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Tudo pela gléria do Seu nome
Receba esta adoracéo, Senhor Jesus
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“Amo ao Senhor, porque ele ouviua minha voz e a minha suplica;
Porgue inclinou para mim os seus ouvidos; portanto invoca-lo-eienquanto viver;
Piedoso é o Senhor e justo; 0 nosso Deus tem misericordia;
“Porque tu, Senhor, livraste a minha alma da morte, os meus olhos das ldgrimas, e os meus

pés da queda e me destes a vitoria”
Salmo 116

O que fazemos pode parecer uma gota no oceano,
Mas 0 oceano sem essa gota seria menor...
(Madre Tereza de Calcutd)
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EMOCOES

Quando eu estou aqui
Eu vivo esse momento lindo
Olhando pra vocé
E as mesmas emog0es sentindo

Sédo tantas ja vividas
S&0 momentos que eu NA0 me esqueci
Detalhes de uma vida
Historias que eu conteiaqui

Amigos eu ganhei
Saudades eu senti partindo
E as vezes eu deixei
Vocé me ver chorar sorrindo

Sei tudo que o0 amor
E capaz de me dar
Eu sei ja sofri
Mas néo deixo de amar

Se choreiou se sorri
O importante
E que emocdes eu vivi

Sé&o tantas ja vividas
S80 momentos que eu ndo me esqueci
Detalhes de uma vida
Historias que eu conteiaqui

Eu estou aqui
Vivendo esse momento lindo
De frente pra vocé
E as emocdes se repetindo

Empaz coma vida
E o que ela me traz
Na fé que me faz
Otimista demais

Se chorei ou se sorri

O importante
E que emocdes eu vivi

Roberto Carlos e Erasmo Carlos
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RESUMO

Este trabalho descreve o estudo fitoquimico de Croton muscicapa Miill. Arg. (Euphorbiaceae)
conhecido popularmente como “velame de cheiro”, bem como o estudo da composig¢ao
quimica volatil das partes aéreas de Ocimum gratissimum e de Ocimum sp. A investigacdo
fitoquimica realizada com o exsudato dos talos de C. muscicapa resultou no isolamento e
caracterizacdo de cinco substancias, um triterpeno: damaradienol e quatro flavondides:
retusina, pachipodol, ombuina e 3,7,4’-trimetoxicanferol. Todos sdo relatados pela primeira
vez para a espécie em estudo, enquanto que o damaradienol e a ombuina sdo relatados pela
primeira na familia Euphorbiaceae. A determinacdo estrutural das substancias isoladas foi
realizada através das técnicas espectrométricas: 1V, EM e RMN uni e bidimensional (COSY,
HSQC, HMBC) e comparacdo com os dados descritos na literatura. O potencial antioxidante
do exsudato dos talos e dos extratos hexanicos e etandlicos das folhas e talos foi analisado
utilizando o radical livre DPPH. A composic¢ao quimica volatil das folhas e inflorescéncias de
Ocimum sp e de O. gratissimum foi determinada por CG-EM e CG-DIC. A variagdo inter e
intra-especifica dos constituintes quimicos presentes nos 6leos essenciais foi avaliada com o
intuito de determinar a influéncia de alguns fatores externos como época de coleta (durante os
meses de marco a dezembro de 2007), horario de coleta durante o dia (6 h, 10 h, 14 he 18 h),
a forma de cultivo de espécimes de Ocimum sp (canteiros exposto ao sol e em estufas) e a
parte da planta (folhas e/ou inflorescéncias).
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ABSTRACT

This work describes the phytochemical studies of Croton muscicapa Mull. Arg.
(Euphorbiaceae), commonly known as “velame de cheiro” and the volatile chemical
composition of the aerial parts from Ocimum gratissinum and also Ocimum sp. The
phytochemical studies of exsudate of the stems from C. muscicapa allowed the isolation and
characterization of five substances: one triterpene: dammaradienol and four flavonoids:
retusine, pachypodol, ombuine and 3,7,4"-trimethoxykaempferol. These substances are being
reported for the first time for the species in study, while the dammaradienol and ombuine are
being reported for the first time for the Euphorbiaceae family. All chemical substances have
their structures elucidated through spectrometric techniques: IR, MS, 1D and 2D NMR
(COSY, HSQC, HMBC), as well by comparison with literature data. The antioxidant
potentials of the exsudate, hexanic and ethanol extracts of the leaves and stems were analyzed
by using the DPPH radical scavenger. The volatile chemical composition of the essential oils
of the leaves and inflorescences from Ocimum sp and O. gratissimum were examined by
GC/MS and GC/FID. The inter and intraspecific variation of the chemical components present
in the essential oils was avaluated pursuing the determination of the influence of extrernal
factors such as seasonal harvesting (every month from march to december 2007), daylight
time harvesting (6:00am, 10:00am, 2:00pm, 6:00pm), cultivation form of Ocimum sp species
(carden beds exposed to the sun light and in greenhouses) and plant part (leaves and/or

inflorescences).
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1- INTRODUCAO

Desde a pré-histéria a humanidade tem demonstrado interesse por substancias
organicas extraidas de fontes naturais, sendo que muitas dessas substancias usadas como
medicamentos, pigmentos, venenos e perfumes foram, durante muito tempo, apenas isoladas de
plantas ou animais. S6 com o desenvolvimento da sintese organica no final do século XIX, a
humanidade conseguiu libertar-se dessa limitagdo. Mesmo assim, ainda hoje continua o interesse
do quimico organico pela descoberta de novas substancias de origem natural (vegetal ou animal),
que representem um desafio a sintese total ou elucidacdo molecular, face suas intrincadas
arquiteturas. Aliado a isso, a Quimica de Produtos Naturais (QPN) é, dentro da Quimica
brasileira, a area mais antiga e a que, talvez ainda hoje, congregue 0 maior nimero de
pesquisadores.

Nesse contexto, o Brasil, com a grandeza de seu litoral, de sua flora e, sendo o
detentor da maior floresta equatorial e tropical Umida do planeta, ndo pode abdicar de sua
vocacdo para os produtos naturais (Pinto; Rosado; Mendes, 2002), até porque ele possui um
namero restrito de plantas comalgum tipo de estudo quimico ou bioldgico (Barros Filho, 2005).

Assim ha uma grande necessidade de estudar espécies desconhecidas de géneros que
ja desempenham papel importante nos usos tradicionais como, por exemplo, o género Croton,
pertencente a familia Euphorbiaceae, que contém cerca de 1300 espécies e varias dessas espécies
sdo utilizadas no tratamento de cancer, constipacdo intestinal, diarréia, diabetes, feridas externas,
febre, hipercolesterolamia, hipertensdo, inflamacdo, vermes intestinais, malaria, dor, Ulcera e
obesidade (Salatino; Salatino; Negri, 2007).

Apesar de ndo haver relatos sobre a utilizacdo na medicina popular da espécie em
estudo, Croton muscicapa, a presenca de um exsudato nos talos e folhas, bem como a descricéo
na literatura do estudo fitoquimico restrito as raizes desta espécie (Barbosa Filho et al., 2005)
motivou o interesse pelo estudo quimico.

As plantas aromaticas, além de fornecedoras de Oleos volateis ou essenciais, sdo
também medicinais e estdo presentes no cotidiano das pessoas. Estas plantas, ou as substancias
volateis delas extraidas, ttém sido usadas como flavorizantes, aromatizantes e terapéuticos nas
indUstrias alimenticia, farmacéutica e cosmética. Um dos géneros que se destaca pela producédo
de Oleos essenciais destinados as industrias para a producdo de farmacos, perfumes e cosméticos
€ 0 género Ocimum, pertencente a familia Lamiaceae, (Almeida et al., 2004) e que muitas de

suas espeécies sdo utilizadas como medicinais. Dentre essas espécies, encontra-se O. gratissimum,
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conhecida popularmente como alfavaca ou alfavaca-cravo, e utilizada no tratamento de infecgoes
do trato respiratorio, diarréia, dor de cabeca, febre e doencas de pele. O dleo essencial extraido
dessa planta tem atividades antibacteriana e antiviral (Nakamura et al., 2004).

Alguns fatores externos como localizacdo geografica, época da coleta, forma de
cultivo, condic@es climaticas, idade do material vegetal, periodo e condi¢cGes de armazenamento
podem influenciar o rendimento e o perfil quimico de éleos essenciais de plantas bem como ja
foram observados apreciaveis variagdes morfoldgicas e na composicdo do Oleo essencial em
funcdo de variacOes intra-especificas de cultivo.

Nesse contexto, a primeira parte deste trabalho relata o isolamento e caracterizacdo
estrutural dos metabdlitos secundarios presentes no exsudato dos talos de Croton muscicapa bem
como a atividade antioxidante dos extratos e fragdes da espécie em questdo. A atividade
antioxidante foi relacionada a presenca de flavondides verificada nessa espécie, jA que 0s
flavondides sdo conhecidos antioxidantes por apresentarem uma grande estabilidade redox do
radical formado a partir do flavondide original.

A prospeccdo quimica do exsudato dos talos de Croton muscicapa resultou no
isolamento de cinco substancias, dentre os quais um triterpeno e quatro flavondides. O triterpeno
foi caracterizado como damaradienol (CM-1) e os flavondides foram caracterizados como 5-
hidroxi-3,7,3"-4"-tetrametoxiflavona (retusina, CM-2), 5-hidroxi-3,7,4"-trimetoxiflavona (3,7,4"-
trimetoxicanferol, CM-3), 3,5,3"-trihidroxi-7,4" -dimetoxiflavona (ombuina, CM-4) e 54-
dihidroxi-3,7,3"-trimetoxiflavona (pachipodol, CM-5) (Quadro 1.1).

A outra parte do trabalho avalia a composicdo volatil de Ocimum gratissimum e de
Ocimum sp de acordo com os estudos intra e inter-especificos destas espécies. Foi avaliado o
perfil dos 6leos essenciais de acordo com as variagdes sazonal, durante o dia nos horarios de 6 h,
10 h, 14 h e 18 h, entre os espécimes, ambientais, como cultivo em estufa e cultivo natural, e
ainda de acordo com a parte da planta analisada.

Este trabalho esta constituido dos seguintes capitulos:

e Capitulo 1- Introducéo
e Capitulo 2- Consideracdes gerais sobre Croton muscicapa Mill. Arg.

Neste capitulo serdo fornecidas informacdes quimiotaxondmicas sobre C. muscicapa,
bemcomo, o género Croton e a familia Euphorbiaceae.

e Capitulo 3- Levantamento Bibliografico sobre a familia Euphorbiacea

Aqui serdo abordados os flavondides isolados de espécies da familia Euphorbiaceae
bem como uma explanacdo geral sobre flavonoide, através do conceito, biossintese e atividade

antioxidante.
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Capitulo 4- Determinacao estrutural dos metabdlitos secundarios de Croton muscicapa

Neste capitulo serdo abordadas técnicas espectrométricas como infravermelho (1V),
espectrometria de massa (EM) e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e de
carbono-13 (RMN C), incluindo técnicas bidimensionais como COSY, HMQC ou HSQC,
HMBC que foram necessarias para a elucidacdo estrutural dos metab6litos isolados neste
trabalho. E ainda serdo abordados os resultados da avaliacdo da atividade antioxidante de
extratos e/ou fragcdes de C. muscicapa.
e Capitulo 5- Parte Experimental

Serdo abordadas técnicas cromatograficas classicas, como a cromatografia
gravitacional e sob pressdo, utilizando gel de silica, necessarias para o isolamento dos
constituintes fixos de C. muscicapa bem como a metodologia utilizada para a determinacdo da
atividade antioxidante.
e Capitulo 6- Avaliagdo da composicdo volatil de espécies de Ocimum

Este capitulo relata a avaliacdo da composicdo volatil das folhas e inflorescéncias de
espécimes de O. gratissimum e de Ocimum sp através de varios parametros analisados como a
sazonalidade, a luminosidade, o ambiente e as partes da planta, utilizando técnicas de
identificagdo como a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) e a
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H), bem como a cromatografia gasosa
acoplada ao detector de ionizagdo por chama (CG/DIC) como método quantitativo.
e Capitulo 7-Conclusdo
e Capitulo 8- Constantes fisicas e dados espectrométricos.
e Capitulo 9- Referéncias Bibliograficas
Todas as referéncias bibliograficas estdo dispostas no final deste trabalho e foram citadas

conforme as normas da ABNT.
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1.1- OBJETIVOS

Geral

Contribuir com a ampliacdo do conhecimento quimiotaxonémico do género Croton,

através do estudo quimico e da avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos e fracdes de

C. muscicapa, uma espécie nativa do Nordeste do Brasil. Além disso, colaborar com o estudo

da composicdo quimica volatil de Ocimum gratissimum e de Ocimum sp analisando Vvarios

fatores externos como sazonalidade, luminosidade solar, ambiente de cultivo, partes da planta.

Especificos

v

Isolar e elucidar as estruturas dos constituintes quimicos presentes no exsudato
dos talos de C. muscicapa;

Avaliar o potencial antioxidante dos extratos / fragcbes de C. muscicapa;

Avaliar o perfil inter-especifico da composicdo quimica volatil das partes aéreas
de Ocimum gratissimum e de Ocimum sp;

Avaliar o perfil intra-especifico da composicdo quimica volatil das partes aereas
de O. gratissimum e de Ocimum sp;

Avaliar o perfil sazonal da composicdo quimica volatil das partes aéreas de O.
gratissimum e de Ocimum sp;

Avaliar o perfil durante o dia da composicdo quimica volatil das partes aéereas de
O. gratissimum e de Ocimum sp;

Avaliar o perfil sazonal da composicdo quimica volatil das partes aéreas de O.
gratissimum e de Ocimum sp;

Avaliar a composicdo quimica volatil das partes aéreas de Ocimum sp cultivadas
em canteiro exposto ao sol e em estufa;

Avaliar a composicdo quimica volatil de espécimes de Ocimum sp de acordo com
as partes da planta;

Avaliar a composicdo quimica volatil das inflorescéncias secas e frescas de

Ocimum sp.
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2- CONSIDERACOES GERAIS SOBRE Croton muscicapa Miill. Arg.

2.1- Conside ragdes gerais sobre a familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae, pertecente a ordem Euphorbiales e dividida em quatro
subfamilias (Phyllanthoideae, Crotonoidaea, Poranteroideae e Ricinocarpoideae), é uma das
maiores dentre as dicotileddneas (Palmeira Junior, 2005). Constitui-se de 317 géneros e de cerca
de 8.000 espécies de arvores, arbustos, subarbustos, trepadeiras e ervas, distribuidos
especialmente nos trépicos, nos mais variados tipos de vegetacdo e habitats, sendo uma das
maiores, mais complexas e diversificadas familias das Angiospermas (Giulietti; Cordeiro;
Torres, 2003).

No Brasil ocorrem 72 géneros e cerca de 1.100 espécies, dentre esses géneros
destacam-se, seja pelo numero de espécies, seja pela sua utilidade, os seguintes: Croton,
Phyllanthus, Euphorbia e Jatropha. Em termos mundiais, 0 género mais representivo é o
Euphorbia (cerca de 1600 espécies) seguido pelo Croton (cerca de 1300). Outros géneros
contém entre 100 e 500 espécies cada e destacam-se pelo potencial econdmico, como por
exemplo, o género Hevea Aubl., em que a Hevea brasiliensis Muell. Arg, conhecida como a
“seringueira”, mudou drasticamente a vida humana em apenas um século, por ser fonte natural
de borracha (Guimaraes, 2006), promovendo grandes migracoes e o florescimento das principais
cidades da regido Amazonica (Ribeiro, 1999). Outro género de destaque é o Manihot Mill.,
através da Manihot esculenta Crantz, a “mandioca” ou “cassava”, que estd entre 0s 12 ou 13
alimentos mais importantes da humanidade (Guimarées, 2006), constituindo o alimento principal
das populagdes amerindias e ribeirinhas da regido Amazbnica (Ribeiro, 1999). Na medicina
popular se destaca a Phyllanthus niruni L. (quebra-pedra) como diurética e na eliminacdo de
calculos renais (Palmeira Junior, 2005).

A quimica de Euphorbiaceae esta entre as mais diversas e interessantes. Indmeros
compostos pertencentes a diferentes classes quimicas tém sido relatados. Os diterpenos,
triterpenos, alcaloides, flavondides sdo as principais classes. Contudo, outras classes como
cumarinas, taninos, fenilpropandides, glicosideos cianogénicos também séo relatados (Conserva;

Silveira; Palmeira Junior, 2005; Salatino; Salatino; Negri, 2007).
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2.2- Conside ragdes gerais sobre o género Croton

O género Croton é um dos maiores géneros de Euphorbiaceae, com cerca de 1.300
espécies de arvores, arbustos e ervas distribuidas nos trépicos e subtropicos de ambos 0s
hemisférios (Salatino; Salatino; Negri, 2007), a maioria disseminada nas Antilhas e América do
Sul, e algumas na América do Norte (Secco, 2004). S6 no estado do Rio de Janeiro, 39 espécies
tém sido identificadas (Salatino; Salatino; Negri, 2007) e algumas vém sendo utilizadas na
medicina popular para muitas aplicagbes como, tratamento de feridas, inflamagdes, cancer
(Barbosa-Filho et al., 2005), constipacdo intestinal, diarréia e outros problemas digestivos,
diabetes, febre, hipercolesterolemia, hipertensdo, vermes intestinais, malaria, dor, Ulceras e
obesidade (Salatino; Salatino; Negri, 2007).

A quimica de Croton é consideravelmente diversa. Os terpenodides sdo 0s metabolitos
secundérios predominantes no género, em que o0s diterpenos sdo 0s mais comuns correspondendo
a clerodanos, cembrandides, halimanos, cauranos, labdanos (Quadro 2.1). Triterpenoides
pentaciclicos ou esteroidais tém sido frequentemente relatados para as espécies de Croton
(Salatino; Salatino; Negri, 2007). Outras classes de substancias como alcaldides
(sesquiterpénicos do tipo-guaiano, indolicos e principalmente derivados isoquinolicos) (Barbosa-
Filho et al., 2005), flavondides, saponinas, fenilbutandides (Palmeira Junior, 2005) tém sido

isoladas de espécies de Croton.

Clerodano Labdano Caurano Halimano

Traquilobano Cebrano

Quadro 2.1: Nucleos basicos dos principais diterpenos isolados de espécies de Croton
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2.2.1- Descri¢ao botanica do género Croton

As espécies desse género sdo arvores, arbustos, ervas ou lianas, mondicos, mais
raramente didicos. Ramos geralmente com resina, indumento de tricomas simples, estrelados ou
escamosos (lepidotos). Folhas alternas, peninérveas ou palmatinérveas, peciolos geralmente com
glandulas no apice; estipulas presentes, as vezes inconspicuas, limbo inteiro ou lobado, margens
inteiras ou as vezes serrilhadas. Inflorescéncias unissexuadas em racemos oOu racemos
espiciformes, as vezes em tirso ou paniculas terminais ou axilares; inflorescéncias bissexuadas
(raramente unissexuadas), em racemos, com as flores pistiladas na base, geralmente solitarias,
em menor quantidade, as vezes reunidas com as estaminadas, as estaminadas geralmente
agrupadas, em maior quantidade, no restante da raque. Flores estaminadas diclamideas com
calice 4-6 lobado, lobos valvares, ou calice livre, pétalas geralmente 5 (raramente ausentes);
estames livres, filamentos dobrados no botéo; flores pistiladas geralmente com calice 5-7 lobado,
lobos valvares ou calice livre, pétalas 5, geralmente reduzidas ou ausentes, ovario 3-carpelar,
ovulo 1 por loculo, estiletes geralmente livres, bifidos ou multifidos. Fruto capsula, sementes

carunculadas ou ecarunculadas (Joly, 1998).

2.3- Conside ragdes quimiotaxondmicas de C. muscicapa

Croton muscicapa Mill. Arg. (Figura 2.1) é um arbusto nativo do Nordeste do
Brasil, popularmente conhecida como ‘“velame-de-cheiro” (Barbosa-Filho et al, 2005).
Levantamento bibliografico no programa de busca SciFinder Scholar e sites cientificos Science

Direct (http://www.sciencedirect.com) e Web of Science (http://www.isiwebofknowledge.com)

possibilitou verificar a existéncia de um so relato sobre essa espécie que descreve o isolamento
de trés alcaldides sesquiterpénicos do tipo-guaiano (Muscicapina A, B e C) e um alcaldide
derivado da nicotina, anabasina (Quadro 2.2) do extrato etandlico das raizes de C. muscicapa
(Barbosa-Filho et al., 2005).
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Figura 2.1: Fotos de C. muscicapa. A- Populacdo. B e C: Inflorescéncias e folhas
Foto: Prof. Edilberto R. Silveira

o 0
0]
\O 0
0 H - H H\-H 7 | A
H N \N H
|
Muscicapina A Muscicapina B Muscicapina C Anabasina

Quadro 2.2: Metabdlitos secundarios ndo-volateis isolados das raizes de C. muscicapa

2.3.1- Descricdo botanica de C. muscicapa

Arbusto de 1m de altura, erecto, com caule, folhas jovens e inflorescéncias bastante
viscosas; 0 peciolo e limbo sdo subiguais, sendo o limbo palmatinérvio de 3 a 5 cm de
comprimento, sem glandulas na base; as estipulas sdo suborbicular, com inflorescéncias longas
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de 5 a 8 cm de comprimento; as flores femininas sdo longas pediceladas, lacinia do célice
feminina linear- lanceolada de ambos os lados glanduloso; pétala masculina é longa obovata, com
a base interna pubescente, margem liciada com ambas as faces sem pélo; as bracteis, de 2,5 mm
de comprimento, sdo linear-lanceolada em ambas faces com glandulas pequenas. Os frutos de 8
mm de comprimento sdo escuros e brilhantes, contendo sementes de 6 mm de comprimento e 3,5
mm de largura (Martius; Eichler; Urban, 1873) (Figura 2.2).

Figura 2.2: Foto da exsicata de C. muscicapa
Fonte: Herbario Prisco Bezerra
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3- REVISAO BIBLIOGRAFICA SOBRE A FAMILIA EUPHORBIACEAE

Neste levantamento bibliografico sdo apresentados os flavondides isolados de
espécies da familia Euphorbiaceae. Os dados fornecidos foram obtidos de artigos publicados
até dezembro de 2007, através de pesquisas buscadas no Scifinder Scholar e nos sites

cientificos Science Direct (http://www.sciencedirect.com) e Web of Science

(http:/Iwww.isiwebofknowledge.com).

3.1- Flavonoides: Definicao, Biossintese, Atividade Antioxidante

Flavonodides sdo um grande grupo de compostos fendlicos de ocorréncia natural
distribuidos no reino vegetal (Asres; Seyoum; El-Fiky, 2006), amplamente encontrados em
tecidos vasculares de plantas, incluindo frutas, pdlen, raizes, caules e também presentes em
bebidas como o vinho tinto e cerveja (Pietta, 2000).

A estrutura basica dos flavonoides consiste num ndcleo flavano, constituido de
quinze atomos de carbono arranjados em trés anéis (Cg-Cs-Cg) (Di Carlo et al., 1999), sendo
dois anéis fenolicos substituidos (A e B) e um pirano (cadeia heterociclica C) acoplado ao
anel A (Figura 3.1). Os anéis A e B sdo hidroxilados e podem conter substituintes metoxilicos
(Herrmann; Willems; Janke, 2001).

Figura 3.1: Representacdo esquematica do esqueleto de carbono Cg-Cs-Cs

Com mais de 8000 compostos individuais conhecidos, os flavondides tém origem
biossintética mista, com parte da molécula proveniente da rota do acido chiquimico e parte do
acido mevalénico, com estrutura quimica baseada no esqueleto 2-fenilcromano. Um derivado
do &cido cinamico (fenilpropano), sintetizado a partir do acido chiquimico, age como
precursor na sintese de um intermediario ao qual sdo adicionados trés residuos de acetato, via

acido mal6nico, com posterior ciclizacdo da estrutura (Di Carlo et al., 1999) (Figura 3.2).
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A natureza quimica e as atividades bioquimicas dos flavonoides dependem da sua
classe estrutural, grau de oxidagdo no segmento de trés carbonos, outras substituices e
conjugacdes, além do grau de polimerizacdo (De Alencar et al., 2007). A Figura 3.2 apresenta
as sub-classes mais importantes de flavondides.

Os flavondides geralmente ocorrem em plantas como derivados glicosilados,
contribuindo para o brilho do azul, do vermelho e do laranja nas folhas, flores e frutos.
Também estdo associados com diferentes propriedades biologicas. Flavanonas séo
encontradas predominantemente em frutas citricas e flavonas em ervas aromaticas e graos de
cereais, enquanto isoflavonas ocorrem em legumes e sementes oleaginosas (como a soja).
Antocianidinas e suas formas glicosiladas (antocianinas) sdo pigmentos naturais encontrados
em uvas. As flavan-3-ol (como as catequinas, epicatequina e seus galato-ésteres) podem ser
verificadas em frutas e folhas de cha, ja os flavondis ocorrem em todas as frutas e vegetais
(Pietta, 2000). Todos esses flavondides podem ser isolados mediante diferentes técnicas
cromatograficas (cromatografia em coluna aberta, cromatografia a liquido de alta eficiéncia,
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia) e identificados por espectrometria de
massa e ressonancia magnética nuclear (Park; Lee, 1996).

Muitos estudos tém sugerido que os flavonoides apresentam atividades bioldgicas
como antiinflamatéria, antimicrobiana, antitumoral, antidiabética, antialérgica, antiviral,
antihipertensiva e anti-colesterolémica, (Dourado, 2006), o que torna essa classe de
compostos de interesse para a industria farmacéutica. No entanto a atividade mais expressiva
é a de agir como antioxidante. Sua fun¢do antioxidante de radicais livres € descrita por Pietta
(2000) como resultado da presenca de grupo catecol no anel B, cuja capacidade de doar
elétrons ¢ alta, e da presenca de uma dupla ligacdo na posicéo 2,3, conjugada com um oxo-
carbono na posicdo 4, responsaveis pela deslocalizacdo eletrénica.

Os antioxidantes sao compostos capazes de adiar, retardar ou prevenir 0 processo
de oxidacdo lipidica, através da reducdo de radicais livres, permitindo, assim, o
armazenamento de produtos alimenticios por longos periodos sem os danos nutricionais,

organolépticos e toxicos ja conhecidos.

