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RESUMO

A espécie Diospyros hispida pertence a familia Ebenaceae, sendo
conhecida também como, Diospyros burchelli Hiern, Diospyros
mattogrossensis Hoehne, Diospyros coccolobifolia var. pubescens e
popularmente conhecida como olho-de-boi, caqui-do-mato, caqui-do-
cerrado, bacupari-bravo e caqui-bravo. Esta espécie tem sido usada
por comunidades do Cerrado para o tratamento de doencas infecciosas.
N&o ha relatos na literatura sobre a composicdo do seu 0leo essencial,
ou sobre seu extrato etanolico e nem sobre a sazonalidade. A
composicdo quimica do o6leo essencial foi determinada no més de abril
com a prevaléncia de alcoois monoterpénicos e sesquiterpénicos. As
analises por CG-EM do 6leo essencial de D. hispida, ha mesma época,
revelaram a presenca de 30 compostos, sendo o sesquiterpeno (E)-
nerolidol, o principal constituinte com 26,53%. Ja para o més de agosto,
o Oleo essencial apresentou alcanos de cadeia longa, sendo o
constituinte mais abundante, o (Z)-hex-3-en-1-ol com concentracdo de
23,62%. O resultado obtido para a determinacdo de fendis totais para o
extrato etandlico de D. hispida foi 161,87 + 1,32 mg EAG/g de extrato. O
teor de proantocianidinas para o mesmo extrato foi de 54,57 + 7,33 mg
ECAT/g de extrato. A atividade antioxidante pelo método do DPPH
apresentou um valor de CEsg, de 11,8 ug mL™. Para a prospeccdo
fitoquimica do extrato etandlico das folhas de D. hispida utilizando-se o
revelador NP/PEG, detectou-se a presenca de flavonoides. Com os
reveladores Liebermann-Burchar e vanilina sulfarica verificou-se a
presenca de substancias fendlicas, triterpenos e esteroéides. Utilizando-se
os reveladores lodo-Cloro-Platinado e Dragendorff, foi verificado que este

extrato ndo apresentou alcaloides.

Palavras-chave: 0Oleo essencial, Diospyros hispida, atividade

antioxidante, extrato etanolicos



ABSTRACT

Diospyros hispida species belongs to the Ebenaceae family. It is
also known as Diospyros burchellii Hiern, Diospyros mattogrossensis
Hoehne, Diospyros coccolobifolia var. pubescens and is popularly known
as olho-de-boi, caqui-do-mato, caqui-do-cerrado, bacupari-bravo e
caqui-bravo. This species has been used for the Cerrado communities for
treating infectious diseases. There are no reports in the literature about
the composition of the essential oil Diospyros hispida, or the ethanolic
extract, and neither on its seasonality. The essential oil chemical
composition was determined in April with the prevalence of monoterpenes
and sesquiterpenes alcohols. The analysis by GC-MS of the essential oil
of D. hispida, at the same time, revealed the presence of 30 compounds,
and the sesquiterpene (E)-nerolidol, as the main constituent with 26.53%.
For the month of August, the essential oil presented long-chain alkanes
and the most abundant constituent was (Z)-hex-3-en-1-ol with
concentration of 23.62%. The values obtained for the determination of
total phenols for the ethanolic extract of D. hispida was 161.87+1.32 mg
of GAE/g of extract. The proanthocyanidin content for the same extract
was 54.57+7.33 mg of ECAT/g of extract. The antioxidant activity by
DPPH method showed an ECs, value of 11.8 ug mL™. For phytochemical
screening of the ethanol extract of the leaves of D. hispida using the
developer NP / PEG, detected the presence of flavonoids. With the
Liebermann-vanillin sulfuric Burchar developers and verified the presence
of phenolic substances, triterpenes and steroids. Using the developers
lodo-Chloro-platinum and Dragendorff, it was found that this extract
showed no alkaloids.

Keywords: essential oil, Diospyros hispida, antioxidant activity, ethanolic
extract



1 INTRODUCAO

1.1 Aimportancia das plantas medicinais e 6leos essenciais

O saber popular sobre plantas sempre foi a principal fonte de
descoberta dos principios ativos responsaveis no combate de doencas (DI
STASI, 1996). De acordo com a OMS, cerca de 80% da populagdo mundial
faz uso de tratamentos sugeridos pela medicina tradicional (BASSO et al.,
2005).

Segundo Reinbothe, Diettrich e Luckner (1990), a natureza de forma
geral tem produzido a maioria das substancias organicas conhecidas.
Entretanto, € o reino vegetal que tem contribuido de forma mais significativa
para o fornecimento de substancias Uteis ao tratamento de doencas. Prova
disto, € o grafico mostrado a seguir comparando-se 0s tipos de organismos
gue deram origem a novos compostos publicados no periédico “Journal of
Natural Products”, nos anos de 2001 e 2010:

Figura 1: Comparacgédo dos tipos de organismos que deram origem a
novos compostos nos anos de 2001 e 2010.

9.3% 0.6% _0.1%

28.4%

23.7%

61.5% 61.7%

2001 2010
o Plantas (%)
1142 compostos ®  Marinhos/aquaticos (%) 1369 compostos
®  Micoorganismos terrestres/fungos (%)
B Animais terrestres (%)
®  Organismos ndo especificados (%)

Fonte: Kinghorn, Fletcher e Chai, Journal of Natural Products, n. 74, p. 1539-
1555, 2011.

O grande numero de metabdlitos biossintetizados pelas plantas foi uma

forma de evolucéo e adaptacao desses vegetais as condicbes ambientais ndo
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favoraveis a eles, como mecanismo de defesa (REINBOTHE; DIETTRICH;
LUCKNER, 1990).

A importancia e a potencialidade quimica das plantas medicinais
reflete-se nos dados obtidos em pesquisas cientificas atuais, uma vez que
50% dos medicamentos lancados em 2010 originaram-se de produtos
naturais, derivados de produtos naturais (semissintéticos), ou sintéticos,
porém com base no conhecimento adquirido de um produto natural
(NEWMAN; CRAGG, 2012). Entretanto, esse potencial & ainda muito pouco
explorado, considerando todas as espécies de plantas existentes no mundo
(BRESOLIN; CECHINEL, 2010).

Figura 2: Produtos naturais como fonte de novas drogas.

Sintéticos, porém com
base no farmacéforo

Vacinas ioléai
de um produto natural Blologicos
I, 80, 6% B, 202, 15% Produtos naturais
S*NM, 122, 9% nio modificados
N, 59, 4%

5% 55, 4%
NB, 3, 0%

S'NM, 146, 11% Fitomedicamentos

Sintéticos, porém
desenhados com
base no
conhecimento
adquirido de um
produto natural

0 Sintéti | Produtos naturais
0 intéticos (semissintéticos)

S, 387, 29%

500/ =B WN WNB WND ~ S nSNM mS* uSYNM wb
n

ND, 299,22%

Fonte: NEWMAN e CRAGG, 2012.

Figura 3: Quinina e alguns anélogos antimaléricos sintéticos.

18

Fonte: VIEGAS JR, 2006.
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Figura 4: Metabdlitos secundarios de organismos marinhos que representam
importantes modelos para desenvolvimento de farmacos.
0

Na OH
42

Fonte: VIEGAS JR, 2006.

Plantas medicinais e aromaticas apresentam estreita correlacao no que
se refere a quase totalidade das espécies vegetais produtoras de Oleos
essenciais, apresentam uso na medicina popular, no tratamento das mais
diversas doencgas. As plantas aromaticas, na forma de infusatos e seus 6leos
essenciais, tém uso popular como sedativos, estomaquicos,
antiespasmaodicos, antidiarréicos, analgésicos, anti-inflamatorios, diuréticos e
hipotensores (ANDRADE et al., 2002).

Segundo Onayade-Sontan (1991), o uso de plantas aromaticas é
bastante difundido, em especial no tratamento de infec¢coes microbianas,
inflamacdes, dores, eczemas e na regulacdo da fertilidade. Entre as
propriedades farmacolégicas encontradas em 06leos volateis estdo a atividade

antifangica (DI STASI, 1996, RASOOLI; ABYANEH, 2004), repelente
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(LWANDE et al., 1999; CHENG et al., 2004), anti-inflamatéria (JUERGENS;
STOBER; VETTER, 1998), anticolinesterasica (MIYAZAWA et al., 1998), e
analgésica (SILVA et al., 2003). Ladeira (2002) cita o uso de chas de plantas
ricas em Oleo volatil para o tratamento de diversas enfermidades.

