis totais. Provavelmente, isto se deve ao fato do extrato das folhas
apresentar outros tipos de compostos em maior quantidade. Fato que € comprovado
guando se observa o rendimento do processo de particao liquido-liquido (Figura 34,
p. 98), no qual se constata um rendimento elevado para a fragdo hexano, o que nao
se observa nas folhas e galhos. Convertendo o valor de mg EC por grama de extrato
em porcentagem para as folhas, galhos e flores, sédo obtidos os seguintes valores,
respectivamente: 5,2; 10,0 e 9,8%. Estas porcentagens sao promissoras, uma vez
gue estes valores sdo comparaveis ao teor de taninos do extrato presente no
fitoterapico da espécie conhecida como Barbatimao (Stryphnodendron adstringens),
no qual seu extrato deve apresentar no minimo uma concentracdo de 8% (BRASIL,
2003).

Com relacao as fracdes (Tabela 21), verifica-se que assim como a analise
do teor de fendis totais, aquelas fracdes que utilizam acetato de etila e n-butanol

como solvente da particdo, também apresentam maior teor de proantocianidinas.
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Tabela 21 - Teor de proantocianidinas das fracdes dos extratos de folhas, galhos e flores.

Teor de proantocianidinas (Mg EC Qextrato )

Fragoes Folhas Galhos Flores
hexano 6,3+0,3 31,3+2,5 22,5+0,6
diclorometano 12,4+0,6% 47,7+1,4 27,3+0,6
metanol:agua 74,4 £0,5 127,8+1,9 99,310,2
acetato de etila 133,1+1,7 204,3+3,6 140,2+0,4
n-butanol 83,0+0,4 139,5+0,8 75,6+1,5
agua 13,8+0,6 41,5+2,0 17,2+1,4

Nota: as analises com a mesma letra ndo mostraram diferenca significativa entre as médias
pelo teste de Tukey a 5% para 0 mesmo ensaio. Foi obtido p<0,01 para todas as
correlagBes com médias diferentes.

4.2.4 Andlise do teor de flavonoides

A quantificacdo do teor de flavonoides foi realizada através do método com
AICl; (WOISKY; SALATINO, 1998). Nesta anélise o cation aluminio (AI**) forma
complexos estaveis com os flavonoides, conforme esta mostrado na Figura 39. O
complexo formado apresenta absorcdo em comprimento de onda maior que o
flavonoide ndo complexado, assim o monitoramento dessa complexacao € realizada

em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 425 nm.

Figura 39 - Complexacédo de um flavonoide com AICls.
Cl

Fonte: Markham (1982 apud MARCUCCI; WOISKY; SALATINO, 1998).

O teor de flavonoides foi calculado através da regressao linear da curva
analitica do grafico da absorbancia obtida da reacdo entre a quercetina e o AICl3
versus a concentracdo de quercetina [y = 0,032x + 0,0793; y = absorbéancia, x =
concentracdo de quercetina (ug mL™); r?=0,99]. O resultado foi dado em mg de
equivalente de quercetina por g de extrato (mg EC Qexraw’) € por g de material

vegetal seco (mg EQ gvegeta{l), este Ultimo considera o rendimento de extracao.
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Quanto maior este valor, maior o teor de flavonoides. A Tabela 22 mostra os

resultados obtidos para as folhas, galhos e flores.

Tabela 22 - Teor de flavonoides dos extratos de folhas, galhos e flores.

Teor de flavonoides

mg EQ gvegetal_l mg EQ gextrato_l
Folhas 3,910,1 22,7+0,82
Galhos 0,09+0,01 2,2+0,3
Flores 6,6+0,2 22,8+0,8?2

Nota: as analises com a mesma letra ndo mostraram diferenca significativa
entre as médias pelo teste de Tukey a 5% para o mesmo ensaio. Foi obtido
p<0,01 para todas as correla¢gdes com médias diferentes.

Através destes resultados € possivel verificar que as flores apresentaram
maior teor de flavonoides seguida das folhas e galhos, considerando mg EQ por
grama de vegetal seco. Este resultado segue a mesma tendéncia dos fenais totais e
proantocianidinas. Entretanto, o teor de flavonoides para os galhos se encontra
extremamente baixo, inclusive quando se observa os valores de mg EQ por grama
de extrato. As analises mostradas na Tabela 18 (p.100) e Tabela 20 (p. 104)
revelaram que o extrato dos galhos apresenta elevada quantidade de fendis totais e
proantocianidinas, respectivamente, conforme ja foi discutido. Portanto,
provavelmente os flavonoides que estdo presentes nos galhos podem apenas ser
monomeros de taninos e entdo nao complexam com o AICl; ou ndo apresentam
hidroxilas como substituintes capazes de complexar com AICl3, ou 0 comprimento de
onda do flavonoide complexado com AICI; é diferente de 425 nm.

Essa técnica de determinacdo do teor de flavonoides pode apresentar
limitag&o dependendo da estrutura do composto analisado, o que resulta na variagao
do comprimento de onda do complexo. Para melhor compreenséo da problematica
desta andlise, na Figura 40 se encontra a estrutura de um flavonoide. Nesta
estrutura se pode verificar a presenca dos sistemas benzoil e cinamoil, que sao
responsaveis pelas duas bandas de absor¢cdo em um espectro de UV-Visivel. A
banda | no anel B ocorre na faixa de 350-385 nm enquanto que a banda Il no anel A
ocorre na faixa de 250-180 nm. Essas absorcdes ocorrem devido aos sistemas

conjugados dos anéis aromaticos de transicdes do tipo n—n* (BOHM, 1998).
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Figura 40 - Sistema de conjugacao cinamoil e benzoil em flavonoides.

Sistema benzoil ! 3
(banda Il)
8

Sistema Cinamoil
(banda l)

Fonte: autora.

No entanto, determinados flavonoides ndo apresentam a carbonila no
carbono C4 e/ou dupla ligagéo entre os carbonos C2 e C3, o que pode influenciar na
absorcédo. Na Tabela 23 se encontram as bandas de absorc¢do de alguns flavonoides
e o0s deslocamentos esperados quando complexados com AICI; (reagente de

deslocamento).

Tabela 23 - Comprimento de onda das bandas de absorcdo antes e apds a complexacao

com AICI; de alguns flavonoides.

Classe de Deslocamento ap6s complexacéo

flavonoide Banda | (nm) Banda Il (nm) com AICI; (nm) Exemplo
on
Flavonas® 310-350 250-280 + 35-55 (banda I HO. O O
OH O Apigenina
OH
O OH
Flavonol* 330-360 250-280 + 50-60 (banda I) HO O o
OH
OH O Quercetina
HO. O 0|
Isoflavonas® 310-330 245-275 + 10-14 (banda I) ﬁj\‘
Genisteina OoH
@ OH
1 300-330 HO 0
Flavanonas (ombro) 230-270 + 20-26 (banda I) Y
Naringenina
OH
OH
Flavanol - 275-285° + 27 (banda I1)® HO ® o L

OH
OH catequina

Nota: *Marcucci, Woisky e Salatino (1998), 2José-Chagas, Filho e Pessba (2014),
*Kumamoto e outros (2001)

Nesta tabela € possivel verificar que nos quatro primeiros casos, a variacao
de substituintes promoveu mudanca na absorcdao da banda | e consequentemente,
no complexo também. No caso das flavanonas, exemplificado pela naringenina, a

auséncia de ligacao entre os carbonos C2 e C3 resultaram em absor¢cdo muito fraca
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do sistema cinamoil (banda 1), aparecendo apenas um ombro logo apds a banda Il.
No caso dos flavandis, exemplificado pela catequina, observa-se a auséncia da
banda I, devido a auséncia da carbonila no carbono C4. Isto resulta em apenas
absorbancias caracteristica de anéis arométicos (classificado como banda II). O
deslocamento observado para a catequina € devido a complexagcdo com AlCl; com
0s oxigénios em orto. Ou seja, ha auséncia destes substituintes em flavanois nao
ocorrerd nenhuma complexagdo com AICI; e, portanto, ndo se observara
deslocamento (por exemplo: alfazelequina e guibourtinidol). Fato que resultard em
um falso negativo em flavonoides.

Portanto, no caso do extrato dos galhos da E. calycina, ndo se pode afirmar
com apenas esta técnica que nado estdo presentes flavonoides, até porque ele
apresentou elevada quantidade de taninos. Por outro lado, esta técnica sinalizou que
os mondmeros dos taninos podem ser da classe dos flavanois (por exemplo,
catequina).

Na Tabela 24 se encontram os teores de flavonoides para as fracbes das
folhas, galhos e flores. Através deste resultado € possivel observar que a particdo
em acetato de etila é a que se destaca com maior teor de flavonoides. Sendo que
novamente se pode observar a quantidade extremamente baixa de flavonoides nas

fracOes do extrato dos galhos.

Tabela 24 - Teor de flavonoides das fracdes dos extratos de folhas, galhos e flores.

Teor de flavonoides (Mg EQ Jexirato 1)

Fracdes
Folhas Galhos Flores

hexano 16,3+1,3 0,550,07° 3,30,6°
diclorometano 1,3+0,8°? 0,15+0,07°¢ 2,1+0,5¢
metanol:agua 43,7+0,7 1,5+0,4 42,3+0,8
acetato de etila 51,3+1,2 3,9+0,6 85,7+0,9
n-butanol 35,8+1,7 0,70,1° 63,1+1,2
agua 1,9+0,2% 0,12+0,06° 0,7+£0,1

Nota: as analises com a mesma letra ndo mostraram diferenca significativa
entre as médias pelo teste de Tukey a 5% para 0 mesmo ensaio. Foi obtido
p<0,01 para todas as correlagcdes com médias diferentes.
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4.2.5 Comparacdo entre os resultados de fendis totais, proantocianidinas e

flavonoides através de andlise estatistica

Comparando os resultados obtidos das analises do teor de fendis totais,
proantocianidinas e flavonoides, verifica-se uma correlacdo positiva entre as
analises, ou seja, a fracdo que apresenta maior teor de fendis totais, apresenta
também maior teor de proantocianidinas e flavonoides (mesmo que este ultimo seja
em pouca concentracdo, como no caso dos galhos). A Tabela 25 mostra esses

dados agrupados para melhor comparacéao.

Tabela 25 - Resultados de fendis totais, proantocianidinas e flavonoides agrupados.

Folhas Galhos Flores

FT' P Flav® FT P Flav® FT" p? Flav®

Extrato 190,0+8,0 52,2+0,7 22,7+0,8 441,7+4,6 100+0,5 2,2+0,3 461,7+15,6 98,0+0,7 22,8+0,8

H 22,5+0,6 6,3+0,3 16,3+1,3 64,9+4,2 31,3+2,5 0,55+0,07 28,1+1,6 22,5+0,6 3,3+0,6
D 70,3+3,6 12,4+0,6 1,3+0,8 283,745,2 47,7+1,4 0,15+0,07 68,5+5,4 27,3+0,6 2,1+0,5
MA 327,5+0,5 74,4 0,5 43,7+0,7 547,3+6,6  127,8+1,9 1,5+0,4 55,4+5,9 99,3+0,2 42,3+0,8
AE 350,1+0,6 133,1+1,7 51,3+1,2 735,5+2,6  204,3%+3,6 3,9+0,6 732,3+4,1 140,2+0,4 85,7+0,9
B 311,3+1,0 83,0+0,4 35,8+1,7 592,6+3,3  139,5+0,8 0,7+0,1 515,0£3,7 75,615 63,1+1,2
A 93,8+1,5 13,8+0,6 16,3+1,3 177,5%1,6 41,5%2,0 0,55+0,07 61,5+0,1 17,2+1,4 3,3+0,6

Nota: 'FT: fendis totais (Mg EAG Qe ); 2P: proantocianidinas (mg EC QGexaw); “Flav:
flavonoides (mg EQ gextrato'l), H: hexano, D: diclorometano, MA: metanol-agua, AE: acetato de
etila, B: n-butanol, A: agua.

A correlacdo entre as analises pode ser verificada através da analise do
coeficiente de correlagdo pelo método de Pearson. De maneira geral, valores
positivos significam correlacdo positiva (quanto mais proximo de 1 melhor é a
correlacdo, sendo que uma variavel aumenta quando a outra também se eleva) e
valores negativos significam correlacdo negativa (quanto mais proximo de -1 melhor
€ a correlacdo, sendo que uma variavel aumenta quando a outra se reduz). De

acordo com Callegari-Jacques (2003), a intensidade do coeficiente de correlacdo

pode ser classificada de acordo com o seu valor em mddulo, assim, |r|=0 a
correlagdo é nula, |r|=0-03 ¢é fraca, [r|=0,3-0,6 € regular, |r|=0,6-09 é forte,
[r|=09-1 é muito forte e |r|=1 a correlagdo é perfeita. Na Figura 41 estdo

mostrados os valores dos coeficientes de correlagdes entre as analises para cada

parte estudada da planta.
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Figura 41 - Coeficiente de correlacdo entre as analises de fendis totais, proantocianidinas e

flavonoides das folhas, galhos e flores.

P-Flav (Flores) |0,957
FT-Flav (Flores) |0,998
FT-P (Flores) |0,973
P-Flav (Galhos) |0,860
FT-Flav (Galhos) | 0,781
FT-P (Galhos) | 0,987
P-Flav (Folhas) | 0,991
FT-Flav (Folhas) |0,985
FT-P (Folhas) 0,958
L T [ LI (L T [ L [ L T
0,0 0,2 0.4 0,6 08 1,0
Coeficiente de correlagao

Nota: a correlacdo foi realizada pelo método de Pearson através
do Programa Sigma Plot 11.0. Foi obtido p<0,01 para todas as
correlagbes. FT: fendis totais; P: proantocianidinas; Flav:
flavonoides. Fonte: autora.

Através dos resultados mostrados na Figura 41, € possivel observar
estatisticamente que em todos os casos (folhas, galhos e flores) é observada uma
elevada correlagdo positiva entre as analises.

Com a finalidade de verificar possivel agrupamento das fracdes com
propriedade semelhantes, os resultados de fendis totais, proantocianidinas e
flavonoides foram avaliados através da andlise de componente principal (PCA-
“principal component analysis”). Esta € uma técnica estatistica de analise
multivariada que permite avaliar um conjunto de dados com muitas variaveis. Nesta
analise se podem verificar as inter-relacbes entre um grande nimero de variaveis,
separando os individuos em grupos. Desta maneira, um grande numero de
informacdes € condensado em um conjunto menor de variaveis estatisticas com
perda minima das informacdes (SILVA et al., 2005, ARAUJO, 2010).

Neste contexto, todos os valores das analises de fendis totais,
proantocianidinas e flavonoides, de todas as fracGes, foram agrupados em uma
Gnica matriz, a qual foi processada pelo programa Statistica 7.0 a fim de obter as
componentes principais. No Apéndice D se encontra descrita a matriz de dados

utilizada e no Apéndice E estdo mostrados os valores das componentes principais.
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No grafico mostrado na Figura 42 é observada a contribuicdo, em
porcentagem, de cada componente principal. Sendo verificado que as componentes
principais PC1 e PC5 da matriz de covariancia explicam 93,23% do total da variancia
dos dados, podendo descrever os dados das analises. Assim, no grafico de PCA

mostrado na Figura 43 foram plotados os valores de PC1 versus PC5.

Figura 42 - Autovalores da matriz de covariancia.
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Fonte: autora.

Figura 43 - Analise da componente principal das analises do teor de fendis totais,

proantocianidinas e flavonoides das frag8es dos extratos das folhas, galhos e flores.
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Fonte: autora.
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Através do gréfico de PCA se pode verificar que os dados estudados sao
capazes de separar por similaridade as fracfes dos extratos de folhas, galhos e
flores, sendo possivel observar possivel similaridade daquelas fracdes presentes na
mesma regido. Verifica-se, portanto: similaridade entre os componentes de folhas,
galhos e flores particionados com diclorometano e hexano, uma vez que se
encontram na mesma regido do grafico; similaridade entre as fracfes de acetato de
etila; similaridade entre as fracdes n-butanol e metanol:dgua e, por fim, similaridade
entre as fracbes em agua.

Portanto, de maneira geral, a particdo liquido-liquido foi eficiente uma vez
qgue a analise de PCA mostrou que o fracionamento conseguiu separar compostos
dos extratos de flores, folhas e galhos com caracteristicas distintas de acordo com a
polaridade do solvente.

Outra concluséo interessante € que a similaridade observada pelo PCA entre
a fracdo n-butanol e metanol:dgua. Como discutido na Figura 34 (p. 98), o
rendimento de obtencdo das fragcbes em n-butanol é superior em relagdo ao acetato
de etila e 4gua, tanto nas folhas, como nas flores e galhos. Portanto, as fracdes em
metanol:dgua apresentaram caracteristicas semelhantes as da fracbes em n-

butanol.

4.2.6 Prospeccao fitoquimica e analise do espectro de UV

As fracdes do extrato das folhas e flores apresentaram o mesmo perfil de
prospeccao fitoquimica, os quais estdo mostrados na Tabela 26. Nesta tabela é
possivel verificar que ndo foi identificado alcaloides em nenhuma das fragBes. Além
disso, foi verificada a presenca de flavonoides nas fracbes com solventes de
polaridade maior, exceto a agua (sua polaridade muito elevada néo extrai
flavonoides). Portanto, os resultados da prospecc¢do fitoquimica se encontram de
acordo com os resultados mostrados na analise do teor de fendis totais,
proantocianidinas e flavonoides. Assim, as fracbes em acetato de etila e n-butanol,
oriundas da fracdo metanol:agua (fluxograma mostrado na Figura 34, p. 98), sao

promissoras no isolamento de compostos da classe dos flavonoides.
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Tabela 26 - Prospeccao fitoquimica do extrato e fracdes das folhas e flores de E. calycina.

Terpenos, Terpenos,
5 Flavonoides Alcaloides Terpenos e esteroides taninos,
FracGes esteroides fenol e flavonoides e
(folhas e acucar saponinas
flores) NP/ lodocloro i .
AICl3 . Dragendorff Lieberman Anisaldeido Vanilina
PEG platinado buchard
H - - - - + +
D - - - - + + +
MA +++ +++ - - + +++ +++
AE +++ +++ - - + +++ +++
B ++ ++ - - + ++ ++
A - - - - + + +

Nota: H: hexano, D: diclorometano, MA: metanol-agua, AE: acetato de etila, B: n-butanol,
A: dgua. Intensidade: + fraca, ++ média, +++ forte, - ausente.

No caso das fracdes do extrato dos galhos, assim como as fragcbes do
extrato das folhas e flores, também ndo se observou a presenca de alcaloides,
conforme pode ser vista na Tabela 27. Também né&o foi verificada a presenca de
flavonoides, utilizando os reveladores NP/PEG e AICls. Entretanto, quando a vanilina
foi utilizada como revelador, a presenca de taninos foi observada.

Os resultados apresentados pela prospeccédo fitoquimica para os galhos
estdo de acordo com as analises de fendis totais, proantocianidinas e flavonoides,
em que se observou a presenca elevada de fendis totais e proantocianidinas, mas

um valor muito baixo de flavonoides.

Tabela 27 - Prospeccao fitoquimica do extrato e fracdes dos galhos de E. calycina.

