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RESUMO

MARTINS, Victor de Carvalho. Estudo fitoquimico sobre trés espécies nativas da familia
Myrtaceae da Mata Atlantica (RJ). 2022. 209 p. Tese (Doutorado em Quimica, Quimica).
Instituto de Quimica, Departamento de Quimica Organica, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

A Mata Atlantica ¢ um dos hotspots mundiais, principalmente no estado do Rio de Janeiro e
nas restingas pelo avanco da urbanizacdo. Nestas regides, destaca-se a familia Myrtaceae, pela
grande importancia econdmica, diferentes atividades bioldgicas e elevada taxa de endemismo.
O objetivo desta tese foi identificar os metabodlitos de espécies nativas e quimicamente pouco
conhecidas da familia Myrtaceae, da Mata Atlantica (RJ). Para tal finalidade, foram
empregadas técnicas cromatograficas instrumentais como CG-DIC, CG-EM, CLAE-DAD e
CLAE-DAD-EM. O primeiro estudo consistiu na caracterizacdo do 6leo essencial de folhas
de Myrciaria tenella, coletadas na Restinga da Marambaia (RJ). Foram identificadas 36
substancias por CG-DIC e CG-EM, sendo majoritario os terpenos nao-oxigenados como /- €
a-pineno (21,46% e 19,43%, respectivamente), E-cariofileno (10,89%) e aromadendreno
(9,17%). Foi sugerida a estrutura quimica do fenilpropanoide 2’,4’,6’-trimetdxifenil-butano
para o quinto constituinte majoritario (8,45%), através de analises complementares por RMN
'H e 13C. Além disso, um 6leo rico em f- e a-pineno e de alto rendimento foi obtido com
apenas 2 h de extragdo. O segundo estudo consistiu na desreplicagdo de extratos metandlicos e
particdes subsequentes de folhas de Eugenia copacabanensis e M. tenella. Através de andlise
por CG-EM, CLAE-DAD e CLAE-DAD-EM, foram identificadas 104 substancias, sendo
para cada espécie 78 e 64 substancias, em sua maioria inéditas dentro de cada tdxon. Para a
espécie E. copacabanensis, destacam-se o acido 3-O-cafeoilquinico — 4cido clorogénico, o
galato de metila, a quercitrina, os derivados de procianidina tipo B e os isOmeros de
estrictinina e tellimagrandina 1. No extrato e parti¢des de M. tenella, o 4cido elagico e seus
derivados, como o acido 3,3’-O-dimetil elagico, e os flavondis quercetina 3-O-(6"’-0O-galoil)-
galactosideo, quercetina 3-O-(6"’-O-galoil)-glicosideo, hiperosideo e isoquercitrina foram
observadas majoritariamente. Diferentes classes foram isoladas ou obtidas em mistura, como
o sesquiterpeno 2-metodxi-clovan-9-ol na particdo hexanica de folhas de E. copacabanensis e
com estrutura elucidada por experimentos uni- e bidimensionais de RMN 'H e *C. O terceiro
estudo teve como objetivo caracterizar um produto liofilizado de frutos de Myrcia eriopus.
Através da andlise por CLAE-DAD e IES-QTdV-EM, 5 antocianinas monoglicosiladas e
outras 2 substincias fendlicas (dcido géalico e miricetina) foram identificadas, com destaque
para a delfinidina 3-O-glicosideo e a petunidina 3-O-glicosideo. O po liofilizado apresentou
alto teor de antocianinas e potencial antioxidante quando comparados a outros frutos
brasileiros. Todos os resultados impactam positivamente na preservacao das espécies nativas
brasileiras, através da caracterizagdo quimica e dos ensaios biologicos feitos em parceria,
sendo previamente publicados em revistas cientificas de alto impacto.

Palavras-chave: Myrciaria tenella, Eugenia copacabanensis, Myrcia eriopus.