Uma das classes mais importante € a dos 6leos essenciais, que sao
principios ativos presentes em plantas arométicas constituido de uma mistura
de substancias volateis e hidrofébicas. Suas caracteristicas mais peculiares
sdo: aroma agradavel, sabor, volatilidade, insolubilidade ou pouca
solubilidade em &gua e solubilidade em solventes organicos e, quando
liberados pelas plantas, agem como sinais quimicos para a comunicacao
entre espécies, na protecado contra microrganismos, herbivoros e intempéries
ambientais. Os 0Oleos essenciais podem apresentar atividade otica, tem
coloracédo incolor ou amarelada e em temperatura ambiente estdo na forma
oleosa (SIMOES E SPITZER et al., 2004).

A composicdo destes 6leos € bastante complexa, uma vez que se
podem encontrar diversos compostos aromaticos e alifaticos, derivados de
fenilpropandides e terpendides. Apresentam, normalmente, um ou dois
compostos majoritarios na sua constituicdo (GONCALVES et al., 2003; SILVA
et al., 2003).

Fatores como variabilidade genética intraespecifica, condicdes
ambientais, épocas de colheita, condi¢cées de cultivo, tipo de solo e parte da
planta analisada podem influenciar no teor e na composicdo quimica dos
Oleos essenciais (HAY; SVOBODA, 1993).

Os 6leos essenciais sdo misturas complexas que podem conter 100 ou
mais compostos organicos. Seus constituintes podem pertencer as mais
diversas classes de compostos, porém os terpenos e os fenilpropandides séao
as classes de compostos mais comumente encontradas. Os terpenos
encontrados com maior freqiéncia nos 6leos essenciais sdo 0s monoterpenos
e sesquiterpenos, bem como os diterpenos, constituintes minoritarios dos
Oleos essenciais.

Castro et al. (2004), analisando cinco acessos de mentrasto (Ageratum
conyzoides L.) em localidades diferentes do estado de Minas Gerais, nas
mesmas condicbes de cultivo, observaram que houve uma diferenca

significativa na quantidade e na composi¢cdo do 6leo essencial estudado.
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Atribuiram o fato a varios fatores, como constituicdo genética das plantas que
influenciam na producdo de determinados metabdlitos, época de colheita,
idade da planta, horéario do dia da coleta, variedades das espécies, condi¢cdes
climaticas e de solo.

Ha vérios estudos sobre Oleos essenciais e suas composicdes
quimicas e principalmente de suas propriedades biolégicas, que vao desde
atividade antifingica, antiprotozoaria, antileishmanica, antimicrobiana, dentre
outras (BAKKALI et al., 2008, BRAGA et al., 2007, FABRI et al., 2012, BURT,
2004, COWAN, 1999).

A composi¢éo quimica dos Oleos volateis pode ser formada através de
origens biossintéticas distintas (Figura 3), ou seja, a partir de derivados de
fenilpropandides, via acido chiquimico, e de terpendides via acetilcoenzima A
(BRUNETON, 2001, SIMOES;SPITZER, 2003).

Os fenilpropandides sao formados via acido chiquimico que por sua
vez é formado a partir da condensacao do fosfoenolpiruvato e da eritrose-4-
fosfato. O acido chiguimico é responsavel pela formacédo das duas unidades
basicas dos fenilpropandides, o acido cinamico e o acido p-cumarico que por
meio de reducdo, oxidacdo e ciclizagdo formam os alilbenzenos, aldeidos

aromaticos, propenilbenzenos e cumarinas (SIMOES; SPITZER, 2003).

Figura 5: Via do &cido chiquimico para a biossintese de compostos

fendlicos e alguns alcaloides.
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Figura 6: Ciclo biossintético dos metabolitos secundarios.
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Fonte: SIMOES E SPITZER, 2003.

Existem na literatura alguns trabalhos que relatam o uso de varias
plantas medicinais do Cerrado pela populacdo (VIEIRA, 1991, MARTINS,
2000, RODRIGUES; CARVALHO, 2001, GUARIM NETO; MORAIS, 2003),
contudo ainda é necessario realizar estudos etnobotanicos para aprofundar os
conhecimentos de espécies utilizadas na medicina popular, identificar essas
espécies e as substancias biologicamente ativas para comprovar a acéo

terapéutica e também avaliar sua toxicidade.

1.2 O Cerrado

Atualmente ha varios sistemas de classificacdo para as grandes areas

de vegetacdo existentes no pais, sendo seis biomas continentais
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reconhecidos: Amazobnia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Pantanal e
Pampa. O bioma Amazbnia é o de maior extensdo territorial, com 49,29% da
area total, enquanto o Pantanal é o de menor, com 1,76%. O Cerrado possuli
23,92% de extensao e ocupa a totalidade do Distrito Federal, mais da metade
dos estados de Goias, Maranhdo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e
Tocantins (IBGE, 2004).

Figura 7: Abrangéncia do Cerrado no territério brasileiro.
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Fonte: IBGE, 2004.

Durante as décadas de 1970 e 1980 houve um rapido deslocamento da
fronteira agricola, com base em desmatamentos, queimadas, uso de
fertilizantes quimicos e agrotoxicos, que resultou em 67% de éareas do
Cerrado “altamente modificadas”, com vocgorocas, assoreamento e
envenenamento dos ecossistemas. Atualmente restam apenas 20% de area
conservada, o que fez com que a regido fosse incluida na lista de hotspots
(IBAMA, 2014).

Em 2004 foi langado pelo Ministério do Meio Ambiente o Programa

Nacional de Conservacdo e Uso Sustentavel do Bioma Cerrado com o
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objetivo de promover a conservagao, restauracdo e recuperacdo no Bioma
Cerrado para reverter os impactos socioambientais negativos causados pela
ocupacado desordenada (BRASIL, 2004).

Embora bastante desconhecida, a flora do Cerrado € riquissima, sendo
constituida por cerca de 3.000 espécies arboreas, sendo 1.000 delas do
estrato arboreo-arbustivo e 2.000 do herbaceo-subarbustivo. Como familias
de maior expressao destacam-se as Leguminosas (Mimosaceae, Fabaceae e
Caesalpiniaceae), as Gramineas (Poaceae) e as Compostas (Asteraceae).
Entre os recursos naturais disponiveis, destaca-se 0 recurso terapéutico
oferecido pelas plantas medicinais. Porém ainda h& caréncia de estudos
destas plantas medicinais Uteis do Cerrado, principalmente quando
comparada a diversidade e a area ocupada (GUARIM NETO; MORAIS, 2003).

O clima do Cerrado € caracterizado por duas estacfes climaticas bem
definidas: invernos secos e verdes chuvosos. A estacao seca ocorre entre 0s
meses de abril e setembro. Nesse periodo a umidade relativa do ar é baixa,
contribuindo para a ocorréncia de incéndios e a estacdo chuvosa ocorre entre
0s meses de outubro a marco, periodo onde a flora do Cerrado se torna mais
exuberante. O solo apresenta caracteristicas bem marcantes, é bastante
antigo, quimicamente acido (pH 4,3 a 6, 2) e profundo. Devido a profundidade
do solo e a presenca de 4gua nas camadas mais profundas, as arvores e 0s
arbustos possuem complexos sistemas de raizes que os ajudam no periodo
mais seco, garantindo a sobrevivéncia e protecdo contra as queimadas.
Devido ao fato de abranger uma area muito grande, a vegetacao do Cerrado
€ dividida em onze tipos fitofisiondmicos, agrupados em trés formacoes:
Florestal (Mata Ciliar, Mata de Galeria, Mata Seca e Cerraddo), Savanica
(Cerrado sentido restrito, Parque de Cerrado, Palmeiral e Vereda) e
Campestre (Campo Sujo, Campo Rupestre e Campo Limpo) (SANTOS et al.,
2011).

1.2.1 Plantas medicinais do Cerrado

O fruto da espécie do Cerrado Dimorphandra mollis (Fabaceae),
conhecida como faveira, € uma das fontes da rutina, flavonoide que compde

medicamentos que combatem a fragilidade capilar. A infusdo das folhas de
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mangaba, Hancornia speciosa (Apocinaceae) € utilizada no tratamento da
tuberculose e de ulceras e o ch& das folhas para colica menstrual. A espécie
Guarea kunthiana (DE MESQUITA et al.,, 2005) apresentou importante
atividade para as formas promastigotas de Leishmania donovani com ICs, de
10pg/mL.

