UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE MEDICINA E PATOLOGIA LEGAL
REDE NORDESTE DE BIOTECNOLOGIA

JEAN PARCELLI COSTA DO VALE

POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE PLANTAS DA CAATINGA: ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA E ANTIOXIDANTE DE CONSTITUINTES FIXOS E
VOLATEIS DE Vitex gardneriana e Croton piauhiensis

FORTALEZA
2015



JEAN PARCELLI COSTA DO VALE

POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE PLANTAS DA CAATINGA: ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA E ANTIOXIDANTE DE CONSTITUINTES FIXOS E VOLATEIS

DE Vitex gardneriana E Croton piauhiensis

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Biotecnologia da
Universidade Federal do
Ceara/Renorbio, como requisito parcial
para obteng¢do do titulo de Doutor em
Biotecnologia. Area de concentracio:
Biotecnologia em Produtos Naturais.

Orientador: Prof. Dr. Edson Holanda
Teixeira
Coorientador: Prof. Dr. Hélcio Silva dos
Santos

FORTALEZA
2015



Dados Internacionais de Catalogacio na Publicacio
Universidade Federal do Cesara
Biblicters de Ciéncizs e Tenologia

VI43p Vale, Jean Parcelli Costa do.
Potencial biotecnologico de plantas da castinga: atividade snfibacteriana e anfiowidsnte de
contimintes fixos & voliteis de Vitex gardnerians e crofon pishiensis. / Jean Parcelli Costa do Vale —
2015,
1341 : il color., emc_

Tese (Doutorado) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncias, Programa de Dés-
Graduagio em Biotecnologia (Rede Nordeste de Biotecnologia), Fortaleza, 2015

Area de Concentracio: Biotecnologia em produtos natarais,

Ormientacio: Prof. Dr. Edson de Holanda Teixeira.

Coorientacio: Prof. Div. Helcio Silva dos Santos.

1. Caatinga. 2. Vepetagio. 3 Bioteconologia. I Timlo.

CDD 6806




JEAN PARCELLI COSTA DO VALE

POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE PLANTAS DA CAATINGA: ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA E ANTIOXIDANTE DE CONSTITUINTES FIXOS E VOLATEIS

DE Vitex gardneriana E Croton piauhiensis

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Biotecnologia da
Universidade Federal do
Ceara/Renorbio, como requisito parcial
para obteng¢do do titulo de Doutor em
Biotecnologia. Area de concentracio:
Biotecnologia em Produtos Naturais.

Aprovada em: / /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Edson Holanda Teixeira
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Universidade Dr. Hélcio Silva dos Santos
Universidade Estadual Vale do Acarau (UVA)

Prof. Dr. Mayron Alves Vasconcelos
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Francisco Vassiliepe Souza Arruda
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Paulo Nogueira Bandeira
Universidade Estadual Vale do Acarau (UVA)

Prof. Dra. Maria da Conceig¢ao Lobo Lima
Universidade Estadual do Ceara (UECE)



Aos meus pais, Francisco Manoel do
Vale (In memoriam) e Teresinha Hercilia
do Vale.

A minha esposa Marliete e aos meus

filhos Thiago e Matheus.



AGRADECIMENTOS

A Deus o criador!

A Universidade Federal do Ceara — UFC.

A Rede Nordeste de Biotecnologia — RENORBIO.

A Universidade Estadual Vale do Acarau — UVA.

Ao Prof. Dr. Edson Holanda Teixeira, pela excelente orientagao.

Aos professores do curso, pela dedicagdo e paciéncia nas aulas
ministradas.

Aos colegas da turma e todos aqueles do curso com quem tive a
oportunidade de conviver, pelas reflexdes, discussdes, criticas e sugestoes.

Aos colegas de trabalho da Universidade Estadual Vale do Acarau —
UVA, pelos conselhos, criticas e sugestbes durante o desenvolvimento deste
trabalho. Especialmente ao Professor Hélcio Silva dos Santos, Professor Paulo
Nogueira Bandeira e a Professora Maria Rose Jane Albuquerque.

Ao Departamento de Quimica Organica e Inorganica da UFC.

Ao Professor Edilberto responsavel pelo Centro Nordestino de Aplicacédo
e Uso da Ressonéancia Magnética Nuclear (CENAUREM), da Universidade Federal
do Ceara, pelos espectros de RMN para elucidacdo das estruturas dos compostos
isolados.

Ao professor Raimundo Braz-Filho, Setor de Quimica de Produtos
Naturais - LCQUI — CCT da Universidade Estadual Norte Fluminense, pela
contribuicdo na elucidacao das estruturas dos compostos isolados.

Aos colegas de curso Bruno, Flavio e Nairley e aos Pds-doutorados
Mayron e Vassiliepe.

Atodos os colegas do Biofilm Group LIBS, Grupo de Biofilmes e BIOMOL
GROUP da UFC.

Aos bolsistas voluntarios e de iniciagdo cientifica da Universidade
Federal do Ceara - UFC e da Universidade Estadual Vale do Acarau — UVA.

A todas as pessoas que direta ou indiretamente contribuiram para o

desenvolvimento deste trabalho.



“Quando a gente acha que tem todas as
respostas, vem a vida e muda todas as

perguntas”. (Luis Fernando Verissimo)



RESUMO

O uso de plantas com fins terapéuticos € uma das formas de pratica medicinal mais
antiga da humanidade. Metabdlitos secundarios isolados de plantas tém
contribuido significativamente para o desenvolvimento de novos farmacos nos
ultimos anos. O principal objetivo deste trabalho foi contribuir com o conhecimento
cientifico sobre espécies vegetais da Caatinga com potencial terapéutico para
desenvolvimento de possiveis produtos Biotecnoldgicos. Foram caracterizados
quimicamente por Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H
e 8C uni e bidimensionais, metabdlitos secundarios fixos e volateis de Vitex
gardneriana e metabdlitos secundarios volateis de Crofon piauhiensis. Isolou-se 9
(nove) constituintes fixos de V. gardneriana. Da casca VGC (l), mistura de Acido
Ursolico e Acido Oleandlico. Do lenho: VGL (1) Acido vanilico; VGL (Il) Acido p-
hidroxi-benzoico; VGL (lll) 4-hidroxi-3-metoxibenzoato de p-hidroxi-benzadico,
(inédito na literatura); VGL (IV) Acido 2a,3a,19a-trihidroxiursan-12-en-28-6ico e o
VGL (V) 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol, (inédito na literatura). Da raiz: VGR (l)
Acido protocatecuico; VGR (l1) 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol e o VGR (Ill) uma
mistura de B-sitosterol e estigmasterol. Os 6leos essenciais e 5 (cinco) metabdlitos
secundarios foram testados, verificando o potencial antibacteriano nas formas
plancténicas e biofilme, também foi verificado o potencial antioxidante dos mesmos
utilizando quatro diferentes métodos. Realizou-se a avaliacdo de inibicdo do
desenvolvimento do biofilme formado por Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145. Os d6leos essenciais de C. piauhiensis e V.
gardneriana, comprovaram ser capazes de inibir o desenvolvimento microbiano em
ambas as formas de vida bacteriana e também apresentaram poder antioxidante.
Neste contexto pode-se afirmar que metabdlitos secundarios fixos e volateis de C.
piauhiensis e V. gardneriana, possuem potencialidades para se tornarem

promissores produtos biotecnologicos.

Palavras-chave: Vitex gardneriana. Croton piauhiensis. Atividade antibacteriana.

Atividade antibiofilme. Atividade antioxidante.



ABSTRACT

The use of plants for therapeutic purposes is one of the oldest forms of medical
practice of humankind. Isolated plant secondary metabolites have contributed
significantly to the development of new drugs in recent years. The main objective
was to contribute to the scientific knowledge of plant species of the Caatinga with
therapeutic potential for development of possible biotechnological products. Were
chemically characterized by Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) 'H
and 3C one and two-dimensional, fixed and volatile secondary metabolites of Vitex
gardneriana and volatile secondary metabolites of Croton piauhiensis. Was isolated
nine (9) fixed constituents V. gardneriana. From the shell VGC (l), a mixture of
ursolic acid and oleanolic acid. From the wood: VGL (I) Synthesis of vanillin; VGL
(Il) p-hydroxy-benzoic acid; VGL (lll) 4-hydroxy-3-methoxybenzoate p-hydroxy-
benzoic acid (unpublished literature); VGL (IV) acid 2a, 3a, 19a-trihidroxiursan-12-
en-28-oic acid and VGL (V) 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol (unprecedented in the
literature). From the root: VGR (l) acid protocatechuic; VGR (ll) 3-O-B-D-
glicopiranosilsitosterol and VGR (Ill) a mixture of B-sitosterol and stigmasterol. The
essential oils and five (5) Secondary metabolites were first tested by checking the
antimicrobial activity in the planktonic and biofilm forms, was also checked the
antioxidant potential using four different methods. As well, as experiments for
evaluating the inhibition of the development of biofilm formation by Staphylococcus
aureus ATCC 25923 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145. The oil showed
significant efficiency in biofilm inhibition assays formed with the respective bacteria,
where Croton oil was more efficient than the oil of Vitex. The essential oils of V.
gardneriana and C. piauhiensis proved to be capable of inhibiting microbial growth
in both forms of bacterial life and showed antioxidant power. In this context, it can
be said that fixed and volatile secondary metabolites of C. piauhiensis and V.

gardneriana, have the potential to become promising biotech products.

Keywords: Vitex gardneriana. Croton piauhiensis. Antibacterial activity. Antibiofilm

activity. Antioxidant activity.
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1 INTRODUGAO

Os vegetais para sobreviverem e evoluirem travam uma verdadeira
guerra por espacos e também para se defenderem dos ataques de herbivoros e de
pragas patogénicas de toda espécie. Nesta competicdo durante milhares de anos,
estes, desenvolveram uma série de defesas fisicas e quimicas. Esta é arazéo e o
porqué de grande complexidade da constituicdo quimica dos vegetais, e dos
mesmos biossintetizarem substancias que atuam em alvos especificos de seus
predadores (FERREIRA; PINTO, 2010).

O uso de plantas medicinais com fins terapéuticos é uma tradicdo
milenar presente nas culturas de varias nacdes constituindo ainda hoje, um recurso
alternativo de grande aceitacdo. Este comportamento vem chamando a atencéo da
comunidade cientifica no sentido de comprovar a eficacia e promover 0 uso seguro
desses recursos naturais (CAVALCANTE et al.,, 2013). De acordo com a
Organizacao Mundial de Saude (OMS), mais de 400 milhdes de pessoas no mundo
buscam na medicina tradicional os cuidados basicos de saude (DEY; NATH, 2012).

Plantas que apresentam atividade antioxidante sdo de grande interesse
visto que a presenca de radicais livres esta associada a diversos fatores como
mutacdo do DNA, oxidacdo de proteina e peroxidacédo lipidica, que tem relacdo
direta com a formacdo de ateromas e ateroscleroses. Assim, plantas que
apresentam atividade antimicrobiana e antibiofime também sdo de extrema
relevancia, pelo fato de muitos micro-organismos apresentarem resisténcia, nao
somente aos antibidticos ja pré-estabelecidos, como também aos de dUltima
geracdo, causando crescente problema de saude publica mundial (SILVA et al.,
2012).

Os oOleos essenciais sdo produtos aromaticos de metabolismo
secundario de plantas, normalmente produzidos por células secretoras ou grupos
de células. Sdo comumente concentrados em uma regido do vegetal, como nas
folhas, casca, caule, flores ou frutos, e frequentemente apresentam composi¢ao
diferente. (ANDRADE, et al., 2012). Os 6leos essenciais vém sendo usados desde
a antiguidade como aromatizantes. Apresentam grande importancia em varios

setores, sendo bastante utilizados na indUstria de alimentos e bebidas, na indUstria
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farmacéutica e de cosméticos devido ao grande espectro de suas atividades
bioldgicas (BARROS, 2008).

Biofilmes microbianos s&o definidos como comunidades sésseis
complexas, formadas por células bacterianas embebidas numa matriz polimérica
extracelular autoproduzido consistindo de exopolissacaridos (EPS), proteinas e
DNA, aderidos a uma superficie viva ou inerte, protegendo as bactérias contra o0s
efeitos deletérios de agentes antimicrobianos e aumento da resisténcia ao sistema
imunitario do hospedeiro (DONLAN; COSTERTON, 2002).0s biofilmes, tem a
capacidade de aderirem as superficies abidticas, tais como o vidro, poliestireno, e
até mesmo de aco inoxidavel e superficies bidticos, tais como células e tecidos
(DAVEY; O'TOOLE, 2000). Devido a estas caracteristicas, os biofilmes podem
causar problemas sérios em dispositivos médicos, bem como enfermidades apos a
sua formacdo (HANCOCK, et al., 2011).

Neste contexto, os géneros Croton (Euphorbiaceae) e Vitex (Lamiaceae)
sdo extremamente importantes, uma vez que estudos fitoquimicos realizados com
espécies dos referidos géneros tém mostrado a presenca de terpenoides,
alcaloides, flavonoides, esteroides e ligninas. Podemos destacar os diterpenos e
flavonoides, por apresentarem uma vasta variedade de atividades farmacoldgicas,
principalmente atividade antimicrobiana e antioxidante (CARNEIRO et al., 2011; SA
et al., 2012; RANI; SHARMA, 2013; OLIVEIRA et al., 2014).

Vitex gardneriana € uma arvore de médio porte encontrada no sertdo
nordestino, frequentemente as margens dos rios. Conhecida popularmente por
“Jaramataia”, tem sido utilizada no tratamento de doencas inflamatérias. A literatura
descreve apenas o estudo fitoquimico do extrato metandlico das cascas do caule
gue resultou no isolamento de um ecdisteréide e um iridéide além das atividades
molusicida e de toxicidade aguda do mesmo extrato (SA-BARRETO et al.,
2005;2008).

A espécie Croton piauhiensis (Euphorbiaceae), um pequeno arbusto
nativo do sertdo nordestino e ndo foram encontrados na literatura relatos
fitoquimico ou farmacol6gicos do mesmo. Espécies de Croton, como Croton
nepetaefolius, cujo diterpeno casbano isolado do seu caule revelou promissora
atividade antimicrobiana, por exemplo (VASCONCELOS et al., 2014; CARNEIRO
et al., 2011).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2. 1 Generalidades

A Caatinga é o mais importante tipo de vegetacdo do Semiarido do
Nordeste brasileiro, caracterizada por espécies herbaceas anuais e espécies
lenhosas arbustivas, com patriménio bastante diversificado e ocorréncia de
espécies endémicas, sendo o Unico bioma exclusivamente brasileiro. Ocupando
aproximadamente 750.000 km?, representa cerca de 10% do territério brasileiro e
60% da regido Nordeste. Muitas espécies de plantas desse bioma sédo amplamente
conhecidas e utilizadas na medicina popular e na producdo comercial de produtos
fitoterdpicos (FERNADA et al., 2013).

Uma pesquisa, realizada pela organizacdo Mundial da Saude (OMS),
para compostos puros de origem vegetal utilizados como medicamentos, revelou
gue dos 122 compostos identificados, 80 % foram usados para fins etnomedicinais.
Alguns exemplos relevantes sao quelina, uma furanocromona, isolada de Ammi
visnaga, a qual levou ao desenvolvimento da Cromolina, um broncodilatador, o
alcaloide galegina, obtido de Galega officinalis L., modelo para a sintese de outros
farmacos antidiabéticos e o alcaloide papaverina, isolado da espécie Papaver
somniferum, o qual formou a base para o medicamento verapamil, utilizado no
tratamento da hipertensdo (CRAGG; NEWMAN, 2013).

2.2 Atividade antimicrobiana de vegetais

Plantas que apresentam atividade antibacteriana e antibiofilme séo de
extrema importancia, devido ao fato de muitos micro-organismos apresentarem
resisténcia, ndo somente aos antibidticos ja pré-estabelecidos, como também aos
de dltima geracdo, agravando este grande problema de saude publica mundial
(SILVA et al., 2012). Recentemente, 0 aparecimento de “superbactérias”, micro-
organismos com habilidade de resistir a quase todos os antibiéticos, gerou o medo
devido a possibilidade do surgimento de uma nova pandemia.