Terpenos e Terpenos,
. . Terpenos e esteroides taninos,
N Flavonoides Alcaloides . -
Fractes esteroides fenol e flavonoides
(galhos) acucar e saponinas
NP/ lodocloro i -
AICl3 ] Dragendorff Lieberman Anisaldeido Vanilina
PEG platinado buchard
H - - - - + + +
D - - - - + + +
MA - - - - +++ ++ +++
AE - - - - +++ ++ +++
B - - - - +++ + +++
A - - - - ++ + +

Nota: H: hexano, D: diclorometano, MA: metanol-agua, AE: acetato de etila, B: n-butanol,
A: agua. Intensidade: + fraca, ++ média, +++ forte, - ausente.

Assim como o revelador AICIl; utilizado na identificacédo de flavonoides, o
difenilboriloxietilamina (NP) do revelador NP/PEG depende da existéncia da
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carbonila no carbono C4 da estrutura do flavonoide para poder formar o composto a
ser observado apdés a reacdo, como mostrado na Figura 44. Portanto, com 0
revelador NP/PEG também néo é possivel identificar flavonoides do tipo flavanol e
taninos (estruturas mostradas na Tabela 23/p. 107 e na Figura 36/p. 101,

respectivamente).

Figura 44 - Reacao entre um flavonoide e o reagente difenilboriloxietilamina (NP).
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Fonte: adaptado de Kartnig e Gobel (1996).

O espectro de UV-VIS na regido entre 200-600 nm foi obtido das fracdes n-
butanol e acetato de etila do extrato das folhas, flores e galhos (Figura 45). Através
dos espectros de UV-VIS se verifica que as fracdes do extrato das folhas e flores
exibem um perfil de compostos das classes dos flavonoides, apresentando duas
bandas, uma em 330-385 nm e outra em 250-280 nm (BOHM, 1998). Entretanto, é
necessario ressaltar que séo flavonoides com carbonila no carbono C4. No caso dos
galhos, observa-se a presenca bem mais intensa da banda na regido 250-280 nm e
uma pouca intensa em 330-385 nm. Fato que comprova o resultado obtido de baixo
teor de flavonoides (Tabela 24, p. 108). Isto ndo exclui a possibilidade da presenca
de flavonoides do tipo flavanol. Além disso, a presenca da banda na regido 250-
280 nm caracteriza a presenca de taninos condensados, confirmando o elevado teor
de proantocianidinas observado na analise das fracdes dos galhos (Tabela 21, p.
105).
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Figura 45 - Espectro de UV-VIS (200-600 nm) das fragBes acetato de etila e n-butanol do

extrato das folhas, flores e galhos da E. calycina.
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Fonte: autora.

4.2.7 Analise da atividade antioxidante: sequestro do radical DPPH, sistema -

caroteno/ &cido linoleico, potencial de oxidag&o

Uma vez que extratos e fracOes das folhas, galhos e flores apresentaram um
elevado teor de compostos fendlicos, a atividade antioxidante de cada material foi
analisada. Esses compostos apresentam elevada atividade antioxidante por agir
como espécies sequestradoras de radical, que € estabilizado através de estruturas

de ressonancia no radical fenoxila formado (Figura 46).
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Figura 46 - Estruturas de ressonancia do radical fenoxila.

:0) HoH :0: :0:
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Fonte: autora.

Existe uma grande variedade de métodos para avaliar a atividade
antioxidante de um extrato ou composto isolado. Dentre eles se podem destacar 0s
métodos in vitro que sdo excelentes para identificar propriedades antioxidantes de
uma amostra. Evidentemente que uma andlise mais complexa in vivo € necessaria,
para que se estenda a atividade observada in vitro para organismos in vivo.
Entretanto, uma amostra que apresenta baixa atividade antioxidante in vitro
provavelmente ndo apresentara uma atividade melhor in vivo (ARUOMA, 1999 apud
VIGNOLI; BASSOLI; BENASSI, 2012). Fato que mostra quao importante é a
caracterizacao inicial do material in vitro.

As andlises da atividade antioxidante podem ser realizadas por métodos
diretos e indiretos. Nos métodos diretos, como o sistema p-caroteno/acido linoleico,
a atividade antioxidante é avaliada em um sistema de degradacdo oxidativa. Neste
método, € utilizada uma sonda oxidavel que compete com antioxidantes na
degradacédo de radicais gerados in situ. Nos métodos indiretos, a habilidade de um
antioxidante em sequestrar radicais livres é analisada. Neste método séo utilizados
radicais estaveis como DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) e ABTS J[acido 2,2-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] os quais ndo estdo associados a
degradacdo oxidativa. Neste caso a atividade antioxidante é determinada pela
atividade doadora de hidrogénio e, portanto, antiradicalar (ROGINSKY; LISSI, 2005).

A analise da atividade antioxidante dos extratos e fracdes da E. calycina
foram realizadas pelo método indireto do sequestro de radical DPPH, pelo método
direto do sistema [B-caroteno/acido linoleico e, além disso, verificou-se também o
potencial de oxidacao via voltametria por pulso diferencial (VPD).

Na andlise da atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH, a
reacdo entre os compostos fendlicos e o radical DPPH pode ocorrer por dois tipos
de mecanismos: transferéncia de hidrogénio atomico (“hydrogen atom transfer” —
HAT) ou perda sequencial de préton na transferéncia de elétron (“sequential proton
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loss electron transfer” — SPLET). Na Figura 47 se encontram descritos os dois

mecanismos.

Figura 47 - Mecanismo de reacao entre o radical DPPH e os compostos fendlicos.

HAT
ArOH + DPPH — ArOe+ DPPH-H

offw e

] SPLET _
AtO" + DPPH ——»ArO*+ DPPH

Fonte: Liu (2010)

No mecanismo HAT é medida a capacidade de um antioxidante sequestrar
radicais livres pela doacdo de hidrogénio para o DPPH radical (PRIOR; WU,
SCHAICH, 2005). Neste mecanismo, através da quebra homolitica da ligacdo O-H, o

atomo de hidrogénio do grupo hidroxila do fenol é transferido para o radical DPPH,
formando um radical fenoxila (ArO") e um composto de coloracdo amarela H-DPPH

(hidrazina correspondente).

No mecanismo SPLET é medida a capacidade do anion fendxido (ArO’) de
transferir um elétron ao radical DPPH (FOTI; DAQUINO; GERACI, 2004,
LITWINIENKO; INGOLD, 2007, LIU, 2010). Neste mecanismo, a hidroxila do grupo
fendlico é inicialmente desprotonada, formando o &nion fenéxido (ArO’). O &nion

fenoxido doa um elétron ao radical DPPH, formando o radical fenoxila (ArO") e o

anion DPPH". O anion DPPH" doa seu par de elétrons a um H* presente no meio
reacional, formando a hidrazina DPPH-H.

O mecanismo € dependente do solvente e do pH do meio reacional. Em
solventes ionizantes, tais como metanol e etanol, o passo determinante para esta
reacao é a rapida transferéncia de elétrons do anion fenoxido ao radical DPPH pelo
mecanismo SPLET. Neste tipo de solvente, o sequestro do radical pelo ArOH
(mecanismo HAT) é muito lento devido a fortes ligag6es de hidrogénio do solvente.
J4 em solventes ndo ionizantes ou na presenca de &cidos, 0 mecanismo sera
preferencialmente por HAT (LITWINIENKO; INGOLD, 2004).
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A andlise da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical
DPPH esta baseada na medida do consumo do radical DPPH pelo extrato ou fracéo.
O monitoramento é realizado através de um espectrofotdbmetro no qual € medido o
decréscimo da absorbéancia do radical DPPH.

Na Figura 48 € mostrado o espectro de absorcdo do radical DPPH e do
produto formado, correspondente hidrazina DPPH-H, ap6s reacdo com
antioxidantes. Nesta figura é possivel observar que, o radical DPPH apresenta
méaximo de absorcdo em comprimento de onda no qual a hidrazina DPPH-H
apresenta minimo de absorc&o. Assim, o monitoramento da absorbancia na analise

da atividade antioxidante é realizado nessa regido (517 nm), evitando, portanto,

possivel interferéncia da hidrazina DPPH-H na absor¢éo do radical DPPH.

Figura 48 - Espectro de absor¢éo do radical DPPH e da hidrazina formada.

Absorbancia

300 340 380 420 460 500 540 480 620 660
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Fonte: adaptado de Pérez e Aguilar (2013)

O resultado da andlise da atividade antioxidante pelo sequestro do radical
DPPH foi expresso em concentragdo eficiente, CEsp, que € a concentracdo de
extrato ou fracdo necessaria para reagir com 50% do radical DPPH. Portanto,
guanto menor esse valor, melhor é a atividade antioxidante. O valor da porcentagem
de consumo do radical DPPH (AA) é obtido pela Equacéo 1 do Item 3.6.7.1 (p. 62).
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O CEsp € obtido da regresséo linear da curva analitica do grafico da concentracao de

amostra versus AA, como ilustrado na Figura 49.

Figura 49 - Esquema representativo do calculo do CEsg.

Absao AA = DPPHsequestrado (0/0)= (AbSO - AbSn)n=1_4 x 100
0] Abso
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Fonte: autora. Nota: a) espectro de absorcdo do radical DPPH (Absy) e da amostra mais
radical DPPH apos 1 hora de reacdo, em concentragdes de amostra que variam de 1 a 4
(Abs;.4); b) formula geral de célculo da porcentagem de consumo do radical DPPH; c)
grafico da porcentagem de consumo do radical DPPH para cada concentracdo da amostra
(AA1.4) versus a respectiva concentracdo de amostra (C1.4).

A Tabela 28 apresenta os valores de CEsy da analise de sequestro do
radical DPPH para os extratos das folhas, galhos e flores. Nesta tabela é possivel
verificar que os galhos e as flores apresentam maior atividade antioxidante (menor

CEso) em relagéo ao extrato das folhas.

Tabela 28 - Valores de CEsp da andlise da atividade antioxidante pelo método de sequestro

do radical DPPH dos extratos de folhas, galhos e flores da E. calycina.

DPPH (CEso, ng mL™)

Folhas 19,7+1,3
Galhos 7,5+0,52
Flores 7,8+1,02
BHT* 6,110,228

Nota: as analises com as mesmas letras ndo mostraram diferenca
significativa entre as médias pelo teste de Tukey a 5% para 0 mesmo
ensaio. Foi obtido p<0,01 para todas as correlacées com médias diferentes.

Além disso, verifica-se também que o CEs obtido para os extratos de galhos

e flores sdo bem préximos (ndo apresenta diferenca significativa) ao CEso do BHT,
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gue é um antioxidante sintético e utilizado como padréo positivo. Isto mostra quao
promissor sao os extratos das flores e galhos.

Segundo Reynertson, Basile e Nennely (2005), a intensidade da atividade
antioxidante pode ser correlacionada com o valor obtido de CEsy conforme mostrado
na Tabela 29.

Tabela 29 - Correlagéo entre os valores de CEsp e a intensidade da atividade antioxidante.

DPPH (CEsg, ug mL™) Intensidade da atividade antioxidante
<50 Elevada
50-100 Moderada
100-200 Baixa
> 200 Inativa

Portanto, o extrato das folhas também apresentou excelente atividade
antioxidante. Assim, pode-se considerar que as folhas, flores e galhos da E. calycina
€ uma fonte promissora de compostos antioxidantes.

Outras espécies de Eugenia ja foram avaliadas quanto a atividade
antioxidante pelo método do radical DPPH e, de maneira geral, apresentam, elevada
atividade, entretanto E. calycina apresenta melhor atividade em relacdo a algumas
espécies. Observa-se na literatura que o extrato em metanol:dgua (1:1) da casca da
E. polyantha (LELONO; TACHIBANA, 2013) por exemplo, apresenta CEsy de
180 pg mL™. O extrato em acetato de etila das folhas de E. uniflora apresenta CEs
de 23,8ugmL™ e de E. malaccensis 151,6 png mL™* (FIGUEIRO et al., 2013). O
extrato das folhas de E. jambolana em etanol 95% apresentou CEs de 25,4 pg mL™
(SANTOS et al., 2010).

Na Tabela 30 se encontram os valores de CEsp da andlise da atividade
antioxidante pelo sequestro do radical DPPH para as fracbes dos extratos das

folhas, galhos e flores.
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Tabela 30 - Valores de CEsg da analise da atividade antioxidante pelo método de sequestro

do radical DPPH das fracfes dos extratos de folhas, galhos e flores da E. calycina.

DPPH (CEso, ng mL™)

Fragoes Folhas Galhos Flores
hexano 264,145,3 53,8+3,6 222,6+3,6
diclorometano 58,210,1 21,0£0,3 87,2+0,8
metanol:agua 9,8 +0,8 5,8+0,5" 6,1+0,2°
acetato de etila 6,4+0,82 4,2+0,5° 5,0+0,2°
n-butanol 8,0+0,22 5,4+0,7° 6,1+0,7°¢
agua 56,610,1 27,0£3,0 19,2+0,3

Nota: as andlises com as mesmas letras ndo mostraram diferenca significativa
entre as médias pelo teste de Tukey a 5% para o0 mesmo ensaio. Foi obtido
p<0,01 para todas as correlacdes com médias diferentes.

Através destes resultados € possivel observar que para todas as partes da
planta analisada, a fracado acetato de etila e n-butanol apresentam os menores CEsp
e, portanto, melhor atividade antioxidante. Sendo que o CEsy observado é
comparavel ao do BHT, apresentando, portanto excelente atividade antioxidante.
Este fato mostra que essas particoes sao promissoras no isolamento de compostos
com excelente atividade antioxidante.

Comparando a atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical
DPPH com as analises de fendis totais, proantocianidinas e flavonoides realizadas,
verifica-se que quanto maior o teor, menor o CEsp, logo maior a atividade
antioxidante.

Fato que sugere correlagdo positiva entre as andlises. Isso € comprovado
estatisticamente observando os excelentes coeficientes de correlacdo obtidos pelo

meétodo de Pearson, mostrados na Figura 50.
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Figura 50 - Coeficiente de correlacéo entre os metodos DPPH, fendis totais (FT), flavonoides

(Flav) e proantocianidinas (P).

DPPH-Flav (Flores) | 0,983
DPPH-P (Flores) |0,930
DPPH-FT (Flores) | 0,977
DPPH-Flav (Galhos) | 0,754
DPPH-P (Galhos) |0.964
DPPH-FT (Galhos) | 0,972
DPPH-Flav (Folhas) | 0,984
DPPH-P (Folhas) 0,976
DPPH-FT (Folhas) | 0,986
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Nota: a correlagdo foi realizada pelo método de Pearson através do
Programa Sigma Plot 11.0. Foi obtido p<0,01 para todas as correlagfes.
FT: fendis totais; P: proantocianidinas; Flav: flavonoides. Fonte: autora.

Os extratos e as fragbes das folhas, galhos e flores foram também
submetidos a analise eletroquimica por voltametria de pulso diferencial (VPD). Sabe-
se que compostos fendlicos sdo eletroativos, ou seja, sdo agentes redutores
(facilmente oxidados por eletrodos inertes). Assim, sabendo da presenca de
compostos fendlicos nas amostras (comprovada pelas analises realizadas), se torna
interessante a correlacdo entre os dados eletroquimicos (o potencial de oxidagéo e a
intensidade de carga) com a atividade antioxidante, realizada pelo método
espectrofotométrico do sequestro do radical DPPH. Com relacdo ao potencial de
oxidacdo, quanto maior € o seu valor, menor o poder doador de elétrons, portanto
menor a atividade antioxidante da amostra analisada. Com relagdo a carga, quanto
maior a sua intensidade no pico de oxidacdo, maior é a quantidade de compostos
gue oxidam neste potencial (ALVES et al., 2010).

A voltametria de pulso diferencial (VPD) consiste na aplicagédo de pequenos
pulsos de potencial com amplitude constante (10-100 mV). Nesta técnica é medida a
corrente ao longo do tempo apds a aplicacdo de cada pulso. A corrente obtida do

experimento € na verdade uma diferenca entre as correntes medidas antes (I1) e
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final do pulso (I;). Uma caracteristica especial desta técnica € justamente a
separacao destas correntes, que permite remover a corrente capacitiva (I, oriunda
da dupla camada elétrica na interface do eletrodo-eletrélito) da corrente Faradaica
(resultante da reacdo de oxidacdo de interesse). Como resultado se obtém um
aumento significativo da sensibilidade das analises.

Os parametros importantes da técnica de VPD séo: “pulse amplitude” que é
altura do pulso de potencial; “pulse width” (tous) que € duragéo do pulso, “step
potential” (Eswep) que é o degrau de potencial e o “sampling period” que é o tempo de
coleta da corrente. Esses parametros se encontram ilustrados na Figura 51
(GULABOSKI; PEREIRA, 2008, PACHECO et al., 2013).

Os valores de potencial de oxidagao, corrente do pico de oxidacdo e carga
sdo dados obtidos da andlise eletroquimica que podem ser utlizados na
caracterizacdo do material avaliado.

As técnicas eletroguimicas apresentam como grande vantagem o fato de
nao requerer utilizacdo de compostos reativos, uma vez que os dados séo obtidos
do comportamento eletroquimico da amostra. Além disso, amostras turvas ou muito
coloridas podem ser analisadas sem tratamento prévio. Entretanto, uma
desvantagem da andlise € a necessidade em se limpar frequentemente o eletrodo
de trabalho para manter sua sensibilidade, ja que pode ocorrer adsor¢cdo de
compostos na superficie do eletrodo (MAGALHAES et al., 2008).

Figura 51 - Voltametria por pulso diferencial: a) perfil da aplicacdo de potenciais em pulso, b)

voltamograma.
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Fonte: Gulaboski e Pereira (2008).
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Trabalhos tém avaliado a relacao entre atividade antioxidante e o potencial e
oxidacdo de flavonoides (YANG et al., 2001, BLASCO et al., 2007, ZHANG et al.,
2011). Nestes estudos, verifica-se que a grandeza do potencial de oxidacdo dos
flavonoides depende: da presenca de grupo o-di-hidroxila no anel B; da dupla
ligacdo entre os carbonos C2-C3 em conjugacdo com uma carbonila no carbono C4
e da presenca de grupos OH nos carbonos C3 e C5 (anel A) (YANG et al., 2001).
Assim, a presenca desses requisitos faz com que o potencial de oxidagao se torne
menor, sendo, portanto, maior a atividade antioxidante do composto (TIMBOLA et
al., 2006, SANTOS; MAZO; CAVALHEIRO, 2008).

Na Figura 52 se encontra a reacdo de oxidacdo da quecetina com formacéao

da quinona correspondente.

Figura 52 - Reacao de oxidacdo da quercetina.

OH O

Fonte: adaptado de Timbola e outros (2006).

Neste contexto, os extratos e as fracdes das folhas, flores e galhos foram
analisados por voltametria de pulso diferencial. Na Tabela 31 se encontram o0s
potenciais de oxidacdo obtidos. Verifica-se que, em ambos os tampdes, o potencial
de oxidacgao das folhas, seja do extrato ou fragcdes, encontra-se superior ao potencial
encontrado nas flores e nos galhos. Fato que confere com a atividade antioxidante,
na qual o CEsp das folhas é superior ao das flores e galhos, apresentando, portanto,

menor atividade antioxidante que as flores e os galhos.
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Tabela 31 - Potencial de oxidacdo observado pela voltametria por pulso diferencial dos

extratos e fragBes, analisados em tampéo acetato e fosfato.