O estudo do extrato hexanico da casca da raiz de Matayba guianensis
em Plasmodium falciparum resistente a cloroquina culminou no isolamento de
quatro matayosideos ativos inéditos (DE MESQUITA et al.,, 2005, DE
MESQUITA et al., 2007).

As espécies de Xylopia aromatica e Xylopia emarginata (Annonaceae)
tiveram excelentes resultados quando testadas em Plasmodium falciparum
(DE MESQUITA et al.,, 2007). Os extratos hexanicos em diclorometano das
folnas de Schinus terebenthifolius (Anacardiaceae) demonstraram atividade
citotoxica em células tumorais (DE MESQUITA et al., 2009). Estudos in vitro e
in vivo reportaram atividades antibacterianas, antifungica, cicatrizante e
antileishmanial de S. terebenthifolius (LUCENA et al.,, 2006, BRAGA et al.,
2007).

As espécies do Cerrado, Cupania vernalis, conhecida como olho de
cotia e utilizada como anti-inflamatério e Serjania lethalis, conhecida como
timb6 e usada como analgésico e anti-inflamatério demonstraram acentuada
atividade anti-Plasmodium e anti-Leishmania (DE MESQUITA et al., 2007).
Além dessas, outras espécies do Cerrado, usadas tradicionalmente para
tratar a malaria ou como antipiréticos sao descritas pela importante atividade
anti-plasmédio, como Aspidosperma spp., Annona squamosa (EL TAHIR;
SATTI; KHALID, 1999), Casearia elliptica (SIMONSEN et al., 2001), Duguetia
hadrantha e Xylopia frutescens (JENETT-SIEMS et al., 1999).

Os extratos diclometanicos de raizes de Brosimum gaudichaudii e
Lantana Camara foram capazes de inibir o fungo fitopatdgeno Cladosporium
sphaerospermum. A primeira espécie é amplamente utilizada no Brasil para o
tratamento do vitiligo (DEF, 2000). Essa atividade € atribuida a presenca das
furanocumarinas, bergapteno e psolareno (ALVES; SILVA; BRANDAO, 2000).

Fisher et al., (2004) mostraram que as espécies do Cerrado,

Cissampelos ovalifolia e Siparuna guinensis utilizadas na medicina tradicional
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para o tratamento de febres e como antimalarico (RODRIGUES;
CARVALHO, 2001) foram ativas em P. falciparum corroborando o uso
tradicional.

Da infusdo de folhas de Byrsonima crassa, utilizada tradicionalmente
como febrifuga e para o tratamento de doencas de pele foram isolados
compostos com atividades bioldégicas como imunomodulacao, protecao contra
o cancer e doencgas cardiovasculares (MONTOURO et al., 2005).

1.3 A espécie Diospyros hispida DC

A espécie Diospyros hispida pertence a familia Ebenaceae, sendo
conhecida também como, Diospyros burchelli  Hiern, Diospyros
mattogrossensis Hoehne, Diospyros coccolobifolia var. pubescens e é
vulgarmente conhecida como olho-de-boi, caqui-do-mato, caqui-do-cerrado,
bacupari-bravo e caqui-bravo. Foi descrita como sendo uma planta didica, de
4 a 7 metros de altura, com copa globosa e densa, tronco tortuoso, casca
grossa, com folhas alternas, simples, e pilosas. Sua floragdo ocorre entre 0s
meses de agosto a hovembro e a frutificacdo entre os meses de dezembro a
marco. Ela é uma espécie nativa, ndo endémica, podendo ser encontrada em
Rondbnia, Tocantins, Par4, Bahia, Maranhdo, Piaui, Ceara, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Mato Grosso, Goids, Distrito Federal, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parana,
distribuida pelos biomas Amazénia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. Esta
espécie tem sido usada por comunidades do Cerrado para o tratamento de
doencas infecciosas (LORENZI, 2002).
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Figura 8: Distribuicdo geografica da espécie Diospyros hispida DC
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Fonte: Reflora, 2010.
Figura 9: Diospyros hispida DC

Fonte: o autor



1.3.1 Atividades bioldgicas da familia e espécies

A familia Ebenaceae tem mais de 350 espécies espalhadas nos
tropicos e subtropicos. Mais de 300 compostos ja foram identificados no
género Diospyros, rico em naftoquinonas e triterpenos. O primeiro composto
isolado, em 1952, foi a plumbagina, uma naftoquinona encontrada
principalmente nas folhas de plantas desse género. A plumbagina (2-metil-5-
hidroxi-1,4-naftoquinona), pigmento de coloracdo amarela foi encontrada na
espécie D. maritima (VAN DER VIJVER, 1972).

Figura 10: Estrutura da plumbagina
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Fonte: PAIVA et al., 2004.

Gu et al. (2004) mostraram que a plumbagina possui forte atividade
antibacteriana e antifingica. Outros compostos foram isolados a partir de D.
maritima como a maritinona (1), a chitranona (2), a zeylaonona (3) e a 4,8-di-
hidréxi-6-metil-1-tetralona.

Figura 11: Estruturas da maritinona (1), chitranona(2), zeylaonona (3)

OH O
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Fonte: GU et al., 2004.

O estudo do extrato cloroférmico dos galhos de Diospyros discolor
permitiu o isolamento de 4 novos triterpenos desta espécie: 24-etil-33-
metoxilanost-9-(11)-en-25-ol, 3B-metoxi-24-metilelanost-9-(11)-en-25-ol, 3[-
metoxi-25-metil-24-metilelanost-9-(11)-en-21-ol, 3B-metoxi-24-metilelanost-9-
(11),25-dien-24-o0l (GANAPATY et al., 2005,CHEN et al., 2007).

O estudo do extrato diclorometénico da casca do caule de Diospyros
crassiflora (TANGMOUO et al., 2006) permitiu isolar uma naftoquinona, a
crassiflorona, além do gerberinol. A atividade antimicrobiana desses
compostos foi avaliada e foram considerados ativos em Escherichia coli,
Shigella dysenteriae, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Candida

albicans e Candida. krusei.

Figura 12: Estrutura crassiflorona (4) e gerberinol (5)

(5)

Fonte: TANGMOUO et al., 2006.

A investigacdo do extrato cloroformico das raizes de Diospyros
assimilis permitiu isolar seis derivados naftalenos: 4-hidroxi-3,5-dimetoxi-2-
naftaldeido, 4-hidroxi-5-metoxi-2-naftaldeido, 5-hidroxi-4-metoxi-2-naftaldeido,
8’-hidroxi-isodiospirina, diospirina e plumbagina. Esses compostos foram

testados contra os protozoarios Trypanosoma sp., Leishmania sp. e
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Plasmodium sp. As quinonas diméricas, 8’hidroxiisodiospirina e diospirina
mostraram acentuada atividade em Trypanosoma brucei e Leishmania
donovani, moderada atividade em Plasmodium falciparum resistente a
cloroguina e a pirimetamina, e baixa atividade em T. cruzi (GANAPATY et al.,
2006).

Figura 13: Estrutura da diospirina

Fonte: GANAPATY et al., 2006.

As fracBes lipofilicas da raiz e do caule de Diospyros anisandra
apresentaram concentracdo inibitéria minima (CIM) de 6,25 pg/mL em
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Candida albicans, Aspergillus niger e
Clostridium gloeosporioides. O estudo do extrato hexanico da mesma
espécie, resultou no isolamento da plumbagina (BORGES-ARGAEZ et al.,
2007). O extrato metandlico da espécie inibiu cepas resistentes de
Mycobacterium tuberculosis a uma concentragéo de 25 ug/mL.

A particdo acetato de etila da raiz de D. hispida mostrou valores de
CEsp de 1ug/mL contra Plasmodium falciparum. Este extrato ndo apresentou
atividade citotoxica frente a células de mamiferos, resultando em um indice de
seletividade (IS) de 435,8. Valores positivos de IS indicam que 0s extratos e
6leos essenciais mostraram maior seletividade pelos microrganismos que
toxicidade as células (ALBERNAZ et al., 2010).
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1.4 Antioxidantes e capacidade sequestrante do radical DPPH

Nos ultimos anos, estudos na area de estresse oxidativo tiveram o seu
foco voltado a esclarecer a importancia dos radicais livres no processo
patologico de sindromes como cancer, aterosclerose, inflamacéo e diabetes
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). InUmeras evidéncias levaram a crer que
estas espécies quimicas possuem um papel fundamental no desenvolvimento
destas doencas (SOUZA et al., 2007). Os radicais livres podem ter a sua
origem endogena, sobretudo nos processos metabolicos, mais
especificamente na respiracao celular (CERUTTI, 1994).

