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RESUMO
ESTUDO FITOQUIMICO DE Eugenia myrcianthes —- BUSCA DE
SUBSTANCIAS BIOATIVAS

A busca de novas substancias com potencial bioativo é alvo de inimeros
estudos inseridos na quimica de produtos naturais, que envolve desde a elucidacédo
estrutural até o mecanismo de acdo das mesmas. Algumas espécies de Eugenia foram
amplamente estudadas e apresentaram uma grande diversidade de metabdlitos
secundarios, associados as diferentes atividades bioldgicas dos constituintes, o que tem
justificado o interesse no estudo de espécies desta familia para a busca de compostos
ativos. A espécie Eugenia myrcianthes tem seu potencial quimico e biolégico pouco
conhecido. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi realizar o estudo fitoquimico
de E. myrcianthes buscando isolamento e caracterizacdo de seus constituintes
quimicos, assim como a avaliacdo do efeito dos extratos, fracfes e substancias puras
isoladas, realizando ensaios antifungo, antibacteriano, antioxidante e inseticida. Foram
isolados e/ou identificados neste trabalho oito flavonoides glicosilados: miricetina-3-
O-a-L-raminosideo (Miricetrina), miricetina-3-O-a-L-arabnopiranosideo, miricetina-
3-O-a-L-arabnofuranosideo, miricetina-3-O-f-D-glicopiranosideo, miricetina-3-O-p-
D-glicopiranosideo, quercetina-3-O-a-L-arabnopiranosideo (Guajavarina), quercetina-
3-O-a-L-arabnofuranosideo  (Avicularina) e quercetina-3-O-4-L-xilosideo, uma
cumarina: xantiletina, dois triterpenos: 3p-O-trans-p-cumaroil-o-amirina e 33-O-cis-p-
cumaroil-a-amirina, um derivado do tirosol: Tricosanoato de 2-(4’-hidroxifenil)etila,
um alcool de cadeia alifatica saturada longa: 1-octacosanol e um esteroide: -
sitosterol. Os extratos das folhas, galhos, e as fracBes hexanica, acetato de etila e
hidroalcoolica das folhas de E. myrcianhtes e algumas substancias puras foram
ensaiados frente as formigas cortadeiras Atta sexdens rubropilosa e seu fungo
simbionte Leucoagaricus gongylophorus. A atividade antimicrobiana foi avaliada pela
técnica de microdiluicdo, frente aos microrganismos Pseudomonas aeuroginosas,
Bacillus subtilis, Microccocus luteus, Candida albicans e Candinda tropicallis.
Também foi avaliada a atividade antioxidante utilizando a técnica de supressdo de

espécies radicalares, DPPH- (2-difenil-1-picrilhidrazila).
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ABSTRACT
PHYTOCHEMISTRY STUDY OF Eugenia myrcianthes - SEARCH FOR
BIOACTIVE SUBSTANCES

The search for new substances with bioactive potential is the target of
numerous studies inserted in the chemistry of natural products, since it involves the
isolation, the structural elucidation, as well as the action mechanism of the
compounds. Some species of Eugenia were widely studied showing a great diversity
of secondary metabolites associated with different biological activities of their
constituents, which have justified the interest in the study of species of this family in
the search for active compounds. The Eugenia myrcianthes specie has its chemical and
biological potential little known. In this context, the aim of this study was the
phytochemistry study of E. myrcianthes seeking isolation and characterization of their
chemical constituents, as well as evaluation of the effect of crude extracts, fractions
and isolated substances, performing antifungal, antimicrobial, antioxidant and
insecticidal assays. This study allowed the isolation and/or identification of eight
flavonoid glycosides: myricetin-3-O-a-L-rhamnoside (Myricetrin), myricetin-3-O-a-
L-arabnopyranoside, myricetin-3-O-a-L-arabnofuranoside, myricetin-3-O-4-D-
glucopyranoside, myricetin-3-O-4-D-glalactopyranoside, quercetin-3-O-a-L-
arabnopyranoside (Guajavarin), quercetin-3-O-a-L-arabnofuranoside (Avicularin) and
quercetin-3-O-B-L-xyloside, one coumarin: xanthyletin, two triterpenes: 3p-O-cis-p-
coumaroil-a-amyrin and 3p3-O-trans-p-coumaroil-a-amyrin, one tyrosol derivative: 2-
(4'-hydroxyphenyl)ethyl tricosanoate, one alcohol of long chain: 1-octacosanol and
one sterol: B-sitosterol. The crude extracts from the leaves, twigs, and the fractions
hexane, ethyl acetate and hydroalcoholic of the leaves of E. myrcianhtes and some
pure substances were tested against leaf cutting ant Atta sexdens rubropilosa; its
symbiotic fungus Leucoagaricus gongylophorus; for antimicrobial activity by
microdilution technique, against the microorganisms Pseudomonas aeuroginosas,
Bacillus subtilis, Microccocus luteus, Candida albicans and Candinda tropicalis. They
were also evaluated for antioxidant activity using the technique of suppression of

radical species, DPPH (2-diphenyl-1-picrylhidrazile).
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Ordem Myrtales

A ordem Myrtales pertence ao grupo das angiospermas, divisao
Spwematophyta, subdivisdo  Magnoliophytina  (Angiospermae), classe
Magnoliopsida e subclasse Rosidae (Jardim Botanico UTAD - Ordem Myrtales

http://jb.utad.pt/ordem/myrtales, 21/12/2013). Segundo Angiosperm Phylogeny

(2013), esta ordem é constituida por 380 géneros e 11.077 espécies e sdo
reconhecidas nove familias: Alzateaceae, Combretaceae, Crypteroniaceae,
Peneaceae, Lythraceae, Onagraceae, Melastomataceae, Vochysiaceae e
Myrtaceae (Angiosperm Phylogeny Website
http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/, 21/12/2013).

Plantas da ordem Myrtales sdo conhecidas por apresentarem cascas

esfoliantes, folhas opostas com coléter, e em sua maioria com a presenca de
pequenas estipulas e nervacédo intramarginal fortemente marcadas; flores com
pétalas que podem ser muito estreitas na base, ovario frequentemente infero e
usualmente hipanto nectarifero; sépalas geralmente valvadas e estames curvos
no botdo (Angiosperm Phylogeny Website
http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/, 21/12/2013).

1.2 - Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae € constituida de aproximadamente 140 géneros
e 5600 espécies (GOVAERTS et al., 2005), pertence a divisdo Magnoliophyta,
classe Magnoliopsida, subclasse Rosidae e a ordem Myrtales (CRONQUIST,
1988 apud CONCEICAO & ARAGAO, 2010).

E tradicionalmente organizada em duas subfamilias, a primeira
Leptospermoideae de ocorréncia na Australia e Polinésia, representada por
frutos secos (do tipo baga) e folhas alternadas; a segunda, Myrtoideae distribui-

se principalmente na America do Sul e Central, compreende espécies com frutos
1
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carnosos e folhas opostas (CONCEICAO & ARAGAO, 2010), exceto a espécie
Tepualia stipulares (Hook) Griseb, encontrada na Argentina e no Chile
(VALLILO etal., 2006; AURICCHIO & BACCHlI, 2003).

No Brasil, estd representada por apenas uma tribo Myrtae e trés
subtribos: Eugeniinae, Myrciinae e Myrtinae, com aproximadamente 1000
espécies, incluidas em 23 géneros (LANDRUM & KAWASAKI, 1997).

Essa familia € de grande importéncia nos ecossistemas brasileiros,
estd entre as familias mais comuns na maioria das formacOes vegetais, com
destaque para a floresta Atlantica e as restingas. As mirtaceas sdo encontradas
como arbustos ou arvores, frequentemente com cascas esfoliantes e apresentam
numerosos canais oliferos, presentes na forma de glandulas transllcidas nas
folhas, flores, frutos e sementes (LANDRUM & KAWASAKI, 1997: ARAGAO
& CONCEICAO, 2008; CONCEICAO & ARAGAO, 2010).

As mirtdceas brasileiras normalmente ndo produzem madeiras
valiosas, restringindo-se apenas ao fornecimento de lenha, a utilizacdo em
pequenas pecas e objetos, e outras formas de uso local. Por outro lado, muitas
especies fornecem frutos comestiveis, algumas exploradas comercialmente
(GRESSLER et al., 2006).

Alguns estudos mostram que diversas substancias foram isoladas de
plantas dessa familia como 0Oleos essenciais, flavonoides, taninos, entre outras
(FERREIRA et al., 2011). Dentre essas espécies estudadas algumas tém sido
usadas para tratamento de diarreias (SANTOS et al., 2011; BRANDELLI et al.,
2009), propriedades terapéuticas (GUTIERREZ et al., 2008), fabricacdo de
cosméticos, em industrias farmacéuticas (FERREIRA et al., 2011), atividades
citotoxicas (MAHMOUND et al., 2011), antifingica (JAVAID & REHMAN,
2011) entre outras utilidades.

Esta diversidade de metabolitos secundarios, associada as diferentes
atividades bioldgicas dos constituintes tem justificado o interesse no estudo de

espécies desta familia para a busca de compostos ativos.
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1.3 — Género Eugenia

Eugenia L. (inclui os géneros Hexachlamys e Calycorectes) é o
maior género da familia das Myrtaceas, com cerca de 1000 espécies, estimadas
350 espécies para o Brasil, onde se encontra representado nas diversas
formacgOes vegetais (GOVAERTS et al.,, 2008; LANDRUM & KAWASAKI,
1997; ROMAGNOLO & SOUZA, 2007). O género ocorre desde o México até o
norte e nordeste da Argentina, Uruguai e Paraguai, sendo originario do oeste ou
sudeste da América do Sul, migrando desde as regides andinas para o norte ou
nordeste da América do Sul (LUCAS et al., 2007). Plantas desse género
consistem em &rvores ou arbustos verdes durante o ano todo. O fruto é esférico,
geralmente comestivel, uma baga de até 3 centimetros de didmetro, coroado pelo
calice e achatado nas extremidades (AURICCHIO & BACCHI, 2003). Os frutos
comestiveis de muitas espécies desse género sdo apreciados pelos homens e
pelos animais silvestres, como a pitanga (Eugenia uniflora Lam.), jaboticada
(Eugenia edulis), jamboldo (Eugenia jambolana) entre outras.

O estudo fitoquimico deste género levou ao isolamento de diversos
metabolitos secundarios como taninos, flavonoides, antocianinas, chalcona,
triterpenos e 6leos essenciais (KUSKOSKI et al., 2006; JUNG et al., 2013;
DOMINGUES et al.,, 2010; COUTINHO et al., 2010; YANG et al., 2000;
FERREIRA et al., 2011). Devido ao alto teor de compostos fendlicos, espécies
do género Eugenia sdo caracterizadas por apresentarem alta atividade
antioxidante (EINBOND et al., 2004).

As plantas do género Eugenia tém ampla utilizacdo na medicina
popular, sendo utilizadas como recurso terapéutico para o tratamento de diversas
enfermidades.

Dentre as especies do género Eugenia poucas foram amplamente
estudadas do ponto de vista farmacoldgico, como atividade antimicrobiana,
atividade antiepilética, atividade citotoxica, antitumoral e antifungica, atividade
inseticida e "antifeedant”, antioxidante, anti-inflamatoria, antidiabética, acéo

3
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hipoglicemiante, anti-hipertensiva, inibidora da enzima xantina oxidase e
atividade antiviral (OUSSALAH et al., 2007; POURGHOLAMI et al., 1999;
GAYOSO et al., 2005; YOO et al.,2005; HAN et al., 2006; HONG et al., 2003;
PEPATO et al., 2005; SHARMA et al., 2006; SHARMA et al., 2008; LORCA et
al., 1995; THEODULOZ et al., 1988).

1.3.1 — Eugenia myrcianthes

Eugenia myrcianthes (sin. Hexachlamys edulis) (Figura 1.1),
conhecida popularmente como ivai, péssego-do-mato, ubajai, ibaja ou uvaido,
produz frutos comestiveis que séo utilizados para a producdo de geléias e sucos.
Possui ampla dispersédo pelo territério brasileiro ocorrendo no sul, sudeste e
centroeste chegando até o Paraguai, norte e nordeste da Argentina e Uruguai
(ROMAGNOLO & SOUZA, 2007).

FIGURA 1.1-Arvore jovem cheia de flores e frutos de Eugenia myrcianthes

(Fonte:http://www.colecionandofrutas.org/eugeniamyrcianthes.htm).

Na medicina popular, o cha das folhas tem sido utilizado para
tratamento de diabetes (LORCA et al., 1995) e mostrou ser ativa frente a enzima
xantina oxidase (THEODULOZ et. al, 1988). Essa espécie é ainda pouco
conhecida sobre seu potencial quimico e bioldgico, mas ha relatos na literatura
de isolamentos de 6leos essenciais (Figura 1.2), flavonoides e taninos (Figura
1.3) (APEL et al., 2005; SCHMEDA-HIRSCHMANN & ZUNIGA, 1996).

4
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FIGURA 1.3 - Substancias isoladas de Eugenia myrcianthes (SCHMEDA-
HIRSCHMANN & ZUNIGA, 1996).

O grupo de pesquisa de Produtos Naturais do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos tem como uma das principais
linhas de pesquisa a buscas de substancias bioativas para o controle de insetos-
pragas. Com este propoésito foi realizado o ensaio frente a formiga cortadeira
Atta sexdens rubropilosa e seu fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

Porém, o trabalho realizado ndo se limitou apenas a estes ensaios.

Foram feitos levantamentos bibliograficos onde se conclui que vérias plantas
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pertencentes a familia das Myrtaceaes apresentam atividade antimicrobiana e
atividade antioxidante. Portanto, foi realizado o ensaio antimicrobiano que é
outra vertente da linha de pesquisa do grupo e também foi implementado no

laboratdério o ensaio antioxidante.

1.4 —Formigas Cortadeiras

As formigas cortadeiras (Figura 1.4) constituem um dos grupos de
insetos mais abundantes na biosfera. Pertencem a classe Insecta, ordem
Hymenoptera, familia Formicidae, subfamilia Myracinae e tribo Attini. S&o
consideradas formigas cortadeiras todas as espécies dos géneros Atta,
popularmente conhecidas como sauvas e Acromyrmex, conhecidas como
guengueéns, nos quais sdo 0s géneros de maior importancia (REIS FILHO et
al.,2007; ERTHAL Jr. et al., 2007).

FIGURA 1.4 - Formigas cortadeiras (Fonte: MARINHO et al., 2006).

As formigas cortadeiras sdo insetos sociais porque elas exibem
caracteristicas sociais, como cuidados e cooperagdo entre companheiras de
ninho; divisdo de tarefas em que cada casta realiza sua funcdo e ainda a
sobreposicédo de geracdes (MARINHO et al., 2006).

As formigas vivem em formigueiros subterrdneos constituidos de

camaras e galerias, sdo caracterizadas por possuirem o habito de cortar e
7
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transportar material vegetal para os seus ninhos. No exterior dos ninhos das
sauvas sao encontrados montes de terras granuladas resultantes das escavacdes
que geram diversas galerias que interligam as camaras, também denominadas
panelas, responsaveis por acomodar a rainha, o jardim de fungo e até mesmo o
lixo (JACCOUD, 2000).

A populacdo de um sauveiro é composta de individuos que se
diferenciam morfologicamente de acordo com as fungdes que desempenham na
colGnia, sdo divididas em castas de trabalhadores (DELLA LUCIA & VILELA,
1993). As formigas maiores, as soldados, sdo responsaveis por cortar as folhas e
carregar para o ninho, e por serem as mais fortes a principal funcdo € cuidar da
defesa do formigueiro. As de medio porte, sdo denominadas operarias, tém a
funcdo de cortar o material vegetal em pedagos menores. As menores,
conhecidas como jardineiras, tém a funcdo de cuidar do crescimento do jardim
de fungo, alimentando os ovos, larvas e pupas (JACCOUD, 2000; BOULOGNE
etal., 2012).

Ocorrem amplamente distribuidas desde o sul dos Estados Unidos
até a regido central da Argentina, incluindo vérias ilhas do Caribe e algumas
ilnas das Antilhas, ndo ocorrendo no Chile e nas regibes transandinas da
América do Sul (REIS FILHO et al.,2007; GODOQY et al., 2005; BACCI et al.,
2009). O Brasil € o pais que possui 0 maior nimero de espécies de salvas na
Ameérica do Sul, sdo 10 espécies de um total de 15 espécies do género, sendo a
maior ocorréncia nas regides tropicais e subtropicais das Americas, seguido da
Argentina e do Paraguai (NORTH et al., 1997). Destas, cinco espécies possuem
grande importancia econ6mica: Atta laevigata, Atta sexdens rubropilosa,
Acromyrmex disciger, Acromyrmex niger e Acromyrmex crassipinus, nas quais
se destacam como sendo as principais pragas (BOARETTO & FORTI, 1997).
As salvas da espécie Atta sexdens rubropilosa, popularmente conhecidas como

saliva limdo, sdo encontradas principalmente nos estados de Sdo Paulo, Minas
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Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul, Goiads e Parana
(MIYASHIRA et al., 2012).

Vérias formigas sdo benéficas ao meio ambiente, quando
encontradas em ambientes ecologicamente equilibrados, dispersam sementes,
fazem a poda de algumas plantas, exercem papel importante na aeracdo do solo,
incorpora material orgénico a terra, € predadora de diversos artropodes, entre
outras utilidades (MOUTINHO et al., 2003; PETERNELLI et al., 2004).

Porém, as formigas cortadeiras sdo mais comumente conhecidas
como pragas devidas seu alto poder de destruicdo de um grande numero de
espécies vegetais e pelo prejuizo econdbmico causado a agricultura, silvicultura
brasileira (ALMEIDA, 2007; BOULOGNE et al., 2012; SOUZA et al., 2011) e
aos programas de reflorestamento que sdo bastante consideraveis, devido sua
voracidade de cortar e carregar as folhas e flores para dentro do formigueiro.

As Atta sexdens rubropilosa, sdo consideradas uma praga de grande
importancia, pois vem causando sérios prejuizos as espécies de Eucalyptus e
Pinus, principalmente nas fases de pré-corte e imediatamente ap6s o plantio
(BOARETTO & FORTI, 1997; FILHO et al., 2011; MIYASHIRA et al., 2012;
SOUZA et al., 2011). Quando o formigueiro ndo é controlado, as a¢des por parte
das formigas cortadeiras podem levar a perda de até 30% do plantio em um
periodo de um ano das arvores do género Eucalyptus (ALMADO, 2007), sendo
gue os ataques intensos e constantes levam a perda de até 100% das plantacGes
(FILHO et al., 2011). Apesar de nao haver dados conclusivos sobre as perdas
para outras culturas, pode-se dizer que quando as plantas sdo novas, 0s prejuizos
podem chegar a 100% (BOARETTO & FORTI, 1997).

Todas as espécies da tribo Attini caracterizam-se por manterem
uma relacdo obrigatéria de simbiose com fungo (MIYASHIRA et al., 2012).
Estes géneros, Atta e Acromyrmex, cortam partes vegetais e as utilizam para
cultivar seu fungo, Leucoagaricus gongylophorus, o que as tornam conhecidas
como formigas cortadeiras (FERNANDES, 2002).
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1.4.1 — Simbiose

Existe uma relacdo de simbiose entre as formigas pertencente a
tribo Attini, incluindo os géneros Acromyrmex e Atta, com o fungo
Leucoagaricus gongylophorus (Figura 1.5) (AYLWARD et al, 2012,
BOULOGNE et al., 2012). Nesta relagdo, o fungo cresce dentro do ninho, onde
¢ cultivado em substrato de origem vegetal (constituido por polimeros
complexos e em sua maioria polissacarideos que representam 70 a 90% do seu
peso seco) coletado pelas formigas. Ele produz hifas e gongilideos que
constituem a Unica fonte de alimentos para as larvas, ninfas, machos e rainha, e
metaboliza polissacarideos derivados das plantas em nutrientes ingeriveis pelas
formigas para alimentar as operarias adultas, em troca as formigas fornecem o
material vegetal para seu crescimento e protegem o fungo de parasitas e
potenciais competidores (MEHDIABADI & SCHULTZ, 2009).