Potencial (mV)

Folhas Galhos Flores
TA TF TA TF TA TF
Extrato 408+3 254+3 333+2 162+1 352+3 174+1
H 406+7 25642 348+1 164+1 33417 1763
D 408+1 258+1 336+1 162+1 394+7 174+1
MA 406+3 252+1 34046 168+1 35416 178+3
AE 404+3 234+1 334+4 16513 35043 174+1
B 410+3 25643 354+1 162+1 38416 172422
A 394+3 234+3 3362 164+3 334+3 172+20

Nota: TA: tampéo acetato, TF: tampéao fosfato, H: hexano, D: diclorometano, MA: metanol-
agua, AE: acetato de etila, B: n-butanol, A: agua.

Na Tabela 32 se encontram as cargas obtidas pela VPD para os extratos e

fracOes das folhas, galhos e flores.

Tabela 32 - Carga do pico de oxidacdo observado pela voltametria por pulso diferencial dos

extratos e fracdes, analisados em tampao acetato e fosfato.

Carga (uC)
Folhas Galhos Flores
TA TF TA TF TA TF

Extrato  31,30,7 19,3+0,6  33,3+1,8° 37,2+0,9°  72,1+0,7  72,6%1,0°

H 0,37+0,01  0,11#0,1 4,1+0,4  13,5#1,1 6,3+0,3 5,1+1,1

D 15,4+0,6 10,2+0,1 8,240,2  27,6+0,3°  16,2+0,6 12,9+0,7
MA 41,9+0,1*  38,5+2,0° 350+2,0° 40,3+1,1° 141,0+0,6' 77,0+0,8°
AE 46,6+0,7 432+0,4  40,9+32  499+2,4 1452+18"  755+3,9°
B 43,6+0,5°  41,0+¢1,0° 34,2+25° 39,8+0,8° 141,1+3,2" 75,5+1,7°
A 26,30,5 24,5+0,9  31,3+1,6° 30,0+0,8° 110,0+12,5 77,1+0,4°

Nota: as andlises com as mesmas letras ndo mostraram diferenca significativa entre as
médias pelo teste de Tukey a 5% para 0 mesmo ensaio. Foi obtido p<0,01 para todas as
correlagcbes com médias diferentes. TA: tampao acetato, TF: tampao fosfato, H: hexano, D:
diclorometano, MA: metanol-agua, AE: acetato de etila, B: n-butanol, A: agua.

Na Tabela 32 se pode verificar que o extrato das flores apresenta maior
intensidade da carga em relagéo ao extrato das folhas e dos galhos. Isto significa a
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presenca de um maior nimero de compostos que oxidam neste potencial.
Observando as particbes, constata-se que a de acetato de etila e n-butanol se
destacam em relacdo as outras particdes, mostrando que nestes solventes foram
extraidas maior quantidade de compostos que oxidam neste potencial. Fato que
explica, portanto, a maior atividade antioxidante observada nestas fracoes.

Na Figura 53 estdo mostrados os coeficientes de correlagcdo entre as

analises, sendo possivel verificar forte correlagéo (| r | =0,6-0,9) de modo geral.

Figura 53 - Coeficiente de correlacdo entre os métodos de voltametria por pulso diferencial
(VPD), DPPH, fenqis totais (FT), flavonoides (Flav) e proantocianidinas (P).
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Nota: a correlacao foi realizada pelo método de Pearson através do Programa Sigma Plot
11.0. Foi obtido p<0,01 para todas as correla¢des. Fonte: autora.

Como as fracdes em acetato de etila, n-butanol e 4gua apresentaram maior
atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH e maior densidade
de carga pela voltametria de pulso diferencial, a atividade antioxidante delas foi

entdo avaliada in vitro pelo método direto do sistema B-caroteno/acido linoleico.
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Neste método, o acido linoleico em presenca de oxigénio e uma temperatura de no
maximo 50 °C forma o radical peroxila (LOUREIRO; DI MASCIO; MEDEIROS,
2002), como mostrado na Figura 54. Este radical reage com o -caroteno resultando
na estabilizacdo do radical através de estruturas de ressonancia. Isso resulta no
descoramento (ou “branqueamento”) da solugdo, uma vez que a solucdes de -
caroteno é amarela. A presenca de outros compostos antioxidantes faz com que
estes reajam competitivamente com o radical peroxila, reduzindo o consumo do f3-

caroteno.

Figura 54 - Andlise da atividade antioxidante pelo sistema p-caroteno/acido linoleico: a)
oxidacdo do acido linoleico gerando radical hidroxila; b) formacao de radical na estrutura do

B-caroteno; b) estruturas de ressonancia estabilizadoras do radical no -caroteno.
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Fonte: autora.

Portanto, neste método o consumo de -caroteno é monitorado através do
decréscimo da absorbancia da solucao contendo B-caroteno e &cido linoleico. Essas
medidas foram realizadas em um espectrofotometro UV-Vis no comprimento de
onda de maxima absorcdo df -caroteno (470 nm). Foram utilizadas diferentes
concentracbes de fracdes para calcular o CEsp, que € a concentracdo de amostra
necessaria para inibir 50% o consumo do B-caroteno (conforme foi explicado para o

método de sequestro do radical DPPH).
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A Tabela 33 mostra os resultados de CEsp da atividade antioxidante pelo
sistema -caroteno/acido linoleico das fracbes em acetato de etila, n-butanol e agua

dos extratos das folhas, galhos e flores.

Tabela 33 - Valores de CEs, da analise da atividade antioxidante pelo sistema [-
caroteno/acido linoleico das fragbes em acetato de etila, n-butanol e 4gua dos extratos das

folhas, galhos e flores.

Folhas Galhos Flores
acetato de etila 43,4+2,3 22,61+0,8 34,8+0,5
n-butanol 56,6+1,0 49,8+2,6 28,6+0,9
agua 133,3+15,2 147,1+5,8 51,5+0,9

Nota: as andlises mostraram diferenca significativa entre as médias pelo
teste de Tukey a 5% para o mesmo ensaio. Foi obtido p<0,01 para todas
as correlagbes com médias diferentes. Controle positivo: BHT (CEsp=
4,9+0,1 ug mL™Y).

Observando os resultados mostrados na Tabela 33 se pode verificar que,
novamente, as flores e os galhos apresentam maior atividade em relacéo as folhas.
Além disso, observa-se que pelo sistema B-caroteno/acido linoleico, as fracdes em
acetato de etila e em n-butanol também apresentaram elevada atividade
antioxidante (CEso<50). Assim, o isolamento de substancias com atividade
antioxidante se torna interessante para essas fracoes.

Os valores da atividade antioxidante pelo método do sistema -
caroteno/&cido linoleico foi comparado com os métodos de sequestro do radical
DPPH, voltametria por pulso diferencial, teor de fendis totais, proantocianidinas e
flavonoides através do coeficiente de correlacédo de Pearson (Figura 55). De maneira
geral, nesta andlise se pode verificar excelente correlacéo, através de coeficientes
bastante elevados. No caso das flores, entretanto, observa-se coeficientes de
correlacdo um pouco menores entre as analises de fendis totais e proantocianidinas
com o sistema p-caroteno/acido linoleico. Provavelmente, isso ocorre porque
enquanto a fracdo acetato de etila apresenta elevado teor de fendis totais,
proantocianidinas e flavonoides, na andlise da atividade antioxidante pelo sistema (-
caroteno/acido linoleico foi observado que a fracdo n-butanol apresentou melhor
resultado, fato que influenciou em um coeficiente de correlacdo mais baixo. Ainda

com relacéo as flores, quando os valores da analise pelo sistema [-caroteno/acido
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linoleico sdo comparados com o sequestro de radical DPPH e VPD, observa-se uma
melhora do coeficiente de correlacdo. Isso se deve ao fato dos valores obtidos nas
andlises de DPPH e VPD néo apresentarem diferenca significativa entre as fracdes
em acetato de etila e n-butanol, corroborando com a andlise pelo sistema f-

caroteno/acido linoleico.

Figura 55 - Coeficiente de correlacdo entre a atividade antioxidante pelo sistema -

caroteno/acido linoleico, sequestro do radical DPPH, teor de fendis toais (FT),
proantocianidinas (P) e flavonoides (Flav).
B-caroteno-VPD(fosfato) (Flores) T ] 0,756
p-caroteno-VPD(acetato) (Flores) T ]0,766
p-caroteno-Flav (Flores) T ] 0,741
p-caroteno-P (Flores) T ] 0,521
p-caroteno-FT (Flores) T | 0,698
p-caroteno-DPPH (Flores) | ] 0,778
p-caroteno-VPD(fosfato) (Galhos) |/ ] 0,977
B-caroteno-VP D(acetato) (Galhos) | ] 0,876
B-caroteno-Flav (Galhos) T | 0,957
p-caroteno-P (Galhos) T ] 0,954
B-caroteno-FT (Galhos) | 10,894
B-caroteno-DPPH (Galhos) | ] 0,877
p-caroteno-VPD(fosfato) (Folhas) T ] 0,953
p-caroteno-VPD(acetato) (Folhas) | ] 0,961
p-caroteno-Flav (Folhas) T 10,990
p-caroteno-P (Folhas) T ] 0,994
B-caroteno-FT (Folhas) | | 0,965
p-caroteno-DPPH (Folhas) | | 0,083
0,0 0:2 0:4 0:6 0:8 1,I0
Coeficiente de correlagao

Nota: a correlacao foi realizada pelo método de Pearson através do Programa
Sigma Plot 11.0. Foi obtido p<0,01 para todas as correlagdes. Fonte: autora.

4.2.8 Atividade inibidora de enzima a-amilase

Conforme foi abordado no referencial teorico, a atividade inibidora de o-
amilase pode ser uma opcéo para o tratamento de doencas relacionadas a digestao
de carboidratos, como diabetes, obesidade, hiperlipidemia e até doencas orais. Além
disso, se torna também atrativa a aplicacdo em controle de insetos. Os compostos
fendlicos como flavonoides e taninos tém mostrado atividade inibidora de a-amilase,
fato que tem explicado o controle glicémico de pacientes que fazem o uso de
alimentos ricos em compostos fendlicos (SILVA; SILVA, 1999, LO PIPARO et al.,
2008).
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A determinacdo da atividade inibidora de a-amilase pode ser realizada por
dois métodos cinéticos diferentes. Ambas se baseiam na incubacao dos inibidores
com a enzima e na identificacdo da inibicdo utilizando grupos croméforos, que serdo
monitorados através da medida do comprimento de onda do cromo6foro em um
espectrofotdmetro. Entretanto, o que distingue os dois métodos estad em quem sera
detectado.

Uma das metodologias desta analise envolve a determinacdo de acucares
redutores que foram formados apds a hidrélise do carboidrato. Portanto, nesta
técnica sdo incubados os inibidores, a enzima o-amilase e o carboidrato, apds
determinado periodo, um reagente cromoforo € adicionado, o qual reagira com o
acucar redutor gerado da hidrélise do carboidrato, resultando um produto com
determinada cor. Os reagentes utilizados como cromoéforos séo: cobre alcalino,
ferricianeto alcalino, solucéo de iodeto/iodo (Kl/l,) e &cido 3,5-dinitrossalicilico (DNS)
(ROBYT; ACKERMAN; KENG, 1972, MARSHALL; LAUDA, 1975, KUSANO et al.,
2008, SUDHA et al., 2011, ADISAKWATTANA et al., 2012, GOPINATH et al., 2013).

A outra metodologia de determinacdo da inibicdo da enzima oa-amilase
envolve a incubacdo apenas dos inibidores com a enzima. Apos determinado
periodo sdo adicionados substratos cromogénicos. Estes substratos sao derivados
de p-nitrofenol de oligossacarideos, como CNP-G3 (2-cloro-4-
nitrofenilmaltotriosideo) (FOO; BAIS, 1998, AL-DABBAS et al., 2006), GalG2-CNP
(2-cloro-4-nitrofenilmaltosideo) (KANDRA et al., 2004, ZAJACZ et al., 2007,
GOUVEIA et al., 2014) e pNPM (p-nitrofenilmaltopentaglicosideo) (LEE; HAN, 2012,
LEE et al., 2012). Neste método, a enzima a-amilase, que néo foi inibida, catalisa a
hidrolise do substrato, liberando o grupo cromoforo p-nitrofenol e os acucares.
Através da medida da absorbéancia do grupo cromoforo liberado, em comprimento de
onda especifico, o teor de inibicdo da enzima é determinado.

A determinacédo da atividade inibidora de a-amilase pelos extratos e fracbes
da E. calycina foi realizada pelo método cinético de sua reacdo com o substrato
GalG2-CNP. Este método se baseia na hidrélise do substrato GalG2-CNP pela
enzima a-amilase, liberando o composto 2-cloro-4-nitrofenol (CNP) de cor amarela e
maltose (Gal-G2) (Figura 56). A velocidade de formacédo do CNP foi acompanhada

através da medida do comprimento de onda maximo do CNP em 405 nm.
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Figura 56 - Substrato GalG2-CNP: estrutura (a) e hidrolise (b).
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Fonte: autora.

Na Tabela 34 estdo mostradas as porcentagens de inibicdo de o-amilase
pelos extratos, sendo observado que as folhas e as flores apresentaram maior agao
inibidora em relacdo aos galhos. Provavelmente a presenca dos compostos

fendlicos nos extratos analisados sdo o0s responsaveis pela inibicdo observada.

Tabela 34 - Inibicdo de a-amilase pelos extratos das folhas, galhos e flores.

Inibic&o (%)

Folhas 99,2+0,12
Galhos 95,2+0,2
Flores 98,9+0,32
Acarbose 99,6+0,22

Nota: as analises com as mesmas letras ndo mostraram diferenca
significativa entre as médias pelo teste de Tukey a 5% para o
mesmo ensaio. Foi obtido p<0,01 para todas as correlacbes com
médias diferentes.

O potencial inibidor das frac6es dos extratos também foi analisado (Tabela
35). Observando os resultados mostrados, verifica-se que as fracdes acetato de etila
e n-butanol se destacam nos trés extratos fracionados. Este fato também esta de
acordo com as andlises anteriores, que mostram que essas particbes apresentam

maior teor de compostos fendlicos e maior atividade antioxidante.
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Tabela 35 - Inibicdo da a-amilase pelas fracBes dos extratos das folhas, galhos e flores.
Inibicdo (%)

Fracbes

Folhas Galhos Flores

hexano 13,4+2,1 16,7+2,3 4,9+0,5
diclorometano 18,8+4,0 28,5+0,4 11,2+1,2
metanol:agua 92,4+1,12 94,610,1b 91,7+0,5°
acetato de etila 89,5+0,5 84,9+1,4 89,2+0,2
n-butanol 87,7+2,92 96,9+0,3" 93,8+0,2°

Agua 24,8+5,1 44,5+1,3 1,5+0,8

Nota: as analises com as mesmas letras ndo mostraram diferenca significativa
entre as médias pelo teste de Tukey a 5% para 0 mesmo ensaio. Foi obtido
p<0,01 para todas as correlagbes com meédias diferentes. Controle positivo
(acarbose): 99,6+0,2.

A atividade inibidora das fracdes acetato de etila, n-butanol e 4gua, oriundas
das fracbes metanol:dgua e o0s extratos foram analisadas em diferentes
concentragbes, com a finalidade de obter o CEsp (concentragcdo necessaria para
inibir 50% da enzima). Na Tabela 36 estdo mostrados os resultados obtidos de CEsp

para as fracOes analisadas.

Tabela 36 - CEg, da atividade inibidora da a-amilase pelas fracdes dos extratos das folhas,

galhos e flores.

Inibicso (CEso, pg mL™)

Folhas Galhos Flores
Extrato 17,9+0,32 25,1+0,4 3,5+0,1°
acetato de etila 8,8+0,1 16,1+0,4° 2,1+0,1¢
n-butanol 11,7+0,42 12,740,1° 1,8+0,1°
Agua 51,4+8,6 22,2+0,2 14,3+1,8

Nota: as analises com as mesmas letras ndo mostraram diferenga significativa
entre as médias pelo teste de Tukey a 5% para 0 mesmo ensaio. Foi obtido
p<0,01 para todas as correlagbes com médias diferentes. Controle positivo
(acarbose): 0,013+0,003 pg mL™.

Com relacdo aos extratos, verifica-se que o das flores se destaca com
menor CEsp, portanto maior sua atividade inibidora. Entretanto os galhos apresentam
um pouco inferior as folhas e flores. No caso das fracdes, de maneira geral é

observada a mesma tendéncia.
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Outras espécies de Eugenia tém mostrado inibicdo da enzima a-amilase. O
extrato das folhas de E. Jambolana apresenta CEso de 133,0 ug mL™ (KUMAR et al.,
2013b); E. punicifolia com CEs, de 122,8 pug mL? (GALENO et al., 2014); E.
dysenterica com CEsp de 14,93 ug mL™ (DE SOUZA et al., 2012).

Na literatura séo observados estudos sobre a influéncia da estrutura dos
compostos fendlicos na inibicdo da enzima o-amilase. Para compreender essa
interacdo é necessario antes compreender como se processa a clivagem das
ligagGes glicosidicas pela enzima a-amilase.

O sitio ativo da enzima a-amilase envolvido na hidrélise de ligacbes
glicosidicas apresenta grupos carboxilicos. Tem sido sugerido que o sitio nucleofilico
da enzima se liga ao substrato no centro anomérico do agucar, formando um estado
de transicdo. Neste passo, 0 substrato € removido por clivagem na unidade
glicosidica. Num segundo passo, uma molécula de 4gua ataca o centro anomérico
para quebrar a ligagdo covalente entre sitio e o substrato, resultando na entrada de
um grupo OH no carbono anomeérico. Assim, pode-se dizer que a reagao ocorre por
um mecanismo tipo Sy2, mostrado na Figura 57 (KURIKI; IMANAKA, 1999,
MURALIKRISHNA; NIRMALA, 2005, LO PIPARO et al., 2008).

Figura 57 - Mecanismo proposto de clivagem da ligagdo glicosidica pelo sitio ativo da

enzima a-amilase.
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Fonte: Kuriki e Imanaka (1999).

A acarbose, utilizada como controle positivo, apresenta em sua estrutura um
nitrogénio ligado ao carboidrato na posicao a-1,4 (Figura 58). Ela age como inibidora

da enzima devido a forte interacdo entre os sitios ativos da enzima a-amilase e o
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anel cicloexeno insaturado e o nitrogénio da ligacdo N-glicosidica que imitam o
estado de transicdo para a clivagem enzimatica das ligacbes glicosidicas de
carboidratos (SALES et al., 2012).

Figura 58 - Estrutura da acarbose.
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Fonte: autora.

No caso dos flavonoides, pesquisas tém mostrado que ligacdes de
hidrogénio entre os grupos OH e os sitios ativos da enzima sdo responsaveis pela
inibicdo da a-amilase. Além disso, a estrutura de anel planar condensado, devido a
presenca de carbonila no carbono C4 e dupla ligacdo entre os carbonos C2 e C3,
permite a formacdo de um sistema 1 altamente conjugado, o que eleva a atividade
inibidora do flavonoide. Assim, a glicosilacdo do grupo OH, metilacdo ou
metoxilacdo, e a hidrogenacao da ligagao dupla entre os carbonos C2 e C3, diminui
a inibicdo da a-amilase (LO PIPARO et al., 2008, XIAO et al., 2012).