A procura de antioxidantes naturais, especialmente de origem vegetal, tem sido
intensificada e 0 uso de plantas aromaticas para este fim vem se destacando como se tem

relatado nos ultimos vinte anos (Barraco; Loliger; Viret, 1981; Ruberto; Baratta, 2000).
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Tanto Oleos essenciais (Ruberto; Barata, 2000; Baratta et al., 1998) como
componentes ndo volateis (Weng, 1993) extraidos de plantas tém sido estudados quanto a

avaliacdo do seu potencial antioxidante, demonstrando alta eficiéncia.

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, os mais ativos e frequentemente
encontrados sdo os compostos fendlicos, tais como os flavondides. As propriedades benéficas
desses compostos podem ser atribuidas a sua capacidade de sequestrar os radicais livres
(Decker, 1997). Existe na literatura muita controvérsia sobre o mecanismo de agdo dos
flavondides, que atuam como antioxidantes na inativacdo dos radicais livres, em ambos 0s
compartimentos celulares lipofilico e hidrofilico. Esses compostos t¢ém a capacidade de doar
atomos de hidrogénio e, portanto, inibir as reacdes em cadeia provocadas pelos radicais livres
(Hartman; Shankel, 1990; Arora; Muraleedharan; Strasburg, 1998). Os flavondides mais
investigados sdo: a quercetina, a miricetina, a rutina e naringenina (Hartman; Shankel, 1990).
A quercetina esta presente nas frutas e vegetais, e € o flavondide mais abundante encontrado
no vinho tinto. Entretanto, esse antioxidante pode reagir com ferro e tornar-se um proé-
oxidante (Bianchi; Antunes, 1999). Os flavondides miricetina, quercetina e rutina foram mais
efetivos do que a vitamina C na inibi¢cdo dos danos oxidativos induzidos pelo H,O, no DNA
de linfocitos humanos (Noroozi; Argerson; Lean, 1998). (-)-Epicatequina e rutina
apresentaram atividade antioxidante sobre o OH- superior ao antioxidante manitol, um
conhecido sequestrador de radicais hidroxila (Hanasaki; Ogawa; Fukui, 1994). Outros
flavondides naturais, (-)-epicatequina e (-)-epigalocatequina, com propriedades antioxidantes

e inibidores do processo de carcinogénese, sdo tracos no cha preto (Bianchi; Antunes, 1999).

3.2- Flavonoides presentes na familia Euphorbiaceae e suas atividades antioxidantes

Muitos estudos sobre atividade antioxidante de espécies de Euphorbiaceae tém
sido relatados na literatura, como por exemplo a espécie Phyllanthus amarus, em que sua
acdo antioxidante foi atribuida ao extrato metandlico devido a presenca de compostos
fendlicos (Pissinatel et al., 2006). Delazar et al. (2006) estudaram quimicamente extrato
metandlico das partes aéreas de Chrozophora tinctoria, possibilitando o isolamento cinco
glicosideos de flavondides com atividade antioxidante, rutina, acacetina 7-O-rutinosideo,
apigenina 7-0-p-D-(6-p-cumaroil)-glicopiranosideo, apigenina 7-O-p-D-glicopiranosideo e

crozoforina.

De acordo com Palmeira Junior et al. (2006), o extrato em acetona das folhas de

Croton sellowii apresentou atividade antioxidante significativa, assim como 0s extratos das
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folhas de Cnidoscolus chayamansa e de C. aconitifolius (Kuti; Konuru, 2004). O tronco de
Croton celtidifolius apresentou atividades anti-inflamatdria e antioxidante, que resultam da
acdo direta de constituintes nos alvos especificos, como as ciclooxigenase. O latex de C.
urucurana mostrou efeito antioxidante contra peroxidacéo lipidica e atividade de varredura de
radicais livres. A seiva de C. lechleri possui atividade antioxidante significativa contra os
danos oxidativos induzidos por apomorfina e peréxido de hidrogénio em Saccharomyces
cerevisiae. Os extratos das folhas de C. cajucara foram analisados por exercer efeitos

antioxidantes contra o radical livre DPPH (Salatino; Salatino; Negri, 2007).

Apesar de haver alguns trabalhos de atividade antioxidante para espéecies de
Croton que se podem relacionar aos compostos fendlicos, os flavondides ainda sdo escassos
para se estabelecer padréo nesse género. Os dados disponiveis sugerem a presenca comum de
flavonas e flavonbis glicosilados ou ndo. E importante notar, entretanto, que nenhuma
investigacdo direcionada para flavonoides, que € normalmente feito em extrato hidroalcélico,
tem sido realizada com as espécies de Croton. Assim, é bastante possivel que flavondis e/ou
flavonas glicosilados (presente em tecidos verdes da maioria das espécies de angiospermas),
ndo tenham sido detectados em anélises quimicas para este género (Salatino; Salatino; Negri,
2007).

Nesse contexto, através do levantamento bibliografico, pode-se observar que de
aproximadamente 8000 espécies conhecidas da familia Euphorbiaceae, 69 (0,9 %) tiveram
algum estudo quimico com a presenca de flavondides (Tabela 3.1), dentre os quais se
encontrou flavonas (Tabelas 3.2 e 3.3) e/ou glicosiladas (Tabela 3.4), biflavonas (Tabela 3.5),
flavonois (Tabela 3.6), flavanas (Tabela 3.7), flavanonas e flavanonois (Tabela 3.8).

Dentre os géneros estudados, o género Croton apresentou 26 espécies (37,7 %)
com algum estudo sobre flavondides, sequidos pelos géneros Euphorbia, com 13 espécies

(18,8 %) e Macaranga, com 4 especies (5,8 %) (Figura 3.3).

_—_
D 0 y
2,9%_2.9% 2,9%

2.9%

58%__ 37.7%

18.8 %

Figura 3.3: Grafico de géneros
mais estudados sobre flavonoides

. . u(Cr Lo bi Macar | ’
da familia Euphorbiaceae roton Euphorbia ~ Macaranga W Jatropha

B Mercurialis = Phyvllanthus ® Alchornea
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Tabela 3.1: Espécies da familia Euphorbiaceae que contém flavondides relatados na literatura

Espécie

Parte da Planta

Substancia

Referéncia

Acalypha indica

Folhas e Flores

Planta inteira

Folhas e Flores

- clitorina (26)

- chrisina (2)
- galangina (68)
- canferol (70)

- mauritianina (34)

-Nahrstedt;
Hungeling; Peteret,
2006

-Hiremath; Rudresh;
Badani, 1998
-Nahrstedt;
Hungeling; Petereit,
2006

Alchornea cordifolia

Folhas

- hiperosideo

- quercitrina (55)

- Manga et al., 2004

A. davidii

Folhas

- 3-O-p-D-xilosideo isoramnetina

(30)

- Cui; Liu; Tan, 2003

Aleurites moluccana

Folhas

- swertisina (44)

-Meyre-Silva et al.,
1997

Bridelia ferruginea

Casca do caule

- 3-metoxiquercetina (20)

- 3,3'-dihidroxi-4',7-

dimetoxiflavona (62)

- 5-hidroxi-3,3",4",5-

tetrametoxiflavona (9)

- gallocatequina-(4'-0-7)-

epigallocatequina (80)

- isoquercitrina (51)
- miricitina (67)

- quercetina (71)

- quercitrina (55)

- rutina (56)

- retusina (21)

-Cimanga et al., 2001

-Cimanga et al,
2001; De Bruyne et
al, 1997

-Cimanga et al., 2001

Chamaesyce
prostrate

Parte aérea

-3,6-dimetoxicanferol (6)
- 7-O-p-glicopiranosideocanferol

(33)

- Rojas et al., 1999
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Tabela 3.1: Cont.

Espécie Parte da Planta Substancia Referéncia
Chrozophora N. M - apigenina (5) -Shi; L; Kong, 2006
sabulosa .

- chrisoerida

- 7-0-p-D-

glicopiranosideochrisoerina
- isoquercitrina (51)
- canferol (50)
- quercetina (71)

C. tinctoria Parte aérea - 7-O- p- rutinosideoacacetina (23)  -Delazar etal., 2006
- apigetrina (48)
- 7-O- p -d-(6-O-p-cumaroil)-
glicopiranosideoapigenina (24)
- chrozoforina (27)
- rutina (56)

Cnidoscolus N. M - astragalina (49) -Kuti; Konuru, 2004
aconitifolius - 3-O-p-D-rutinosideocanferol (53)

- quercitrina (55)

- rutina (56)

- trifolina (45)

C. chayamansa Folhas - astragalina (49) -Kuti; Konuru, 2004
- 3-O-f-D-rutinosideocanferol (53)
- isoquercitrina (51)
- quercitrina (55)

Celaenodendron Folhas - amentoflavona (59) -Camacho et al,

mexicanum - podocarpusflavona a (60) 2000

- podocarpusflavona b (61)

Colliguaja odorifera  N. M - 3-metoxiquercetina (21) -Bittner et al., 1996
- apigenina (5)
- quercetina (71)

N. M= Nao mencionado.
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Espécie Parte da Planta Substancia Referéncia
Conceveiba Folhas - 8-C-(2-galloil)-g-D- -Braca et al., 2004
guianensis

glicopiranosideoapigenina (25)

- isoquercitrina (51)

- isovitexina (52)

Croton arboreous

Partes aéreas

- 34'-dimetoxiguercetina (10)
- 2°-0O-D-glicopiranosil- 5,7,5"-
trihidroxi-3,4 -dimetoxiflavona

(22)

-Rios; Aguilar-
Guadarrama, 2004

C. betulaster

Folhas e caule

- 5-hidroxi-7 4" -dimetoxiflavona

(1)

-Barbosa et al., 2000

C. brasiliensis

Folhas e raizes

- artemitina (12)

- casticina (14)

- chrisosplenol-D (15)
- penduletina (19)

-Conserva, Silveira
Palmeira-Junior,
2005

C. cajucara Folhas - 3,7-dimetoxicanferol (7) -Maciel et al., 2000
- 3,7 4'-trimetoxicanferol (8)
C. campestris Parte aérea - guaijaverina (29) -Dos Santos,
- hiperina (50) Schripsema; Kuster,
- quercitrina (55) 2005
- (3-O-p-D-apiofuranosil-(1—2)-
galactopiranosilguercetina (39)
C. celtidifolius Tronco - (+)-catequina (85) -Nardi et al., 2007
- (+)-gallocatequina (86)
C. Parte aerea - pachipodol (18) -Gonzalez-Vazquez
ciliatoglanduliferus - retusina (21) et al., 2006; Morales-
Flores etal, 2007
C.draco Latex - (+)-catequina (85) - Murillo et al., 2001
- miricitrina (54) -Murillo et al., 2001;
Tsacheva etal., 2004
C. draconoides Latex - (-)-epigallocatequina (76) -Aquino;  Ciavatta;
- (+)-gallocatequina (86) De Simone,1991
C. gnaphalli Parte aérea - tilirosideo (57) -Lencina et al., 2001
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Espécie Parte da Planta Substancia Referéncia
Croton glabellus Folhas - 3-metoxiquercetina (20) -Garcia etal., 2006
N. M - ayanina (13) -De Garcia; Guarin,
- isokaempferide (17) Tobar, 1986; Garcia
et al., 2006
C. gossypifolius Latex - afzelina (47) -Maxwell, Quintyne-
- gquercitrina (55) Walcott; Reynolds,
- miricitrina (54) 2007
C. insularis Partes aéreas - (+)-catequina (85) - Graikou et al., 2004
- (-)-epicatequina (75)
- isokaempferide (17) -Graikou et al., 2005
C. lechleri Latex - (+)-catequina (85) - Caietal.,, 1991
- catequina-(40—8)-
epigallocatequina (73)
- catequina-(4a—8)-gallocatequina-
(4a—8)-gallocatequina (74)
- (-)-epicatequina (75)
- (-)-epigallocatequina (76)
- (+)-gallocatequina (86)
- gallocatequina-(4a—28)-
epicatequina (79)
- gallocatequina-(40—6)-
epigallocatequina (77)
- gallocatequina-(40—28)-
gallocatequina-(40—8)-
epigallocatequina (78)
- procianidina B1 (83)
- procianidina B4 (84) -Ubillas et al., 1994
- 5p-303
C. hovarum Folhas - vitexina (17) -Krebs;

Ramiarantsoa, 1997

N. M = Ndo mencionado.
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Espécie Parte da Planta

Substancia

Referéncia

Croton menthodorus N. M

- 3-O-p-rutinosideocanferol- (53)

- rutina (56)

- 3-O-(2-O- p -apiofuranosil)-
quercetinarutinosideo (40)

- tilirosideo (57)

- Capasso et al., 1998

C. oblongifolius N. M
Folhas
N. M
Folhas

- hiperosideo
- isoramnetina (69)
- quercetina (71)

- procianidina

-Subramanian;
Nagarajan;
Sulochana, 1971
-Alyar; Seshadri,
1972; Subramanian;
Nagarajan;
Sulochana, 1971

Croton panamensis  Latex

- miricitrina (54)

-Salatino;  Salatino;
Negri, 2007

C. pyramidalis Folhas e caule - 74'-dimetoxicanferol (63) -Valéncia etal., 1981
C. schiedeanus Parte aerea - 3,7-dimetoxiquercetina (11) -Guerrero et al,
- ayanina (13) 2002; Puebla et al.,
2003
C. sellowii Folhas - artemitina (12) -Palmeira Junior et
- casticina (14) al., 2006
- penduletina (19)
- crisosplenetina (16)
- tilirosideo (57)
C. sparsiflorus Folhas - rutina (56) -Subramanian;
Nagarajan;
Sulochana, 1971
C. tonkinensis Parte aerea - vitexina (58) - Giang; Jungo; Son,

- isovitexina (52)
- tilirosideo (57)

2004

C. urucurana Casca (caule)

- (+)-catequina (85)

- (+)-gallocatequina (86)

-Peres etal., 1998

N. M = Ndo mencionado.
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Espécie Parte da Planta

Substancia

Referéncia

Croton zambezicus Folhas

- isovitexina (52)
- lutonaretina (31)
- orientina (37)

- vitexina (58)

- violantina (46)

-Wagner,
Hoerhammer; Kiraly,
1970

Euphorbia Folhas
amygdaloides

- 3-O-p-D-arabinosil-5-D-
arabinosequercetina (43)
- 3-O-a-L-arabinosil-a-L-
arabinosequercetina (42)

-Mueller; Pohl, 1970

E. densa Partes aéreas - astragalina (49) -Asres, El-Fiky;
- isoquercitrina (51) Hammaoda, 2005
E. heterophylla Folhas - quercetina (71) -Falodun;

Agbakwuru, 2004

Euphorbia. hirta N. M

- euphorbianina (28)
- canferol (70)

- leucocianidol (81)

- Aqil; Kkhan, 1999
- Blanc; De Saqui-
Sannes, 1972

Folhas - quercetina (71)
N. M - quercitrina (55) - Aqil; Kkhan, 1999
E. lathyris N. M - apigenina (5) - Bittner et al., 1996
- quercetina (71)
- 3-metoxiquercetina (20)
E. minuta N. M - apigenina (5) -Del V. CGalarza;
- apigetrina (48) Cabreya; Juliani,
- isorhamnetina (69) 1983
- isovitexina (52)
- quercetina (71)
- vitexina (58)
E. myrsinites N. M - afzelina (47) - Dumkow, 1971
E. paralias N.M - 7-metoxiquercetina (65) -Rizk, Ahmed; Diab,
- hiperina (50) 1979
N.M - guaijaverina (20) -Rizk, Ahmed; Diab,

- canferol (70)
- quercetina (71)

- 3'-p-D-xilosideoguercetina (38)

1976

N. M = Ndo mencionado.
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Espécie Parte da Planta Substancia Referéncia
Euphorbia Parte aérea - afzelina (47) - Ahnetal., 1996
pekinensis - astragalina (49)
- 3-O- p—rutinosideocanferol (53)
- 7-O-p-D-
glicopiranosideonaringenina
(101)
- quercitrina (55)
- rutina (56)
E. peplus N. M - 3-metoxiquercetina (20) - Bittner et al., 1996
- apigenina (5)
- quercetina (71)
E. portulacoides N. M - 3-metoxiquercetina (20) - Bittner et al., 1996
- apigenina (5)
- quercetina (71)
E. seguieriana N.M - hiperina (50) -Pohl; Janistyn, 1974
- isoquercitrina (51)
- 3-f-galactosideo-2"-
gallatoquercetina (41)
E. serpens N.M - apigenina (5) -Del V. Galarza;
- apigetrina (48) Cabreya; Juliani,
- hiperina (50) 1983
- isovitexina (52)
- luteolina (3)
- quercetina (71) -Del V. Galarza,
- vitexina (58) Cabreya; Juliani,
1983
Hevea brasiliensis Folhas - isovitexina (52) -Subramanian;
- vitexina (58) Nagarajan,
Sulochana, 1971
Homonoia riparia Folhas - rutina (56) - Parveen, Singh e
Khan, 1988
Jatropha curcas Folhas - isovitexina (52) -Subramanian
- vitexina (58) Nagarajan,

Sulochana, 1971

N. M=ndo mencionado
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Espécie Parte da Planta Substancia Referéncia
Jatropha heynii Folhas - isovitexina (52) -Subramanian
- vitexina (58) Nagarajan,

Sulochana, 1971

Macaranga alnifolia  Fruto

- alnifoliol (91)

- bonanniol A (92)
- bonanniona A (93)
- diplacol (94)

- diplacona (95)

- Yoder et al., 2007

M. conifera Folhas

- 5-hidroxi-4"-metoxi-2"", 2"~
dimetilpirano-(7,8:6"",5)-
flavanona (88)

- 5, 4-hidroxi-[2""-(1-hidroxi-1-
metiletil)-dihidrofurano]-(7,
8:57,47")- flavanona (89)

- 5, 7-dihidroxi-4"- metoxi-8-(3-

metilbut-2-enil)-flavanona (90)

- 5, 7-dihidroxi-4"-metoxi-8-(2-
hidroxi-3-metilbut-3-enil)-
flavanona (87)

- isolicoflavonol (66)

- lonchocarpol A (96)

- lupinifolinol (98)

- sophoraflavanona B (103)

- tomentosanol D (106)

- Jang etal., 2002

M. tanarius Folhas

- (-)-ninfaeol-C (102)
- tanariflavanona A (104)

- tanariflavanona B (105)

- Tseng et al., 2001

M. triloba Folhas

- 3,7-dimetoxiquercetina (11)
- pachipodol (18)

- retusina (21)

- vitexina (58)

- Jang etal., 2004

-Vinh; Nguyen;
Nguyen, 2002
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Espécie Parte da Planta Substancia Referéncia

Manihot utilissima  Folhas - rutina (56) -Subramanian,
Nagarajan,
Sulochana, 1971

Mercurialis annua N. M - 3'-metoxiquercetina (64) - Dumkow, 1969

- narcissina (36)
- rutina (56)

Mercurialis perennis

Planta inteira

- rutina (56)
- 3-O-f-D-rutinosideocanferol (53)

- Dumkow, 1969

Phyllanthus niruri

Planta inteira

- isoquercitrina (51)
- multinosideo a (35)

- niruriflavona (4)

- Thana et al., 2006

P. ussuriensis N. M - rutina (56) - Hamet al., 2001
Ricinus communis  Folha - canferol (70) - Upasani et al.,2003
Pericarpo - 7-0-(3",6"-di-p- -Blanc; De Saqui-
cumaroilglicosideo)naringenina Sannes, 1972
(100)
- 7-O-f-D-(3"-p- cumaroil)-
glicopiranosideonarigenina (99)
- quercetina (71) - Upasani et al., 2003
Sapium japonicum Folhas - afzelina (47) - Ahn Betal.,, 1996
- astragalina (49) -Ahn Y-J et al,
- isoquercitrina (51) 1996; Matsuda,
- quercetina (71) 1966.
- rutina (56) -Ahn Y-Jetal., 1996
- trifolina (45)
Sebastiania N. M - isoramnetina (69) -Hnatyszyn et al,

commersoniana

- isoquercitrina (51)
- canferol (70)
- quercetina (71)

2007

N. M = N&o mencionado.

Barreto, M. B.



54

Tabela 3.1: Cont.

Espécie Parte da Planta Substancia Referéncia

Senefelderopsis Folhas e caule - hesperidina (97) - Canelon et al., 2005

chiribiquetensis - 7-O- p -glicopiranosideoluteolina
(32)

- podocarpusflavone A (60)

- podocarpusflavone B (61)

- rutina (56)

- quercitrina (55)

Trigonostemon Raizes - afzelequina-(4a—8)-afzalequina ~ -Kanchanapoom et
reidioides (72) al., 2002
- lotthanongina (82)

Tabela 3.2: Flavonas isoladas a partir de espécies da familia Euphorbiaceae

Flavonoide Espécie (s) Flavonoide Espécie (s)

Croton betulaster Acalypha indica

OCH,

5-hidroxi-7,4"-dimetoxiflavona (1) chrisina (2)

Barbosa et al., 2000 Hiremath; Rudresh; Badami, 1998; Nahrstedt;
Hungeling; Petereit, 2006

Euphorbia serpens Phyllanthus niruri

OCH;

HO

HO5S

OH ¢
luteolina (3) niruriflavona (4)

Del V. Galarza; Cabreya; Juliani, 1983 Thana et al., 2006
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Flavondide

Espécies

Referéncia

- E. minuta

- E. peplus

apigenina (5)

- E. serpens

- Chrozophora sabulosa
- Colliguaja odorifera
- Euphorbia lathyris

- Shi; L; Kong, 2006
- Bittner et al., 1996

- Del V. Galarza; Cabreya,;
Juliane, 1983
- Bittner et al., 1996

- E. portulacoides

- Del V. Galarza; Cabreya;
Juliane, 1983

Tabela 3.3: Flavonas 3-metoxiladas isoladas a partir de espécies da familia Euphorbiaceae

Flavonoide Espécie (s)

Flavonoide Espécie (s)

Chamaesyce prostrate

3,6-dimetoxicanferol (6)

Croton cajucara

3,7-dimetoxicanferol (7)

Roja et al., 1999

Maciel et al., 2000

Croton cajucara

3,7 4 -trimetoxicanferol (8)

Bridelia ferruginea

5-hidroxi-3, 3", 4°, 5"-tetrametoxiflavona (9)

Maciel et al., 2000

Cimanga et al., 2001

Croton arboreous

OCH,4

3,4'-dimetoxiquercetina (10)

*Croton schiedeanus
’Macaranga triloba

3,7-dimetoxiquercetina (11)

Rios; Aguilar-Guadarrama, 2004

IGuerrero et al., 2002; Puebla et al., 2005; “Jang et
al., 2004
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Flavondide Espécie (s)  Flavondide Espécie (s)
*Croton brasiliensis * Croton glabellus
2C. sellowii 2 C. schiedeanus

artemitina (12)

ayanina (13)

1Conserva; Palmeira-Junior; Silveira, 2005; *Palmeira
et al., 2006

1De Garcia; Guarin; Tobar, 1986; Garcia et al., 2006;
2Guerrero et al., 2002; Puebla et al., 2005

*Croton brasiliensis
2C. sellowii

casticina (14)

Croton brasiliensis

crisosplenol-D (15)

1Conserva; Palmeira Junior; Silveira, 2005; *Palmeira
Junior et al., 2006

Conserva; Palmeira-Junior; Silveira, 2005

Croton sellowii

crisosplenetina (16)

*Croton glabellus
’C. insularis

OH g
isokaempferideo (17)

Palmeira et al., 2006

lGarcia et al., 2006; “Graikou et al., 2005

‘Croton ciliatoglanduliferus

*Croton brasiliensis

*Macaranga triloba 2C. sellowii
OH OCHj
OCHj3
. enduletina (19
pachipodol (18) P (19)
'Gonzalez-Vazquez et al., 2006; Morales-Flores et al., ‘Conserva;  Palmeira-Junior;  Silveira,  2005;

2007; 2Jang et al., 2004

2palmeira Junior et al., 2006

Flavondide Espécies

Referéncia

3-metoxiquercetina (20)

- Bridehaferruginea
- Colliguaja odorifera
- Croton glabellus

- Euphorbia lathyris
- E. peplus

- E. portulacoides

- Cimanga et al., 2001
- Bittner et al., 1996
- Garcia etal., 2006
- Bittner et al., 1996
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Flavondide Espécies Referéncia
-Bridelia ferrugina -Cimanga et al., 2001
-Croton ciliatoglanduliferus - Gonzalez-Vazquez et

retusina (21)

al., 2006; Morales-
Flores etal., 2007

-Macaranga triloba - Jang etal., 2004

Tabela 3.4: Flavonas glicosiladas isoladas a partir de espécies da familia Euphorbiaceae

Flavondide Espécie (s)

Flavondide Espécie (s)

Croton arboreous

OCH,
HO
0 OH
OH

2’-0-D-glicopiranosil- 5,7,5 -trihidroxi-3,4"-
dimetoxiflavona (22)

Chrozophora tinctoria

7-O-B-rutinosideoacacetina (23)

Rios; Aquilar-Guadarrama, 2004

Delazar et al., 2006

Chrozophora tinctoria

7-O-f-D-(6-O-p-cumaroil)-
glicopiranosideoapigenina (24)

Conceveiba guianensis

HO

8-C-(2""-galloil)-p-D-glicopiranosideoapigenina
(25)

Delazar et al., 2006

Bracaetal., 2004
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Flavondide Espécie (s)

Acalypha indica

OH

clitorina (26)

Flavondide Espécie (s)
Chrozophora tinctoria
I
0
HO (6]
OH

chrozoforina (27)

Nahrstedt; Hungeling; Petereit, 2006

Delazar et al., 2006

Euphorbia hirta
OH

euphorbianina (28)

“Croton campestris
’Euphorbia paralias

OH
OH

guaijaverina (29)

Aqil; Khan, 1999

Dos Santos; Schripsema; Kuster, 2005; “Rizk; Ahmed:;
Diab, 1979

Alchornea davidii

3-O-p-D-xilosideoisorhamnetina (30)

Croton zambezicus

OH OH

lutonaretina (31)

Cui; Liu; Tan, 2003

Wagner; Hoerhammer; Kiraly, 1970

Senefelderopsis
chiribiguetensis

7-0O-B- glicopiranosideoluteolina (32)

Chamaesyce prostrate

OH

7-O-p-glicopiranosideocanferol- (33)

Canelon et al., 2005

Rojas et al., 1999
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Flavondide Espécie (s)

Flavondide Espécie (s)

Acalypha indica

o
OH © o
o}
HO
OH
o}
o
HO
OH

maduritianina (34)

Phyllanthus niruri

HO

o)
OH
o)
ngloﬁ'*

multinoside A (35)