10
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‘--——-—__’ -

»

\

FIGURA 1.5 - Relagdo de simbiose entre as formigas e seu fungo simbionte
(Leucoagaricus gongylophorus) nos ninhos de formigas cortadeiras
(BOULOGNE et al., 2012).

O fungo simbionte constitui a base alimentar da colonia, mas néo é
a Unica fonte alimentar, pois as operarias adultas ingerem seivas diretamente das
plantas no momento do seu corte e complementam sua alimentagdo com
produtos de degradacdo do material vegetal pelo fungo, enquanto que as larvas e
as rainhas sdo alimentadas com o fungo, que é rico em carboidratos, proteinas e
pobre em lipidios (RICHARD et al., 2005; SILVA et al., 2003). Ele também
apresenta atividade de polissacaridases, fornecendo as formigas enzimas que
digerem celulose, xilana, amido, pectina e proteinas como pectinase, amilase,
xilanase, B-glicosidase e manosidase (FEBVAY & KERMARREC, 1981 apud
RICHARD et al., 2005).
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A atividade das formigas traz beneficios aos fungos, uma vez que
estas produzem compostos antimicrobianos que reduzem o crescimento de
outros fungos e bactérias contaminantes dos ninhos (NICKELE et al., 2013).

A simbiose existente entre as formigas e o fungo, possibilita que as
operarias se alimentem de diferentes plantas assim facilitando uma maior
adaptacdo, onde é refletido nos seus ninhos que sdo extremamente complexos e
populosos, aléem de sua grande importancia ecolégica, uma vez que sdo
considerados herbivoros dominantes em varios ecossistemas (HOLLDOBLER
& WILSON, 1990).

Desse modo, torna-se necessario o controle do formigueiro, seja
diretamente pelas formigas utilizando inseticidas ou pelo fungo simbionte com
base nesta simbiose fazendo o uso de fungicidas, assim utilizando produtos

naturais para combaté-los.

1.4.2 — Métodos de Controle

O controle destas formigas cortadeiras pode ser realizado por varios
métodos, porém os mais conhecidos sdo 0s métodos mecanicos, biologicos e
quimicos. O controle mecénico consiste na destruicdo dos ninhos, através da
escavacdo do formigueiro até que a rainha seja localizada e morta. Este método
ndo é comumente utilizado, uma vez que apresenta viabilidade restrita a
pequenas &reas e somente para ninhos com até quatro meses de idade
(BOARETTO & FORTI, 1997). O controle bioldgico é baseado no emprego de
predadores, parasitoides e microrganismos (fungos, bactérias e virus) que
utilizam a formiga como hospedeira. No entanto, sdo necessarias pesquisas mais
avancada sobre esta técnica para que possa ser aplicada com seguranca,
principalmente em relacdo ao meio ambiente.

O controle quimico é o Unico que apresenta tecnologia disponivel
para utilizagdo préatica no controle de formigas cortadeiras, sendo assim, é o
método mais utilizado, pois oferece maior seguranca ao operador, dispensa mao-
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de-obra e equipamentos especializados e permite o tratamento de formigueiros
em locais de dificil acesso (PETERNELLI et al., 2008). Este controle pode ser
efetuado por meio de formulagGes contendo produtos quimicos tdxicos
aplicados diretamente nos ninhos, como formulagdes em pos secos, nebulizacéo
de liquidos e gases, e iscas granuladas (JUSTI-JUNIOR et al., 1996). O uso das
Iscas tem sido muito utilizado devido sua eficiéncia, facilidade de aplicacéo,
baixo custo, por ndo apresentar perigos de intoxicacdo durante 0 manejo e
equipamentos especializados permite o tratamento de formigueiros em locais de
dificil acesso. Estas iscas contém 0leo de soja como veiculo, polpa citrica como
atraente e um ingrediente ativo como principio toxico.

As primeiras iscas toxicas continham como principio ativo o aldrin
que posteriormente foi substituido por dodecacloro por ser mais eficiente.
Devido aos seus efeitos prejudiciais ao meio ambiente, houve consequentemente
a proibicdo por lei a partir de 1992 (LEI FEDERAL 7802/89) de inseticidas
clorados e o dodecacloro foi entdo substituido pela sulfluramida (N-
etilperfluroctano-sulfonamida), pertencente ao grupo das sulfonas fluroalifaticas
(BOARETTO & FORTI, 1997). A Figura 1.6 mostras as estruturas quimicas

desses inseticidas.

C
Cl
o : Tefefefo
C C CH.CH
¢ cr¢ R Bl e
/ Cl F ¢ F F F F F |C|) \H
cl o C Cl
Cl
Aldnn Dodecacloro Sulfluramida

FIGURA 1.6 - Estrutura quimica dos inseticidas aldrin, dodecacloro e

sulfluramida.

A busca de metodos alternativos no controle de formigas

cortadeiras tem crescido consideravelmente. Neste contexto, visando a busca de
13
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inseticidas mais seletivas e menos prejudiciais ao meio ambiente, o Grupo de
Produtos Naturais do DQ/UFSCar, juntamente com o Centro de Estudos de
Insetos Sociais (CEIS) da UNESP de Rio Claro-SP tem estudado o efeito de
plantas potencialmente toxicas para Atta sexdens rubropilosa e o seu fungo

simbionte, Leucoagaricus gongylophorus.

1.5 — Microrganismos

As pesquisas sobre substéncias antimicrobianas de origem vegetal
tiveram inicio na década de 1940 (OSBORN, 1943). Sdo conhecidas como
substancias que, em baixas concentragcdes, apresentam atividade letal ou
inibitéria contra microrganismos, sem causar efeitos colaterais ao paciente
(COWAN, 1999).

Relatos na literatura afirmam que doengas infecciosas, causadas por
microrganismos patogenos, ainda séo uma das mais importantes causas de morte
nos seres humanos e sendo uma das principais causas de morte em criangas
(KRAUS, 2008).

Os antimicrobianos, conhecidos como antibidticos e antifungicos,
sdo essenciais para o tratamento de infec¢Ges causadas por microrganismos
patogenos (ALLEN et al., 2010). Antibiéticos, sédo utilizados para o combate de
bactérias, mas o0 uso inadequado tem selecionado cepas resistentes aos
antibioticos convencionais. Os antifungicos tém funcdo de inibir os fungos,
porém os farmacos disponiveis no mercado ndo estdo satisfazendo as
necessidades médicas por completo.

Devido a estes fatos, novas estratégias vém sendo desenvolvidas em
busca de compostos biologicamente ativos, tendo como origem de produtos
naturais e seus derivados sintéticos, para o desenvolvimento de novos produtos
farmacéuticos para o combate de microrganismos (MISHIRA & TIWARI,
2011).
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1.6 - Antioxidantes

A busca de antioxidantes provenientes de produtos naturais tem
aumentado nos dltimos anos, com o intuito de substituir os antioxidantes
sintéticos, tais como: o butilhidréxitolueno (BHT), o butilhidréxianisol (BHA) e
o terc-butilhidroquinona (TBHQ) (Figura 1.7) comumente utilizados pela
inddstria alimenticia. No entanto, ha evidéncias que o0 consumo excessivo destes
antioxidantes levou a desenvolvimentos de tumores de figado, pancreas e
glandulas (HIROSE et al., 1986).

CIJHs OH CIJHs OH c|:H3 OH C|3H3
H3C—C|3 CI:—CH3 (|)—CH3 (|3—CH3
CH; CHs CHg CHg
CHs OCHg OH
butilhidroxitolueno butilhidroxianisol terc-butilhidroquinona
(BHT) (BHA) (TBHQ)

FIGURA 1.7 - Antioxidantes sintéticos: butilhidréxitolueno (BHT), o
butilhidréxianisol (BHA) e o terc-butilhidroquinona (TBHQ).

Os antioxidantes sdo amplamente definidos como qualquer
substancia que, presente em baixas concentracbes quando comparada a do
substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacédo deste substrato de maneira eficaz,
ou seja, retardando e/ou prevenindo a oxidacdo de biomoléculas (SIES, 1993).

A importancia de estudar substancias com potencial antioxidante e
com o objetivo de impedir a reacdo de propagacdo de radicais livres e assim
combater doencas cronicas e degenerativas que sdo causados pelo estresse
oxidativo (ROESLER et al., 2007).

Entre os compostos que possuem atividade antioxidante incluem a
classe de fenois, acidos fenolicos e seus derivados, flavonoides, tocoferois,

fosfolipideos, aminoacidos, acido fitico, acido ascorbico e esterois, que sdo
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normalmente encontrados em cereais, frutas e vegetais (ROESLER et al., 2007;
CHANWITHEESUK et al., 2004; AL-MAMARY et al., 2002).
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— OBJETIVOS

» Realizar o estudo fitoquimico de Eugenia myrcianthes (Myrtaceae)
visando isolamento e identificacdo estrutural de seus constituintes
quimicos, contribuindo com informagdes sobre a quimiossistematica da

espécie estudada;

» Avaliar o efeito dos extratos, fracdes e substancias puras isoladas frente as
operarias de formigas cortadeiras (A. sexdens rubropilosa), ensaio
antifangico (L. gongylophorus, Candida albicans e Candida tropicallis),
ensaio antibacteriano (Bacillus subtilis, Pseudmonas aeuroginosas e

Microccocus luteus) e atividade anti-radicalar pelo método de DPPH.

17
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3 —PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 — Materiais e Métodos
Solventes:

» Solventes comerciais BRENTAGLA, SINTH, VETEC, LABSYNTH e
outros destilados na sala de destilacdo do Departamento de Quimica da UFSCar
para obtencéo de extratos e fracionamentos dos mesmaos.

» Solvente de grau CLAE da J.T. BAKER, TEDIA e VETEC.

> Agua Milli-Q (Destilador/deionizador Milli-Q®).

» Solventes deuterados da ALDRICH CHEMICAL COMPANY, ACROS
ORGANICS para a obtencgéo de espectros de RMN.

Material Cromatografico:

+ Fases estacionarias utilizadas para cromatografia em coluna (CC)
> Silica gel 60 (230-400 da Mesh) da ACROS ORGANICS.
» Sephadex® LH-20 da Amersham Pharmacia Biotech AB.
Foram utilizadas colunas de tamanhos variados, dependendo das

quantidades a serem aplicadas.

+ Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA)
» Cromatoplaca de silica gel 60 UVs4, AITLC 20 x 20 cm e 0,2 mm de
espessura em aluminio da MERCK.

Utilizada para monitoragdo dos fracionamentos.

Reveladores

» Camara de luz UV, com radiacdo na regido do UV (£ = 254 e 363 nm).

> Vanilina em acido sulfurico - A vanilina (3,0 g) foi dissolvida em uma
solugdo contendo: 135 mL de H,O destilada, 135 mL de MeOH e 30 mL
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de H,SO, (concentrado). A solucdo foi estocada em frasco ambar e a baixa
temperatura (aproximadamente 10 °C).

» Solucdo etandlica de AICI; 1%.

» Solucdo etandlica de DPPH (0,2 mg/mL).

3.2 - Equipamentos
Espectrémetros de Ressonancia Magnética Nuclear:

» BRUKER, modelo DRX 400 e Avance lIl operando a 400 MHz para
ntcleo de *H e 100 MHz para *C (9,4 Tesla); BRUKER, modelo Avance I
Ultrashield Plus operando a 600 MHz para nicleo de *H e 150 MHz para **C

(14,1 Tesla) com crio-sonda de 5 mm, o que propicia 0 aumento da sensibilidade

comparavel a um equipamento de 21,1 Tesla (900 MHz para frequéncia de
hidrogénio).

As técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e °C,
COSY, HMBC e HSQC foram realizadas no equipamento do DQ/UFSCar.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE):

» Cromatografo: Agilent Technologies modelo 1200 (analitico), equipado

com: bomba quaternaria G1211A, desgaseificador G1422A, auto injetor
G1329A, forno para coluna G1316A e detector de Ultravioleta G1314B. O
equipamento esta acoplado a uma interface G1369A e os cromatogramas foram
registrados através do software Agilent EZChrom SI.

» Cromatografo: Shimadzu SCL-10Avp (analitico e preparativo), equipado
com valvula de reciclo, valvula de injecdo Rheodyne 7725i, alca de amostragem
(loop) de 200 pL, bombas Shimadzu e detector: UV-VIS, Shimadzu SPD-
10Avp.
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Cromatografo a Gas Acoplado ao Espectrémetro de Massa (CG-EM):

> Espectrometro  Shimadzu GC/MS (Gas Chromatography Mass
Spectrometer), equipado com coluna DB-5, modelo Optima-5 (30 m x 0,25 mm
com filme de 0,25 pum), operando com ionizagdo por impacto eletrénico (IE) a
70e.V.

Sistema de CL-EM:
> API™ 2000, munido de analisador triplo quadrupolo — Fonte de

ionizacdo: ionizagdo por eletrospray (fonte TurbolonSpray®) (ESI-MS), modo
positivo. Acoplado a cromatografia liquida foi realizada em um equipamento da
marca Agilent 1200 series, mas mesmas configura¢des ja mencionadas para o
mesmo modelo.

As anélises foram realizadas no Laboratorio de Produtos Naturais —
DQ/UFSCar.

Espectrofotémetro:
» FEMTO, espectrofotémetro 700 PLUS.

Fluxo laminar:
» ESCO Laminar Flow Cabinet — Opti. MAIR.

Balanca analitica:
» Bel Engineering Mod. Mark 210A.
» Sartorius modelo BP210S.

Evaporadores Rotativos:
> BUCHI, modelo rotavaporador R-114, R-200 e R-205, equipado com
banho BUCHI B-480 e B-490, recirculador de agua refrigerado Thermo
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Scientific, modelos Neslab CFT-25 e Neslab Thermo Felx 900, mantidos

a5 °C e acoplados as bombas de vacuo Sibata Scientific Technologies.

Vortex:
> Vortex PHOENIX AP56.

Banho de ultrassom:
» Unique Ind. Com. Prod. Elet. Ltda. Mod. Maxiclean 1450.

3.3 — Material Botanico

A espécie estudada Eugenia myrcianthes foi coletada na Estancia
das Frutas na regido de Rio Claro-SP em 11 de outubro de 2011 e identificada
pelo Engenheiro Agrénomo MSc. Harri Lorenzi (Instituto Plantarum, Nova
Odessa-SP) e consta no livro Frutas Brasileiras e Exoticas Cultivadas (de
consumo in natura) (LORENZI et al., 2006).

3.4 - Obtencéo dos Extratos de Eugenia myrcianthes

O mateiral vegetal obtido de Eugenia myrcianthes foi seco em
estufa de circulagdo a 40 °C e posteriormente triturados em moinhos. Os
materiais secos e moidos foram extraidos a temperatura ambiente e em repouso
com etanol durante 72 horas por trés vezes. Apos este tempo os extratos foram
filtrados e concentrados em evaporador rotativo.

Na Tabela 3.1, estdo descritos os extratos obtidos de cada parte

vegetal da planta em estudo.
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TABELA 3.1 - Extratos obtidos pela extracdo com etanol de folhas e galhos de
Eugenia myrcianthes.

Cddigo Extrato bruto Massa (Q)
EMF Eugenia myrcianthes folhas 9,57
EMG Eugenia myrcianthes galhos 8,35

Analisado o espectro de RMN 'H do extrato EMF (Figura 3.1)
apresentou-se sinais mais resolvidos na regido de hidrogénios ligados a aneis
aromaticos que o extrato EMG (Figura 3.2), assim foi escolhido o extrato EMF

para realizar a particéo liquido-liquido dando inicio aos estudos.
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FIGURA 3.1 - Espectro de RMN *H do extrato EMF (CD;0D, 400 MHz).
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L e e A
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FIGURA 3.2 - Espectro de RMN *H do extrato EMG (CD;0D, 400 MHz).
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3.5 - Fracionamento dos Extratos de Eugenia myrcianthes

O extrato das folhas de Eugenia myrcianthes foi submetido ao

fracionamento, onde se deu inicio ao trabalho.

3.5.1— Particdo Liquido-Liquido do Extrato Etandlico das Folhas

Eugenia myrcianthes

O extrato bruto etandlico das folhas de Eugenia myrcianthes foi
fracionado através de uma particdo liquido-liquido utilizando uma solucéo de
H,O/MeOH (3:1 v/v) para solubilizar o extrato. Em seguida, o extrato foi
submetido as extragdes com solventes hexano e acetato de etila, nesta ordem de
polaridade, obtendo-se trés fracbes. As fracbes foram concentradas em
evaporador rotativo. O Fluxograma 3.1 representa a particdo liquido-liquido

realizada com os extratos das folhas de Eugenia myrcianthes.

Extrato EMF
9,579

1) Suspensdo em 400 mL de H,O:MeOH (3:1 v/v)
2) Extra¢do com Hexano 3 x 400 mL

Fracdo Hexanica (EMFh) Fragdo
1249 J Hidroalcodlica J
3) Extragdo com Acetato de Etila 3 x 400mL
| |
Fracgéo Acetato de Etila (EMFa) J Frac&o Hidroalcodlica (EMFha) J
3,969 4379

FLUXOGRAMA 3.1 —Metodologia utilizada na particdo liquido-liquido para o

extrato das folhas de Eugenia myrcianthes.
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Posteriormente, as fracdes obtidas (EMFh, EMFa e EMFha) foram
analisadas via ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e através
de placas de cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) e assim, foi
escolhida a fracdo EMFa para dar inicio aos estudos, seguida da EMFh.

Na Tabela 3.2, estdo descritas as fracGes obtidas a partir da particéo

liquido-liquido, assim como as massas obtidas para cada uma.

TABELA 3.2 - Massas das particbes dos extratos etanolicos das folhas de
Eugenia myrcianthes.

Massa Material Vegetal seco | Cédigo  Massa dos Extratos (g)

Eugenia myrcianthes EMFh 1,24
(9,57 g) EMFa 3,96
EMFha 4,37

3.5.2 — Fracionamento da Fracdo EMFa

A fracéo acetato de etila do extrato etanolico das folhas de Eugenia
myrcianthes (EMFa) foi submetida a sucessivas aplicacdes em cromatografia
por exclusdo de tamanho e adsorcdo utilizando sephadex LH-20 como fase
estacionaria e metanol como fase movel. Obteve-se 3 fracbes como mostra o

Fluxograma 3.2.

EMFa
2,528 g
a
S1-1 S1-2 S1-3
978,3 mg 483,7 mg 1066,0 mg

FLUXOGRAMA 3.2 — Fracionamento de EMFa.
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a) Cromatografia por exclusdo de tamanho/adsorcéo; coluna de vidro (didametro (&) = 3,0 cm,
altura (h) = 98,0 cm), fase estacionéria sephadex LH-20, fase movel eluicdo isocratica MeOH
100%.

Todas as fracdes obtidas foram analisadas por CCDA e RMN 'H,
onde foi feita primeiramente o fracionamento da amostra S1-2, utilizando-se
silica gel 230-400 mesh como fase estacionaria e como fase movel
diclorometano:metanol (9:1 v/v) (eluicdo isocratica). Foram obtidas 20 fracdes
de 10 mL cada, as quais foram reunidas devido a semelhanca apresentadas na
analise por CCDA e por fim obteve-se 5 fragdes como mostra o Fluxograma 3.3.
Todas foram analisadas por RMN *H, onde confirmou o isolamento da mistura

de substancias X e XI.

S1-2
483,7 mg
a
C1l1 C1-2 C1-3 Cl4 C1-5
XeXI
203,1m 64,2 m 72,1m 139,3m
g g 5,0 mg g g

FLUXOGRAMA 3.3 — Fracionamento de S1-2.

a) Cromatografia por adsorc¢do: coluna de vidro (& = 3,0 cm, h = 30,0 cm), fase estacionaria
silica flash (230-400 mesh), fase movel eluicdo isocratica CH,Cl,:MeOH (9:1 v/v).

A fracdo S1-3 apresentou uma coloracdo amarela, e foi analisada
por RMN 'H apresentando ser uma fracdo rica em flavonoides, portanto foi
novamente fracionada por cromatografia por exclusdo de tamanho/adsorcéo
utilizando sephadex LH-20 como fase estacionéria onde se obtiveram 5 fragdes

(Fluxograma 3.4).
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S1-3
1,066 g
a
S2-1 S2-2 S2-3 S2-4 S2-5
45,7 mg 34,2 mg 69,0 mg 52,1 mg 865,0 mg

FLUXOGRAMA 3.4 — Fracionamento de S1-3.

a) Cromatografia por exclusdo de tamanho/adsorcéo; coluna de vidro (& = 3,0 cm, h = 98,0

cm), fase estacionaria sephadex LH-20, fase movel eluicdo isocratica MeOH 100%.