Em relacdo as inibicdes apresentadas pelos extratos da E. calycina, verifica-
se primeiramente que o elevado teor de flavonoides contendo carbonila na posicéo
4, observado nas flores e folhas, explicam a elevada inibicdo encontrada. Com
relacdo aos galhos, conforme discutido anteriormente, os taninos condensados
(proantocianidinas) presentes ndo apresentam a carbonila no carbono C4 da
estrutura do flavonoide e a dupla ligacdo entre os carbonos C2 e C3, o que poderia
explicar uma menor atividade inibidora destes compostos e, portanto, um CEsg
maior. Entretanto, esta inibicAo ndo & tdo menor assim, pois de acordo com 0s
estudos de Xiao e outros (2012), as proantocianidinas apresentam inibicdo maior
gue seus mondmeros. Dessa forma, como foi observado elevado teor desta classe
de compostos, justifica-se a atividade inibidora do extrato e particdes dos galhos.

4.2.9 Isolamento e caracterizagdo de compostos bioativos no extrato das folhas
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As analises realizadas mostraram que as fracfes acetato de etila e n-butanol
do extrato das folhas apresentaram o0s melhores resultados, tornando-se
promissoras no isolamento de compostos bioativos. Na analise estatistica da
componente principal (PCA) foi verificado que a fracdo acetato de etila se distingue
da fracdo n-butanol, revelando diferencas entre as fragcdes que podem ser quanto a
composicao e/ou teor de compostos fendlicos. Na analise por CCD utilizando como
fase estacionaria silica gel e como eluente da fase mével uma mistura de acido
férmico:acido acético:acetato de etila:agua (1,1:1,1:10:2,6), foi observado que a
fracdo mais promissora para o isolamento de compostos foi a acetato de etila
(FOE98-AE).

Apés o fracionamento desta fracdo em sephadex-LH20 (item 3.6.9, p. 68) e
andlise do perfil cromatografico por CCD, as fracdes foram reunidas em 7 grupos:
FOE98-AE1l, FOE98-AE2, FOE98-AE3, FOE98-AE4, FOE98-AE5, FOE98-AE6 e
FOE98-AE7. A atividade antioxidante dessas fracdes foi analisada pelo método de

sequestro do radical DPPH. Os resultados se encontram na Tabela 37.

Tabela 37 - Valores de CEso da analise da atividade antioxidante pelo método de sequestro

do radical DPPH das fra¢des da coluna cromatografica das folhas.

DPPH (CEso, ng mL™)

FOE98-AE1l 106,8+0,7
FoE98-AE2 44,6+0,8
FoE98-AE3 5,8+0,12
FoE98-AE4 7,0+0,12
FoE98-AES 6,5+0,22
FoE98-AE6 6,5+0,12
FoE98-AE7 5,7+0,12
BHT 6,1+0,22

Nota: as andlises com as mesmas letras ndo mostraram diferenca
significativa entre as médias pelo teste de Tukey a 5% para 0 mesmo
ensaio. Foi obtido p<0,01 para todas as correlacdbes com médias
diferentes.

Através destes resultados foi possivel verificar que apenas as fracoes
FOE98-AE1l e FOE98-AE2 ndo apresentaram bons valores de CEsp. As demais
fracOes apresentaram inclusive CEspo comparavel ao BHT. Assim, através do perfil
observado na CCD as fracbes FOE98-AE3, FOE98-AE4 e FOE98-AE5 foram
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refracionadas, como mostrado no fluxograma da Figura 59, sendo obtido 4
compostos isolados: FOE98-AE-C1, FOE98-AE-C2; FOE98-AE-C3 e FOE98-AE-C4.

Figura 59 - Rendimentos do processo de isolamento de compostos das folhas.

NP/PEG Vanilina/H:50.
FoES8-AE
1229

50 g Sephadex-LH20

AE:MeOH (8:2)

22x3,5cm

FoES8-AE1 FoE98-AE2 FoE98-AE3 FoES8-AE4 FoE98-AES FoE98-AE6 FoE98-AET
D48g 032g 0,16¢g 00459 0033 g 0,084 9 00739
39,3 % 26,1% 13,1 % 3,7 % 27 % 7.7 % 6,0 %
20 g silica B0G 20 g silica 60G 20 g silica B0G NPIPEG Vanilina/HzS04
NPIPEG Vanilina;50s

AE:MeOH (9:1):0,2% AE:MeOH (9:1):0,2% |AE:MeOH (8:2):0,2%

HCO.H HCO,H HCOH
10%2 cm 10x2 em 10x2 cm
FoES8-AE-C2 FoE98-AE-C1
0016g 00129
1,3 % 0,9 %
FoESB-AE-C4 FoE98-AE-C3
0,068 g 00289
2,

:1;,6 % 3% AE3 AE4 AES AEE  AE3 AE4 AES AEG

C1C2C3C4 C1C2CICH

Fonte: autora. Nota: eluente da CCD: &cido formico:acido acético:acetato de etila:dgua
(1,1:1,1:10:2,6).

Os compostos isolados FOE98-AE-C1, FOE98-AE-C2; FOE98-AE-C3 revelam
com NP-PEG e vanilina/H,SO,4, enquanto o composto FOE98-AE-C4 revela apenas
com vanilina/H,SO,4. Os compostos isolados foram identificados com o auxilio da

espectrometria de massas por ionizacdo electrospray (ESI-EM/EM) e ressonancia
magnética nuclear (RMN).
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4.2.9.1 Identificacdo do composto isolado FOE98-AE-C1 (rutina)

Figura 60 - Estrutura da rutina.
OH

OH
HO 0] ‘
(L oy
o}
N o
OH o

(e}

HO

HO OH

Nota: autora.

Pelo espectro de UV/Vis do composto isolado foi verificado que ele
apresentava um perfil de flavonoide, uma vez que se observa a presenca de duas
bandas caracteristicas: uma em 360 nm referente as transi¢cdes eletrénicas no anel
B e outra em 260 nm referente as transi¢des eletrénicas no anel A, como mostrado

na Figura 61.

Figura 61 - Espectro de UV-VIS (200-600 nm) do composto isolado FOE98-AE-C1.

104 260 nm

08

06+

Banda Il
anel A

0,4 4

Absorbancia

0.2+

T T T T T T T |
200 250 300 350 400 450 500 550 800
Comprimento de onda (nm)

Fonte: autora.

Conforme a classificagéo dos flavonoides mostrada na Tabela 23 (p. 107), o
perfil do espectro de UV/Vis é de um flavonol. De acordo com Bohm (1998), flavonol
3-OH apresenta a banda | na regido de 350-385 nm enquanto que, flavonol 3-O-

glicosidico apresenta essa banda na regido de 330-360 nm. Uma vez que essa
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banda no composto isolado foi observada em 360 nm, nao foi possivel afirmar se o
flavonol é glicosilado ou ndo na posicdo C3, sendo necesséario avaliar o composto
através de outro experimento que fornecesse dados conclusivos.

Entretanto, através do uso de reagentes de deslocamento, € possivel saber
quais os tipos de substituicbes que os anéis A e B apresentam. Foi analisado
portanto, o espectro de UV/Vis utilizando os seguintes reagentes de deslocamento:

- acetato de sddio (NaOAc): por ser uma base fraca, ela desprotonara os grupos OH
dos anéis fendlicos A e B com maior carater 4cido, que seriam os OH nos carbonos
C7 (deslocamento batocromico na banda Il), C4’ e C3 (deslocamento batocrémico
na banda I).

-cloreto de aluminio (AICI3) com e sem acido cloridrico (HCI): como ja foi explicado
no item 4.2.4 (p. 105), o aluminio complexa com o sistema 5-hidroxido-4-cetona e
também com grupos orto-diidroxilicos (Figura 39, p. 105). Essa complexacéo resulta
em um deslocamento batocrémico da banda | de 50-60 nm, que ao se adicionar HCI
ao meio, apenas o complexo entre AICI; e 0s grupos orto-diidroxilicos se desfazem
(BOHM, 1998). Na auséncia de grupos orto-diidroxilicos, a adicdo de acido ndo se
observa variacdo do deslocamento batocrémico.

-acido borico/NaOAc (H3BOs3): na amostra contendo NaOAc, o acido bdérico
adicionado se desprotona, libera um OH e complexa com grupos orto-diidroxilicos
resultando em deslocamento batocrémico na banda em que o anel benzeno possuir
este padrdo de substituinte. A Figura 62 mostra o complexo formado por um

flavonoide orto-diidroxilado nos anéis A e B.

Figura 62 - Complexacdo de um flavonoide com H3;BOs.

Fonte: autora.
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Na Tabela 38 se encontram os comprimentos de onda apos a adi¢cdo dos
reagentes de deslocamento na solucdo do composto isolado FOE98-AE-C1 em

metanol.

Tabela 38 - Comprimento de onda das bandas de absorcdo | e Il do composto isolado

FOE98-AE-C1 em metanol e apds a reac¢do com reagentes de deslocamento.

Solvente Banda | (nm) Banda Il (nm)
Metanol 360 260
NaOAc 371 270

NaOAc /H3BO; 370 260
AICl; 447 270
AICI3/HCI 360 270

Através destes resultados é possivel verificar que a adicdo de NaOAc
indicou a presenca de hidroxilas ligadas nos atomos de carbono C7 e C4’, devido ao
deslocamento observado nas bandas banda Il e I, respectivamente. A adicdo de
H3BO3 sobre a solucdo contendo NaOAc indicou a permanéncia do deslocamento na
banda I, indicando a presenca de grupo orto-diidroxilico nos carbono C4’ e C3’;
entretanto, a regeneracao do comprimento de onda na banda Il, sugere a auséncia
de grupo orto-diidroxil no anel A. A adicdo de AICIl3 originou um deslocamento
batocrémico elevado na banda I, sugerindo presenca de sistemas orto-diidroxilicos.
O deslocamento na banda Il sugere um grupo hidroxila no carbono C5 e carbonila
no carbono C4 (uma vez que o ensaio com NaOAc/H3BO; ja demonstrou a auséncia
de grupos orto-diidroxilicos no anel A). Apés a adicéo de HCI, observou-se queda do
deslocamento da banda | e manutencdo do deslocamento da banda Il, o que sugere
que a adicdo do acido desfez o complexo de AICIl; como os grupos orto-diidroxilicos
no anel B, mas mantendo o complexo entre 0 OH do carbono C5 e a carbonila do
carbono C4 (BOHM, 1998). Com essa andlise, portanto, foi possivel definir que o
composto isolado € uma flavonoide e provavelmente apresenta hidroxilas nos
carbonos C3’, C4’, C5 e C7.

A duavida quanto a presenca de um grupo glicosilico na molécula foi
confirmada pelo espectro de massas, realizado com ionizagéo por electrospray (ESI-
EM/EM) no modo negativo. No espectro de massas (Apéndice F) foi possivel
observar um pico em m/z 609, referente ao composto desprotonado. A presenca do
flavonoide, contendo hidroxilas nos carbonos C3’, C4’, C5 e C7 e carbonila no

carbono C4, foi confirmada pela fragmentacdo do composto originando o0s
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fragmentos em m/z 301 e 179. A eliminacdo de 308 Da que da origem ao ion Yy de
m/z 301 sugere a presenca de um dissacarideo na molécula. Portanto, o flavonoide
analisado é glicosilado. O dissacarideo presente, para que tenha massa de 308 Da,
pode ser composto de uma glicose e uma ramnose (Figura 63).

Figura 63 - Grupos presentes no composto isolado FOE98-AE-C1.

i E 3,.
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Fonte: autora.

A Figura 64 mostra as propostas de fragmentacdes (EM/EM) do ion m/z 609
observadas na andlise de massas através da ionizacdo por electrospray (ESI-
EM/EM) no modo negativo (Apéndice F). Na analise foram observados os ions m/z
301 e m/z 179. Utilizou-se a nomenclatura proposta por Domon e Costello (1988) e
Ma e outros (1997) para nomear os fragmentos propostos (no Apéndice H se

encontra um esquema ilustrativo da nomenclatura utilizada).

Figura 64 - Fragmentacdo observada no espectro de massas (modo negativo) do composto
isolado FOE98-AE-C1.
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Fonte: adaptado de Dubber e outros (2005).
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Através das analises de UV foi verificado que os anéis A e B apresentam
substituintes hidroxilicos, logo, provavelmente o dissacarideo se encontra ligado ao
carbono C3 do flavonoide. A confirmacdo da provavel estrutura foi realizada pela
analise de RMN de 'H e **C.

Na Figura 65 esta apresentado o espectro de RMN de 'H do composto

isolado na regido caracteristica de hidrogénios aromaticos.

Figura 65- Espectro de RMN de 'H na regido de hidrogénios aromaticos do composto
isolado FOE98-AE-C1.
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Fonte: autora.

Neste espectro se verificam os dupletos em 6,21 e 6,40 ppm, ambos com J
(constante de acoplamento) = 2,5 Hz, caracteristico de acoplamentos meta,
referentes ao hidrogénios dos carbonos C6 e C8 (anel A). Observa-se também o
dupleto em 6,87 ppm com J = 8,5 Hz caracteristico de acoplamento orto que foi
atribuido ao hidrogénio do carbono C5'. Na regido entre 7,6 e 7,7 ppm se encontram
um dupleto em 7,67 ppm com J=2,0 Hz e um duplo dupleto em 7,63 ppm com
J=2,0 e 8,5Hz. Estes sinais se referem, respectivamente, aos hidrogénios dos
carbonos C2’ e C6’. O hidrogénio do carbono C2’ acopla em meta com o hidrogénio
de C6’ (observando um dupleto), enquanto que o hidrogénio de C6’ acopla em orto
com o hidrogénio de C5’ e em meta com o hidrogénio de C2’ (observando duplo
dupleto).

Através das correlagbes observadas no mapa de contorno de gHSQC e com
o auxilio do RMN DEPT135, os carbonos referentes a esses hidrogénios foram
atribuidos (Figura 66).
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Figura 66 - Espectro de RMN DEPT135 (a) e correlagbes H-C observadas no mapa de

contorno de gHSQC (b) na regido de hidrogénios aromaticos do composto isolado FOE98-
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Fonte: autora.

Entretanto, faltava caracterizar o dissacarideo ligado ao flavonoide no

carbono C3. Através da analise de RMN foi possivel identificar que o dissacarideo é

a rutinosida e a molécula isolada é a rutina [quercetina-3-O-a-ramnopiranosil-(1—6)-

B-glucopiranosideo]. O hidrogénio do carbono anomérico da glicose (C1”) apresenta

deslocamento de 5,11 ppm e J = 7,5 Hz. Essa constante de acopamento mostra que

este hidrogénio se encontra na posicao axial e esta acoplando com o hidrogénio de

C2” que também se encontra na axial. Ja o hidrogénio de C1 apresenta

deslocamento de 4,52 ppm e J = 1,5 Hz que mostra que este hidrogénio na posi¢cao

equatorial esta acoplando com o hidrogénio de C2" que também se encontra na

equatorial (NIASSY et al., 2004). As correlagdes dos hidrogénios de C1” e C1™ com,

respectivamente, os hidrogénios de C2” e C2’, podem ser observadas mapa de

contorno de gCOSY, mostrado na Figura 67.
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Figura 67 - Correlagbes H-H observadas no mapa de contorno de gCOSY para 0s

hidrogénios glicosidicos do composto FOE98-AE-C1.
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Fonte: autora.

Uma vez que os hidrogénios do carbono C6” (glicose) s&o vizinhos ao
carbono assimétrico C5”, o deslocamento dos hidrogénios de C6” se apresentam
desdobrados por serem diasterotdpicos, apresentando, portanto, acoplamento
geminal e vicinal (NIASSY et al., 2004). Na Figura 68 é possivel observar no
espectro de RMN DEPT135 o sinal CH, referente ao carbono C6” em 68,6 ppm.
Observa-se também nesta figura os hidrogénios desdobrados de C6” e os carbonos
de C1”, C1”" e C6” no mapa de contorno gHSQC.
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Figura 68 - Espectro de RMN DEPT135 (a) e correlagbes H-C observadas no mapa de
contorno de gHSQC (b) na regido de hidrogénios anoméricos (C1” e C1™) e de hidrogénio

do carbono 6” (glicose) do composto isolado FOE98-AE-C1.
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Fonte: autora.

Através da andlise das correlacdes H-C observadas no mapa de contorno de
gHMBC (Figura 69), no qual se verificam as correlagdes entre hidrogénios e
carbonos na posicao a e B, foi possivel observar que o carbono C3 do flavonoide se
encontra em 3 ao hidrogénio do carbono C1”. Verificou-se também que o hidrogénio

de C1” se encontraemaoufa6’, 5" 2"e3".
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Figura 69 - Espectro de RMN DEPT135 (a) e correlagbes H-C observadas no mapa de
contorno de gHMBC (b) na regido de hidrogénios anoméricos do composto isolado FOE98-

AE-C1.
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Fonte: autora.

Portanto, através da analise por RMN foi possivel identificar que o composto
isolado FOE98-AE-C1 é a rutina. As atribuicbes de todos os hidrogénios se
encontram descritas na Tabela 39 e dos carbonos na Tabela 40, ambos comparados

com os deslocamentos quimicos relatados na literatura.
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Tabela 39 - Atribuicdo dos hidrogénios no espectro de RMN de 'H do composto isolado

FoOE98-AE-C1.
Composto isolado — FOE98-AE-C1 Rutina
(NIASSY et al., 2004)
Posicdo RMN-'H RMN-'H
(500 MHz, CD3;0D) gCoOSsY (300 MHz, DMSO-ds)
8'; integral; m? (J°) 8" integral; m? (J°)
6,21; 1H; d (2,5) H-8 6,2; 1H; d (1,9)
6,40; 1H; d (2,5) H-6 6,4; 1H; d (1,9)
2’ 7,67; 1H; d (2,0) H-6’ 7,5;1H; d (2,2)
5’ 6,87; 1H; d (8,5) H-6’ 6,8; 1H; d (9,0)
6’ 7,63; 1H; dd (2,0; 8,5) H-2', H-5’ 7,5; 1H; dd (2,2; 9,0)
1" 5,11; 1H; d (7,5) H-2” 5,3; 1H; d (7,1)
2"-5" 3,25-3,50; 4H; m H-1'— H-6’ 3,2-3,3; 4H; m
6a" 3,80; 1H; dd (11,0; 2,0) H-5" 3,7; 1H; d (9,8)
6b” 3,38-3,39; 1H; m H-5" 3,3; 1H; m
1 4,52; 1H; d (1,5) H-2" 4,4; 1H; d (1,1)
2" 3,63; 1H; dd (3,5; 1,5) H-1", H-3" 3,3; 1H; d (ni)
3" 3,53; 1H; dd (9,5; 3,5) H-2"", H-4"" 3,3; 1H; s
4 3,25-3,50; 1H; m H-3", H-6"" 3,1;1H; s
5" 3,25-3,50; 1H; m H-4"", H-6"" 3,3; 1H; s
6" 1,12; 3H; d (6,0) H-5" 1, 0; 3H; d (ni)

Nota: ‘deslocamento quimico (5) em ppm utilizando TMS como padréo interno; multiplicidade
(m) (d = dupleto, dd = duplo dupleto, m = multipleto); *Constante de acoplamento (J) expresso
em Hz; ni = ndo informado.
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Tabela 40 - Atribuicdo dos carbonos no espectro de RMN de **C do composto isolado
FOE98-AE-C1.