Nahrstedt; Hungeling; Petereit, 2006

Thana et al., 2006

Mercurialis annua

OCH,

Narcissina (36)

Croton zambezicus

HO
HO

Orientina (37)

Dumkow, 1969

Wagner; Hoerhammer; Kiraly, 1970

Euphorbia paralias

OH

3'-D-B-xilosideoquercetina- (38)

Croton campestris

HO Ho
3-O-B-D-apiofuranosil-(1—2)-
galactopiranosilquercetina (39)

Rizk; Ahmed; Diab, 1979

Dos Santos; Schripsema; Kuster, 2005
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Flavondide Espécie (s)

Flavondide Espécie (s)

Croton menthodorus

3-0-(2-O- f -apiofuranosil)-
rutinosideoquercetina (40)

Euphorbia seguieriana

3-0- p-galactosideo-2"-gallatoquercetina- (41)

Capasso et al., 1998

Pohl; Janistyn, 1974

Euphorbia amygdaloides

OH

OH
3-(O-a-L-arabinosil-a-L-arabinos ideo)-
quercetina (42)

Euphorbia amygdaloides

3-(O-p-D-arabinosil-4-D-arabinosideo)-quercetina
(43)

Mueller; Pohl, 1970

Mueller; Pohl, 1970

Aleurites moluccana

OH

swertisina (44)

Cnidoscolus aconitifolius
Sapium japonicum

HO
(0]
(0]
OH

trifolina (45)

Meyre-Silva et al., 1997

IKuti: Konuru, 2004; “Ahn Y-J, 1996
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Flavondide Espécie (s)

Croton zambezicus

violantina (46)

Wagner; Hoerhammer; Kiraly, 1970

61

Flavonoide Espécies Referéncia
OH - Croton gossypifolius -Maxwell; Quintyne-
Walcott;  Reynolds,
2007

- Euphorbia myrsinites
- E. pekinensis
- Sapium japonicum

o
HO OH
OH O

afzelina (47)

- Dumkow, 1971
- Ahn B et al., 1996
- AhnY-Jetal., 1996

OH oH - Chrozophora tinctoria
o o
H%&o o O - Euphorbia minuta
oH O | - E. serpens
I
OH O

apigetrina (48)

- Delazar et al., 2006
-Del V. Galarza;
Cabreya,; Juliani,
1983

- Cnidoscolus aconitifolius
- C. chayamansa
- Euphorbia densa

- E. pekinensis
- Sapium japonicum

o)
o OH
OH O OH

-Kuti; Konuru, 2004

-Asres; El-Fiky;
Hammaoda, 2005
-Ahn B etal., 1996
-Ahn Y-J et al., 1996;
Matsuda, 1966

- Croton campestris

- Euphorbia paralias

- E. sequieriana
- E. serpens

hiperina (50)

- Dos Santos;
Chripsema; Kuster,
2005

- Rizk; Ahmed; Diab,
1979

- Pohl; Janistyn, 1974
- Del V. Galarza;
Cabreya; Juliani,
1983
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Flavondide Espécies

Referéncia

- Brideliaferruginea

- Chrozophora sabulosa

- Cnidoscolus chayamansa
- Conceveiba guianensis

- Euphorbia densa

- Euphorbia seguieriana
- Phyllanthus niruri
isoquercitrina (51) - Sapium japonicum

- Sebastiania commersoniana

-Cimanga et al., 2001
- Shi; L; Kong, 2006
- Kuti; Konuru, 2004
- Braca etal., 2004
-Asres; EIl-Fiky;
Hammoda, 2005

- Pohl; Janistyn., 1974
- Thana et al., 2006
-Ahn, Y-J etal., 1996;
Matsuda, 1966

- Hnatyszyn et al,
2007

- Concevelba guianensis
- Croton tonkinensis

- C. zambezicus

- Euphorbia minuta
- E.serpens

- Hevea brasiliensis
- Jatropha curcas
- Jatropha heynii

- Bracaetal., 2004

- Giang; Jungo; Son,
2004

-Wagner,;
Hoerhammer; Kiraly,
1970

-Del V. Galarza;
Cabreya; Juliani, 1983

-Subramanian;
Nagarajan;
Sulochana, 1971

- Cnidoscolus aconitifolius
- C. chayamansas

- Euphorbia pekinensis

- Mercurialis perennis

- Croton menthodorus

OH
OH o CHg
o 1)

- Kuti; Konuru, 2004

- Ahn, B etal., 1996
- Dumkow, 1969
- Capasso etal., 1998

- Croton draco

- C. gossypifolius

- C. panamensis

miricitrina (54)

- Murillo et al., 2001;
Tsacheva etal., 2004
-Maxwell; Quintyne-
Walcott; Reynolds,
2007

- Salatino, Nagarajan;
Sulochana, 2007
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Flavondide

Espécies

Referéncia

- Alchornea cordifolia

- Brideliaferruginea

- Cnidoscolus aconitifolius
- C. chayamansa

- Croton campestris

- C. gossypifolius

- Euphorbia hirta

- Euphorbia pekinensis
- Senefelderopsis
chiribiquetensis

- Manga et al., 2004
- Cimanga et al., 2001
-Kuti; Konuru, 2004

-Dos Santos;
Schripsema;  Kuster,
2005
-Maxwell; Quintyne-
Walcott;  Reynolds,
2007

- Aqil; Khan,1999

- Ahn B et al.,1996

- Hnatyszyn et al,
2007

rutina (56)

- Brideliaferruginea

- Chrozophora tinctoria

- Cnidoscolus aconitifolis
- Croton menthodorus

- C. sparsiflorus

- Euphorbia pekinensis

- Homonoia riparia
- Manihot utilissima

- Mercurialis annua
- M. perennis

- Phyllanthus ussuriensis
- Sapium japonicum

- Senefelderopsis
chiribiguetensis

- Cimanga et al., 2001
- Delazar et al., 2006
- Kut; Konuru, 2004

- Capasso et al., 1998
-Subramanian;
Nagarajan;
Sulochana, 1971

- Ahn B et al., 1996
-Paween; Singh;
Khan, 1988
-Subramanian;
Nagarajan;
Sulochana, 1971
-Dumkow, 1969

-Ham etal., 2001
-Ahn, Y-J etal., 1996
-Canelon et al., 2005

OH 5
HO o
L~
0 OH OH
OH O OH
OH

tilirosideo (57)

- Croton gnaphalli
- C. menthodorus
- C. sellowii

- C. tonkinensis

- Lencina etal., 2001
- Capasso et al., 1998
- Palmeira Junior et
al., 2006

- Giang; Jungo; Son,
2004
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Flavondide Espécies Referéncia
- Croton hovarum - Krebs; Rami, 1997
- C. tonkinensis - Giang; Jungo; Son,
2004
- C. zambezicus -Wagrner;
Hoerhammer; Kiraly,
1970
- Euphorbia minuta - Del V. Galarz;
- E. serpens Cabreya,; Juliani,
1983
Vitexina (58) - Hevea brasiliensis -Subramanian
Nagarajan;
- Jatropha curcas Sulochana, 1971
- J. heynii

- Macaranga triloba

-Vinh;
Nguyen, 2002

Nguyen;

Tabela 3.5: Biflavonas isoladas a partir de espécies da familia Euphorbiaceae

Flavonoide Espécie (s)

Flavonoide Espécie (s)

Celaenodendron mexicanum

amentoflavona (59)

*Celaenodendron mexicanum
?Senefelderopsis chiribiquetensis

podocarpusflavone A (60)

Camacho et al., 2000

YCamacho et al., 2000; “Canelon et al., 2005

*Celaenodendron mexicanum
?Senefelderopsis chiribiquetensis

podocarpusflavone B (61)

*Camacho et al., 2000; “Canelon et al., 2005
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Tabela 3.6: Flavonois isolados a partir de espécies da familia Euphorbiaceae

Flavonoide Espécie (s)

Flavonoide Espécie (s)

Bridelia ferruginea

OCH,

3,3"-dihidroxi-4",7-dimetoxiflavona (62)

Croton pyramidalis

OCH,

7.4 -dimetoxicanferol (63)

Cimanga et al., 2001

Valéncia et al., 1981

Flavondide Espécie (s)

Flavondide Espécie (s)

Mercurialis annua

3’-metoxiquercetina (64)

Euphorbia paralias

7-metoxiquercetina (65)

Dumkow, 1969

Rizk; Ahmed; Diab, 1976

Macaranga confifera

OH

isolicoflavonol (66)

Bridelia ferruginea

miricitina (67)

Jang et al., 2002

Cimangaetal., 2001

Acalypha indica

galangina (68)

Hiremath; Rudresh; Badani, 1998
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Flavondide Espécies

Referéncia

OH - Croton oblongifolius

OCH; - Euphorbia minuta

- Sebastiania commersoniana

-Subramanian; Nagarajan;
Sulochana, 1971

-Del V. Galarza; Cabreya;
Juliani, 1983

- Hnatyszyn et al., 2007

- Acalypha indica

- Chrozophora sabulosa
- Euphorbia hirta

- E. paralias

- Ricinus communis
- Sebastiania commersoniana

- Nahrstedt; Hungeling,
Petereit, 2006

- Shi, L; Kong, 2006
-Blanc; De Saqui-Sannes,
1972

- Rizk; Ahmed; Diab,
1979

- Upasani et al., 2003

- Hnatyszyn et al., 2007

- Brideliaferruginea

- Chrozophora sabulosa
- Colliguaja onifera

- Croton oblongifolius

- Euphorbia heterophylla

quercetina (71)

- E. hirta

- E. lathyris
- E. minuta

- E. paralias

- E. peplus
- E. portulacoides
- E. serpens

- Ricinus communis
- Sapium japonicum
- Sebastiania commersoniana

- Cimanga et al., 2001

- Shi; L; Kong, 2006

- Bittner et al., 1996

- Aiyar; Seshadri, 1972;
Subramanian; Nagarajan;
Sulochana, 1971

- Falodun; Agbakwuru,
2004

-Blanc; De Saqui-Sannes,
1972

- Bittner et al., 1996

- Del V. Galarza;
Cabreya; Juliani, 1983

- Rizk; Ahmed; Diab,
1979

- Bittner et al., 1996

-Del V. Galarza; Cabreya;
Juliani, 1983

- Upasani et al., 2003

- Ahn Y-J, 1996

- Hnatyszyn et al., 2007
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Tabela 3.7: Flavanas isoladas de espécies da familia Euphorbiaceae

Flavonoide Espécie (s) Flavonoide Espécie (s)
Trigonostemon Croton lechleri
reidioides OH

OH

afzelequina-(4a—8)-afzalequina (72)

catequina-(4a—8)-epigallocatequina (73)

Kanchanapoomet al., 2002

Caietal., 1991

Croton lechleri

©¢E
“@@
heson,

catequina- (4a—>8) gallocatequina-(4a—38)-
gallocatequina (74)

*Croton insularis
2C. lechleri
OH
OH

HO (@) _\\\

OH

(-)-epicatequina (75)

Caietal., 1991 1Graikou et al., 2004; “Cai et al., 1991
*Croton draconoides Croton lechleri
2C. lechleri OH
OH
OH m OH OH
OH
OH
HO O_ W OH | @
o O
vy vy
OH OH
OH OH
(-)-epigalocatequina (76) ??IYI;)catequ|na-(4a—>6)-ep|gaIIocatequ|na
*Aquino; Ciavatta; De Simone, 1991; “Cai et al., 1991 Caietal., 1991
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Flavondide Espécie (s)

Flavonoide Espécie (s)

Croton lechleri

OH

OH
HO o .
’ OH
OH
OH
HO OH
(L T
OH
; OH

0o

HO

o
OH

" OH

OH
gallocatequina-(4a—8)-gallocatequina-(4a—28)-
epigallocatequina (78)

Croton lechleri

OH

gallocatequina-(4a—8)-epicatequina (79)

Caietal., 1991 Caietal., 1991
Bridelia ferruginea Euphorbia hirta
OH OH
OH @:OH OH

o o}

HO o .
’ OH OH
\Qi”j\% OH OH
o OH OH

OH

gallocatequina-(4’-O-7)-epigallocatequina (80)

leucocianidol (81)

Cimanga et al., 2001; De Bruyne et al., 1997

Blanc; De Saqui-Sannes, 1972

Trigonostemon reidioides

lotthanongina (82)

Croton lechleri
N OH
OH
OH

procianidina B1 (83)

Kanchanapoomet al., 2002

Caietal., 1991
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Flavondide Espécie (s)

Croton lechleri

69

OH i OH
HO_~_0O N
“/oH
OH
procianidina B4 (84)
Caietal., 1991
Flavondide Espécies Referéncia
OH - Croton celtidifolius - Nardi etal., 2007
OH - C.draco - Murillo et al., 2001
- C. insularis - Graikou et al., 2004
HO o - C. lechleri - Caietal., 1991
m - C.urucana - Peres et al., 1998
OH
OH
(+)-catequina (85)
OH - Croton celtidifolius - Nardi etal., 2007
OH - C. draconoides - Aquino; Ciavatta; De
Simone, 1991
HO o OH - C. lechleri - Caietal,, 1991
- C. urucana - Peres etal., 1998
OH

(+)-gallocatequina (86)

Tabela 3.8: Flavanonas e Flavanonois isoladas de espécies da familia Euphorbiaceae

Flavondide Espécie (s)

Flavondide Espécie (s)

Macaranga conifera

N
OCH
OH 3
HO o_ .
I
OH O

5, 7-dihidroxi-4’-metoxi-8-(2-hidroxi- 3-metilbut-3-
enil)-flavanona (87)

Macaranga conifera

N OCH,
o O ot

OH

5-Hidroxi-4"-metoxi-2"", 2" -dimetilpirano-
(7,8:6"7,57)-flavanona (88)

Jang et al., 2002

Jang et al., 2002
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Flavondide Espécie (s)

Flavonoide Espécie (s)

Macaranga conifera
HO

OCHj,
o o) ©/

OH O

5,4"-hidroxi-(2""-(1- hidroxi-1-metiletil)
dihidrofurano]-(7, 8:5"", 4”")-flavanona (89)

Macaranga conifera

OCH,
HO o) ©/

OH O
5, 7-dihidroxi-4"-metoxi- 8-(3-metilbut-2-
enil)-flavanona (90)

Jang et al., 2002

Jang et al., 2002

Macaranga alnifolia

OH
OH
HO o} N N
OH
OH O
alnifoliol (91)

Macaranga alnifolia

HO O .
Y\/Y\/\@;‘;LOH
OH O

bonanniol A (92)

Jang et al., 2002

Yoder et al., 2007

Macaranga alnifolia

Macaranga alnifolia

OH OH
@( on
HO O .
HO O .
= =
OH O = = OH
OH O
bonanniona A (93) _
diplacol (94)
Yoder et al., 2007 Yoder et al., 2007
Macaranga alnifolia Macaranga conifera
OH
OH OH
HO O . HO o) ©/
= = | =
OH O

diplacona (95)

OH O

lonchocarpol A (96)

Yoder et al., 2007

Jang et al., 2002
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Flavondide Espécie (s)

Flavondide

Espécie (s)

Senefelderopsis
chiribiguetensis

OH
©/OH

HO

HO
HO
O
(o]
HO 0
HO o o
OH

o OH O
hesperidina (97)

lupinifolinol (98)

Macaranga conifera

Canelon et al., 2005

Jang et al., 2002

Ricinus communis

o
oy

OH O

o
W o
o)
HO HO fe)
OH

7-0-$-D-(3"-p-cumaroil)-
glicopiranosideonarigenina (99)

7-0-(3",6"-di-p-cumaroil-

Ricinus communis

glicopiranosideo)naringenina (100)

Blanc; De Saqui-Sannes, 1972

Blanc; De Saqui-Sannes, 1972

Euphorbia pekinensis

OH
HO O
N O\@Tj

OH O

7-O-$-D- glicopiranosideonaringenina (101)

HO O .
Yp;;
_ OH O

(-)- ninfaeol-C (102)

Macaranga tanarius

Ahn Betal., 1996

Tseng et al., 2001

Macaranga conifera

OH
HO o) ©/
|

OH O
sophoraflavanona B (103)

N x
0 o_ .
HO |
OH O

tanariflavanona A (104)

Macaranga tanarius

Jang et al., 2002

Tseng et al., 2001
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Flavondide

Flavonoide Espécie (s)

HO (0]

tanariflavanona B (105)

Macaranga tanarius

Macaranga conifera
OH
OH
HO o .

tomentosanol D (106)

Tseng et al., 2001

Jang et al., 2002
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4- Determinacgdo estrutural dos metabdlitos secundarios de C. muscicapa
4.1- Determinagéo estrutural de CM-1

Tratamento cromatografico do extrato éter de petrdleo do exsudato dos talos de C.
muscicapa (CMTEXEP), segundo o procedimento descrito no item 5.6.2.1, pag 134,
Fluxograma 5.2, resultou no isolamento de 37,2 mg de um sdlido branco amorfo, com ponto de
fuséo na faixa de 117,2 — 120,8 °C.

O espectro de RMN *C-BB (125 MHz, CDCl) (Figura 4.3, pag 75) apresentou 30
linhas espectrais correspondentes ao composto majoritario, revelando a natureza triterpénica da
substancia. Através da interpretacdo dos espectros de RMN *C-BB e DEPT 135° (Figuras 4.4,
pag. 75) foi possivel determinar para a estrutura de CM-1 a presenca de seis carbonos metinicos
(CH), onze carbonos metilénicos (CH,) e sete carbonos metilicos (CHs). A subtracdo dos
espectros supracitados possibilitou identificar na estrutura de CM-1 a presencga de seis carbonos

ndo-hidrogenados (C), como pode ser observado na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Deslocamento quimico RMN *3C-BB de CM-1 com padrdo de hidrogenacdo (RMN
13C-BB ¢ DEPT 135°, 8, CDCl3, 125 MHz)

C CH CH, CHs;
152,7 1247 107,5 28,0
131,4 78,9 39,1 25,7
494 55,8 35,4 17,7
40,4 50,9 34,1 16,2
38,9 47,8 31,4 15,9
37,2 45,2 27,0 15,6
28,8 15,4

27,4

24,9

21,3

18,3
Cs CeHs Ci11H2» C7H>

CaoHag

Barreto, M. B.



74

O espectro de absorcao na regido do infravermelho (Figura 4.5, pag. 76) revelou uma
banda acima de 3000 cm referente & deformagéo axial da ligacdo OH de &lcoois, bandas em
2931 e 2860 cm™, caracteristicas de deformacdo axial de C-H, bandas em 1708 e 1638 cm™
associadas & deformacgdo axial de C=C de olefinas e ainda absorcdo em 1038 cm™ relativa &
deformacédo axial da ligacdo C-O de alcoois.

O espectro de RMN *H (500 MHz, CDCL) (Figura 4.6, pag. 76 ) apresentou sinais
caracterfsticos de hidrogénios ligados a carbono sp?, reforcando a natureza terpenoidica do
composto isolado. Destes sinais, sete sdo referentes a grupamentos metilicos em dy 1,70, 1,62,
0,982, 0,979, 0,87, 0,85 e 0,78, os quais foram relacionados com os sinais de carbono, através do
diagrama de contorno do espectro de HSQC (Figuras 4.7 e 4.8, pag 77), em ¢ 25,7, 17,7, 15,6,
28,0, 15,9, 16,2 e 15,4, respectivamente. O sinal em 8y 3,21 (1H, dd, J= 11,4 e 4,7 HZ) mostrou
correlacdo com o sinal em &¢ 78,9 relativo a um carbono carbindlico. Além disso, na regido de
desprotecdo, os sinais em oy 5,14 (m), 4,74 (sl) e 4,71 (sl) foram relacionados aos hidrogénios
ligados aos carbonos de ligagdo dupla correlacionados no espectro de HSQC com os sinais de
carbono em éc 124,7 e 107,5, respectivamente.

No espectro de RMN *C-BB (125 MHz, CDCl) (Figura 4.3, pag 75) os sinais em ¢
152,7 (C) e 107, 5 (CH>) evidenciaram uma ligacdo dupla dissubstituida, enquanto que os sinais
emdc 131,4 (C) e d¢ 124,7 (CH) sugeriram uma dupla ligacdo trissubstituida.

Os dados descritos, juntamente com o espectro de massa (Figura 4.9, pag. 78), o qual
forneceu o pico do ion molecular [M]" em m/z 426 Daltons, possibilitaram inferir para CM-1 a
formula molecular C3oHs00 com seis lacunas de insaturacdo. Duas dessas lacunas foram
relacionadas as duas ligagdes duplas presente na estrutura, conseqientemente as demais
insaturacdes foram atribuidas a quatro ciclos. Estes dados levaram-nos a concluir que CM-1
tratava-se de um triterpeno tetraciclico com duplas dissubstituidas e trissubstituidas, como

mostrama Figura 4.2.
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O espectro de correlacdo heteronuclear (*H, **C) HMBC (500 x 125 MHz) mostrou
as correlacdes dos hidrogénios com os carbonos a duas (2J) e a trés (3J) (Figuras 4.10, 4.11 e
4.12, pags 78 e 79, Tabela 4.2, pag 74). Desse modo foi possivel estabelecer com seguranca a
localizacdo da dupla ligagdo entre os carbonos C-20 e C-21, em funcdo da correlacdo a trés

ligagdes (3Jcn) dos hidrogénios olefinicos em &y 4,74 e 4,71 com o sinal de carbono em 8¢ 47,8

(C-17) (Fragmento 1) (Figura 4.10).
21
Q 20 E
17

Fragmento 1

A segunda ligacdo dupla foi posicionada entre os carbonos C -24 e C-25, apoiada na
correlacdo entre o hidrogénio olefinico H-24 (6 5,14) com os carbonos dos grupos metilas em
dc 17,7 (C-26) e 25,7 (C-27) (Fragmento 2) (Figura 4.10). Esta deducdo foi ainda reforcada
através do espectro de correlacdo homonuclear de 'H-'H COSY (Figura 3.13) que revelou
acoplamento entre os hidrogénios 2H-22/2H-23; H-22/H-21 e 2H-23/H-24 (Fragmento 3).

H/\ /\
e’ )H Y

25 4 27

21 o 2 — XS ( § 21\ N zr
H

20
H
2% WNVWWWWWN\ 26

A Fragmento 2 Fragmento 3 \ %

WMWVWWWW\

Ainda foram observadas as correlagdes entre 0s
hidrogénios em 6y 1,13 (H-15), 1,09 (H-16) e 0,87 (3H-30)
com o carbono metinico em &8¢ 45,2 (C-13) a trés ligacdes
CJch) (Fragmento 4).

Fragmento 4
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Foi inferido o deslocamento do carbono metilico em 8¢ 15,6 ao C-18 devido a
correlagdo dos hidrogénios metilicos em &y 0,982 (3H-18) com o sinal de carbono em 6¢ 50,9
(C-9), bem como esses hidrogénios com o carbono C-7 (6¢ 35,4). Outro grupamento metila (C-
30) foi posicionado inequivocadamente no carbono C-14 (¢ 49,4) devido a correlagéo a duas
ligagbes dos hidrogénios metilicos (64 0,87) com esse sinal de carbono bem como das
correlagdes a trés ligacOes desses hidrogénios com o carbono em 6¢ 31,4 (C-15) (Fragmento 5)
(Figura 4.11, pag 79).

Fragmento 5

A outra metila em d¢ 16,2 (C-19) foi posicionada no carbono C-10 (6¢ 37,2) devido
as correlagdes observadas entre os hidrogénios metilicos em 6y 0,85 (3H-19) com esse sinal de
carbono (Figura 4.11, pag 79). A posicado foi fortemente segurada pelas correlages observadas
entre os hidrogénios metilicos e o carbono em C-1 (6¢ 39,1) a trés ligagdes bem como a
correlagdo entre os hidrogénios metilicos (3H-19) com o carbono metinico C-5 (6¢ 55,8)
(Fragmento 6). Ainda foram observadas correlacGes importantes entre as duas metilas C-28 (64
0,979) e C-29 (64 0,78) bem como o sinal de hidrogénio em 6y 3,21 (H-3) com os carbonos em
8¢ 28,0 (C-28) e 15,4 (C-29) (Fragmento 7).

~—
F to 7
Fragmento 6 \/ ragmento

O experimento HMBC foi de extrema importancia, pois possibilitou determinar com
seguranca o deslocamento quimico dos carbonos C-12, C-22, C-23, C-26 e C-27, uma vez que

estes se encontram trocados na literatura (Leong; Harrison, 1999).
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Com base na analise exposta acima, e comparacdo com os dados de RMN 3C, IV,
EM registrados na literatura (Leong; Harrison, 1999), chegou-se a conclusdo que CM-1 tratava-
se do triterpeno tetraciclico de esqueleto damarano de nome damaradienol (107). Esse composto
apesar de ser frequente em plantas superiores, ndo possui nenhum registro na familia

Euphorbiaceae.

~

Damaradienol (107)
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Tabela 4.2: Dados de RMN *H, 13C e correlagdes de HMBC "J (n=2, 3) de CM-1

78

HSQC HMBC Lit.*
#C Py o’ e e o0
11391 1,73; 0,96 3H-19; H-3 39,1
21274 1,66; 1,58 H-1 27,1
31789 |3,21(dd;J=11,4;4,7) H-2 H-1; 3H-28; 3H-29 79,0
4 | 38,9 - 3H-28; 3H-29 39,0
5155,8 0,74 (m) H-1; 3H-19; 3H-28; 56,0

3H-29

6 | 18,3 1,56; 1,47 18,3
71354 1,60; 1,31 3H-18 35,5
81404 - H-9; 3H-18 3H-30 40,5
9 150,9 1,33 H-11 3H-18; 3H-19 51,0
10 37,2 - H-1; 3H-19 37,3
111 21,3 1,52;1,21 21,4
121 28,8 1,92;1,41 H-17 27,5
131 45,2 1,66 H-17 H-15; H-16; 3H-30 45,3
141 49,4 - 3H-30 3H-18 49,5
151 31,4 1,61;1,13 3H-30 31,4
161 24,9 1,59; 1,09 H-17 25,0
171 47,8 2,19 2H-21; H-22 479
181 15,6 0,982 H-7 15,7
191 16,2 0,85 H-1 16,0

20| 152,7 - H-17; H-22 H-13; H-23 152,8

211 107,5 4,74 (sl); 4,71 H-17; H-22 107,5
221 34,1 1,99 2H-21; H-17 39,1
23] 27,0 2,12 H-22 28,9

241 124,7 5,14 (m) H-23 H-22; H-23; 3H-26; | 1245

3H-27

25| 1314 - 3H-26; 3H-27 H-23 131,4
261 17,7 1,62 (sl) H-24; 3H-27 25,7
27| 25,7 1,70 (s H-24; 3H-26 17,7
281 28,0 0,979 (s) H-3; 3H-29 28,0
291 154 0,78 (s) H-3; 3H-28 15,4
301 15,9 0,87 (s H-15 16,2

* Deslocamentos quimicos da literatura (Leong; Harrison, 1999)

4125 MHz, CDCl;

500 MHz, CDCk
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4.2- Determinacéo estrutural de CM-2

Tratamento cromatografico da fracdo neutra extraida com hexano do extrato
cloroformico do exsudato dos talos de Croton muscicapa (CMTEXC-N(H)), segundo o
procedimento descrito no item 5.6.3.1, pag. 140, resultou no isolamento de 37,2 mg de CM-2,
como um sélido cristalino amarelo em forma de agulhas e com ponto de fusdo na faixa de 150,8-
152,9 °C.