Durante a Ultima década, tornou-se claro que os antibidticos estéo

gradativamente perdendo sua eficacia contra 0s microrganismos. O uso
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indiscriminado dessas drogas promoveu uma selegdo natural “induzida” em
bactérias patogénicas tornando alguns desses micro-organismos resistentes a
maioria dos agentes antimicrobianos desenvolvidos (HANCOCK, 2007). Além
disso, a capacidade de diversas bactérias de se desenvolverem em biofilmes
microbianos também confere uma maior resisténcia a antibioticos, mesmo quando

utilizados em maiores concentragbes (HZIBY et al., 2010).

2.3 Micro-organismos patogénicos

Os micro-organismos patogénicos associados em biofilmes séo o foco
de uma intensa rede de pesquisas devido ao seu envolvimento em um grande
namero de doencas infecciosas crénicas (DONLAN; COSTERTON, 2002,
BJARNSHOLT et al., 2008, 2009a, b; JAMES et al., 2008; HOMOE et al., 2009).
Acredita-se que a formacdo de biofilme desempenhe um papel importante na
imunidade da infeccéo e na protecéo contra antimicrobianos (VUONG et al., 2004).

A presenca do gene (NDM-1) em dois tipos comuns de bactérias -
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli foi identificado como responsavel pela
resisténcia dessas bactérias aos principais grupos de antibioticos, incluindo os
carbapenens, normalmente utilizados como Ultima tentativa de tratamento
emergencial em pacientes cuja antibioticoterapia convencional ndo possui um
efeito satisfatério (KUMARASAMY et al., 2010). Além disso, a capacidade de
diversas bactérias de se desenvolverem em biofilmes microbianos também confere
uma maior resisténcia a antibidticos, mesmo quando utilizados em maiores
concentracbes (HGIBY et al., 2010).

2.4 Biofilmes

Biofilme é um consorcio estruturado de bactérias capazes de produzir
uma matriz polimérica que consiste de polissacarideos, proteinas e DNA (FIGURA
1).

Estas comunidades podem estabelecer-se em uma ampla variedade de

superficies que além da capacidade de produzir biopolimeros extracelulares, as



27

células em comunidades apresentam padrdo de crescimento reduzido e genes

especificos regulados para mais ou para menos (ABEE et al., 2010).

Figura 1 - Etapas de formacéo de um Biofilme
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Fonte: Adaptado de Rickard et al., 2003

Bactérias crescendo em biofilmes causam infec¢des crbnicas que séo

caracterizadas por inflamacao persistente e dano tecidual.
(TABELA 1), incluindo infec¢des de corpo estranho, sdo infec¢des que persistem a
despeito de antibioticoterapia, sistema imune inato e adaptativo e resposta
inflamatéria do hospedeiro é em contraste a colonizacdo, sao caracterizados por

resposta imune e persisténcia patoldgicos (H@IBY et al., 2010).

Tabela 1 -

micro-organismos comumente envolvidos.

InfeccBes crbnicas

Infec¢des/doengas humanas associadas com formagéo de biofilmes e

Doencas associadas a biofilmes / Principais micro-organismos envolvidos

Endocardite valvular nativa S. aureus

Otite S. aureus, S.
pneumoniae

Infeccdo do trato urinario S. saprophyticus

epidermidis, P.

aeruginosa,

S.
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Fibrose cistica P. aeruginosa , S. aureus, H. influenzae, S.
pneumoniae
Doencas periodontais P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, Bacteroides

forsythus, T. denticola

Cérie S. mutans

Artrite séptica aguda S. aureus

Prostatite bacteriana P. aeruginosa, Staphylococcus coagulase-negativo
cronica

Fonte: BATONI et al., 2011 com modificacdes.

Esse tipo de associacao microbiana pode se desenvolver em superficies
bidticas e abidticas, incluindo tecidos vivos, dispositivos médicos e/ou indUstrias,
sistemas de tubulacdo de agua ou até mesmo em ambientes marinhos (TABELA
2). Na medicina, as superficies, tais como dentes, cateteres, valvulas cardiacas e

lentes de contato podem ser fortemente colonizadas (ONURDAG et al., 2010).

Tabela 2 - Aparelhos médicos colonizados por biofilmes e micro-organismos
envolvidos

Aparelhos médicos colonizados por biofilmes/ Principais micro-organismos
envolvidos

Vélvulas do coracéo S. aureus, S. epidermidis, S. sanguis, Streptococcus
spp., Enterococcus spp., Candida spp.

Cateter venoso central S. aureus, S. epidermidis, C. albicans, P. aeruginosa,
K. pneumoniae

Cateter urinario Staphylococcus  spp, Enterococcus spp., K
pneumoniae, P. aeruginosa

Acrilicos dentais C. albicans

Aparelhos intra-uterinos S. aureus, Enterococcus spp., C. albicans

Fonte: BATONI et al., 2011 com modificac¢des.
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2.5 Substancias vegetais com atividade antimicrobiana

Agentes antimicrobianos que possuem uma pequena massa molecular,
podem ser efetivos para desestabilizar a matriz polissacaridica do biofilme e
permitir a sua desestruturagdo. Assim, classes de substancias com estas
propriedades merecem destaque especial, uma vez que séo efetivos contra o
crescimento de bactérias e fungos, como também sobre comunidades estruturadas
de microrganismos, denominadas biofilmes (CARNEIRO et al., 2011).

O que pode ser evidenciado pelo potencial antimicrobiano do terpenoide
isolado de Xanthorrhiza curcuma, que se mostrou ativo contra diferentes
microrganismos mesmo apds um tratamento térmico e uma elevada variacdo de
pH, sugerindo fortemente sua utilizacdo como um conservante natural para impedir
o crescimento de patdégenos (LEE et al., 2008) e do diterpeno salvipsone isolado
de Salvia sclarea, que é efetivo contra a formacéo e desenvolvimento de biofilmes
de Staphylococcus sp. reduzindo significativamente o nimero de células viaveis do
biofilme. Sendo o primeiro composto derivado de plantas a demonstrar efeito contra
agregados celulares de estafilococus (KUZMA et al., 2007; HERNANDEZ et al.,
1999).

Além da promissora atividade bactericida, bacteriostatica e antibiofilme
do diterpeno casbano isolado de Croton nepetaefolius (FIGURA 2) contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas e espécies de Candida (VASCONCELOS et al.,
2014; CARNEIRO et al., 2011). Vale ressaltar que o diterpeno casbano isolado de
Croton nepetaefolius, também inibiu o crescimento de bactérias orais em biofilme,
principalmente Streptococcus mutans (UA 159) principal agente etiolégico
causador da carie (SA et al., 2012).

Figura 2 - Diterpeno casbano isolado de Croton nepetaefolius
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2.6 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais obtidos a partir das varias partes das plantas ja vém
sendo usados desde a antiguidade como aromatizantes. Apresentam grande
importancia em varios setores industrias, sendo bastante utilizados na inddstria de
alimentos e bebidas, na industria farmacéutica e de cosméticos devido as suas
atividades.

Os oOleos essenciais sdo misturas complexas de compostos volateis.
Geralmente possuem aroma forte e se apresentam no estado liquido em
temperatura ambiente. Podendo ser obtidos de todos os érgaos vegetais: folhas,
flores, frutos, ramos e raizes, através de processos fisicos de extracao (SILVA,
2007).

Os compostos quimicos que constituem os 6leos essenciais variam de
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenais,
ésteres, éteres, oxidos, peréxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas
até compostos com enxofre. Sendo que as misturas de terpenos preponderam
(SILVA, 2007).

Os terpenos sdo substancias cuja origem biossintética deriva de
unidades do isopreno (FIGURA 3). A unidade isoprénica origina-se a partir do acido
mevaldnico (FIGURA 4). Os esqueletos carbonados dos terpenos (TABELA 3) sdo
formados pela condensacdo de um numero variavel de unidades pentacarbonadas.
Os compostos terpénicos mais comuns nos 6leos esséncias sao 0s monoterpenos,
cerca de 90% e os sesquiterpenos (SIMOES et al., 1999).

Figura 3 — Unidade isoprénica Figura 4 — Acido mevalonico

/
HO 0] OH

Os monoterpenos podem ser divididos em trés subgrupos, por exemplo:
aciclicos (mirceno, linalol, geraniol), monociclicos (a-tocoferol e terpinoleno),

biciclicos (a-pineno, tujona, canfora e fenchona). Enquanto os sesquiterpenos mais

frequentes sao: humulano, bisabolano, elemano, germacreno, cariofilano,
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eudesmano, cadinano, eremofilano, guaiano, malieno e aromadendreno (SIMOES
et al., 1999; ALMEIDA, et al., 2010).

Tabela 3 - Condensacéo de unidades isoprénicas na formacao de terpendides

N° de Numero de atomos de carbono / Estrutura Classificagéo
unidades
1 THa Isopreno
5 ch\)\CH3
2 ji/\/TH;/ MonOterpenéldeS
10 e CH3
3 AT, |Sesauiterpentides
15 e CHg
4 W Diterpenéides
20 e CHg
> W sesterpens
25 we b
° M Tepenaes
30 HC h
3 40 Tetraterpendides
CHs  CHy  CHy  CHy  CHy  CHy  CHy  ChHg
CHg
HsC
N N Polisoprendides

Fonte: Elaborada pelo autor.

A composigdo quimica do Oleo essencial de uma planta depende de

véarios fatores, tais como: localizacdo geografica, estagio do ciclo vegetativo da

planta, condi¢cdes edafoclimaticas, as técnicas de cultivo, variagbes sazonais e

circadianas. As técnicas de obtencao de 6leos essenciais podem levar a perda de

constituintes importantes e modificar a composi¢ao quimica original do éleo.
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2.6.1 Processos de extracao de 6leos essenciais

Para a extracdo de 6leos essenciais devem ser selecionadas técnicas
eficientes, menos trabalhosas e que evitem a modificacdo da composicao original
do 6leo. Conforme SILVA (2007), as técnicas de obtencdo que tém surgido nos
altimos anos, visam assegurar que o 6leo obtido possua composi¢do quimica o
mais proximo possivel da composicdo da planta viva, apresentem aroma original,
sem conter artefatos de extracdo, aumentando assim a qualidade e portanto, o valor
comercial do dleo.

Desde o0s anos 3000 a.C. jA se encontravam registros sobre a
hidrodestilacdo como técnica para extracao de Oleo essencial. Os aparelhos tipo
Clevenger sdo amplamente utilizados para esta técnica como recomendacéo da

Organizacdo mundial de Saude (OMS), devido a praticidade e ao baixo custo
(PRINS et al., 2006)

2.6.1.1 Processo de extragao por hidrodestilagao

Neste método (FIGURA 5), o material vegetal é imerso em agua sob
aquecimento até a fervura, resultando na formacdo de vapores que arrastam 0s
constituintes volateis, 0os quais, ap0s condensacao, separam-se da fase aquosa por
decantacdo. ApOs a separacao, 0 Oleo devera passar por um tratamento com
sulfato de sodio anidro para retirar possiveis moléculas de dgua ainda presentes.
Em seguida, o 6leo obtido devera ser armazenado em ambiente refrigerado (PRINS
et al., 2006).

Na hidrodestilacdo, a composicdo dos 0Oleos essenciais pode sofrer
modificacdo devido ao contato com a agua, o tempo de extracdo e a velocidade do
aguecimento, que é regulada segundo graduacao do equipamento variando de 1 a
10 °C (PRINS et al., 2006).
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Figura 5 — Extrator por hidrodestilacao

Fonte: O autor

2.6.1.2 Processo de extragao por arraste de vapor

Na extragédo por arraste com vapor d’agua (FIGURA 6), a amostra é
submetida a temperatura de 100°C, e o 6leo essencial podera sofrer modificacédo
em sua composicdo quimica, como isomerizacdes, decomposicdes, e outras
reacOes indesejadas. As modificagbes que podem ocorrer nesta técnica de
extracao levam a obtencao de 6leos cujo aroma difere daquele da planta de origem,
levando também a perda de constituintes importantes para a industria quimica
(SILVA, 2007).

Fonte: Silva, 2007.

Constituintes importantes podem estar se perdendo nos processos de
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extragdo, advindo dai a vantagem da técnica de extracdo pelo processo de
utilizacdo das microondas, além da possibilidade de se obter 6leo essencial a partir
de pequenas quantidades de material. A extragdo com o uso de microondas
(FIGURA 7) pode ser realizada utilizando um forno de microondas doméstico
adaptado. Nessa técnica, utiliza-se quantidade menor de material vegetal, 30 a 40g,
e o tempo de exposicao é de apenas 4 a 8 minutos (SILVA, 2007).

Figura 7 — Extrator usando forno de microondas adaptado

Fonte: Silva, 2007.

O material é colocado com agua em um bal&o e exposto as microondas
que aguecem as moléculas de agua existentes no vegetal, fazendo com que o 6leo
seja arrastado pelo vapor formado. O 6leo essencial obtido assemelha-se com

aquele extraido por arraste com vapor de agua (SILVA, 2007).

2.6.1.3 Processo de extracdo por CO2 supercritico

Dentre as técnicas de obtencao de 6leo essencial, a extracdo por CO:2
supercritico (FIGURA 8), é atualmente o método mais escolhido pelas industrias,
pois, através desta técnica, obtém-se um produto mais puro do que aqueles obtidos
por outras técnicas (SIMOES et al., 1999).

Para extracbes com CO:2 supercritico, utiliza-se quantidade maior de
material vegetal, que deve ter sido seco a temperatura ambiente. Com a
temperatura de trabalho baixa, aproximadamente 32°C, com isso pode-se extrair
constituintes termicamente labeis. Este fato somado a capacidade de solvatagcéo
do CO: possibilita a obtencéo de 6leo essencial mais puro, com aroma original e
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livre de solventes, pois o CO:2 pode ser retirado do sistema apenas com
modificacdes na temperatura e presséo (SILVA, 2007).

Figura 8 — Extrator usando CO2 supercritico

1. Cilindro de CO2 7 Manémetro 2 11. Restritor N

2. Vilvula para entrada de CO2 em 3 ¢ () v, g aquecimento do cilindro 12 Bomba Pnenmatica

4. Valvula de saida de CO2 de 3 9. Valvula de saida da cela extragao 14. Compressor

5. Manodmetro 1 10. Valvula de regulagem de pressio  135. Tubos de Transmissio
6. Valvula intermediadora 16. Cela de Extragio

Fonte: Silva, 2007.

2.6.2 Atividade Bioldgica e usos de 6leos essenciais

Sao varias as atividades apresentadas pelos 6leos essenciais. Dentre
elas, destacam-se as atividades: antimicrobiana, anestésica, antitumoral,
antioxidante, analéptica, analgésica, anti-helmintica, antiepilética, anti-HIV e outras
(SILVA, 2007).

Conforme SIMOES et al., (1999), algumas propriedades farmacoldgicas

estao bem estabelecidas, tais como:

- Acao carminativa: produc¢ao de anestesia sobre a cardia, permitindo seu

relaxamento e consequente expulsao do ar do gastrointestinal.
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- Acdo antiespamddica: relaxamento da musculatura lisa intestinal,
diminuindo ou suprimindo espasmos (colicas).

- Acgao secretolitica: provoca a atividade secretora do epitélio respiratoério,
facilitando a fluidificacdo e a expulsdo dos mucos em alguns casos
respiratorios.

- Acao anestésica local: presenga de alto nivel de eugenol.

- Acao anti-séptica: inibicdo do crescimento de varias bactérias e fungos,
devido a presenca de compostos fendlicos, aldeidos e alcoois.

- Acao antioxidante: capacidade de retardar ou inibir a oxidagao.

Os ¢6leos essenciais tém uma grande importancia na industria devido
principalmente ao seu vasto uso como aromatizante ou flavorizante e suas
propriedades terapéuticas.