Composto isolado - FOE98-AE-C1 Rutina
(NIASSY et al., 2004)
Posicéo RMN-*3C RMN-C
(125 MHz, CD;0D) (75 MHz, DMSO-dg)
5t & calculado®> DEPT135 gHSQC! 5t

2 159,41 154,9 C - 156,7
3 135,69 135,1 C - 133,4
4 179,51 178,3 C - 177,4
5 163,08 163,9 C - 161,3
6 99,99 98,3 CH 6,21 98,7
7 166,09 166,4 C - 164,1
8 94,90 98,0 CH 6,40 93,7
9 159,60 160,1 C - 156,5
10 105,71 105,5 C - 104,0
1 123,19 124,4 C - 121,3
2’ 117,74 113,6 CH 7,67 116,4
3 145,92 147,2 C - 144.8
4 149,87 146,5 C - 148,4
5’ 116,10 117,2 CH 6,87 115,2
6’ 123,60 120,4 CH 7,67 121,7
1” 104,77 92,7 CH 5,11 102,0
2" 75,79 73,9 CH 3,25-3,50 74,9
3" 77,30 77,5 CH 3,25-3,50 76,0
4" 71,46 71,8 CH 3,25-3,50 70,5
5" 78,25 75,9 CH 3,25-3,50 77,4
6" 68,60 64,5 CH, 3,39 69,3
1 102,48 104,5 CH 4,52 101,6
2" 72,30 73,8 CH 3,63 70,7
3” 72,17 73,1 CH 3,53 70,5
4" 73,90 77,7 CH 3,25-3,50 71,9
5" 69,77 70,5 CH 3,25-3,50 68,4
6 17,93 16,9 CHs 1,12 17,3

Nota: *deslocamento quimico (8) em ppm utilizando TMS como padr&o interno; “valores
calculados pelo programa ChemDrawUltra 8.0.
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O espectro de massas de alta resolu¢do do composto isolado FOE98-AE-C1
(Apéndice G) foi realizado com ionizacédo por electrospray (ESI-EM/EM), no modo
positivo, obtendo-se o pico da molécula protonada [M+H]" em m/z 611,1618,
calculado para Cp7H31016", 611,1607 ( Eppm=1,8).

A rutina ja foi identificada em algumas espécies de Eugenia, Reynertson e
outros (2008), por exemplo, determinaram por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) no fruto das seguintes espécies de Eugenia: E. aggregata, E.
brasiliansis, E. luschnathiana e E. reinwardtiana. John e outros (2014) também
observaram a presenca de rutina nas folhas de E. singampattiana por CLAE. Lelono

e Tachibana (2013) isolaram e identificaram a rutina na casca da E. polyantha.

4.2.9.2 ldentificacdo do composto isolado FOE98-AE-C2 (isoquercitrina)

Figura 70 - Estrutura da isoquercitrina.

Fonte: autora.

O espectro de UV/Vis do composto isolado mostrou um perfil de flavonoide,
uma vez que se observa a presenca duas bandas caracteristicas, uma 359 nm e

261 nm, como mostrado na Figura 71.
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Figura 71 - Espectro de UV-VIS (200-600 nm) do composto isolado FOE98-AE-C2.
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Fonte: autora.

Foi entdo realizada a analise de UV/Vis com reagentes de deslocamento
para verificar o padrdo de substituicdo do anel aromético do flavonoide, mostrada na
Tabela 41.

Tabela 41 - Comprimento de onda das bandas de absorcdo | e Il do composto isolado

FOE98-AE-C2 em metanol e apds a rea¢do com reagentes de deslocamento.

Solvente Banda | (nm) Banda Il (nm)
Metanol 359 261
NaOAc 371 271

NaOAc /H3BO; 369 261
AICl; 439 269
AICI3/HCI 371 270

Através dos resultados apresentados € possivel verificar que 0 composto
isolado apresenta 0 mesmo comportamento da rutina frente aos reagentes de
deslocamento. A adicdo de NaOAc promoveu o deslocamento das duas bandas,
sugerindo a presenca de OH em C7 e C4'. A adicao de H3BOg3resultou no retorno da
banda Il e manutencdo da banda |, sugerindo que existem grupos orto-diidroxilicos
apenas no anel B. O AICI; deslocou as bandas | caracterizando substituicdo de OH
em C3’' e C4'. Também se observou deslocamento da banda Il, sendo que a adicao
de HCI ndo desfez esse deslocamento, sugerindo a auséncia de substituicdo orto-

diidroxila e presenca de OH em C5 e carbonila em C4. Portanto, o composto isolado
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FOE98-AE-C2 é um flavonoide da classe dos flavondis que apresenta substituicdo
de OH nos carbonos C5, C7, C3' e C4..

Através da analise por espectrometria de massas de alta resolugéo,
realizado com ionizacdo por electrospray (ESI-EM/EM) no modo negativo, foi
verificada a presenca de grupo glicosilico no flavonoide. No espectro de massas
(Apéndice 1) se verifica um pico em m/z 463,0933 referente a molécula
desprotonada. No espectro de EM/EM se observa a perda 162 Da dando origem ao
ion Yo de m/z 301,0314, sugerindo a estrutura de um flavonoide contendo o
monossacarideo glicose, uma vez que este possui 162 Da. A analise de UV/Vis
havia indicado que os anéis aromaticos da estrutura do flavonoide apresentam
substituintes hidroxilicos, portanto provavelmente o grupo glicosidico se encontra
ligado ao carbono C3 do flavonoide. O composto isolado FOE98-AE-C2 é, portanto,
a isoquercitrina (quercetina-3-O-p-glucopiranosideo). No espectro de massas de alta
resolucdo, o pico em m/z 463,0933 [M-H] se refere a molécula desprotonada,
calculado para C,1H19012", 463,0882 (E;pm=11,01). A confirmacdo da provavel
estrutura foi realizada pela analise de RMN de *H e *°C.

Na Figura 72 est4 apresentado o espectro de RMN de 'H do composto

isolado na regido caracteristica de hidrogénios aromaticos.

Figura 72 - Espectro de RMN de 'H na regido de hidrogénios aromaticos do composto
isolado FOE98-AE-C2.
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Fonte: autora.

Neste espectro se verificam os dupletos em 6,19 e 6,38 ppm, ambos com
J=1,9 Hz, caracteristico de acoplamentos meta, referentes ao hidrogénios dos
carbonos C6 e C8 (anel A). Observa-se também o dupleto em 6,87 ppm com J = 8,4
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Hz caracteristico de acoplamento orto que foi atribuido ao hidrogénio do carbono
C5’. Na regido entre 7,5 e 7,8 ppm se encontram um dupleto em 7,71 ppm com
J=2,1 Hz e um duplo dupleto em 7,58 ppm com J=2,1 e 8,4 Hz. Estes sinais se
referem, respectivamente, aos hidrogénios dos carbonos C2’' e C6'. O hidrogénio do
carbono C2’ acopla em meta com o hidrogénio de C6’ (observando um dupleto),
engquanto que o hidrogénio de C6’ acopla em orto com o hidrogénio de C5 e em
meta com o hidrogénio de C2’ (observando duplodupleto). Através das correlactes
H-C do mapa de contorno de gHSQC e com o auxilio do RMN DEPT135, os

carbonos referentes a esses hidrogénios foram atribuidos (Figura 73).

Figura 73 - Espectros de RMN DEPT135 (a) e correlacdes H-C observadas no mapa
de contorno de gHSQC (b) na regido de hidrogénios aromaticos do composto
isolado FOE98-AE-C2.
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Fonte: autora.
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Através do RMN foi possivel caracterizar o grupo glicolideo da isoquercitrina.
O hidrogénio do carbono anomérico (C1”) apresenta deslocamento de 5,25 ppm e
J=17,2 Hz. Essa constante de acoplamento mostra que este hidrogénio esta na
posicdo axial acoplando com o hidrogénio de C2” que também se encontra na
posicdo axial. A correlacdo entre hidrogénios de C1” e C2” pode ser observada

mapa de contorno de gCOSY, mostrado na Figura 74.

Figura 74 - Correlacbes H-H observadas no mapa de contorno de gCOSY para o hidrogénio
glicosidico do composto FOE98-AE-C2.
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Fonte: autora.

Os hidrogénios do carbono C6” (glicose) s&o vizinhos ao carbono
assimétrico C5”, portanto o deslocamento dos hidrogénios de C6” se apresentam
desdobrados por serem diasterotopicos, apresentando, portanto, acoplamento
geminal e vicinal. Na Figura 75 é possivel observar no espectro de RMN DEPT135 o
sinal CH, referente ao carbono C6” em 62,68 ppm. Através das correlacdes H-C do
mapa de contorno de gHSQC e com o auxilio do RMN DEPT135, os carbonos

referentes a esses hidrogénios foram atribuidos, como mostrado na Figura 75.
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Observa-se também nesta figura os hidrogénios desdobrados de C6” e os carbonos

de C1” e C6” no mapa de contorno gHSQC.

Figura 75 - Espectro de RMN DEPT135 (a) e correlagcbes H-C observadas no mapa de
contorno de gHSQC (b) na regido do hidrogénio do carbono 6” do composto isolado FOE98-
AE-C2.
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Fonte: autora.

Através da andlise das correlacdes H-C observadas no mapa de contorno de
gHMBC, mostrado na Figura 76, € possivel observar que os hidrogénios do C1” se
encontra em B aos carbonos C3”, C5” e C3, e a ao carbono C2”. Com isto se pode
comprovar que o monossacarideo glicose se encontra ligado ao oxigénio do carbono

C3, e que a molécula isolada é portanto a isoquercitrina.
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Figura 76 - Espectro de RMN DEPT135 (a) e correlagbes H-C observadas no mapa de
contorno de gHMBC (b) na regido do hidrogénio anomérico do composto isolado FOE98-AE-
C2.
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Fonte: autora.

As atribuicdes de todos os hidrogénios se encontram descritas na Tabela 42
e dos carbonos na Tabela 43, ambos comparados com os deslocamentos quimicos

relatados na literatura.
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Tabela 42 - Atribuicdo dos hidrogénios no espectro de RMN de 'H do composto isolado

FOE98-AE-C2.
Composto isolado - FOE98-AE-C2 Isoquercitrina
(COSTA et al., 2007)
Posicao RMN-'H RMN-'H
(300 MHz, CD3;0D) gCoOSsY (200 MHz, CD3;0D)
&' m% integral (J°) &' m% integral (J°)
6,19; 1H; d (1,9) H-8 6,21; 1H; d (1,8)
6,38; 1H; d (1,9) H-6 6,40; 1H; d (1,8)
5’ 6,87; 1H; d (8,4) H-6' 6,86; 1H; d (8,5)
6’ 7,58; 1H; dd (2,1; 8,4) H-2', H-5' 7,58; 1H; dd (1,8; 8,5)
2’ 7,71; 1H; d (2,1) H-6' 7,71; 1H; d (1,8)
1" 5,25; 1H; d (7,2) H-2" 5,24: 1H; d (7,9)
4 3,20-3,26; 1H; m H-3"”, H-5"
H-1", H-3”,
2", 3", 5" 3,38-3,52; 3H; m H-5", H-4";
H-6" 3,29-3,80; 6H; m
6a” 3,72; 1H; dd (2,4; 12,0) H-5"
6b” 3,59, 1H, dd (5,4; 12,0) H-5"

Nota: ‘deslocamento quimico (8) em ppm utilizando TMS como padr&o interno; “multiplicidade
(m) (d = dupleto, dd = duplo dupleto, m = multipleto); *Constante de acoplamento (J) expresso

em Hz.
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Tabela 43 - Atribuicdo dos carbonos no espectro de RMN de **C do composto isolado

FOE98-AE-C2.
Composto isolado - FOE98-AE-C2 'soquercitrina
(REGASIN et al., 2007)
Posicéo RMN-C RMN-3C
(75 MHz, CD;0D) (75 MHz, DMSO-ds)
5t § calculado® DEPT135 gHSQC! &t

2 158,58 154,9 [ - 156,2
3 135,76 135,1 C - 133,4
4 179,62 178,3 C - 177,4
5 163,17 163,9 C - 161,3
6 94,85 98,3 CH 6,38 99,0
7 166,12 166,4 C - 165,0
8 100,02 98,0 CH 6,19 93,7
9 159,15 160,1 C - 156,5
10 105,82 105,5 C - n.i.

1 123,20 124,4 C - 121,2
2 117,71 113,6 CH 7,71 116,2
3 146,03 147,2 C - 144,9
4 149,98 146,5 C - 148,6
5’ 116,14 117,2 CH 6,87 115,3
6’ 123,34 120,4 CH 7,58 121,7
1” 104,46 92,7 CH 5,25 101,1
2" 75,87 73,9 CH 3,38-3,52 74,2
3” 78,25 73,5 CH 3,38-3,52 76,6
4" 71,34 71,5 CH 3,20-3,26 70,0
5” 78,52 77,8 CH 3,38-3,52 77,5
6" 62,68 62,3 CH, 3,59; 3,72 61,0

Nota: ‘deslocamento quimico (8) em ppm utilizando TMS como padr&o interno; *valores

calculados pelo programa ChemDrawUltra 8.0; ni=ndo informado.
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A isoquercitrina ja foi identificada em algumas espécies de Eugenia, como
por exemplo nas flores de Eugenia Jambolana (BALIGA et al., 2011, BALIGA et al.,
2013).

4.2.9.3 Identificacdo do composto isolado FOE98-AE-C3 (quercitrina)

Figura 77 - Estrutura da quercitrina.

Fonte: autora.

O espectro de UV/Vis do composto isolado FOE98-AE-C3 mostrou um perfil
de flavonoide, uma vez que se observa a presenca duas bandas caracteristicas,

uma 360 nm e 260 nm (Figura 78).

Figura 78 - Espectro de UV-VIS (200-600 nm) do composto isolado FOE98-AE-C3.
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Fonte: autora.
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Foi realizada a analise de UV/Vis com reagentes de deslocamento para
verificar o padrdo de substituicdo do anel aromatico do flavonoide, mostrada na
Tabela 44.

Tabela 44 - Comprimento de onda das bandas de absorcdo | e Il do composto isolado

FOE98-AE-C3 em metanol e apds a reacdo com reagentes de deslocamento.

Solvente Banda | (nm) Banda Il (nm)
Metanol 360 260
NaOAc 371 268

NaOAc /H3BO; 370 260
AICl; 438 271
AICI3/HCI 369 270

Observando os resultados obtidos para o composto isolado FOE98-AE-C3,
verifica-se que este apresenta o mesmo comportamento da rutina (FOE98-AE-C1) e
isoquercitrina (FOE98-AE-C2). Portanto, o composto isolado FOE98-AE-C3 é um
flavonoide da classe dos flavonodis que apresenta substituicio de OH nos carbonos
C5,C7,C3' e C4.

Através da analise por espectrometria de massas de alta resolugéo,
realizado com ionizacdo por electrospray (ESI-EM/EM) no modo negativo, foi
verificada a presenca de grupo glicosilico no flavonoide. No espectro de massas
(Apéndice J) é observado um pico em m/z 447,0988 referente ao composto
desprotonado. No espectro de EM/EM se observa a perda 146 Da dando origem ao
ion Yo de m/z 301, sugerindo a estrutura de um flavonoide contendo o
monossacarideo ramnose, uma vez que este possui 146 Da. A analise de UV havia
indicado que o0s anéis aromaticos da estrutura do flavonoide apresentam
substituintes hidroxilicos, portanto provavelmente o grupo ramnose se encontra
ligado ao carbono C3 do flavonoide. O composto isolado FOE98-AE-C3 é portanto a
quercitrina (quercetina-3-O-a-ramnosideo). No espectro de massas de alta
resolucdo, o pico em m/z 447,0988 [M-H] se refere a molécula desprotonada,
calculado para Cj1Hi19011°, 447,0933 (Eppm=12,30). A confirmagéo da provavel
estrutura foi realizada pela analise de RMN de *H e **C.

Na Figura 79 esta apresentado o espectro de RMN de H do composto
isolado na regido caracteristica de hidrogénios aromaticos.
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Figura 79 - Espectro de RMN de 'H na regido de hidrogénios aromaticos do composto
isolado FOE98-AE-C3.
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Fonte: autora.

Neste espectro se verificam os dupletos em 6,20 e 6,37 ppm, ambos com
J=2,1 Hz, caracteristico de acoplamentos meta, referentes ao hidrogénios dos
carbonos C6 e C8 (anel A). Observa-se também o dupleto em 6,91 ppm com J = 8,2
Hz caracteristico de acoplamento orto que foi atribuido ao hidrogénio do carbono
C5'. Na regido entre 7,2 e 7,4 ppm se encontram um dupleto em 7,34 ppm com
J=2,1 Hz e um duplo dupleto em 7,30 ppm com J=2,1 e 8,2 Hz. Estes sinais se
referem, respectivamente, aos hidrogénios dos carbonos C2’' e C6'. O hidrogénio do
carbono C2’ acopla em meta com o hidrogénio de C6’ (observando um dupleto),
enquanto que o hidrogénio de C6’ acopla em orto com o hidrogénio de C5 e em
meta com o hidrogénio de C2’ (observando duplo-dupleto).

Através das correlacdes H-C do mapa de contorno de gHSQC e com o
auxilio do RMN DEPT135, os carbonos referentes a esses hidrogénios foram
atribuidos (Figura 80).
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Figura 80 - Espectros de RMN DEPT135 (a) e correlagbes H-C observadas no mapa de
contorno de gHSQC (b) na regido de hidrogénios arométicos do composto isolado FOE98-
AE-C3.

26 5 8, 6

JUL o J_ ppm
@ - 95

L i1 |
— 100 — 0 100
] :—105 I L 105

] 1

r 115 115

— - — . “’ I

F - . .
C 120 E 120

1 I - ® I
125 ‘ 125

’rl T T T T T T T r
(a) PP (b) 76 74 72 70 68 66 64 62 ppm

Fonte: autora.

Através do RMN foi possivel caracterizar o grupo ramnose da quercitrina. O
hidrogénio do carbono anomérico (C1”) apresenta deslocamento de 5,35 ppm e
J=15 Hz, caracterizando a sua posicdo equatorial no anel glicosidico,
apresentando portanto acoplamento geminal e vicinal. Os hidrogénios do carbono
C6” (grupo ramnose) se apresentam como dupletos em 0,94 ppm e J =6 Hz, uma
vez que acoplam com o hidrogénio do carbono C5”. O hidrogénio de C2” e de C3”
se apresenta como duplo dupleto com deslocamento e constante de acoplamento de
4,22 ppm (J =1,5; 3,3 Hz) e 3,75 ppm (J = 3,3; 9,2 Hz), respectivamente. Isto ocorre
porque o hidrogénio de C2” acopla com o hidrogénio de C1” e C3”, enquanto que 0
hidrogénio de C3” acopla com o hidrogénio de C2” e C4". Isto pode ser observado
através das correlacdes H-H do mapa de contorno de gCOSY, mostrado na Figura
81.



161

Figura 81 - Correlagbes H-H observadas no mapa de contorno de gCOSY na regido de

hidrogénios glicosidicos do composto isolado FOE98-AE-C3.
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Fonte: autora.