ABSTRACT

MARTINS, Victor de Carvalho. Phytochemical study of three native species of Myrtaceae
family from Atlantic Forest (RJ). 2022. 209 p. Thesis (Doctor Science in Chemistry,
Chemistry). Instituto de Quimica, Departamento de Quimica Organica, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

The Atlantic Forest is one of the world hotspots, mainly in the state of Rio de Janeiro and in
restingas due to the advance of urbanization. In these regions, the Myrtaceae family stands
out, due to its great economic importance, different biological activities and high rate of
endemism. The objective of this thesis was to identify the metabolites of native and
chemically unknown species of the Myrtaceae family, from the Atlantic Forest (RJ). For this
purpose, instrumental chromatographic techniques were employed such as GC-FID, GC-MS,
HPLC-DAD and HPLC-DAD-MS. The first study consisted of the characterization of the
essential oil of Myrciaria tenella leaves, collected in Restinga da Marambaia (RJ). Thirty-six
substances were identified by GC-FID and GC-MS, with the major composition of non-
oxygenated terpenes such as f- and a-pinene (21.46% and 19.43%, respectively), E-
caryophyllene (10.89%) and aromadendreno (9.17%). The chemical structure of the
phenylpropanoid 2’,4’,6’-trimethoxyphenyl-butane was suggested as the fifth major
constituent (8.45%), through the additional analyzes by 'H and '*C NMR. Furthermore, a high
yield p-pinene/a-pinene-rich essential oil was obtained with only 2 h of extraction. The
second study consisted of the dereplication of methanol extracts and subsequent partitions
from Eugenia copacabanensis and M. tenella leaves. By GC-MS, HPLC-DAD and HPLC-
DAD-MS analysis, 104 substances were identified, being 78 and 64 substances for each
species and mostly reported for the first time for each taxon. For the species E.
copacabanensis, 3-O-caffeoylquinic acid — chlorogenic acid, methyl gallate, quercitrin, type
B procyanidin derivatives and isomers of strictinin and tellimagrandin I were the main
substances. In the extract and partitions of M. tenella, ellagic acid and its derivatives, such as
3,3'-O-dimethyl ellagic acid, and the flavonols quercetin 3-O-(6"-O-galoyl)-galactoside,
quercetin 3-0O-(6"-O-galoyl)-glycoside, hyperoside and isoquercitrin were mostly observed.
Different classes were isolated or obtained in fractions, such as the sesquiterpene 2-methoxy-
clovan-9-ol in the hexane partition of E. copacabanensis leaves, with structure elucidation by
one- and two-dimensional 'H and *C NMR experiments. The third study aimed to
characterize a lyophilized product from Myrcia eriopus fruits. By HPLC-DAD and ESI-
QToF-MS analysis, 5 monoglycosylated anthocyanins and 2 other phenolic substances (gallic
acid and myricetin) were identified, with delphinidin 3-O-glycoside and petunidin 3-O-
glycoside as the major substances. The lyophilized powder had a high content of anthocyanins
and antioxidant potential when compared to other Brazilian fruits. All results have a positive
impact on the preservation of these Brazilian native species, through the chemical
characterization and the biological tests in collaborations research, with these results
previously published in high-impact scientific journals.

Key-words: Myrciaria tenella, Eugenia copacabanensis, Myrcia eriopus.
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1 INTRODUCAO GERAL

Em pleno século XXI, a grande preocupagao mundial tem sido os efeitos catastroficos
da acdo antrdpica e o uso irracional dos recursos naturais por todo o territério do planeta. As
discussdes entre as liderangas tém enfatizado a adogdo de medidas sustentdveis para a
producdo de insumos, bens materiais e fontes de energia. Dentro deste contexto, paises com
elevada extensao territorial e biodiversidade preservada recebem destaque, como o Brasil.

Além disso, a importancia dos produtos naturais para o desenvolvimento da
humanidade ¢ um fato indiscutivel, sendo a base para a culinaria ¢ medicina popular e
alcangando as industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia. O estudo da composi¢do
quimica de plantas nativas ainda se faz extremamente necessdria, fornecendo novas
substancias com estruturas quimicas diferenciadas e propriedades biologicas distintas

Os estudos fitoquimicos podem contribuir para o conhecimento de espécies que
porventura ainda ndo foram investigadas pelos cientistas. Quando estas encontram-se em
regides com elevada perda de biodiversidade, estes estudos podem também favorecer a
preservagao destas espécies e indicar um uso racional para os extratos e substancias isoladas.