O Brasil € um exportador de 6leos essenciais “in natura”, sem qualquer
modificagao, esses dleos muitas vezes voltam ao pais , apds terem sido submetidos
a processos de purificagdo e separagao, ou sob forma de derivados e constituintes
quimicos isolados, chegando com um preco bem mais elevado (SILVA, 2007).

Sao varios os tipos de 6leos essenciais produzidos no Brasil que tem
escala comercial (TABELA 4), inclusive possui um grande potencial de déleos

essenciais organicos, que € um mercado em ascensao (SILVA, 2007).

Tabela 4 — Principais fontes de 6leos essenciais produzidos no Brasil e suas

respectivas aplicacdes

Tipo de 6leo Aplicacdes principais

Limao Comestiveis, farmacéuticos e perfumaria

Laranja Comestiveis, farmacéuticos e perfumaria

Patchouli Perfumaria

Menta Comestiveis, farmacéuticos, confeitaria e bebidas

Pau rosa (mentol)
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Sassafras Producéo de linalol e derivados

Eucalipto Producéo de safrol (heliotropina)

Citronela Perfumaria, farmacéuticos e sintese organica
Vetiver Perfumes, inseticidas e sintese organica

Perfumes e producao de vetiverol

Fonte: Silva, 2007

2.6.3 Radicais livres

As moléculas e atomos que conttm um ou mais elétrons
desemparelhados com existéncia independente, podem ser classificados como
radicais livres. Essa configuracdo faz dos radicais livres moléculas altamente
instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente muito reativas (BIANCHI,
ANTUNES, 1999). Esses radicais livres (TABELA 5) cujo elétron desemparelhado
encontra centrado nos &tomos de oxigénio ou nitrogénio sdo denominadas espécie
reativa de oxigénio (ERO) ou espécie reativa de nitrogénio (ERN) (BARREIROS et
al., 2006).

Tabela 5 - Algumas espécies de radicais livres

102 Oxigénio singlete
Oz Radical superoéxido
OH’ Radical hidroxila
NO Oxido nitrico
ONOO" Peroxinitrito

Q Radical semiquinona

Fonte: BARREIROS et al., 2006

No organismo, os radicais livres, estdo envolvidos na produgao de
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energia, fagocitose, regulagdo de crescimento celular, sinalizagdo intercelular e
sintese de substancias bioldgicas importantes. No entanto, seu excesso apresenta
efeitos prejudiciais e encontram-se relacionados com varias patologias, como
artrite, choque hemorragico, doengas de coragao, catarata, disfungdes cognitivas,
cancer e AIDS. (BARREIROS et al., 2006)

A formacao de radicais livres ocorre naturalmente no organismo dos
seres vivos, via acao catalitica de enzimas, durante os processos de transferéncia
de elétrons que ocorrem no metabolismo celular e pela exposicdo a fatores
exogenos (TABELA 6). Contudo na condicdo de pré-oxidante a concentracdo
desses radicais livres pode aumentar devido a maior geracao intracelular ou pela
deficiéncia dos mecanismos antioxidantes. (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Tabela 6 - Fontes exégenas e enddgenas de formacao de radicais livres

ENDOGENAS EXOGENAS
Respiracéo aerbbica Ozbnio
Inflamacdes Radia¢cGes gama e ultravioleta
Peroxissomos Medicamentos
Enzimas do citocromo P450 Dieta e Cigarro

Fonte: BIANCHI; ANTUNES, 1999.

Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocéndrias
ou na membrana e o seu alvo celular: proteinas, carboidratos e DNA, esta
relacionado com o seu sitio de formacao. A producao continua de radicais livres
durante o0s processos metabolicos levou ao desenvolvimento de muitos
mecanismos de defesa antioxidante, para limitar os niveis intracelulares e impedir
a inducédo de danos. (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

O desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na
inducédo de danos celulares causados pelos radicais livres, tem sido chamado de
estresse oxidativo (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Os radicais livres promovem
reagcdes com substratos bioldgicos, podendo ocasionar danos as biomoléculas e,



39

consequentemente, afetar a saude humana. (BARREIROS et al., 2006)

Os danos oxidativos induzidos nas células tecidos tém sido relacionados
com a etiologia de varias doencas, incluindo doengas degenerativas, tais como as
cardiopatias, aterosclerose e problemas pulmonares (TABELA 7). Os danos mais
graves sao aqueles causados ao DNA e RNA, uma vez que o DNA é a molécula
responsavel por todas as informagdes genéticas das células de um organismo vivo.
(BARREIROS et al., 2006).

Tabela 7 - Algumas doencgas relacionadas com os danos oxidativos

Artrite Disfuncao cerebral
Aterosclerose Cardiopatias

Diabetes Enfisema

Catarata Envelhecimento

Esclerose multipla Cancer

Inflamacgdes crbnicas Doencas do sistema imune

Fonte: BARREIROS et al., 2006

Os organismos vivos interagem com o meio ambiente que favoreca a
sobrevivéncia, o crescimento e a reproducéo. O oxigénio molecular (O2) obtido da
atmosfera é vital para os organismos aerobios; contudo os radicais livres formados
intracelularmente, a partir do oxigénio, ameacgam a integridade celular por meio da
oxidacdo de biomoléculas, e podem comprometer processos biologicos
importantes (MORAIS, 2006; CERQUEIRA et al., 2007).

A producdo permanente de radicais livres durante 0sS processos
metabdlicos levou ao desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante,
para limitar os niveis intracelulares e impedir a indugdo de danos (BIANCHI;
ANTUNES, 1999).

Os antioxidantes sao substancias que presentes em baixas
concentracbes quando comparada ao do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a
oxidacao deste substrato de maneira eficaz (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Contudo,
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também existem os pro-oxidantes que sdo substancias enddégenas ou exdgenas
capazes de oxidar moléculas (CERQUEIRA et al., 2007).

S&o varios os niveis de protecdo dos antioxidantes nos organismos:

- Defender contra os radicais livres e impedir sua formacao, principalmente,
pela inibicdo das reagbes em cadeia com o ferro e o cobre;

- Impedir o ataque dos radicais livres sobre os lipideos, os aminoécidos das
proteinas, a dupla ligacdo dos acidos graxos poliinsaturados e as bases do
DNA, evitando a formacédo de lesdes e a perda da integridade celular. Os
antioxidantes obtidos na dieta, tais como as vitaminas A, C e os flavonoides e
carotenoides sao importantes na intercepcéo dos radicais livres;

- Remover danos das moléculas de DNA e reconstituir as membranas celulares
danificadas.

O desempenho dos antioxidantes depende dos fatores: tipos de radicais
livres formados; onde e como séo formados esses radicais, e quantidades ideais
para obter protecdo. Assim, é possivel que um agente antioxidante atue como
protetor em determinado sistema, mas falhe na protecdo, ou mesmo aumente as
lesbes induzidas em outros sistemas (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

A classificacdo mais comum para os antioxidantes é a que os divide em
dois sistemas, 0 enzimatico, composto pelas enzimas produzidas no organismo, e
0 ndo-enzimatico, fazendo parte deste grupo as vitaminas e outras substancias,
como flavonoides, licopeno, zinco e selénio (SANTOS; CRUZ, 2001).

Os alimentos que fazem parte da dieta humana, tais como vitaminas A,
C e E, flavonoides e minerais séao fontes naturais de substancias antioxidantes.
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2.6.4 Atividades Antioxidante de substancia vegetais

Os tocoferdis sdo encontrados em quatro formas na natureza: a, B, y e
o-tocoferol. Sendo o a-tocoferol (FIGURA 9) a forma antioxidante mais importante
e amplamente distribuida nos tecidos e no plasma (BIANCHI; ANTUNES, 1999). O
potencial antioxidante dos tocoferois em meio bioldgico é diferente, sendo a >>y >
0 > B (CERQUEIRA et al., 2007).

Figura 9 — Estrutura do a-tocoferol

A vitamina E é encontrada em grandes quantidades nos 0leos vegetais.
Essa vitamina impede ou minimiza os danos provocados pelos radicais livres
associados com doencas especificas incluindo o cancer, artrite, catarata e o
envelhecimento precoce (BIANCHI; ANTUNES, 1999). A adi¢do de vitamina E na
dieta de pacientes oncoldgicos, reduz alguns efeitos causados pelo tratamento
quimioterapico, tais como queda de cabelo e lesGes renais (SANTOS ; CRUZ,
2001).

O &cido ascérbico (FIGURA 10) ou vitamina C, € uma vitamina
hidrossolavel e um importante antioxidante. Faz-se presente na dieta humana,
sendo absorvido através de alimentos, como laranja, caju, goiaba, acerola entre

outras frutas, legumes e hortalicas.

Figura 10 — Estrutura do acido ascorbico
HO
o)

HO =

HO OH

Além da capacidade de captar radicais livres, a vitamina C é importante

na absorcéo de ferro dietético, regenera a vitamina E, participa do mecanismo
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protetor contra lipoperoxidacédo e na prevencdo do cancer (CERQUEIRA et al.,
2007).

A privacao prolongada de vitamina C na dieta pode levar o individuo ao
escorbuto, uma doenca caracterizada por edema, anemia, hemorragias
subcutaneas e mudancas patoldgicas nos dentes e gengivas (CONN; STUMPF,
1990). O escorbuto pode ser prevenido pelo consumo diario de 10mg de vitamina
C, doses mais elevadas sdo necessarias para a manutencdo de uma saude
desejavel (CERQUEIRA et al., 2007).

Os polifendis sdo os antioxidantes mais abundantes da dieta. Seus
efeitos na saude humana tornaram-se foco de atencdo apenas a partir da década
de 90, apesar de sua abundante distribuicdo em plantas. S&o os antioxidantes mais
consumidos, atingindo 1g o consumo diario (CERQUEIRA et al., 2007). Os
compostos fendlicos e polifendlicos sintetizados pelas plantas possuem variadas
estruturas e funcbes. Entre os antioxidantes presentes nos vegetais 0s mais
estudados e os mais ativos sdo os flavonoides (FIGURA 11), que tém em comum
a estrutura Cs — C3 — Cs, consistindo de dois anéis aroméaticos ligados por um
heterociclico oxigenado (BIANCHI; ANTUNES, 1999; CERQUEIRA et al., 2007).

Figura 11 — Quadro dos representantes das principais classes de flavonoides

Isoflavona (Genisteina) Flavonol (Quercetina) Flavanona (Taxifolina)

Fonte: Elaborada pelo autor
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As propriedades benéficas desses compostos podem ser atribuidas a
sua capacidade de sequestrar os radicais livres (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Além
dos efeitos antioxidantes, os polifendis podem exercer efeitos diretos no trato
gastrointestinal, prevenir contra cancer e diminuir os riscos de desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (CERQUEIRA et al., 2007).

O &cido caféico, o acido gdlico e o acido elagico apresentam uma
consideravel significancia na dieta, podendo inibir o processo de peroxidacao
lipidica. O acido elagico, encontrado na uva, morango e nozes, tem efeito na
prevencédo do desenvolvimento do cancer induzido pelas substancias do cigarro
(BIANCHI ; ANTUNES, 1999).

Os compostos fendlicos podem inibir os processos de oxidacdo em
certos sistemas, mas isso nao significa que eles possam proteger as células e
tecidos de todos os tipos de danos oxidativos. Esses compostos também podem
apresentar atividade pré-oxidante em determinadas condicbes (BIANCHI ;
ANTUNES, 1999).

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-se em diversas
categorias, como fendis simples, acidos fendlicos (derivados de acidos benzdico e
cindmico), cumarinas, flavondides, estilbenos, ligninas e taninos condensados e
hidrolisaveis. Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de
ocorréncia natural, os compostos fenélicos tém recebido muita atencado nos ultimos
anos, sobretudo por inibirem a peroxidacdo lipidica e a lipooxigenase
(VASCONCELOS et al., 2014; SILVA et al., 2010).

Neste contexto, o0s g@géneros Croton (Euphorbiaceae) e Vitex
(Lamiaceae) sdo extremamente importantes, uma vez que estudos fitoquimicos
realizados com espécies dos referifodos géneros tém mostrado a presenca de
terpendides, alcaldides, flavondides, triterpenos, esteroides e ligninas. Dentre o0s
quais, podemos destacar os diterpenos e flavondides, por apresentarem uma vasta
variedade de atividades farmacoldgicas, principalmente atividade antimicrobiana e
antioxidante (CARNEIRO et al., 2011; SA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014 RANI;
SHARMA, 2013).

Além do fato de 6leos essenciais de espécies de Croton e Vitex terem

demonstrado promissora atividade antimicrobiana (FONTENELLE et al., 2008). No
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entanto, poucos sdo os relatos da literatura no que concerne a atividade antibiofilme
de Oleos essenciais (BUDZYNSKA et al., 2011).

Vitex gardneriana (Lameaceae) (FIGURA12), é uma arvore de porte
meédio (arbustiva) encontrada no sertdo nordestino, frequentemente as margens
dos rios. Conhecida popularmente por “Jaramataia”, tem sido utilizada no
tratamento de doencgas infamatorias.

Figura 12 - Vtex gardneriana
TR ——
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Fonte: O autor

A literatura descreve apenas o estudo fitoquimico do extrato metandlico
das cascas do caule que resultou no isolamento de um ecdisterdide e um
iridoide(FIGURAL13), além das atividades molusicida e de toxicidade aguda do
mesmo extrato (SA-BARRETO et al., 2005; 2008).

Figura 13 - Ecdisterdide e iridbide isolados do extrato metandlico da casca do caule
de Vitex gardneriana
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Com relacdo a espécie Croton piauhiensis (FIGURA 14), ndo foram

encontrados na literatura relatos fitoquimicos e/ou farmacolégicos deste vegetal.

Figura 14 — Croton piauhiensis

Fonte: O autor
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a composicdo quimica fixa e volatil de espécies da regido
Norte do Ceara como C. piauhiensis e V. gardneriana. Além de avaliar o potencial
antimicrobiano, antibiofiime e antioxidante de constituintes isolados e Oleos

essenciais extraidos

3.2 Objetivos especificos

1. Extrair e analisar 6leos essenciais obtidos de C. piauhiensis e V.

gardneriana;

2. Submeter os 6leos essenciais obtidos de C. piauhiensis e V. gardneriana a

bioensaios de atividade antimicrobiana, antibiofilme e antioxidante;

3. Realizar fracionamento cromatografico dos extratos obtidos de C.
piauhiensis e V. gardneriana utilizando colunas cromatograficas contendo
silica gel e sephadex LH-20, visando o isolamento de metabdlitos

secundarios;

4. Determinar a estrutura quimica dos compostos isolados utilizando técnicas

de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e 3C uni e bidimensionais;

5. Submeter os metabdlitos secundarios isolados de C. piauhiensis e V.
gardneriana a bioensaios de atividade antimicrobiana, antibiofime e

antioxidante;

6. Divulgacéo dos resultados;

7. Publicacéo dos resultados em periédicos nacionais e internacionais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material biologico

O material biolégico da espécie V. gardneriana, foi coletado na cidade
de Sobral/CE, na fazenda experimental da Universidade Estadual Vale do Acarau
— UVA (latitude Sul 03°37°15,34” e Longitude West 40°80°41,36”). A espécie foi
identificada pelo Botanico Professor Dr. Elnatan Bezerra de Souza, e a exsicata
testemunho encontra-se depositada no Herbario Prof. Francisco José de Abreu
Matos da referida universidade, sob o N° 17.703. O material biolégico da espécie
C. piauhiensis foi coletada no distrito de Bomfim na cidade de Sobral/CE (Latitude
Sul 03°37°15,34” e Longitude West 40°80'41,36”), a espécie foi identificada pela
Professora Dra. Daniela Santos Carneiro Torres da Universidade Estadual de Feira
de Santana UEFS e a exsicata testemunho encontra-se depositada no Herbério da
Universidade Estadual de Feira de Santana/ BA, N° 14.989.