Através das correlacdes H-C do mapa de contorno de gHSQC e com o

auxilio do RMN DEPT135, os carbonos referentes a esses hidrogénios foram

atribuidos, como mostrado na Figura 82.
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Figura 82 - Espectro de RMN DEPT135 (a) e correlagbes H-C observadas no mapa de
contorno de gHSQC (b) na regido de hidrogénios glicosidicos do composto isolado FOE98-
AE-C3.
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Fonte: autora.

Nesta figura é possivel observar também o sinal caracteristico de C6” da
ramnose, que é um dubleto em 0,94 ppm que pelo DEPT135 se verifica que o
carbono é do tipo CH3 e ndo CH,.

Através da analise das correlacdes H-C observadas no mapa de contorno de
gHMBC, mostrado na Figura 83, € possivel observar que os hidrogénios do C1” se
encontra em 3 aos carbonos C3”, C5” e C3, e em o ao carbono C2”. Com isto se
pode comprovar que O grupo ramnose se encontra ligado ao oxigénio do carbono

C3, e que a molécula isolada é, portanto, a quercitrina.
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Figura 83 - Espectro de RMN DEPT135 (a) e correlagbes H-C observadas no mapa de

contorno de gHMBC(b) na regido do hidrogénio anomérico do composto isolado FOE98-AE-
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Fonte: autora.

As atribuigGes de todos os hidrogénios se encontram descritas na Tabela 45

e dos carbonos na Tabela 46, ambos comparados com o0s deslocamentos quimicos

relatados na literatura.
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Tabela 45 - Atribuicdo dos hidrogénios no espectro de RMN de 'H do composto isolado

FOE98-AE-C3.
. Quercitrina
Composto isolado - FOE98-AE-C3
(SEMWAL et al., 2010)
Posicao RMN-'H RMN-'H
(300 MHz, CD3;0D) gCoSsY (300 MHz, DMSO-ds)
&' integral; m? (J°) &' integral; m? (J°)
6,20; 1H; d (2,1) H-8 6,24; 1H; d (2,3)
6,37; 1H; d (2,1) H-6 6,41; 1H; d (2,3)
2’ 7,34; 1H; d (2,1) H-6' 7,28; 1H; d (2,4)
5’ 6,91; 1H; d (8,2) H-6' 6,86; 1H; d (7,8)
6’ 7,30; 1H; dd (2,1; 8,2) H-2’, H-6’ 7,25; 1H; dd (2,4; 7,8)
1" 5,35; 1H; d (1,5) H-2" 5,26; 1H; d (1,6)
2" 4,22; 1H; dd (1,5; 3,3) H-1", H-3"” 3,98; 1H; m
3" 3,75; 1H; dd (3,3; 9,2) H-2", H-4”
4 3,35-3,40; 1H; m H-3"”, H-5" 3,10-3,53
5” 3,42-3,49; 1H; m H-4", H-6"
6" 0,94; 3H; d (6,0) H-5" 0,82; 3H; d (6,4)

Nota: *deslocamento quimico (8) em ppm utilizando TMS como padr&o interno; “multiplicidade
(m) (d = dupleto, dd = duplo dupleto, m = multipleto); *Constante de acoplamento (J) expresso

em Hz.
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Tabela 46 - Atribuicdo dos carbonos no espectro de RMN de **C do composto isolado
FOE98-AE-C3.

. Quecetrina
Composto isolado - FOE98-AE-C3
(SEMWAL et al., 2010)
Posicéo RMN-*3C RMN-C
(75 MHz, CD;0D) (100 MHz, DMSO-d)
5t § calculado®> DEPT135 gHSQC! 5t
2 158,66 154,9 C - 158,1
3 136,38 135,1 C - 134,4
4 179,79 178,3 C - 180,2
5 163,36 163,9 C - 160,8
6 99,94 98,3 CH 6,20 98,5
7 166,00 166,4 C - 164,4
8 94,85 98,0 CH 6,37 93,4
9 159,46 160,1 C - 157,2
10 106,04 105,5 C - 104,5
1 123,11 124,4 C - 120,1
2’ 116,51 113,6 CH 7,34 115,8
3 146,56 147,2 C - 144,9
4 149,94 146,5 C - 148,1
5 117,01 117,2 CH 6,91 115,3
6’ 123,01 120,4 CH 7,30 120,9
1” 103,68 92,4 CH 5,35 101,6
2" 72,25 73,9 CH 4,22 70,7
3” 72,17 73,2 CH 3,75 70,4
4” 73,39 77,7 CH 3,35-3,40 71,2
5" 72,05 70,6 CH 3,42-3,49 70,1
6” 17,80 16,9 CHs 0,94 17,2

Nota: ‘deslocamento quimico (8) em ppm utilizando TMS como padr&o interno; *valores
calculados pelo programa ChemDrawUltra 8.0.

A quercitrina j& foi identificada em algumas espécies de Eugenia.
Reynertson e outros (2008), por exemplo, determinaram por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) no fruto das seguintes espécies de Eugenia: E. aggregata, E.

brasiliansis, E. luschnathiana e E. reinwardtiana. Oliveira e outros (2014) também
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determinaram a quercitrina por CLAE e identificaram por espectrometria de massas

(ESI/EM) em sementes de E. uniflora.

4.2.9.4 Identificacdo do composto isolado FOE98-AE-C4 ((-)-epicatequina)

Figura 84 - Estrutura da (-)-epicatequina.

OH
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Fonte: autora.

Nota: [a]5 =—-69,5 (c 2,0; metanol)

O espectro de UV/Vis do composto isolado FOE98-AE-C4 mostrou um perfil
diferentemente dos compostos FOE98-AE-C1, FOE98-AE-C2 e FOE98-AE-C3. Na
Figura 85 se observa uma banda em 228 nm e outra em 280 nm, ndo sendo,
portanto, observada a banda na regido de 360 nm. Com esta andlise ja foi possivel
verificar que este composto ndo seria um flavonoide da classe dos flavondis, como
FOE98-AE-C1, FOE98-AE-C2 e FOE98-AE-C3. Isto sugere a auséncia da dupla
ligacdo entre C2 e C3 e da carbonila em C3, resultando em um flavan-3-ol, no qual

as transi¢coes eletrdonicas dos anéis A e B ocorrem na banda Il em 280 nm.

Figura 85 - Espectro de UV-VIS (200-600 nm) do composto isolado FOE98-AE-CA4.
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Fonte: autora.
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Foi realizada a analise de UV/Vis com reagentes de deslocamento para

verificar o padréo de substituicdo do anel aromatico, mostrada na Tabela 47.

Tabela 47 - Comprimento de onda das bandas de absorcéo | e Il do composto isolado

FOE98-AE-C4 em metanol e ap0s a rea¢do com reagentes de deslocamento.

Solvente Banda | (nm) Banda Il (nm)
Metanol - 280
NaOAc - 290
NaOAc /H3BOg - 290
AICl; - 280
AICI3/HCI - 280

Observando os resultados obtidos para o composto FOE98-AE-C4, verifica-
se um comportamento diferente em relacdo aos demais compostos isolados. O
NaOAc promoveu o deslocamento batocromico da banda Il sugerindo a presenca de
OH em C7 ou C4’, uma vez que as transicOes das bandas A e B ocorrem em
280 nm. A adicdo de H3zBO3; manteve esse deslocamento, sugerindo a existéncia de
grupos orto-diidroxilicos no anel A ou B. Com a adicdo de AICl; ndo foi observado
deslocamento da banda II, evidenciando a auséncia da carbonila em C3. Portanto,
com esta analise ndo foi possivel identificar corretamente os substituintes do anel
aromatico, mas foi possivel ter uma idéia do padrdo de substituicdo e estrutura do
flavonoide.

A analise por espectrometria de massas de alta resolucdo, realizado com
ionizagao por electrospray (ESI-EM/EM) no modo negativo (Apéndice K) apresentou
picos em m/z 289,0759; 579,1540 e 869,2316. Uma suposi¢ao seria que 0 composto
isolado fosse uma catequina ou epicatequina uma vez que ambos apresentam m/z
289. Assim, no espectro de massas de alta resolugéo, o pico em m/z 289,0759 [M-
H]' se refere a molécula desprotonada, calculado para C;sHi1306, 289,0718
(Eppm=14,18). As demais m/z séo referentes a um ion dimérico formado por um &nion
de catequina/epicatequina e uma catequina/epicatequina neutra, no caso de m/z
579,1540; e um ion trimérico formado por um anion catequina/epicatequina e duas
catequinas/epicatequinas neutras, no caso de m/z 869,2316. Os ions diméricos e
triméricos (clusters) sdo formados durante o processo de analise (MARTINS et al.,
2004, GAVRILAS; DUMITRU; STANESCU, 2012).

A Figura 86 mostra as propostas de fragmenta¢cdes (EM/EM) do ion m/z 289

(Apéndice K). Nesta figura foram propostas fragmentacdes para a obtencao dos ions
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m/z 136, 179, 221, 271 e 245 baseadas na literatura (TSIMOGIANNIS et al., 2007,
HAMED et al., 2014).

Figura 86 - Fragmentacdo observada no espectro de massas (modo negativo) do composto
isolado FOE98-AE-CA4.
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Fonte: autora.

Sendo o composto FOE98-AE-C4 uma catequina ou epicatequina, ambos
sdo quirais e, portanto, foi medida a configuracdo absoluta em um polarimetro

digital. Foi observado na analise um desvio negativo (« =-0,139), resultando em

[«]? =-69,5 (c 2,0; metanol). O desvio negativo para a catequina se refere as

configuracdes 2S, 3R para os carbonos assimeétricos C2 e C3 (Figura 87); e para a
epicatequina esse desvio se refere as configuracbes 2R,3R. Assim, esses
compostos ndo podem ser distinguidos por espectrometria de massas. Sendo,
portanto, essencial a analise por RMN.
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Figura 87 - Estrutura da (-)-catequina (a) e (-)-epicatequina (b).
OH
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Fonte: autora.

Na Figura 88 esta apresentado o espectro de RMN de H do composto
isolado na regido caracteristica de hidrogénios aromaticos.

Figura 88 - Espectro de RMN de 'H na regido de hidrogénios aromaticos do composto
isolado FOE98-AE-C4.

Fonte: autora.

Neste espectro se verificam os dupletos em 5,94 e 5,91 ppm, ambos com
J=2,1 Hz, caracteristico de acoplamentos meta, referentes ao hidrogénios dos
carbonos C6 e C8 (anel A). Observa-se também o dupleto em 6,97 ppm com J = 1,7
Hz caracteristico de acoplamento meta que foi atribuido ao hidrogénio do carbono
C2'. Na regiao entre 6,75 e 6,85 ppm se encontram um dupleto em 6,75 ppm com
J=7,9 Hz e um duplo dupleto em 6,79 ppm com J=1,7 e 7,9 Hz. Estes sinais se
referem, respectivamente, aos hidrogénios dos carbonos C5’ e C6’. O hidrogénio do
carbono C2’ acopla em meta com o hidrogénio de C6’ (observando um dupleto),
enquanto que o hidrogénio de C6’ acopla em orto com o hidrogénio de C5 e em
meta com o hidrogénio de C2’ (observando duplo-dupleto).
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Através das correlacdes H-C do mapa de contorno de gHSQC e com o
auxilio do RMN DEPT135, os carbonos referentes a esses hidrogénios foram
atribuidos (Figura 89).

Figura 89 - Espectros de RMN DEPT135 (a) e correlagbes H-C observadas no mapa de
contorno de gHSQC (b) na regiao de hidrogénios aromaticos do composto isolado FOE98-
AE-C4.
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Fonte: autora.

Através do RMN-H* foi possivel verificar que o composto isolado FOE98-AE-
C4 é a (-)-epicatequina. Isto porque na (-)-epicatequina o hidrogénio de C2 acopla
muito fracamente com o hidrogénio de C3, uma vez que eles se encontram em
posicao cis (ou seja, Haxial € Hequatorial), @SSim no espectro da molécula FOE98-AE-C4
foi verificado um simpleto para o hidrogénio do C2, pois a frequéncia do aparelho
nao permitiu observar o desdobramento do pico. Sritularak e outros (2010)
identificou a catequina e para o hidrogénio de C2 foi verificado um dupleto em
4,55 ppm com J=7,5 Hz, tipico de hidrogénios vicinais em trans (ou seja, Haxal €
Haxial). Nas correlacées H-H do mapa de contorno de gCOSY, mostrado na Figura 90
€ possivel verificar que o hidrogénio de C2 ndo estd correlacionado com o
hidrogénio de C3, devido ao angulo de acoplamento entre esses hidrogénios.
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Figura 90 - Correlagbes H-H observadas no mapa de contorno de gCOSY na regido de

hidrogénios glicosidicos do composto isolado FOE98-AE-C4.
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Fonte: autora.

Os hidrogénios do carbono C4 sao vizinhos ao carbono assimétrico C3,

portanto, o deslocamento dos hidrogénios de C4 se apresentam desdobrados por

serem diasterotépicos, apresentando portanto acoplamento geminal e vicinal. Na

Figura 91 é possivel observar no espectro de RMN DEPT135 o sinal CH, referente

ao carbono C4 em 29,40 ppm.

Nas correlagcbes H-C mostradas no mapa de contorno de gHSQC desta

figura é possivel observar o sinal desdobrado dos hidrogénios de C4 em 2,86 ppm e

2,73 ppm.

Figura 91 - Espectro de RMN DEPT135 (a) e correlagbes H-C observadas no mapa de

contorno de gHSQC (b) do composto isolado FOE98-AE-C4.
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Portanto, atavés da analise de RMN foi possivel identificar que o composto

isolado FOE98-AE-C4 € a (-)-epicatequina. A configuracdo absoluta da (-)-
epicatequina obtida em um polarimetro digital [[«]5 =-69,5 (c 2,0; metanol] é
comparavel ao da literatura (LOPES et al., 2009) [«]? =-42,0 (c 0,4; metanol). As

atribuicdes de todos os hidrogénios se encontram descritas na Tabela 48 e dos
carbonos na Tabela 49, ambos comparados com os deslocamentos quimicos

relatados na literatura.

Tabela 48 - Atribuicdo dos hidrogénios no espectro de RMN de 'H do composto isolado
FOE98-AE-CA4.

Epicatequina

Composto isolado - FOE98-AE-C4
(SHAHAT, 2006)

Posicdo RMN-'H RMN-'H
(300 MHz, CD3;0D) gCosyY (400 MHz, acetona-ds)
8'; integral; m? (J°) 8" integral; m? (J°)
2 4,83; 1H; s H-3 4,81; 1H; s
3 4,16-4,18; 1H; m H-2, H-4 4,17; 1H; m
2,86; 1Ha; dd (4,5 e 16,5) 2,85; 1Ha; dd (4,5 e 16,5)
‘ 2,73; 1HB; dd (2,7 e 16,8) i 2,73, 1HB, dd (2,5 e 16,7)
6 5,94; 1H; d (2,1) H-8 5,94; 1H; d (2,2)
8 5,91; 1H;d (2,1) H-6 5,91; 1H; d (2,2)
2’ 6,97; 1H; d (1,7) H-6’ 6,97; 1H, d (1,7)
5’ 6,75; 1H; d (7,9) H-6’ 6,74; 1H; d (7,5)
6’ 6,79; 1H; dd (1,7 e 7,9) H-2', H-5’ 6,78; 1H; dd (1,7 e 7,5)

Nota: ‘deslocamento quimico (5) em ppm utilizando TMS como padréo interno; multiplicidade
(m) (s = simpleto, d = dupleto, dd = duplo dupleto, m = multipleto); *Constante de acoplamento
(J) expresso em Hz.
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Tabela 49 - Atribuicdo dos carbonos no espectro de RMN de **C do composto isolado
FOE98-AE-CA4.

Composto isolado - FOE98-AE-C4 Epicatequina (SHAHAT, 2006)
Posicéo RMN-'3C (75 MHz, CDs;0D) RMN-C (100 MHz, acetona-ds)
&t § calculado® DEPT135 gHSQC! 5t

2 80,00 82,1 CH 4,83 79,85
3 67,61 67,8 CH 4,16-4,18 67,74
4 29,40 26,6 CH, 2,86; 2,73 29,22
5 158,13 157,3 C - 157,95
6 96,52 95,3 CH 5,94 96,46
7 157,78 157,8 C - 157,61
8 96,02 94,8 CH 5,91 95,92
9 157,50 157,4 C - 157,34
10 100,20 103,1 C - 100,09
1 132,41 132,6 C - 132,30
2’ 115,45 115,2 CH 6,97 115,34
3 146,06 1474 C - 145,89
4 145,90 144,6 C - 145,72
5’ 116,03 117,4 CH 6,75 115,92
6’ 119,54 122,2 CH 6,79 119,12

Nota: ‘deslocamento quimico (8) em ppm utilizando TMS como padr&o interno; ?valores
calculados pelo programa ChemDrawUltra 8.0.

A epicatequina ja foi identificada em algumas espécies de Eugenia. Ramful e
outros (2011), por exemplo, determinaram por CLAE nas folhas de E. pollicina,
assim como Infante (2013) na folhas de E. involucrata e Silva (2013) na folhas de E.

dysenterica.

4.2.10 Desreplicacdo da particdo em acetato de etila dos extratos de folhas, flores e
galhos através de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectometria de massas por ionizacdo electrospray (CLAE-ESI- EM/EM) e

guantificacdo dos compostos isolados.

A fracdo acetato de etila dos extratos foram analisadas por cromatografia
liguida de alta eficiéncia acoplada a espectometria de massas por ionizacdo
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electrospray (CLAE-ESI-EM/EM). A Figura 92 mostra os cromatogramas observados
em 280 nm e 360 nm para a fracdo acetato de etila do extrato das folhas e o

espectro de massas em alta resolugéo.

Figura 92 - Cromatograma da analise CLAE-ESI-EM/EM em 280 nm (a) e 360 nm (b) e
espectro de massas de alta resolucéo (c) da fracéo acetato de etila do extrato das folhas.
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Nota: 1: procianidina B2, 2: epicatequina, 3: procianidina C1, 4: rutina, 5: isoquercitrina, 6:
quercitrina. Fonte: autora.

Nesta figura € possivel verificar os picos referentes a 6 compostos: quatro
deles sao referentes aos compostos isolados (epicatequina, rutina, isoquercitrina e

guercitrina), enquanto que a procianidina B2 e procianidina C1 foram identificados
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através do espectro de massas e UV/Vis. Na Figura 93 é possivel observar o

espectro de massas EM/EM e UV/Vis das m/z dos compostos identificados.

Figura 93 - Espectro de massas (a), espectro EM/EM e espectro de UV/Vis (b) do ion

molecular dos compostos 1-6 da fracdo acetato de etila do extrato das folhas.
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Nota: 1: procianidina B2, 2: epicatequina, 3: procianidina C1, 4: rutina, 5: isoquercitrina, 6:
quercitrina. Fonte: autora.
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Na Tabela 50 se encontram os dados obtidos da analise por CLAE-ESI-
EM/EM para os compostos identificados. Através do perfil do espectro de UV/Vis e
do padrédo de fragmentacao foi possivel identificar os compostos que foram isolados
e também mais dois novos compostos, procianidinas B2 e C1.