As fracgOes obtidas do fracionamento de S1-3 foram analisadas por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) e RMN 'H, e a fracdo
escolhida para ser trabalhada foi a S2-5, na qual foi feita outra coluna
cromatografica por exclusdo de tamanho/adsorcdo utilizando como fase

estacionaria sephadex LH-20 (Fluxograma 3.5).

S2-5
865,0 mg
a
S3-1 S3-3 S3-5 S3-7 S3-9 S2-11
I
150,7 mg 15,9 mg 337,3 mg 24,3 mg 7.0mg 44,6 mg
S3-2 S3-4 S3-6 S3-8 S3-10
20,6 mg 122,0 mg 111,7 mg 16,7 mg 14,2 mg

FLUXOGRAMA 3.5 — Fracionamento de S2-5.

a) Cromatografia por exclusdo de tamanho/adsorcéo; coluna de vidro (& = 3,0 cm, h = 98,0

cm), fase estacionaria sephadex LH-20, fase movel elui¢do isocratica MeOH 100%.
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Todas as fracdes obtidas foram analisadas por CCDA e RMN 'H,
onde identificou a presenca de flavonoides em misturas nas fragcdes S3-3, S3-4,
S3-5, S3-6, S3-7, S3-8 e S3-10, e flavonoide puro na fracdo S3-9 que foi
codificada como substancia Il. As fracdes S3-1, S3-2 e S3-11 s6 continham
pigmentos e/ou impurezas.

As amostras S3-4, S3-5 e S3-6 foram submetidas separadamente a
um novo fracionamento por cromatografia por exclusdo de tamanho/adsorcgéo
utilizando como fase estacionaria sephadex LH-20 e estdo representadas nos

Fluxograma 3.6, Fluxograma 3.7 e Fluxograma 3.8, respectivamente.

S3-4
122,0 mg
a
S4-1 S4-2 S4-3 S4-4 S4-5
|
13,6 69,7 9,4 6,2 m
M Mo 23,1 mg Mg g

FLUXOGRAMA 3.6 — Fracionamento de S3-4.

a) Cromatografia por excluséo de tamanho/adsorcédo; coluna de vidro (& = 1,2 cm, h = 140,0

cm), fase estacionaria sephadex LH-20, fase mdvel eluicdo isocratica MeOH 100%.
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S3-5
337,3 mg
a
S5-1 S5-2 S5-3 S5-4 S5-5 S5-6 S5-7
14,7 mg 39,1 mg 45,2 mg 198,2 mg 28,0 mg 10,0 mg 2,1 mg
b, c b, c
H1-1 H1-3 H1-5 H2-1 H2-3 H2-5
|
8,2m 6,0m 16, 5m ,
g 16,9 mg g g 3,0 mg 2,5 mg
H1-2 H1-4 H2-2 H2-4
VII Vie VIl
2,4 m 2,2m
g 11,7 mg 3,8 mg J

FLUXOGRAMA 3.7 — Fracionamento de S3-5.

a) Cromatografia por excluséo de tamanho/adsorg¢do; coluna de vidro (@ = 3,0 cm, h = 98,0 cm), fase estacionaria sephadex LH-20, fase movel
eluicdo isocratica MeOH 100%.
b) CLAE analitico: coluna C-18 Phenomenex Luna 10 pum (& = 0,46 cm, h = 25,0 cm), eluigdo gradiente MeOH:H,0 10-100% por 55 minutos,
volume de injecdo 20 pL, fluxo: 1,0 mL/min, £ = 254 nm.
c) CLAE preparativo: coluna C-18 Phenomenex Luna 10 um (& = 1,0 cm, h = 25,0 cm), eluigdo isocratica MeOH:H,0 20:80 v/v, loop de 200
pL, fluxo: 4,5 mL/min, £ = 254 nm.
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FLUXOGRAMA 3.8 — Fracionamento de S3-6

S3-6
111,7 mg
a
S6-1 S6-3 S6-5
S6-2 S6-4
11,2 mg 50,7 mg .
H3-1 H3-3 H3-5 H3-7 H3-9
5,3 mg 6,2 mg 2,8 mg 0,8 mg 3,0 mg
H3-2 H3-4 H3-6 H3-8
VeV i
3,2 1,1
M mg 1,0 mg 2,6 mg

H3-10
Vie VI

1,0 mg

a) Cromatografia por exclusédo de tamanho/adsorcéo; coluna de vidro (& = 3,0 cm, h = 98,0

cm), fase estacionaria sephadex LH-20, fase mdvel eluicdo isocratica MeOH 100%.

b) CLAE analitico: coluna C-18 Phenomenex Luna 5 pum (& = 0,46 cm, h = 15,0 cm), eluigdo
gradiente H,O:ACN:MeOH 70:6:14 v/v/v até 55:8,5:36,5 v/v/v por 35 minutos, volume de
injecdo 20 pL, fluxo: 1,0 mL/min, £ = 254 nm.
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3.5.3 — Fracionamento da Fracdo EMFh

A fracdo hexénica do extrato etandlico das folhas de Eugenia
myrcianthes (EMFh) foi fracionada utilizando-se silica gel 230-400 mesh como
fase estacionaria e como fase modvel hexano:metanol (9:1 v/v) (eluicdo
isocratica). Foram obtidas 40 fracdes de 50 mL cada, as quais foram reunidas
devido a semelhanca apresentadas na analise por CCDC, e por fim obteve-se 11

fraces como mostra o Fluxograma 3.9. Todas foram analisadas por RMN *H.

EMFh
865,0 mg
a
C2-1 C2-3 C2-5 C2-7 C2-9 C2-11
150,7 mg 15,9 mg 337,3mg 24,3 mg XV 130,0 mg
21,6 mg
C2-2 C2-4 C2-6 C2-8 C2-10
120,6 mg IX X1l e X111 16,7 mg 43,9 mg
2,0 mg 2,0 mg

FLUXOGRAMA 3.9 — Fracionamento de EMFh.

a) Cromatografia por adsorcao: coluna de vidro (& = 3,0 cm, h = 98,0 cm), fase estacionaria

silica flash (230-400 mesh), fase movel eluicdo isocratica Hex:MeOH (9:1 v/v).

3.5.4 — Metodologia dos Ensaios
354.1

rubropilosa

- Ensaios por Ingestdo com as Operarias de Atta sexdens

Os ensaios por ingestdo com as operdrias de Atta sexdens

rubropilosa foram realizados no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS)
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UNESP — Rio Claro/SP, pela aluna Marcela Ceccato sob orientagdo do Prof. Dr.
Odair Corréa Bueno.

Nesse ensaio, as formigas operéarias foram retiradas aleatoriamente
de formigueiros mantidos em laboratorio. Para manutencdo das formigas
isoladas do formigueiro foi utilizada dieta sélida artificial constituida por: 5,0%
glicose, 1,0% peptona bacterioldgica, 0,1% extrato de levedura e 1,5% &gar
bacteriologico dissolvidos em 100 mL de agua destilada. A duracdo do
experimento a base desta dieta é de 25 dias, que € o tempo de vida médio de
uma formiga.

As amostras submetidas ao ensaio com as operarias foram
incorporadas na dieta na concentragdo de 2,0 mg/mL (extrato bruto), 1,0 mg/mL
(particdo) e 0,1 mg/mL (substancia pura). Em seguida, essa mistura foi levada
ao forno de micro-ondas por 4 minutos e entdo autoclavada por 15 minutos a
uma temperatura de 120 °C e 1,0 atm. A dieta ainda liquida foi transferida para
placas de Petri de 10 cm de didmetro, que apés resfriamento e solidificacéo
foram embrulhadas em papel filme e mantidas em geladeira, sendo utilizadas
nos dias subsequentes durante o periodo do experimento. Foi estipulado um
periodo méximo de 25 dias para a realizacdo do experimento de toxicidade. A
dieta para manutencdo das formigas (controle) ou a dieta acrescida do substrato
a ser testado (tratamentos) foi colocada em papel aluminio na quantidade de 0,4
a 0,5 g/placa. A cada 24 horas a dieta era renovada.

As formigas foram distribuidas em lotes de 50 operarias para cada
tratamento, divididas em grupos de 10 formigas e mantidas em 5 placas de Petri.

Essas placas foram colocadas em estufa com temperatura de 25 + 1
°C e umidade relativa acima de 70% e examinadas diariamente para retirada e
anotacdo do numero de formigas mortas. A analise estatistica foi realizada
através do teste ndo paramétrico log-rank (p<0,05), utilizando-se o software
Graph-Pad Prism 3.0.
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3542 - Ensaio Biologico com o Fungo Simbionte

Leucoagaricus gongylophorus

Os ensaios com o fungo simbionte L. gongylophorus foram
realizados no Laboratério de Bioensaios do grupo de Produtos Naturais da
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), pela técnica Dorai Periotto
Zandoniai, sob orientagcdo da Dr? Ana Paula Terezan.

O fungo foi isolado de um ninho de formigas cortadeiras A. sexdens
rubropilosa e mantido em condigdes de laboratorio por passagens mensais no
meio de cultura constituido por extrato de malte (20,0 g/L), peptona (5,0 g/L)
extrato de levedura (2,0 g/L) e agar (20,0 g/L).

As amostras submetidas ao ensaio com o fungo simbionte foram
incorporadas ao meio de cultura e dissolvidos em agua destilada, obtendo
concentracdo final igual a 1000 pg/mL (extrato bruto), 500 pg/mL (particdo) e
100 pg/mL (substancia pura). Em seguida, em cada tubo de ensaio foram
adicionados 10 mL de meio de cultura/extrato. Os tubos de ensaio com 0 meio
de cultura/extrato e placas de Petri (80x15 mm) foram autoclavados nas
condigbes 120 °C, 1,0 atm por 20 minutos. Apds a esterilizacdo do material, os
meios de cultura foram vertidos nas placas de Petri dentro da capela com fluxo
laminar, previamente esterilizada durante 30 minutos por luz ultravioleta. Apos
a solidificacdo do meio de cultura, cada placa de Petri foi inoculada na posicéo
central com um disco de agar de 8 mm de diametro, previamente colonizado
pelo fungo simbionte L. gongylophorus. As amostras foram preparadas em
quintuplicata.

Apos o tempo de incubacdo de 30 dias, a 25 °C (x 2) foram
realizadas as medidas do didmetro médio final e calculado a area do crescimento
micelial para cada placa, em cada amostra. As porcentagens de inibicdo foram
calculadas a partir da comparacdo da area do crescimento micelial do fungo
simbionte dos controles com a &rea do crescimento micelial nas placas com

amostra. O controle foi considerado como 0% de inibicdo do fungo simbionte. A
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analise estatistica foi realizada através da analise de variancia (ANOVA) e teste
comparativo de Tukey, ao nivel 5% de probabilidade, para verificar se houve
diferenca significativa entre as medias. O software utilizado foi o Graph-Pad
Prism 5.0.

3.5.4.3 - Ensaio Antimicrobiano

Os ensaios antimicrobianos foram realizados utilizando-se a técnica
de microdiluicdo em caldo proposta pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) M7-A6 e adaptacdo do M27-A2, para determinacdo o CIM
(menor concentragdo capaz de inibir o crescimento do microrganismo avaliado).
As determinacdes de CIM foram realizadas em triplicata em microplacas com
96 pocos. Os microrganismos utilizados da American Type Culture Colletion
foram Bacillus subtilis (ATCC 19659), Pseudmonas aeuroginosas (ATCC
15442), Microccocus luteus (ATCC 9341), Candida albicans (ATCC 10231) e
Candida tropicallis (ATCC 28707). As solucdes-estoque das amostras testadas
foram preparadas em frasco tipo Eppendorf, solubilizando-se 2 mg para extratos
brutos e fracdes, e 1 mg para substancias puras em 40 uL de DMSO. Essas
solugdes foram diluidas em 960 pL do caldo Mueller-Hinton para bactérias ou
caldo Sabouraud para o ensaio com a levedura. A partir dessa solucdo as
concentracdes finais variaram de 7,81 a 500 pg/mL para substancias puras e
15,62 a 1000 pg/mL para extratos e particdes. Os inoculos foram padronizadas
utilizando-se a escala de 0,5 de Mc Farland de turbidez padrdo (10 UFC/mL) e
diluidos na razédo 1:10 no caldo para o procedimento de microdilui¢cdo. Apos a
micropipetagem, as microplacas foram tampadas e incubadas a 37 °C por 18-24
h sem agitacdo. Terminado o periodo de incubacdo, os resultados foram
visualizados e 0s pocos que ndo apresentaram crescimento aparente foram
selecionados para determinar a atividade microbicida (capacidade de matar o
microrganismo) ou microbiostatica (capacidade de inibir o crescimento do
microrganismo) das amostras. Essa determinacdo foi realizada através de

36



Resultados e Discussao

subculturas em placas de Petri que foram incubadas a 37 °C por 48 h e verificou-
se a presenca/auséncia de coldnias microbianas. Apds o preparo das subculturas
foram adicionados em cada orificio das placas 15 pL de resazurina a 0,01% em
solucdo aquosa esterilizada onde, apdés 4 h de reincubacdo, a leitura foi
realizada. A resazurina (azul) é um revelador que avalia a viabilidade da célula
microbiana, através da mudanca de coloragéo de azul para pink (PALOMINO et
al., 2002).

3.5.4.4 - Ensaio de Atividade Antioxidante
3.5.4.4.1 - Determinacao da Atividade Antioxidante Total pela
Captura do Radical Livre DPPH

O método mais utilizado para determinar atividade antioxidante,
consiste em avaliar a atividade supressora do radical livre, 2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH'), de coloracdo roxa e que absorve no comprimento de
onda de 515 nm. Por acdo de um antioxidante, o radical DPPH € reduzido
formando difenilpicrilhidrazina (DPPH,), de coloracdo amarela (Figura 3.3)
(BONDET et al., 1997).

Para este ensaio, preparou-se uma solucdo etanolica de DPPH 100
HUM. A solucéo foi agitada vigorosamente e adicionada em um Eppendorf: 950
puL de solucdo de DPPH (100 puM) e 50 pL da amostra a ser testada nas
concentragbes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12 e 1,56 pg/mL. As amostras
preparadas foram encubadas em temperatura ambiente por 30 minutos no escuro
e a densidade Optica foi medida em um espectrofotbmetro a 515 nm. O acido
galico foi utilizado como padrdo referéncia e alcool etilico como branco
(LUQMAN et al., 2012).

A partir dos resultados obtidos, calculou-se a porcentagem de
inibicdo (%) da atividade supressora do radical DPPH, ou seja, a porcentagem
que ndo foi consumida pelo antioxidante supostamente presente na amostra,

utilizando a férmula:
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(absorbancia do controle — absorbancia da amostra)

% inibicido =
’ absorbancia do controle

Normalmente, os resultados sdo apresentados como ICsy, que
expressa a concentragdo da amostra antioxidante ou padrdo, necessaria para
reduzir em 50% a concentracdo inicial do DPPH, que é calculada a partir da
curva cinética (HUANG et al., 2005; NILE et al., 2012).

. + antioxidante
N—N NO2 e N—N NO,
@ G @ OzN

FIGURA 3.3 — Reacdo do Radical DPPH.
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4 _—RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Substancias Isoladas/ Identificadas
O estudo fitoquimico da planta Eugenia myrcianthes possibilitou o

isolamento e identificacdo de metabolitos secundarios pertencente a diferentes
classes de substancias.

Flavonoides

Miricetina-3-O-a-L-raminosideo (I)
Massa: 40,0 mg

Isolamento: p. 28 e 29
Identificacdo: p. 50

Miricetina-3-O-a-L-arabnopiranosideo (11)
Massa: 7,0 mg

Isolamento: p. 27

Identificacdo: p. 56

Miricetina-3-O-a-L-arabinofuranosideo (I11)
Massa: 2,6 mg

Isolamento: p. 30

Identificacdo: p. 62
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Miricetina-3-O- B-D-galactosideo (1V)
Massa: 1,0 mg (mistura)

Isolamento: p. 30

Identificacdo: p. 68

Miricetina-3-O-B-D-glicosideo (V)
Massa: 1,0 mg (mistura)
Isolamento: p. 30

Identificacdo: p. 68

Quercetina-3-0-a-L-arabinopiranosideo (V1)
Massa: 3,8 mg (mistura)

Isolamento: p. 29

Identificacdo: p. 72

Quercetina-3-O-a-L-arabinofuranosideo (V1)
Massa: 11,7 mg

Isolamento: p. 29

Identificacdo: p. 78

OH
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Quercetina-3-O-p-L-xilosideo (VIII)
Massa: 1,0 mg (mistura)
Isolamento: p. 30

Identificacdo: p. 84

Cumarina

Xantiletina (1X)
Massa: 2,0 mg
Isolamento: p. 31
Identificacdo: p. 91

Triterpenos

3B-O-trans-p-cumaroil-a-amirina (X)
HO Massa: 5,0 mg (mistura)

Isolamento: p. 25

Identificacdo: p. 94

3B-O-cis-p-cumaroil-a-amirina (XI)
Massa: 5,0 (mistura)

Isolamento: p. 25

Identificacdo: p. 94

OH
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Derivado do tirosol

@ S 2-(4’-hidroxifenil)etil tricosanoato (XII)
Massa: 2,0 mg (mistura)
@) Isolamento: p. 31
HO Identificagéo: p. 102

Alcool
N =25 1-octacosanol (XI11)
B Massa: 2,0 mg (mistura)
Isolamento: p. 31
Identificagdo: p. 102
Esteroide

[-sitosterol (X1V)
Massa: 21,6 mg
Isolamento: p. 31
Identificacdo: p. 111

HO
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4.1.1 — Flavonoides

Flavonoide (o termo ¢ derivado da palavra em Latin “flavus”, que
significa amarelo) € um grande grupo de compostos fendlicos que apresenta
diversidade entre si, na sua estrutura quimica e nas caracteristicas (HIDALGO et
al., 2010). Constitui um grupo de metabdlitos secundarios de ampla ocorréncia
na natureza. Sao encontrados naturalmente em plantas, frutas, vegetais e cereais.
Tém sido atribuidas a esta classe de substancias varias propriedades bioldgicas e
farmacologicas, tais como antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria,
anticancerigena, entre outras (HIDALGO et al., 2010; ZHANG et al., 2008). Por
apresentar estas mdaltiplas atividades biologicas, os flavonoides tém atraido a
atencéo de pesquisadores e consumidores.

Os flavonoides séo divididos em seis subclasses majoritarias, de
acordo com grau de oxidacdo do heterociclico, em: flavonois, flavonas,
isoflavonas, flavononas, antocianinas e flavan-3-ols (flavana) (Figura 4.1)
(BRAVO, 1998; WANG & HUANG, 2004; VUKICS & GUTTMAN, 2010;
HUI et al., 2013; PETERSON & DWYER, 1998). A combinacédo das subclasses
com glicosilacdes em diferentes posicbes e a grande variedade de agucares
produz um enorme numero de diferentes compostos para esta classe de

substancias naturais.
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CC
OH

Flavona Flavonol Flavan-3-ols
L - >
P9
Zon
o

Flavanona Antocianinas Isoflavona

FIGURA 4.1 - Classificagdo dos flavonoides por subclasses.

O esqueleto base dos flavonoides consiste em um esqueleto de
difenilpropano (C6-C3-C6) com dois anéis benzénicos (anel A e B) ligados a um
anel pirano (C) (Figura 4.2) (BRAVO, 1998; HICHRI et al., 2011). A
numeracao da estrutura dos flavonoides € iniciada pelo sistema benzopirénico,
sendo os &tomos de carbonos individuais numerados com algarismos ardbicos
para 0s aneis A e C e numeros marcados com linha (") para o anel B e a
numeracdo 9 e 10 podem ser substituidas por 8a e 4a, na sequéncia 0s
substituintes recebem numeracdo de acordo com a posicdo e a subclasse

flavonoidica é entdo especificada.

FIGURA 4.2 - Estrutura basica de um flavonoide (designacdo dos anéis e

numeracdo dos atomos de carbono).