Dentro deste panorama, em territorio brasileiro, podemos destacar o bioma da Mata
Atlantica, presente nas regides Sul e Sudeste e que abrigam as maiores regioes metropolitanas
do pais, e a familia Myrtaceae e a sua grande representatividade dentro da flora brasileira.

Esta tese teve como objetivo identificar os metabolitos secundarios de espécies ainda
pouco conhecidas da familia Myrtaceae, localizadas na regido de Mata Atlantica do estado do
Rio de Janeiro (RJ), e, em parceria com outros grupos de pesquisa, avaliar o potencial
bioldgico dos extratos, fragdes e/ou substancias. A tese foi dividida em 3 capitulos, em que:

. O capitulo I descreve o estudo de caracterizagdo quimica do 6leo essencial de folhas
de Myrciaria tenella, coletadas na Restinga da Marambaia (RJ), incluindo a avaliagdo
do tempo de destilagdo sobre a qualidade do 6leo essencial. Em parceria, foram
incluidos o estudo de atividade anti-inflamatdria e nociceptivo do 6leo essencial;

. O capitulo II relaciona a identificagdo por desreplicacao por CG-EM e CLAE-DAD-
EM e o isolamento de metabdlitos secundarios de extratos metanodlicos e suas
particoes de folhas de Eugenia copacabanensis e M. tenella, também coletadas na
Restinga da Marambaia (RJ). Este capitulo também descreve brevemente os trabalhos
em parceria sobre a avaliagdo do potencial antioxidante das particoes com modelo de
Saccharomyces cerevisiae e sobre a atividade acaricida de um sesquiterpeno isolado
do extrato de folhas de E. copacabanensis e inédito para a familia Myrtaceae;

. Por ultimo, o capitulo I1I detalha a caracterizagao por CLAE-DAD/IES-QTdV-EM de
antocianinas presentes nas cascas dos frutos de Myrcia eriopus, uma espécie botanica
inédita quanto a sua composi¢ao quimica. Uma avaliagcdo do seu potencial nos ensaios
espectrofotométricos de captura de radicais organicos também foi incluida.

Todo este estudo fitoquimico foi realizado através da infraestrutura da Embrapa
Agroindustria de Alimentos, nos Laboratorios de Cromatografia Liquida, de Oleos Essenciais
e de Cromatografia Gasosa, sob supervisdo do pesquisador Dr. Ronoel Luiz de O. Godoy; e
também do Instituto de Quimica da UFRRJ, no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais
(LQPN) e na Central Analitica, sob supervisdo do professor Dr. Mério Geraldo de Carvalho.

A coleta e a identificacdo dos materiais vegetais foram realizadas junto ao professor
Dr. Marcelo da C. Souza, do Herbario do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude da
UFRRJ (ICBS-UFRRYJ), com as exsicatas de cada espécie depositadas. Além disso, todas as
espécies foram previamente registradas na plataforma do Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimonio Genético (SISGen), conforme solicitado pela Lei n® 13.123 de 17 de novembro de
2015 (BRASIL, 2015), sob cadastro de nimero AEADEG65.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1. A Biodiversidade Brasileira

Desde o inicio da humanidade, a relagdio do ser humano com a natureza foi
fundamental para a sobrevivéncia da espécie. A biodiversidade do nosso planeta possibilitou
ao homem a exploragcdo dos recursos naturais ao longo dos séculos e serviu de base para os
avangos cientificos e tecnologicos, que resultaram na conquista do mundo globalizado ao qual
vivemos hoje em dia.