Tabela 50 - Dados obtidos da analise da fragéo acetato de etila do extrato das folhas por
CLAE-ESI-EM/EM

3 Massa CLAE-ESI-EM/EM
. a Tr Férmula
Pico Composto b . calculada para m/z de erro m/z dos

(min) [M-H] . . .
[M-H] [M-H] (ppm) fragmentos de [M-H]
1 ProcianidinaB2 29,3  CgzoH26011 577,1351 577,1217 23,2 289,1; 407,1; 425,1
2 Epicatequina 31,5 C15H1405" 289,0718 289,0686 111 179,0; 205,0; 245,1
L ; 575,1; 577,1; 695,1;

3 Procianidina C1 34,6  CasH3gO017 865,1980 865,1786 23,0 1131

4 Rutina 43,1  Cy7H3001s 609,1461 609,1303 25,9 301,0

5 Isoquercitrina 44,9  Cp1H19012 463,0882 463,0786 20,7 301,0

6 quercitrina 49,8  Cz1H20010° 447,0933 447,0849 18,8 285,0

Nota: a: numeracédo do pico mostrado na Figura 92, b: tempo de retencdo observado no CLAE.

Uma vez que os espectros dos compostos 1 e 3 apresentam uma banda de
absorcdo maxima em 280 nm e auséncia de banda em 360 nm, concluiu-se que
poderia se tratar de um flavan-3-ol.

O espectro de massas desses compostos na analise por CLAE-ESI-EM/EM
fornece m/z em 577 e 865 para a procianidina B2 e C1, respectivamente. Uma vez
gue a amostra contém epicatequina e o composto de m/z 577 fornece fragmente em
m/z 289, e o composto de m/z 865 fornece fragmento em m/z 577, pode-se inferir
gue no primeiro caso 0 composto seja um dimero de epicatequina (procianidina B2)
e no segundo caso um trimero de epicatequina (procianidina C1). Aqui cabe
ressaltar que, neste caso, esses espectros de massas sao referentes aos compostos
procianidinas B2 e C1 e ndo aos clusters dimérico e trimérico, que pode ter sido
formado durante a analise. Isto porque, conforme foi explicado no item 4.2.9.4 (p.
166), a formacdo de cluster dimérico resultaria em m/z 579 e cluster trimérico em
m/z 869, portanto apresentariam valores de m/z superiores ao encontrado.

Na Figura 94 se encontra uma proposta de fragmentacdo para a

procianidinas B2 e C1.
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Figura 94 - Proposta de fragmentacao para a procianidina B2 (a) e C1 (b).
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Fonte: autora.

Com isto € possivel verificar que a fracdo acetato de etila das folhas
apresenta além dos compostos isolados, proantocianidoinas que sao responsaveis
também pela atividade antioxidante desta fracao.

No caso da frag&o acetato de etila do extrato das flores, a Figura 95 mostra
0s cromatogramas observados em 280 nm e 360 nm e o0 espectro de massas em
alta resolucdo. Nesta figura € possivel observar a presenca dos mesmos 6
compostos identificados na fragédo acetato de etila das folhas. A diferenga entre elas
esta na concentracdo. Portanto, as flores apresentam flavonoides em sua
composicao que foram identificados como rutina, isoquercitrina e quercitrina, fato
gue comprova os resultados observados nas analises realizadas previamente (teor
de fenais totais, flavonoides e espectro de UV). Além disso, observou-se a presenca
de proantocianidinas e epicatequina, 0 que justifica o elevado teor de
proantocianidina observado nesta amostra. Portanto a composicdo quimica desta
fracdo justifica a elevada atividade antioxidante observada. Na Figura 96 estédo

mostrados os espectros de massas EM/EM e UV/Vis.
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Figura 95 - Cromatograma da andlise CLAE-ESI-EM/EM em 280 nm (a) e 360 nm (b) e

espectro de massas de alta resolucéo (c) da fracdo acetato de etila do extrato das flores.
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Nota: 1: procianidina B2, 2: epicatequina, 3: procianidina C1, 4: rutina, 5: isoquercitrina, 6:
quercitrina. Fonte: autora.
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Figura 96 - Espectro de massas (a), espectro EM/EM e espectro de UV/Vis (b) do ion
molecular dos compostos 1-6 da fracdo acetato de etila do extrato das flores.
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Nota: 1: procianidina B2, 2: epicatequina, 3: procianidina C1, 4: rutina, 5: isoquercitrina, 6:
quercitrina. Fonte: autora.
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Na Tabela 51 se encontram os dados obtidos da analise por CLAE-ESI-

EM/EM que possibilitaram a identificacdo dos compostos.

Tabela 51 - Dados obtidos da analise da fracdo acetato de etila do extrato das flores por
CLAE-ESI-EM/EM.

Massa CLAE-ESI-EM/EM
. a Tr Formula calculada
Pico Composto b i m/z de erro m/z dos
(min) [M-H] para ) )
IM-HT [M-H] (ppm) fragmentos de [M-H]

o ] 289,1; 407,1; 425 1;
1 ProcianidinaB2 26,3  CaoHOn  577,1351  577,1177 30,1

4511
2 Epicatequina 29,8 C15H1405 289,0718 289,0640 26,9 205,1; 245,1
3 Procianidina C1 33,2 CssHzg0177  865,1980 865,1717 30,9 575,1;,577,1; 695,1
4 Rutina 42,9 Co7H30015  609,1461 609,1249 34,8 301,0
5 Isoquercitrina 44,7 C21H19012”  463,0882 463,0748 28,9 301,0
6 Quercitrina 45,6 Co1H20010  447,0933 447,0801 29,5 285,0

Nota: a: numeracédo do pico mostrado na Figura 95, b: tempo de retencao observado no CLAE.

No caso da fragao acetato de etila do extrato dos galhos, a Figura 97 mostra
0s cromatogramas observados em 280 nm e 360 nm e 0 espectro de massas em
alta resolucdo. Nesta figura é possivel observar apenas a presenca de 3 compostos
que foram identificados na fragédo acetato de etila do extrato das folhas e flores. Os
compostos identificados foram a epicatequina, procianidina B2 e C1. Nao foi
observada a presenca dos flavonois rutina, isoquercitrina e quercitrina. Embora o
cromatograma em 360 nm mostre alguns compostos, observa-se que estes se
encontram com intensidade muito inferior em relagdo aos compostos observados no
cromatograma em 280 nm, além disso, pelo massas e espectro de UV destes
compostos foi verificado que realmente ndo seriam os flavonoides identificados nas
folhas e flores. Isto corrobora com as analises realizadas com a fracdo do galho, na
qual se verificou elevada presenca de fendis totais e proantocianidinas e baixissima
concentracdo de flavonoides, além do espectro de UV/Vis ser caracteristico de
flavan-3-ol. Portanto, a composicdo quimica desta fracdo justifica a elevada
atividade antioxidante observada. Na Figura 98 estdo mostrados 0s espectros de
massas EM/EM e UV/Vis.
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Figura 97 - Cromatograma da anélise CLAE-ESI-EM/EM em 280 nm (a) e 360 nm (b) e

espectro de massas de alta resolucéo (c) da fracdo acetato de etila do extrato dos galhos.
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Nota: 1: procianidina B2, 2: epicatequina, 3: procianidina C1. Fonte: autora.
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Figura 98 - Espectro de massas (a), espectro EM/EM e espectro de UV/Vis (b) do ion

molecular dos compostos 1, 2 e 3 da fracao acetato de etila do extrato dos galhos.
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Nota: 1: procianidina B2, 2: epicatequina, 3: procianidina C1. Fonte: autora.

Na Tabela 52 se encontram os dados obtidos da analise por CLAE-ESI-

EM/EM que possibilitaram a identificacdo dos compostos.

Tabela 52 - Dados obtidos da analise da fracdo acetato de etila do extrato dos galhos por

CLAE-ESI-EM/EM.

Massa CLAE-ESI-EM/EM
. a Tr i calculada
Pico Composto b Férmula m/z de erro m/z dos
(min) para . .
) [M-H] (ppm) fragmentos de [M-H]
[M-H]
L i 289,1; 407,1; 425,1;
1 Procianidina B2 28,5  C3oH26011 577,1351 577,1178 29,9 426.1
2 Epicatequina 30,5 C15H1405 289,0718 289,0640 26,9 179,0; 205,0; 245,1
o . 575,1; 577,1; 695,1,;
3 ProcianidinaCl 32,0  CasHzgO17 865,1985 865,1710 31,8

713,1

Nota: a: numerac¢éo do pico mostrado na Figura 97, b: tempo de retencdo observado no CLAE.
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Através da analise por CLAE-DAD em 245 nm, foram construidos gréaficos
da area (area do composto/area do padrao interno) versus concentracdo para que
0s compostos isolados fossem quantificados nas fragbes em acetato de etila e n-
butanol dos extratos das folhas, flores e galhos. Na Tabela 53 se encontram as
equacOes de regressao linear obtidas das curvas analitica dos graficos, bem como o
limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e o tempo de retencdo dos

compostos.

Tabela 53 - Parametros obtidos da curva analitica construida para epicatequina, rutina,

isoquercitrina e quercitrina.

Epicatequina Rutina Isoquercitrina Quercitrina
Tempo de 29,7 39,8 41,7 46,8
retencao (min)
Regresséo linear y=0,0113x-0,047 y =0,0125x-0,0761 vy =0,0353x-0,8426 vy =0,0228x-0,4056
R? 0,9997 0,9984 0,9909 0,9959
LD (ug mLY) 10,9 4,0 6,1 12,4
LQ (ug mL™) 36,4 13,2 20,4 41,2

Através das equacOes mostradas na tabela acima os compostos foram
quantificados nas fracbes dos extratos. A Tabela 54 mostra os resultados obtidos

deste célculo.

Tabela 54 - Concentracdo de rutina, isoquercitrina, quercitrina e epicatequina nas fracdes

acetato de etila e n-butanol dos extratos das folhas, galhos e flores.

Rutina Isoquercitrina Quercitrina Epicatequina

pgmlt % mm)  pgmLt % (m/m) pgmlt % @m/m)  pgmLlt % (m/m)

AE 43,0+1,3 1,4+0,1 80,0+0,6 2,7+0,1° 146,8+3,9° 5,0+0,2° 196,1+12,5 6,640,3

Folha a b
B 276,5+4,1 9,0+0,2 39,0+1,8 1,3+0,1 22,9+0,6 0,740,1 - -
Fi AE 376,7+1,0 12,1+0,1 172,2+4,3 55+0,1 545,853 17,5+0,2 161,6+11,6' 5,2+0,4
or
B 264,3+8,7° 8,0£t0,3" 97,0+3,3 2,9+0,1° 137,8+2,9° 4,2+0,1° - -
AE - - - - - - 396,946,7 12,0+0,2
Galho B

Nota: AE: acetato de etila, B: n-butanol. As analises com mesmo simbolo nao mostraram diferenca
significativa entre as médias pelo teste de Tukey a 5% para 0 mesmo ensaio. Foi obtido p<0,01 para

todas as correlacdes com médias diferentes.

Observando os resultados obtidos da quantificacdo é possivel verificar que,
conforme a analise de massas, os galhos ndo apresentam os flavonois rutina,
isoquercitrina e quercitrina, mas possui em sua composicado a epicatequina (flavan-

3-ol). Além disso, este composto ndo se encontra presente na fracdo n-butanol do
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extrato dos galhos. Nas fracdes n-butanol de folhas e flores também né&o é obsevada
a presenca da epicatequina. Isto ocorre provavelmente devido a menor polaridade
deste composto, apresentando, portanto, maior afinidade com o acetato de etila do
que com o n-butanol durante a particao liquido-liquido.

A fracdo acetato de etila das folhas apresentam maior concentracdo de
quercitrina enquanto que a das flores apresenta rutina em maior concentracdo. Na
fracdo n-butanol, as folhas e flores apresentam maior concentragéo de rutina. Os
flavonois identificados s&o glicosilados, portanto, apresentam polaridade elevada,
fato que justifica a sua presenca na fracdo n-butanol. Dentre os flavonois, a rutina
por possuir um dissacarideo em sua composicéo, a sua polaridade se torna superior
aos demais compostos, fato que justifica a sua presengca em maior quantidade na
fracdo n-butanol.

Na Figura 99 estdo mostradas as possiveis rotas biossintética dos compostos
identificados nas fracdes acetato de etila e n-butanol do extrato das folhas, flores e
galhos flavonoides (MUIR et al., 2001, WINKEL-SHIRLEY, 2001, LUKACIN et al.,
2003).

A formacdo dos flavondides e proantocianidinas tem inicio com a
condensacao seguida de ciclizacédo intramolecular de 3 moléculas de malonil-CoA
com uma p-coumaroil-CoA resultado na naringenina-chalcona, sendo catalizado pela
chalcona sintase (E;). Na sequencia ocorre a isomerizagao da naringenina-chalcona
em naringenina através da chalcona isomerase (E;). Esta enzima é altamente
estereosseletiva, portanto catalisa apenas a formacdo de (2S)-naringenina (HE et
al., 2008, NGAKI et al., 2012).

Na sequencia ocorre a hidroxilagdo do anel B da naringenina formando o
eriodictol, através da enzima flavonoide3'-hidroxilase (E3). Esta enzima é importante
no padrao de hidroxilagdo do flavonoide gerado (WINKEL-SHIRLEY, 2001,
LUKACIN et al., 2003, TANNER et al., 2003). A enzima flavonol 3p-hidroxilase (E.)
convertera o eriodictol em taxifolin na presenca de oxigénio e 2-oxoglutarato. Nesta
etapa, dependendo do tipo de enzima que ir4 atuar, serdo formados flavonois
(quercetrina, isoquercetrina e rutina), ou flavan-3-ol (epicatequina) e
proantocianidinas (B2 e C1).

No caso da formacédo dos flavonois, a enzima flavonol sintase (FLS) (Es) é
responséavel pela especifica oxidagédo de 3p-diidroflavonol (neste caso o taxifolin) em
flavonol (quercetina) (MUIR et al., 2001, WINKEL-SHIRLEY, 2001, LUKACIN et al.,
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2003). Na sequencia, a quecetina € glicosilada tanto pela enzima ramnosil tranferase
(Es) originando a quercitrina, como pela glicosil tranferase (E;) originando a
isoquercitrina, que por sua vez é glicosilada pela ramnosil transferase(Es) formando
a rutina (MUIR et al., 2001)

No caso da formacdo dos flavan-3-ol, a enzima estereoespecifica
diidroxiflavanol 4-redutase (DFR) (Es) na presenca de NADPH, formard a
(2R,3S,4S)-leucocianidina, que pela acdo da antocianidina sintase (ANS) (Eg) é
oxidada a cianidina. Através da a¢do da antocianidina redutase (ASR) (Eio) na
presenca de NADPH, sera formada portanto a epicatequina (HE et al., 2008). A
catequina é um diasteroisdbmero da epicatequina e para ser formada € necessario
gue a enzima leucoantocianidina redutase (LAR) seja expressa para catalisar a
converséo direta da leucocianidina em catequina (DIXON; XIE; SHARMA, 2005) (HE
et al., 2008). Porém, o LCMS das amostras analisadas ndo apresentaram a
catequina na composicao, logo se supfe que esta enzima ndo seja expressada na
E. calycina.

A formacédo das proantocianidinas ainda ndo € bem definida, mas existe uma
proposta em que enzima polifenol oxidade (PPO) (E;;) converte a epicatequina na
respectiva quinona-metide. Esta por sua vez é convertida em carbocétion via flav-3-
en-ol. O ataque nucleofilico da epicatequina no carbocation resulta na producdo do
dimero procianidina B2. O ataque do dimero no carbocétion resulta no trimero
procianidina C1 (DIXON; XIE; SHARMA, 2005) (MARLES; RAY; GRUBER, 2003, HE
et al., 2008).
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Figura 99 - Proposta de rotas biossintéticas de compostos identificados nas fracdes acetato de etila e n-butanol de extratos de folhas, flores e

galhos de E. calycina.
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4.2.11 Analise das atividade antioxidante e inibidora de a-amilase dos compostos

isolados do extrato das folhas

Os compostos isolados foram entdo submetidos aos ensaios de atividade
antioxidante pelo sequestro do radical DPPH, atividade inibidora de o-amilase
(Tabela 55).

Tabela 55 - Analise de atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH, potencial e
carga por VPD, inibicdo de a-amilase dos compostos isolados da fracdo acetato de etila do

extrato das folhas.

VPD® CEso (ug mL™)
Carga (uC) Po(trir\1/<;|al DPPH s-amilase
FOE98-AE-C1 Rutina 210,2+0,2% 408+1° 5,52+0,01 25,2+1,8
FOE98-AE-C2 Isoquercitrina ~ 203,3+2,5° 402+2° 6,45+0,08° 30,5+0,9¢
FOE98-AE-C3 Quercitrina 200,9+0,9° 402+1° 6,44+0,06°  31,9+1,8°
FOE98-AE-C4 (-)-Epicatequina  162,6+1,2 318+2 2,89+0,04 92,9+0,1
- BHT 2,8+0,4 35442 6,5+0,1° -
- Acarbose - - - 0,013+0,003

Nota: a: tampédo acetato. As andlises com as mesmas letras ndo mostraram diferenca significativa
entre as médias pelo teste de Tukey a 5% para 0 mesmo ensaio. Foi obtido p<0,01 para todas as

correlacdes com médias diferentes.

Através destes resultados € possivel observar a elevada atividade
antioxidante dos compostos isolados (CEs,<50 pg mL™), fato que justifica os bons
resultados observados para os extratos e fracdes das folhas, flores e galhos.

Na analise da atividade antioxidante pelo método do radical DPPH, verifica-
se que a (-)-epicatequina apresenta maior atividade em relacdo a rutina,
isoquercitrina e quercitrina. Sabe-se que a presenca da carbonila no carbono C4 e
dupla ligagéo entre os carbonos C2 e C3 (como, por exemplo, o caso dos flavonois)
permite a formacdo de um sistemartr altamente conjugado (Figura 11, p. 35), o que
estabiliza os radicais formados resultando em maior atividade antioxidante. Fato que
nado justificaria a elevada atividade observada para a (-)-epicatequina. Entretanto,
trabalhos tém demonstrado que flavonois que apresentam glicosilagdo do OH no
carbono C3, reduz a atividade antioxidante devido ao impedimento estérico criado
pelo grupo sacarideo (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002, LOPEZ et al., 2003,
DURAND et al., 2007, LACOPINI et al., 2008). Somado a isto, além dos hidrogénios
OH responsaveis pela reacdo radicalar (Figura 100), flavan-3-ois, como a (-)-



188

epicatequina, apresenta um hidrogénio benzilico em C2 que pode ser removido com
facilidade por ser estabilizado por estruturas de ressonancia (Figura 100), fato que

justifica a sua elevada atividade antioxidante (KONDO et al., 1999b, a).

Figura 100 - Estruturas de ressonancia de radical formado em flavan-3-ol.
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Fonte: autora.

Com relagcdo a VPD, observa-se que a epicatequina apresenta menor
potencial de oxidacdo que a rutina, isoquercitrina e quercitrina, portanto, ela € mais
facilmente oxidada, corroborando para uma melhor atividade antioxidante, fato que
foi observado na analise pelo método DPPH. Com relacdo a densidade de carga,
embora as amostras tenham sido analisadas com a mesma concentracao de
1,6 mmol L?, verificou-se diferenca entre elas. Isto pode ser explicado pelo
coeficiente de difusdo. Na equacado mostrada abaixo se verifica que o coeficiente de
difusdo (D) é diretamente proporcional a massa molar (M) (PACHECO et al., 2013).
Portanto, compostos com massas molares maiores apresentam maior coeficiente de
difudo, resultando em mais compostos no eletrodo, tornando a densidade de carga

maior. Por isso é observado elevada densidade de carga para a rutina.