44



Resultados e Discussao

A biossintese dos flavonoides ocorre por uma via mista, a via do
acido chiguimico e a do acetato, assim conhecida como via dos fenilpropanoides
(sintetizado a partir do acido chiquimico) que age como precursor na sintese de
um intermediario ao qual sdo adicionados trés residuos de acetato com posterior
ciclizacdo da estrutura (Figura 4.3). As subsequentes condensacgdes produzem
diferentes formas de flavonoides, que diferem no nivel de oxidacdo e no modelo
de substituicdo da cadeia heterociclica C (DEWICK, 2009; FERREYRA et al.,
2012).

45



Resultados e Discussao

OH
CoAS
\H/\/O/
O

4-cumaril-CoA

3 x maloil-CoA

OH
© X
o}
SCoA
o} O

Aldol/ Hidrolise Ester

OH
o AN
WC\OQH/©
0

Descarboxilagédo
Desidratacao
Enolizagao

O OH
HO
OH

Resveratrol

HO

0 SCoA OH
W
o)

0

Claisen

Naringenina
(Chalcona)

OH

OH O

Naringenina
(Flavanona)

le) SCoA OH
W
OH O

Claisen

OH
OWO
OH ©

l Enolizagédo/ Desidratacao

Isoliquiritigenina
(Chalcona)

OH
HO O ©/
)

Liquiritigenina
(Flavanona)

FIGURA 4.3 - Biossintese dos flavonoides (DEWICK, 2009).
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Os flavonoides ocasionalmente ocorrem nas plantas como aglicona
(a estrutura do flavonoide sem a unidade de acUcar), embora eles sejam mais
comumente encontrados como derivados de glicosideos (glicona - a estrutura do
flavonoide com a unidade de agucar), O-glicosideo tem o substituinte agucar
ligado ao grupo hidroxila da aglicona, ja no caso do C-glicosideo, o acUcar esta
ligado a aglicona através da ligacgdo C-C. Os monossacarideos mais
frequentemente encontrados na combinacao glicosidica sdo glucose e ramnose, e
menos frequentemente arabinose, xilose e acido glucuronico (JAY et al., 2006;
WILLIANS, 2006; HICHRI et al., 2011; ERLUND et al., 2004).

A confirmacgdo da presenca de glicosideos como substituinte e a
identificacdo dos glicosideos pode ser obtida através de experimentos de RMN
de *H e *3C uni e bidimensional. O sinal em torno de &4 5,0 ppm é caracteristico
de hidrogénio anomérico e, sinais na faixa de oy 4,0 e 3,0 ppm sao
caracteristicos dos demais hidrogénios da unidade glicosidica. A presenca de um
dubleto com deslocamento quimico de aproximadamente 6y 1,0 ppm (J = 6,0
Hz) é referente ao sinal de uma metila, indicando a uma unidade de raminose
(HARBONE & MABRY, 1982 e 1994). Nos espectros de RMN **C observam-
se os sinais com deslocamentos quimicos em torno de d&c 100,0 ppm
caracteristico de carbono anomérico para uma ligacdo C-O glicosidica e em
torno de dc 73,0 ppm para carbono de ligacdo C-C glicosidica. Sinais na faixa de
dc 61,0-70,0 ppm sdo caracteristicos dos demais carbonos de unidade de
glicosideos. O sinal de carbono de metila em 6c 17,0 ppm confirma a presenga
de uma unidade de raminose (AGRAWAL, 1989). O valor da constante de
acoplamento dos sinais do hidrogénio anomérico indica a configuracdo do
glicosideo ligado a aglicona. A Tabela 4.1 mostra a relacdo entre as constantes
de acoplamento e as estereoquimicas relativas das ligac6es entre os glicosideos e
a aglicona, que também estdo indicados na Figura 4.4 (HARBONE & MABRY,
1982).
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TABELA 4.1 - Configuracdes e constante de acoplamento J (Hz) dos
glicosideos (HARBONE & MABRY, 1982)

Grupo Glicosideo Configuracao J (Hz)
Piranosideo D — glicose, galactose, xilose -B- 7-8
D — glicose, galactose, xilose -o- 3-4
L — ramnose -B- 1
L — ramnose -0 - 2
L — arabinose -B- 2,5
L — arabinose -0 - 8
Furanosideo D — glicose, galactose, xilose -B- 0-2
D — glicose, galactose, xilose -o- 4-45
L — arabinose -B- 4
L — arabinose -o- 1
OH OH OH
OH HsC
HO 0 0 HO © HO ©
HO HO HO HO
OH OH OH 0
B-D-glicopiranosil ~ -D-galactopiranosil B-L-rhamnopiranosil  a-D-glicopiranosil
OH OH HsC OH
0 HO © HO O el
HO HO HO HO
o O OH OH

a-D-galactopiranosil ~ a-L-rhamnopiranosil B-D-xilopiranosil ~ o-L-arabinopiranosil

OH OH OH/ —OH  OH OH OH OH
oH O oy :é_fH WH ﬁ_ﬁH
H H
O O o” o*
! L OTon OH
B-D-glicofuranosil a-D-glicofuranosil ~ B-D-galactofuranosil  o-D-galactofuranosil
OH
OH oH OH OH oH OH H
H O—O
O O
H OH
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FIGURA 4.4 - Estruturas dos glicosideos.
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Para distinguir a posicdo na qual o glicosideo esta ligado pode-se
utilizar o deslocamento quimico do sinal do hidrogénio anomerico. As Tabelas
4.2, 4.3 e 4.4 mostra alguns destes deslocamentos quimicos para C- e O-

glicosideos, respectivamente.

TABELA 4.2 - Deslocamentos quimicos de hidrogénios anomericos de
glicosideos de flavonoides C-glicosilados (DMSO-ds) (HARBONE & MABRY,
1982)

Glicosideo Primério 6 (ppm), J (Hz) Glicosideo Terminal & (ppm), J (Hz)

6-C-B-D-Glucosideo 4,58 — 4,90 (10)

4,70 26-0-a-L-Mannosil 4,30 (2)
4,77 -4,81 (2°-0O-Acetilado)

6-C-a-L-Ramnosideo 4,85 -5,26

6-C-a-L-Arabinosideo 4,67 (8,2)

6-C-B-D-Oliosideo 5,01 (11,7, 3,2)

6-C-B-L-Boivinosideo 5,33 (12,3, 3,1)

8-C-B-D-Glucosideo 4,64-4,88 (10)
4,69 26-0O-Apiofuranosil 4,98 (1,8)
4,89 26-0-0-L-Ramnosil 5,00 (5)
4,76 6°-O-Apiofuranosil 4,79 (3)
4,88 —4,92 (26-0O-Acetilado)

8-C-B-D-Xilose 5,04 (8)

8-C-B-L-Arabinosideo 5,51 (s)

8-C-a-L-Arabinosideo 4,78 — 4,89 (9)

6,8-Di-C-B-D-Glucosideo 4,84 sl

6,8-Di-C-p-D-Allosideo 4,93 (9,9)

6,8-Di-C-a-L Arabinosideo 4,70 — 4,83 (9,5)

4,53 — 4,66 (9,5)

Na coluna glicosideo terminal, o nimero indica a posi¢do onde esta ligado o glicosideo terminal e a
letra indica o glicosideo que ele se liga. Por exemplo: 2°-O-a-L-Ramnosil, indica que o residuo de
ramnose esta ligado na posi¢do 2 de um residuo de glicose, sendo que esta ligacdo se da por meio do

oxigénio desta posigdo. Os valores entre paréntesis correspondem as constantes de acoplamentos.
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TABELA 4.3 - Deslocamentos quimicos de hidrogénios anoméricos de
acucares glicosideos de flavonoides 3-O-glicosilados (DMSO-ds) (HARBONE

& MABRY, 1982)

Glicosideo primario 6 (ppm) Glicosideo Terminal & (ppm), J (H2)
3-O-B-D-Glucosideo 5,25 -5,26
5,72 - 5,75 26-0-B-D-Glucosil 4,63 — 4,65
5,40 — 5,66 2°-0-a-L-Ramnosil 4,90 — 5,10
5,65 — 5,72 26-0-p-D-Xilosil 4,58 — 4,62
5,28 — 5.46 6°-0-B-D-Glucosil 3,96 — 4,02
5,28 6°-O-a-L-Ramnosil 4,37 — 4,39
3-0-0-L-Glucosideo 5,63 sl
3-0-B-D-Galactosideo 5,33 -5,52 26-0-B-D-Glucosil 4,56 — 4,58
5,64 — 5,68 26-0-0-L-Ramnosil 5,02 — 5,12
5,59 —5,71 26-0-p-D- 5,31 (1,4)
Apiofuranosil
5,60
5,30 — 5,32 6°-0-B-D-Glucosil 4,04 — 4,08
5,42 — 5,47 6°-0-a-L-Ramnosiyl 4,37 — 4,46
3-0-B-D-Glucuronideo 5,48
3-0-a-L-Ramnosideo 4,96 — 5,36 (2R-0-Acetilado)
5,56 2%-0-B-D-Glucosil 4,10 - 4,23
5,39 — 5,56 2%-0-p-D-Xilosil 4,17 - 4,73
5,21 — 5,50 3R-0-p-D-Glucosil 4,32 - 4,48
5,33 — 5,44 3R-0-p-D-Galactosil 4,25
5,31 2%-0-a-L-Ramnosil 4,81
5,31
3-0-p-D-Allosideo 5,67 — 5,68
3-0-B-Xilosideo 5,37
3-O-a-D-Arabinofuranosideo 5,27 — 5,55
5,59 (2*-0-Acetilado)
3-O-a-L-Arabinofuranosideo 5,60 s
3-O-a-L-Arabinopiranosideo  5,25d

Na coluna glicosideo terminal, o nimero indica a posigdo onde esté ligado o glicosideo terminal e a
letra indica o glicosideo que ele se liga. Por exemplo: 2%-O-a-L-Ramnosil, indica que o residuo de
ramnose esté ligado na posi¢do 2 de um residuo de glicose, sendo que esta ligacdo se d& por meio do

oxigénio desta posigéo.
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TABELA 4.4 - Deslocamentos quimicos de hidrogénios anoméricos de agucares

glicosideos de flavonoides em posicdes diferentes da posicdo 3-O-glicosilados
(DMSO-ds) (HARBONE & MABRY, 1982)

Glicosideo primario 6 (ppm) Glicosideo Terminal 6 (ppm)
5-O-B-D-Glucosideo 4,56 — 4,79
4,90
(diidroflavonol)
6-0-a-L-Ramnosideo 5,53
7-0O-B-D-Glucosideo 4,90 — 5,25 26-0-B-D-Glucosil 4,43 — 4,68
5,05 — 5,56 2°-0-0-L-Ramnosil 5,56
5,56 26-0-B-D-Apiofuranosil 5,38 — 5,40
4,95
4,80 - 5,10 6°-0-o-L-Ramnosil 4,48 — 4,60
5,40 (aurona)
7-O-B-D-Glucuronideo 5,10 - 5,30
5,40 Metoxilado em 8
7-O-a-L-Ramnosideo 5,22 - 5,75
7-O-B-D-Xilosideo 4,98
7-O-a-L-Arabinofuranosideo 5,61
8-0-B-D-Glucosideo 4,65
8-0-B-D-Glucuronideo 4,82
2’-0O-B-D-Glucosideo 5,13 (26-0O-Acetilado)
2’-O-B-D-Glucoronideo 5,00 -5,11
2’-O-B-D-Xilosideo 4,87
3’-O-B-D-Glucosideo 4,92 -5,00
3’-0O-a-L-Ramnosideo 5,37 - 5,43
3’-O-B-D-Xilosideo 4,80 -4,90
4’-0-B-D-Glucosideo 4,80 - 5,04
5,35 (26-0O-Acetilado)
4’-O-B-D-Glalactoside 5,00

Na coluna glicosideo terminal, o nimero indica a posicdo onde esta ligado o glicosideo terminal e a

letra indica o glicosideo que ele se liga. Por exemplo: 2%-O-a-L-Ramnosil, indica que o residuo de

ramnose esté ligado na posi¢do 2 de um residuo de glicose, sendo que esta ligagdo se da por meio do

oxigénio desta posigao.
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4.1.1.1 - ldentificacédo Estrutural da Substancia I

A substéncia | foi isolada da fracdo S4-3 e H1-3 a partir da fracdo
acetato de etila das folhas (Fluxograma 3.6 e 3.7, p. 26 e 27). Esta substéncia
apresentou-se como um solido amorfo amarelo e como sendo a substancia
majoritaria na fracdo acetato de etila (EMFa), pois obteve-se 40,0 mg. A
identificacdo dessa substancia foi realizada através de experimentos de RMN *H
(Figura 4.5), COSY (Figura 4.6), HSQC (Figura 4.7) e HMBC (Figura 4.8). Os
dados obtidos foram comparados com dados da literatura (Tabela 4.5)
(ISIDORO et al., 2012).

A andlise do espectro de RMN *H mostrou sinais caracteristicos da
aglicona miricetina. Foram observados sinais referentes a um sistema de
substitui¢do 3’, 4°, 5’ no anel B com sinal em dy 6,94 (s, 2H) que foi atribuido
aos hidrogénios na posicdo H-2’ e H-6, os quais devido a livre rotacdo do anel
B sdo equivalentes em deslocamento quimico. O mapa de correlagées HSQC
apresentou a correla¢do dos sinais dos hidrogénios em 6y 6,94 com o carbono
em oc 109,7 (C-2’ ¢ C-6’). A analise do mapa de correlagdes HMBC indicou a
correlagdo do sinal em oy 6,94 com os dos carbonos em 6¢c 109,7, atribuido ao
C-2’ e C-6’, 6c 147,0 atribuido ao C-3* e C-5°, dc 138,0 atribuido ao C-4’, ¢
122,0 atribuido ao C-1° e &8¢ 159,6 atribuido ao C-2, este deslocamento €
caracteristico do carbono P, confirmando seu posicionamento.

Observou-se ainda, dois dubletos correspondentes a dois
hidrogénios do anel A, dy 6,35 (d, J = 2,0, 2H, H-8) e 64 6,19 (d, J = 2,0, 2H,
H-6) tipicos de um sistema de acoplamento AX neste anel. O mapa de
correlagbes HSCQ apresenta a correlagdo dos sinais dos hidrogénios em 6y 6,35
e Oy 6,19 com os carbonos em d¢c 94,8 (C-8) e d¢ 100,0 (C-6), respectivamente.
A analise do mapa de correlacbes HMBC apresentou a correlacdo do sinal do
dubleto em 6y 6,35 com os dos carbonos em 6¢ 100,0 (C-6), d¢c 166,0 (C-7), 6¢c
158,6 (C-9), oc 106,0 (C-10) e 6¢c 179,8 (C-4), e o dubleto em o4 6,19 com 0s
dos carbonos em d¢ 94,8 (C-8), ¢ 163,3 (C-5), dc 166,0 (C-7) e 6c 106,0 (C-
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10). Com a observacdo destas correlacdes pode-se atribuir estes sinais aos
hidrogénios 6 e 8 do anel A de flavona.
A observacédo do duplo dubleto em 64 4,21 (dd, J =3,0 e 1,6, H-2”)
e oy 3,79 (dd, J =9,5 e 3,5 Hz, H-3”), do multipleto em 6y 3,49-3,54 (m, H-5"),
¢ do dubleto em oy 3,35 (d, J = 9,5 Hz, H-4”) sugerem a presenca de unidade
glicosidica. Portanto, o sinal em oy 5,30 (d, J = 1,0 Hz, H-1") refere-se ao
hidrogénio anomerico e este valor de constante de acoplamento é caracteristico
de a-L-raminosideo, confirmado pelo sinal de deslocamento quimico
caracteristico de metila de raminose 64 0,96 (d, J =6,0 Hz,  3H, H-6), assim
indicando ter um glicosideo como substituinte no esqueleto flavonoidico. O
espectro de correlagdo COSY foi usado para confirmacdo das interacdes spin-
spin dos atomos de hidrogénios presentes no anel da ramnose. Para se
determinar a posicdo na qual o glicosideo esta ligado na aglicona utilizou-se a
correlagcdo no mapa de correlagbes HMBC do hidrogénio anomérico com um
carbono em 6c136,4 que foi atribuido ao C-3 do anel C do flavonol, pois era o
unico que faltava ser atribuido.
Analisando os dados dos espectros descritos acima foi o suficiente para
confirmar que a substéncia I foi identificada como o flavonol Miricetina-3-O-a-

L-raminosideo.

Miricetina-3-O-a-L-raminosideo (Miricetrina) (1)
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TABELA 4.5 - Dados de RMN *H (CDs0D, 400 MHz) e de RMN **C (CD;0D,
100 MHz) da substancia | e comparag¢do com a Miricetina-3-O-a-L-ramnosideo
(ISIDORO et al., 2012, CD;0D, RMN *H 400 MHz e RMN **C 100 MHz)

H/C o1 (ppm), J (Hz) dc (ppm), J (Hz)
Substancia | ISIDO;;?Z etal, Substancia | IS;?,OZE?Z et
2 - - 159,6 159,6
3 - - 136,4 136,5
4 - - 179,8 179,4
5 - - 163,3 163,4
6 6,19 (d, 2,0) 6,20 (d, 2,0) 100,0 100,0
7 - - 166,0 166,3
8 6,35 (d, 2,0) 6,42 (d, 2,0) 94,8 94,9
9 - - 158,6 158,7
10 - - 106,0 106,0
1° - - 122,0 122,1
2’ 6,94 (s) 6,95 (s) 109,7 109,7
3 - - 147,0 147,0
4’ - - 138,0 138,1
5 - - 147,0 147,0
6’ 6,94 (s) 6,95 (s) 109,7 108,5
17 5,30 (d, 2,0) 5,31 (d, 2,0) 103,7 103,8
o | 421(dd,3,0e1,6) | 4,21 (dd, 3,2 e 1,8) 72,0 718
3” 3,79(dd, 9,5 3,5) | 3,78 (dd, 9,2 € 3,2) 72,2 72,2
4’ 3,35 (d, 9,5) 3,33 (t, 9,2) 73,4 72,3
5 3,49-3,54 (m) 3,51 (m) 72,1 72,0
6" 0,96 (d, 6,0) 0,94 (d, 5,6) 17,8 17,8
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FIGURA 4.5 - Espectro de RMN *H da substancia | (CD3;0D, 400 MHz).
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FIGURA 4.6 - Mapa de contornos COSY da substéancia | (CDs0D, 400 MHz).
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FIGURA 4.7 - Mapa de correlagdes HSQC da substancia | (CD3;0D, 400 MHz).
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FIGURA 4.8 - Mapa de correlagdes HMBC da substancia | (CD3;0D, 400 MHz).
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4.1.1.2 - ldentificacdo Estrutural da Substancia Il

A substancia Il foi isolada da fracdo S3-9 a partir da fracdo acetato
de etila das folhas (Fluxograma 3.5, p. 27), como um sélido amorfo amarelo e
sua identificacdo foi realizada através de dados dos espectros de RMN *H
(Figura 4.9), COSY (Figura 4.10), HSQC (Figura 4.11) e HMBC (Figura 4.12).
Os dados obtidos foram comparados com dados da literatura (Tabela 4.6)
(MADIKIZELA et al., 2013).

No espectro de RMN *H foram observados sinais caracteristicos da
aglicona miricetina, apresentando um singleto bem intenso em oy 7,30
integrando para dois hidrogénios, caracteristicos dos sinais dos hidrogénios H-2’
e H-6" do anel B de um flavonoide substituido nas posi¢oes 3°, 4’ ¢ 5° ¢ a
equivaléncia dos mesmos é ocasionada pela rotacdo livre do anel, assim
mostrando terem equivaléncia de deslocamento quimico. Através do mapa de
correlagbes HSQC foi confirmada a correlagdo dos sinais dos hidrogénios em oy
7,30 com o do carbono 8¢ 110,0 (C-2’ e C-6"). A analise do mapa de correlagdo
HMBC confirma a correlacdo do sinal em 6y 7,30 com os dos carbonos em d¢
110,0, atribuido aos carbonos C-2’ ¢ C-6’, d¢ 146,6 atribuido aos carbonos C-3’
e C-5°, d¢ 138,2 atribuido ao carbono C-4°, ¢ 121,9 atribuido ao carbono C-1" ¢
dc 158,8 atribuido ao carbono C-2.