O espectro de RMN 3C-BB (125 MHz, CDCk) de CM-2 (Figura 4.16, pag. 89)
apresentou 19 linhas espectrais, dentre estas, uma em ¢ 178,9, relacionada a uma carbonila, 14
linhas na faixa de 6c 92,4-165,6 referentes a carbonos insaturados, os quais 7 foram atribuidos a
carbonos oxigenados d¢c 165,6; 162,2; 156,9; 156,0; 151,6; 149,0; 139,2 e 4 linhas referentes a
grupos metoxila em d¢ 60,4; 56,3; 56,2 e 56,0.

A comparacio dos espectros de RMN '3C-BB (Figura 4.16, pag. 89) e RMN 3C-
DEPT 135° (125 MHz, CDCls) (Figura 4.17, pag. 89) de CM-1 revelou a presenca de 10
absorcdes relativas a carbonos ndo-hidrogenados (C), 5 carbonos monohidrogenados (CH) e 4

carbonos metilicos (CH3), como mostrado na Tabela 4.3 abaixo:

Tabela 4.3 — Deslocamento quimico RMN *3C-BB de CM-2 com padréo de hidrogenacéo (RMN
13C-BB ¢ DEPT 135°, 5, CDCl, 75 MHz)

C CH CH;s
178,9 1224 60,4
165,6 111,5 56,3
162,2 1111 56,2
156,9 98,0 56,0
156,0 92,4
151,6
149,0
139,2
123,1
106,2

Cio CsHs C4Hiz

Total = CioH17
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O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 4.18, pag. 90) de CM-2
apresentou uma banda em 3445 cm™ referente & deformacéo axial de O-H de hidroxila quelada;
uma banda em 3009 cm™ referente & deformaco axial de C-H de aroméatico; as bandas em 2951
e 2841 cm™ foram atribuidas & deformacéo axial de C-H de carbono sp*; além de uma absorcéo
em 1652 cm* atribuida a uma carbonila conjugada. Foram observadas bandas em 1590, 1513 e
1497 cm* relacionadas a deformacdes axiais de C=C de aromaticos e as bandas em 1234 e 1028
cm? atribuidas as deformacdes axiais assimétrica e simétrica da ligagdo C-O-C de éteres
aromaticos.

De acordo com a teoria do deslocamento quimico (Silverstein, 1994), o espectro de
RMN 'H (500 MHz, CDCl) (Figura 4.19, pag. 90) apresentou sinais caracteristicos de
hidrogénios aromaticos na faixa de 64 6,0 a 8,0; quatro sinais caracteristicos de metoxila em Oy
3,97 (s, 3H); 3,96 (s, 3H); 3,87 (s, 3H) e 3,86 (s, 3H) ¢ ainda uma hidroxila quelada em 6 12,59
(bl, 1H).

A partir dos dados obtidos nos espectros de RMN! e **C, foi possivel sugerir a
formula molecular C19H1507, apresentando 11 lacunas de insaturacdo, compativel com o espectro
de massa (Figura 4.20, pag. 91) que mostrou o pico do ion-molecular com razdo massa / carga
(m/z) igual a 358 daltons. Uma das lacunas de insaturacdo foi relacionada a uma carbonila, oito
foram atribuidas a dois anéis aromaticos e as outras duas restantes, a uma ligacdo dupla e a um
ciclo. Desta forma, CM-2 pdde ser relacionado a um flavondide do tipo flavona, com a estrutura

bésica contendo 15 atomos de carbono num padrdo Ce-Cs-Cs (Figura 4.14).

Figura 4.14: Estrutura basica de uma flavona

O padrédo de substituicdo nos aneis A e B foram propostos a partir da analise dos
espectros de RMN H e *C. Os hidrogénios em &y 7,72 (dd; J = 8,5; 1,6 Hz; 1H); 7,68 (d; J =
1,6 Hz; 1H); 6,98 (d; J = 8,5 Hz; 1H) foramrelacionados a um sistema do tipo ABX no anel “B”,
j& que no espectro de *H, H-COSY (Figura 4.21, pag. 91) foram observadas as correlacdes
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desses hidrogénios entre si. No anel “A”, foram observados hidrogénios que apresentaram
acoplamento meta emdy 6,43 (d, J=1,9 Hz;, 1H) e em o4 6,34 (d, J =1,9 Hz; 1H).

As posigoes dos substituintes no anel “A” foram propostas nos carbonos 5 ¢ 7,
devido a presen¢a de uma hidroxila quelada em &4 12,59 no espectro de RMN *H (Figura 4.19,
pag. 90).

O diagrama de contorno do espectro de HSQCGS (500 x 125 MHz, CDClI3;) de CM-
2 (Figuras 4.22 e 4.23, pags. 92) possibilitou observar o acoplamento C-H a uma ligacdo,
relacionando os hidrogénios aos seus respectivos carbonos (Tabela 4.4, pag. 87).

O espectro de correlacdo heteronuclear (*H, *C) HMBC (500 x 125 MHz, CDCls)
(Figura 4.24, pag. 93) mostrou as correlacdes dos hidrogénios com os carbonos a duas (2J), trés
(J) e quatro (*J) ligaces. Desse modo, puderam-se observar alguns acoplamentos importantes
para 0 assinalamento inequivoco dos deslocamentos de ‘H e **C para CM-2, como a correlac&o
do hidrogénio em 6y 6,34 (H-6) com os carbonos oxigenados em é¢ 162,2 (C-5) e 165,6 (C-7) e
do hidrogénio em oy 6,43 (H-8) com os carbonos oxigenados em d¢ 156,9 (C-9) e 165,6 (C-7); e

da metoxila em 6y 3,87 com o carbono em 6¢ 165,6 (C-7) (Fragmento ).

Fragmento |

As correlagdes dos hidrogénios em 6y 6,34 (H-6) e 6,43 (H-8) mostram
acoplamentos a quatro ligagdes (*J) com o carbono da carbonila em 8¢ 178,9 (Figura 4.19,
pag. 90). Esse acoplamento é favorecido pela “conformagdo em W” das quatro ligagdes o

entre os hidrogénios (H-6 e H-8) e o C-4 (Fragmento I1).

Fragmento |1
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De acordo com os dados obtidos, podem ser propostas trés possibilidades para o

posicionamento dos substituintes no anel “B”’ de modo a manterem um sistema ABX:

(@) As metoxilas nas posi¢bes C-2’ ¢ C-4’;
(b) As metoxilas nas posi¢es C-2’ ¢ C-5’

(c) As metoxilas nas posicbes C-3’ ¢ C-4’

(@) (b) ©)

O fragmento (a) ndo pode ser relacionado ao sistema ABX de CM-2, porque 0
deslocamento quimico do C-3’ ndo é compativel com um carbono orto posicionado a dois
grupos metoxila (aproximadamente 6¢ 99,0).

O fragmento (b) também ndo pode ser relacionado ao sistema ABX de CM-2, pois a
absorcdo no espectro de RMN C em &8¢ 122,4 (C-4’) nfo ¢ compativel com um carbono
aromatico orto a metoxila.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos metoxilados C-3° e C-4’ no anel “B”
foram propostos levando em consideracgdo o efeito de desprotecdo da carbonila, sendo assim foi
atribuido o deslocamento quimico de d¢c 151,6 para C-4’ e¢ 6¢ 149,0 para o carbono C-3’. Desse
modo, somente o fragmento (c) pdde ser relacionado ao sistema ABX de CM-2 ja que 0s
deslocamentos quimicos em 8¢ 111,1 (C-2°) e 111,5 (C-5") sdo compativeis com carbonos
aromaticos orto a grupos metoxila.

A analise do espectro de HMBC mostrou algumas correlacbes importantes para
ratificar o posicionamento dos grupos metoxila, como a do hidrogénio em 6y 6,98 (H-5") com o
carbono em 8¢ 151,6 (C-4; 2J); 123,1 (C-17; 3J); 122,4 (C-6’; 2J) (Figuras 4.24 e 4.25, pag. 93)
(Fragmento 3a). O hidrogénio em 6y 7,68 (H-2") apresentou uma correlagdo com o carbono em
8¢ 156,0 (C-2; %)), que foi de fundamental importancia para a sua localizagdo (Fragmento 3b),

bem como o hidrogénio emdy 7,72 (H-6") com esse carbono (Fragmento 3c¢).
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Fragmento 3a Fragmento 3b Fragmento 3c

Os hidrogénios da metoxila em oy 3,97 foram correlacionados com o carbono em d¢
151,6 (C-4’; 3J), bem como os hidrogénios em 8y 3,96 com o carbono em &¢ 149,0 (C-3°)
(Figura 4.27, pag. 94). Assim, os carbonos dos grupos metoxila puderam ser relacionados com os
respectivos hidrogénios, ja que no espectro de HSQC ndo foi possivel fazer essa correlagdo
(Figura 4.23, pag. 92).

No anel “C”, o deslocamento quimico do carbono da metoxila em ¢ 60,4 (3-OMe) é
maior do que das outras metoxilas em C-3’ e C-4’, devido ao impedimento estérico, pois esta
posicionada entre dois grupos bastante volumosos. (Agrawal, 1989).

A Figura 4.15 apresenta uma proposta mecanistica que justificam alguns picos

registrados no espectro de massa de CM-2.
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Figura 4.15: Proposta mecanistica para as fragmentacdes que justificam alguns picos

registrados no espectro de massa de CM-2

Os dados discutidos anteriormente permitiram sugerir a estrutura de uma
tetrametoxiflavona monohidroxilada. A comparacdo com os dados de RMN *H e *C de CM-2
com os dados descritos na literatura (Brown; SY, 1997) (Tabela 4.5, pag. 88), aliado a
comparacao dos dados fisicos como ponto de fusdo (150-152 °C) (Guerrero et al., 2002) permitiu
caracterizar o composto como 5-hidroxi-3,7,3°,4’-tetrametoxiflavona, também conhecida como

retusina (21).

Retusina (21)
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Esse composto foi isolado de dois géneros da familia Euphorbiaceae, a partir do

extrato hexanico das partes aéreas de Croton ciliatoglanduliferus Ort. (Gonzalez-Véasquez et al.,

2006) e da casca do tronco de Bridelia ferruginea Benth (Cimanga et al., 2001), sendo inédita

para espécie emestudo, Croton muscicapa.
Tabela 4.4: Dados de RMN H, 3C e correlagdes de HMBC "J (n=2, 3 ou 4) (500 x 125
MHz, CDClz) de CM-2

4C HSQCGS HMBC
oc OH 2Jen 3w *JeH
2 156,0 - - H-2’¢ H-6 H-5°
3 | 1392 ; ; 3-OMe ]
4 1789 - - - H-6 e H-8
5 162,2 - H-6 - -
6 98,0 6,34 (d; J= 1,9 Hz; 1H) - H-8 -
7 165,6 - H-6 e H-8 7-OMe -
8 92,4 6,43 (d; J=1,9 Hz; 1H) - H-6 -
9 157,0 - H-8 - -
10 106,2 - - H-6 e H-8 -
1' 123,1 - H-2’ H-5° -
2' 111,5 7,68 (d; J=1,6 Hz; 1H) - H-6’ H-5°
3 149,0 - H-2° H-5’;3’-OMe H-6’
4 | 1516 - Hs | Lo 4 i
5 1111 6,98 (d, J =8,6 Hz; 1H) - - H-2°
6" 122,4 | 7,72 (dd, J = 8,6; 1,6 Hz; 1H) - H-2’ -
3-OMe | 60,4 3,86 (s, 3H) - - -
7-OMe | 56,0 3,87 (s, 3H) - - -
3’-OMe| 56,3 3,96 (s, 3H) - - -
4-OMe | 56,2 3,97 (s, 3H) i i )
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Tabela 4.5: Analise comparativa dos deslocamentos quimicos (8) de RMN *H e 3C de CM-2

coma literatura

#C CM-22 Lit®" CM-2° Lit™"

2 - - 156,0 155,9

3 - - 139,2 139,1

4 - - 178,9 178,8

5 - - 162,2 162,1

6 6,34 (d;J=1,9 Hz; 1H) | 6,36 (d; J = 2,2 Hz; 1H) 98,0 97,9

7 - - 165,6 165,5

8 6,43 (d; J=1,9 Hz; 1H) | 6,45 (d;J =2,2 Hz; 1H) 92,4 92,3

9 - - 156,9 156,8

10 - - 106,2 107,8

1" - - 1231 123,0

2' 7,68 (d;J=1,6 Hz; 1H) | 7,69 (d; J = 2,0 Hz 1H) 111,5 111,4

3" - - 149,0 148,9

4 - - 151,6 151,5

5 6,98 (d, J=8,5Hz; 1H) | 6,99 (d, J = 8,5 Hz; 1H) 111,1 111,0

5 7,72 (dd, Jl=Hs)s,5; 1,6 Hz; | 7,74 (dd, J1=HE)3,5; 2,0 Hz; 1224 1922
3-OMe 3,86 (s, 3H) 3,87 (s, 3H) 60,4 60,2
7-OMe 3,87 (s, 3H) 3,89 (s, 3H) 56,0 55,8
3°-OMe 3,96 (s, 3H) 3,97 (s, 3H) 56,3 56,1
4-OMe 3,97 (s, 3H) 3,98 (s, 3H) 56,2 56,0

* Deslocamentos quimicos da literatura (Brown; Sy, 1997)

(@) CDCl3, 500 MHz

(b) CDCly, 125M Hz
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4.3- Determinacédo estrutural de CM-3

Tratamento cromatografico da fragdo neutra extraida com hexano do extrato
cloroformico do exsudato dos talos de Croton muscicapa (CMTEXC-N(H)), segundo o
procedimento descrito no item 5.6.3.1, pag. 140, resultou no isolamento de 3,7 mg de um sélido
amarelo, soltvel em cloroférmio e com ponto de fusdo na faixa de 137,7-140,4 °C, denominado
de CM-3.

O espectro de RMN *3C-BB (75 MHz, CDCk) de CM-3 (Figura 4.28, pag. 101)
exibiu 16 linhas espectrais, das quais duas se apresentaram em maior intensidade (6¢ 130,4) e (6¢c
114,3), sugerindo a presenca de dois carbonos equivalentes para cada uma das linhas espectrais.
Ainda foram observadas 13 absorcdes em regido de carbonos com hibridagdo sp?, akm de 3
sinais em d¢c 60,4; 56,0 e 55,7 relativos a grupos metilico ligados a atomos de oxigénio,
caracteristicos de grupos metoxila. Desse modo foi possivel sugerir um total de 18 atomos de
carbono na molécula.

Anélise comparativa com os espectros de RMN 13C-BB (Figura 4.28, pag. 101) e
RMN '3C-DEPT 135° (Figura 4.29, pag. 101) de CM-3 revelou a presenca de 4 carbonos
monohidrogenados (CH), 3 grupos metoxila (CHs3) e por subtracdo dos espectros, 9 absorgdes
relativas a carbonos ndo- hidrogenados (C), como mostrado na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 — Deslocamento quimico RMN *3C-BB com padréo de hidrogenacdo (RMN **C-BB
e DEPT 135°, 8, CDCl3, 75 MHz) de CM-3

C CH CHs
179,1 130,4 (2C) 60,4
165,7 1143 (2C) 56,0
162,4 98,1 55,7
162,0 92,4
157,0
156,2
139,2
123,1
106,4

Co CeHs CsHg

Total = C18H15
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Destes sinais de carbono, a absor¢do em d¢ 179,1 foi atribuida a uma carbonila de
cetona conjugada, confirmada pela absorcdo em 1661 cm™ no espectro de infravermelho (Figura
4.30, pag. 102). Os sinais em d¢ 165,7; 162,4; 162,0; 157,0; 156,2; e 139,2 foram consistentes
com carbonos oxigenados e insaturados.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 4.30, pag. 102) de CM-3
apresentou ainda apresentou banda intensa em 3449 cm™ relativa & deformacdo axial de O-H de
fenol, envolvida em ligacdo intramolecular; banda em 3001 cm* referentes & deformacéo axial
da ligacdo C-H de aromaticos; bandas em 2948 e 2848 referentes a deformacdo axial das
ligacdes C-H de carbono sp®; as bandas em 1586 e 1500 cm'* foram atribuidas a deformacées
axiais das ligacBes C=C de aromaticos. Ainda foi observada uma banda em 1260 cm?, atribuida
a deformacéo axial da ligagdo C-O de éteres aromaticos e a banda em 1174 cm™ foi atribuida a
deformacgdo axial da ligacdo C-O de fenol.

A formula molecular C1gH160¢ foi proposta a partir dos dados obtidos e esta de
acordo com o pico correspondente ao ion-molecular com m/z 328 daltons observado no espectro
de massas (Figura 4.31, pag. 102). CM-3 apresentou, portanto, 11 lacunas de insatura¢fes, uma
dessas insaturacdes foi relacionada a uma carbonila, oito a dois anéis aromaticos e as outras duas
restantes, a uma ligacdo dupla e a umanel. Estes dados corroboram comesqueleto de flavondide.

O espectro de RMN *H (300 MHz, CDCk) (Figura 4.32, pag. 103) apresentou uma
absorcdo em &y 12,67 evidenciando a presenca de hidrogénio de hidroxila quelada, verificada
pela absorcdo em 3449 cm™ no espectro de infravermelho (Figura 4.30, pag. 102). Na regido de
hidrogénios aromaticos observou-se a presenga de dois dubletos centrados em 64 8,08 e 61 7,03,
ambos apresentando constante de acoplamento (J = 9,1 Hz), caracteristicos de acoplamento orto.
A disposicdo destes sinais sugere um sistema aromatico p-substituido e os valores de integracédo
indicam que cada um destes representa dois atomos de hidrogénios equivalentes. Ainda no
mesmo espectro, foram observados sinais em 6y 6,45 (J = 2,2 Hz) e o4 6,36 (J = 2,2 Hz), cujas
constantes de acoplamento séo indicativas de hidrogénios meta posicionados.

O diagrama de contorno do espectro de HMQC (300 x 75 MHz, CDCl;) de CM-3
(Figuras 4.33 e 4.34, pags. 103 e 104) possibilitou observar o acoplamento C-H a uma ligacdo,
relacionando os hidrogénios aos seus respectivos carbonos (Tabela 4.7, pag. 99).

Considerando todos os dados descritos, foi possivel sugerir que CM-2 tratava-se de
uma trimetoxiflavona hidroxilada.

No espectro de correlagdo heteronuclear (*H-*C) HMBC (300 x 75 MHz, CDCls)
(Figuras 4.35 e 4.36, pags. 104 e 105) foi observada uma correlagdo entre o hidrogénio em dy

3,88 com o carbono em d¢c 165,7 (C-7), que, por sua vez, ainda apresentou uma correlacéo
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comum com os hidrogénios meta posicionado em oy 6,36 (H-6) e 6,45 (H-8). O hidrogénio em
dn 6,36 apresentou uma correlagdo com o carbono em d¢ 162,3, justificando a presenca de uma
hidroxila quelada e o acoplamento meta, como ja mencionado, para os hidrogénios H-6 e H-8
(Fragmento 1).

Ainda no espectro de HMBC foram observados os acoplamentos: 3J dos hidrogénios
em 8y 8,08 (H-2'/6") com os carbonos em 8¢ 156,2 (C-2) e 162,0 (C-4") bem como *J do
hidrogénio em éy 7,03 (H-3/5") com carbono em d¢ 123,1 (C-1") (Fragmento 2), que foram
imprescidiveis para a proposi¢do das correlagdes dos hidrogénios e carbonos do anel “B”. A
posicdo da metoxila no anel “B” foi proposta a partir dos dados de correlagdes 3J dos
hidrogénios metilicos em &y 3,91 com o carbono em 3¢ 162,0 (C-4"). A metoxila em 6y 3,87 foi
posicionada no anel “C”, j4 que mostrou acoplamento 3J com o carbono em 8¢ 139,2 (C-3),
caracteristico de C-3 de flavonas metoxiladas nesta posi¢cdo. Outro fator importante para
justificar a posicdo da metoxila em C-3 ¢é seu deslocamento quimico em d¢ 60,4, mais

desprotegida que as outras metoxilas de CM-2.

OCH,

Fragmento 1 Fragmento 2

Desse modo, com os dados discutidos pode-se sugerir a estrutura de uma
hidroxiflavona trimetoxilada. A comparacdo com os dados de RMN *H, **C de CM-2 com os
dados descritos na literatura (Tabela 4.8, pag. 100), aliado a comparacdo dos dados fisicos como
ponto de fusdo (138-140°C) (Rossi; Yoshida; Maia, 1997), permitiu caracterizar 0 composto

como 3, 7, 4’-trimetoxicanferol (8).
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Esse composto foi isolado dos extratos hexanico e cloroformico das folhas de Croton
cajucara (Maciel et al., 2000), apresentando atividade antihipertensiva (Ahmed et al., 2005) e

antiflngica (Citoglu et al., 2004), sendo inédito para a espécie em estudo.

ocmg,

3, 7, 4 -trimetoxicanferol (8)
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Tabela 4.7: Dados de RMN *H, 13C e correlagdes de *H, **C-HMBC "J (n=2, 3) (300 MHz,

CDCL) de CM-3

HMQC HMBC

#C dc on “J 33

2 156,2 - - H-2°/6

3 139,2 - - 3-OMe

4 179,1 - - ]

5 162,3 - H-6 ]

6 98,1 6,36 (d; J = 2,2 Hz; 1H) - H-8

7 165,7 - H-6 e H-8 7-OMe

3 92,4 6,45 (d; J = 2,2 Hz; 1H) - H-6

9 157,0 - H-8 ]

10 106,4 - - H-6 e H-8

1' 123,1 - - H-3/5°

2/6° 130,4 8,08 (d; J = 9,1 Hz; 2H) - ]
3'/5° 114,3 7,03 (d, J = 9,1 Hz; 2H) - ]

4 162,0 - H-3°/6’ H-2°/6’; 4>-OMe
3-OMe 60,4 3,87 (s, 3H) - ]
7-OMe 56,0 3,88 (s, 3H) - ]
4°-OMe 55,7 3,91 (s, 3H) - -

5-OH - 12,67 (bl, 1H) - -
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Tabela 4.8: Analise comparativa dos deslocamentos quimicos (8) de RMN *H e 3C de CM-3

coma literatura

104

#C CM-22 Lit° CM-2¢ Litd"

2 - - 156,2 148,0

3 - - 139,2 138,9

A _ ; 179,1 178.8

5 - - 162,1 161,7

6 6,36 (d; J=2,2 Hz;1H) | 6,33 (d; J=2,2 Hz 1H) 98,1 97.8

7 - - 165,7 165,4

8 6,45 (d; J=2,2 Hz; 1H) | 6,43 (d;J=2,2 Hz, 1H) 92,4 92,2

9 - - 157,0 156,8

10 - - 106,4 106,0

1' - - 123,1 1228

2'/6° 8,08 (d;J=9,1 Hz; 1H) | 8,07 (d; J=9,0 Hz 2H) 130,4 1300

3'/5° 7,03 (d, J=9,1 Hz; 1H) 7,0 (d; J=9,0 Hz; 2H) 114,3 114.0

4 - - 162,0 162,0

3-OMe 3,87 (s, 3H) 3,84 60,4 60,1

7-OMe 3,88 (s, 3H) 3,84 56,0 55,4

4°-OMe 3,91 (s, 3H) 3,84 55,7 55,8
5-OH 12,67 12,6 - -

* Deslocamentos quimicos da literatura (Rossi et al., 1997)

(@) CDCl3, 300 MHz
(b) CDCl3, 200 MHz
(c) CDCl3, 75 MHz
(d) CDCl3, 50MHz

Barreto, M. B.



Capitulo 6: Avaliacdo da composicdo quimica volatil de Ocimum spp 152

¢ F98H3 8 T & 8 8 B & B8S ey
= =1 wmm e oy - ~ -t ™ ™ (=} =T w o @ m o W
£ . BAE38 T 2 84 B &3 ! :
& 2 BYEGBS 2 &8 8 I & &8 ERE g8 8

& 28ERE 2 B B 7 B

c-2'/6
C-8'/5

A e L sl 0 L A
ppm 180 160 140 120 100 80 60 40 20

Figura 4.28: Espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCk) de CM-3

pom
13041
14.3
—— 98.05
9.4
8.3

__— .03
TT~— 5567

. 7-OMe  4_oMe

c-2/6" \ /

3-OMe

— I ' I y X T [ ' 1

f ' | ' [
ppm 160 140 120 100 80 60 40 20

Figura 4.29: Espectro de RMN*3C-DEPT 135° (75 MHz, CDCLk) de CM-3

Barreto, M. B.



Capitulo 6: Avaliacdo da composicdo quimica volatil de Ocimum spp 153

74 4

3449,0

%T

1005,2 826,7

70 -

/ 1499,5 /
1259,6

1217,1

68 - 1660,6

66 -
|

1585,7

64

1174,4

] v ] v ] v ] v ] v ] v ]
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Namero de Onda (cm™)

Figura 4.30: Espectro de absor¢édo na regido do infravermelho (KBr) de CM-3

2000000 e

1000000 - a

I 1 1 1 I I 1
30 &0 M %1 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 3700 390
m'z

Figura 4.31: Espectro de massa (70 eV, IE) de CM-3

Barreto, M. B.



Capitulo 6: Avaliacdo da composicdo quimica volatil de Ocimum spp 154

- - =
g

588 g &
e i

|

=3

4'-OMe | 3-OMe
7-OMe

HsCO

H-2'/6' H-3'/5°

(k

LB L i e

. | r T
ppm g 7 6 ) 4 3 é 1

\\\\\\\\\\

Figura 4.32: Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCL) de CM-3

60

. i e S e 2

_3
} r B0

@ :
= i1 izm
§ ] 1 :
:a';——F VI .| Figura 4.33: Espectro de
RMN 2D (300 MHz x 75
' ’ ) MHz) HMQC de CM-3

Barreto, M. B.