As mais importantes reacfes de radicais livres em células aerdbicas
envolvem o oxigénio molecular e seus derivados, nitrogénio, peroxidos e
metais de transicdo (DE ZWART et al.,, 1999). A producdo continua de
radicais livres ativa um tipo de mecanismo chamado defesa antioxidante, que
limita a acdo destas espécies quimicas sobre as biomoléculas (SIES, 1993,
HALLIWELL et al., 1995). Neste mecanismo de defesa, envolvem-se
compostos antioxidantes que vao desde enzimas a pequenas moléculas
obtidas pela dieta (VASCONCELOS et al., 2007).

Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que
tem a capacidade de inibir uma acédo oxidativa, quando presente em baixa
concentracéo (SIES; STAHL, 1995). Sdo compostos que protegem o sistema
biolégico contra o efeito nocivo de processos ou rea¢des que podem causar
oxidacdo excessiva (KRINSKY, 1994). Dentre os antioxidantes naturais, se
encontram classe de compostos com maior potencial antioxidante e os mais
estudados, que estdo distribuidos amplamente na natureza, sdo eles os
compostos fendlicos, carotendides e tocoferéis (RICE-EVANS; MILLER;
PAGANGA,1996, LIU, 2004).

Entre os fitocompostos, os compostos fendlicos assumem um papel de
destaque, uma vez que estes compostos exercem funcdes bioldgicas em
plantas e despertam interesse por suas diversas propriedades farmacolégicas
(ANGELO; JORGE, 2007). Os compostos fenodlicos sédo produtos do
metabolismo secundario de plantas, que exercem fungbes fisiologicas
essénciais (TSIMIDOU; PAPADOPOULOS; BOSKOU, 1992; SOARES, 2002).

Esta classe esta incluida na categoria de interruptores de radicais livres,
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sendo eficientes na prevencdo da autoxidacdo (SHAHIDI; JANITHA;
WANASUNDARA, 1992). Alguns fendlicos ndo se apresentam na forma livre
nos tecidos vegetais, como tal se inserem os taninos e as ligninas (ANGELO,;
JORGE et al., 2007). A classe dos compostos fendlicos € importante pelas
suas propriedades antioxidantes, antiinflamatoria, antimicrobiana e o0s
fendlicos que mais se destacam sao flavonoides, antocianinas, taninos
(MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000).

Figura 14: Estrutura quimica de alguns compostos fenélicos
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Fonte: SOUZA, 2013

Os flavondides séo polifendlicos biossintetizados a partir da via dos
fenilpropandides e da via do acetato. Esta via € precursora de varias classes
como aminoacidos alifaticos, terpendides, acidos graxos dentre outros
(MANN, 1987; DORNAS et al.,, 2007). Um derivado do &cido cindmico
(fenilpropano), sintetizado a partir do acido chiquimico, age como precursor
na sintese de um intermediario ao qual sdo adicionados trés residuos de
acetato com posterior ciclizacéo da estrutura (DI CARLO et al., 1999; PIETTA,
2000).

A estrutura basica dos flavonoides consiste num nucleo flavano,
constituido de quinze atomos de carbono condensados em trés anéis (C6-C3-
C6) (DI CARLO et al., 1999), sendo dois anéis fenolicos substituidos (A e B) e
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um pirano (cadeia heterociclica C) acoplado ao anel A. Os anéis A e B sao
hidroxilados e podem conter substituintes metoxilicos (MIEAN; MOHAMED,
2001).

Figura 15: Estrutura basica de um flavondide

Fonte: MIEAN; MOHAMED, 2001.

Plantas medicinais que contém flavondides sdo usadas ha milhares de
anos na medicina popular (SOOBRATTEE et al., 2005; MACHADO et al.,
2008). No entanto, ainda séo pouco usados na terapia convencional embora
possuam atividade antioxidante, bem como funcéo protetora conhecida e
serem eficaz no tratamento de doencas degenerativas originadas do estresse
oxidativo (MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000; LOPEZ-
REVUELTA et al., 2006).

Os taninos sdo compostos fendlicos hidrossoliveis de alto peso
molecular, que conferem ao alimento a sensacdo de adstringéncia e podem
ser utlizados para curtimento de couro (RIBEREAU-GAYON, 1974;
COVINGTON, 1997). Esse fendlico contém grupos hidroxila que se ligam
permitindo a formacdo de ligacbes estaveis com proteinas formando
complexos (ANDREO; JORGE, 2006).

Os taninos classificam-se em dois grupos, baseados em seu tipo
estrutural: taninos hidrolisaveis e taninos condensados (DA SILVA, 1999;
SANCHES et al., 2005). Os taninos hidrolisaveis consistem de ésteres de
acidos galicos e elagicos glicosilados, formados a partir do chiquimato,
esterificado com acucares (HAGERMAN et al., 1978; SANTOS; BLATT, 1998;
MONTEIRO et al., 2005). Os condensados sao constituidos por oligdbmeros de
taninos, sendo o0s elagitaninos o principal representante deste grupo.
(BRUNETON, 2001; SGARBIERI, 1996).
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As aplicacbes biologicas dos taninos estdo relacionadas com suas
propriedades adstringentes, efeitos antidiarréico e antiséptico (KOLECKAR et
al., 2008). A capacidade de precipitar proteinas deste composto confere efeito
antifingico e em processo de cicatrizacdo de feridas e queimaduras podem
auxiliar na formacdo de uma camada protetora sobre tecidos epiteliais
lesionados (DE ALMEIDA et al., 2005).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade
antioxidante in vitro, de forma a permitir uma rpida selecdo de substancias
e/ou misturas complexas potencialmente interessantes na prevencdo de
doencas cronico-degenerativas. Dentre estes métodos destaca-se o de
sequestro de radicais livres, utilizando o radical DPPH, que é baseado na
transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um oxidante
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Por este método ha um descoramento de
uma solugdo composta por radicais estaveis DPPH de cor violeta quando da
adicdo de substancias que podem ceder um atomo de hidrogénio radicalar
(HUANG; OU; RONALD, 2005; BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET,
1995).

28



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Como ndo h& relatos na literatura sobre Diospyros hispida,
principalmente no que diz respeito a composi¢cao do seu 6leo essencial, este
trabalho teve como objetivo principal contribuir com o estudo do perfil quimico

do Oleo essencial e verificar suas diferencas em funcdo da sazonalidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar os constituintes volateis do 6leo essencial das folhas em
diferentes periodos sazonais;

e Avaliar a capacidade de sequestro do radical livre DPPH, o teor de
fendis totais, proantocianidinas e flavonoides do extrato bruto etandlico
das folhas de Diospyros hispida.

e Avaliar as atividades bioldgicas do 6leo essencial e do extrato etandlico
frente a protozoarios (Leishmania amazonenses);

e Avaliar a citotoxicidade do 6leo essencial no ensaio in vitro com células
Vero.
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3 METODOLOGIA

3.1 Coleta e preparo do material vegetal

As folhas de Diospyros hispida foram coletadas no Parque Municipal
Victorio Siquierolli (18°58’34”S; 48°15°21”W), no municipio de Uberlandia-MG.
A coleta foi feita de modo aleato6rio e de individuos diferentes, préximos uns
dos outros. A identificacéo foi feita pelo professor Glein Monteiro de Araujo do
Instituto de Biologia da UFU (INBIO) e a exsicata ja estava depositada sob o
namero de registro: 46788, no Herbario Uberlandense da UFU (HUFU).

As folhas foram destinadas a preparacdo de extrato etandlico, sendo
estas secas em estufa a 35°C e posteriormente picadas a mao. A coleta do
material vegetal destinado a obtencédo dos Oleos essenciais, que sempre era
fresco, foi feita em duas situacbes diferentes, no més de abril, periodo
considerado de inicio de estiagem na regidao de Uberlandia e no més de
agosto, periodo de fim de estiagem. A coleta foi realizada em situacGes
climaticas diferentes com o intuito de comparar as diferencas na constituicao
quimica dos 6leos essenciais.

Foi feita a determinagdo da umidade utilizando uma balanga de luz
infravermelha da marca Kett, modelo FD-600, sendo que aproximadamente 1
g de amostra foi deixada a uma temperatura de 105 + 5 °C por quinze minutos

até que o teor de umidade permanecesse constante.