Ainda no espectro de RMN 'H, observou-se dois dubletos
correspondentes a dois hidrogénios do anel A, 6y 6,19 (d, J = 2,0 Hz, H-6) ¢ o4
6,38 (d, J = 2,0 Hz,H-8) que sdo tipicos de um sistema de acoplamento AX neste
anel, caracteristicos do anel A presente no esqueleto basico dos flavonoides. No
mapa de contornos COSY confirma os acoplamentos entre os hidrogénios do
anel A, H-6 e H-8. Através do mapa de correlacbes HSQC os sinais dos
hidrogénios em oy 6,19 ¢ oy 6,38 estdo diretamente ligados aos carbonos oc
100,0 (C-6) e &¢c 94,8 (C-8), respectivamente. O mapa de correlagdes HMBC
apresentou a correlagdo dos sinais dos hidrogénios em 6y 6,19 com os carbonos
em 6¢c 94,8 (C-8), 6¢c 105,7 (C-10), 6c 163,2 (C-5) e o¢c 166,3 (C-7), e oy 6,38
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com os carbonos em 6¢ 100,0 (C-6), d¢c 105,7 (C-10), d¢c 158,5 (C-9) e oc 166,3
(C-7).

A presenga de um dubleto em 6y 5,18 com constante de
acoplamento de 6,5 Hz caracterizou-se sendo o hidrogénio anomérico (H-1”) de
a-arabnopiranosideo, integrando para um hidrogénio. A correlacdo entre o sinal
dn 5,18 e o sinal de carbono em 8¢ 135,9 (C-3) no mapa de correlagbes HMBC
confirmou a substituicdo do glicosideo no carbono C-3 e, pelo mapa de
correlagbes HSCQ, mostrou-se que H-1" esta diretamente ligado ao carbono oc
104,9. Os sinais entre 8y 3,48-4,21 presentes no espectro de RMN 'H sdo
referentes aos hidrogénios da unidade glicosidica, e o0s respectivos carbonos
representados por sinais na faixa de d¢c 67,2-74,3. O mapa de contornos COSY
confirma o acoplamento entre o hidrogénio anomérico H-1” ¢ o hidrogénio oy
4,21 (dd, J =8,5¢e 7,0 Hz, H-2”) e este se correlaciona com o hidrogénio oy 3,65
(dd, J = 8,5 e 3,0 Hz, H-3”) ¢ este se correlaciona com o hidrogénio 64 3,83 (m,
H-4"). O hidrogénio H-4” se correlaciona com o dubleto em o4 3,48 (d, J = 10,7
Hz, H-57a), com o dubleto em o4 3,87 (d, J = 3,5 Hz, H-5"b) e com o
hidrogénio H-3”. Assim, analisando os dados dos espectros descritos acima foi o
suficiente para confirmar que a substancia Il foi identificada como o flavonol

Miricetina-3-O-a-L-arabnopiranosideo.

Miricetina-3-O-a-L-arabnopiranosideo (1)
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TABELA 4.6 - Dados de RMN 'H (CDs0D, 400 MHz) e de RMN **C (CD;0D,
100 MHz) da substancia Il e comparacdo com a Miricetina-3-O-a-L-
arabinopiranosideo (MADIKIZELA et al., 2013, CD;0D, RMN *H 500 MHz e
RMN °C 125 MHz)

H/C on (ppm), J (H2) dc (ppm), J (H2)
A . MADIKIZELAet . MADIKIZELAet
Substéancia Il al. 2013 Substancia Il al. 2013

2 - - 158,8 158,7
3 - - 135,9 135,9
4 - - 179,5 179,4
5 - - 163,2 163,0
6 6,19 (d, 2,0) 6,20 (d, 2,1) 100,0 100,0
7 - - 166,3 166,0
8 6,38 (d, 2,0) 6,38 (d, 2,1) 94,8 94,8
9 - - 158,5 158,4
10 - - 105,7 105,7
| - - 121,9 121,8
2’ 7,30 (s) 7,32 (s) 110,0 110,0
3 - - 146,6 146,5
4 - - 138,2 138,2
5 - - 146,6 146,5
6’ 7,30 (s) 7,32 () 110,0 110,0
1” 5,18 (d, 6,5) 5,17 (d, 6,8) 104,9 104,9
2” 3,91 (dd, 8,5e7,0) | 3,91 (dd, 85¢6,7) 73,1 72,8
3» 3,65 (dd, 8,5e3,0) | 3,67 (dd, 8,5¢ 3,3) 74,3 74,0
4” 3,83 (m) 3,83 (d, 1,2) 69,3 69,0

5”a 3,48 (d, 10,7) 3,48 (d, 10,8) 67,2 66,9

5”b 3,87 (d, 3,5) 3,87 (d, 3,5) 67,2 66,9
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FIGURA 4.9 - Espectro de RMN *H da substancia Il (CD;0D, 400 MHz).
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FIGURA 4.10 - Mapa de contornos COSY da substancia Il (CD3;0D, 400 MHz).
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FIGURA 4.11 - Mapa de correlagdes HSQC da substancia Il (CD3;OD, 400
MHz).
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FIGURA 4.12 - Mapa de correlagbes HMBC da substancia 11 (CD3;0D, 400
MHz).
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4.1.1.3 - ldentificacédo Estrutural da Substancia Il

A substancia 11 foi isolada da fracdo H3-8 a partir da fracédo acetato
de etila das folhas (Fluxograma 3.8, p. 28), como um s6lido amorfo amarelo. A
sua identificacdo foi realizada através de dados dos espectros de RMN *H
(Figura 4.13), COSY (Figura 4.14), HSQC (Figura 4.15) e HMBC (Figura 4.16).
Os dados obtidos foram comparados com dados da literatura (Tabela 4.7)
(SHEN et al., 2009).

A analise dos dados do espectro de RMN *H mostrou sinais
caracteristicos da aglicona miricetina, que consiste de um sistema de
substituigdo 3’, 4°, 5’ no anel B; com singleto intenso em &y 7,12 referente aos
hidrogénios H-2’ ¢ H-6". Através do mapa de correlagbes HSQC confirma a
correlagdo dos sinais dos hidrogénios em éy 7,12 com o do carbono d¢ 109,5 (C-
2’ e C-6’). A analise do mapa de correlagdo HMBC confirma que o sinal em oy
7,12 com os dos carbonos em 6¢c 109,5 atribuido aos carbonos C-2° e¢ C-6°, 6c
147,0 atribuido aos carbonos C-3’ e C-5°, 8¢ 138,1 atribuido ao carbono C-4’, d¢
122,1 atribuido carbono ao C-1’ e 8¢ 159,5 atribuido ao carbono C-2.

Os dois dubletos correspondentes a dois hidrogénios do anel A, oy
6,19 (d, J = 2,0 Hz, H-6) e 64 6,38 (d, J = 2,0 Hz, H-8), mantém uma relacdo
meta entre si. No mapa de contornos COSY confirma os acoplamentos entre 0s
hidrogénios do anel A, H-6 e H-8. Através do mapa de correlagbes HSQC os
sinais dos hidrogénios em oy 6,19 ¢ oy 6,38 estdo diretamente ligados aos
carbonos 6¢ 100,1 (C-6) e 8¢ 94,9 (C-8), respectivamente. O mapa de correlagoes
HMBC apresentou a correlagdo dos sinais dos hidrogénios em oy 6,19 com 0s
carbonos em 6c 94,9 (C-8), d¢ 105,6 (C-10), d¢c 163,2 (C-5) e oc 166,4 (C-7), e
dn 6,38 com os carbonos em d¢ 100,1 (C-6), d¢c 105,6 (C-10), d¢c 158,7 (C-9) e
8¢ 166,4 (C-7).

A presenca dos sinais entre oy 3,47-4,33 presentes no espectro de
RMN *H sdo referentes aos hidrogénios da unidade glicosidica e os respectivos
carbonos representados por sinais na faixa de ¢ 62,7-83,4. O mapa de contornos
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COSY confirma o acoplamento entre o hidrogénio anomérico em oy 5,45 (sl, H-
1), e o hidrogénio 6y 4,33 (d, J = 1,5 Hz, H-2”) ¢ este se correlaciona com o
hidrogénio 6y 3,89-3,93 (m,H-3") e este se correlaciona com o hidrogénio oy
3,89-3,93 (m, H-4”). O hidrogénio H-4" se correlaciona com o multipleto em oy
3,47-3,54 (m,H-5"a e H-5"b) integrando para dois hidrogénios que se refere aos
hidrogénios na posicao 5” e com o hidrogénio H-3".

A correlacdo do hidrogénio anomérico (H-1") de a-arabinofuranosideo, em oy
5,45 e o sinal de carbono em d¢c 135,0 (C-3) no mapa de correlacbes HMBC
confirmou a substituicdo do glicosideo no carbono C-3 e, pelo mapa de
correlagdes HSCQ, mostrou-se que H-1” esta diretamente ligado ao carbono 6¢
109,5. Assim, analisando os dados dos espectros descritos acima foi o suficiente
para confirmar que a substancia Il foi identificada como o flavonol Miricetina-

3-O-a-L-arabinofuranosideo.

Miricetina-3-O-a-L-arabinofuranosideo (111)
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TABELA 4.7 - Dados de RMN 'H (CDs0D, 400 MHz) e de RMN **C (CD;0D,

100 MHz) da substéncia Il e comparacdo com a Miricetina-3-O-a-L-
arabinofuranosideo (SHEN et al., 2009, CD;0D, RMN *H 400 MHz e RMN **C
100 MHz)
H/C o1 (ppm), J (Hz) dc (ppm), J (Hz)
Substancia 111 SHENet al., 2009 | Substancia Ill SHENet al., 2009
2 - - 159,5 159,3
3 - - 135,0 134,8
4 - - 180,1 179,9
5 - - 163,2 163,0
6 6,19 (d, 2,0) 6,18 (d, 2,0) 100,1 99,9
7 - - 166,4 166,1
8 6,38 (d, 2,0) 6,36 (d, 2,0) 94,9 94,8
9 - - 158,7 158,5
10 - - 105,6 105,5
1 - - 122,1 122,0
2’ 7,12 (s) 7,12 (s) 109,5 109,4
3 - - 147,0 146,8
4 - - 138,1 137,9
5 - - 147,0 146,8
6’ 7,12 (s) 7,12 (s) 109,5 109,4
1” 5,45 (sl) 5,46 (d, 1,6) 109,5 109,4
2” 4,33 (d, 1,5) 4,32 (dd, 4,4 1,6) 83,4 83,2
3” 3,89-3,93 (m) 3,91 (m) 78,9 78,7
4” 3,89-3,93 (m) 3,91 (m) 88,1 88,0
5” a 3,47-3,54 (m) 3,51 (m) 62,7 62,5 (t)
57 b 3,47-3,54 (m) 3,51 (m) 62,7 62,5 (t)
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FIGURA 4.13 - Espectro de RMN 'H da substancia 111 (CD;OD, 400 MHz).
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4.1.14 - ldentificacdo Estrutural das Substéncias IV e V

A fracdo H3-6 isolada a partir da fracdo acetato de etila das folhas
contém a substancia 1V (majoritaria) em mistura com a substancia V
(minoritaria) (Fluxograma 3.8, p. 30). Estas substancias foram identificadas
através de RMN de *H (Figura 4.19) e espectrometria de massas (Figura 4.17 e
Figura 4.18. Os dados obtidos foram comparados com dados da literatura
(Tabela 4.8) (CASTILLO-MUNOZ et al., 1996; KAZUMA et al., 2003).

Analisando o espectro de RMN *H das duas substancias mostrou
sinais na regido de hidrogénio aromatico com integracdo caracteristica da
aglicona miricetina. Onde, para o composto majoritario, foi observado um
singleto intenso em &y 7,12 referente aos hidrogénios H-2" ¢ H-6" e dois
dubletos correspondentes aos dois hidrogénios do anel A, oy 6,18 (d, J = 2,0
Hz, H-6) e o4 6,36 (d, J = 2,0 Hz, H-8). Ja para o composto minoritario, foi
observado um singleto intenso em &y 7,37 referente aos hidrogénios H-2’ ¢ H-6’
e dois dubletos correspondentes aos dois hidrogénios do anel A, 64 6,18 (d, J =
2,0 Hz, H-6) e 64 6,37 (d, J = 2,0 Hz, H-8), que mantém uma relagdo meta entre
Si.

Os sinais entre 8y 3,06-3,86 presentes no espectro de RMN *H sdo
referentes aos hidrogénios da unidade glicosidica referentes as duas substancias.
Foram também observados dois sinais de hidrogénios anoméricos em oy 5,16 (d,
J=7,0Hz, H-1") e 4 5,17 (d, J = 8,0 Hz, H-17), respectivamente.

No espectro de massas, 0s picos m/z no valor de 481 correspondem
ao [M+H]" (Figuras 4.17 e 4.18), assim pode-se propor a massa molecular das
substancias 1V e V, respectivamente, como sendo 480 Dalton (g/mol). Também
pode-se observar para os dois espectros de massas a perda de [M+H-162]", onde
foi proposto que seja a perda de uma unidade glicosidica, mais especificamente
uma hexose, podendo ser uma unidade de glicose e uma unidade de galactose.
Quando se compara esses dados com a literatura (CASTILLO-MUNOZ et. al,
2009), tem-se que para o espectro de massas realizado no modo positivo para
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Miricetina-3-O-f-D-galactosideo os ions produtos e ions molecular é m/z 481 e
319, e para Miricetina-3-O- B-D-glicosideo os ions produtos e ions molecular é
m/z 481 e 319.

Analisando o espectro de RMN *H juntamento com o espectro de
massas e comparando com dados da literatura, foi proposto que a substancia
majoritaria € o flavonol Miricetina-3-O-p-D-giclosideo e a substancia
minoritaria a Miricetina-3-O-B-D-galactosideo, pela primeira vez relatada para a

espécie Eugenia myrcianthes.
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% N2\ “oH
HO 3,,
OH O HO
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FIGURA 4.17 - Espectro de massas no modo positivo da substancia IV.
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FIGURA 4.18 - Espectro de massas no modo positivo da substéncia V.

TABELA 4.8 - Dados de RMN 'H (CD3;OD, 400 MHz) da substancia 1V e
comparacdo com a Miricetina-3-O-B-D-galactosideo (CASTILLO-MURNOZ et
al., 2009, CD;0D, 400 MHz) e RMN 'H (CD50D, 400 MHz) da substancia V e
comparacdo com a Miricetina-3-O-B-D-glicosideo (KAZUMA et al., 2003,

CD;0OD, 400 MHz)

H on (ppm), J (H2) o1 (ppm), J (H2)
CASTILLO-
Substancia 1V MUNOZ et al., Substancia V KAZUMA et al,
2003
2009
2 -
3 -
4 -
5 - - - -
6 6,18 (d, 2,0) 6,23(d, 2,0) 6,18 (d, 2,0) 6,21 (d, 2.1)
7 - - - -
8 6,37 (d, 2,0) 6,42 (d, 2,0) 6,36 (d, 2,0) 6,39 (d, 2.1)
9 - - - -
10 -
r - - - -
2 7,37 (5) 7,40 (3) 712 (3) 7.29 (5)
3 - : : :
4° -
5 - : : :
6 73709 7,40 (5) 712 (5) 7.29 ()
17 5,17 (d, 8,0) 5,23 (d, 8,0) 5,16 (d, 8,0) 5,16 (d, 7,0)
2”_5"p | 3,06-3,86 (m) 3,51-3,80 (m) 3,06-3,86 (M) 3,23-3,72 (M)
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FIGURA 4.19 - Espectro de RMN 'H da substancia IV e V (CD;0D, 400 MHz).
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4.1.15 - ldentificacdo Estrutural da Substancia VI

A substancia VI foi identificada da fracdo H2-2 em mistura com a
substancia VIII (Fluxograma 3.7, p. 29) e se apresentou como um solido
amarelo. A identificacdo foi realizada apenas para a substancia majoritéaria
através de experimentos de RMN *H (Figura 4.20), COSY (Figura 4.21), HSQC
(Figura 4.22) e HMBC (Figura 4.23). Os dados obtidos foram comparados com
dados da literatura (Tabela 4.9) (FRAISSE et al., 2000).

A analise do espectro de RMN "H mostrou sinais caracteristicos da
aglicona quercetina. Foram observados dois dubletos e um duplo dubleto
bastantes intensos na regido dos hidrogénios ligados a aneis aromaticos, que
indicaram o padréo de substituicdo do anel B do flavonoide. Os sinais em oy
7,49 (d, J = 2,3 Hz, H-2"), 8, 7,65 (dd, J = 8,4 € 2,3 Hz, H-6") ¢ 46,82 (d, J =
8,4 Hz, H-5’), confirmando o sistema de substituicao 3’e 4’ no anel B. O mapa
de correlagbes HSQC mostra a correlagdo dos hidrogénios H-2°, H-6’ e H-5’
com os carbonos em 8¢ 117,0 (C-27), 8¢ 122,5 (C-67), 6c 115,9 (C-5%). Na analise
do mapa de correlagbes HMBC foram observadas que o hidrogénio H-2’
correlaciona com os carbonos em 6¢ 124,0 (C-17), 6¢ 146,5 (C-3”) ¢ 8¢ 150,8 (C-
4”), os sinais de hidrogénios H-2’ ¢ H-6’ também apresentaram correlagdo com
0 carbono em 6c 158,2 que foi atribuido ao carbono C-2, que permitiram
concluir assim, as atribuicoes do anel B.

Foram observados, ainda, dois sinais correspondentes a dois
hidrogénios do anel A, 646,38 (d, J =2,0 Hz, H-8) ¢ 646,18 (d, J = 2,0 Hz, H-6)
esses sinais sdo tipicos de um sistema de acoplamento AX neste anel. Pela
analise do mapa de correlagbes HSQC foi possivel atribuir todos os carbonos
aos quais esses hidrogénios estao ligados. Séo eles, H-6 (6, 6,18) e H-8 (61 6,38)
com os sinais de carbonos em 6¢ 100,8 (C-6) e 6¢ 95,8 (C-8), respectivamente.
Através do mapa de correlagdes HMBC foi possivel atribuir os demais carbonos
do anel A, pois observou-se correlacdes entre o sinal do hidrogénio H-8 (o4
6,38) e os sinais de carbonos com deslocamento quimicos em &¢ 100,8(C-6), 6c
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105,7 (C-10), dc 158,8 (C-9) e 6c 166,9 (C-7); e entre sinal do hidrogénio H-6
(0n 6,18) e os sinais de carbonos em 6¢ 95,8 (C-8), d¢ 105,7 (C-10), 6¢c 163,5 (C-
5) e 6c 166,9 (C-7), concluindo assim, as atribuices de hidrogénios e carbonos
do anel A.

No espectro de RMN *H foram observados sinais caracteristicos de
unidades glicosidicas, sugerindo a presenca de um residuo de aglcar como
substituinte no esqueleto flavonoidico. Foi observado um sinal do hidrogénio
anomérico, dubleto em 6y 5,26 (H-1") que esta de acordo com a literatura para o
a-L-arabinopiranosideo. No mapa de correlagbes COSY, a correlagdo entre o
hidrogénio anomérico oy 5,26 (H-1) com o duplo dubleto em &y 3,76 permite
atribuir este ultimo sinal ao hidrogénio glicosidico H-2”. Os demais hidrogénios
do glicosideo estdo na faixa de oy 3,20-3,71 e as correlacbes no mapa de
correlagdes HSQC permitiram atribuir os sinais na faixa oc 64,2-72,0 aos
carbonos do glicosideo, e os sinais em dc 64,2 e d¢c 101,4, aos carbonos C-5” e
C-17, respectivamente. A posicdo de substituicdo da unidade de aglcar no
flavonoide em questdo foi determinada com base na correlacdo observada no
mapa de correlagdes HMBC entre o hidrogénio anomérico H-1" e o carbono C-3
(6¢c 133,6). Assim, a substancia VI foi identificada como quercetina-3-O-a-L-
arabinopiranosideo, pela primeira vez relatada para a espécie Eugenia

myrcianthes.