Capitulo 6: Avaliacdo da composicdo quimica volatil de Ocimum spp 155
4'-OMe 7-OMe 3-OMe
T
’ \ [ |
| B [ \
\ / L 4
f \ L
/) \\ ,’I l\/ \\
NN
i
{ | T 1
§ § 3 - /] }55.0
s -
5 1
g‘: =5%:B
H
:
% SN
e
= ;‘ 1/~ \\\; \) H60.0
03 /
R l ]
Figura 4.34: Expansdo, na faixa de ; a
84 3,8 4,0 e 8¢ 55 — 65 (BC), do 2
espectro de RMN 2D (300 MHz x i T
75 MHz) HMQC de CM-3 v
7-OMe
3-OMe
4'-OM
H-3'/5' 8 et
B _
:e s l f 50
1k
‘ 0 — 75
he ' * ‘ ;100
- o j—125
Figura 4.35: o
Espectro de RMN o ¢
2D (300 MHz x 75 ! R
MHz) HMBC de pon yo g g

CM-3

Barreto, M. B.




Capitulo 6: Avaliacdo da composicdo quimica volatil de Ocimum spp

156

M .
o - -
2 ‘Ié; '
: @
% 160
'er) f“?” 11
ST % @@ (&9
5o
.\j ' A IV ~168
© z (E
% e e o o Lppm
ppm 70 ss &5 | &4

Figura 4.36: Expansdo, na faixa de 8y 6,3 — 7,0 (*H) e 8¢ 155,0 — 170,0 (*3C), do espectro
de RMN 2D (500 x 125 MHz) HMBC de CM-3

Barreto, M. B.




Capitulo 6: Avaliacdo da composicdo quimica volatil de Ocimum spp 157

4.4- Determinacdo Estrutural de CM-4

Tratamento cromatografico da fracdo diclorometanica neutra do extrato cloroformico
do exsudato dos talos (CMTEXC-N(DCM)) de C. muscicapa, segundo o procedimento descrito
no item 5.6.3.2., pag. 143, resultou no isolamento de 4,0 mg de CM-4, na forma de um solido
amarelo, solivel em piridina e com ponto de fusdo na faixa de 228,3-230,1°C.

O espectro de RMN 13C-BB (125 MHz, CsDsN) de CM-4 (Figura 3.37, pag. 111)
apresentou 17 linhas espectrais, que ao serem comparadas com o espectro de RMN *C-DEPT
135° (125 MHz, CsDsN) (Figura 4.38, pag. 111) revelou a presenca de 10 absor¢des relativas a
carbonos ndo-hidrogenados (C), 5 carbonos monohidrogenados (CH) e 2 carbonos metilicos
(CHs3). Dos carbonos néo-hidrogenados, foi observado um sinal em d¢ 177,6 referente a uma
carbonila conjugada e¢ 7 sinais na faixa de d¢ 138,7-165,9 referentes a carbonos oxigenados

(Tabela 4.9). Foram observados também 2 sinais referentes a grupos metoxila emd¢ 56,1 e 56,2.

Tabela 4.9: Deslocamento quimico RMN **C-BB com padréo de hidrogenacdo (RMN 3C-BB e
DEPT 135° 6, CsDsN, 75 MHz) de CM-4

C CH CH;
177,6 120,8 56,2
165,9 116,5 56,1
162,2 112,4
157,2 98,3
150,6 92,3
148,2
1479
138,7
1255
105,6

Cio CsHs C2oHs

Total = Ci7H11

Barreto, M. B.



Capitulo 6: Avaliacdo da composicdo quimica volatil de Ocimum spp 158

O espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) (Figura 4.39, pag. 112) apresentou sinais
caracteristicos de hidrogénios arométicos na faixa de oy 6,56-8,50; dois sinais intensos
relacionados a grupos metoxila confirmadas pelos sinais em 6y 3,78 (s, 3H) e 3,85 (s, 3H) e,
alémdisso, um sinal em &y 13,13 (bl, 1H) caracteristico de hidroxila quelada.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 4.39, pag. 109)
apresentou bandas em 3454 e 3424 cm referente & deformacéo axial da ligagdo O-H de fenol. A
absorcéo em 1659 cm* foi atribuida & carbonila conjugada e as absorcdes em 1593, 1504 cm™
foram relacionadas as deformagfes axiais da ligagdo C=C de aromatico. As bandas em 1220 e
1238 cm* foram atribuidas & deformacdo axial da ligacdo C-O-C de éteres arométicos; além
disso, observou-se uma absorgdo forte em 1161 cm atribuida & deformacéo axial da ligacdo C-
O de fenol.

A formula molecular C17H1407 foi deduzida através de analise dos dados obtidos dos
espectros de RMN e EM (Figura 4.41, pag. 113), o qual forneceu o pico correspondente ao ion-
molecular em m/z 330 daltons, com 11 lacunas de insaturagdo. Uma dessas insaturacdes foi
relacionada a uma carbonila, oito foram atribuidas a dois anéis aromaticos e as outras duas
restantes, a uma ligagcdo dupla e a um anel. Estes dados corroboram com esqueleto Cs-C3-Cs de
flavonoide.

O espectro de RMN 'H (Figura 4.39, pag. 112) revelou a presenca de um sistema do
tipo AMX para um dos anéis aromaticos, com os hidrogénios em 6 8,50 (d; J = 2,0 Hz; 1H-2");
8,15 (dd; J = 8,6; 2,0 Hz; 1H-6) ¢ 7,17 (d; J = 8,6 Hz; 1H-5"). Outro sistema observado mostrou
que os hidrogénios em oy 6,61 (d; J = 2,0 Hz; 1H-8) e 6,56 (d; J = 2,0 Hz; 1H-6) estdo meta
posicionados, como confirmado no espectro de correlacdo homonuclear *H, *H-COSY (Figura
4.42, pag. 113).

O diagrama de contorno do espectro de correlagdo heteronuclear (*H, 3C) a uma
ligacdo HSQCGS (500 x 125 MHz, CsDsN) (Figura 4.43, pag. 114) de CM-4 permitiu
correlacionar todos os carbonos com 0s seus respectivos hidrogénios (Tabela 4.10, pag. 109).

Pelo espectro de correlagdo heteronuclear (*H,**C) HMBC (500 x 125 MHz, CsDsN)
(Figura 4.44, pag. 114) pode-se propor a posicdo das duas metoxilas na estrutura da flavona.
Uma delas foi situada no carbono oxigenado em d¢ 165,9 (C-7), pois se observou a correlagdo
dos hidrogénios em 6y 6,61 (H-8) e 6,56 (H-6) com esse carbono, bem como a correlacdo dos
hidrogénios da metoxila em dy 3,78.

A outra metoxila foi posicionada no carbono em &¢c 150,6 (C-4’), devido as

correlacdes 3J observadas dos hidrogénios em &y 8,15 e 3,85 com esse carbono, bem como,

Barreto, M. B.



Capitulo 6: Avaliacdo da composicdo quimica volatil de Ocimum spp 159

levando-se em consideracdo ao deslocamento quimico desse carbono, caracteristico de C-4’
metoxilado (Agrawal, 1989).

As posicOes das trés hidroxilas em C-3, C-5 e C-3" em CM-4 foram propostas a
partir dos deslocamentos quimicos destes carbonos de acordo com os sistemas de substituicao
dos anéis A, B e C. Uma das hidroxilas foi posicionada no carbono C-3, devido ao deslocamento
quimico em &¢ 138,7 (Agrawal, 1989) e ainda por ndo haver nenhuma correlacdo desse carbono
com o hidrogénio pelo espectro de HMBC (Figura 4.45, pag. 115). Outra hidroxila foi
posicionada no carbono C-3’, devido também a nao correlagdo com nenhum hidrogénio de grupo
metoxila e ao deslocamento desse sinal de carbono em d¢ 146,2.

Os dados discutidos anteriormente, bem como a comparac¢do com os dados de RMN
'H e 3C de CM-4 com os descritos na literatura (Haraguchi et al., 1992) (Tabela 4.11, pag. 110)
aliada a comparacdo dos dados fisicos como ponto de fusdo (229-230 °C) (Jurd, 1961)
permitiram sugerir a estrutura de uma hidroxiflavona dimetoxilada, denominada 3,5,3’-
trihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona, também conhecida como ombuina (108). Apesar de ombuina

ser relatada na literatura, estd sendo descrita pela primeira vez na familia Euphorbiaceae.

OCHg\

Ombuina (108)
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Tabela 4.10: Dados de RMN *H, *3C e correlagdes de HMBC "J (n=2, 3) (500 x 125 MHz,
CsD5N) de CM-4

dc OH 2 Jch 3 Jen

2 1479 ' : H-2¢ H-6

3 138,7 - - i

4 177,6 - . i

5 162,0 - H-6 i

6 98,3 6,56 (d; J=2,0 Hz; 1H) - H-8

7 165,9 - H-6 e H-8 7-OMe

8 92,3 6,61 (d; J =2,0 Hz; 1H) - H-6

9 157,2 ] H-8 )

10 105,6 - - H-6 e H-8

1" 125,5 - a o5

2' 116,5 8,50 (d; J=2,0 Hz; 1H) - H-6

3 146,2 - H-2’ H.s°

4' 150,6 - H-5° H-2°; H-6;

4’-OMe

5 1124 7,17 (d, J = 8,6 Hz; 1H) - )

6' 120,8 8,15 (dd, J = 8,6; 2,0 Hz; 1H) - H-2’
7-OMe 56,2 3,78 (s, 3H) - i
4'-OMe 56,1 3,85 (s, 3H) - i

5-OH - 13,13 (bl, 1H) - )
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Tabela 4.11: Anélise comparativa dos deslocamentos quimicos (8) de RMN *H e 13C de CM-4

coma literatura

4C CM-4* Lit° CM-4° Ljt?

2 - - 147.9 148,9

3 - - 138,7 136,1

4 - - 177,6 175,9
5 - - 162,0 160,4

6 6,56 (d; J = 2,0 Hz; 1H) 6,34 (d; J = 2,0 Hz; 1H) 98,3 97.4

7 - - 165,9 1649

8 6,61 (d; J=2,0 Hz; 1H) 6,78 (d; J =2,0 Hz; 1H) 92,3 91,9

9 - - 157,2 156,9
10 - - 105,6 104,0

1" - - 125,5 121,9

2" 8,50 (d; J=2,0 Hz; 1H) 7,79 (d; J=2,0 Hz; 1H) 116,5 111,8

3 - - 146,2 147,4

4" - - 150,6 147,0

5" 7,17 (d, J = 8,6 Hz; 1H) 6,90 (d; J=8,0 Hz; 1H) | 1124 1155

6" 8,15 (dd, J=8,6;2,0 Hz 1H) | 7,78(dd,J=8,2Hz;1H) | 1208 1219
7-OMe 3,78 (s, 3H) 3,86 (s, 3H) 56,2 56,0
4-OMe 3,85 (s, 3H) 3,86 (s, 3H) 56,1 55,9

5-OH 13,13 (bl, 1H) 12,46 (s, 1H) - -

* Deslocamento quimico da literatura (Haraguchi et al., 1992)

(a) CsDsN, 500 MHz
(b) DMSO-ds, 100 MHz
(©) CsDsN, 125 MHz

(d) DMSO-dg, 25 MHz
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Figura 4.37: Espectro de RMN 13C-BB (125 MHz, CsDsN) de CM-4
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Figura 4.38: Espectro de RMN 3C-DEPT 135° (125 MHz, CsDsN) de CM-4
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Figura 4.40: Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho (KBr) de CM-4
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Figura 4.41: Espectro de massa (70 eV, IE) de CM-4
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Figura 4.42: Espectro de *H, H- COSY (500 MHz) de CM-4
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Figura 4.43: Espectro de RMN 2D (500 x 125 MHz, CsDsN) HSQC de CM-4
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4.5- Determinacgédo Estrutural de CM-5

Sucessivos tratamentos cromatogréficos da fragdo diclorometénica neutra do extrato
cloroformico do exsudato dos talos (CMTEXC-N(DCM)) de C. muscicapa, segundo o
procedimento descrito no item 5.6.3.2., pag. 143, resultou no isolamento de 7,8 mg de CM-5, na
forma de um s6lido amorfo amarelo, com ponto de fusdo na faixa de 169,5-172,3 °C.

O espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CDCls) de CM-5 (Figura 4.46, pag. 122)
apresentou 18 linhas espectrais, dos quais 15 sinais foram atribuidos a carbonos sp? na faixa 8¢
92,4-179,0 e 3 sinais de carbono sp® em 8¢ 60,4; 56,4 e 56,0.

A analise comparativa entre os espectros de RMN 3C-BB (Figura 4.46, pag. 122) e
RMN C-DEPT 135° (125 MHz, CDCL) (Figura 4.47, pag. 119) de CM-5 revelou a presenca
de 5 carbonos aromaticos (CH) e 3 carbonos metilicos (CH3) ligados a atomos de oxigénio,
caracteristicos de grupos metoxila (6¢ 60,4; 56,4; 56,0). Por subtracdo dos sinais dos espectros,
constatou-se a presenca de 10 absorcgdes relativas a carbonos ndo- hidrogenados (C), dos quais 0
sinal em 6¢ 179,0 foi atribuido a uma carbonila, enquanto que os sinais em d¢ 165,7; 162,3;
157,0; 156,2; 148,6; 146,6 e 139,1 séo consistentes com carbonos oxigenados (Tabela 4.12).

Tabela 4.12 — Deslocamento quimico RMN **C-BB com padréo de hidrogenacdo (RMN *C-BB
¢ DEPT 135°, 6, CDClz, 75 MHZz) de CM-5

C CH CH;
179,0 122,9 60,4
165,7 114,8 56,4
162,3 111,2 56,0
157,0 98,1
156,2 92,4
148,6
146,6
139,1
122,7
106,3

Cuo CsHs CsHy

Total = C13 H14
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O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCk) (Figura 4.48, pag. 123) de CM-5
apresentou sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos na faixa de 6y 6,36-7,71; trés sinais
de hidrogénios metoxilicos em dy 3,99 (s, 3H); 3,88 (s, 3H); 3,87 (s, 3H), bem como um sinal
emdy 12,63 (bl, 1H) caracteristico de hidrogénio de hidroxila quelada.

No mesmo espectro, os dubletos em oy 6,37 (J = 2,1 Hz) ¢ 64 6,45 (J = 2,1H2)
mostraram que 0s respectivos hidrogénios estavam meta posicionados, de acordo com os valores
das constantes de acoplamento. Também foram observados: um duplo dubleto em 6y 7,68 (J =
8,5; 1,9 Hz) e dois dubletos em &y 7,05 (J = 8,4 Hz) e 64 7,71 (J = 1,8 Hz) com as constantes de
acoplamentos orto e meta, respectivamente. Desse modo, pode-se sugerir um sistema do tipo
ABX para este anel aromético, confirmado pelo espectro de correlacio homonuclear ‘H, H
COSY (Figura 4.49, pag. 123).

O espectro de absor¢do na regido de infravermelho (Figura 4.50, pag. 124) de CM-5
apresentou uma absorcdo em 3444 cm referente & deformacéo axial da ligacdo O-H de fenol;
bandas em 2923 e 2850 cm* relacionadas s deformacdes axiais da ligacdo C-H de carbono sp°.
A absorcdo em 1661 cm™ foi relacionada a carbonila conjugada, bem como as bandas em 1600,
1515 e 1495 cm™ foram atribuidas as deformacdes axiais das ligagdes C=C de aroméatico. A
banda em 1210 cm™ foi relacionada & deformacéo axial da ligagdo C-O de éteres aromaticos.

A formula molecular C1gH1607 foi deduzida a partir das analises dos espectros de
RMN e de EM (Figura 4.51, pag. 123), o qual forneceu o pico correspondente ao ion-molecular
em m/z 344 daltons, com 11 lacunas de insaturacdo. Uma dessas insaturacdes foi relacionada a
uma carbonila; oito foram atribuidas a dois anéis aromaticos e as outras duas restantes, a uma
ligacdo dupla e a um anel.

O diagrama de contorno do espectro de correlacdo heteronuclear *H-'*C a uma
ligacdo HSQCGS (500 x 125 MHz, CDCh) (Fig 4.52, pag. 125) de CM-5 permitiu associar com
seguranca os sinais de todos os hidrogénios com seus respectivos carbonos (Tabela 4.13, pag.
120).

Desta forma, considerando os dados espectroscépicos discutidos, foi possivel sugerir
um esqueleto flavonoidico, mais especificadamente uma trimetoxiflavona hidroxilada
apresentando o anel “A” dissubstituido e um sistema do tipo ABX no anel “B”.

O espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (500 x 125 MHz, CDCIs3) (Figura
4.53, pag. 125) mostrou o acoplamento entre o hidrogénio em 64 6,45 (H-8) com o carbono
oxigenado em 8¢ 157,0 (C-9; 2J) e do hidrogénio em &y 6,37 (H-6) com o carbono oxigenado em
8¢ 162,3 (C-5; 2J) e com o carbono oxigenado em 8¢ 165,7 (C-7). Esse carbono (C-7) ainda
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apresentou correlagdo com um hidrogénio em 6y 3,88, confirmando assim a presenca de uma

metoxila na posicdo-7 (Fragmento 1).

Fragmento 1

Uma metoxila em 6y 3,87 foi posicionada no carbono C-3 (6¢ 139,1), justificando a
desprotecdo deste sinal de carbono e também a correlacdo dos hidrogénios do grupo metoxila

comesse carbono, verificados no espectro de HMBC (Fragmento 2).

Fragmento 2

A metoxila em &y 3,99 foi posicionada no carbono em d¢ 146,6 (C-3’) devido ao
seu deslocamento quimico e ainda as correlacdes C-H a duas e a trés ligacGes observadas no
espectro de HMBC (Figura 4.54, pag. 126).

Ainda no espectro de HMBC foram vistas algumas correlagcbes importantes do
hidrogénio em 6y 7,05 (H-5") com o carbono em 6y 148,6 (C-4’; 2J); 123,7 (C-17; 3J); 122,9 (C-
6’; 2J) (Figura 4.53 e 4.54, pags. 125 e 126) (Fragmento 3a). O hidrogénio em &y 7,71 (H-2")
apresentou uma correlagdo com o carbono em 8y 156,1 (C-2; 2J) (Fragmento 3b), bem como, 0
hidrogénio em oy 7,68 (H-6") com esse carbono (Fragmento 3c). Desta forma foi possivel propor

que a hidroxila presente no anel “B” estava ligada ao carbono C-4’.
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Fragmento 3a Fragmento 3b Fragmento 3c

Os dados discutidos anteriormente permitiram sugerir a estrutura de um
trimetoxiflavona dihidroxilada. A comparacdo com os dados de RMN, IV e EM de CM-5 com
os dados descritos na literatura (Souza et al., 2006) (Tabela 4.14, pag. 121), aliado aos dados
fisicos como ponto de fusdo 171-172 °C (Orabi et al., 2000) permitiu caracterizar este composto

como a 5, 4’-dihidroxi-3,7,3’-trimetoxiflavona, também conhecida como pachipodol (18).

Pachipodol (18)

Esse composto foi isolado do extrato hexdnico das partes aéreas de Croton
ciliatoglanduliferus Ort. com relato de atividade na inibicdo da sintese do ATP (Gonzélez-
Vasquez et al., 2006), apresentando atividades citotoxica (Huong et al., 2005), antimicrobiana
contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans e Candida crusei (Citoglu et al., 2004), sendo inédita para espécie em estudo,

Croton muscicapa.
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Tabela 4.13: Dados de RMN *H, 3C e correlagdes de *H, **C-HMBC "J (n=2, 3 ou 4) (500
MHz, CDCl) de CM-5

HSQCGS HMBC

- dc OH “JcH *JeH *Je

2 156,2 - - H-2’¢ H-6’ H-5°
3 1391 - - 3-OMe -

4 179,0 - - ) H-8
5 162,3 - H-6 ] ]
6 98,1 6,37 (d; J = 2,1 Hz; 1H) - H-8 ]
7 165,7 - H-6 e H-8 7-OMe )
8 92,4 6,45 (d; J = 2,1 Hz; 1H) - H-6 )
9 157,0 - H-8 ] ]
10 106,3 - - H-6 e H-8 -
10 122,7 - - o5’ )

2 111,2 7,71 (d; J= 1,8 Hz; 1H) - H-6° H-5°

3 | 1466 - H-2" | H-5;3-OMe H-6
4 148,6 - H-5° H-2’;: H-6 -
5 114,8 7,05 (d, J = 8,4 Hz; 1H) - ) )
6 122,9 | 7,68 (dd, J=8,5;1,9 Hz; 1H) - H-2°: H5® ]
3-OMe | 60,0 3,87 (s, 3H) - - -
7.0Me | 56.1 3,88 (s, 3H) - . ]
3.OMe| 564 3,99 (s, 3H) - ] ]
5-0OH - 12,63 (bl, 1H) - . ]
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Tabela 4.14: Anélise comparativa dos deslocamentos quimicos (8) de RMN *H e 13C

de CM-5 com a literatura

4C CM-5° Lit*" CM-5° Lit?*

2 - - 156,2 156,3

3 - - 139,1 139,3

4 - - 179,0 179,2

5 - - 162,3 162,5

6 6,37 (d; J =2,1 Hz; 1H) 6,38 (d; J =2,1 Hz; 1H) 98,1 98,3

7 - - 165,7 165,9

8 6,45 (d; J = 2,1 Hz; 1H) 6,47 (d; J = 2,1 Hz; 1H) 92,4 926

9 - - 157,0 157,1
10 - - 106,3 106,4
1’ - - 122,7 122,9

2 7,71 (d; J = 1,8 Hz; 1H) 7,73 (d;J=1,9 Hz; 1H) 111,2 111,3

3 - - 146,6 146,7

4 - - 148,6 148,7

5 7,05 (d, J = 8,4 Hz; 1H) 7,06 (d; J = 8,4 Hz; 1H) 114,8 115.0

. 7,68(dd,J=8,4;19Hz | 7,69 (dd,J=84;19 Hz 122,9 1231

1H) 1H) '
3-OMe 3,87 (s, 3H) 3,88 (s, 3H) 60,0 60,6
7-OMe 3,88 (s, 3H) 3,90 (s; 3H) 56,1 56,2
3-OMe 3,99 (s, 3H) 4,00 (s; 3H) 56,4 56,5
5-OH 12,63 (b, 1H) 12,66 (1H) - ]

* Deslocamentos quimicos da literatura (Souza et al., 2006)

(@) CDCls, 500 MHz
(b) CDCl3, 125M Hz
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4.6- Atividade antioxidante dos extratos e fracbes de Croton muscicapa

Os extratos e fracBes de Croton muscicapa obtidos de acordo como o Fluxograma
5.7 (pag. 149) foram submetidos a avaliacdo da atividade antioxidante pelo radical livre DPPH
(1,1-difenil-2-picrilhidrazila). Varias concentracdes das amostras foram analisadas (10000, 5000,
1000, 500, 100, 50, 10 e 5 ppm) e obteve-se a ICso%, que é relativa a concentragdo (mg / mL)
necessaria para inibir 50 % do radical livre DPPH. O indice varredor maximo (1Vuax %) é a
percentagem de varredura dos radicais DPPH pelas substancias presentes nas amostras na
concentracdo de 10000 ppm.

De acordo com a Tabela 4.15, observa-se que os extratos etandlicos, tanto das folhas
(CMFE) quanto dos talos (CMTE) de C. muscicapa, apresentaram um indice de varredura maior
dos gque os hexanicos (CMFH. Isso é conivente com a natureza quimica dos compostos extraidos
por esses solventes; ja que os compostos fendlicos estdo normalmente presentes em extratos e/ou
fracGes mais polares, agindo geralmente como bons antioxidantes.

Observa-se que o0 exsudato dos talos extraido com cloroformio (CMTEXC)
apresentou atividade antioxidante maior (94,0 %) do que todas os extratos testados, verificando
uma ICso de 5,0 mg / mL. Desse modo, fez-se uma coluna filtrante utilizando os solventes
diclorometano, acetato de etila e metanol, a fim de verificar qual fracdo apresentava potencial
antioxidante e conseqlentemente que tipos de substancias eram responsaveis por esta atividade.

Nesse contexto, observou-se que as fragdes extraidas com diclorometano
(CMTEXC(DCM)) e acetato de etila (CMTEXC (AcOEt) foram as que apresentaram maior
potencial antioxidante (94,7 % e 94,6 %, respectivamente). Essa boa atividade esta relacionada
com a presenca de flavondides verificada em algumas espécies de Croton, bem como na prépria
espécie em estudo atraves desse trabalho.

Ha alguns relatos na literatura sobre atividade antioxidante de extratos e Gleos
essenciais de espécies de Croton, como o de Horst et al. (2007) que verificaram que C.
celtidifolius mostrou uma importante atividade antioxidante pelo método de DPPH o que estéa de
acordo com seu alto teor de constituintes fendlicos. Gomes et al. (2006) verificaram que 0s
flavondides 3,7,4’-tri-O-metilcanferol e 3,7-di-O-metilcanferol contribuem significativamente
para o potencial antioxidativo das folhas de C. cajucara. Morais et al. (2006) verificaram o
potencial antioxidante dos Oleos essenciais de C. zenhtneri, C. nepetaefolius e C.
argyrophylloides. Simionatto et al. (2007) observaram que o 6leo essencial das cascas de C.

urucurana também apresentou um bom potencial antioxidante.
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Tabela 4.15: Potencial antioxidante dos extratos e fraces de C. muscicapa

Parte da Extratos e fracoes Indice Varredor 1C5096 (Mg/mL)
planta maximo (1Vmaxos)
CMFH 20,0 28,0
Folhas | CMFE 87,0 5,3
CMTEXEP? 16,0 33,4
CMTEXC? 94,0 50
CMTEXC (DCM)? 94,7 4,9
CMTEXC (AcOEt)? 94,6 49
Talos CMTEXC (MeOH)? 76,1 6,2
CMTH
CMTH (H/C)? 23,0 25,6
CMTH (C)? 14,7 39,6
CMTH (AcOEt)? 14,8 42,3
CMTH (MeOH)? 52,3 9,4
CMTE 92,0 5,0
Quercetina 93,3 0,23

4CMTEXEP: Extrato éter de petréleo do exsudato dos talos de C. muscicapa; CMTEXC: Extrato cloroférmico
do exsudato dos talos de C. muscicapa; CMTEXC (DCM): Fracdo diclorometanica do extrato cloroférmico do
exsudato dos talos de C. muscicapa; CMTEXC (AcOEt): Fragdo acetato de etila do extrato cloroférmico do
exsudato dos talos de C. muscicapa; CMTEXC (MeOH): Fracdo metandlica do extrato cloroféormico do
exsudato dos talos de C. muscicapa; CMTH (H/C): Fragdo hexano/cloroférmica do extrato hexanico dos talos
de C. muscicapa; CMTH (C): Fracdo cloroférmica do extrato hexanico dos talos de C. muscicapa; CMTH
(AcOEL): Fragdo acetato de etila do extrato hexanico dos talos de C. muscicapa; CMTH (MeOH): Fracéo
metandlica do extrato hexanico dos talos de C. muscicapa.
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6- AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA VOLATIL DE Ocimum SPP

6.1- Introducao

As plantas arométicas, além de fornecedoras de Oleos volateis ou essenciais, s&o
também medicinais e estdo presentes no cotidiano das pessoas. Estas plantas, ou as substancias
volateis delas extraidas, ttém sido usadas como flavorizantes, aromatizantes e terapéuticas nas
indUstrias alimenticia, farmacéutica e cosmética. Pesquisas indicam aumento regular no mercado
de produtos naturais, apresentando a média anual de crescimento estimada em 22 %, nos setores
industriais de perfumaria, aromatizantes para produtos alimenticios, assim como em setores de
processamento de Oleos essenciais (Verlet, 1992).