3.2 Identificacdo dos compostos volateis de Diospyros hispida

3.2.1 Extracdo dos Oleos essenciais

Folhas frescas foram cortadas e colocadas em um aparelho de
Clevenger e o 6leo essencial foi extraido com arraste de vapor por 4 h. A
mistura agua e oleo foi transferida para um funil de separagdo onde o 6leo
essencial foi extraido com cerca de 5 mL de diclorometano (MORAIS et al.,
2009). Em seguida, o 6leo essencial foi seco com sulfato de sodio anidro,
filtrado, deixado a temperatura ambiente para evaporacdo do diclorometano,

acondicionado em frasco de vidro ambar e armazenado a temperatura de -18
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+ 5 °C até o momento da analise. A massa do o6leo foi pesada em uma
balanca analitica para o calculo do rendimento em relagdo & massa seca da

amostra inicial.
3.2.2 Andlise dos 6leos essenciais por CG-EM

As amostras dos Oleos essenciais foram analisadas em um
cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas (CG-EM) da marca
Shimadzu, modelo GC17A/QP5010, equipado com coluna capilar da marca
Supelco SPB-5 de 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25
Mm de espessura de filme. O gas carreador usado foi o hélio a fluxo constante
de 1 mL min™, as temperaturas do injetor (modo split 1:20) e detector foram
220 e 246 °C, respectivamente e o volume de injegao foi 1 uL de 6leo diluido
em diclorometano na concentracdo de aproximadamente 10 mg/mL. A rampa
de aquecimento foi de 60 a 246 °C (3 °C min™). O detector de massas operou
com energia de impacto de 70 eV e foram registrados os fragmentos de 40 a
650 Da (ADAMS, 2007).

3.2.3 lIdentificacdo e quantificacdo dos componentes do 6leo

essencial

A identificagdo dos constituintes do Oleo essencial foi baseada na
comparacao do espectro de massas obtido com os espectros das bibliotecas
Wiley229, Nist08s, Wiley7 e Shim2205 e na comparacdo dos indices
aritméticos (IA) calculados e tabelados na literatura. A equacao utilizada no
calculo do IA (Equacao 1) foi proposta por Van den Dool e Kratz em 1963 e
adotada recentemente por Adams (ADAMS, 2007) por ser mais precisa que

aguela utilizada no célculo do indice de Kovats:

t(x)-t(Pz)

Equacéo 1: IA (X) = 100 (n° de carbonos do Pz) + 100 Pzt 1)—1(P2)

Onde:
X = COMPOSto N0 momento t;
t (X)= tempo de retengédo do composto em analise;
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Pz = alcano antes de x;
t (Pz)=tempo de retencéo do alcano antes de X;
Pz + 1 = alcano depois de x;

t (Pz+1)= tempo de retencdo do alcano depois de x.

O tempo de retencdo dos alcanos lineares, para a aplicacdo da
equacao em questao, foi obtido através da andlise de padrdes (Cg-Czo, pares
e impares) injetados nas mesmas condicdes da amostra. Detalhes da
identificacdo estao descritos no apéndice A.

Primeiramente, foram selecionados o0s espectros de massas das
diversas bibliotecas com indice de similaridade igual ou superior a 94%; em
seguida, buscou-se na literatura o composto com indice aritmético igual ou
proximo ao calculado (ADAMS, 2007; NIST, 2010; THE PHEROBASE, 2003).

A quantificacdo de cada componente foi obtida através da
normalizacédo das areas dos picos no cromatograma de ions totais (TIC, total
ions chromatogram). Os resultados representaram a média dos valores de

trés analises.

3.3 Preparacao do extrato

O material vegetal foi previamente seco e triturado e 100 g de folhas
foram usadas para preparacéo do extrato. A preparacao foi feita utilizando o
método de maceracéo e o solvente utilizado foi o etanol 95%. Foram feitas 3
maceracdes repetidas por um periodo de 48 h cada. Ao final do processo de
maceracao, foi feita uma filtracdo simples utilizando papel filtro e em seguida
o solvente foi evaporado em evaporador rotativo sob pressdo reduzida.

Depois de secos os extratos foram liofilizados e o rendimento foi calculado.

3.4 Determinacgéo do teor de fendis totais

A determinacgéo do teor de fendis totais presentes no extrato etanolico
das folhas foi realizada por meio de espectroscopia na regido do visivel
utilizando o método de Folin—Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965; SOUSA
et al., 2007) que contém uma mistura de &acidos fosfomolibidico e
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fosfotungstico, com formacdo de um complexo de coloracdo azul com
absorcdo maxima em 760 nm na presenca de um agente redutor. Uma
aliquota contendo 25 mg de amostra foi dissolvida em metanol, transferida
para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume final completado com o
solvente. Para a reacao colorimétrica, uma aliquota de 0,5 mL da solucéo
metandlica do extrato foi misturada com 2,5 mL de solu¢do aquosa do reativo
Folin-Ciocalteau 10% (v v') e 2 mL de solucdo de carbonato de sédio 7,5%
(m vY). A mistura foi incubada por 5 min em banho-maria, a 50 °C e
posteriormente a absorvancia foi medida a 760 nm. Foi preparada uma
solugdo contendo metanol e todos os reagentes com excecao da amostra
(branco). O teor de fendis totais foi determinado empregando-se a equacgéo
da reta obtida pela curva de calibracdo construida com padrdes de acido
galico (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 ug mL™) e expressos como mg de EAG
(equivalentes de acido gélico) por grama de extrato.

Figura 16: Reacdo do acido galico com molibdénio, componente do reagente
de Folin-Ciocalteu.

COOH coo-
Na,CO4
—_—
HO OH HO OH
OH OH
coor
coor
+ 2Mo®"T — +2Mo >t + 2H"
HO OH
o) OH
OH
o)

Fonte: OLIVEIRA et al., 2009.
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3.5 Determinacéao do teor de taninos condensados

Para a determinacédo dos taninos condensados (proantocianidinas) foi
utilizado o método da vanilina (GODEFROOT et al., 1981 apud MORAIS et
al., 2009). Uma aliquota contendo 25 mg de amostra foi dissolvida em
metanol, transferida para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume final
completado com solvente. Desta solugéo foi retirada uma aliquota de 2 mL,
transferida para um tubo de ensaio e adicionados a 3 mL de uma solucdo
recém-preparada de vanilina em acido sulfarico 70% (v v''), na concentracéo
de 5 mg mL™. A mistura foi mantida em banho-maria a uma temperatura de
50 °C (15 min.). A amostra foi esfriada e a absorvancia medida a 500 nm. Foi
preparada uma solucdo contendo metanol e todos 0s reagentes com excegao
da amostra (branco). O teor de taninos condensados foi determinado
empregando-se a equacao da reta obtida pela curva de calibracdo construida
com padrdes de catequina (1, 4, 7, 10, 13, 16, 19, 22 e 25 ug mL™). A curva
padrdo foi construida nas mesmas condi¢Bes da reacdo em que a amostra foi
substituida pela catequina. Os resultados foram expressos como mg de ECAT
(equivalentes de catequina) por grama de extrato.

Figura 17: Reacao da vanilina com uma proantocianidina

anel metassubstituido dos flavonoides

grupo aldeido da vanilina OH
\ H :
C :
W\
\\\\\\\ OH

HO

/

”””’/OH

OCH;

complexos vermelhos
que absorvem em 500 nm

il
o o
I I

HaCO

Fonte: SCHOFIELD et al., 2001 apud CUNHA, 20013.
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3.6 Determinacéao do teor de flavonoides

Utilizando-se a metodologia proposta por Woisky e Salatino (1998), o
teor de flavonoides foi determinado para o extrato das folhas. Inicialmente, em
um tubo de ensaio foram adicionados 2,0 mL de solucdo em metanol do
extrato (500 ug mL™), 1,0 mL de solugdo em metanol de AICI35% (m v!) e
2,0mL de metanol. A mistura foi deixada em repouso por 30 min a
temperatura ambiente. Em um espectrofotdmetro, a absorvancia da mistura
foi registrada em 425nm. Para obtencdo do branco, 0 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 concentracdes (40 a 1
ug mL™), foi reagida com a solucdo de AICls, sendo construida uma curva

analitica da absorvancia obtida versus concentracdo de quercetina utilizada.
3.7 Capacidade sequestrante do radical DPPH

A capacidade dos extratos etandlicos das cascas e folhas em
sequestrar o radical livre DPPH foi analisada seguindo metodologia descrita
na literatura, com modificacdes, monitorando-se o consumo deste radical
pelas amostras, através da medida do decréscimo da absorvancia de
solucbes de diferentes concentracdes. Estas medidas foram feitas em
espectrofotometro UV-Vis no comprimento de onda 517 nm (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995, SOUSA et al., 2007).