4.2 Obtencdao e identificagdo dos constituintes volateis

As folhas das espécies C. piauhiensis e V. gardneriana, recém coletadas
e identificadas, foram colocados em um balédo de vidro de 5L, juntamente com 2L
de agua e mantido por duas horas em ebulicdo. Apos este periodo, a mistura
agua/bleo contida no doseador foi separada em funil de separacdo através de
particdo com éter etilico. A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro
(Na2S0a4) e concentrada sob presséo reduzida, fornecendo os respectivos 6leos
essenciais.

A andlise dos Oleos essenciais foi feita por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) em aparelho da Hewlett-Parckard
5971. Condicdes programadas no aparelho: coluna capilar de DB-1 (dimetil-
polisiloxane) com 30 m de comprimento e 0,2 mm de didmetro interno; gas de
arraste: Hélio (1 mL/min); programa: 50-180 °C a 4 °C/min e, depois, 180-220 °C a
20 °C/min; temperatura no injetor: 220 °C; modo de inje¢&o: 0,1 uL (solugao 10%),
split 1:20, 500 ng/na coluna. Os espectros de massas foram produzidos por impacto

eletrnico (70 eV).
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Os espectros de massas dos constituintes foram comparados com
padrdes existentes na quimioteca Wiley do computador do aparelho. Em seguida,
foram feitas comparacdes visuais com espectros de massas de substancias
encontradas na literatura (ADAMS, 2007; MAIA, et al., 2010).

Os tempos de retengao dos picos maiores, mais facilmente identificados
no espectro de massas, foram comparados com os tempos de retencdo destas
substéancias registrados na literatura, observando-se a diferenca que se manteve
aproximadamente constante para as demais substancias identificadas pelo

computador do aparelho.

4.3 Obtencao dos extratos e isolamento dos constituintes fixos

O material vegetal constituido de, casca, caule e raizes de C. piauhiensis

e V. gardneriana, foram secos a temperatura ambiente, triturado e submetido a

extracdo a frio, com etanol. As solucdes obtidas foram destiladas sob pressao
reduzida, a temperatura média de 60 °C (FIGURA 15).
Figura 15 — Destilacao a pressao reduzida

Fonte: O autor

Para obtencdo dos extratos hexanico, cloroféormico, acetatico e
metandlico, foi realizado um pré-fracionamento a partir do extrato etandlico. Cada
extrato foi adsorvido em quantidade apropriada de silica-gel por meio de atrito
mecanico em gral de porcelana e acondicionado sobre silica-gel em coluna
cromatografica e eluido com hexano, cloroformio, acetato de etila e metanol, para

obtencéo dos respectivos eluatos, (FIGURA 16).
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Figura 16 — Pré-fracionamento dos extratos.

Fonte: O autor

Os metabolitos secundérios existentes nos eluatos foram isolados e
purificados apds sucessivos tratamentos cromatograficos (FIGURA 17), onde os
eluatos foram adsorvidos e empacotados em colunas cromatograficas contendo
silica-gel. O comprimento e diametro das colunas variaram de acordo com a
guantidade de amostra a ser submetida a cromatografia. As quantidades de silica-
gel utilizadas foram variaveis para cada fracionamento, conforme a quantidade e o

grau de pureza da amostra.

Figura 17 —Tratamento cromatogréafico dos extratos

Fonte: O autor

As revelacbes das substancias nas cromatoplacas analiticas foram
realizadas por meio da exposicdo destas, com solucdo de vanilina, seguida de
aquecimento (FIGURA 18).
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Figura 18 — Placas (CCD) reveladas

Fonte: O autor

4.4 Determinacdo estrutural dos constituintes isolados

Os dados espectroscépicos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
de H e 13C uni e bidimensionais necessarios para a determinacéo estrutural dos
constituintes isolados foram obtidos no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREM), da Universidade Federal do
Ceara.

4.4.1 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1 (RMN 'H) e de Carbono
-13 (RMN 3C)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear uni e bidimensionais,
foram obtidos em espectrémetro Bruker DRX-300 e DPX-500 (1H: 300 e 500 MHz;

13C: 75 e 125 MHz), utilizando solventes deuterados e TMS como padréo interno.

4.5 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Os testes de atividade antimicrobiana, antibiofilme e antioxidante com os
metabdlitos secundarios e 6leos essenciais de C. piauhiensis e V. Gardneriana
foram realizados no Biomar-Lab, Laboratério da Engenharia de pesca da
Universidade Federal do Cearéa - UFC.
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4.5.1 Cultivo das cepas bacterianas

As bactérias foram cultivadas em Agar Triptona de Soja (TSA; Himedia,
india) e incubadas a 37 °C durante 24 horas. Apds o crescimento uma colénia
isolada foi removida e inoculada em 10 mL de Caldo de Triptona de Soja (TSB;
Himedia, india) e incubada a 37 °C por 18 horas sob agitacdo constante. Em
seguida, a concentracdo de células de cada inoculo foi ajustada para 2 x 10°
células/mL, através de turbidimetria (620 nm) e curvas de calibracdo previamente

determinada para cada bactéria.

4.5.2 Atividade antimicrobiana

O efeito dos Oleos essenciais sobre o crescimento planctdénico das
bactérias foi determinado pelo método de microdiluicdo em caldo utilizando placas
de poliestireno de 96 pocos. Previamente, cada 6leo foi diluido a 10% em (meio
TSB contendo 10 % de tween) originando concentracdes que variavam na placa de
5 a 0,039 % (v/v). Em cada poco da microplaca foi adicionado 100 puL de meio
contendo concentracfes variadas dos 6leos e em seguida adicionado 100 pL de
cada uma das bactérias separadamente (2 x 108 células/mL). As placas foram entéo
incubadas a 37 °C durante 24 horas em agitacdo constante. O crescimento
bacteriano foi mensurado através da densidade Optica do conteudo de cada poco,
a um comprimento de onda de 620 nm, usando um leitor de microplacas. A
concentracéo inibitéria minima (CIM) foi considerada a menor diluicdo do composto
gue nao apresentou crescimento visivel dos micro-organismos. Para determinacao
da CBM (Concentracéo Bactericida Minima) foi inoculado 10 yL dos pogos que nao
houve um crescimento microbiano visivel em placas de petri com meio TSA. Foi
considerado CBM a menor concentracdo capaz de inibir completamente o

crescimento microbiano nas placas.
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4.5.3 Avaliacao da atividade antibiofilme

A metodologia utilizada para o desenvolvimento dos biofilmes foi
baseada na metodologia desenvolvida por Stepanovic e colaboradores (2000) com
algumas modificagbes. Placas de 96 pocos de polipropileno foram preparadas
usando um procedimento similar ao ensaio de CIM, utilizando as mesmas
concentracbes de bactérias e dos Oleos, assim como 0s mesmos padrdes de
incubacédo. Apds o crescimento dos biofilmes na presenca e auséncia do composto,
o conteudo de cada poco foi removido e o biofilme aderido a placa foi lavado trés
vezes usando 200 L de &gua estéril por poco. Posteriormente os biofilmes foram
avaliados por quantificacdo da biomassa e enumeracdo do numero de células

viaveis.

4.5.4 Quantificacdo da biomassa

A quantificacdo da biomassa dos biofilmes foi determinada pelo método
de coloracao com cristal de violeta. Apos a lavagem dos biofilmes contidos em cada
poco, os mesmos foram fixados pela adicdo de 200 pL de metanol absoluto em
cada poco por 15 minutos. Em seguida, o metanol foi removido e a placa foi deixada
secar a 25 °C. Ap6s a secagem das placas, foram entdo adicionados 200 pL de
cristal de violeta em cada poc¢o e apds 5 minutos o excesso de cristal de violeta foi
removido e as placas lavadas utilizando agua estéril. Para dissolver o cristal de
violeta remanescente nos pocos foram adicionados 200 pL de &cido acético (33%,

v/v) e a densidade 6ptica foi mensurada a 590 nm.

4.5.5 Contagem de UFC’s

Apés a formacédo dos biofilmes, 200 pL de &gua estéril foi adicionado a
cada poco e as placas foram levadas em banho s6nico operando a 50 kHz durante
8 minutos. O contetudo dos pocos foi retirado e diluicdbes seriadas de cada
suspensao obtida foram plaqueadas em TSA. As placas foram entdo incubadas por
24 horas a 37 °C e o numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) por volume

da placa de microtitulagéo foram enumerados (log UFC/mL).
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4.6 Atividade antioxidante
4.6.1 Ensaio de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

A capacidade dos 6leos em sequestrar os radicais DPPH foi realizada
através do meétodo descrito por Duan e colaboradores (2006). Uma solugéo
metandlica contendo 0,16 mM de DPPH foi adicionado aos éleos, em diferentes
concentragbes (de 500 a 7,8 ug/mL). Os resultados foram comparados com o
branco (apenas os 6leos) e o controle do ensaio (apenas a solugéo 0,16 mM de
DPPH). As amostras foram incubadas na auséncia de luz a 25 °C durante 30
minutos e a densidade optica foi mensurada a 517 nm utilizando um leitor de
microplacas (Biochrom Asys UVM 340). Acido ascérbico foi utilizado como controle
positivo. A porcentagem do efeito do sequestro do radical DPPH foi calculada

através da seguinte equacéao:

_ (O.Damostra— O.Dbranco)
O.Dcontrole

Sequestro de DPPH (%) = [1 }xlOO%

4.6.2 Atividade quelante de ions ferrosos (FIC)

O ensaio de atividade quelante de ions ferrosos foi realizado de acordo
com Wang e colaboradores (2009). As solugbes dos O6leos foram preparadas
utilizando agua deionizada de modo a obter concentracbes de 500 a 7,8 pg/mL
sendo adicionados 2 mM de cloreto ferroso (FeClz) e 5 mM de ferrozina. O branco
e o controle foram preparados com agua destilada, substituindo a ferrozina e os
Oleos, respectivamente. As amostras foram incubadas a 25 °C durante 10 minutos
e a densidade o6ptica foi mensurada a 562 nm utilizando um leitor de microplacas
(Biochrom Asys UVM 340). O EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) foi utilizado

como controle positivo. A atividade FIC foi calculada pela seguinte equacgao:

[O.Dcontrole — (O.Damostra— O.Dbranco)]
(%) =
O.Dcontrole

Atividade quelante do ion ferro x100%

4.6.3 Método de reducgao do ferro (FRAP)
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O poder antioxidante de reducgao férrica dos o6leos foi determinado
através do método descrito por Ganesan e colaboradores (2008). Inicialmente os
Oleos foram diluidos em tampéo fosfato de sédio 0,2 M (pH 6,6) com 1% de
ferricianeto de potassio, em concentragdes que variaram de 500 a 7,8 ug/mL. As
amostras foram incubadas a 50 °C por 20 minutos. Apos arrefecimento, foram
adicionados 10% de acido tricloroacético. Uma aliquota foi misturada com 0,1% de
cloridrato de ferro em agua destilada. Apés 10 minutos, a densidade o6ptica foi
mensurada a 700 nm utilizando um leitor de microplacas (Biochrom Asys UVM 340).
Butilhidroxianisol (BHA) foi utilizado como controle positivo. Quanto maior a

densidade 6ptica, maior capacidade do composto em reduzir o ferro.
4.6.4 Método de inibi¢dao da oxidagcao do pB-caroteno (BCB)

A capacidade dos 6leos em inibir a oxidagdo do B-caroteno e do acido
linoléico foi determinada através do método descrito por Chew e colaboradores
(2008). O reagente para a realizagdo deste ensaio € constituido por 3 mL de
0,1mg/mL de B-caroteno dissolvido em cloroférmio, 40 mg de acido linoléico e 400
mg de Tween 40. O cloroférmio foi evaporado utilizando um rotoevaporador, e em
seguida agua ultrapura (Milli-Q) foi adicionada a solugédo. Os Oleos nas
concentragdes de 500 a 7,8 ug/mL. A densidade 6ptica das solugdes foi mensurada
inicialmente a 470 nm utilizando um leitor de microplacas (Biochrom Asys UVM
340), em seguida, novamente apds 3 horas de incubagao a 50 °C. BHA foi utilizado
como controle positivo para este ensaio. A atividade antioxidante foi calculada pela

seguinte equacao:

O.Dfinal

Atividade antioxidan te (%) = (—
O.Dinicial

jxlOO%

4.7 Andlise estatistica
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A analise dos dados foi realizada com o auxilio do software GraphPad
Prism 5,0. Para os ensaios antibacterianos, os resultados foram expressos como
meédia dos valores + S.D para n experimentos. A avaliacao estatistica foi combinada
pela andlise de variancia (ANOVA) para multiplas comparacgdes, seguida pelo teste
de Bonferroni. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.

Para os ensaios antioxidantes, os valores percentuais obtidos nos
ensaios de DPPH, FIC e BCB para cada uma das concentracdes testadas foram
convertidos para valores absolutos, submetidos a transformacdo angular e
comparados através do teste t Student’s para valores independentes. Os valores
de densidade 6ptica obtidos no ensaio FRAP também foram analisados usando o
teste t Student’'s para valores independentes. Valores de p<0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.

5 RESULTADOS E DISCUSOES
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5.1 Estudo da composicao volatil das folhas de V. gardneriana

Os resultados da analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/MS), constam (TABELA 8), os quais permitiram a
identificacdo e quantificacdo de 12 (doze) compostos organizados por ordem de
eluicdo na coluna DB-5 correspondendo a 74,86% da composicdo quimica do 6leo,
tendo como principais constituintes, Cis-Calameneno (28,15%), Isoledeno
(13,07%), a-copaeno (9,28%) e E-Cariofileno (6,45%). A andalise mostrou que a
constituicdo predominante do 6leo é de sesquiterpenos (66,34%).

Tabela 8 - Percentual relativo dos componentes do 6leo essencial das folhas de V.
gardneriana.

Constituintes IK %

a-pineno 939 1,41
B-pineno 979 2,06
a-cubebeno 1348 3,46
a-copaeno 1335 9,28
Isoledeno 1376 13,07
E-Cariofileno 1418 6,45
a-humuleno 1454 1,46
Germacreno D 1485 2,18
Cis-calameneno 1529 28,15
a-calacoreno 1543 2,29
Oxido de Cariofileno 1583 4,02
Cubenol 16,46 1,75

Fonte: Elaborada pelo autor.

*IK (indice de Kovats)
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5.1.1 Identificacdo dos constituintes do 6leo essencial das folhas de V.

gardneriana

O cromatograma do OE das folhas de V. gardneriana e os espectros de

massas dos constituintes sédo apresentados a seguir, (FIGURAS 19, 20, 21, 22, 23,

24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 e 31).

Figura 19 - Cromatograma do Oleo essencial das folhas de V. gardneriana
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Figura 20 - Espectro de massas do a-pineno

1 =

s 121

136

152163 179 191 206
ik i i i Ll

20230

293 305321 335

JH!.‘I
ey

355 372
¥

3ol 412
L T

0.0 49.0

min

41
53 67
-\SHI UL “ .
i it i il oty ekl e T
10 40 T0 00 130 160

190

"‘0

T
”’."It]

™ s i
"Rll} 310

Figura 21 - Espectro de massas do 3-pineno
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Figura 22 - Espectro de massas do a-cubemeno
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Figura 23 - Espectro de massas do a-copaeno
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Figura 24 - Espectro de massas do Isoledeno
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Figura 26 - Espectro de massas do a-humuleno
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Figura 27 - Espectro de massas do Germacreno D
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Figura 28 - Espectro de massas do Cis-calameneno
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Figura 29 - Espectro de massas do a-Calacoreno
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Figura 30 - Espectro de massas do Oxido de Cariofileno
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Figura 31 - Espectro de massas do Cubenol

100 161

119

179

140 189
b e G |2 :35I 65 279 30l 334 348 I6R 3RO 417 445 458 474|4ss|
LI L ML L | | T T T T T T T T T T T T T T T T T T [ R | T
20 40 60 B0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460




61

5.2 Estudo da composicao volétil das folhas de C. piauhiensis

A analise por CG/MS permitiu a identificacdo e quantificacdo de 21
compostos de C. piauhiensis, correspondendo a 87,96% da composi¢cao quimica
(Tabela 8), constituido principalmente por: E-Cariofileno (19,03%), Limoneno
(11,74%), Germacreno D (9, 83%), -Elemeno (8,64%), com predominancia de
(42,63%) de sesquiterpenos, (TABELA 9).