Embora sejam responsdveis apenas por 40% do territério do planeta, as regides
tropicais sdo atualmente os grandes responsaveis pela biodiversidade mundial, constituindo
um conjunto de ecossistemas de espécies vivas, sejam animais, plantas e/ou microrganismos.
Os ecossistemas tropicais (Figura 1) possuem cerca de 75% das espécies de seres vivos, com
elevada taxa de endemismo, e sdo considerados fundamentais para o clima global como
repositdrios naturais de carbono (BARLOW et al., 2018).

Figura 1. Ilustragdo do globo terrestre, com destaque para as regides tropicais ¢ seus biomas e
formagao de corais (REDE AMAZONIA SUSTENTAVEL, 2021).

Entre todas as nagdes, o Brasil recebe um grande destaque por ser considerado um pais
privilegiado pelas suas riquezas naturais € com a maior biodiversidade do mundo (PINTO et
al.,, 2002; BERLINCK et al., 2017; PILON et al., 2017). Segundo dados do Ministério do
Meio Ambiente do governo brasileiro (2021), o territorio brasileiro apresenta cerca de 8,5
milhdes de km? de extensao territorial e 3,5 milhdes de km? de costa marinha, ocupando quase
metade da América do Sul. Devido a sua elevada faixa territorial, o pais apresenta uma grande
diversidade climatica como o trépico imido na regido Norte; o clima semi-arido na regido
Nordeste; e ainda 4reas temperadas na regido Sul. Estes fatores resultam na existéncia de seis
biomas diferentes em um tUnico pais (Floresta Amazodnica, Pantanal, Cerrado, Caatinga,
Pampas e Mata Atlantica), além de trés ecossistemas marinhos. Dados mais especificos
indicam que o Brasil possui cerca de 12% das espécies de plantas e mamiferos e 24% das
espécies de peixes da biodiversidade global (BARLOW et al., 2018).

Em geral, as regides tropicais, incluindo o territorio brasileiro, tem enfrentado rapidas
mudangas ambientais, socioecondmicas e demograficas. Atividades antropicas como
desmatamento e pesca predatoria tem resultado em processos intensos de destruicdo nos
ultimos 150 anos, similar ao ocorrido com os paises temperados nos séculos anteriores
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(BARLOW et al., 2018; REDE AMAZONIA SUSTENTAVEL, 2021). No final do século
XX, alguns pesquisadores, como o ecologista britinico Norman Myers, introduziram o
conceito de hotspots, areas que apresentam alta concentracao de espécies endémicas e elevada
perda de seu habitat, como um alarme para a populacao global. Entre os biomas brasileiros,

destacam-se o Cerrado e a Mata Atlantica entre os hotspots mundiais (Figura 2), com grande
parte destes localizados nas regides tropicais (MYERS et al., 2000; MARCHESE, 2015).

Figura 2. Os biomas considerados /hotspots do planeta Terra, incluindo o Cerrado Brasileiro e
a Mata Atlantica Brasileira (MARCHESE, 2015).

Ainda de acordo com Lucas & Biinger (2015), a situagdo da Mata Atlantica ainda ¢
mais drastica, sendo considerada uma das cinco areas prioritarias pela Organizagdo das
Nagdes Unidas para a Educacdo, Ciéncia e Cultura (United Nations Educational, Scientific
and Cultural Organization — UNESCO). Elevados indices de urbanizacdo e altos niveis de
exploragdo de recursos naturais continuam ameacando severamente a Mata Atlantica. As
restingas sdo areas tipicamente encontradas neste bioma e consistem em depositos arenosos
localizados paralelos a linha costeira em que a cobertura vegetal encontra-se em praias, dunas
e depressoes (CONAMA, 2002). No estado do Rio de Janeiro, a biodiversidade das restingas
também corre risco de extingdo devido a expansdo imobiliaria.