Os paises em desenvolvimento tém sido a principal fonte de éleos brutos, devido a
existéncia de politicas de incentivo para a diversificacdo da producdo e também para o
incremento do volume de exportacdes e a reducdo das importagdes. Dados relativos a década de
90 demonstram que a producdo mundial chegou a 45.000 t anuais, o que representa 700 milhdes
de dolares.

Deste total, 35% sdo provenientes de espécies cultivadas. Estima-se que a producéao
brasileira de 0leos essenciais corresponda a 13,15 % da produgdo mundial, em toneladas, sendo
responsavel por uma receita de 45 milhGes de dolares anuais (Verlet, 1993).

Nesse contexto, para o cultivo em escala comercial de uma determinada espécie
medicinal e/ou aromatica, faz-se necessario conhecer o seu comportamento com relagcdo aos
efeitos climaticos da regido onde sera efetuado o plantio, bem como dos tratos e manejos
culturais e conhecimento dos fatores bioticos. Desse modo, sem o dominio tecnolégico de todas
as etapas de desenvolvimento da espécie provavelmente se obter4d uma baixa qualidade do
produto, seja na producdo de biomassa, no rendimento do dleo essencial e seus constituintes
(Nagao et al., 2004).

Variacdes temporais e espaciais no contetdo total, bem como as proporc¢des relativas
de metabélitos secundéarios em plantas ocorrem em diferentes niveis (sazonais e diarias;
intraplanta, inter- e intraespecifica) e, apesar da existéncia de um controle genético, a expressao
pode sofrer modificacBes resultantes da interagdo de processos bioquimicos, fisiologicos,
ecoldgicos e evolutivos. De fato, os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica
entre as plantas e o ambiente circundante, portanto, sua sintese é freqientemente afetada por
condigcBes ambientais (Lopes; Gobbo-Neto, 2007).
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Os principais fatores que podem coordenar ou alterar a taxa de produgdo de metabdlitos
secundarios sdo a localizacdo geografica, época da coleta, forma de cultivo, condicbes
climaticas, idade do material vegetal, periodo e condicbes de armazenamento. Deve ser
enfatizado, porém, que os estudos sobre influéncia destes fatores na producdo de metabdlitos
secundérios geralmente tém se limitado a um grupo restrito de espécies, predominantemente
ocorrentes em regides temperadas, muitas das quais sdo comercialmente importantes e podem ter
sofrido fortes pressdes seletivas antrOpicas visando certas caracteristicas desejadas. Seu
comportamento, portanto, nem sempre é representativo de plantas selvagens ou de outros tipos
de habitat (Lopes; Gobbo-Neto, 2007).

Assim, as etapas de colheitas e pds-colheita de plantas medicinais e aromaticas sao
essenciais para obter altas quantidades de 6leo essencial e melhor qualidade. A composicéo do
Oleo é alterada durante essas etapas, pois existem conversdes espontdneas ocorrendo
continuamente com mudancas da composicdo do Oleo essencial. Baseado nestes fatos, a
comercializagdo de muitos materiais instaveis torna-se um dilema, desde que o 0leo tenha uma
composicdo pré-estabelecida como uma demanda de market. Exemplo disso € o 6leo essencial de
Ocimum basilicum, que por causa da sua instabilidade e facilidade de converséo espontanea, o
mercado valoriza a espécie da Europa que € rica em linalol (40,5-48,2 %) e estragol (28,9 a 31,6
%) (Carvalho Filho et al., 2006).

Também deve ser ressaltado que, muitas vezes, as variagdes podem ser decorrentes
do desenvolvimento foliar e/ou surgimento de novos drgaos concomitante a uma constancia no
conteldo total de metabdlitos secundarios. Isto pode levar a menor concentracdo destes
metabdlitos por dilui¢do, podendo, no entanto, resultar em maior quantidade total, devido ao
aumento de biomassa. Além disso, alguns desses fatores mencionados apresentam correlacoes
entre si e ndo atuam isoladamente, podendo influir em conjunto no metabolismo secundario,
como por ex.: desenvolvimento e sazonalidade; indice pluviométrico e sazonalidade; temperatura
e altitude, entre outros (Lopes; Gobbo-Neto, 2007).

Desse modo, 0 objetivo deste trabalho ¢é avaliar a composicdo volatil de espécies de
Ocimum, O. gratissimum e Ocimum sp (ainda ndo identificada botanicamente), através de

estudos sazonais, circadianos, ambientais e ainda caracteristicas  fenotipicas.

Barreto, M. B.



Capitulo 6: Avaliacdo da composicdo quimica volatil de Ocimum spp 182

6.2- Conside ragdes sobre o0 género Ocimum

O género Ocimum, pertencente a familia Lamiaceae (antiga Labiatae), compreende
cerca de 64 espécies que sdo encontradas nas regides tropicais e subtropicais (David et al., 2006),
destacando-se pela producdo de 6leos essenciais (Costa Filho; Encarnacdo; Oliveira, 2006)
destinados as indUstrias para a producdo de farmacos, perfumes e cosméticos (Almeida et al.,
2004) e muitas de suas espécies sdo utilizadas como medicinais, na culinaria ou como repelentes
de insetos (Costa Filho; Encarnagdo; Oliveira, 2006). A presenca e teor desses Oleos sdo
determinados por glandulas tricomas multicelulares, presentes nas folhas e calices (Silva, 1996).

A nomenclatura botanica correta para as espécies e variedades do género Ocimum,
do qual, por exemplo, 0 manjericdo (O. basilicum L.) esta incluido, € de grande interesse, uma
vez que mais de 60 variedades tém sido relatadas, sendo questiondvel a verdadeira identidade
botanica do manjericdo citado em algumas literaturas. A dificuldade em classificar mais de 60
variedades de O. basilicum provavelmente se deve a ocorréncia de polinizagdo cruzada
facilitando hibridacGes, resultando em grande numero de subespécies, variedades e formas
(Blank et al., 2004).

A grande maioria de Ocimum basilicum é comercializada nos Estados Unidos e
Europa com fins lucrativos, ornamentais e aromaticos. Além disso, a selecdo de diferentes
aromas em Ocimum, buscando espécies de interesse para a indUstria de cosméticos e higiene,
levou a formacdo de tipos quimicos ricos em certos compostos, sendo denominados em funcédo
de seus altos teores de linalol, eugenol, timol, cinamato de metila, estragol dentre outros
(Potzernheim; Bizzo; Vieira, 2006) (Figura 6.1). Ainda algumas espécies podem ser divididas
de acordos com outros quimiotipos como linaloV/metil chavicol; eugenol/1,8-
cineol/sesquiterpenos; metileugenol/eugenol (Matasyoh et al., 2007)

Portanto, em geral, espécies de Ocimum sdo classificadas segundo a composicdo

quimica dos 0leos essenciais (Silva, 1996).

OH
OH OCH3
OCH3
| o OH
| WOCHs
Linalol Cinamato de metila Timol Eugenol Estragol

Figura 6.1: Principais constituintes presentes no 6leo essencial de Ocimum spp
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6.3- Espécies em estudo: Ocimum gratissimum e Ocimum sp

Ocimum gratissimum L (Figura 6.2) € um sub-arbusto aromatico, anual chegando até
1 m, possui folhas pecioladas, ovalado-lanceoladas, de margens crenado-serreadas. E conhecida
como alfavaca, alfavaca-cravo (Silva, 1996) ou ainda alfavaca de caboclo, possuindo
propriedades antifungicas (Nakamura et al., 2004; Faria et al., 2006); antibacteriana (Matasyoh
et al, 2007; Orafidiya et al., 2006); antidiarréica, hipoglicemiante e antiflamatoria, utilizada no
tratamento de infeccdes respiratorias e oftdlmicas, febre, dor de cabeca (Holetz et al., 2003).
Estudos relatam, ainda, que o Gleo essencial foi capaz de alterar a estrutura mitocondrial de

formas ndo patdgenas de tripanossoma (Costa Filho; Encarnacdo; Oliveira, 2006).

Figura 6.2: Fotos de O. gratissimum. A-Canteiro de cultivo; B e C- Detalhes de folhas e
inflorescéncias. Foto: Prof. Edilberto R. Silveira

O centro de origem de O. gratissimum é a Africa, e apesar de muitos estudos a
respeito dos constituintes quimicos de seus Oleos essenciais, a taxonomia intra-especifica desta
espécie permanece ainda confusa. A espécie € subdividida em duas variedades: O. gratissimum
var. gratissimum, a qual possui folhas e ramos pubescentes, e inflorescéncia densa; e O.
gratissimum var. macrophyllum, que apresenta folhas e ramos glabros, com inflorescéncia
aberta. O. gratissimum apresenta uma larga variabilidade morfoldgica, especialmente em relacéo
ao indumento das folhas e inflorescéncias, o que torna dificil o uso destes caracteres como

indicador taxondmico (Vieira et al., 2002).
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A composicdo do Oleo essencial de O. gratissimum tem sido objeto de intensa
investigacdo. Segundo Costa Filho, Encarnacdo e Oliveira (2006), o eugenol é componente
majoritario do Oleo essencial. Outros estudos destacaram o timol como o principal constituinte
(Pino; Rosado; Fuentes, 1996). Segundo Silva (1996) é possivel classificar O. gratissimum em
apenas trés variedades quimicas: Tipo Timol, Tipo Eugenol e Tipo Timol-Eugenol, porém outras
combinacdes como linalol/metil chavicol, eugenol/1,8-cineol/sesquiterpenos,
metileugenol/eugenol (Matasyoh et al., 2007), timol-geraniol, eugenol/ocimeno, cinamato de
etila/linalol também tém sido mencionadas (Costa Filho; Encarnacéo; Oliveira, 2006).

A outra espécie em estudo foi denominada de Ocimum sp (Figura 6.3) por ainda ndo ter

sido identificada botanicamente.

Figura 6.3: Fotos de Ocimum sp. A- Canteiro de cultivo; B e C- Detalhes das

folhas e inflorescéncia. Foto: Prof. Edilberto R. Silveira

6.4- Estudo dos constituintes volateis de duas espécies de Ocimum

Nesse trabalho foram realizados sete estudos sobre a composicdo volatil das folhas e
inflorescéncias de O. gratissimum e de Ocimum sp., coletadas no setor de Horticultura do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal do Ceard (UFC). Os estudos se basearam

nas seguintes avaliacGes:
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1) Avaliacdo da composicdo volatil intra-especifica das partes aéreas de trés espécimes
de O. gratissimum e de Ocimum sp, cultivados em canteiros expostos ao sol, nos meses de marco
e maio de 2007;

2) Avaliacdo da composicao volatil inter-especifica das partes aéreas de espécimes de
O. gratissimum e de Ocimum sp, cultivados em canteiros expostos ao sol;

3) Avaliacdo sazonal da composicdo volatil das partes aéreas de espécimes de O.
gratissimum e de Ocimum sp, durante 0s meses de marco a dezembro de 2007;

4) Avaliacdo da composicdo volatil das partes aéreas de espécimes de O. gratissimum e
de Ocimum sp durante o dia no meses de abril e agosto de 2007, nos horarios de 6:00 h, 10:00 h,
14:00 h e 18:00 h;

5) Avaliacdo da composicdo volatil das partes aéreas de espécimes de Ocimum sp
cultivados em canteiro exposto ao sol e em canteiro emestufa;

6) Avaliacdo da composicdo volatil das folhas e das inflorescéncias de espécimes de
Ocimum sp;

7) Avaliacdo da composicdo volatil das inflorescéncias secas e das frescas de espécimes

de Ocimum sp.

A espécie O. gratissimum foi denominada de alfavaca verde, enquanto que a espécie
Ocimum sp foi denominada de alfavaca roxa. Utilizou-se a sigla OEAV para designar o dleo
essencial obtido de O. gratissimum (alfavaca verde) e OEAR para designar o 6leo obtido de

Ocimum sp (alfavaca roxa).

Para a extracdo dos Gleos essenciais, utilizou-se 0 método de hidrodestilacdo em
aparelho doseador tipo Clevenger modificado por Gottlieb. A biomassa a ser analisada das
duas espécies foi acondicionada em um baldo de fundo redondo de 5,0 L, seguido da adigdo
de 2,0 L de agua destilada. O sistema foi mantido sob agquecimento durante 2 horas. Em
seguida, mediu-se o volume de éleo essencial no doseador, separando-o do hidrolato obtido.
Em seguida, fez-se extracdo do hidrolato com diclorometano (2 x 10 mL), onde a fase
organica foi concentrada até aproximadamente 5 mL com nitrogénio gasoso (N2) e seca com
sulfato de sédio anidro (Na;SO4) (Fluxograma 6.1). Todos os rendimentos das extracbes dos
6leos essenciais foram obtidos através da relacdo massa de planta / volume de 6leo essencial

extraido (p/ v).
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Fluxograma 6.1: Esquema de obtencdo dos Gleos essenciais das biomassas de O.

gratissimum e de Ocimum sp

*Material
botanico

Extracdo por hidrodestilacdo

Na,SO4

" Torta

Hidrolato [[ Oleo essencial

Extracdo com CH,Cl, (2 x 10 mL)

Fase orgénica Fase aquosa ]]

&

1. Concentracdo com N (g)
2. Na,SO4 anidro

3. Filtracdo

(Gteo sorcial )

Anéalise por CG/EM e CG/DIC

Identificacdo dos
| constituintes quimicos

* Folhas e/ou inflorescéncias

Todas as amostras foram, de forma semelhante, analisadas por cromatografia gas-
liquida acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), por cromatografia gas- liquido acoplada ao
detector de ionizacdo por chama (CG-DIC) e por ressondncia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN *H) e seus constituintes quimicos identificados através de comparacdo de seus espectros
de massa, com o indice Kovats corrigidos por regressdo linear através do programa Origin 7.5 e
comparacdo de seus espectros de massa com aqueles armazenados em banco de dados e
confirmados através de comparagdo visual com espectros de massa disponiveis na literatura
(Adams, 2001).
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6.4.1- Avaliacdo da composicao volatil intra-especifica de espécimes de O. gratissimum e
de Ocimum sp

Para a avaliacdo intra-especifica de Ocimum spp foram utilizados trés espécimes de
cada espécie nos meses de marco e maio de 2007. Desse modo, as partes aéreas (folhas +
inflorescéncias) de O. gratissimum (alfavaca verde) e de Ocimum sp (alfavaca roxa) foram
coletadas nos dia 16 de marco e 19 de maio de 2007 as 10:00 h e submetidas ao processo de
hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger por um periodo de duas horas conforme o
procedimento descrito no item 6.4, pag. 156. Os 0Oleos obtidos apresentavam odor agradavel e
coloracdo amarelo-palida com os rendimentos (p/v) descritos nas Tabelas 6.1, 6.2, 6.5 € 6.6. A
composicdo volatil de cada periodo encontra-se descrita nas Tabelas 6.3, 6.4, 6.7 e 6.8, incluindo
seus indices de Kovats corrigidos e valores percentuais obtidos pelo CG-DIC. Para analise da
variacdo percentual dos constituintes quimicos, definiu-se A (delta) como sendo a diferenca
percentual entre os teores maximos e minimos dos constituintes quimicos encontrados entre 0s
espécimes.

Utilizaram-se as siglas OEAV1 e OEAV1" para designar os 0leos essenciais obtidos
do primeiro espécime no més de margo e no més de abril respectivamente de O. gratissimum
(alfavaca verde) e as siglas OEARL e OEAR1" da mesma forma para os 0leos de Ocimum sp

(alfavaca roxa).
6.4.1.1- Avaliacdo intra-especifica de espécimes de Ocimum gratissimum

As Tabelas 6.1 e 6.2 apresentam as quantidades de biomassa utilizada, volume de 6leo
essencial bem como os rendimentos obtidos das extracdes nos meses de mar¢o e maio de O.

gratissimum.

Tabela 6.1: Rendimentos dos 6leos essenciais de espécimes de O. gratissimum no més de marco

Espécimes de O. gratissimum Oleo essencial
Sigla Folhas e inflorescéncias () Volume (mL) Rendimento (p/v) %
OEAV1 205 1,7 0,8
OEAV2 130 15 11
OEAV3 1259 1,5 1,2
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Tabela 6.2: Rendimentos dos Oleos essenciais de espécimes de O. gratissimum no més de

maio
Espécimes de O. gratissimum Oleo essencial
Sigla Folhas e inflorescéncias (g) Volume (mL) Rendimento (p/v) %
OEAVI’ 325 34 11
OEAV2’ 295 33 11
OEAV3’ 330 4,1 1,2

Como resultado da andlise intra-especifica de O. gratissimum (alfavaca verde)
observa-se que foram identificados 8 componentes quimicos, representando um total de mais de
99% da composicao quimica desses 6leos. De acordo coma Tabela 6.3, observa-se uma variacéo
pouco significativa dos constituintes quimicos, onde o componente majoritario foi o eugenol (A
4,16 %), que correspondeu mais de 85 % da composicéo total dos Oleos, seguido pelo 1,8-cineol
que teve uma variagdo de 1,84 % entre os espécimes de O. gratissimum. Como espécies de
Ocimum sdo classificadas também por quimiotipos, a espécie O. gratissimum em estudo foi

classificada no quimiotipo Eugenol, ja que ele esteve majoritariamente no 6leo essencial.

Tabela 6.3: Perfil intra-especifico dos constituintes quimicos (%) dos Gleos essenciais das partes

aéreas de O. gratissimum no més de marco

CONSTITUINTES IK* IK°® OEAV1% OEAV2% OEAV3 % A° (%)

1,8-cineol (1) 1031 1031 5,5 6,1 4,3 1,8
cis-ocimeno (2) 1037 1039 tracos tracos - -
eugenol (3) 1359 1358 85,0 85,0 89,2 4,2
B-cariofileno (4) 1419 1421 3,3 3,2 2,7 0,6
a-humuleno (5) 1455 1450 0,5 0,5 0,3 0,2
germacreno-D (6) 1485 1475 1,1 1,2 0,7 0,5
B-selineno (7) 1490 1479 3,3 3,1 2,2 1,1
a-selineno (8) 1498 1487 0,8 1,1 0,8 0,3
Total % 99,5 100 100 -
Rendimento (p/v%o) 0,8 1,1 1,2

%K da literatura (Adams, 2001)
"IK corrigido por regresséo linear

°A = variagéo percentual
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A variagdo intra-especifica estd relacionada a fatores de localizacdo geogréfica,
época da coleta, forma de cultivo, condicbes climaticas, idade do material vegetal, periodo e
condicBes de armazenamento que podem influenciar no rendimento e no perfil quimico de 6leos
essenciais. Como exemplo, apreciaveis variacbes morfoldgicas e na composicdo do Oleo
essencial de O. basilicum foram observadas em funcdo de variac@es intra-especificas de cultivo
(Paroul et al., 2006).

Como mencionado, existem poucos quimiotipos registrados para O. gratissimum,
mas para O. basilicum a literatura relaciona mais variagdes. Grayer et al. (1996) relataram
estudos anteriores com 0s 0leos essenciais de O. basilicum, o qual foi possivel estudar mais de
200 espécimes, reconhecendo quatro quimiotipos: (1) éleo rico em metil-estragol; (2) rico em
linalol; (3) metil-eugenol e (4) rico em cinamato de metila, porém nenhum espécime rico em
eugenol foi observado. Este mesmo estudo apresentou espécimes contendo dois ou mais
constituintes majoritarios que puderam ser classificados por quimiotipos diferentes de acordo
com as caracteristicas da folhas, secas ou frescas. Assim, foi verificado nesse trabalho que os
0Oleos essenciais das folhas frescas de trés espécimes de Ocimum basilicum, denominados NY B
17, 76 e 147/97 apresentaram majoritariamente chavicol, eugenol e estragol, respectivamente;
apresentando, assim, trés quimiotipos. Em contrapartida, esses trés espécimes com folhas secas
apresentaram respectivamente os quimiotipos linalol, linalol e metil-eugenol. Portanto, existe
claramente um problema usando quimiotipo de Gleo essencial baseado apenas em um
constituinte majoritario, porque freqlentemente existem dois ou mais compostos majoritarios
gue podem esta presentes em quase quantidades iguais, e provavelmente seria melhor atribuir
para o Gleo essencial perfil com base em todos os principais constituintes, em que compreendam
mais de 20 % do percentual total dos compostos presentes, mesmo que existam trés ou quatro
constituintes majoritarios (Grayer et al., 1996).

Variedades baseadas na morfologia ndo sdo necessariamente descritas como
quimiotipos e vice-versa. Isto sugere que caracteristicas quimicas e morfoldgicas segregam
durante a reproducdo e que essas relacdes ndo estdo restritas as espécies de Ocimum, pois alguns
trabalhos relatam que a variagdo quimica intraespecifica € encontrada em muitos 6leos essenciais
dos géneros Mentha e Thymus. Além disso, esse fendmeno ndo ocorre somente a familia
Lamiaceae e nem apenas a Oleos essenciais, como é o caso da planta medicinal Gratiola
officinalis L. (Scrophulariaceae), que contém dois perfis diferentes de flavondides glicosilados
ndo correlacionados comas diferencas morfoldgicas (Grayer et al., 1996).

A Tabela 6.4 apresenta o perfil intra-especifico dos constituintes volateis do dleo

essencial de O. gratissimum no més de maio.
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De acordo com a Tabela 6.4, foram identificados também 8 componentes quimicos,
representando um total de mais de 99% da composicdo quimica desses 6leos. Observa-se que
ndo houve variacdo intra-especifica significativa, ja que os teores dos componentes majoritarios
dos trés espécimes ndo foram discrepantes, verificados pelos valores de A%. Como esperado, o
eugenol foi o constituinte majoritario seguido pelo 1,8-cineol, verificando-se ainda que as
quantidades de eugenol e 1,8-cineol sdo inversamente proporcionais nos espécimes de O.

gratissimum.

Tabela 6.4: Perfil intra-especifico dos constituintes quimicos (%) dos 6leos essenciais das partes

aéreas de O. gratissimum no més de maio

CONSTITUINTES IK? IK° OEAV1’% OEAV2’ % OEAV3’ % ‘A%

1,8-cineol (1) 1031 1031 6,2 9,9 11,4 52
cis-ocimeno (2) 1037 1038 tragos 0,4 tragcos 0,4
eugenol (3) 1359 1356 86,8 82,0 81,8 50
p-cariofileno (4) 1419 1421 2,9 3,6 3,1 0,7
a-humuleno (5) 1455 1452 tracos tracos tracos -
germacreno-D (6) 1485 1476 0,8 0,7 0,7 0,2
B-selineno (7) 1490 1480 2,4 2,5 2,2 0,3
a-selineno (8) 1498 1488 0,9 0,9 0,8 0,1
Total % 100 100 99,98 -
Rendimento (p/v%0) 1,1 1,1 1,2

%K da literatura (Adams, 2001)
PIK corrigido por regressdo linear

°A = variagdo percentual

Observa-se ainda que as percentagens de sesquiterpenos presentes tanto no més de
mar¢o quanto em maio foram quase constantes dentre os espécimes analisados. E ainda vale
salientar que o rendimento dos 6leos essenciais também representa uma variacdo intra-
especifica, dependendo assim do solo, da colheita, do aspecto da biomassa analisada bem como

da propria genética do espécime em questao.
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As Figuras a seguir (6.4 a 6.7) representam os cromatogramas por CG-EM, CG-DIC
e Figuras 6.8 e 6.9, os espectros de RMN *H dos ¢leos essenciais obtidos em marco e maio de O.
gratissimum.

No espectro de RMN 'H (Figura 6.8 e 6.9) dos 6leos essenciais de O.
gratissimum, os constituintes quimicos, 1,8-cineol (1), eugenol (3) foram identificados e os
deslocamentos quimicos dos hidrogénios foram comparados aos dados registrados na
literatura para esses compostos, obtidos em RMN *H 400 MHz, CDCl; (Saito et al., 2007) e
p-cariofileno (4), comparado aos dados obtidos em RMN *H 500 MHz, CDCl; (Gramosa,
2001).
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6.4.1.2- Avaliacdo intra-especifica de espécimes de Ocimum sp

As Tabelas 6.5 e 6.6 apresentam as quantidades de biomassa utilizada, volume de
6leo essencial bem como os rendimentos obtidos das extracfes nos meses de marco e maio de

Ocimum sp.

Tabela 6.5: Rendimentos dos ¢leos essenciais de espécimes Ocimum sp no més de marco

Espécimes de Ocimum sp Oleo essencial
Sigla Folhas e inflorescéncias (g) Volume (mL) Rendimento (p/v) %
OEAR1 95 0,4 0,7
OEAR2 55 0,3 0,6
OEAR3 35¢ 0,3 0,7

Tabela 6.6: Rendimentos dos 6leos essenciais de espécimes de Ocimum sp no més de maio

Espécimes de Ocimum sp Oleo essencial
Sigla Folhas e inflorescéncias (g) Volume (mL) Rendimento (p/v) %
OEARY’ 190 1,7 0,9
OEARY2’ 235 1,8 0,8
OEARY’ 140 0,7 0,5

Para os trés espécimes de Ocimum sp (alfavaca roxa) no més de marco e de maio
foram identificados 5 componentes quimicos, dos quais eugenol e p-cariofileno representam um
total de 98 % da composicdo quimica desses 0leos. De acordo com as Tabelas 6.7 e 6.8, verifica-
se também a pouca variacdo intra-especifica dos constituintes quimicos, ja que houve uma
variagdo percentual maxima de 6,82 % para o0 més de marco e 6,85 % para maio. Os
monoterpenos linalol e borneol permaneceram quase constantes dentre os espécimes, porém no
més de maio houve um aumento desses constituintes.