Tabela 9 - Percentual relativo dos componentes do 6leo essencial das folhas de
C. piauhiensis.

Composto IK %
a-pineno 939 1,40
Mirceno 990 4,06
a-felandreno 1002 0,47
0-cimeno 1025 4,02
B-felandreno 1029 0,70
Limoneno 1029 11,74
1,8-Cineol 1031 3,76
Y-Terpineno 1059 6,78
Terpinoleno 1088 1,15
Linalol 1096 1,82
4-terpineol 1177 1,35
a-terpineol 1188 0,98
a-copaeno 1376 0,89
E-cariofileno 1419 19,03
a-humuleno 1454 2,58
Germacreno D 1485 9,83
y-elemeno 1436 8,64
0-cadineno 1523 1,98
Espatulenol 1578 4,32
Globulol 1590 0,98
a-cadinol 1654 1,48

Fonte: Elaborada pelo autor.
*IK (indice de Kovats)
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5.2.1 Identificacdo dos constituintes do 6leo essencial das folhas de C.
piauhiensis

O cromatograma do OE das folhas de C. piauhienesis e os espectros de
massas dos constituintes sédo apresentados a seguir, (FIGURAS 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52 e 53).

Figura 32 - Cromatograma do 06leo essencial das folhas de C. piauhiensis
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Figura 33 -Espectro de massas do a-pineno
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Figura 34 -Espectro de massas do Mirceno

100k

a

237 IS0y 278 291 306 3B 42 353 373 387 416 431 455 475 S00

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



Figura 35 -Espectro de massas do a-felandreno
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Figura 37 -Espectro de massas do S-felandreno
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Figura 38-Espectro de massas do Limoneno
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Figura 39 -Espectro de massas do 1,8-Cineol
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Figura 40 -Espectro de massas do Y-Terpineno
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Figura 42 -Espectro de massas do 4-Terpineno

100

k]

93

121

w7 136

35, ! 154 18 I94 213 238 244 250260 293 36 31 352 375 i} 413 420439 460470 488
Ui s el o b et il ki o sl v et el

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 30 0 30 400 430 460 490




65

Figura 43 -Espectro de massas do a-Tocoferol

.

100

%

I 1l

136 154

W2

35 P! TR LI L850 190 207 R - L CAT I - - ]| LY 473 4
20 40 60 8O 10D 120 140 160 ISDZ[I]ZZDZdDZﬁU’SDEmJZ{]WﬁHJEDd{ﬂdZDMDdﬁDW

Figura 44 -Espectro de massas do a-Copaeno
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Figura 45 -Espectro de massas do E-Cariofileno
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Figura 46 -Espectro de massas do a-Humuleno
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Figura 47 -Espectro de massas do Germacreno D

100

(3]

121

|| 204 28 241 263273 285 304 325 348| r}% 381 3094 416 442 470 488
b L bl B i | Ll { el L i L L |
200 230 260 290 320 350 380 410 440 470

Figura 48 -Espectro de massas do Y-Elemeno
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Figura 49 -Espectro de massas do 6-Cadineno
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Figura 50 -Espectro de massas do Espatulenol
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Figura 51 -Espectro de massas do Globulol
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Figura 53 -Espectro de massas do a-Cadinol
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5.3 Atividade antibacteriana dos 6leos essenciais de V. gardneriana e C.

piauhiensis

Em relacdo a atividade antibacteriana, o O6leo essencial de C.
piauhiensis mostrou atividade bacteriostatica e bactericida apenas em S. aureus,
em concentracdes de 5,00 até 0,15 % (v/v). Por outro lado, o 6leo essencial de V.
gardneriana mostrou apenas atividade bacteriostatica de 5,00 até 0,31 % (v/v),
(TABELA 10). De fato, varios estudos tém relatado a acdo antimicrobiana de oleos
essenciais extraidos de plantas (CUI et al., 2015; CHAFTAR et al., 2015; ALIMPIC
et al., 2015). Além disso, varios 0leos essenciais obtidos a partir de espécies de
Croton mostraram atividade antibacteriana (ALVIANO et al., 2005; COSTA et al.,
2013).

Tabela 10 - Concentracdo inibitéria minima e a concentracdo bactericida minima
do 6leo essencial de C. piauhiensis e V. gardneriana.

C. piauhiensis V. gardneriana
CIM CBM CIM CBM
S. aureus ATCC 25923 0,15 0,15 0,31 -

P. aeruginosa ATCC 10145 - - - -

Fonte: Elaborada pelo autor.
* Resultados de CIM e CBM sao dados em termos de % (v/v)

Muita atencdo tem sido dada aos 6leos essenciais obtidos a partir de
plantas, pelo fato de serem utilizados em varias aplicacdes na industria alimenticia
e farmacéuticas, como uma fonte de compostos biologicamente ativos.

A composicao quimica dos 6leos essenciais obtidos de C. piauhiensis e
V. gardneriana mostrou uma maior abundancia de monoterpenos e sesquiterpenos.
Esse resultado corrobora com os dados encontrados para género Croton, com o
OE sendo caracterizado por uma predominancia de monoterpenos e
sesquiterpenos (MECCIA et al., 2000; FONTENELLE et al., 2008, COSTA et al.,
2013). Além disso, os principais constituintes presentes no OE foram E-cariofileno,
limoneno, Germacreno D e Y-elemeno, respectivamente.

De fato, em véarios estudos relatam estes compostos majoritarios em
Oleos essenciais obtidos em espécies de Croton (RADULOVIC' et al., 2006;.
COSTA et al., 2013; SILVA-ALMEIDA et al., 2015). Além disso, em algumas
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espécies de Croton, tais como, C. rhamnifolioides, C. conduplicatus, C. decaryi and
C. geayi, onde o E-cariofileno apresenta-se como o composto mais abundante em
seus 0Oleos essenciais (RADULOVIC' et al 2006; COSTA et al., 2013; SILVA
ALMEIDA et al., 2015). Neste estudo, S. aureus foi mais sensivel aos Oleos
essenciais do que as bactérias Gram-negativas (ALIVIANO et al., 2005; DA COSTA
et al., 2008; COSTA et al., 2013). E possivel que a membrana externa presente
apenas nas bactérias Gram-negativas constitua uma barreira contra agentes
antimicrobianos, inibindo assim a acéo dos 6leos essenciais. O mecanismo de acéo
pelo qual os 6leos demonstram sua atividade antimicrobiana ainda néo estad muito
claro, no entanto, especula-se que envolve danos causados a membrana das
bactérias, por compostos lipofilicos presentes em 6leos essenciais (BURT, 2004).

Além disso, os compostos principais constituintes presentes no OE de C.
piauhiensis como E-cariofileno, limoneno e germacreno D, mostraram ter atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, incluindo S. aureus.
Provavelmente, a atividade antimicrobiana do 6leo é devido a combinacéo da acao
destes compostos.

Curiosamente, embora 0s 06leos essenciais estudados apresentem
atividade bactericida para a forma plancténico de S. aureus e ndo de P. aeruginosa,
0s mesmos, foram capazes de inibir a formacéo de biofilmes de ambas bactérias.
Os dleos essenciais s&o conhecidos como tendo a atividade sobre os biofilmes em
uma ampla variedade de micro-organismos, incluindo bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (MILEZZI et al., 2013; BENBELAID et al.,2014; NOSTRO et al.
2007; NITHYANAND et al.,2009). Corroborando com esse trabalho, Kavanaugh e
Ribbec (2012) avaliaram varios Oleos essenciais em biofilme de S. aureus e P.
aeruginosa, curiosamente o 6leo de tomilho vermelho foi eficaz contra biofilme, mas
nao foi capaz de matar células planctonicas.

Neste contexto, Nadoshan et al., (2009) mostraram que concentracdes
sub-inibitorias dos 6leos de Mentha spicata e Cumminum cyminum reduziram a
producao de alginato, adeséo e inibicdo da formacao de biofilmes de P. aeruginosa,
estes resultados podem explicar o fato dos Oleos ndo causarem danos a cultura
plancténica de P. aeruginosa (FIGURAS 54, 55) e ser capaz de inibir a formacao
de biofilme (DRENKARD, 2003).



70

Figura 54 - Quantificacdo da biomassa dos biofilmes de S. aureus ATCC25923 e
P. aeruginosa ATCC10145 ap0s 24 horas de crescimento na presenca do 6leo

essencial extraido de C. piauhiensis (a e b) e V. gardneriana (c e d). *P<0,05

comparado com o grupo de controle.
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Figura 55 - Numero de células viaveis de biofilme de S. aureus ATCC25923 e P.

aeruginosa ATCC10145 apds 24 horas de crescimento na presenca do Oleo

essencial extraido de C. piauhiensis (a e b) e V. gardneriana (c e d). *P<0,05

comparado com o grupo de controle.
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5.4 Atividade antioxidante dos Oleos essenciais de C. piauhiensis e V.

gardneriana

A atividade antioxidante dos OE’s foi avaliada utilizando-se quatro
métodos diferentes: Sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH),
Atividade quelante de ions ferrosos (FIC), Atividade antioxidante pelo método de

reducao do ferro (FRAP) e Método de inibigao da oxidagéo do -caroteno(BCB).

5.4.1 Ensaio de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

Observou-se que a capacidade dos 6leos em sequestrar o radical em
todas as concentracdes avaliadas, foi de aproximadamente 30%, ndo havendo
diferencga significativa entre cada um dos 6leos. O controle positivo utilizado foi
quecertina, que em geral, realiza uma atividade antioxidante de 100%, (FIGURA
56).

Figura 56 - Atividade antioxidante dos Oleos essenciais de C. piauhiensis e
V.gardneriana, (DPPH).
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5.4.2 Ensaio da atividade quelante de ions ferrosos (FIC)

Utilizando o ensaio de FIC, os 6leos de C. piauihensis e V. gardnerianas
mostraram capacidade quelante sobre o ion ferroso de aproximadamente, 40, 32,
28, 25, 25, 25, e 20%; 35, 30, 25, 25, 20, 22, e 18% respectivamente, em
concentracbes de 0,078 a 5,00 pg/mL, enquanto que o controle positivo (EDTA)
mostrou significativamente maior atividade do que os 0leos. Em concentracfes
mais elevadas, o EDTA mostrou aproximadamente 100% de atividade (FIGURA
57).

Foi observado uma leve diferenca de atividade antioxidante entre os
dois 6leos, onde 6leo de C. piauhiensis mostrou-se mais eficaz como antioxidante

em relagdo ao 6leo de V. gardneriana.

Figura 57 - Atividade antioxidante dos 6leos essenciais de C. piauhiensis e V.

gardneriana, (FIC).
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5.4.3 Ensaio da atividade antioxidante pelo método de reducdo do ferro
(FRAP)

Oleos de C. piauihensis e V. gardneriana foram avaliados por ensaio de
potencial de reducéo férrico/poténcial antioxidante, determinando-se a capacidade
dos mesmos para reduzir o Fe3* a Fe?*. Enquanto que o BHA, o controle positivo,
revelou um aumento abrupto de 0,286 para 1,000 em densidade 6ptica com o
incremento da concentracdo, a mesma tendencia nao foi verificada pelos 6leos,
gue permaneceu constante cerca de 0,200 para todas as concentracdes estudadas
(FIGURA 58).

Figura 58 - Atividade antioxidante dos 6leos essenciais de C. piauhiensis e V.
gardneriana, (FRAP).
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5.4.4 Ensaio de inibicao da oxidagao do 3-caroteno (BCB)

A capacidade de 6leos para inibir a oxidagao 3-caroteno foi avaliada. Os
Oleos apresentaram uma elevada atividade antioxidante, mostrando ser a
maissignificatica dentre os quatro métodos avaliados, variando de 60,2 a 74,5% em
relacdo ao BHA, controle positivo. Além disso, o 6leo de V. gardeneriana mostrou
uma atividade antioxidante mais significativa que o 6leo do C. piauhiensis ( FIGURA
59).

Figura 59 -Atividade antioxidante dos 6leos essenciais de C. piauhiensis e V.

gardneriana (BCB).
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Os oOleos de C. piauhiensise V. gardneriana mostraram potencial
atividade antioxidante, inibindo a oxidacéo do 3-caroteno. De fato, 6leos essenciais
e seus constituintes tém sido relacionados como agentes antioxidantes (AMORATI
et al., 2013). O mecanismo de acdo antioxidante causada pelos Oleos essenciais
esta diretamente relacionado a sua composicdo (AMORATI et al.,, 2013). Os
principais componentes os oleos de C. piauhiensise V. gardneriana sao terpenoides
e estes compostos tém demonstrado potencial atividade antioxidante
(GRASSMANN 2005). Entretanto, néo € possivel afirmar que um Unico composto é
responsavel pela atividade oxidante observado nos 6leos, uma vez que, a atividade
antioxidante de Oleos essenciais pode ser devido aos efeitos sinérgicos de varios

compostos nele presentes.
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5.5 Estudo da composicao fixa da casca do lenho de V. gardneriana

5.5.1 Obtencao de constituintes

O material vegetal, casca (900 g), foi seco a temperatura ambiente, por
aproximadamente 72 h, em seguida trituradas. O material foi submetido a extracdo
exaustiva com etanol a temperatura ambiente. ApOs este periodo, o0 solvente foi
evaporado em evaporador rotativo a pressdo reduzida, obtendo-se (79,4g) de
extrato bruto.

O extrato etandlico das cascas de V. gardneriana (EECVG), foi
submetido a um pré-fracionamento em coluna, utilizando silica gel. O extrato foi
adsorvido em silica, usando-se 0s seguintes solventes puros em ordem crescente
de polaridade: hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol. Cada uma das
fracOes foi destilada a pressao reduzida, obtendo-se as massas de acordo com a
(TABELA 11) abaixo.

Tabela 11 — Solventes e respectivas e massas obtidas no pré-

fracionamento do extrato da casca de V. gardneriana

SOLVENTE MASSA(g)
Hexano 4,3
Cloroférmio 6,1
Cloroférmio 6,1
Metanol 43,6
Massa Total 72,4

Fonte: Elaborada pelo autor.

A fracdo acetato de etila (18,2), foi recromatografada em coluna
utilizando silica gel, usando os eluatos em ordem crescente de polaridade a um
gradiente de 10 % em volume: hexano (100%), hexano/cloroférmio (9:1, 8:2, 7:3,

6:4, 1:1, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9), cloroférmio (100%), cloroformio/AcoEt (9:1, 8:2, 7:3, 6:4,
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1.1, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9), AcoEt (100%), AcoEt/metanol (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4:6, 3.7,
2:8, 1:9) e metanol (100%), fornecendo 390 fragOes. Todas as fracbes foram
analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD).

As fragBes (F’150-171), resultante da extracdo em cloroférmio/acetato
de etila 1:1 foram agrupadas por similaridade, fornecendo um material
ceroso/amarelado 1,59 que foi recromatografado em coluna, obtendo-se 134
fracOes, utilizando cloroférmio (100%), cloroférmio/AcoEt (9:1, 8:2,7:3, 6:4, 1:1, 4:6,
3.7, 2:8, 1:9), AcoEt(100%), AcoEt/metanol (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9),
e metanol puro, fornecendo 390 fracdes (15 ml). Todas as fracdes foram analisadas
por cromatografia em camada delgada.

As fracBes F'60-110 resultante da extracdo em cloroférmio/acetato de
etila (1:1; 4:6; 3:7), foram agrupadas utilizando o procedimento anterior, 5,79, as
quais foram também recromatografadas em coluna, utilizando cloroférmio (100%),
cloroférmio/AcoEt (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9), AcoEt(100%),
AcoEt/metanol (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9), e metanol puro, fornecendo
384 fracoes. As fragdes (F’88-90) resultante da extracdo em AcoEt/metanol (2:8)
foram reunidas e lavadas em cloroférmio, obtendo-se um precipitado branco,
denominado VGC (I) (56,3 mg) (FLUXOGRA 1).