3.7.1 Calculo do CEgg

Solucdo do extrato preparada em metanol na concentracdo de 250 pg
mL™ foi diluida nas concentracdes de 83, 66, 49, 32, e 15% a partir da
amostra original (100%). As medidas das absorvancias foram feitas das
reacoes entre 0,3 mL das diluicbes das amostras e 2,7 mL da solugao
estoque de DPPH (C = 40 ug mL™), realizadas & 517 nm, a cada 5 minutos
até completar 1 h. A mistura de metanol (2,7 mL) e solugdo em metanol do

extrato (0,3 mL) foi utilizada como branco. A partir dos valores de absorvancia

35



obtidos no tempo de 60 min. para cada concentracdo testada, foram
determinados o0s percentuais de DPPH remanescentes (% DPPHREM),
conforme a equagéo 2 (YILDIRIM et al., 2001):

[DPPH]TO=—([DPPH]T0)=—BRANCO) % 100
[DPPH]TO

Equacao 2: %DPPHRgem =

Onde:

[DPPH]T=60 : Absorvancia do DPPH ap0s a reacdo com o extrato;
[DPPH]T=0 : Absorvéancia do DPPH sem o extrato (40 pg mL-1);
BRANCO: Absorvancia do extrato + metanol.

A concentracdo eficiente, quantidade de antioxidante necesséria para
decrescer a concentracao inicial de DPPH em 50% (CEsp), foi determinada a
partir de uma curva linear de primeira ordem, obtida plotando-se no eixo das
ordenadas as concentragdes da amostra (ug mL™) e no eixo das abscissas a

porcentagem de DPPH remanescente (% DPPHRgewm).

3.8 Prospeccéo fitoquimica dos constituintes presentes no extrato

Foram preparadas solu¢cdes metandlicas nas concentracdes de 1 mg
mL™? de amostras de extratos brutos das folhas de D. hispida. As solucées
foram aplicadas em placas de cromatografia de camada delgada, sendo a
silica a fase estacionaria, e para deteccdo de determinadas classes de
substéancias foram utilizados os seguintes reveladores preparados de acordo

com a metodologia de Wagner e Bladt (1996):

a) Dragendorff (deteccao de alcaldides)
Para revelacao, foram preparadas duas solucoes:
Solugédo A: Foram dissolvidos 0,85 g de nitrato de bismuto em 10
mL de acido acético glacial e adicionados 40 mL de agua destilada
sob aquecimento.
Solucéo B: Foram dissolvidos 8 g de iodeto de potassio em 30 mL
de agua.

Solugéo estoque: Mistura de A e B (1:1).

36



b)

d)

Solucéo para pulverizacdo: 1 mL da solucdo estoque foi misturada
com 2 mL de &cido acético glacial e 10 mL de agua e analisada em
Luz UV.

Liebermann-Burchard (deteccao de triterpenos e esteroides)

5 mL de anidrido acético e 5 mL de acido sulfarico concentrado
foram adicionados cuidadosamente a 50 mL de etanol absoluto, sob
banho de gelo. A placa foi pulverizada com 10 mL da solucéo,
aguecida a 100 °C por 5 a 10 min. e entdo analisada em luz UV
(365 nm).

NP/PEG (deteccao de flavonoides)

Para revelacao, foram preparadas duas solucoes:

Solucdo A: Solucdo metandlica de difenilboriloxietilamina a 1% (m v’
1)_

Solucdo B: Solucéo etandlica de polietileno glicol-4000 a 5% (m v™Y).
Solucéo para pulverizacédo: Foram misturados 10 mL da solucéo A e
8 mL da solugdo B. Apds a borrifacdo na placa, a andlise foi feita
sob luz UV (365 nm).

vanilina sulfurica (deteccdo de fendis, triterpenos e
fenilpropandides)

Para revelacao, foram preparadas duas solugdes:

Solucédo A: Solucao etandlica de vanilina a 1% (m v-1).

Solucéo B: Solucao etandlica de acido sulfurico 10% (m v-1).

A placa foi pulverizada com 10 mL da solucédo A, seguida de 10 mL
da solugéo B.

Depois aquecida em chapa aquecedora a 110 °C por 5 a 10 min

sob observacéao, e entdo analisada em luz UV (365 nm).

lodocloroplatinado

0,3g de hidrogénio hexacloroplatinado (IV) foi dissolvido em 100 mL
de &gua e misturado com 100 mL de solugéo de iodeto de potassio
6%.
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A placa foi pulverizada com 10 mL da solucéo e analisada em luz
UV (365 nm).

3.9 Andlises estatisticas

Os dados foram expressos como média + DP para andlises realizadas
em triplicata. O teste t foi realizado para comparacéo do rendimento dos 6leos
essenciais. A comparacdo entre as médias foi realizada por Andlise de
Variancia (ANOVA), seguida por teste de Holm Sidak para analises de CEsy,
fendis totais e proantocianidinas e teste Tukey para analises de CCs através
do programa SigmaPlot 11.0. Valores de p < 0,05 foram considerados para

denotar diferenca estatistica significativa.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ldentificacdo dos compostos volateis da espécie

Os rendimentos dos O6leos essénciais de Diospyros hispida em
diferentes épocas do ano foram de 0,0034% + 0,0001403 para o més de abril
(outono) e de 0,01257% + 0,006306 para o més de agosto (inverno). Esse
rendimento é baixo, assim como em outras plantas do Cerrado. E importante
destacar que a composicdo quimica do 6leo essencial de Diospyros hispida
nunca foi estudada e ndo ha relato algum sobre seu 6leo essencial e sua
composicdo. A Tabela 1 apresenta a composicéo do 6leo essencial das folhas
de D. hispida obtida por CG-EM no més de abril (outono) que corresponde ao
inicio do periodo de seca. E importante frisar que no més de abril ainda ha a

ocorréncia de chuvas.

Tabela 1: Composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas de D. hispida no
inicio de seca
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Composto Tempo 1A Concentracéao
de (%) (média =
retencao DP)
(min.)
1. (2)-hex-3-en-1-ol 4,386 860 1,66 + 0,48
2. octanol 10,921 1079 1,18 £ 0,28
3. linalol 11,838 1105 13,92 + 0,81
4. hotrienol 12,100 1111 0,68 £ 0,09
5. a-terpineol 15,847 1199 2,81 +0,22
6. nerol + alc. monoterp. 17,523 1237 1,59 + 0,05
7. N.l. 17,708 1241 0,63 +0,03
8. geraniol 18,639 1263 2,08 +0,10
9. (E)-2-decenal 18,788 1266 0,98 +0,12
10. tiglato de (Z)-hex-3-enila 21,615 1330 0,87 £ 0,01
11. hexenoato de (Z2)-hex-3-enila 24,009 1385 1,02 + 0,07
12. (E)-B-damascenona 24,271 1392 2,65+ 0,09
13. N.L. 25,644 1424 0,83 +0,04
14. (E)-a-ionona 26,099 1435 0,65 + 0,06
15. N.I. 26,230 1438 1,23+0,14
16. geranil acetona 27,088 1459 0,85+ 0,04
17. (E)-B-ionona 28,560 1494 1,52 £ 0,07
18. (E,E)-a-farneseno 29,299 1512 5,65+0,10
19. N.I. 30,523 1542 0,85 + 0,26
20. (E)-nerolidol 31,576 1569 26,53+0,14
21. benzoato de (Z)-hex-3-enila 31,919 1577 14,04 £ 0,18
22. N.I. 32,125 1582 2,97 +0,19
23. a-cadinol 35,256 1664 0,80 £ 0,22
24. pentadecanal 37,240 1717 2,91 +0,02
25. hexahidrofarnesil-acetona 41,919 1846 0,75+0,12
26. (92)-octadeca-9,17-dienal 43,401 1890 1,52 £ 0,06
27. N.1. 43,626 1897 3,86 + 0,36
28. heptadecanal 44,414 1956 0,72 +0,15
29. (E,E)-geranil linalol 48,144 2034 1,03+0,14
30. fitol 50,749 2118 3,18 +0,01
TOTAL (%): 99,93

N.l. = ndo identificado; IA = indice aritmético
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Um elevado percentual da composi¢cdo quimica do 6leo essencial foi
determinado (99,93%) com a percentagem de alcoois monoterpénicos e
sesquiterpénicos em predominancia. As analises por CG-EM do 6leo
essencial de D. hispida permitiram a identificagdo de 30 compostos. O
principal constituinte foi o sesquiterpeno (E)-nerolidol, com média de 26,53%.
Para a amostra do més de abril (inicio de seca) foram detectadas em altas
concentracdes, o0 benzoato de (2)-hex-3-enila (14,04%) e o linalol (13,92%).
Em concentragdes mais baixas foram obtido outros constituintes como: (E,E)-
a-farneseno (5,65%), fitol (3,18%), pentadecanal (2,91%), a-terpineol
(2,81%), (E)-B-damascenona (2,65%), geraniol (2,08%). Os demais
constituintes minoritarios ficaram com médias abaixo de 2,0%.