Observa-se ainda que houve uma variagdo significativa dos rendimentos dos éleos
essenciais dos dois meses, que pode ser devido fatores ambientais externos intrinsecos a cada um
dos espécimes bem como a sua prépria genética botanica.
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Tabela 6.7: Perfil intra-especifico dos constituintes quimicos (%) dos 6leos essenciais das partes

aéreas de Ocimum sp no més de margo

CONSTITUINTES IK? IK° OEAR1 % OEAR2 % OEAR3% ‘A (%)

linalol (9) 1097 1098 tracos - 0,6 0,6
borneol (10) 1169 1167 tragos - 1,2 1,2
eugenol (3) 1359 1358 84,5 91,3 87,9 6,8
p-cariofileno (4) 1419 1421 15,5 8,7 10,2 6,8
a-humuleno (5) 1455 1450 tracos tracos tracos -
Total % 100 100 100 -
Rendimento (p/v%0) 0,7 0,6 0,7 -

Tabela 6.8: Perfil intra-especifico dos constituintes quimicos (%) dos Gleos essenciais das partes

aéreas de Ocimum sp no més de maio

CONSTITUINTES IK? IK® OEARY’ OEAR2’ OEARY’ ‘A%
linalol (9) 1097 1098 0,9% 0,3% 0,9% 0,6
borneol (10) 1169 1167 1,2% 1,6% 1,9% 0,6
eugenol (3) 1359 1356 69,9% 74,4% 67,5% 6,9
p-cariofileno (4) 1419 1421 26,7% 22,9% 28,0% 51
a-humuleno (5) 1455 1452 1,3% 0,8% 1,2% 0,5
Total 100% 100% 99,5% -
Rendimento (p/v%0) 0,9 0,8 0,5 -

%K da literatura (Adams, 2001)
"IK corrigido por regresséo linear

‘A = variacéo percentual
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As Figuras a seguir (6.10 a 6.14) representam os cromatogramas por CG-EM, CG-
DIC de um espécime de cada espécie de Ocimum. e os espectros de RMN H dos 6leos
essenciais das trés espécimes de O. gratissimum (OEAV”) e de Ocimum. sp (OEAR”) obtidos no

més de maio.
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6.4.2- Avaliacdo inter-especifica de espécimes de O. gratissimum e de Ocimum sp

Analisando as duas espécies de Ocimum, através da Tabela 6.9, observa-se que O.
gratissimum (alfavaca verde) apresentou o constituinte quimico 1,8-cineol, alguns
sesquiterpenos, como a-humuleno, germacreno-D, fS-selineno e a-selineno, ndo verificados na
espécie Ocimum sp (alfavaca roxa). A especie Ocimum sp, por sua vez, apresentou, além do
eugenol como constituinte majoritario, teores significativos de pS-cariofileno em relacdo ao O.

gratissimum.

Tabela 6.9: Perfil inter-especifico de espécies de Ocimum no més de margo

CONSTITUINTES OEAV1% OEAV2% OEAV3% OEAR1% OEAR2% OEAR3%

1,8-cineol 55 6,1 4,3 - - -
cis-ocimeno tracos tracos - - - -
linalol - - tracos - 0,6
borneol - - tracos - 1,2
eugenol 85,0 85,0 89,2 84,5 91,3 87,9
p-cariofileno 3,3 3,2 2,7 15,5 8,7 10,2
a-humuleno 0,5 0,5 0,3 tracos tracos tracos
germacreno-D 11 1.2 0,7 - - -
S-selineno 3,3 3,1 2,2 - - -
a-selineno 0,8 11 0,8 - - -

6.4.3- Avaliacdo da composicado volatil de espécimes de O. gratissimum e de Ocimum sp

durante o dia nos meses de abril e de agosto

As partes aéreas (folhas + inflorescéncias) de O. gratissimum e de Ocimum sp foram
coletadas no dia 19 de abril e 21 de agosto de 2007 nos horarios de 6:00 h, 10:00 h, 14:00 he
18:00 h e submetidas ao processo de hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger, item 6.4, pag.
156. Os Gleos obtidos apresentaram odor agradavel e coloragcdo amarelo-péalida, com rendimentos
de cada analise expressos nas Tabelas 6.10 e 6.11. A composicdo volatil de cada dleo encontra-se
descrita nas Tabelas 6.12 e 3.4, incluindo seus indices de Kovats corrigidos e valores percentuais
obtidos pelo CG-DIC.
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6.4.3.1- Avaliacdo da composicéo volatil de espécimes de O. gratissimum durante o dia

As Tabelas 6.10 e 6.11 mostram os rendimentos obtidos das extracdes de &leos

essenciais das partes aéreas nos meses de abril e maio de O. gratissimum durante o dia e as

Tabelas 6.12 e 6.13 apresentam as percentagens dos constituintes quimicos presentes nesses

Oleos essenciais.

Tabela 6.10: Rendimentos dos Oleos essenciais das partes aéreas de O. gratissimum durante o

dia no més de abril

Espécimes de O. gratissimum

Oleo essencial

Sigla Parte aérea (g) Volume (mL) Rendimento (p/v)
OEAVa (6:00h) 255 2,5 1,0
OEAVa (10:00) 310 2,6 0,8
OEAVa (14:00) 195 2,1 1,1
OEAVa (18:00) 400 4,1 1,0

Tabela 6.11: Rendimentos dos Oleos essenciais das partes aéreas O. gratissimum durante o dia

no més de agosto

Espécimes de O. gratissimum

Oleo essencial

Sigla Parte aérea (g) Volume (mL) Rendimento (p/v) %
OEAVg (6:00) 380 3,6 1,0
OEAVg (10:00) 275 2,0 0,7
OEAVg (14:00) 370 3,3 0,9
OEAVg (18:00) 380 3,3 0,9
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Tabela 6.12: Perfil dos componentes quimicos (%) dos 6leos essenciais das partes aéreas de O.

gratissimum durante o dia no més de abril

CONSTITUINTE IK? IK°® 6:00h% 10:00h% 14:00h% 8:00h%  °A( %)

1,8-cineol (1) 1031 1031 8,5 12,2 3,3 7,8 8,9
cis-ocimeno (2) 1037 1039 0,3 2,1 tragos tragos 1,9
eugenol (3) 1359 1357 84,7 76,6 89,5 82,8 12,9
B-cariofileno (4) 1419 1420 3,3 3,2 3,2 3,5 0,4
a-humuleno (5) 1455 1450 tracos tracos - tracos -

germacreno-D (6) 1485 1475 0,7 1,3 1,0 1,2 0,6
S-selineno (7) 1490 1480 2,0 3,3 2,1 3,5 1,5
a-selineno (8) 1498 1488 0,6 1,3 0,9 1,2 0,6
Total % 100 100 100 100 -

Rendimento (p/v %) 1,0 0,8 1,1 1,0 -

Tabela 6.13: Perfil dos componentes quimicos (%) dos 6leos essenciais das partes aéreas de O.

gratissimum durante o dia no més de agosto

CONSTITUINTE IK? IK®  6:00 h% 10:00h % 14:00h % 18:00h % (‘A %)

1,8-cineol (1) 1031 1031 12,8 20,9 54 13,0 15,5
cis-ocimeno (2) 1037 1039 - 2,9 - 1,0 1,9
eugenol (3) 1359 1357 79,9 60,6 81,2 71,6 20,6
S-cariofileno (4) 1419 1420 3,2 4,2 4,3 4,3 1,1
a-humuleno (5) 1455 1450 - 0,4 tracos tracos 0,4
germacreno-D (6) 1485 1475 tracos 1,4 1,4 0,3 1,1
F-selineno (7) 1490 1480 4,1 6,1 6,1 6,6 2,5
a-selineno (8) 1498 1488 tracos 1,8 1,6 1,4 0,4
Total % 100 98,3 100 98,2 -

Rendimento (p/v %) 1,0 0,7 0,9 0,9 -

%IK da literatura (Adams, 2001)
PIK corrigido por regressdo linear

°A = variagéo percentual
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Como resultado da avaliacdo da composicdo volatil de O. gratissimum (alfavaca
verde) durante o dia nos meses de abril e agosto foram identificados 8 componentes quimicos,
representando um total minimo de 98,2 %. De acordo comas Tabela 6.12 e 6.13, observa-se que
houve uma variacdo dos teores dos constituintes quimicos principais ao longo do dia,
principalmente no més de agosto, onde a variacdo percentual atingiu cerca de 20 % para o
eugenol e 16 % para o 1,8-cineol. Os demais constituintes, a maioria sesquiterpenos, nao tiveram
uma variacao expressiva.

O grafico em barras (Figura 6.16) mostra mais claramente as variacdes que

ocorreram entre os constituintes principais nos dois meses.
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Figura 6.16: Graficos de barras especificando a variacdo da constituicdo quimica (%) de O.

gratissimum pela influéncia da luz solar nos meses de abril (a) e agosto (b)

Analisando minuciosamente as Tabelas 6.12, 6.13 e a Figura 6.16, observa-se que 0
teor de eugenol foi maior no horario de 14:00 h nos dois meses analisados (abril: 89,5 %; agosto:
81,2 %) e que 0 menor teor foi encontrado no horario de 10:00 h (abril: 76,6 %; agosto: 60,6 %),
concluindo, assim, que os teores maximos e minimos de eugenol foram correspondentes,
independente da estacdo seca (julho a dezembro) ou chuvosa (janeiro a junho). Silva (1996)
relata que o eugenol atinge um maximo em torno do meio-dia, horario em que € responsavel por
98 % do 6leo essencial e em contraste com uma concentracdo de 11 % as 17 horas, levando a
uma indicacdo da influéncia da luz na composicdo quimica volatil da alfavaca. Porém esse relato

ndo foi verificado no presente trabalho, ja que o menor teor de eugenol foi encontrado no horario

Barreto, M. B.



Capitulo 6: Avaliacdo da composicdo quimica volatil de Ocimum spp 206

de 10:00 h nos dois meses. Ao contrario do eugenol, o constituinte 1,8-cineol apresentou maior
teor no horario das 10:00 h e menor as 14:00 h.

Essas variacOes podem ser explicadas do ponto de vista ecoldgico, pois muitas
espécies vegetais emitem determinadas substancias aromaticas para atracdo de insetos, péassaros,
mamiferos até suas flores e frutos nas épocas mais favoraveis. Freqlentemente essa emissdo esta
sincronizada com as horas de atividade do polinizador ou do frugivero. Assim, em determinados
horarios, no decorrer do dia, existe um aroma mais acentuado peculiar a cada espécie com o
objetivo de atracdo para os outros seres, levando a acreditar que em determinados horérios a
concentracdo de Oleos essenciais seja maior e assim maior o aroma. Portanto, pode-se indagar
que possivelmente nesses horérios existe uma maior concentracdo de 6leos essenciais volateis,
conseqlientemente, seria o horario propicio para a colheita do material vegetal (Nagao et al.,
2004).

Contudo ha trabalhos na literatura que relatam a constancia de um determinado
constituinte quimico majoritario, como a analise do Gleo essencial de Ocimum selloi Benth
verificado por Martins (1996), que observou que ndo houve alteracdo no teor do estragol entre os
horarios estudados. Blank et al. (2005) também wverificaram que ndo houve variacdo dos
componentes majoritarios a-citral e g-citral encontrado em Melissa officinalis nos horarios de 8,
11, 14 e 17 horas, nem quando se utilizavam as folhas secas ou frescas. Rocha et al. (2002), em
Pentecoste/Ce, constataram que ndo houve influéncia do horario de corte na percentagem de
citronelal em 6leo essencial de capim citronela tendo-se em média 51,5 %.

No entanto, Nagao et al. (2004) analisaram os teores dos constituintes majoritarios,
citral e limoneno, do éleo essencial de Lippia alba de acordo com o horério de colheita e
verificou que o melhor horario de concentracdo de citral foi as 15 horas, independente da
estacdo. No entanto, na estacdo seca 0s resultados foram mais uniformes. Com relacdo ao
limoneno, o horario que proporcionou a maior percentagem foi as 15 horas na estagdo chuvosa, e
as 17 horas na estacao seca.

Diferencas no rendimento sobre a influéncia da época e horario de coleta tém sido
relatadas para muitas espécies medicinais e aromaticas. Em Virola surinamensis, Lopes et al.
(1997) verificaram que o teor de déleo essencial foi aproximadamente constante (0,5 %) nas
diferentes estacdes e no decorrer do dia, mas a concentracao relativa dos componentes do ¢leo
essencial variou nitidamente. J& Blank et al. (2005) verificaram que o horério para obter um
melhor rendimento do éleo essencial de Cymbopogon flexuosos (capim-limao) foi as 17 horas.

Estudos realizados por Silva et al. (2002) demonstraram que o melhor horéario de colheita para
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essa espécie é as 7 horas e que para os demais horarios testados (9, 11, 13, 15 e 17 horas) nao
houveram diferencas significativas para o teor de 0leo essencial.

Em manjericdo doce, cultivar Genovese, o cultivo em ambiente a pleno sol e
colheita, as 8 horas resultaram em maior teor de 6leo essencial (Améancio et al., 2001).

Nagao et al. (2004) relataram que os melhores teores de Oleo essencial da Lippia
alba, na estacdo seca, foram nos horarios de 7, 15 e 17 horas, sendo o horario de 7 horas o de
maior rendimento. Esse apontamento contraria as observagdes de Mattos (2000), pois de acordo
com este autor, quando o material vegetal apresenta um alto teor de umidade, seu processo de
extracdo é dificultado e parte do 6leo é perdida junto com o hidrolato, apresentando, assim, um
baixo rendimento de 6leo essencial.

Essa observacdo também € contraria aos rendimentos verificados nas Tabelas 6.12 e
6.13 para Ocimum gratissimum, j& que o horario de 6 horas ndo apresentou baixo rendimento, ao
contrario do horéario de 10 horas, em que a intensidade luminosa é maior. Mas mesmo assim, ndo
houve uma variacdo significativa da producdo de 6leo essencial ao longo do dia nos meses de
abril e de agosto.

As Figuras a seguir (6.17 a 6.20) representam os cromatogramas por CG-EM, CG-
DIC dos Oleos essenciais de O. gratissimum em abril e agosto (OEAVa e OEAV(g,
respectivamente) nos horarios de 10:00 h, 14:00 h e a Figura 6.21 representa o espectro de RMN

H dos Oleos obtidos no més de abril.
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6.4.3.2- Avaliacdo da composicao volatil de espécimes de Ocimum sp durante o dia

As Tabelas 6.14 e 6.15 mostram os rendimentos obtidos das extracdes de Gleos
essenciais das partes aéreas nos meses de abril e maio de Ocimum sp durante o dia e as Tabelas
6.16 e 6.17 apresentam as percentagens dos constituintes quimicos presentes nesses &leos

essenciais.

Tabela 6.14: Rendimentos dos 6leos essenciais de Ocimum sp no més de abril

Espécimes de Ocimum sp Oleo essencial
Sigla Partes aéreas (g) Volume (mL) | Rendimento (p/v) %
OEARa (6:00 h) 145 1,1 0,7
OEARa (10:00 h) 310 1,5 0,5
OEARa (14:00 h) 215 1,3 0,6
OEARa (18:00 h) 245 15 0,6

Tabela 6.15: Rendimentos dos 6leos essenciais de Ocimum sp no més de agosto

Espécimes de Ocimum sp Oleo essencial
Sigla Partes aereas (Q) Volume (mL) Rendimento (p/v) %
OEARg (6:00 h) 210 0,5 0,2
OEAR(g (10:00 h) 265 0,7 0,3
OEAR(g (14:00 h) 325 1,0 0,3
OEARg (18:00 h) 375 1,7 0,5

A analise da varia¢do dos constituintes volateis de Ocimum sp durante o dia permitiu
identificar 5 constituintes quimicos, representando um total de mais de 98 % da composi¢édo
quimica desses 6leos. De acordo com a Tabela 6.16, observou-se que ndo houve uma variacao
significativa dos teores dos constituintes quimicos no més de abril, visto os valores de A %,
porém no més de maio verificou-se uma variacdo significativa dos teores dos constituintes
quimicos majoritarios, eugenol e S-cariofileno. O eugenol, ao longo do dia, variou cerca de 14

%, enquanto que o S-cariofileno 16 %.
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Tabela 6.16: Perfil dos componentes quimicos (%) dos 6leos essenciais das partes aéreas de

Ocimum sp durante o dia no més de abril

CONSTITUINTES IK? IK®  6:00h% 10:00 h % 14:00 h% 18:00 h% °A%
linalol (9) 1097 1102 11 1,0 0,7 0,7 0,4
borneol (10) 1169 1167 1,7 1,2 1,3 1,5 0,5
eugenol (3) 1359 1358 79,3 74,3 75,2 79,3 5,0
B-cariofileno (4) 1419 1421 16,8 22,0 21,9 17,7 5,2
a-humuleno (5) 1455 1449 1,0 11 0,9 0,7 0,4
oxido de cariofileno(11) 1583 1560  tracos 0,3 tracos 0,1 0,2
Total % 100 98,9 100 99,6 -
Rendimento (p/v %) 0,7 0,5 0,6 0,6 -

Tabela 6.17: Perfil dos componentes quimicos (%) dos 6leos essenciais das partes aéreas de

Ocimum sp durante o dia no més de agosto

CONSTITUINTES IK® IK®  6:00h % 10:00h% 14:00h% 18:00h% ‘A%
linalol (9) 1097 1102 13 2.1 19 5,3 4,0
borneol (10) 1169 1167 1,0 1,5 14 2,5 15
eugenol (3) 1359 1358 52,9 47,2 60,8 60,7 13,6
p-cariofileno (4) 1419 1421 41,6 44,5 32,9 28,4 16,1
a-humuleno (5) 1455 1449 1,8 2,7 1,7 1,4 1,3
oxido de cariofileno(11) 1583 1560 1,4 2,0 1,3 0,8 1,2
Total % 100 100 100 99,1 -
Rendimento (p/iv %) 0,2 0,3 0,3 0,5 -

%K da literatura (Adams, 2001)
"IK corrigido por regressio linear

°A = variacéo percentual

Através das Tabelas 6.16 e 6.17, observa-se que houve um aumento da percentagem
de p-cariofileno no més de agosto, enquanto verifica-se uma diminuicdo do teor de eugenol. Ha
duas estacOes em Fortaleza, uma seca que vaide julho a dezembro e a outra chuvosa que abrange

janeiro a junho. Desse modo, outra variavel pode ser levada em consideracdo, além do horéario de
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coleta da biomassa, que é a estacdo do ano. As folhas de Ocimum sp, na estacdo seca,
apresentavam folhas e inflorescéncias frescas e secas, enquanto que na estacao chuvosa as partes
aéreas encontravam-se frescas. Isso pode justificar o decréscimo de eugenol no més de agosto, ja
que Carvalho Filho et al. (2006) estudando a composicdo volatil de Ocimum basilicum
verificaram que eugenol é mais encontrado em folhas e inflorescéncias frescas.

De acordo com as Tabelas 6.16, 6.17 e a Figura 6.22, observa-se que nos horarios de
6:00 h e de 18:00 h o eugenol atingiu maior teor no més de abril, enquanto no més de agosto, a
maior concentracdo foias 14:00 h. O menor teor de eugenol foi verificado as 10:00 h nas duas
estacdes, corroborando com os resultados obtidos para Ocimum gratissimum. Ainda se observa
que o teor de S-cariofileno foi menor as 6:00 h (16,78 %) no més de abril e as 14:00 h no més de

agosto enquanto que no horario de 10:00 h os teores foram maiores.
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Figura 6.22: Graficos de barras especificando a variacdo da constituicdo quimica (%) de

Ocimum sp durante o dia nos meses de abril (a) e agosto (b)

Durante o periodo chuvoso, no més de abril, observa-se que o rendimento dos 6leos
essenciais de Ocimum sp foram maiores do que na estacdo seca, no més de agosto, apesar de
Santos, Innecco e Soares (2004) relatarem que foram observados teores de dleo essencial
superiores na estacdo seca em relacdo a estacdo chuvosa. Os autores comentam que a explicagdo
possivel para isto é o fato do aumento da temperatura e, principalmente, da intensidade luminosa

durante a estacdo seca, pois estes fatores atuam diretamente em processos primarios, como
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fotossintese e respiracdo, e podem influenciar indiretamente a producdo de metabdlitos
secundérios, cuja sintese depende de produtos do metabolismo primario. AlEm disso, a
intensidade luminosa pode influenciar a producdo de 6leo essencial através da ativacdo de
enzimas fotossensiveis envolvidas na rota do acido meval6nico.

Angeloulou, Demtzos e Perdetzoglou (2002) observaram em Cistus monspeliens que
durante o dia nos meses de maio, agosto e fevereiro, o rendimento foi maior as 18 horas. Essa
observacgdo foi verificada no presente trabalho, ja que no més de agosto o teor de Oleo essencial
foi maior (0,5 % p/v).

Porem, verifica-se, no geral, uma falta de uniformidade desses resultados que reflete
o dinamismo das interconversfes que ocorrem continuamente entre os constituintes dos 6leos
essenciais. Estas interconversdes envolvem reacfes de oxidagdo, reducdo, hidratacao,
desidratacdo, ciclizacdo e isomerizacdo, influenciadas por fatores ambientais, como luz,
temperatura, teor de dgua no solo e umidade relativa do ar (Santos; Innecco; Soares, 2004).

As Figuras a seguir (6.23 a 6.28) representam os cromatogramas por CG-EM, CG-
DIC nos horéarios de 10:00 h e 14:00 h em abril e agosto (OEARa e OEAR(, respectivamente) e
a Figura 6.29, o espectro de RMN H dos 6leos essenciais de Ocimum sp no més de abril.
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Figura 6.29: Espectro de RMN *H (3, CDClz, 500 MHz) dos 6leos essenciais de O. gratissimum
nos horéarios de 6:00 h, 10:00 h, 14:00 he 18:00 h no més de abril
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6.4.4- Avaliacdo da variacdo sazonal da composicdo volatil de O. gratissimum e de Ocimum

sp

As partes aéreas (folhas + inflorescéncias) de O. gratissimum e de Ocimum sp foram
coletadas em marco a dezembro de 2007 as 10:00 h e submetidas ao processo de hidrodestilacdo
emaparelho tipo Clevenger. Os 6leos obtidos apresentaram odor agradavel e coloragdo amarelo-
palida, com rendimentos de cada analise expressos nas Tabelas 6.18 e 6.20. A composi¢édo
volatil de cada 6leo encontra-se descrita nas Tabelas 6.19 e 6.21, incluindo seus indices de
Kovats corrigidos e valores percentuais obtidos pelo CG-DIC. Nos meses de margco e maio foi

feita a média aritmética das porcentagens dos constituintes quimicos.
6.4.4.1- Avaliacdo da variacdo sazonal da composicao volatil de O. gratissimum

A Tabela 6.18 mostra os rendimentos obtidos das extracdes de 6leos essenciais das
partes aéreas nos meses de marco a dezembro bem como as quantidades de biomassa utilizadas

de O. gratissimum.

Tabela 6.18: Rendimentos dos 0leos essenciais das partes aéreas de O. gratissimum nos meses

de margo a dezembro

Espécimes de Ocimum sp Oleo essencial
Sigla Dia da coleta | Partes aéreas (g) | Volume (mL) | Rendimento (p/v)%
OEAVmar 16 (125-205) (1,5-1,7) (0,8-1,2)
OEAVabr 19 310 2,6 0,8
OEAVmai 19 (295-330) (3,3-4,1) (1,1-1,2)
OEAVjun 18 310 3,3 11
OEAVjul 18 465 4,2 0,9
OEAVago 21 275 2,0 0,7
OEAVset 20 420 4,0 1,0
OEAVout 18 365 2,0 0,6
OEAVnov 20 310 15 0,5
OEAVdez 20 280 1,5 0,5

A Tabela 6.19 mostra a variagdo sazonal dos constituintes quimicos presentes nos

0Oleos essenciais das partes aereas de O. gratissimum durante 0s meses de margo a dezembro.
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Tabela 6.19: Variagdo sazonal dos constituintes quimicos (%) dos Oleos essenciais das partes

aéreas de O. gratissimum

Constituintes% Mar.  Abr. Mai. Jun. Jul. Ago. Set. Out. Nov. Dez

1,8-cineol 53 12,2 9,2 8,2 96 209 152 181 176 182
cis-ocimeno tracos 2,1 0,4 - 0,6 2,9 2,0 2,2 2,6 2,7
Eugenol 86,4 76,6 835 835 788 606 678 685 698 68,0
p-cariofileno 3,0 3,2 3,2 2,9 30 42 49 31 16 3,6
Germacreno-D 1,0 1,3 0,7 0,8 1,1 1,1 1,3 1,6 1,2 1,6
f-selineno 2,8 3,3 2,2 3,3 3,7 3,7 59 45 47 44
a-selineno 0,9 1,3 0,8 1,1 1,3 1,3 1,6 2,0 1,5 15
Total 99,4 100 100 99,8 98,0 946 98,7 100 99,0 100
Rendimento (0,8- 1,3 (1- 11 09 07 10 06 05 05
(%) 1,2) 1,2)

De acordo com a Tabela 6.19, observa-se que houve uma variagdo bastante
significativa dos constituintes quimicos majoritarios. O eugenol, ao longo do ano, teve um
decréscimo da sua concentracdo nas partes aéreas, onde no més de marco (86,4 %), época
chuvosa as folhas e inflorescéncias estavam bastante frescas, conseqlientemente o teor de
eugenol foi maior, de acordo com Carvalho Filho et al. (2006); enquanto que no més de agosto,
observou-se uma menor concentragdo (60,6 %). Ao constituinte quimico 1,8-cineol também foi
verificado uma variacdo bastante expressiva, com um aumento significativo ao longo do ano,
onde no més de agosto o teor foi de 20,9 %. Os outros constituintes foram quase constantes
durante 0 ano. Sabe-se que os metabdlitos secundarios das plantas sdo afetados por fatores
externos, como o0 ambiente, colheita, pos-colheita, tempo de exposicdo ao sol bem como
precipitacdo das chuvas e temperatura (Blank et al., 2007). Nesse contexto, o fator preponderante
para a variagcdo dos constituintes bem como o rendimento dos 6leos foi época do ano, que esta
aliada a condicdes climaticas. Ha duas estacdes bem definidas em Fortaleza, uma estacdo
chuvosa, popularmente conhecida como inverno (janeiro-junho) e outra estacdo seca,
denominada de verao (julho-dezembro).