Fluxograma 1 - Isolamento de VGC (I) da casca do caule de V. gardneriana

EXTRATO
ETANOLICO
CASCA
Vitex
grardneriana
(79.44g)

||||||||||||

Fracao cloroférmio Frac@o acetato
VGCCLOR VGCACET
(6.16g) (18,289}

Fracao metanol
VGCMET
(a3.619)

Frac@o hexano
VGCHEXA
(a.27g)

—r—

Fr: (60-110)
(5.7114ag)

(56,3mg)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.5.2 Determinacdao estrutural do constituinte VGC (1)

O espectro de RMN de *H obtido para VGC (1) (FIGURA 60) apresenta
a maioria dos sinais com deslocamentos quimicos entre 6H 0,91 e dH 2,07,
caracteristicos de substancia de natureza triterpénica. Os sinais largos em &H 5,03
e 5,52 foram atribuidos aos &tomos de hidrogénio H13 do &cido oleandlico e
ursolico respectivamente. O sinal em 6H 3,32-3,47 foi atribuido ao atomo de
hidrogénio H3. O sinal em dH 2,65-2,66 foi atribuido ao H18 do acido oleandlico e
em &H 2,07-2,14 ao H18 do &cido ursdlico.

No espectro de RMN de 3C (FIGURA 62) obtido para VGC (I) foi
possivel identificar o sinal em 6C 180,4 e 180,6, referente a carboxila dos
triterpenos. A partir do espectro DEPT-135 (FIGURA 63, pag. 81) foi possivel
identificar dois carbonos olefinicos com deslocamentos quimicos em 8C 139,7 (C-
13), 6C 126,1 (C-12). Os valores de deslocamentos quimicos sdo semelhantes
agueles dos carbonos olefinicos dos acidos oleandlico e ursolico, respectivamente.

Os dados espectrais de RMN de 1H e 13C obtidos para VGC (I)
(FIGURA), que permitiram sua identificagcdo, e os valores relatados na literatura
(VALADARES, 2009) para a mistura de acido ursdlico (1) e oleandlico (2) estédo
listados na (TABELA 12). Os quais estao sendo reportados pela primeira vez nesta

espécie.

Figura 60 — Estruturas de Acido Ursolico (1) e Acido Oleandlico (2).
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Tabela 12 — Dados de RMN *H e 13C de VGC (l) dispostos segundo as correlacdes

obtidas atraves de espectros HSQC.

Acido ursélico (1)

Acido oleandlico (2)

MAHATO; KUNDU,

1994
dc OH dc OH 1 2

Cc

4 39,4 39,5 39,3 38,9
8 39,8 39,9 39,7 39,8
10 37,8 37,7 38,8 37,8
13 139,7 145,3 143,7 143,4
14 40,5 40,2 41,3 41,6
17 471 46,9 46,7 46,6
20 30,5 30,0 30,9 30,6
28 180,6 180,3 184,0 181,0
CH

3 78,6 3,32 78,5 3,32 79,2 78,7
5 56,3 0,91 54,0 0,91 55,5 55,2
9 471 1,99 46,9 1,99 479 47,6
12 126,1 5,52 123,0 5,52 122,8 122,1
18 54,0 2,14 40,4 2,14 41,3 41,3
CH;

1 379 1,3;1,0 379 1,3;1,0 38,8 38,5
2 26,6 1,66 26,6 1,66 274 27,4
6 17,9 1,51 18,00 1,51 18,5 18,3
7 32,6 1,58;1,30 32,6 1,58;1,30 32,7 32,6
11 21,9 1,97 23,4 1,97 23,2 23,1
15 30,0 1,84;1,07 28,6 1,84;1,07 27,8 27,7
16 23,4 23,4 23,6 23,4
19 45,8 45,8 45,8 45,8
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21 29,2 1,51;1,30 33,7 1,51;1,30 33,9 33,8
22 36,5 32,5 32,1 32,3
CH;

23 28,6 1,07 28,8 1,07 28,3 28,1
24 17,0 1,04 17,0 1,04 15,6 15,6
25 16,0 0,91 16,1 0,91 15,5 15,3
26 17,9 0,91 17,0 0,91 17,2 16,8
27 24,1 1,07 26,1 1,07 26,1 26,0
29 17,6 0,97 33,6 0,97 33,2 33,1
30 21,8 0,91 234 0,91 23,6 23,6

Fonte: Elaborada pelo autor

5.5.2.1 Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1 (RMN 1H)
e de Carbono -13 (RMN 13C) uni e bidimensionais de VGC (l)

Figura 61 - Espectro de RMN!H (CDCIz, 500 MHz) de VGC (I)

87382
— 75880

Fj
|
COOH H‘.
|
| | I|||
HO .II | |
l' ||II l | |
|
| | AN WL
I Ll A ' W .
___...___._____,-J I\....._._...n..___r-’ll I‘-—“’.I‘ I\J_.__._.___—A«——-"‘JI\// \‘wl Lr.w."u\j\f \\-—r—_
) 1 AT L S
= |;f:| f;lifflf:lﬁ Bl
10.0 8.5 a0 BS ao 7.5 T0 65 6.0 55 50 4.5 4.0 35 320 25 20 1.5 1.0 05 [= gy

(1) R1=CH3s ; Re=H
(2) R2=H ; R1=CHs



81

Figura 62 - Espectro de RMN*3 C (CDClz, 125 MHz) de VGC (I )

COCH

HO

(1) R1=CHsz ; Re=H
(2) R=H ; R1=CHs

Figura 63 - Espectro de RMN *C-DEPT 135° (CDClIz, 125 MHz) de VGC (I)
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Figura 64 - Mapa de correlagdo homonuclear - COSY (CDCls, 500 MHz) de VGC
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Figura 66 - Mapa de correlagcéo heteronuclear—-HMQC (CDCls, 125 MHz) de VGC
Q)
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5.6 Estudo da composicao fixa do lenho de V. gardneriana

v

5.6.1 Obtencao dos constituintes

Parte do lenho (2.284 g) foi seco a temperatura ambiente e em seguida
triturado, o material foi submetido a extracdo exaustiva com etanol a temperatura
ambiente. ApOs este periodo, o solvente foi evaporado em evaporador rotativo a
pressdo reduzida, obtendo-se (73,5g) de extrato. O extrato etandlico do lenho de
V. gardneriana (EELVG) (73,59), foi submetido a um pré-fracionamento em coluna
cromatografica, utilizando silica gel. O extrato foi adsorvido em 50g de silica, foram
utilizados os seguintes solventes puros em ordem crescente de polaridade: hexano,
cloroférmio, acetato de etila, metanol, alcool n-butilico e agua, obtendo-se os
extratos (TABELA 13).
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Tabela 13 - Solventes e respectivas massas obtidas no pré-racionamento

do extrato etandlico do lenho de Vitex gardneriana

SOLVENTE MASSA(Q)
Hexano 0,63
Cloroférmio 3,74
Acetato de Etila 20,17
Metanol 41,35
N-butanol 0,07
Agua 0,32
Massa Total 66,03

Fonte: Elaborada pelo autor.

A fracao cloroférmio (3,74 g), foi cromatografada em coluna, utilizando
silica gel, sendo adsorvido em 20g de silica, usando os eluatos em ordem crescente
de polaridade a um gradiente de 10 % em volume: hexano (100%),
hexano/cloroférmio (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9), cloroférmio (100%),
cloroférmio/AcoEt (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9), AcoEt (100%),
AcoEt/metanol (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9) e metanol (100%), obteve-
-se 131 fracBes. Todas as fracdes foram analisadas por cromatografia em camada
delgada (CCD). As fracbes (F'116-118) eluidas em cloroférmio/acetato de etila
(9:1), foram reunidas por similaridade, obtendo-se assim um p6 branco que foi
purificado por recristalizacdo em cloroférmio, obtendo-se (116,4 mg) de um

composto puro denominado VGL (I), como mostra o (FLUXOGRAMA 2).
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Fluxograma 2 — Isolamento de VGL (I), VGL (Il), VGL (lll), VGL (V) e VGL (V)

respectivamente, do lenho de V. gardneriana

jean parcelli

jean parcelli jean parcelli jean parcelli jean parcelli jean parcelli jean parcelli

Fragdo hexano Fracdo cloroformio Fracdo acetato Fragdo metanol Fragdo n-butanol Fragdo dgua
VGLHEXA VGLCLOR VGLACET VGLMET VGLNBUT VGLAGUA
(0,63169) (3,74649) (20,17739) (41,35539) (0,17239) (0,3217g)

EXTRATO
ETANOLICO
LENHO
Vitex
grardneriana
(73,52179)

jean parcelli jean parcelli jean parcelli jean parcelli jean parcelli jean parcelli jean parcelli
Fr:11-15 Fr:16-19 Fr: 20-22 Fr': 23-39
b reded Al (3,3148¢) (11,4230) (1,14129) (0,2143¢)

Fr': 62-104

(7,75229)
Fr*: 71-90
(1,9873q)
jean parcelli Fr: 131-141 jean parcelli
VGL (1) 29,4mg
Fr':116-118 Fr': 142-155 Fr*:111-120
VGL(1)1164 mg VGL (1) 75,8mg VGL (V) 59,7mg
Fr': 156-166
VGL(IV) 38,7mg

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A fracdo acetato de etila (20,17g) também foi recromatografada usando
os eluatos em ordem crescente de polaridade a um gradiente de 10 % em volume:
cloroférmio (100%), cloroformio/AcoEt (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4:6, 3.7, 2:8, 1.9),
AcoEt (100%), AcoEt/metanol (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4.6, 3.7, 2:8, 1:9) e metanol
(100%), fornecendo 315. Observou-se a formacao de precipitados eluidos em
acetato/ metanol, as quais foram reunidas (3:7) F”131-141 (29,4 mg), denominada
de VGL (I). (3:7; 2:8) F’142-155 (75,8 mg) VGL (lll) e 0 VGL (IV) e as fracdes (2:8;
1:9 F’156-166), (38,7mg), denominado VGL (IV). As fracbes 62 a 104, foram
também reunidas obtendo-se (7,75g), as quais foram recromatografadas em
coluna, utilizando silica. Usando os eluatos em ordem crescente de polaridade a
um gradiente de 10 % em volume: cloroféormio/AcoEt (1:1, 4.6, 3:7, 2:8, 1:9), AcoEt
(100%), AcoEt/metanol (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9) e metanol (100%),
fornecendo 110 fracdes (15 ml), obtendo-se um precipitado branco a partir da
fragdo (F’’70 a 90), (1,9873g), o qual foi recromatografado. Usando os solventes
cloroférmio/AcoEt: (1:1, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9), AcoEt (100%), AcoEt/metanol (9:1, 8:2,
7:3, 6:4, 1:1, 4.6, 3.7, 2:8, 1:9), fornecendo 308 fracdes. A fracbes AcoEt/metanol
(8:2 F””’111-120) mostraram-se puras apés analise em CCD, as mesmas foram
reunidas e denominadas VGL (V) (59,7mg), (FLUXOGRAMA 2).

5.6.2 Determinacgéo estrutural do constituinte de VGL (1)

O espectro de RMN 1H de VGL (I) (500 MHz, CD30D, (FIGURA. 68)
mostra um conjunto de sinais para dois hidrogéniosl multiplo em &n 7,54-7,56ppm
e um dupleto em 61 6,84 ppm (1H, J = 8,7 Hz, H-3), na regido de aromaticos.
Observou-se também um singleto para trés hidrogénios em &1 3,89 ppm atribuidos

a uma metoxila.

No espectro de RMN *3C e (125 MHz, CD30D, (FIGURA. 69) mostram
sinais referentes a 8 carbonos. O sinal em (&c 170,2,) sugere a presenca de uma
carbonila, atribuida a acido e dois sinais em (6¢c 152,8 C-4 e 148,8 de carbonos
aromaticos oxigenados. Dados do DEPT 135° revelaram a presenca de quatro
sinais, trés referentes a carbonos aromaticos em 125,4: 116,0 e 114,0 ppm e um

associado a presenca de metoxila em 56,5 ppm, (TABELA 14).
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A andlise dos dados em comparacdo com a literatura (POUCHERT,
1993; CANUTO; SILVEIRA, 2010; GALLET,1996), chegou-se a conclusédo de que
VGL (1) é um composto fendlico conhecido como Acido vanilico (FIGURA, 67). O

qual esta sendo reportado pela primeira vez nesta espécie.

Figura 67 — Estrutura do Acido Vanilico

Tabela 14 — Dados de RMN 1H e 3C de VGL (l) dispostos segundo as correlacdes

obtidas através de espectros HSQC.

VGL (1)
HSQC HMBC
dc SH 2JcH 3JcH
C
1 123.22 H-5
3 148.83 H-2 H-5
4 152.84 H-5 H-2
7 170.16 H-2: H-6
CH
2 114.01 755 (d)
5 116.00 6,84 (8.7)
6 125.43 7.57 (dd)
CH3
MeO-3 56.58 3.89 (s)

Fonte: Elaborada pelo autor



88

5.6.2.1 Espectros de Ressonéancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1 (RMN 1H) e
de Carbono -13 (RMN 13C) uni e bidimensionais de VGL (1)

Figura 68 - Espectro de RMN 'H (CDs0OD, 500 MHz) de VGL (I)
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Figura 69 - Espectro de RMN 3C (CD30D, 125 MHz) de VGL (I)
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Figura 70 - Mapa de correlagdo homonuclear - COSY (CDsOD, 500 MHz) de VGL
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Figura 71 - Mapa de correlacdo heteronuclear — HMBC (CD3OD, 125 MHz) de
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Figura 72 - Mapa de correlagéo heteronuclear - HMQC (CDsOD, 125 MHz) de VGL
(1)
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Figura 73 - Mapa de correlagdo heteronuclear — HMQC expandido (CDsOD, 125
MHz) de VGL (I)
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5.6.3 Determinacao estrutural do constituinte VGL (ll)

Andlise do espectro de RMN *H de VGL (Il) 500 MHz, CD30D, (FIGURA 75),
revelaram dois dupletos em 6+ 7,88 e 6,82 ppm (2H, d, J = 9,6 Hz, H-2,6 e H-3,5),
caracteristicos de um sistema aromatico para-dissubstituido.

O espectro de RMN 13C de VGL (ll) 125 MHz, CD30D, (FIGURA 76)
apresentaram cinco linhas espectrais, das quais uma foi compativel com carbonila
de acido (d¢c 170,2 ppm e as outras quatro foram associadas a carbonos
aromaticos: dc 163,4 (C-4); 133,1(C-2,6); 122,8 (C-1) e 116,2 (C-3,5). As absor¢des
em oc 133,1 e 116,2 ppm foram atribuidas a carbonos hidrogenados. Os sinais em
em oc 163,4 (C-4) e 122,8 ppm (C-1) (FIGURA 76) foram reconhecidos como
pertencentes a carbonos ndo-hidrogenados (TABELA 15). Os dados de RMN foram
concordantes com os dados registrados na literatura. O VGL (ll) foi identificado
como sendo o acido p-hidroxi-benzéico (4), cujos dados de RMN foram
concordantes com os registrados na literatura (POUCHERT, 1993), O qual esta

sendo reportado pela primeira vez nesta espécie, (FIGURA 74).