Quercetina-3-0O-a-L-arabinopiranosideo (V1)
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TABELA 4.9 - Dados de RMN 'H (DMSO-dg, 600 MHz) da substancia VI e
comparacdo com a Quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (FRAISSE et al.,
2000, DMSO-dg, RMN *H 300 MHz e RMN **C 75 MHz)

H/C o1 (ppm), J (Hz) ‘ bﬁc (ppm), J (Hz)SS
Al ubstancia FRAISSE
Substéancia VI FRAISSE et al., 2000 V| * et al.. 2000

2 - - 158,2 156,3
3 - - 133,6 133,6
4 - - ok 177,4
5 - - kel 161,1
6 6,18 (d, 2,0) 6,18(d, 1,7) 100,8 98,7
7 - - 166,7 164,6
8 6,38 (d, 2,0) 6,38(d, 1,7) 95,8 93,5
9 - - 158,8 156,1
10 - - 105,7 103,7
| - - 124,0 120,1
2’ 7,49(d, 2,3) 7,50(d, 2,2) 117,0 115,6
3’ - - 146,5 1449
4 - - 150,8 148,6
5 6,82 (d, 8,4) 6,83(d, 8,5) 115,9 115,3
6’ 7,65(dd, 8,4 e 2,3) 7,65(dd, 8,5 € 2,2) 122,5 122,0
1” 5,26 (d, 5,2) 5,27 (d, 5,1) 101,4 101,4
2” 3,76 (dd, 7,0 e 5,2) 3,76 (dd, 7,1 e5,1) 71,0 70,7
3” 3,53 (dd, 9,5 e 5,0) 3,52 (dd, 7,1 e 3,2) 72,0 71,6
47 3,71 (dd, 6,2 € 3,9) 3,66 (ddd, 5,2, 3,2 e 2,0) 66,0 66,0

52a |3,20(dd, 11,5e2,3) 3,22 (dd, 11,2 e 2,0) 64,2 64,3

5°b |3,60(dd, 11,5¢e5,2) 3,60 (dd, 11,2 e5,2) 64,2 64,2

*Qs valores do deslocamento quimico para o RMN *°C, sdo os valores do deslocamento
quimico de **C da projecdo do carbono do mapa de correlagdo do HSQC./ ** ndo foram

observados.
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MHz).
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4.1.1.6 - ldentificacdo Estrutural da Substancia VIl

A substancia VII foi isolada das fragdes H1-4 e H2-2 do extrato de
acetato de etila das folhas (Fluxograma 3.7, p. 29). Esta substancia apresentou-
se como um sélido amorfo amarelo e sua identificacdo foi realizada através de
dados dos espectros de RMN *H (Figura 4.24), COSY (Figura 4.25), HSQC
(Figura 4.26), HMBC (Figura 4.27). Os dados obtidos foram comparados com
dados da literatura (Tabela 4.10) (RODRIGUES et al., 2009).

O espectro de RMN *H apresentou sinais caracteristicos da aglicona
guercetina. Foram observados sinais referentes a um sistema de substitui¢do 3°,
4’, 5’ no anel B com sinais em 6y 7,48 (d, J = 2,0 Hz, H-2"), 84 7,53 (dd, J = 8,5
e 2,0 Hz, H-6") e 64 6,85 (d, J = 8,5 Hz, H-5"). Os valores das constantes estdo
de acordo com o acoplamento em orto (J = 8,5 Hz) entre H-6> ¢ H-5" ¢
acoplamento em meta (J = 2,0 Hz) entre os hidrogénios H-6" ¢ H-2’. Foram
observados, ainda, dois sinais correspondentes a dois hidrogénios do anel A, oy
6,40 (d, J = 2,0 Hz, H-8) e &4 6,20 (d, J = 2,0 Hz, H-6) e esses sinais sdo tipicos
de um sistema de acoplamento AX neste anel, caracteristicos do anel A dos
flavonoides.

O espectro de correlagdo homonuclear de COSY foi usado para
confirmar as correlagbes entre os &tomos de hidrogénio. No anel A, confirma o
acoplamento entre os hidrogénios H-6 e H-8 e no mapa de correlacdes HSQC
que esses hidrogénios estdo diretamente ligados aos carbonos 6¢ 98,8 (C-6) ¢ oc
93,6 (C-8), respectivamente. Atraves do mapa de correlagdbes HMBC podem ser
atribuidos os demais carbonos onde pode-se observar que o hidrogénio H-6 se
correlaciona com os carbonos ¢ 93,6 (C-8), ¢ 103,8 (C-10), oc 161,1 (C-5) e
dc 164,6 (C-7) e o do hidrogénio H-8 se correlaciona com os carbonos ¢ 98,8
(C-6), 8¢ 103,8 (C-10), 8¢ 156,3 (C-9) e ¢ 164,6 (C-7).

Para o0 anel B, no mapa de contornos COSY o0s acoplamentos entre
os hidrogénios sao confirmados onde se observa que o hidrogénio 6y 7,53 (H-6)
se correlaciona com o hidrogénio em &y 6,85 (H-5"). Através do mapa de
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correlagbes HSQC os sinais de hidrogénio H-2’, H-6" ¢ H-5" indicam que estao
diretamente ligados aos carbonos 6¢ 115,3 (C-2°), 6¢c 121,7 (C-6") ¢ d¢c 115,5 (C-
5’), respectivamente. No mapa de correlagoes HMBC o hidrogénio H-2’
correlaciona com os carbonos 6¢ 115,5 (C-5°), d¢ 145,1 (C-3”), dc 148,5 (C-4*) ¢
d¢c 156,9 (C-2), o do hidrogénio H-6" se correlaciona com os carbonos ¢ 115,5
(C-5%), oc 148,5 (C-4’) e 6c 156,9 (C-2) e do hidrogénio H-5 se correlaciona
com os carbonos 6c 121,7 (C-6), 6c 145,1 (C-3°), oc 148,5 (C-4’).

No espectro de RMN 'H, observou-se sinais entre 8y 3,28-4,16 nos
quais sdo caracteristicos de glicosideo como substituinte no esqueleto do
flavonoide, devido a presenca de sinais de hidrogénios oximetinicos e
oximetilénicos de glicosideo. O sinal em &y 5,60 (d, J = 1,0 Hz, H-1"") refere-se
ao hidrogénio anomeérico e este valor de deslocamento quimico € caracteristico
de a-L-arabinofuranosideo, quando comparado com a literatura (HARBORNE
& MABRY, 1994). No mapa de correlagdes HMBC confirma a posi¢do na qual
0 glicosideo esta ligado na aglicona, o sinal do hidrogénio H-1 se correlaciona
com o do carbono dc 133,3 (C-3). O mapa de contornos COSY confirma o
acoplamento entre o hidrogénio anomérico H-1” e o hidrogénio 64 4,16 (dd, J =
3,8 e 1,0 Hz, H-2”) e este se correlaciona com o hidrogénio éy 3,71 (m, H-3") ¢
dn 3,55 (m, H-4”). O hidrogénio H-4’ se correlaciona com o duplo dubleto em
oy 3,33 (dd, J = 12,0 e 3,8 Hz, H-5"a) e 6y 3,28 (dd, J = 12,0 e 5,0 Hz, H-5"b)
que se refere aos hidrogénios na posi¢do 5”. Através do mapa de correlagdes
HSQC os hidrogénios H-1”, H-2”, H-3”, H-4” e H-5, estdo diretamente ligados
aos carbonos o¢ 107,8 (C-17), d¢ 82,1 (C-27), oc 76,9 (C-37), 6¢ 85,8 (C-4”) e 6c
60,6 (C-5), respectivamente.

Baseando-se nos dados descritos e comparando com a literatura a
substédncia VII foi identificada como o flavonol Quercetina-3-O-a-L-

arabinofuranosideo.
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Quercetina-3-0O-a-L-arabinofuranosideo (V1)

TABELA 4.10 - Dados de RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) e de RMN *C
(DMSO-ds, 100 MHz) da substancia VII e comparacdo com a Quercetina-3-O-
a-L-arabinofuranosideo (RODRIGUES et al., 2009, DMSO-ds, RMN *H 400
MHz e RMN **C 100 MHz)

H/C o1 (ppm), J (H2) dc (ppm), J (H2)
Al . RODRIGUES et .. RODRIGUES
Substéancia VII al. 2009 Substancia VII et al., 2009
2 - - 156,9 157,4
3 - - 133,3 133,8
4 - - 177,6 178,0
5 - - 161,1 161,3
6 6,20 (d, 2,0) 6,11 (d, 1,5) 98,8 99,1
7 - - 164,6 164,5
8 6,40 (d, 2,0) 6,38(d, 1,5) 93,6 94,1
9 - - 156,3 156,8
10 - - 103,8 104,3
| - - 120,9 121,4
2’ 7,48 (d, 2,0) 7,48 (d, 2,0) 115,3 115,8
3 - - 145,1 145,3
4 - - 148,5 148,7
5 6,85 (d, 8,5) 6,84 (d, 8,5) 115,5 115,9
6’ 7,53 (dd, 8,5,2,0) | 7,53 (dd, 8,5, 2,0) 121,7 122,2
1” 5,60 (d, 1,0) 5,57 (sl) 107,8 108,2
2” 4,16 (dd, 3,8,1,0) | 4,16 (dd, 3,1, 0,8) 82,1 82,3
3” 3,71 (m) 3,71 (m) 76,9 77,2
4” 3,55 (m) 3,55 (m) 85,8 86,6
5”a 3,33 (dd, 12,0, 3,8) | 3,33 (dd, 12,0, 3,9) 60,6 60,9
5”b 3,28 (dd, 12,0,5,0) | 3,28 (dd, 12,0, 5,0) 60,6 60,9
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FIGURA 4.24 - Espectro de RMN 'H da substancia VII (DMSO-ds, 400 MHz).
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4.1.1.7 - ldentificacdo Estrutural da Substancia VII|I

A substancia VII1 foi identificada em mistura com a substancia VI,
da fracdo H3-10 a partir da fracdo acetato de etila das folhas (Fluxograma 3,8, p.
30), onde a amostra se apresentou como um sélido amorfo amarelo. Esta
substancia foi identificacdo através de RMN 'H (Figura 4.28), COSY (Figura
4.29), HSQC (Figura 4.30) e HMBC (Figura 4.31). Os dados obtidos foram
comparados com dados da literatura (Tabela 4.11) (KALEGARI et al., 2011).

Através da analise do espectro de RMN *H foram observados dois
sinais de hidrogénios anoméricos oy 5,12 (d, J= 6,5 Hz, H-1") ¢ 64 5,14 (d, J =
7,5 Hz, H-1”) na propor¢cdo de 2:1, respectivamente. O primeiro sinal de
hidrogénio anomerico, integrando para um hidrogénio refere-se ao hidrogénio
anomérico de uma unidade de agucar conhecida como arabinopiranosideo e o
sinal de hidrogénio ligado a anéis aromaticos mostram sinais com integracéo
correspondente ao composto majoritario, caracteristico da aglicona quercetina,
confirmando assim, que a substdncia majoritaria € a Quercetina-3-O-a-L-
arabinopiranosideo. Como a identificacdo da substancia VI ja foi discutida
anteriormente, a discussdo detalhada dos dados espectroscopicos sera apenas em
relacé@o a substancia minoritaria.

Para 0 composto minoritario, a analise do espectro de RMN *H,
indicou tratar-se da aglicona quercetina. Foram observados sinais referentes a
um sistema de substituicdo 3’°, 4’ no anel B, em 6y 7,60 (d, J = 2,0 Hz, H-2"), d4
7,57 (dd, J = 85 e 2,0 Hz, H-6") ¢ 84 6,85 (d, J = 8,5 Hz, H-5’), todos
integrando para um hidrogénio. Os valores das constantes de acoplamento estdo
de acordo com acoplamentos orto e meta, caracteristicos do sistema de
substituicao 3°, 4°. Foram observados, ainda, dois sinais correspondentes aos
dois hidrogénios do anel A 64 6,33 (d, J = 2,0 Hz, H-8) ¢ 64 6,15 (d, J = 2,0 Hz,
H-6). Esses sinais sao tipicos de um sistema de acoplamento AX neste anel. Pela
analise do mapa de correlagbes HSQC foi possivel atribuir todos os carbonos
aos quais esses hidrogénios estdo ligados. Séo eles, 6¢c 115,9 (C-2”), 6¢ 122,9 (C-
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6’), d¢c 116,8 (C-5"), 6¢c 95,5 (C-8) e 6c 100,8 (C-6). Atraves das correlacBes
observadas no mapa de correlagbes HMBC foi possivel atribuir os demais
carbonos do esqueleto flavonoidico. Foram observadas correlagdes entre o sinal
do hidrogénio H-2’ ¢ os do carbono o¢c 116,8 (C-5), 6c 149,6(C-3) e 6¢ 146,0
(C-4’), esses sinais de hidrogénio H-2’ ¢ H-6’ também apresentaram correlagao
com o do carbono de deslocamento 6¢ 158,5 que foi atribuido ao carbono C-2.

Foi observado para o anel A, no mapa de correlagbes HSCQ,
correlagGes dos sinais dos hidrogénios H-6 (64 6,15) e H-8 (d4 6,33) com 0s
sinais de carbonos em &¢ 100,8 (C-6) e 6c 95,5 (C-8), respectivamente. Através
do mapa de correlacbes HMBC foi possivel atribuir os demais carbonos do anel
A, pois observou-se correlagdes entre o sinal do hidrogénio H-8 e os sinais de
carbonos com deslocamento quimicos em d¢c 100,8 (C-6), 6c 104,2 (C-10), oc
158,3 (C-9) e 6c 166,0 (C-7), e entre sinal do hidrogénio H-6 e os sinais de
carbonos 6c 95,5 (C-8), 6c 104,2 (C-10), d¢c 163,1 (C-5) e oc 166,0 (C-7),
concluindo assim, as atribui¢Ges de hidrogénios e carbonos do anel A.

A presenca de um dubleto em oy 5,14 com constante de
acoplamento de 7,5 Hz caracterizou o hidrogénio anomérico (H-1") de B-L-
xilosideo e a integracédo deste sinal para um hidrogénio, confirma ser esta, uma
unidade glicosidica substituinte no flavonoide quercetina, para a substancia
minoritaria. Uma correlacéo entre este sinal do hidrogénio anomérico e o sinal
de carbono d¢ 135,3 (C-3) no mapa de correlagdes HMBC confirmou a posi¢ao
de substituicdo desta glicose no carbono C-3 e, atraves do mapa de correlacdes
HSQC, determinou-se que H-1" esta diretamente ligado ao carbono 6¢ 104,5. Os
demais sinais representados no RMN de 'H na faixa de &y 3,12-3,79 sdo
caracteristicos da presenca de unidade de agucar, conhecida como xilosideo,
ligado ao flavonoide, e os respectivos carbonos estdo representados por sinais na
faixa de o¢ 66,7-77,7. Assim, a estrutura VIII foi identificada como o flavonol
Quercetina-3-O-pB-L-xilosideo, pela primeira vez relatada para a espécie E.

myrcianthes.
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1" 5"
HO OH

Quercetina-3-O-B-L-xilosideo (VIII)
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TABELA 4.11 - Dados de RMN *H (CD;0D, 600 MHz) da substancia VIII e
comparagdo com a Quercetina-3-O-pB-L-xilosideo (KALEGARI et al., 2011,
CD;0D , RMN 'H 300 MHz e RMN **C 75 MHz)

H/C 8 (ppm), J (H2) | _dc (ppm), J (H2)
Substancia VIII KALE(ZE-SITI et al., Sut\a/sltﬁrlua KAaITII.E,CZE(/)AﬁI et
2 - - 158,5 158,5
3 - - 135,3 135,4
4 - - ** 179,4
5 - - **x 163,1
6 6,15 (d, 2,0) 6,16 (d, 2,1) 100,8 99,8
7 - - 166,0 166,0
8 6,33 (d, 2,0) 6,39 (d, 1,8) 95,5 94,7
9 - - 158,3 158,5
10 - - 104,2 105,6
1 - - **x 123,0
2’ 7,60 (d, 2,0) 7,60 (s) 115,9 115,9
3 - - 149,6 149,8
4 - - 146,0 146,1
5 6,85 (d, 8,5) 6,84 (s) 116,8 117,2
6’ 7,57 (dd, 8,5, 2,0) 7,57 (d, 2,1) 122,9 123,3
1” 5,14 (d, 7,5) 5,17 (d, 7,2) 104,5 104,5
2” 3,39 (m) 3,39 (m) 77,7 75,3
3” 3,44-3,50 (m) 3,46-3,54 (m) 66,7-75,2 77,5
4” 3,44-3,50 (m) 3,46-3,54 (m) 66,7-75,2 71,0
5”a 3,12 (m) 3,10 (dd, 11,5, 9,5) 66,9 67,2
5”b 3,79 (m) 3,78 (dd, 11,4, 5,0) 68,9 67,2

*Qs valores do deslocamento quimico para o RMN *°C, sfo os valores do deslocamento
quimico de C da projecéo do carbono do mapa de correlagdo do HSQC./ **ndo foram
observados.
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FIGURA 4.28 - Espectro de RMN *H da substancia VIII (CDs;OD, 600 MHz).
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4.1.2 — Cumarina

4.1.2.1 - ldentificacdo Estrutural da Substancia IX

Foi isolada a substancia IX da fracdo C2-4 (Fluxograma 3.9, p. 31),
como um po branco. A identificacdo desta substancia foi realizada através do
espectro de RMN *H (Figura 4.32). Os dados obtidos foram comparados com
dados da literatura (Tabela 4.12) (CAZAL et. al, 2009).

No espectro de RMN 'H, foram observados sinais caracteristicos de
cumarinas, como a presenca de quatro dubletos na regido de hidrogénios
olefinicos, com deslocamentos quimicos &y 7,59 (J = 9,6 Hz) e 6,23 (J = 9,6 Hz)
referentes aos sinais dos hidrogénios H-4 e H-3, respectivamente. O sinal
referente ao hidrogénio na posicdo 4 encontra-se menos blindado, devido a
conjugacao da ligacédo dupla com a carboxila da lactona. Os outros dois dubletos
sdo encontrados em oy 6,35(J = 9,9 Hz, H-4") ¢ 5,70 (J = 9,9 Hz, H-3), que
junto com um singleto em oy 1,47 (6H, H-5" ¢ H-6"), sdo caracteristicos de um
anel pirano. O sinal do H-3* (&4 5,70) apresenta-se mais blindado, pois ha
conjugacao dos pares de elétrons do sistema aromatico com a ligacdo dupla do
anel pirano. A presenca de dois singletos com 8y 6,72 e 8y 7,04, referentes aos
hidrogénios na posicdo 8 e 5, respectivamente. Portanto, pode-se confirmar que
este anel encontra-se nas posicdes 6 e 7. O sinal do hidrogénio na posicédo 8 € o
mais blindado, pois encontra-se vizinho a dois carbonos contendo oxigénio
como substituinte. Os sinais observados no espectro de hidrogénio foram
comparados com a literatura (CAZAL et al., 2009). A anéalise do espectro de
RMN *H foi suficiente para confirmar que a substancia IX identificada trata-se
da cumarina xantiletina, pela primeira vez relatada para a espécie Eugenia

myrcianthes.
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Xantiletina (IX)

TABELA 4.12 - Dados de RMN *H (CDCl;, 400 MHz) da substancia IX e
comparacgdo com a Xantiletina (CAZAL et al., 2009, CDCl3, 400 MHz)

H on (ppm), J (Hz)
Substancia IX CAZAL et al., 2009

2 - -

3 6,23 (d, 9,6) 6,24 (d, 9,2)

4 7,59 (d, 9,6) 7,60 (d, 9,2)

4a - -

5 7,04 (s) 7,04 (s)

6 - -

7 - -

8 6,72 (S) 6,72 (s)

83 - -

2° - -

3 5,70 (d, 9,9) 5,71 (d, 9,6)

4’ 6,35 (d, 9,9) 6,36 (d, 9,6)
5-6 1,47 (s) 1,43 (s)
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FIGURA 4.32 - Espectro de RMN *H da substancia 1X (400 MHz, CDCls).
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4.1.3 — Triterpenos
41.3.1 - ldentificacdo Estrutural das Substancias X e XI

A fracdo C1-3 foi obtida a partir da fracdo acetato de etila das
folhas (Fluxograma 3.3, p. 26) e trata-se de uma mistura das substancias X e XI,
onde a amostra se apresentou como um sélido branco amorfo. Estas substancias
foram identificadas através da anélise de seus dados de RMN *H (Figura 4.33),
COSY (Figura 4.34), HSQC (Figura 4.35) e HMBC (Figura 4.36). Os dados
obtidos foram comparados com dados da literatura (Tabela 4.13 e Tabela 4.14)
(JUTIVIBOONSUK et al., 2007).