Observam-se pela Tabela 6.18 que os rendimentos dos 6Oleos essenciais foram
maiores durante os meses de marco a junho, em que o indice pluviométrico foi maior, em
contrapartida na estacdo seca, observamos uma diminuicéo significativa do rendimento. 1sso esta
emdiscordancia com alguns autores, como Nagao et al. (2004), Santos, Innecco e Soares (2004),
Matos (2000), que comentam o fato de a producdo de 6leo essencial, na estagdo seca, ser maior

devido ao aumento da temperatura e, principalmente, da intensidade luminosa durante esse
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periodo. Com isso h4 uma desaceleracdo metabdlica devido ao tempo nublado ou reducdo da
radiacdo solar, conseqlentemente limitando a sintese e a interconversdo dos produtos do
metabolismo secundario. Ainda, comentam a existéncia de um secundo fator que poderia estar
interferindo no teor de 6leo essencial, que seria o efeito de algum tipo de estresse, hidrico e/ou
temperatura, que é comum no periodo seco. Folhas de plantas submetidas ao estresse hidrico
podem apresentar uma maior densidade de glandulas devido a reducdo da area foliar como
resultado do estresse. Tais alteragdes na freqiéncia de glandulas poderiam fornecer uma parcial
explicacdo para o aumento no teor de 6leo essencial observado no periodo seco.

De acordo com os dados da FUNCEME (2008) (Fundacdo Cearense de Meteorologia
e Recursos Hidricos), a precipitacdo pluviométrica de margo a junho em Fortaleza-Posto Pici, em
2007, foi de 739,6 mm. Nagao et al. (2004) conduziu o estudo com a Lippia alba no Municipio
de Pentecoste/CE, onde a precipitacdo pluviométrica anual foi de 723,3 mm, com maior
concentracdo das chuvas nos meses de marco e abril, relacionando assim a diminuicdo da
producdo de Oleo essencial com a estacdo chuvosa. Porém como mencionado, os dados obtidos
neste estudo vao de encontro aos dados publicados na literatura.

Portanto, de acordo com os resultados, o melhor aproveitamento do constituinte
quimico eugenol foi durante a estacdo chuvosa (margo a junho), enquanto que o constituinte 1,8-
cineol teve maior concentracdo no periodo de estagdo seca (julho a dezembro), indicando
claramente que a época de colheita foi essencial para a prevaléncia dos componentes

supracitados.
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6.4.4.2- Avaliacdo da variacdo sazonal da composicao volatil de Ocimum sp

A Tabela 6.20 mostra os rendimentos obtidos das extracdes de 6leos essenciais das
partes aéreas nos meses de margo a dezembro bem como as quantidades de biomassa utilizadas

de Ocimum sp.

Tabela 6.20: Rendimentos dos Gleos essenciais das partes aéreas de Ocimum sp nos meses de

margo a dezembro

Espécimes de Ocimum sp Oleo essencial
Sigla Dia da coleta | Partes aéreas (g) | Volume (mL) | Rendimento (p/v)%
OEARmMar 16 (35-55) (0,3-0,4) (0,6-0,7)
OEARabr 19 310 1,5 0,5
OEARmai 19 (140-235) (0,7-1,8) (0,5-0,9)
OEARjun 18 205 1,0 0,5
OEARjul 18 275 1,0 0,4
OEARago 21 265 0,7 0,3
OEARset 20 315 0,8 0,2
OEARout 18 365 2,0 0,6
OEARNOV 20 170 15 04
OEARdez 20 165 0,8 0,5

De acordo com a Tabela 6.20, verifica-se que houve um decaimento da producéo de
Oleo essencial das partes aéreas de Ocimum sp ao longo do ano, essa diminuicdo € acompanhada
da variacdo dos constituintes quimicos presentes, como observado na Tabela 6.21.

De acordo com a Tabela 6.21, observa-se que também houve decréscimo do teor de
eugenol ao longo do ano, onde no més de marco, o teor de eugenol foi maior (87,8 %) e 0 menor
teor (38,1 %) foi obtido no més de outubro. No geral, os dados corroboraram com os obtidos
para O. gratissimum, em que se observa uma diminui¢cdo do teor do eugenol no periodo da
estacéo seca.

Verifica-se ainda que houve uma variagdo significativa no teor de S-cariofileno, onde
no més de outubro o teor foi maior (52,3 %), enquanto que no més de marco foi encontrado um
teor de apenas 8,68 %. Ao contrario do constituinte quimico eugenol, houve um aumento

gradativo da concentragdo do g-cariofileno ao longo do ano.
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Tabela 6.21: Variagdo sazonal dos constituintes quimicos (%) dos Oleos essenciais das partes

aéreas de Ocimum sp

Constituintes Mar. Abr. Mai. Jun. Jul. Ago. Set. Out. Nov. Dez

linalol 0,6 1,0 0,7 1,7 14 2,1 45 - 15 3,4
borneol 1,2 1,2 1,6 - 0,9 15 2,6 - 1,7 2,6
eugenol 878 743 706 73,1 728 472 545 38,1 744 63,6

p-cariofileno 104 220 259 233 219 445 327 523 182 276
a-humuleno tracos 1,1 1,1 15 12 2,7 17 2,9 1,3 1,4

oxido de - 0,3 - - 1,9 2,0 2,7 6,7 25 14
cariofileno
Total % 100 99,7 998 996 100 100 98,8 100 99,6 100

Rendimento (06- 05 (@©O5- 05 04 03 02 0,6 0,4 0,5
% 0,9) 0,9)

6.4.5- Analise da composicéo volatil de Ocimum sp plantada em canteiros expostos ao sol e

em canteiros cultivados em estufas

Verificou-se que espécimes de Ocimum sp crescidos em canteiro exposto ao sol
(Figura 6.30 a) apresentavam fenotipos diferentes dos crescidos em estufa (Figura 6.30 b).
Observa-se pela Figura 6.30 que 0s espécimes expostos ao sol apresentavam folhas com
coloracdo mista, verde e/ou roxa, enquanto que 0s espécimes crescidos em canteiro cultivado em
estufa apresentavam folhas verdes com algumas pigmentacGes roxas. Nesse contexto, avaliou-se
a composicdo volatil de Ocimum sp cultivados em ambientes distintos para verificar a influéncia
do meio sobre a composicdo quimica do Oleo essencial das partes aéreas (folhas

+inflorescéncias).
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A a

Figura 6.30: Fotos de Ocimum sp. A- Canteiro exposto ao sol; B- Canteiro em estufa
Foto: Prof Edilberto R. Silveira

Desse modo, espécimes de Ocimum sp cultivados em ambientes distintos foram
coletados nos dias 1° de junho e 30 de julho as 10:00 h. A Tabela 6.22 mostra as quantidades de
biomassa utilizada para a extragdo de dleo essencial sequindo o procedimento descrito no item
6.4 bem como os rendimentos obtidos.Os dleos obtidos foram analisados por CG/EM, CG/DIC e
RMN *H.

Comparando os Oleos essenciais dos espécimes de Ocimum sp cultivados em
ambientes diferentes de acordo com a Tabela 6.23 e visualizado melhor na Figura 6.31, verifica-
se que tanto no més de junho quanto de julho ndo houve uma variacdo significativa dos
constituintes quimicos, indicando que essa variavel ndo foi determinante para a mudanca do

fendtipo dos espécimes observados.
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Tabela 6.22: Rendimentos obtidos das partes aéreas de Ocimum sp cultivados em canteiro

exposto ao sol e emestufa

1° Coleta
Canteiro exposto ao sol Oleo essencial
Sigla Folhas e inflorescéncias (g) Volume (mL) | Rendimento (p/iv) %
OEARI1sol 285 1,4 0,5
Canteiro cultivado em estufa Oleo essencial
OEARlest | 220 0,8 | 0,4
2° Coleta
Canteiro exposto ao sol Oleo essencial
Sigla Folhas e inflorescéncias (g) Volume (mL) | Rendimento (p/iv) %
OEAR2sol 425 1,7 0,4
Canteiro cultivado emestufa Oleo essencial
OEAR2est | 315 1,2 | 0,4

Tabela 6.23: Perfil dos constituintes quimicos das partes aéreas de Ocimum sp cultivados em

canteiros expostos ao sol e emestufa

1° Coleta 2° Coleta

CONSTITUINTES OEAR1sol% OEARlest% OEAR2sol%  OEARZ2est %

linalol (9) 15 1,2 2,0 2,2
borneol (10) 1,2 1,4 2,2 1,2
eugenol (3) 74,8 69,6 74,0 75,2
p-cariofileno (4) 21,5 26,6 20,7 20,4
a-humuleno (5) 1,0 1,2 1,0 1,0
Total % 100 100 99,9 100
Rendimento (p/v%o) 0,5 0,4 0,4 0,4
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Figura 6.31: Grafico em barras dos constituintes majoritarios presentes nos 0leos essenciais da

partes aéreas de Ocimum sp cultivados em ambientes distintos

Observa-se ainda que na 1° coleta houve uma diminuicdo na producdo do Oleo
essencial quando Ocimum sp era cultivado em estufa, apesar de na 2° coleta ndo ter visto esse
decréscimo. Pode-se questionar a influéncia direta da luz solar no aumento da taxa fotossintética,
fornecendo maior quantidade de substrato para o metabolismo respiratério e conseqlentemente
um aumento na biossintese de compostos secundarios, com isso um maior rendimento.

As Figuras 6.32 a 6.35 mostram os cromatogramas por CG/EM e CG/DIC dos 6leos
essenciais obtidos das partes aéreas de Ocimum sp quando cultivados em canteiros expostos ao
sole emestufa.
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Figura 6.33: Cromatograma CG/DIC do OEAR1sol
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6.4.6- Anélise da composicao volatil das folhas e das inflorescéncias de Ocimum sp

Separou-se as folhas das inflorescéncias de Ocimum sp para verificar quais
constituintes quimicos eram especificos a cada parte da planta. Desse modo, 940 g de folhas
(OEARTfol) e 230 g de inflorescéncias (OEARInfl) foram coletados no dia 6 de setembro e
submetidas a extracdo de 6leo essencial sob procedimento do item 6.4. Também se obteve 0 Oleo
essencial das partes aéreas (folhas + inflorescéncias) (OEARpta) a fim de observar a propor¢édo
dos constituintes no material como todo.

Os rendimentos dos Oleos estdo sumarizados na Tabela 6.24 e os resultados, obtidos
na analise por CG/EM, na Tabela 6.25.

Tabela 6.24: Perfil dos constituintes quimicos das partes de Ocimum sp

Ocimum sp Oleo Essencial
SIGLA Parte analisada Volume de éleo (mL) Rendimento %
Folhas e inflorescéncias (g)
OEARpta 285 1,0 0,3
Folhas (g)
OEARfol 940 2,6 0,3
Inflorescéncias ()
OEARINfl 230 0,6 0,3

De acordo com a Tabela 6.25, observa-se que foram identificados 10 constituintes
guimicos, dos quais 6 foram mais especificamente presentes no Gleo essencial das partes aéreas.
Verifica-se que o teor de eugenol foi de 52,3 %, enquanto que de p-cariofileno foi de 37,7 %, e
que esses valores estdo em concordancia com os teores obtidos no més de setembro durante a
avaliacdo sazonal, onde o eugenolatingiu uma percentagem de 54,5 % e o S-cariofileno 32,7 %.

Interessante observar ainda que o eugenol teve um aumento na concentra¢do no 6leo
essencial das folhas (74,2 %), enquanto que nas inflorescéncias esse teor foi bem menor (28,3
%), com uma variagdo percentual de 45,9 %. Em contrapartida, o g-cariofileno teve uma
percentagem maior no Oleo essencial das inflorescéncias (45, 7 %), atigindo um menor teor (15,6
%) no 6leo essencial das folhas. Carvalho Filho et al. (2006) observou que o eugenol e 0 f-
cariofileno foram os constituintes majoritarios nas folhas de Ocimum basilicum e que a

concentracdo de linalol aumentou quando as folhas foram submetidas a um processo de secagem.
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Tabela 6.25: Perfil dos constituintes quimicos das partes de Ocimum sp

CONSTITUINTES IK* 1IK® OEARpta% OEARfol % OEARINfl % °A%
1,8-cineol (1) 1031 1029 tracos 0,5 0,8 0,3
trans-$-ocimeno (12) 1050 1048 tragos 0,5 0,5 -

octanol (13) 1068 1070 - - 0,9 0,9
oxido de linalol (14) 1087 1087 tracos 0,5 0,9 0,4
linalol (9) 1097 1100 1,8 3,1 6,9 3,8
borneol (10) 1169 1168 1,4 4,2 2,6 1,6
eugenol (3) 1359 1357 52,3 74,2 28,3 45,9
p-cariofileno (4) 1419 1420 37,7 15,6 45,7 30,1
a-humuleno (5) 1455 1448 1,6 1,0 2,4 1,4
oxido de cariofileno(11) 1559 1590 54 tragos 9,9 9,9
Total % 100 99,6 98,9 -

Rendimento (p/v %) 0,3 0,3 -

%K da literatura (Adams, 2001)
"IK corrigido por regressio linear

°A = variacéo percentual

Vale salientar que existiam algumas inflorescéncias, de Ocimum sp, secas com a
coloracdo marrom, diferentemente das frescas, que tinham a coloragdo roxa. Nesse contexto,
pode-se concluir que as folhas, por estarem mais frescas do que as inflorescéncias, tinham um
percentual maior de eugenol, ao contréario das inflorescéncias, que tiveram um percentual bem
menor. As inflorescéncias como um todo, por sua vez, ndo tiveram um teor superior de f-
cariofileno em relacdo ao eugenol, por causa da presenca mutua das inflorescéncias secas e
frescas; e o constituinte quimico linalol teve um aumento, embora pequeno, da sua concentracao.
Ainda como as partes aéreas tinham mais folhas do que inflorescéncias, o teor de eugenol
sobressaiu ao p-cariofileno, contudo observamos que ndo ha uma discrepancia entre esses
valores como ha no dleo essencial das folhas, onde o teor de eugenol foi 74,2 %.

Nesse contexto, analisou-se separadamente as inflorescéncias secas das
inflorescéncias frescas de Ocimum sp, a fim de verificar a real composicdo volatil dessas partes
da planta.
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As Figuras 6.36, 6.37, 6.38 mostram os comatogramas por CG/EM e a Figura 6.39 os
espectros de RMN *H dos 6leos essenciais das partes aéreas, das inflorescéncias e das folhas de

Ocimum sp.
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6.4.7- Andlise da composicdo volatil das inflorescéncias frescas e secas de Ocimum sp

As inflorescéncias de Ocimum sp (Figura 6.40) foram coletadas no dia 25 de
setembro e separadas em inflorescéncias secas (coloragdo marrom) e frescas (coloracdo roxa), a
fim de verificar a composicdo real dessa parte da planta. Desse modo foram submetidas a
extracdo de seus constituintes volateis de acordo com o procedimento descrito no item 6.4. A

Tabela 6.26 mostra os rendimentos obtidos da extracdo de 6leos essenciais.

: A ~\ 4 R
15 - i /] - VIR . ,L\&:

Figura 6.40: Inflorescéncias frescas e secas de Ocimum sp.
Foto: Edilberto R. Silveira

Tabela 6.26: Rendimentos dos 6leos essenciais obtidos das inflorescéncias frescas e secas de

Ocimum sp
Ocimum sp Oleo essencial
Inflorescéncia  Sigla Biomassa (Q) Volume (mL) Rendimento (%)
SECA OEARiInfsec 265 0,8 0,3
FRESCA OEARInffre 580 1,3 0,2

De acordo com a Tabela 6.27, observa-se que foram identificados 6 constituintes
quimicos para o 6leo essencial das inflorescéncias frescas e secas. Como observado na analise

anterior, as inflorescéncias contém menores teores de eugenol do que p-cariofileno, assim os
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dados corroboraram com os obtidos para os 6leos essenciais das inflorescéncias frescas e secas,

onde os teores de eugenol foram menores também.

Tabela 6.27: Perfil da composicdo volatil das inflorescéncias frescas e secas de Ocimum sp

CONSTITUINTES IK* IK” OEARinffre % OEARinfsec % ‘A%
linalol (9) 1097 1099 45 18 2,7
borneol (10) 1169 1166 1,5 2,0 0,5
eugenol (3) 1359 1357 20,7 24,0 4,7
p-cariofileno (4) 1419 1421 69,0 33,5 35,5
a-humuleno (5) 1455 1448 2,8 1,5 1,3
oxido de cariofileno (11) 1559 1590 1,5 31,0 29,5
Total % 100 93,8 -

Rendimento (p/v %) 0,2 0,3 -

%K da literatura (Adams, 2001)
"IK corrigido por regressio linear

°A = variacéo percentual

Ainda se observa que o constituinte quimico f-cariofileno atingiu cerca de 70 % do
oleo essencial das inflorescéncias frescas e cerca de 34 % do 0Oleo das inflorescéncias secas. O
Oxido de cariofileno, produto de oxidacdo do p-cariofileno, foi verificado nas inflorescéncias
secas numa proporcdo de 31 %, indicando que ele é o constituinte quimico volatil presente
expressivamente nas inflorescéncias secas de Ocimum sp e que 0 processo de degradacdo do f-
cariofileno é devido ao envelhecimento das inflorescéncias frescas.

As Figuras 6.41 e 6.42 apresentam os cromatogramas por CG/EM e a Figura 6.43 o
espectro de RMN H dos 6leos essenciais das inflorescéncias frescas e secas de Ocimum sp.
Observa-se nos espectros de RMN *H sinais caracteristicos do g-cariofileno (4), que s&o os dois
singletos em aproximadamente o 4,96 e 4,84, relacionados aos hidrogénios geminais da ligacao
dupla exociclica. As absor¢des em & 0,97 e 0,99 foram referentes aos hidrogénios metilicos
ligados a carbonos ndo hidrogenados. Esses sinais também sdo caracteristicos do éxido de
cariofileno (11), porém o sinal que o define, nesse caso, é a absor¢do em aproximadamente &
2,85, com a feicdo de dubleto de dubleto, que foi relacionada a um hidrogénio metinico ligado a
carbono oxigenado. Essa absorcdo é mais intensa no espectro de RMN *H do 6leo essencial das

inflorescéncias secas, referente a presenca expressiva do 6xido de cariofileno.
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Figura 6.43: Espectro de RMN *H (8, 300 MHz, CDC1s) dos 6leos essenciais das inflorescéncias

frescas e secas de Ocimum sp
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As Figuras a seqguir (6.44 a 6.56) representam os espectros de massa dos constituintes

quimicos volateis identificados nos 6leos essenciais de Ocimum gratissimum e de Ocimum sp
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7- CONCLUSAO

O estudo fitoquimico do exsudato dos talos de Croton muscicapa (Euphorbiaceae)
permitiu o isolamento de 5 substancias, um triterpeno identificado como damaradienol (CM-
1) e 4 flavondides metoxilados identificados como: 5-hidroxi-3,7,3°,4’-tetrametoxiflavona
(retusina, CM-2), 3,7.4’-trimetoxicanferol (CM-3), 3,5,3’-trihodroxi-7,4’-dimetoxiflavona
(ombuina, CM-4) e 5,4’-dihidroxi-3,7,3’-trimetoxiflavona (pachipodol, CM-5). Todos estéo
sendo relatados pela primeira vez na espécie em estudo, enquanto que o triterpeno
damaradienol (CM-1) e o flavondide ombuina (CM-4) estdo sendo relatados pela primeira vez
na familia Euphorbiaceae. Ainda estdo em fase de identificagdo uma mistura de dois
diterpenos e um flavonoide.

A atividade antioxidante dos extratos e fracbes de C. muscicapa permitiu verificar
0 bom potencial do extrato cloroférmico do exsudato dos talos (CMEXTC), a qual foi
justificada pela presenca de flavonoides verificados nesse estudo. Observa-se também que 0s
extratos etandlicos das folhas e dos talos apresentaram um bom potencial antioxidante,
verificados pelo V% (indice varredor), 87 e 92 %, respectivamente, diferentemente dos
extratos hexanicos dos mesmos, cujos IV % foram baixos.

O estudo da composicdo quimica volatil de Ocimum gratissimum e de Ocimum sp
mostrou que as partes aéreas de O. gratissimum apresentou eugenol como constituinte
majoritario, seguido por 1,8-cineol, enquanto que Ocimum sp apresentou além do eugenol,
teores bastante significativos de S-cariofileno em relacdo a O. gratissimum. Desse modo, a
espécie O. gratissimum estudada foi classificada no quimiotipo eugenol.

A andlise dos constituintes quimicos volateis durante os meses de marco a
dezembro de 2007 permitiu observar que tanto para O. gratissimum quanto para Ocimum sp, 0
teor de eugenol foi maior no més de margo (86,4 %, 87,8%, respectivamente), durante o
periodo chuvoso, enquanto que o menor teor foi verificado no més de agosto (60,6 %) para O.
gratissimum e 38,1 % no més de outubro para Ocimum sp. Para O. gratissimum, os teores do
constituinte quimico 1,8-cineol foram maiores na época seca, que compreende 0os meses de
julho a dezembro bem como o S-cariofileno para Ocimum sp.

A variacdo desses constituintes quimicos durante o dia nos horarios de 6:00 h,
10:00 h, 14:00 h e 18:00 h, realizada nos meses de abril e agosto, mostrou que para O.
gratissimum o teor de eugenol foi maior as 14:00 h, enquanto que o menor teor foi observado
as 10:00 h, ao contrario do constituinte quimico 1,8-cineol. Ja para Ocimum sp, houve uma

falta de uniformidade dos resultados, pois 0 eugenol, em abril, foi maior nos horarios de 6:00
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he 18:00 h, enquanto que no més de agosto, 0 maior teor foi as 14:00 he o menor as 10:00 h.
O constituinte quimico p-cariofileno foi menor as 6:00 h no més de abril e as 14:00 h no més
de agosto, enquanto que no horario de 10:00 h os teores foram maiores.

Também foi verificado que espécimes de Ocimum sp, quando cultivados em
canteiros expostos ao sol e em estufas ndo apresentaram variacdo significativa dos
constituintes quimicos, indicando que esse fator, local de cultivo, ndo foi determinante para a
mudanca do fendtipo dos espécimes observados.

Ao separar as folhas das inflorescéncias de Ocimum sp, observou-se que as folhas
apresentaram maior teor de eugenol do que de fS-cariofileno, enquanto que as inflorescéncias
mostraram um teor maior de p-cariofileno. Como as inflorescéncias de Ocimum sp se
apresentavam secas e frescas, analisou-as separadamente observando, assim, que 0 f-
cariofileno foi majoritario nas inflorescéncias frescas e o p-cariofileno juntamente com o
oOxido de cariofileno foram encontrados nas inflorescéncias secas. Ja nas inflorescéncias,
como um todo, o teor dos dois constituintes quimicos, eugenol e p-cariofileno, eram bastante
significativos, porém com a prevaléncia do g-cariofileno.

Portanto o continuo estudo da quimica de produtos naturais é necessario, visto que
existem muitas plantas que ndo sdo conhecidas quimicamente e que podem desempenhar um

papel importante para a quimica medicinal.
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8- CONSTANTES FISICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS
8.1. Triterpeno

8.1.1-CM-1

FM: C3oH50
PM: 426 Daltons

Aspecto: solido branco

Damaradienol (107)

Espectroscopia na regi&o do I.V. (NaCl, cm!): 2931, 2860, 1708, 1638, 1455, 1379, 1038.
Espectrometria de massa (70 eV) m/z: 426, 218, 207, 189, 135, 109, 95, 81, 69.
Espectroscopia de RMN *H (500 MHz, CDCl): Tabela 4.2, pag.71

Espectroscopia de RMN 13C (125 MHz, CDCL): Tabela 4.2, pag.71

8.2- Flavondides

8.2.1-CM-2

FM: C19H1807
PM: 358 Daltons

Aspecto: s6lido amarelo

Retusina (21)

Espectroscopia na regi&o do I.V. (NaCl, cm!): 3445; 3009; 2951 ; 2841; 1590; 1513; 1234; 1028.
Espectrometria de massa (70 eV) m/z: 358, 357, 343, 327, 315, 285, 165.

Espectroscopia de RMN *H (500 MHz, CDCl): Tabela 4.4, pag. 84

Espectroscopia de RMN *3C (125 MHz, CDCL): Tabela 4.4, pag.84
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8.2.2- CM-3

FM: C13H1606
PM: 328 Daltons

Aspecto: so6lido amarelo

3,7,4"-trimetoxicanferol (8)
Espectroscopia na regido do 1.V. (NaCl, cmt): 3449; 3001; 2948; 2848; 1586; 1500; 1260; 1174.
Espectrometria de massa (70 eV) m/z: 328, 327, 309, 285, 150, 135.
Espectroscopia de RMN *H (500 MHz, CDCl): Tabela 4.7, pag.96.
Espectroscopia de RMN *3C (125 MHz, CDCl): Tabela 4.7, p4g.96.

8.2.3-CM-4

FM: C17H14O7
PM: 330 Daltons

Aspecto: s6lido amarelo

Ombuina (108)

Espectroscopia na regido do 1.V. (NaCl, cmt): 3454, 3424, 1659, 1593, 1504, 1220, 1238, 1161.
Espectrometria de massa (70 eV) m/z: 330, 315, 287, 259, 149, 135.

Espectroscopia de RMN *H (500 MHz, CDCl): Tabela 4.10, pag. 106.

Espectroscopia de RMN 3C (125 MHz, CDCL): Tabela 4.10, pag. 106.
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8.2.4- CM-5

FM: C18H1607
PM: 344 Daltons

Aspecto: s6lido amarelo

Pachipodol (18)

Espectroscopia na regido do I.V. (NaCl, cmt): 3444, 2923, 2850, 1661, 1600, 1515, 1495, 1210.
Espectrometria de massa (70 eV) m/z: 344, 329, 313, 301, 158, 135.

Espectroscopia de RMN *H (500 MHz, CDCl): Tabela 4.13, pag.117.

Espectroscopia de RMN *3C (125 MHz, CDCl): Tabela 4.13, pag.117.
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