Tabela 15 — Dados de RMN H e 13C de VGL (II)

Figura 74 — Estrutura do dispostos segundo as correlacdes obtidas através

VGL (Il)
C dc OH
122,8
2,6 133,1 7,88 (1H, d, 9,6 Hz)
3,5 116,1 6,82 (1H, d, 9,6 Hz)
4 163,4
7 170,2

Fonte: Elaborada pelo autor
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5.6.3.1 Espectros de Ressonéancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1 (RMN 1H) e
de Carbono -13 (RMN 13C) uni e bidimensionais de VGL (Il)

Figura 75 - Espectro de RMN 'H (CDs0OD, 500 MHz) de VGL (ll)
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Figura 76 - Espectro de RMN 3C (CD30D, 125 MHz) de VGL (ll)
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Figura 77 - Mapa de correlagéo heteronuclear—-HMBC (CD3OD, 125 MHz) de VGL
(I

Figura 78 - Mapa de correlagéo heteronuclear—-HMBC expandido (CD3sOD, 125
MHz) de VGL(II)
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Figura 79 - Mapa de correlagéo heteronuclear - HMQC (CDsOD, 125 MHz) de
VGL (I)

Figura 80 - Mapa de correlagéo heteronuclear - HMQC expandido (CDsOD, 125
MHz) de VGL (Il)
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5.6.4 Determinacdao estrutural do constituinte VGL (lll)

Através da andlise do espectro de RMN 'H de VGL (lll) 500 MHz,
CD30D, (FIGURA 82) foram observados os sinais de hidrogénio aromaticos
fortemente desprotegidos em &u 7,55 ppm (H-2) com sinal caracteristico de
acoplamento meta e com sinal de H-5 em &1 6,83 ppm com dubleto J = 8,7 Hz. E 0
sinal de H-6 em &n 7,57 ppm com o dubleto (J =9 e J=7,57 Hz)

A cadeia lateral foi identificada através dos sinais com desacoplamentos
caracteristicos de hidrogénios aromaticos, com dubletos em &+ 7,87 e 6,82 ppm
(2H, d, |=8,8 Hz, H-2’, H-6’ e H-3' e H-5’, caracteristicos de sistema aromatico p-
substituido. Observou-se ainda um singleto em &+ 3,88 ppm ( 3H, s, 3-OCH3).

No espectro de RMN **C-CPD 125 MHz, CD30D, (FIGURA 83) foram
registradas treze linhas espectrais, sendo duas atribuidas a uma carbonila de éster
(6178,2, C-7) e a uma carbonila de acido (6 170,2, C-7’),trés relacionadas a
carbonos aromaticos oxigenados (6 152,8 C-4;148,8, C-3 e & 163,4 C-4’). Os
carbonos hidrogenados foram identificados através de anélise do espectro de RMN
13CDEPT135n0 qual foram visualizados seis sinais: cinco referentes a carbonos
aromaticos hidrogenados (6 125,4, C-6; 115,9, C-5; 113,9, C-2; 133,14 C-3/5’;
116,2 C-2’/6’) e um associado a presenca de metoxila (6 56,5, 3-OMe). As
absorcdes em 6 123,2 (C-1) e 6 122,8 (C-1’) ausentes no espectro DEPT135, foram
atribuidas a carbonos aromaticos ndo-hidrogenado, (TABELA 16). Desta forma,
VGL (Ill) foi identificado como sendo o éster do &cido vanilico e p-hidréxi-benzéico,
que esta sendo reportado pela primeira vez na literatura, sendo considerado,

portanto, uma substancia inédita (FIGURA 81).

Figura 81 — Estrutura do Acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoato de p-hidroxibenzdico

I
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Tabela 16 — Dados de RMN 'H e 13C de VGL (lll) dispostos segundo as correlacdes

obtidas atraves de espectros HSQC.

HSQC HMBC
dc SH 2JcH 3JcH
C
1 123.21 - H-5
3 148.79 - H-2 H-5; MeO-3
4 152.79 - H-5 H-2
7 170.18 - H-2; H-6
1 122.86 - H-3'/H-5’
4 163.47 - H-3'/H-5’ H-2'/H-6’
7 170.22 - H-2’/H-6’
CH
2 113.99 7.55 (d) H-6
5 115.98 6.83 (d J=8.7 Hz)
6 125.43 7.57 (dd) H-2
2’6 116.18 7.87 (d, J=8.8Hz)
315’ 133.14 6.82 (d, J=8.8Hz)
CHs
MeO-3 56.55 3.88 (s)

Fonte: Elaborada pelo autor
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5.6.4.1 Espectros de Ressonéancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1 (RMN 1H) e
de Carbono -13 (RMN 13C) uni e bidimensionais de VGL (lll)

Figura 82 - Espectro de RMN 'H (CD30D, 500 MHz) de VGL ( IIl')

[l
A
vl

Ppm

10

1708
— 16347
— 15279
— 4879
— 1314




98

Figura 84 - Espectro de RMN*3 C-DEPT 135° (CD30OD, 125 MHz) de VGL ()
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Figura 85 - Mapa de correlagdo homonuclear - COSY (CDsOD, 500 MHz) de VGL
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Figura 86 - Mapa de correlacédo heteronuclear— HMBC (CD30OD, 125 MHz) de VGL

(1)
[ N T
[} [ ] 3
o
7
MeO i
3
- | HO 6 3
= g (=1 5
— - ¢
—] e »
— ] L]
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5.6.5 Determinacdao estrutural do constituinte VGL (1V)

O espectro de RMN *H de VGL (1V), (FIGURA 89) apresentou um conjunto
de sinais em 81 0,76 a 2,50 ppm de grupos metila e metilenos caracteristico de
triterpenos. O sinal em &1 2,50 ( 1 H, S, H-18) caracteristico para o H-18 de um
triterpeno tipo ursano com um substituinte 19a-hidroxil, que em decorréncia dos
sinais dn 129,5 (CH, C-12) e 140,2 (C, C-13) no espectro de 3C RMN (FIGURA
90), sugerem a presenca de uma unidade 19a-hidroxiursan-12-en. Foram
observados também sinais referentes a seis metilas, sendo uma com um dubleto
em ox 0,99 ppm (3H-30), além do sinal em &1 5,25 ppm, de proéton oleofinico. Os
sinais verificados em &x 3,83 (m, H-23) e 3,30 (H-3[3) sugerem uma configuragao a
para os dois grupos hidroxila no anel A.

O espectro de RMN 3C-CPD (FIGURA 90) foram registradas trinta linhas
espectrais consistente com uma estrutura triterpendide, foram ainda observados
sinais referentes a sete grupos metila em & 29,4 (C-23); 22,6 (C-24); 17,04 (C-25);
17,7 (C-26); 27,2 (C-27); 25,31 (C-29) e 16,7 (C-30), além de sinais referentes aos
carbonos olefinicos em 6 129,5 (CH, C-12) e 140,2 (C, C-13), os quais sugerem um
esqueleto tripertendide tipo ursano. Foi verificado a presenca de sinais relativos a
dois carbonos metinicos oxigenados em & 67,3 (C-2); 80,3 (C-3) e um sinal
indicativo de carbono quaternario oxigenado em & 73,7; além da presenca de um
sinal relativo a um grupo carboxila em & 182,4 (C-28). Desta forma, por meio dos
dados de H e 3C e dados da literatura (MAHATO; KUNDU, 1994) VGL (IV) foi
identificado como sendo o acido 2a,3a,19a-trihidroxiursan-12-en-28-6ico (FIGURA

88), 0 qual esta sendo relatado pela primeira vez na literatura (TABELA 17).

Figura 88 — Estrutura do acido 2a,3a,19a-trihidroxiursan-12-en-28-0ico
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Tabela 17 — Dados de RMN H e 13C de VGL (IV) (CD3OD)

VGL (IV)
HMQC HMBC
8c SH 2JcH 3JcH

C

4 39.54 - 3H-23; 3H-24

8 41.43 - 3H-26 3H-27

10 39.62 - 3H-25

13 140.23 - 3H-27

14 42.91 - 3H-27 3H-26

17 47,8 -

19 73.76 - 3H-29 3H-30

28 182.43 -

CH

2 67.34 3.93 (M)

3 80.28 3.30 3H-23; 3H-24

5 49.49 1.20 3H-23; 3H-24;

3H-25

9 48.38 1.70 3H-25; 3H-26
12 12953 5.25 (br, 5)

18 55.25 2.50 (s) 3H-29

19 - - -

20 43.25 1.35 3H-30 3H-29
CH2

1 42.66 1.58, 1.30

2 - - - -

6 19.44

7 34.23 1.50, 1.30 3H-26

11 24.87 1.98

15 29.74 3H-27

16 26.77




19 -

21 27.46 3H-30
22 39.17

CHs

23 29.39 0.99 (s) 3H-24
24 22.61 0.87 (s) 3H-23
25 17.04 0.99 (s)

26 17.70 0.76 (s)

27 27.23 1.20 (s)

29 25.31 1.35(s)

30 16.76 0.93 (J, 6.7 Hz)

Fonte: Elaborada pelo autor
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5.6.5.1 Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1 (RMN 1H) e

de Carbono -13 (RMN 13C) uni e bidimensionais de VGL (IV)

Figura 89 - Espectro de RMN *H (CDClz, 500 MHz) de VGL (IV)
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Figura 90 - Espectro de RMN*3 C (CDCls, 125 MHz) de VGL (V)
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Figura 91 - Espectro de RMN**C-DEPT 135° (CDClz , 125 MHz) de VGL (IV)
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Figura 92 - Mapa de correlagdo homonuclear -COSY (CDClsz, 500 MHz) de VGL
(IV)

Figura 93 - Mapa de correlagcdo homonuclear - COSY-expandido (CDCls, 500
MHz) de VGL (IV)

‘
MWJAU&‘ J“JWVJW

J =
— == w0
—= =1
e 15
__‘__3
ee F20
o | 0 23

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
28 28 24 22 20 18 18 14 12 10 08 ppm 40 35 30 25 20 15 10 ppm



105

Figura 94 - Mapa de correlagao heteronuclear—-HMBC (CDCls, 125MHz) de VGL
(V)
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Figura 95 - Mapa de correlagcéo heteronuclear — HMBC expandido (CDCls,
125MHz) de VGL (IV)
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Figura 96 - Mapa de correlagéo heteronuclear - HMQC (CDCls, 125 MHz) de VGL
(V)
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Figura 97 - Mapa de correlacédo heteronuclear - HMQC expandido (CDCls, 125
MHz) de VGL (IV)
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5.6.6 Determinacao estrutural do constituinte VGL (V)

A substancia VGL (V) (FIGURA 98), foi comparada com uma amostra
padrdo em CCD e mostrou-se similar ao 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol. A qual
esta sendo relatada pela primeira vez na espécie. A confirmacéo estrutural foi feita
por comparacdo dos deslocamentos quimicos dos &tomos de carbono observados
no espectro RMN*3C (FIGURA 100) com valores descritos na literatura (TABELA
18).

Tabela 18 - Dados de RMN*3C de VGL (V) em piridina-ds comparados com
valores descritos na literatura

Fonte: Elaborada pelo autor

VGR (V) SILVA, et al., 2006

c dc dc

1 37,30 37,40
2 30,60 30,20
3 78,70 78,40
4 39,70 39,30
5 141,30 140,80
6 122,30 121,90
7 32,40 32,10
8 32,50 32,00
9 50,70 50,30
10 37,30 36,80
11 21,10 21,10
12 40,30 39,90
13 42,80 42,40
14 57,20 56,80
15 24,90 24,50
16 28,90 28,50
17 56,60 56,20
18 12,50 12,10
19 19,60 19,10
20 36,70 36,30
21 19,40 19,00
22 34,50 34,10
23 26,70 26,30
24 46,40 46,00
25 29,80 29,40
26 20,30 19,90
27 19,70 19,40
28 23,70 23,30
1 103,10 102,50
2 78,20 78,00
3 79,00 78,50
4 71,80 71,60
5 75,50 75,50

6’ 65,40 62,70
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Figura 98 — Estrutura do 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol

ZS/
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5.6.6.1 Espectros de Ressonéancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1 (RMN 1H) e
de Carbono -13 (RMN 13C) uni e bidimensionais de VGL (V)

Figura 99 - Espectro de RMN! H (piridina-ds, 500 MHz) de VGL (V)
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5.7 Estudo da composicdao fixa das raizes de V. gardneriana

5.7.1 Obtencéo dos constituintes

Raizes de V. gardneriana, (1.273g) foram secas a temperatura ambiente, por
aproximadamente 72 h e trituradas. O material foi submetido a extra¢cdo com etanol
a temperatura ambiente. Apds este periodo, o0 solvente foi evaporado sob presséo,
obtendo-se (56,43g) de extrato.

O extrato etandlico das raizes de V. gardneriana (56,43g) foi submetido a
coluna cromatografica, utilizando silica gel. O extrato foi adsorvido em 50g de silica.
Foram utilizados os seguintes solventes puros em ordem crescente de polaridade:
hexano, cloroformio, acetato de etila e metanol, obtendo-se as fracdes de acordo
com a (TABELA 18) a sequir.

Tabela 19 — Solventes e respectivas e massas obtidas no pré-racionamento

do extrato etandlico da raiz de Vitex gardneriana

SOLVENTE MASSA(Q)
Hexano 1,35
Cloroférmio 3,07
Cloroférmio 5,04
Metanol 32,67
Massa Total 42,14

Fonte: Elaborada pelo autor.

A fracdo acetato (5,049) do extrato etandlico da raiz de V. gardneriana
(EERVG), foi submetido a fracionamento em coluna cromatogréfica. O extrato foi
adsorvido em 23,74g de silica, usando os eluatos em ordem crescente de
polaridade a um gradiente de 10 % em volume: hexano (100%), hexano/cloroférmio
(9:1,8:2,7:3,6:4, 1:1, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9), cloroférmio (100%), cloroférmio/AcoEt (9:1,
8:2,7:3,6:4,1:1, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9), AcoEt (100%), AcoEt/metanol (9:1, 8:2, 7:3, 6:4,
1:1, 4:6, 3.7, 2:8, 1.9) e metanol (100%), obtendo-se 305 fracdes de acordo com
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(FLUXOGRAMA 3) a seguir. As fragbes (F'57-77), provenientes do eluato
cloroférmio/acetato 7:3, obteve-se um precipitado solido branco denominado VGR
(D, (30,1 mg), que apdbs analise dos dados de RMN e comparacéo com a literatura

foi identificado como sendo o Acido protocatecuico.

Fluxograma 3 — Isolamento de VGR (1), VGR (ll) e VGR (lll), respectivamente, da
raiz de V. gardneriana.

jean parcelli

EXTRATO
ETANOLICO
RAIZ
Vitex
grardneriana
(56,4398g)

jean parcelli

jean parcelli

jean parcelli

jean parcelli

Fracdo hexano Fracdo cloroférmio Fracdo acetato Fracdo metanol

VGRHEXA VGRCLOR VGRACET VGRMET
(1,3574g) (3,0738g (5,0433¢) (32,6744g)
; ; , : @ 4 .
jean parcelli jean parcelli jean parcelli
Fr:57-77 Fri131-139 VGRF(rI':I])7 (";;?:m :
VGR (1) (30,1mg) VGR (11) (16,4 mg) /4 mg

Fonte: Elaborado pelo autor.

As fracdes (F’131-149), proveniente do eluato cloroformio/acetato 4:6,
foram reunidas por similaridade, obtendo-se uma substancia denominada VGR (1),
(16,7mg), a qual apés andlise dos dados de RMN e comparacdo com a literatura
foi identificado como sendo o Acido 3,4-dihidréxido benzoico. As fracbes 172-203
obtida em cloroférmio/acetato 2:8, forneceu a substancia denominada VGR (lll), a
qual apés andlise dos dados de RMN e comparacao com a literatura foi identificado
como sendo o Glicosideo do B-Sitosterol (250,4mg), (FLUXOGRAMA 3).
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5.7.2 Determinacao estrutural de VGR (I)

No espectro de RMN 3C-CPD de VGR (I) (FIGURA 103), foram registradas
sete linhas espectrais, sendo uma atribuida a carbonila de éster ou de acido (&
170,3, C-7) e duas relacionadas a carbonos aromaticos oxigenados (6 151,6 C-4 e
146,1, C-3). Os carbonos hidrogenados foram identificados através da analise do
espectro de RMN 3C-DEPT135 (125 MHz, CD30D, (FIGURA 103), no qual foram
visualizados apenas trés sinais, todos referentes a carbonos aromaticos
hidrogenados (& 124,0 C-2; 117,8 C-6; 115,9 C-5). A absor¢cdo em 0 123,2 (C-1),
ausente no espectro DEPT135, foi atribuida a carbono aromético ndo-hidrogenado.