Analisando o espectro de RMN 'H da mistura das substancias X e
Xl, pode-se observar o perfil caracteristico de triterpenos, confirmado pela
presenca de varios singletos na regido de 640,79 a 1,09. Também apresentou um
duplo dupleto em 6y 4,64 (J =9,5 e 8,1) caracteristico de H-3 em triterpenoides
do tipo 3p-0-acil ¢ um mutipleto em dy 5,23 correspondente aos hidrogénios H-
12 e H-13 da olefina. No espectro de RMN *3C foram observados dois pares de
sinais mais intensos na regido das olefinas, referentes ao triterpeno, dos quais oc
140,0 (C-13) e 6¢ 123,2 (C-12), que caracterizam a a.-amirina.

A comparacdo dos resultados obtidos com os relatos da literatura
(JUTIVIBOONSUK et al., 2007) permitiu confirmar a presenca do triterpenoide
a-amirina.

A presenca dos sinais no espectro de RMN *H na regido de 84 6,40
a 7,67, confirma a presenca de outra substéncia ligada ao triterpeno. Foram
observados dubletos em &y 7,67 (J = 16,0 Hz, H-3") ¢ 64 6,40 (J = 16,0 Hz, H-
2’), indicando acoplamento trans entre os hidrogénios na posi¢do 2’ e 3’. Os
dois dubletos em oy 7,47 (J = 8,5 Hz, H-5" e H-9’) e 614 6,73 (J =8,5Hz, H-6" ¢
H-8”), sdo caracteristicos de acoplamento em orto. Pela anélise do mapa de
correlagbes HSQC foi possivel atribuir todos os carbonos aos quais esses
hidrogénios estdo ligados. Sao eles, 6c 117,1 (C-2), d¢c 145,0 (C-3°), 6¢ 127,9

(C-5"e¢ C-9’) e &¢c 115,9 (C-6’ e C-8’), estao ligados diretamente aos hidrogénios
9%



Resultados e Discussao

na posicdao H-2°, H-3’, H-5°/H-9’ e H-6’/H-8’, respectivamente. Através das
correlagBes observadas no mapa de correlacdes HMBC foi possivel atribuir os
demais carbonos. Foram observadas correlagdes entre o sinal do hidrogénio H-
2’ e os carbonos em 6c 168,8 (C-1°) e d¢c 126,8 (C-4), H-3’¢ os dos carbonos
em ¢ 168,8(C-1") e oc 127,9 (C-5’/C-9’), os hidrogénios H-5" ¢ H-9’¢ os
carbonos em dc 145,0 (C-3’) e ¢ 160,0 (C-7°), e os hidrogénios H-6" ¢ H-8’
com os carbonos em oc 126,8 (C-4’) e oc 127,9 (C-5°/C-9’). Assim,
confirmando com os dados da literatura a substancia X foi identificada como
sendo 3B-O-trans-p-cumaroil-a-amirina, pela primeira vez relatada para a

especie E. myrcianthes.

3B-O-trans-p-cumaroil-a-amirina (X)

A presenca dos outros sinais no espectro de RMN *H na regi&o de
on 5,85 a 7,65, confirma a presenca de outra substancia ligada ao triterpeno.
Foram observados dubletos em 64 6,88 (J = 13,0 Hz, H-3") e o4 5,85 (J = 13,0
Hz, H-2"), indicando acoplamento Cis entre 0s hidrogénios na posi¢ao 3’ ¢ 2’. Os
dois dubletos em &y 7,65 (J = 8,5 Hz, H-5" ¢ H-9") ¢ 646,81 (J = 8,5 Hz, H-6’ ¢
H-8"), sdo caracteristicos de acoplamento em orto. Pela andlise do mapa de
correlagbes HSQC foi possivel atribuir todos os carbonos aos quais esses
hidrogénios estdo ligados. Sao eles, dc 117,1 (C-2°), 6¢c 145,0 (C-3°), 6¢c 127,9
(C-5"e¢ C-9’) e &¢c 115,9 (C-6’ e C-8’), estdo ligados diretamente aos hidrogénios
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na posicdao H-2°, H-3’, H-5°/H-9’ e H-6’/H-8’, respectivamente. Através das
correlagBes observadas no mapa de correlacdes HMBC foi possivel atribuir os
demais carbonos. Foram observadas correlagdes entre o sinal do hidrogénio H-
2’ e os carbonos em 6c 168,8 (C-1’) ¢ oc 126,8 (C-4’), H-3’¢ os dos carbonos
em d¢c 168,8 (C-1) e o¢c 127,9 (C-5°/C-9’), os hidrogénios H-5" ¢ H-9’ ¢ os
carbonos em dc 145,0 (C-3’) e ¢ 160,0 (C-7°), e os hidrogénios H-6" ¢ H-8’
com os carbonos em oc 126,8 (C-4’) e oc 127,9 (C-5°/C-9’). Assim,
confirmando com os dados da literatura a substancia Xl foi identificada como
sendo3B-0-cis-p-cumaroil-a-amirina, pela primeira vez relatada para a especie

E. myrcianthes.

3B-O-cis-p-cumaroil-a-amirina (XI)
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TABELA 4.13 - Dados de RMN 'H (CD;OD, 400 MHz) e de RMN *C
(CD3;0D, 150 MHz) da substancia X e comparagdo com 3-(E)-coumaroyl a-
amirina (JUTIVIBOONSUK et al., 2007, CDCls, RMN "H 400 MHz e RMN **C
100 MHz)

H/C

o (ppm), J (Hz)

Substancia X

JUTIVIBOONSUK

dc (ppm), J (Hz)

Substancia X

JUTIVIBOONSUK

et al., 2007 et al., 2007
1 1,14 (m) 1,67 (m) 1,12 (m) 1,71 (m) 38,4 38,5
2 1,66 (m) 1,70 (m) 23,9 23,5
3 4,64 (dd, 9,5, 8,1) | 4,64 (dd, 8,1, 7,7) 80,0 80,8
4 - - 38,3 37,9
5 1,32 (m) 1,32 (m) 54,7 55,3
6 1,44 (m) 1,52 (m) 1,41 (m) 1,52 (m) 18,1 18,3
7 1,37 (m) 1,57 (m) 1,36 (m) 1,57 (m) 32,1 32,9
8 - - 40,1 40,1
9 1,57 (m) 1,57 (m) 47,7 47,6
10 - - 352 36,8
11 1,93 (m) 1,93 (m) 24,2 23,7
12 5,23 (m) 5,13 (m) 123,2 124,3
13 - - 140,0 139,6
14 - - 40,7 42,1
15 1,91 (m) 1,83 (brt) (13,4) 26,5 26,6
16 2,00 (m) 2,00 (brt) (13,4) 28,0 28,1
17 - - 33,8 33,8
18 1,35 (m) 1,33 (m) 56,9 59,1
19 0,95 (m) 0,93 (m) 39,4 39,6
20 1,32 (m) 1,32 (m) 39,9 39,7
21 1,29 (m) 1,44 (m) 1,29 (m) 1,41 (m) 31,8 31,3
22 1,32 (m) 1,47 (m) 1,30 (m) 1,45 (m) 41,0 41,5
23 0,88 (s) 0,88 (s) 28,0 28,1
24 0,96 (s) 0,94 (s) 16,5 16,9
25 1,01 (s) 1,01 (s) 14,6 15,8
26 1,02 (s) 1,02 (s) 16,5 16,9
27 1,09 (s) 1,08 (s) 24,3 23,3
28 0,79 (s) 0,79 (s) 28,8 28,8
29 0,80 (m) 0,80 (d, 6,0) 17,6 17,5
30 0,95(m) 0,92(d, 5,0) 21,7 21,4
1’ - - 168,8 167,2
2° 6,40 (d, 16,0) 6,30 (d, 16,0) 117,1 116,5
3 7,67 (d, 16,0) 7,61 (d, 16,0) 145,0 143,8
4 - - 126,8 127,6
5 7,47 (d, 8,5) 7,44 (d, 8,5) 127,9 129,9
6’ 6,73 (d, 8,5) 6,83 (d, 8,5) 115,9 115,8
7’ - - 160,0 157,3
8 6,73 (d, 8,5) 6,83 (d, 8,5) 115,9 115,8
9 7,47 (d, 8,5) 7,44 (d, 8,5) 127,9 129,9
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TABELA 4.14 - Dados de RMN 'H (CD;0OD, 600 MHz) e de RMN *C
(CD30D, 150 MHz) da substancia XI e comparacdo com 3-(Z)-coumaroyl a-
amirina (JUTIVIBOONSUK et al., 2007, CDCl;, RMN *H 400 MHz e RMN **C

100 MHz)
H/C o1 (ppm), J (Hz) d¢c (ppm), J (Hz)
A JUTIVIBOONSUK A JUTIVIBOONSUK
Substancia XI et al., 2007 Substancia XI et al., 2007
1 1,14 (m) 1,67 (m) 1,12 (m) 1,71 (m) 38,4 38,5
2 1,66 (m) 1,70 (m) 23,9 23,5
3 4,64 (dd, 9,5, 8,1) | 4,64 (dd, 4,7, 10,6) 80,0 80,9
4 - - 38,3 37,8
5 1,32 (m) 1,32 (m) 54,7 55,3
6 1,44 (m) 1,52 (m) 1,41 (m) 1,52 (m) 18,1 18,3
7 1,37 (m) 1,57 (m) 1,36 (m) 1,57 (m) 32,1 32,9
8 - - 40,1 40,1
9 1,57 (m) 1,57 (m) 47,7 47,6
10 -- - 352 36,8
11 1,93 (m) 1,93 (m) 24,2 23,6
12 5,23 (m) 5,13 (m) 123,2 124,3
13 - - 140,0 139,6
14 - - 40,7 42,1
15 1,91 (m) 1,83 (brt) (13,4) 26,5 26,6
16 2,00 (m) 2,00 (brt) (13,4) 28,0 28,1
17 - - 33,8 33,8
18 1,35 (m) 1,33 (m) 56,9 59,1
19 0,95 (m) 0,93 (m) 39,4 39,6
20 1,32 (m) 1,32 (m) 39,9 39,7
21 1,29 (m) 1,44 (m) 1,29 (m) 1,41 (m) 31,8 31,3
22 1,32 (m) 1,47 (m) 1,30 (m) 1,45 (m) 41,0 41,5
23 0,88 (s) 0,91 (s) 28,0 28,1
24 0,96 (s) 0,82 (s) 16,5 16,8
25 1,01 (s) 0,97 (s) 14,6 15,8
26 1,02 (s) 1,00 (s) 16,5 16,9
27 1,09 (s) 1,06 (s) 24,3 23,3
28 0,79 (s) 0,79 (s) 28,8 28,8
29 0,80 (m) 0,80 (d, 6,0) 17,6 17,5
30 0,95(m) 0,92(d, 5,0) 21,7 21,4
1 - - 168,8 166,4
2° 5,85 (d, 13,0) 5,84 (d, 12,6) 117,1 117,9
3 6,88 (d, 13,0) 6,82 (d, 12,6) 145,0 142,9
4 - - 126,8 127,8
5° 7,65 (d, 8,5) 7,64 (d, 8,4) 127,9 132,4
6’ 6,81 (d, 8,5) 6,79 (d, 8,4) 115,9 114,9
7’ - - 160,0 156,4
8 6,81 (d, 8,5) 6,79 (d, 8,4) 115,9 114,9
9’ 7,65 (d, 8,5) 7,64 (d, 8,4) 127,9 132,4
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4.1.4 — Derivados do Tirosol (p-hidroxifeniletanol)
4.1.4.1 - ldentificacdo Estrutural das Substancias XII e Xl

A mistura das substéncias Xl e XIlII foi isolada da fracdo C2-6 a
partir da fracdo hexanica das folhas (Fluxograma 3.9, p. 31). Esta mistura foi
isolada como sélido amorfo branco. A identificacdo foi realizada através de
experimentos de RMN *H (Figura 4.42), COSY (Figura 4.43), HSQC (Figura
4.44), HMBC (Figura 4.45) e espectrometria de massas. Os dados obtidos
foram comparados com dados da literatura (Tabela 4.15 e Tabela 4.16)
(KUMAR et al., 2005; FIRDOUS et al., 2014).

Analisando o espectro de RMN 'H pode-se observar sinais
caracteristicos de hidrogénios aromaticos, referentes a substancia XII, dois
dubletos em 6y 6,77 (d, J = 8,5 Hz, H-3” e H-5") e 61 7,10 (d, J = 8,5 Hz, H-2" ¢
H-6"), assim sugerindo a presen¢a de um anel aromatico 1,4-dissubistituido.

O espectro de RMN *H mostrou também quatro tripletos em &y 0,88
(t, J = 6,2 Hz, H-23”) caracteristico de grupo metila terminal de uma cadeia
alifatica, oy 2,27 (t, J = 7,0 Hz, H-2”) no qual é caracteristico de grupo
metilénico vizinho ao grupo carbonila, 64 2,85 (t, J = 7,0 Hz, H-2) referente ao
grupo metilénico ligado ao anel aromatico ¢ oy 4,23 (t, J = 7,0 Hz, H-1)
caracteristico de grupo metilénico de um éster. Apresentou um multipleto em oy
1,58 (H-3”) referente a um grupo metilénico ligado a posi¢do beta a carbonila e
um singleto largo intenso em 6y 1,25 (H-4” a H-22”) referente a 38 hidrogénios
confirmando assim a presenca de uma cadeia alifatica contendo 19 grupos
metilénicos. No mapa de contornos COSY foi confirmado os acoplamentos
existentes entre os hidrogénios da substancia XII, como mostrado na Figura
4.43.

Através do mapa de correlacdes HSQC os sinais dos hidrogénios
aromaticos em oy 7,10 e dy 6,77 estdo diretamente ligados aos carbonos 6¢ 130,0
(C-2 ¢ C-6") e 6c 1155 (C-3" e C-5°), respectivamente. Ainda no mapa de

correlagdes HSQC os hidrogénios em oy 4,23, 0y 2,85, 0y 2,27, 04 1,58, oy 1,25,
104



Resultados e Discussao

on 0,89 estdo diretamente ligados aos carbonos 6¢ 65,0 (C-1), d¢c 34,3 (C-2), 6c
34,4 (C-27), 8¢ 25,1 (C-37), &¢c 24,9-30,1 (C-4” a C-22”) e d¢c 14,1 (C-237),
respectivamente.

Através do mapa de correlacbes HMBC, pode-se confirmar a
ligacdo do hidrogénio H-2 com o carbono C-1°, onde apresenta a correlagcdo do
sinal do hidrogénio em dy 2,85 com o do carbono em d¢ 130,0.

O espectro de RMN 'H apresentou, também, um tripleto em oy 3,64
(t, J = 6,6 Hz, H-1) que foi atribuido ao grupo metilénico de alcool de cadeia
longa, a presenca dos multipletos em 641,58 (H-2) e 641,25 (H-3 a H-25) e do
tripleto em &y 0,89 (H-28) tambeém séo referentes a substancia XI11I.

Foi realizado o experimento de CG-EM para a mistura destas
substancias, onde pela proposta de fragmentacdo foi possivel a confirmacdo da
estrutura das substancias XII (Figura 4.40) e XIII (Figura 4.41).

A analise dos experimentos realizados para essa mistura e a
comparacdo destes com a literatura levou a identificacdo destas substancias
como sendo wuma mistura das substancias Tricosanoato de 2-(4’-
hidroxifenil)etila (KUMAR et al., 2005) e 1-octacosanol (FIRDOUS et al.,

2014), pela primeira vez relatada para a espécie E. myrcianthes.

n=25

1-octacosanol (XI111)
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FIGURA 4.37 - Cromatograma obtido no CG-EM para a substancia XIV.

CondicGes: Gas de arraste: Hélio (He); temperatura inicial de 100 °C; tempo inicial de 5,0
min.; a temperatura da coluna aumentou de 15 °C/min. até 310 °C, permanecendo na

temperatura de 310 °C por 19,0 min.
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TABELA 4.15 - Dados de RMN *H (CDCl;, 400 MHz) e de RMN **C (CDCl;,
100 MHz) da substédncia XIlI e nonacosanoato de 2-(4’-hidroxifenil)etila
(KUMAR et al., 2005, CDCls, RMN *H 400 MHz e RMN **C 100 MHz)

H/C on e 6c* (ppm), J (Hz) on e dc (ppm), J (Hz)
Substancia XI|I H/C KUMAR et al., 2005
1 4,23 (t, 7,0) 65,0 1 4,25 (t, 6,9) 64,9
2 2,85 (t, 7,0) 34,3 2 2,85 (t, 6,9) 34,3
1 - *x 1 - 129,8
2’ 7,10 (d, 8,5) 130,0 2’ 7,08 (d, 9,0) 129,9
3 6,77 (d, 8,5) 115,5 3 6,75 (d, 9,0) 115,3
4 - *x 4 - 154,3
5 6,77 (d, 8,5) 115,5 5 6,75 (d, 9,0) 115,3
6’ 7,10 (d, 8,5) 130,0 6’ 7,08 (d, 9,0) 129,9
1” _ *%* 1” _ 173’9
2” 2,27 (t, 7,0) 34,4 2” 2,30 (t, 6,9) 31,9
3” 1,58 (m) 25,1 3” 1,60 (m) 22,6-29,6
47 -22» 1,25 (sl) 24,9-30,1 47 - 28” 1,30 (s) 22,6-29,6
23” 0,89 (t, 6,2) 14,1 29” 0,92 (t, 6,2) 14,0

**Qs valores do deslocamento quimico para o0 RMN *°C, sdo os valores do deslocamento
quimico de **C da projecdo do carbono do mapa de correlagdo do HSQC./ **n3o foram

observados.

TABELA 4.16 - Dados de RMN *H (CDCl;, 400 MHz) e de RMN **C (CDCl,,
100 MHz) da substancia XIIl e comparagdo com 1-octacosanol (FIRDOUS et
al., 2014, CDClz, RMN *H 300 MHz e RMN *3C 75,0 MHz)

H/C on (ppm), J (H2) dc (ppm), J (H2)
Substancia FIRDOUS et al., | Substancia FIRDOUS et al.,
X1 2014 X111 2014
1 3,64 (t, 6,6) 3,62 (t, 6,6) 63,2 *
2 1,58 (m) 1,54 (m) 25,1 32,8
3-27 1,25 (sl) 1,24 (sl) 24,9-31,0 22,7-31,9
28 0,89 (t, 6,2) 0,86 (t, 6,0) 14,1 14,1

* ndo foi relatado
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4.1.5 — Esteroide

4.15.1 - ldentificacdo Estrutural da Substancia X1V

O espectro de RMN *'H (400 MHz, CDCI;) da substancia XIV
(Figura 4.46) isolada da fracdo C2-7, a partir da fragdo hexénica das folhas
(Fluxograma 3.9, p.31), apresenta dubleto largo em 6y 5,34 (J = 5,4 Hz)
atribuidos ao H-6 e um multipleto em 6y 3,51 referente ao hidrogénio H-3. Os
sinais presentes na regido de oy 0,67-2,30 sdo referentes aos protons metinicos,
metilénicos e metilicos que indicam a presenca de um esqueleto esteroidal. Para
a confirmacgéo da estrutura da substancia foi realizado o experimento de CG-
EM, onde o pico ion molecular em m/z 414 de formula molecular CyHs0,

corresponde a substancia B-sitosterol.