O (E)-nerolidol é bastante comum em diversos 6leos essenciais de
plantas medicinais como o nerol (Citrus aurantium var. Sinensis) gengibre
(Zingiber officinale Roscoe), lavanda (Lavandula angustifélia Miller ) e
capimlimao (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf).

O (E)-nerolidol € usado como agente aromatizante pelas industrias
alimenticias e apresenta um grande interesse para as industrias de
cosméticos em virtude de ser um fixador natural (FRIZZO, 2000). Atualmente
tem sido utilizado em testes de penetracdo dérmica, como um agente
potencializador para permeacdo de drogas terapéuticas na forma
transdérmica (KOUDOU et al., 2005).

Figura 18: Estrutura do (E)-nerolidol
CH,

Fonte: o autor.
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A Tabela 2 apresenta a composi¢ao do Oleo essencial das folhas de D.
hispida no més de agosto (inverno) que corresponde ao periodo de seca ha

regiao.

Tabela 2: Composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de D. hispida no periodo
de seca.

Composto Tempo 1A Concentragéo
de (%) (média =
retencéo DP)
(min.)

1. (E)-2-hexenal 4,269 851 3,22 +0,41
2. (2)-hex-3-en-1-ol 4,337 855 23,62 £+ 4,17
3. hex-2-en-1-ol +1-hexanol 4,627 870 1,45+ 0,45
4. linalol 11,848 1104 5,64 + 0,86
5. a-terpineol 15,831 1198 1,03 + 0,07
6. (E)-B-damascenona 24,259 1391 1,22 + 0,05
7. nerolidol B (cis ou trans) 31,591 1569 4,33+0,13
8. benzoato de (Z2)-hex-3-en-1-ol 31,925 1577 6,46 + 0,16
9. N.I. 32,538 - 1,28 £ 0,03
10. a-cadinol 35,276 1664 1,07 +£ 0,04
11. pentadecanal 37,246 1717 4,44 + 0,15
12. (2E)(6E)-farnesol 37,738 1730 1,48 + 0,18
13. acido tetradecandico 39,329 1774 2,30 +0,19
14. hexahydrofarnesil-acetona 41,932 1848 2,88 +0,40
15. (92)-octadeca-9,17-dienal 43,416 1890 2,68 £ 0,15
16. (92)(12Z)(152Z)-octadeca- 43,648 1897 8,01 +0,48
9,12,15-trien-1-ol

17. tridecanal 44,423 1920 1,22 + 0,07
18. acido hexadecandico 46,196 1974 7,16 + 0,68
19. eicosano 47,055 2000 1,27 + 0,38
20. N.I. 49,654 - 1,53 +£ 0,07
21. fitol 50,779 2118 5,84 +1,19
22. hexadecanal dialil acetal 51,616 2146 1,37 £0,21
23. N.I. 51,923 - 1,21 +0,13
24. p-metbxicinamato de 2- 52,429 2173 1,23 +0,22
etilhexila

25. docosano 53,256 2200 1,05 + 0,03
26. tetracosano 58,920 2400 1,30 £ 0,19
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27. pentacosano 61,592 2500 1,15+ 0,08

28. heptacosano 67,754 2700 1,16 £ 0,11
29. hentriacontano 77,286 3100 3,37 +£0,23
TOTAL (%): 99,97

N.l. = ndo identificado; IA = indice aritmético

J& na época de seca a composi¢cdo do 6leo essencial de D. hispida
apresentou mudancas com a presenca de alcanos de cadeia longa como o
docosano, tetracosano, pentacosano, heptacosano, hentriacontano. Pelas
andlises foi possivel se obter 29 compostos, dentre eles o mais abundante foi
0 (Z)-hex-3-en-1-ol com concentracao de 23,62%, seguido do (92)(12Z)(15Z2)-
octadeca-9,12,15-trien-1-ol com concentracdo de 8,01%. Para essa mesma
amostra (més de agosto) também foi detectada a presenca em concentracdes
maiores do &cido hexadecandico (7,89%), benzoato de (Z)-hex-3-en-1-ol
(6,46%), fitol (5,84%), linalol (5,64%), pentadecanal (4,44%), nerolidol B
(4,33%).

Além desses compostos houve a presenca em menor quantidade de
hentriacontano (3,37%), (E)-2-hexenal (3,22%), hexahydrofarnesil-acetona
(2,88%), (92)-octadeca-9,17-dienal (2,68%) e do &cido tetradecandico
(2,30%). Os demais constituintes minoritarios ficaram com médias abaixo de
2,0%.

A presenca destes alcanos de cadeia longa no periodo seco reforca a
ideia de que a planta os produz com a principal finalidade de protecdo contra
perda de agua por transpiracdo excessiva ou fortes radiacdes solares

caracteristicas desta época (SPERA, 2012).

4.2 Prospeccéao fitoquimica

A prospeccao fitoquimica baseia-se na observacgédo visual da alteracao
de cor ou formagéo de precipitado apds a adicdo de reagentes especificos
(reveladores).

A Tabela 3 apresenta os resultados da prospeccdo fitoquimica dos
constituintes presentes no extrato bruto etandlico das fohas de D. hispida.
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Tabela 3: Prospeccéao fitoquimica do extrato bruto das folhas de D. hispida

Classe de
. Reveladores Eluente A Eluente B
substancias
Flavonoides NP/PEG + +++
Fenol, triterpenos e .
,.p Liebermann-Burchard +++ +++
esteroides
Fenol, triterpenos, . ,
) . Vanilina sulfurica + +++
fenilpropandides
Alcalbides lodocloroplatinado - -
Alcalbides Dragendorff - -

Nota: (+++) forte; (++) moderado; (+) fraco; (-) negativo; eluente A: cloroférmio,
metanol, hidréxido de amdnio (9,0:1,0:0,25); eluente B: acido férmico, &cido acético,
acetato de etila e 4gua (1,1:1,1:10,0:2,6).

Esta andlise de cromatografia em camada delgada, para o extrato bruto
das folhas de D. hispida utilizando-se o revelador NP/PEG, detectou a
presenca de flavonoides. Com os reveladores Liebermann-Burchar e vanilina
sulfarica verificou-se a presenca de substancias fendlicas, triterpenos e
esterdides. Estes extratos ndo apresentaram alcaloides, o que foi verificado
utilizando os reveladores lodo-Cloro-Platinado e Dragendorff. Mediante a isto,
se concentrou por meio da extracao acido-base possiveis alcaloides e assim,

conclui-se que 0os mesmos nao apresentam esta classe de substancias.

4.3 Capacidade sequestrante do radical DPPH, teor de fendis totais,
proantocianidinas e flavondéides

O resultado da capacidade de sequestro do radical livre DPPH para o
extrato bruto analisado foi expresso através da média das concentracdes
efetivas (CE50) que representa a concentracdo de amostra necessaria para
sequestrar 50% do radical livre DPPH. Assim, o valor do CE5O0 foi calculado a
partir da equacgao 2 e os valores obtidos estdo na tabela 4 para o extrato bruto
da folha.

43



Figura 19: Reacado entre um composto fendlico e o radical livre DPPH.
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O método Folin-Ciocalteou foi empregado com o objetivo de detectar
todas as classes de compostos polidroxifenélicos. A partir da determinacgéo
das absorvancias obtidas para diferentes concentracdes de acido galico, foi
tracada uma curva de calibracdo para a determinacao do teor de fendis totais

na amostra.

Figura 20: Curva de calibracédo do acido galico.
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A partir dos valores de absorvancia medidos das amostras em 760 nm
e empregando a equacao da reta obtida pela curva de calibracdo do &cido
gélico, foram determinados os teores de fendis totais, expressos em miligrama
equivalente de acido galico por grama de amostra, apresentados na Tabela 4.