1 l1+o
_ P ~
D= ﬂt{nFAC (1_0)} Equacao 12
c..m
Mv
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Onde iy: corrente do pico (pA), n: numero de elétrons envolvido na reagao
redox, F: constante de Faraday (coulombs), A: area do eletrodo (cm?), tn: tempo
entre a segunda e a primeira leitura de corrente (s), D: coeficiente de difusdo (cm?s’
1y, C: concentracdo do analito (mmol L), m: massa de amostra (g), M: massa molar,
v: volume de amostra (mL), o = exp(nFAE /2RT), AE = amplitude do pulso.

Na andlise da inibicdo de a-amilase, verifica-se que os flavonois (rutina,
isoquercitrina e quercitrina) apresentam atividade superior (menor CEsg) que o
flavan-3-ol ((-)-epicatequina). Como discutido no item 4.2.8 (p. 129), a presenca da
carbonila em C4 e a dupla ligacéo entre C2 e C3, presentes nos flavonois, permitem
estrutura de anel planar condensado com formacdo de um sistema 1 altamente
conjugado, tornando a atividade inibidora de a-amilase elevada.

Portanto, a andlise dos compostos isolados justifica a atividade antioxidante

e inibidora da a-amilase observada no extrato e fracoes.
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5 CONCLUSOES

O dleo essencial das folhas da espécie E. calycina apresentou rendimento
em niveis comparaveis com outras plantas comercialmente importantes, sendo
composto predominantemente por sesquiterpenos. O fracionamento do 6leo
essencial permitiu a separacédo de sesquiterpenos oxigenados dos ndo oxigenados.
Tanto o d6leo essencial como a fragdo contendo apenas sesquiterpenos nao
oxigenados (F1), apresentaram elevada atividade antimicrobiana contra bactérias
anaerobicas gram-negativas P. nigrescens e P. gingivalis. As fragcbes compostas
basicamente por sesquiterpenos oxigenados (F3 e F4) apresentaram elevada
atividade para todas as bactérias (com excec¢do da A. naeslundii). Tanto o 6leo
essencial como suas fracdes apresentaram baixa toxicidade para células Hela,
quando o crescimento dos microrganismos foi inibida a baixas concentracdes.

Com relacdo aos extratos da espécie E. calycina, a analise do perfil dos
espectros de UV/Vis, a prospecc¢do fitoquimica, o elevado teor de fendis totais,
flavonoides e proantocianidinas indicaram que as fracdes acetato de etila e n-
butanol de folhas e flores apresentaram em sua composi¢cao flavonoides do tipo
flavondis e/ou flavonas. No caso do extrato dos galhos, o baixo teor de flavonoide
observado, o elevado teor de proantocianidinas e fenois totais e a andlise do perfil
do espectro de UV/Vis indicaram a presenca de flavan-3-6is e proantocianidinas em
sua composicao. O elevado teor de compostos fendlicos nos extratos das folhas,
galhos e flores explicou a alta atividade antioxidante e inibidora de a-amilase. Os
flavonoides tipo flavan-3-6is, que podem estar presentes nos galhos como
mondmeros (dando origem as proantocianidinas), podem justificar a elevada
atividade inibidora da a-amilase.

A andlise estatistica da componente principal (PCA) diferenciou a fracédo
acetato de etila das demais, sugerindo diferencas de composicdo quimica e
quantidade de compostos entre as fracbes em acetato de etila e n-butanol, que
foram as que se destacaram nas atividades analisadas.

Na fracdo acetato de etila das folhas foram isolados e identificados (por UV-
Vis, RMN e ESI-EM/EM) os flavonoides da classe dos flavonadis rutina, isoquercitrina

e quercitrina, além do flavan-3-ol (-)-epicatequina. Todos os compostos isolados
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apresentaram excelente atividade antioxidante (comparavel ao antioxidante sintético
BHT) e excelente atividade inibidora de a-amilase (CEso<50 ug mL™).

Através de desreplicacao utilizando CLAE-ESI-EM/EM foram identificadas as
procianidinas B2 e C1 na fracdo acetato de etila das folhas. A composicdo de
flavonoides de folhas e flores foi muito semelhante, variando apenas nha
concentracdo destes compostos. Na fracdo acetato de etila dos galhos foi
identificada a epicatequina e as procianidinas B2 e C1. Isto corroborou com 0s
resultados obtidos na prospeccao fitoquimica.

Os compostos isolados foram quantificados por CLAE através de curva
analitica construida com estes compostos. As folhas apresentaram elevada
concentracdo de epicatequina e quercitrina, enquanto que as flores apresentam
quercitrina e rutina em maior concentracdo. Somando as concentracdes de
compostos quantificados, verifica-se que as flores apresentaram maior
concentracdo, o que refletiu em melhor atividade antioxidante observada nas
analises. Dentre os compostos avaliados, a fracdo acetato de etila dos galhos
apresentou apenas a epicatequina, corroborando com a analise de CLAE-ESI-
EM/EM. Nas fragbes n-butanol, verificou-se a auséncia de epicatequina (muito
provavelmente devido a sua menor polaridade). Portanto, através da quantificacao
dos compostos isolados, verificou-se que para o isolamento de flavonois a fracdo
mais indicada é a acetato de etila das flores e folhas, enquanto que para o
isolamento de flavan-3-ol seria a acetato de etila dos galhos.

Assim, o 6leo essencial obtido das folhas e os extratos das folhas, flores e
galhos fazem desta espécie uma fonte de produto natural promissora para o estudo
de outras atividades. Aliado a isto, o elevado rendimento do 6leo essencial (com
elevada quantidade de sesquiterpenos) e o elevado rendimento dos extratos (com
alto teor de compostos fendlicos) tornam a espécie comercialmente promissora em

possiveis farmacos fitoterapicos.
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APENDICE A - Tempos de retencéo
andlise por CG-EM
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dos padrdes de alcanos (C8-C30) na

Alcano Tempo de

retencédo (min)
octano (C8) 3,35
nonano (C9) 5,15
decano (C10) 7,95
undecano (C11) 11,66
dodecano (C12) 15,89
tridecano (C13) 20,30
tetradecano (C14) 24,63
pentadecano (C15) 28,83
hexadecano (C16) 32,82
heptadecano (C17) 36,62
octadecano (C18) 40,27
nonadecano (C19) 43,74
eicosano (C20) 47,06
heneicosano (C21) 50,21
docosano (C22) 53,23
tricosano (C23) 56,13
tetracosano(C24) 58,91
pentacosano (C25) 61,59
hexacosano (C26) 64,39
heptacosano (C27) 67,76
octacosano (C28) 69,55
nonacosano (C29) 71,78
triacontano (C30) 74,16
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APENDICE B - Meios de cultura e solucdes utilizadas na analise da atividade

antimicrobiana

- Caldo triptona de soja - TSB (BD®)

Composicéo: peptona de caseina (17,0 g); peptona de soja (3,0 g); glicose (2,5 g);
cloreto de sadio (5,0 g); hidrogenofosfato dipotassico (2,5 g).

Preparacao (CLSI, 2012b): Foi preparada uma solugdo de concentracdo de 30,0
mg mL? em &gua destilada. A solucdo foi homogeneizada e autoclavada por
15 minutos a 121 °C.

- Agar triptona de soja - TSB (BD®)

Composicdo: infusdo de musculo cardiaco (2,0 g); digestdo pancreatica de caseina
(13,0 g); extrato de levedura (5,0 g); cloreto de sédio (5,0 g); agar (15,0 g).
Preparacdo: Foi preparada uma solucéo de concentracdo de 40,0 mg mL™ em agua
destilada. A solucao foi homogeneizada com aguecimento até a completa dissolucao
do pé e autoclavada por 15 minutos a 121 °C. Ap6s o resfriamento (45 a 50 °C) foi
adicionado 5% de sangue desfibrinado de carneiro. Cada placa de Petri recebeu 25

mL dessa mistura.

- Caldo Schaedler (BD®)

Composicdo: digestao pancreatica de caseina (8,10 g); digestao peptidica de tecido
animal (2,50 g); digestdo papainica de farelo de soja (1,00 g); dextrose (5,82 g);
extrato de levedura (5,00 g); cloreto de sddio (1,70 g); fosfato dipotassico (0,82 g);
hemina (0,01 g); L-cistina (0,40 g); Tris (hidroximetil) aminometano (3,00 g).
Preparacdo (CLSI, 2012a): Foi preparada uma solucdo de concentracao
28,4 mg mL™ em &gua destilada. A solucéo foi homogeneizada e autoclavada por 15
minutos a 121 °C. Em seguida, foi suplementada com 1 mL de solugédo de hemina
de concentracdo 5,0 mg mL™ e 1 mL de solucdo de menadiona de concentracdo 1,0

mg mL™.

- Agar Schaedler (BD®)

Composicéo: digestdo pancreatica de caseina (8,20 g); digestdo peptidica de tecido
animal (2,50 g); digestdo papainica de farelo de soja (1,00 g); dextrose (5,80 g);
extrato de levedura (5,00 g); cloreto de sédio (1,70 g); fosfato dipotassico (0,80 g);
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hemina (0,01 g); L-cistina (0,40 g); Tris (hidroximetil) aminometano (3,00 g); Agar
(13,5 9g).

Preparacéo: Foi preparada uma solucdo de concentracdo 41,9 mg mL™* em agua
destilada. A solucéo foi homogeneizada e autoclavada por 15 minutos a 121 °C. Em
seguida, foi suplementada com 1 mL de solucdo de hemina de concentracéo 5,0
mg mL™* e 1 mL de solucdo de menadiona de concentracdo 1,0 mg mL™. Apés o
resfriamento (45 a 50 °C), foi adicionado 5% de sangue desfibrinado de carneiro.
Cada placa de Petri recebeu 30 mL dessa mistura.

- Inéculos

Para inOculos utilizados em bactérias aerdbicas, com o auxilio de uma alca de
platina esterilizada, culturas de 24 horas dos microrganismos, crescidos no meio de
cultura de agar triptona de soja, foram transferidas para tubos contendo caldo
triptona soja;

Para inoculos utilizados em bactérias anaerdbicas, com o auxilio de uma al¢a de
platina esterilizada, culturas de 72 horas dos microrganismos, crescidos no meio de
cultura de agar Schaedle, foram transferidas para tubos contendo caldo Schaedle.
Através de um turbidimetro, os in6culos foram padronizados fazendo a comparacéo
de sua turbidez com o tubo 0,5 da escala de McFarland para bactérias (corresponde
a 1,5 x 10 UFC mL™).
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APENDICE C - Meio de cultura utilizado na andalise da atividade citotéxica

- Roswell Park Memorial Institute “RPMI 1640”

Composicao; nitrato de célcio (0,1 mg mL™); sulfato de magnésio (0,04884 mg mL™);
cloreto de potéssio (0,4 mg mL™); bicarbonato de sédio (2 mg mL™); cloreto de sédio
(6 mg mL™); monohidrogenofosfato de sédio (0,8 mg mL™); L-arginina (0,2 mg mL™);
L-asparagina (0,05 mgmL™); 4&cido L-aspartico (0,02 mgmL?); L-cistina
(0,0652 mg mL™Y); A&cido L-glutdmico (0,02 mg mL™); glicina (0,01 mgmL™); L-
histidina (0,015 mg mL™); hidroxi-L-prolina (0,02 mg mL™); L-isoleucina (0,05 mg mL"
Y: L-leucina (0,05 mg mL™); L-lisina (0,04 mg mL™); L-metionina (0,015 mg mL™); L-
fenilalanina (0,015 mg mL™); L-prolina (0,02 mg mL™); L-serina (0,03 mg mL™); L-
treonina (0,02 mg mL™); L-triptofan (0,005 mg mL™); L-tirosina (0,02184 mg mL™); L-
valina (0,02 mg mL™); D-biotin (0,0002 mg mL™); cloreto de colina (0,003 mg mL™);
acido  félico (0,001 mgmL™?);  mio-inositol (0,035 mg mL™?);  niacinamida
(0,001 mg mL™); &cido p-aminobenzéico (0,001 mg mL™); &cido D-pantotenico
(0,00025 mg mL™); piroxidina (0,001 mg mL™); riboflavina (0,0002 mg mL™); tiamina
(0,001 mg mL™); vitamina B12 (0,000005 mg mL™); D-glucose (2 mgmL™);
glutationa (0,001 mg mL™); fenol red (0,0053 mg mL™); L-glutamina (0,3 mg mL™).
Preparacdo: O meio de cultura Roswell Park Memorial Institute “RPMI 1640 foi
suplementado com 5% (v:v'') de soro fetal bovino (FBS) e L-glutamina (2 mM) em
frascos de cultura de tecidos. Estes foram incubados a 37 °C numa atmosfera umida
com 5% de CO..
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APENDICE D - Matriz de analise

Casos Variaveis
FT-F P-F FIv-F FT-Ga P-Ga Flv-Ga FT-Fl P-Fl Flv — FI
1 23,3 6,40 16,9 69,6 28,5 0,59 27,5 21,9 2,84
hexano 2 22,2 6,60 17,2 61,3 31,9 0,47 26,9 23,1 4,06
3 22,2 6,00 14,8 63,8 33,5 0,59 29,9 22,5 3,09
4 69,1 12,6 1,39 287,9 47,6 0,19 73,5 27,5 2,08
diclorometano 5 74,3 12,8 0,41 285,4 46,4 0,081 69,1 27,7 1,60
6 67,3 11,7 2,11 277,9 49,2 0,19 62,8 26,6 2,56
7 326,9 74,9 43,7 554,9 129,9 1,38 548,7 99,3 43,23
metanol:agua 8 327,8 74,3 42,9 543,5 126,0 1,15 558,8 99,5 41,90
9 327,8 74,3 44,5 543,5 127,5 1,86 558,8 99,1 41,64
10 350,8 131,2 52,6 733,3 206,1 3,46 732,6 140,3 86,62
acetato de etila 11 349,8 134,3 50,7 735,0 206,5 3,70 728,1 139,8 84,91
12 349,8 133,9 50,5 738,4 200,1 4,51 736,3 140,5 85,64
13 312,4 82,7 36,7 592,6 139,4 0,79 517,3 74,0 64,44
n-butanol 14 310,8 82,9 33.9 589,3 140,4 0,56 510,9 76,9 62,68
15 310,8 83,5 36,9 595,9 138,8 0,68 517,3 75,8 62,17
16 92,5 13,3 1,97 178,4 39,3 0,19 61,5 16,3 0,62
agua 17 95,5 13,5 1,74 175,6 42,1 0,079 61,6 18,8 0,62
18 93,5 14,5 2,19 178,4 43,1 0,079 61,4 16,5 0,85

FT: Fendis totais, P: proantocianidinas; Fl: flavonoides; F: folha; Ga: galho; FI: flor



APENDICE E - Componentes principais

Casos

Componentes principais

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC6 PC7 PC8 PC9
1 2,765 0625 0531 0,237 0043 0053 -0013 -0027 -0,007 2,765
hexano 5 2,764 0563 0550 0,292 0069 -0023 -0,003 -0,002 -0,009 2764
3 2778 0633 0441 0237 0023 -0014 0008 0031 0018 2,778
4 2469  -0,025 -0464 -0,187 0,188 0,044 -0,004 -0,004 0,014 2,469
diclorometano 5 2514 -0,105 -0,481 -0202 0,171 0,004 -0,028 -0,005 -0,008 2514
6 2,487 -0,007 -0429 -0,144 0,186 0,037 0,033 0011 -0,006 2,487
7 1,810 -0,425 0474 -0365 0,038 -0,016 0018 -0001 -0,021 -1,810
metanol:agua 8 1,708 -0,561 0512 -0,379 0,044 -0,084 -0,046 -0,006 0014  -1,708
9 1,889 -0,130 0,503 -0,456 -0,069 0,101 0,031 0,010 0,007  -1,889
10 4,449 0545 -0,156 0,132 0,095 -0,116 0,014 0,017 0,000  -4,449
acetato de etila 11 4,467 0,692 -0267 0071 0022 -0,104 0,021 -0,027 0004 -4,467
12 4630 1,180 -0,329 -0,052 -0,120 0,144 -0,034 0,007 -0,004  -4,630
13 1,680 -0,891 -0048 0373 -0,038 0,103 0012 0012 0,001  -1,680
n-butanol 14 1,576  -1,012 -0,130 0,333 0,001 -0,042 -0,025 0,024 -0,005 -1,576
15 1,651 -0,951 -0023 0332 0012 0048 0,008 -0033 0005 -1,651
16 2,702 0,002 -0,229 -0083 -0,235 0,001 -0,008 -0,007 0,003 2,702
4gua 17 2,692 -0065 -0,226 -0,088 -0,213 -0,080 -0,006 0,015 -0,011 2,692
18 2688 -0,069 -0,228 -0,052 -0,218 -0,058 0,024 -0015 0,006 2,688

214
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APENDICE F - Espectro de massas (ESI-EM/EM - modo negativo) da rutina

isolada do extrato das folhas

— -MS, 1.0-1.2min #{56-64)

X108 608.9

3108 611.1 715.8
| - " A

Intens, -MS52(608.9), 1.4-1.6min M73-77)

%105 3006

178.9 270.7




APENDICE G- Espectro de massas

isolada do extrato das folhas
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(ESI-EM - modo positivo) da rutina
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APENDICE H - Nomenclatura dos fons de flavonoides glicosilados gerados

pela fragmentac&do em espectrometrometro de massas
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APENDICE | - Espectro de massas (ESI-EM/EM - modo negativo) da

iIsoquercitrina isolada do extrato das folhas

Intens. -MS, 0.3-0.4min #(18-21)

%108 463.0943

927.1896

615.9985
1033.9965
I I 734.0004 l 1333.9856
i L

I |

T T T T T T T T T T T T
2“” ﬂl’)ﬂ 600 800 1000 1200 1400 1600 mz

316.0178
1

hhanss. -MS2(463.0944), 21.675-26.491TeV, 0.4min 224
10
* 463.0933

1254

0.754

0.50+4

301.0314

0.00




APENDICE J - Espectro de massas (ESI-EM/EM

quercitrinaisolada do extrato das folhas

Intens.

100

40+

204

219

- modo negativo) da

447.0988

561.0895

895.1992

M5, 0.1mn #8|

ntens.

100+

404

20+

1000 1200
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1800

301.0393

447.0970

-ME2(447 0988). 21.3151-26.0518eV, 0.2min #14
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APENDICE K - Espectro de massas (ESI-EM/EM - modo negativo) da

epicatequinaisolada do extrato das folhas

hh‘[‘.‘:] -MS, 0.1-0.1min #(5-7)
100, 579.1540
289.0759

447.0974
204 869.2316

737.1740
o [P T

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 iz

M!I’;:. -MS2{2B0.07€5), 18-22eV, 0.6min £27
%] 289.0766

100

245.0852

404 203.0739

179.0383 221.08861

137.0258

70.6719 96.3643 271.0661
JI4|-II.|L||l'-‘ i . .
50 100 150 200 250 300 350 miz