[-sitosterol (Substancia XIV)
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FIGURA 4.47 - Cromatograma obtido no GC-EM para a substancia XIV.
Condigdes: Gas de arraste: Nitrogénio (N); temperatura inicial de 150 °C; tempo inicial de 5,0
min.; a temperatura da coluna aumentou de 6 °C/min. até 280 °C, permanecendo na

temperatura de 280 °C por 20,0 min.
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FIGURA 4.49 - Proposta de fragmentagao do B-sitosterol.
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4.2 —Ensaios
4.2.1 - Ensaios por Ingestdo com as Operarias de Atta sexdens

rubropilosa

4211 - Efeito dos Extratos Brutos Etanolico de Eugenia

myrcianthes Frente as Operarias de Atta sexdens rubropilosa

Os extratos brutos etandlico das folhas (EMF) e dos galhos (EMG)
de Eugenia myrcianthes foram ensaiados frente as operarias de Atta sexdens
rubropilosa conforme a metodologia descrita no item 3.5.4.1. Para analise dos
dados obtidos foram tracadas as curvas de sobrevivéncia das formigas
submetidas ao tratamento por ingestdo dos extratos incorporados a dieta,
comparando-se com a curva obtida do controle contendo apenas a dieta pura,
apos um periodo de 25 dias de experimento. Os resultados obtidos estdo

apresentados no Gréafico 4.1 e na Tabela 4.17.
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GRAFICO 4.1 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens
rubropilosa submetidas ao tratamento por ingestdo com o extrato bruto etandlico
das folhas e galhos de E. myrcianthes.

TABELA 4.17 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de
operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de tratamento

por ingestdo com o extrato bruto etanolico das folhas e galhos de E. myrcianthes

% acumulada de mortalidade por dia

*

Tratamento 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 Md
Dieta Pura 0 0 0 2 6 14 20 40 64 76 185a
EMG 0 0 0 2 8 16 24 26 36 40 >25b
EMF 0 0 4 4 6 12 26 46 66 72 18a

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank” (p< 0,05).

Dos resultados obtidos nos ensaios por ingestdo em formigas
cortadeiras, quando foi comparado o extrato EMF com o extrato EMG,
observou-se que ambos ndo apresentaram atividade inseticida significativa sobre

as operarias Atta sexdens rubropilosa.
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4.2.1.2 - Efeito das Fracdes das Folhas de Eugenia myrcianthes

Frente as Operarias de Atta sexdens rubropilosa

As fracBes obtidas através da particdo liquido-liquido do extrato
bruto etandlico das folhas de E. myrcianthes (EMF), foram submetidas ao ensaio
por ingestdo sobre as operarias de formigas cortadeiras Atta sexdens
rubropilosa. Foram ensaiadas as fracOes hexanica (EMFh), acetato de etila
(EMFa) e hidroalcoolica (EMFha). Os resultados obtidos apds 25 dias de
experimento foram apresentados através de curvas de sobrevivéncia para cada
tratamento em relagdo ao controle, que estdo apresentadas no Grafico 4.2 e na
Tabela 4.18.

Analisando os resultados obtidos, observou-se que somente a fracédo
EMFa mostrou ser ativa frente as formigas cortadeiras, apresentando
sobrevivéncia mediana (Ssp) no 15° dia, e mortalidade de 90% no final do
experimento. Ja as fracbes EMFh e EMH ndo apresentaram atividades

significativas de acordo com os dados estatisticos.
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GRAFICO 4.2 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa

submetidas ao tratamento por ingestdo com as fracOesobtidas da particdo liquido-

liquido do extrato EMF.

TABELA 4.18 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de

operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de tratamento

por ingestdo com as fragcdesobtidas da particdo liquido-liquido do extrato EMF

% acumulada de mortalidade por dia

*

Tratamento 1 2 3 6 8 10 14 17 21 o5 Md
Dieta Pura 0 0 0 2 6 14 20 40 64 76 185a
EMF 0O 0 4 4 6 12 26 46 66 72 18a
EMFa O 0 0 2 6 8 12 78 8 90 15b
EMFh O 0 0 2 4 8 2 30 54 64 2la
EMFha 0O 0 0 0 0 2 18 42 48 52 22b

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank” (p< 0,05).

4213

Frente as Operarias de Atta sexdens rubropilosa

— Efeito da Substancia Obtida de Eugenia myrcianthes

A susbtancia I, Miricetrina, isolada da fracdo EMFa, foi a Unica

substéncia pura com massa suficiente para realizar o ensaio, foi submetida ao
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ensaio por ingestdo sobre as operarias de formigas cortadeiras Atta sexdens
rubropilosa. Para analise dos dados foram tracadas, inicialmente, as curvas de
sobrevivéncia para o tratamento em relacédo ao controle. Os resultados obtidos
estdo apresentados em curvas de sobrevivéncia, no Grafico 4.3 e na Tabela 4.19.

Para a substancia ensaiada observou-se que ela ndo apresentou
atividade inseticida significativa quando comparada com o controle. Esse
resultado indica que o flavonoide glicosilado miricetrina, ndo apresentou
potencial toxico as operarias de formigas cortadeiras e por isso ndo foi
considerada ativa. Porém, existem relatos na literatura de flavonoides
glicosilados em altas concentragfes que apresentaram atividade inseticida frente
a formiga cortadeira (SUGAYAMA et al., 1997 apud FILHO et al., 2002;
CINTRA et al., 2005). Para confirmar se a miricetrina realmente ndo apresenta
atividade inseticida seria necessario realizar o experimento em diferentes
concentragdes. Outra justificativa, € que quando comparando 0s resultados
obtidos da fragdo EMFa com os resultados obtidos para a substancia I, propde-se
que a atividade apresentada pela fracdo seria consequéncia de efeito de sinergia,
ou de algum composto em baixa concentracdo que ndo foi possivel isola-lo ou
até mesmo de algum composto isolado que ndo possuem massa suficiente para

realizar o ensaio.
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Grafico de Sobrevivéncia - Miricetrina
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GRAFICO 4.3 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens
rubropilosa submetidas ao tratamento por ingestdo com o flavonoide glicosilado
miricetrina (substancia I).

TABELA 4.19 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de
operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de tratamento

por ingestdo com o flavonoide glicosilado miricetrina (substéncia I)

% acumulada de mortalidade por dia

*
Tratamento 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 M
Dieta Pura 2 2 4 8 12 22 42 48 60 68 185a
Miricetrina 2 6 6 6 8 10 20 32 42 54 195a
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4.22- Ensaios com o0 Fungo Simbionte Leucoagaricus

gongylophorus

4221 — Atividades Inibitorias dos Extratos Brutos Etandlico
de Eugenia myrcianthes sobre o Fungo Leucoagaricus

gongylophorus

Os extratos brutos etandlico das folhas (EMF) e dos galhos (EMG)
de Eugenia myrcianthes foram ensaiados frente o fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus conforme a metodologia descrita no item 3.5.4.2.
Os experimentos com os extratos e fragdes foram realizados na concentracdo de
1000 pg/mL e 500 pg/mL, respectivamente.

Analisando os dados obtidos (Grafico 4.4) observou-se que 0s
extratos etandlicos das folhas (EMF) e dos galhos (EMG) ndo apresentaram
resultados significativos, sendo 6% e 4%, respectivamente as inibicOes
provocadas por eles. Mesmo apresentando um baixo poder de inibi¢do do fungo
simbionte, foi realizado o ensaio com as fracdes obtidas na particdo liquido-

liquido da amostra EMF.
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GRAFICO 4.4 - Efeito dos extratos brutos etanélicos das folhas (EMF) e dos

galhos (EMG) no crescimento micelial do fungo simbionte Leucoagaricus

gongylophorus.

4222 — Atividades Inibitérias das Fragdes de Eugenia

myrcianthes sobre o Fungo Leucoagaricus gongylophorus

As fracOes obtidas através da particdo liquido-liquido do extrato
bruto etanolico das folhas de E. myrcianthes (EMF), foram submetidas ao ensaio
de inibicdo sobre o fungo simbionte L. gongylophorus. O crescimento micelial
do fungo simbionte ensaiado com as fracGes do extrato etandlico das folhas,
hexanica (EMFh) e a hidroalcéolica (EMFha) (Gréafico 4.5), apresentaram
inibicdo de 29 % e 4 %, respectivamente, ja a fracdo etanolica das folhas acetato
de etila (EMFa) apresentou crescimento de 1 % maior que a dieta controle. Estas
observacdes indicam que a fracdo rica em substancias polares promove o

crescimento do fungo, indicando baixa acdo fungicida.
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GRAFICO 4.5 - Efeito dos extratos brutos etanélicos das folhas (EMF) e dos
galhos (EMG) no crescimento micelial do fungo simbionte Leucoagaricus

gongylophorus.

4.2.2.3 — Atividades Inibitérias da Substiancia Obtida de

Eugenia myrcianthes sobre o Fungo Leucoagaricus gongylophorus
A susbténcia Miricetina-3-O-a-L-raminosideo (1), isolada da fracéo
EMFa foi a Unica substancia pura com massa suficiente para realizar o ensaio de
inibicdo sobre o fungo simbionte L. gongylophorus. O experimento com esta
substancia foi realizado na concentracdo de 100 pg/mL. O flavonoide
glicosilado miricetrina apresentou inibicdo de 2 % sobre o fungo simbionte,

mostrando atividade fungicida insignificativa (Gréafico 4.6).
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GRAFICO 4.6 - Efeito da substancia | no crescimento micelial do fungo

simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

4.2.3 — Ensaio Antimicrobiano
4.2.3.1 — Ensaio Antimicrobiano do Extrato Bruto Etandlico e

das FracgOes de Eugenia myrcianthes

A atividade antimicrobiana dos extratos e fracbes de Eugenia
myrcianthes foram testadas frente aos microrganismos Bacillus subtilis,
Pseudmonas aeuroginosas, Microccocus luteus, Candida albicans e Candida
tropicallis. Sendo trés bactérias, 2 cepas Gram-negativas (Bacillus subtilis e
Microccocus luteus) e 1 cepa Gram-positivas (Pseudmonas aeuroginosas), e
dois fungos (Candida albicans e Candida tropicallis). A escolha das cepas
ocorreu por serem microrganismos patdégenos, ou Sseja, que causam Serias
infec¢des aos seres humanos.

O ensaio antimicrobiano realizado com os antibidticos e
antifingicos mostra o comportamento dos microrganismos utilizados frente aos
farmacos vancomicina para a bactéria B. subitilis, estreptomicina para as
bactérias P. aeuroginosa e M. luteus, e fluconazol para as leveduras Candida
albicans e Candida tropicalis. Onde confirma que os farmacos utilizados como

126



Resultados e Discussao

controle positivo foram ativos contra seus respectivos microrganismos, para as
concentracdes testadas de 1000 a 7,81 pg/mL.

Estdo apresentados na Tabela 4.20 os valores da CIM
(Concentracdo Inibitoria Minima) para o extrato bruto e fracionado de Eugenia
myrcianthes. A amostra EMG mostrou acdo bacteriostatica contra P.
aeuroginosa (1000 pug/mL), M. luteus (125 pg/mL), C. albicans (62,5 pg/mL) e
C. tropicalis (250 pg/mL). Ja EMF também apresentou acdo bacteriostatica
contra C. albicans (500 pg/mL) e C. tropicalis (500 ug/mL). Para a amostra
EMF a foi notada acdo bacteriostatica contra P. aeuroginosa (1000 pg/mL), M.
luteus (1000pg/mL), C. tropicalis (125 pug/mL) e acdo bactericida contra C.
albicans (125 pg/mL). EMFh, mostrou acdo bacteriostatica contra M. luteus
(1000ug/mL) e C. tropicalis (250 pg/mL) e acdo bactericida contra C. albicans
(125 pg/mL). A amotra EMFha apresentou acdo bacteriostatica contra M. luteus
(500ug/mL), C. albicans (125 pg/mL) e C. tropicallis (500 pg/mL).

De acordo com SANTOS et al. (2010), os extratos que apresentam
CIM menor que 500 pg/mL a inibicdo antimicrobiana é considerada forte, entre

600 a 1500 pg/mL moderada e fraca acima de 1600 pg/mL.

TABELA 4.20 - Determinacdo da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) em
Hg/mL, para o extrato bruto e suas fracdes de Eugenia myrcianthes frente aos

microrganismos

Microrganismos Concentracao Inibitéria Minima (ug/mL)

EMG EMF EMFa EMFh EMFha
B. subtilis * * * * *
P. aeuroginosa 1000 * 1000 * *
M. luteus 125 * 1000 1000 500
C. albicans 62,5 500 125 125 125
C. tropicalis 250 500 125 250 500

*Né&o houve atividade nas concentraces testadas (15,62 a 1000 pg/mL).

127



Resultados e Discussao

4.2.3.2 — Ensaio Antimicrobiano das Substancias Obtidas de

Eugenia myrcianthes

Algumas substéncias obtidas de Eugenia myrcianthes, como as
substdncias ~ Miricetina-3-O-a-L-raminosideo (1), Miricetina-3-O-a-L-
arabnopiranosideo (1, Miricetina-3-O-a-L-arabinofuranosideo (1),
Quercetina-3-0O-a-L-arabinopiranosideo V1), Quercetina-3-O-a-L-
arabinofuranosideo (VII), Xantiletina (IX) e B-sitosterol (XI1V), foram testadas
frente a trés cepas bacterianas (Bacilus subtilis, Pseudmonas aeuroginosas e
Microccocus luteus) e duas cepas de leveduras (Candida albicans e Candida
tropicallis).

Estdo apresentados na Tabela 4.21 os valores da CIM
(Concentracdo Inibitoria Minima) para as substancias obtidas de Eugenia
myrcianthes. As substancias Il, VI, IX e XIV mostram acdo bacteriostatica
contra C. albicans com MIC de 250 pg/mL, 500 pg/mL, 62,5 pg/mL e 500
Hg/mL, respectivamente. Somente a substancia IX apresentou acdo bactericida
contra C. tropicallis (7,81 pg/mL).

Segundo RIOS & RECIO (2005) a presenca da atividade é mais
interessante no caso de concentracdes abaixo de 10 pg/mL para compostos

isolados.
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TABELA 4.21 - Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em
ug/mL, das substancias obtidas de Eugenia myrcianthes frente aos

microrganismos

Microrganismos Concentracéo Inibitéria Minima (pg/mL)

| 1 i VI VII IX X1V
B. subtilis * * * * * * *
P. aeuroginosa * * * * * * *
M. luteus * * * * * * *
C. albicans * 250 * 500 * 62,5 500
C. tropicalis * * * * * 7,81 *

*Nao houve atividade nas concentragdes testadas (7,81 a 500 pg/mL)

4.2.4 — Ensaio de Atividade Antioxidante

O método DPPH avalia o poder redutor do antioxidante, que ao
doar elétrons se oxida (DUARTE-ALMEIDA, 2006). Os resultados da atividade
antioxidante deste método foram expressos em relacdo a concentracdo eficiente
do composto (Clsp), capaz de decrescer a concentracéo inicial do radical DPPH
em 50%. Assim, a melhor atividade antioxidante foi atribuida aos menores

valores de 1Cs.

4.2.4.1 - Atividade Antioxidante do Extrato Bruto Etandlico e

das FracgGes de Eugenia myrcianthes

Os resultados obtidos no ensaio de atividade supressora do radical
DPPH estdo apresentados no Grafico 4.7 e na Tabela 4.22. A amostra que
apresentou o menor valor de I1Cs, foi 0 extrato EMFa, com Clsg de 3,47 pg/mL,
devido apresentar a maior concentracdo de flavonoides. Porém, as amostras
EMG, EMF e EMFha, apresentaram valores de Clsy 5,97 ug/mL, 8,47 pug/mL e
7,08 ug/mL, respectivamente, o que é bastante significativo por apresentar um
valor baixo de Clsp. A atividade antioxidante da fragcdo hexanica (EMFh) nao foi

significativa por apresentar um valor de ICsy muito alto, devido a baixa
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concentracdo de compostos fendlicos encontrada nesta fracdo. Isso é devido a
falta de capacidade doadora de hidrogénio dos extratos lipofilicos que dificultam

a andlise de seus resultados pela metodologia utilizando o DPPH.
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GRAFICO 4.7 - Potencial de supressdo do radical DPPH pelos extratos e
particdes obtidos de Eugenia myrcianthes, expresso em Clsg (média £ desvio

padréo, n=3).

TABELA 4.22 - Valores da média e desvios padrbes do Clsy para 0 DPPH com

extratos e particoes de Eugenia myrcianthes

Amostra Clso (ng/mL) Desvio padrao
Acido Galico 1,57 0,0574
EMG 5,97 0,0105
EMF 8,47 0,0031
EMFa 3,47 0,0000
EMFha 7,08 0,0706
EMFh 45,44 0,0980
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4.2.4.2 — Atividade Antioxidante das Substancias Obtidas de

Eugenia myrcianthes

Foram testadas as substancias obtidas de E. myrcianthes:
Miricetina-3-O-a-L-raminosideo (1), Miricetina-3-O-a-L-arabnopiranosideo (I1),
Miricetina-3-O-a-L-arabinofuranosideo (m, Quercetina-3-O-a-L-
arabinopiranosideo (V1), Quercetina-3-O-a-L-arabinofuranosideo (VII). Os
resultados obtidos no ensaio de atividade supressora do radical DPPH estdo
ilustrados no Gréafico 4.8 e na Tabela 4.23. A amostra que apresentou 0 melhor
valor de Clso foi a subatancia I, com Clsy de 5,16 pg/mL. Porém, pode-se
observar que todas as substancias testadas apresentaram valores de Clsq bem

proximos, isso ocorreu devido a semelhanca estrutural entre as substancias

isoladas.
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GRAFICO 4.8 - Potencial de supressio do radical DPPH das substancias obtidas

de Eugenia myrcianthes, expresso em Clso (média + desvio padrdo, n=3).
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TABELA 4.23 - Valores da média e desvios padrdes do Clsy para 0 DPPH das

substancias obtidas de Eugenia myrcianthes

Substéncia Clso ((ng/mL)) Desvio padrao
Acido Galico 1,57 0,0574
| 5,26 0,1972
I 6,53 0,1105
i 5,96 0,0706
VI 5,65 0,0000
VII 5,73 0,0947
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5 —CONCLUSOES

A partir do estudo fitoquimico realizado com a espécie de Eugenia
myrcianthes levou ao isolamento e identificacdo de 14 substancias, 10 relatadas
pela primeira vez na espécie, sendo 8 flavonoides glicosilados, 1 cumarina, 2
triterpeno, 1 derivado do tirosol, 1 alcool de cadeia alifatica saturada longa e 1
esteroide, contribuindo, assim, para o conhecimento do perfil quimico de E.
myrcianthes, ja que existem poucos relatos na literatura sobre o estudo desta
planta.

Os ensaios realizados com os extratos etanolicos brutos do galho e
da folha, e as fragOes hexanica, acetato de etila e hidroalcodlica das folhas, e a
miricetrina frente as operarias Atta sexdens rubropilosa e seu fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus ndo apresentaram resultados significativos.

Os resultados obtidos do ensaio antimicrobiano foram bastante
promissores quando realizados com os extratos e as fracdes. O extrato EMG
apresentou inibicdo moderada contra P. aeuroginosa e inibicdo forte contra M.
luteus, C. albicans e C. tropicallis; o extrato EMF mostrou inibicdo forte contra
C. albicans e C. tropicallis; a fracdo EMFa apresentou inibicdo moderada contra
P. aeuroginosa e M. luteus, e apresentou efeito fungicida forte para C. albicans
e C. tropicallis; a fracio EMFh mostrou inibicdo moderada para M. luteus e
apresentou inibicéo forte contra C. albicans e C. tropicallis e por fim, a fracao
EMFha, mostrou inibicdo forte para M. luteus, C. albicans e C. tropicallis. Para
substancias isoladas somente a xantiletina, apresentou atividade bastante
significativa frente ao fungo C. tropicallis.

O ensaio antioxidante utilizando o reagente DPPH, mostrou
resultados significativos, apresentando valores baixos de Clsy variando entre
3,47 e 7,08, para o ensaio realizado com os extratos, frag0es e substéncias puras
e em mistura.

E importante ressaltar que ndo ha relatos na literatura de ensaios
realizada com a planta E. myrcianthes sobre A. sexdens rubropilosa, L.
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gongylophorus, P. aeuroginosa, B. subitilis, M. luteus, C. albicans, C.
tropicallis e ensaio de atividade antioxidante, assim reforcando a importancia do
estudo realizado.

O trabalho desenvolvido permitiu o acréscimo de conhecimentos
para a complementacdo da formacdo académica, tanto em relagdo as técnicas
cromatograficas e determinacdes estruturais, quanto para a realizacdo dos
ensaios, antimicrobiano e antioxidante.
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