Ja o método da vanilina foi empregado com o objetivo de detectar uma
classe mais limitada de compostos fendlicos denominada de
proantocianidinas (taninos condensados). A partir da determinacdo das
absorvancias de diferentes concentracdes de catequina, foi construida uma
curva de calibracéo (Figura 21).

A partir dos valores de absorvancia medidos das amostras em 500 nm,
e empregando-se a equacao da reta obtida pela curva de calibracdo da
catequina, os teores de proantocianidinas (taninos condensados) foram
obtidos e expressos em miligrama equivalente de catequina por grama de
amostra (mg de ECAT/Qexrrato) (Tabela 4).

Figura 21: Curva de calibracdo para a determinacdo de
proantocianidinas.
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Figura 22: Curva de calibracdo para a determinacdo de
flavonoides.
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Tabela 4: Valores de CEso, fendis totais (FT), proantocianidinas (P) e
flavonoides (F) obtidos para o extrato etandlico de folhas de D. hispida

CEsoxDP FTxDP(mg PxDP(mg F +DP

(ug mL™) de de (mg de
EAG/Qextrato) ECAT/Jextrato) EQ/Jextrato)
EFDH 11,8+0,29 161,8+1,32 545 + 7,33 420+ 2,25

BHT 6,5+0,2

*EDH: Extrato Diospyros hispida; BHT: hidroxitolueno butilado, (antioxidante
sintético); CEso: concentracdo eficiente; FT: fendis totais; P: proantocianidinas; F:
flavonoides

O resultado obtido para a determinacdo de fendis totais pelo método
Folin-Ciocalteu para o extrato etandlico de D. hispida foi 161,87 + 1,32 mg
EAG/g de extrato. E para a determinacdo de proantocianidinas pelo método
da vanilina sulfarica para o mesmo extrato foi de 54,57 + 7,33 mg ECAT/ g de
extrato. D. hispida apresentou maiores teores de contetdo fendlico quando
comparada aos extratos etandlicos de outras espécies estudadas pelo grupo.
Por exemplo, Qualea multiflora apresentou conteudo fendlico de 134,61 + 4,3
mg EAG/g de extrato (ROCHA, 2014). Extratos das folhas de Campomanesia

pubescens indicaram teor de fendis totais de 115,26 + 1,3 mg EAG/g de
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extrato (ROCHA, 2011). O teor de proantocianidinas encontrado nos extratos
de D. hispida foi maior quando comparado aos valores encontrados nos
extratos etandlicos das folhas de C. pubescens, com valor de 17,3 + 0,2 mg
de ECAT/g de extrato. Quanto ao valor de CEsp, 0 extrato de D. hispida
apresentou um valor de 11,8 ug mL™. Extratos etandlicos de 16 espécies
pertencentes a 5 familias diferentes foram testados com relacéo a capacidade
sequestradora de DPPH e os valores de CEsp variaram de 11,56 até 184,92
ug mL™* (MENSOR et al., 2001). Os melhores resultados obtidos foram para
extrato das folhas de Pseudopiptadenia contorta e para extrato das folhas de
Anadenanthera peregrina com valores de CEso de 13,84 e 11,56 ug mL?
respectivamente (MENSOR et al., 2001). Comparando-se esses valores a
capacidade de sequestro do radical DPPH do extrato de D. hispida, sao
préximos e com relacdo ao BHT ndo se mostrou tao discrepante.

O resultado obtido para a determinacéo de flavondides totais para o
extrato etandlico de D. hispida foi 42,0 £ 2,25 mg de EQ/g de extrato. O
resultado da quantificacao de flavondides totais no extrato de Ginkgo biloba L.
apresentou um valor médio de 0,037 mg de EQ/g de extrato, (BANQV et al.,

2006), bem inferior ao encontrado no extrato de D. hispida.

4.4 Atividade antileishmania e citotéxica do 6leo essencial e
extrato etandlico de D. hispida

Na Tabela 5 séo apresentados os resultados da atividade
antileishmania e resultados de citotoxicidade com células Vero; foram usadas

amostras de extratos etandlicos de folhas e do éleo essencial de D. hispida.

Tabela 5: Valores de CEsg para a atividade antileishmania e citotoxicidade.

CEso (ug mLY) CEso (ug mL™)

Amostra Leishmania Célula Vero
amazonensis
Oleo essencial 17820 1635
Extrato etandlico >512 >512
Anfotericina B 0,288+0,006
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Quanto menor for o valor de CEsp, melhor é a acédo antileishmania da
amostra, ou seja, as amostras de 6leo essencial de D. hispida apresentaram
melhor atividade contra o parasita Leishmania amazonensis do que o extrato
etandlico de folhas da mesma espécie. Comparado a droga-controle, o
resultado ndo € promissor, pois ndo tem tanta eficacia quanto a Anfotericina
B. Provavelmente a composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de D.
hispida possui compostos ativos frente a este protozoario.

Martins (2012) testou a atividade antileishmania contra Leishmania
amazonensis usando-se extratos etanodlicos de folhas de Vernonia brasiliana,
sendo que o valor de CEsq encontrado foi de 150 pg.mL™ . Este teste indica
que o extrato etandlico desta planta, nessa atividade biologica, possui
resultados mais promissores que o extrato etandlico de folhas de D. hispida.
Para o ensaio de citotoxicidade com as Células Vero, quanto maior for o valor
de CEso, melhor serd o resultado, indicando que as amostras de Oleo
essencial e extrato etanolico de D. hispida tém baixa citotoxicidade frente as

células analisadas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O dleo essencial das folhas de Diospyros hispida foi analisado pela
primeira vez por meio da técnica cromatografica CG-EM. Os rendimentos dos
Oleos esséncias de Diospyros hispida foram de 0,0034% e 0,01257% para
abril e agosto respectivamente, ambos baixos, comuns as plantas do Cerrado.
A partir dos dados obtidos observou-se que houve diferenca na composicao
quimica dos 6leos essénciais. Identificou-se o (E)-nerolidol como constituinte
majoritario para o més de abril e o (Z)-hex-3-en-1-ol como constituinte
majoritario para o més de agosto. A grande diferenca na composi¢cao quimica
dos Odleos essenciais foi a presenca de alcanos de cadeia longa como o
docosano, tetracosano, pentacosano, heptacosano, hentriacontano no més de
agosto que corresponde ao periodo seco. Dessa forma, é notada uma grande
diferenca nos oleos essénciais desta espécie nas duas épocas estudadas. E
possivel dessa forma, determinar se a planta estd em estresse hidrico ou néo,
permitindo uma melhor adubacéol/irrigacdo para melhor aproveitamento dos
frutos ou 6leo essencial, se for plantado para fins comerciais. O 6leo obtido no
més de Abril possui maior quantidade de linalol, produto usado como fixador
na industria de perfumes.

As investigacfes por CCD permitiram o descobrimento das classes de
compostos  existentes que foram comprovados pelos ensaios
espectrofotométricos.

O extrato etandlico de D. hispida apresentou relacdo direta entre a
atividade antioxidante e o seu conteudo fendlico, situando-se de modo
intermediario entre as outras espécies estudadas pelo grupo.

O ensaio de capacidade de sequestro do radical DPPH é diretamente
proporcional ao contetdo fendlico. Os valores obtidos pelos ensaios de DPPH
foram valores melhores que a maioria das outras plantas investigadas pelo
grupo. Uma prospeccao fitoquimica mais detalhada e especifica permitira o

isolamento dos compostos responsaveis por esta atividade.
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APENDICE A - Tempos de retencdo obtidos para padrées de alcanos
(C8-C30)

Tabela 1 — Tempos de retencédo obtidos para padrdes de alcanos (C8-C30).

3,29

7,95

15,90

24,63

32,82

40,27

47,05

53,23

58,91

64,39

69,55

74,16
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Exemplo do célculo do indice aritmético:

Tempo de retencdo do composto desconhecido: 15,89

15,89-11,66

IA(x) =100 (11) + 100 15,90—11,66

IA(X) = 1200

O valor do IA calculado € entdo comparado a valores de indice
aritmético disponiveis na literatura (ADAMS, 2007; NIST, 2010; PHEROBASE,
2003) para o composto que apresentou alto indice de similaridade com o
espectro de massas da amostra desconhecida. Se os valores forem iguais ou

préximos, a amostra é considerada identificada.
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