O espectro de RMN 'H de VGR (l) (FIGURA 102) apresentou um sinal
multiplo em &n 7,46-7,43, correspondentes a dois hidrogénios, os quais, juntamente
com um dupleto em & 6,81 (1H, J = 8,7 Hz, H-5), foram associados a um anel
benzénico trissubstituido. A formula molecular C7HsO4, deduzida a partir da analise
dos espectros de RMN, sugeriram a estrutura de um derivado do acido benzoico
trissubstituido, o qual foi identificado como sendo o &cido protocatecuico (FIGURA
101) apdés comparacdo com dados RMN 3C disponiveis na literatura (POUCHERT,
1993) (TABELA 20), sendo reportado pela primeira vez nesta espécie.

— 1 13
Figura 101 — Estrutura do Tabela 20 — Dados de RMN *H e *°C de VGR (l)

Acido Protocatecuico dispostos segundo as correlaces obtidas atraves de
espectros HSQC.
COOH - -
VGR (I) acido protocatecuico
1
6 2 C SC 8C
1 123,2 123,0
5 3
A OH 2 124,0 123,9
3 146,1 146,0
OH
4 151,6 151,5
5 115,9 115,7
6 117,8 117,7
7 170,3 170,3

Fonte: Elaborada pelo autor
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5.7.2.1 Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1 e de

Carbono -13, uni e bidimensionais de VGR ()

Figura 102 - Espectro de RMN H (CD30D, 500 MHz) de VGR (1)
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Figura 103 - Espectro de RMN 3C (CDsOD, 125 MHz) de VGR (1)
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5.7.3 Determinacao estrutural de VGR (ll) e (lll), respectivamente

A andlise do espectro de RMN 'H (FIGURA 107), revelou sinais referentes a
hidrogénios carbindlicos em &n 3,5,3, hidrogénios de uma dupla trissubstituida em
o 5,28 (M) e dissubstituida em 61 5,10 (m), além de varios sinais para hidrogénios
metilicos em &n 0,68 (s); 0,70 (s) e 0,79-0,93 (sl).

A andlise do espectro de RMN 3C (FIGURA 106) de VGR (Il), revelou a
presenca de sinais cujos valores de deslocamento quimico sugerem a presenca de
um carbono oximetinico em &c 72,02, uma ligacéo dupla trisubstituida 6c 121,92 e
dc 140,97 e dissubstituida em ¢ 129,50 e 138,52.

A substancia VGR (lll), foi comparada com uma amostra padrdo em CCD e
mostrou-se similar ao 3-O-8-D-glicopiranosilsitosterol. A confirmacao estrutural foi
feita por comparacdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono
observados no espectro RMN3C (FIGURA 108) com valores descritos na literatura
(TABELA 18).

Figura 104 — Estrutura do 3-O-8-D-glicopiranosilsitosterol

29

28/

R= B-D-glicopiranosil

Estas informacdes juntamente com a comparagédo com dados descritos na
literatura (TABELA 21) permitiram identificar VGR (Ill) como sendo a mistura dos
esteroides: estigmasterol (1) e pB-sitosterol (2), (FIGURA 105). Substancias

largamente distribuidas no reino vegetal,



Figura 105 — Estrutura dos esteroides B-sitosterol e estigmasterol

stigmasterel (1) f-Ritosterael ()
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5.7.3.1 Espectros de Ressonéancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1 (RMN 1H) e

de Carbono -13 (RMN 13C) uni e bidimensionais de VGR (IlI) e (lll)

Figura 106 - Espectro de RMN 13C (CDCIs, 125 MHz) de VGR (lI)




Figura 107 - Espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de VGR (Il)
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Tabela 21 - Dados de RMN 3C de VGR (I) em piridina-ds e VGR (ll) em CDCls
comparados com valores da literatura.

VGR | VGRII Referéncia’

C éc dc dc

1 37,30 37,47 37,47 37,40
2 30,60 31,88 31,88 30,20
3 78,70 72,02 72,02 78,40
4 39,70 42,54 42,54 39,30
5 141,30 140,97 140,97 140,80
6 122,30 121,92 121,92 121,90
7 32,40 31,88 29,39 32,10
8 32,50 31,88 31,88 32,00
9 50,70 50,36 50,36 50,30
10 37,30 36,72 36,72 36,80
11 21,10 21,30 21,30 21,10
12 40,30 37,47 37,47 39,90
13 42,80 42,52 42,52 42,40
14 57,20 56,99 56,99 56,80
15 24,90 24,58 24,52 24,50
16 28,90 28,46 29,12 28,50
17 56,60 56,28 56,28 56,20
18 12,50 12,07 12,07 12,10
19 19,60 19,61 18,99 19,10
20 36,70 36,36 40,00 36,30
21 19,40 18,99 21,43 19,00
22 34,50 34,17 138,52 34,10
23 26,70 26,32 129,50 26,30
24 46,40 46,06 51,45 46,00
25 29,80 29,12 29,39 29,40
26 20,30 19,61 21,30 19,90
27 19,70 19,20 19,25 19,40
28 23,70 23,29 25,61 23,30
29 12,30 12,26 12,19 11,90
1 103,10 102,50
2 78,20 78,00
3 79,00 78,50
4 71,80 71,60
5 75,50 75,50
6 65,40 62,70

Fonte: Macarri, et al., 1990.
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Os metabodlitos secundarios isolados e caracterizados da casca, caule e raiz de

Vitex gardneriana, com seus nomes e respectivas estruturas quimicas, estao
relacionados na (TABELA 21).

Tabela 22 — Metabdlitos isolados da casca, lenho e raiz de Vitex gardneriana

SIGLA NOME ESTRUTURA
VGC (1)  Acido Oleandlico Acido Rrag oS
Ursdlico "
gOOH
VGL (1) Acido Vanilico Meojij)L
VGL (1) Acido p-hidroxi- = T
benzdico L . o
VGL (1) Acido 4-hidroxi-3-
metoxibenzoato de p-
hidroxibenzdico
VGL (1IV) Acido 2a,3a,19a-
Trihidroxiursan-12-en-
28-06ico
(VGL (V) 3-0-B-D-glicopiranosil-
sitosterol
VGR (1) Acido Protocatecuico R

OH
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(VGL (V) 3-O-B-D-glicopiranosil-
sitosterol

VGR (1l Mistura M “:-4

B-sitosterol e A e =

Stigmasterol

Stipmasterel {1) D"'i[mlf""l (2]

Fonte: O autor

5.8 Atividade antibacteriana de VGL (lll), VGL (1V), VGC (I), VGL (I) e VGR (II)

respectivamente, compostos fixos isolados de V. gardneriana

A atividade antibacteriana de VGL (lll), VGL (IV), VGC (), VGL (I) e VGR
(I respectivamente, isolados de Vitex gardneriana foi avaliada utilizando o método
da microdiluicdo (TABELA 16).
Os metabdlitos secundarios avaliados foram os seguintes:
- Composto 1 — VGL (lll) — Acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoato de p-
hidroxibenzdico
- Composto 2 — VGL (IV) - Acido 2a,3a,19 a-trihidroxiursan-12-en-28-6ico
- Composto 3 - VGC (I) - Mistura do acido ursélico/oleandlico
- Composto 4 — VGL (I) - Acido vanilico
- Composto 5 — VGR (ll) - 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol

A analise dos resultados dos ensaios da atividade antibacteriana e
antibiofilme de 05 (cinco) compostos isolados de V. gardneriana, frente as cepas
de S. aureus ATCC25923 e P. aeruginosa ATCC10145 apOs 24 horas de
crescimento na presenca de cada um dos metabdlitos, mostraram que 0s mesmos
nao foram capazes de inibir o crescimento plancténico de ambas espécies de
bacterias, 0 mesmo acontecendo com os biofilmes formados pelas respectivas

bactérias.
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5.9 Atividade antioxidante de VGL (Ill), VGL (IV), VGC (I), VGL (1) e VGR (Il)

respectivamente, compostos fixos isolados de V. gardneriana

A atividade antioxidante de VGL (lIl), VGL (IV), VGC (1), VGL (I) e VGR (Il)
respectivamente, isolados de Vitex gardneriana foi avaliada utilizando os quatro
métodos utilizados anteriormente para os 0leos essenciais: sequestro do DPPH,
FIC, FRAP e BCB.

Os metabdlitos secundarios avaliados foram os seguintes:

- Composto 1 — VGL (lll) — Acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoato de p-hidroxibenzoico
- Composto 2 — VGL (IV) - Acido 2a,3a,19 a-trihidroxiursan-12-en-28-6ico

- Composto 3 — VGC (I) - Mistura do acido ursélico/oleandlico

- Composto 4 — VGL (I) - Acido vanilico

- Composto 5 — VGR (Il) - 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol

5.9.1 Ensaio de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

Os ensaios revelaram que os compostos 2, 3, 4 e 5 possuem capacidades
moderadas de capturar o radical 2,2-difenil-picril-hidrazil, em torno de 30 a 50% em
relacdo ao controle positivo (quercetina). Entretanto a mistura de Acido Vanilico
com Acido Hidroxibenzeno, (composto 1), mostraram uma capacidade
sequestrante de 45 a 95%, nas comcentracdes em ug/mL, estudadas de acordo
com a (FIGURA 109).

Figura 109 - Atividade antioxidante de VGL (lll), VGL (IV), VGC (I), VGL (I) e VGR
(I1) respectivamente, isolados de V. Gardneriana (DPPH)

[ Quercetina

[ Composto 1
3 Composto 2
@@ Composto 3
100- @ Composto 4
@ Composto 5

g

g

Sequestro do radical DPPH (%)

o
I

N a2 90 O NNV, 945 NPT AT I SN2, 940 NPT IS0 O N NP, 042 DO
4\?’\4,?’%\?’ RV "f? § »\?’\oﬁ’s\?é\" v 'L‘?‘?l\?\o}%\? N '1?99 4\%’\0,3’,5\?‘ RV 'b@‘og »\3’\6,%’,5\'«]' QN '1‘@9“‘\?\6?,5\? PN

[ Jng/mL



120

5.9.2 Ensaio da atividade quelante de ions ferrosos (FIC)

A analise dos resultados de ensaios de atividade antioxidante/quelante de
ions ferrosos, mostraram que os 05 compostos isolados de V. Gardneriana
possuem baixa atividade antioxidante, 5 a 25% em relacdo ao EDTA (controle
positivo). levando em consideracao este método nas concentra¢des de 7.81 a 500
ng/mL (FIGURA 110).

Figura 110 - Atividade antioxidante de VGL (lll), VGL (IV), VGC (I), VGL (I) e VGR
(I) respectivamente, isolados de V. gardneriana (FIC)
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5.9.3 Ensaio da atividade antioxidante pelo método de reducdo do ferro
(FRAP)

Os resultados dos ensaios da atividade antioxidante pelo método de reducao
do ferro, mostraram baixa atividade antioxidante 10 a 20 % em relagéo ao controle

negativo para todas as concentracbes em pg/mL estudadas, como mostra a
(FIGURA 111).
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Figura 111 - Atividade antioxidante de VGL (lll), VGL (IV), VGC (I), VGL (I) e VGR
(I) respectivamente, isolados de V. gardneriana (FRAP)
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5.9.4 Método de inibicdo da oxidagao do B-caroteno (BCB)

Analise dos resultados dos ensaios da atividade antioxidante por inibicdo da
oxidacdo do [(-caroteno, revelaram que os 5 compostos possuem atividade
antioxidante moderada 45 a 50% do controle positivo para as concentragdes de

7,81 a 500 pg/mL, como mostra a (figura 112).

Figura 112 - Atividade antioxidante de VGL (lll), VGL (IV), VGC (I), VGL (I) e VGR
(1) respectivamente, isolados de V. gardneriana (BCB)
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Como mostrados nas figuras 109, 110, 111 e 112 os metabolitos
secundarios isolados de V. gardneriana apresentaram um potencial antioxidante
em diferentes ensaios. Com destaque para o composto 1 no teste de sequestro do
radical DPPH. Corroborando com esses estudos, recentemente MONTEIRO et al.
(2015) mostrou que compostos fendlicos presentes nos extratos etandlico e em
agua de V. gardneriana apresentaram uma potencial atividade antioxidante,
principalmente no teste de sequestro do DPPH.

De fato, metabdlitos secundarios de plantas tém mostrado potencial
atividade antioxidante, com tal atividade associada a beneficios a saude do
individuo e a menor mortalidade causada por doencgas crénicas nao transmissiveis
em seres humanos (HEIM et al 2002; BALASUNDRAM et al 2006). Entretanto, a
atividade antioxidante de tais compostos esta intimamente relacionada com sua
estrutura quimica, o que pode explicar o fato do composto 1 ter mostrado uma

acentuada atividade antioxidante quando comparado aos demais.
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6 CONCLUSAO

Este estudo resultou na identificacdo e quantificacdo de 12 (doze)
compostos do 6leo essencial de V. gardneriana, Cis-Calameneno (28,15%),
Isoledeno (13,07%), a-copaeno (9,28%) e E-Cariofileno (6,45%) os constituintes
majoritarios, com predominancia de (66,34 %) de sesquiterpenos. ldentificacédo e
quantificacdo de 21 compostos do Oleo essencial de C. piauhiensis,
correspondendo a 87,96%, E-Cariofileno (19,03%), Limoneno (11,74%),
Germacreno D (9, 83%), V-Elemeno (8,64%) os constituintes majoritarios, com
predominéancia de (42,63%) de sesquiterpenos.

Os ensaios de atividade bactericida e antibiofilme realizados com os
Oleos essenciais frente as cepas de S. aureus ATCC25923 e P. aeruginosa
ATCC10145, mostraram que o Oleo essencial de C. piauhiensis, possui atividade
bacteriostatica, bactericida e antibiofilme frente a cepa de S. aureus e antibiofilme
frente a P. aeruginosa. Entretanto, o 6leo essencial de V. gardneriana, apresentou
atividade bacteriostética e antibiofilme frente a cepa de S. aureus e antibiofilme
frente a P. aeruginosa.

Ambos o0s Oleos apresentaram atividade antioxidante significativa
quando avaliados pelo Método de Inibicdo da Oxidagdo do B-caroteno (BCB),
diante dos quatro métodos utilizados.

Foram isolados e quantificados de V. gardneriana, nove constituintes
fixos de diferentes partes da planta: da casca VGC (1), mistura de Acido Ursolico e
Acido Oleandlico; do lenho, VGL (l) Acido vanilico; VGL (Il) Acido p-hidroxi-
benzdico, VGL (lll) Acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoato de p-hidroxibenzoico, VGL
(IV) Acido 2a,3a,19a-trihidroxiursan-12-en-28-6ico e o VGL (V) 3-O-B-D-
glicopiranosilsitosterol. Da raiz, VGR (I) Acido protocatecuico; VGR (ll) 3-O-8-D-
glicopiranosilsitosterol e o VGR (lll) uma mistura de S-sitosterol e estigmasterol.

Ressalta-se que todos estes metabdlitos secundarios sao inéditos para
esta espécie, e que os compostos VGL (l11) Acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoato de p-
hidroxibenzoico e o VGL (IV) Acido 2a,3a,19a-trihidroxiursan-12-en-28-6ico s&o
inéditos na literatura.

Ensaios de atividade bactericida foram realizados com cinco metabolitos
isolados frente as cepas de S. aureus ATCC25923 e P. aeruginosa ATCC10145.
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Os mesmos, ndo apresentaram, atividade bacteriostatica, bactericida ou
antibiofilme frente as cepas de S. aureus e P. aeruginosa. Entretanto,
apresentaram atividade antioxidante significativa quando avaliados pelo Método de
Sequestro do Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e pelo Método de Inibicdo
da Oxidagéao do B-caroteno (BCB), diante dos quatro métodos utilizados.

Além disso, diante dos resultados apresentados e de acordo com o
reportado na literatura, podemos afirmar que os 6leos essenciais de V. gardneriana
e do Croton piauhiensis, apresentam-se como uma promissora fonte de compostos
contra agentes infecciosos, além de apresentar acdo antioxidante passivel de ser
utilizada contra o estresse oxidativo, possuindo potencial para se tornar no futuro

um insumo Biotecnoldgico.
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