O célebre pesquisador Raimundo Braz-Filho (1994) ja alertava ainda na década de 90
para o perigo da exploracdo irracional do meio ambiente e consequentemente de espécies
vivas, principalmente vegetais:

“O exterminio de espécies vegetais prejudica o equilibrio ambiental e
elimina um poderoso laboratério vivo de produtos quimicos, muitos
deles tUteis para a manutencdo do sistema ecolodgico e para curar
doengas e salvar vidas.” (BRAZ-FILHO, 1994)

Portanto, ¢ possivel correlacionar os impactos negativos da deterioracdo da
biodiversidade com prejuizos sociais e econdmicos, a partir da perda de espécies e da
diversidade de substancias quimicas naturais, potencialmente para a bioeconomia pelo
emprego dos proprios produtos naturais ou de derivados sintéticos (VALLI et al., 2018).

Nas ultimas décadas, o Brasil tem evoluido quanto aos aspectos de protegao a
biodiversidade nacional (SOARES et al., 2021). Com a Constitui¢do Federal de 1988
(BRASIL, 1988) garantindo esta defesa, novas legislagdes entraram em vigor, buscando
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proteger o patrimonio genético e o conhecimento tradicional. O Marco Legal da
Biodiversidade foi registrado através da Lei de n® 13.123, de 20 de maio de 2015 (BRASIL,
2015), considerado avangos para a area, como a maior participagdo da sociedade civil no
Conselho de Gestao do Patriménio Genético (CGEN) e a obrigagdao de reparticdo dos
beneficios para a conservagao e uso sustentdvel da biodiversidade. Além disso, o Decreto de
n® 8.772, de 11 de maio de 2016 (BRASIL, 2016), criou o Sistema Nacional de Gestao do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), um sistema
eletronico responsavel pela gestdo do patrimonio genético e do conhecimento tradicional
associado.

Todos estes avancos sdo importantes para o reconhecimento e a valorizagao da nossa
biodiversidade. Entretanto, nos ultimos anos, o crescimento do desmatamento tem sido
devastador. E necessario ressaltar o papel fundamental dos pesquisadores cientificos,
possibilitando a preservacao e o conhecimento dos ecossistemas brasileiros.

2.2. A Quimica de Produtos Naturais

Os pesquisadores contribuem significativamente para a conservacao da biodiversidade
através do conhecimento cientifico. Entre as areas da ciéncia, a Quimica de Produtos Naturais
consiste na investigacdo quimica de organismos vivos, ou seja, o estudo das substancias
provenientes do metabolismo secundario (BRAZ-FILHO, 1994; BERLINCK et al., 2017). E
considerado a sub-area mais antiga da Quimica Organica e o campo mais antigo e tradicional
da Quimica Brasileira, congregando o maior nimero de pesquisadores cientificos (PINTO et
al., 2002; VALLI et al., 2018).

De acordo com PINTO e colaboradores (2002), a importancia dos organismos vivos
brasileiros se mistura a histéria do nosso pais, iniciando-se desde a utilizagdo das plantas
brasileiras como remédios indigenas e posteriormente pelos médicos portugueses que
chegaram ainda no século XVI para as colonias brasileiras. Em um passado mais recente,
destacam-se pesquisadores como o farmacéutico alemdao Theodoro Peckolt, considerado pai
da fitoquimica brasileira, no século XIX; e os quimicos Dr. Otto Richard Gottlieb
(nacionalidade tcheca), Dr. Walter Baptist Mors (brasileiro) e Dr. Benjamin Gilbert (ingl€s),
principais responsaveis por introduzir a fitoquimica moderna entre os anos de 1950 e 1970 e
responsaveis por uma nova geracao de pesquisadores no pais (PINTO et al., 2002; VALLI et
al., 2018). Atualmente, a importancia da area ¢ demonstrada através da existéncia da divisdo
de Produtos Naturais, na Sociedade Brasileira de Quimica (SBQ), desde o ano de 1994; e
ainda por eventos cientificos especificos, como o Brazilian Conference on Natural Products
(BCNP), um dos mais relevantes no Brasil e na América Latina (PINTO et al., 2002;
BERLINCK et al., 2017).

A importancia desta area de estudo estd relacionada com a caracterizagdo de
substancias biossintetizadas no metabolismo secundario de determinada espécie, que, em
alguns casos, ¢ utilizada pela medicina popular e pode apresentar determinadas atividades
biologicas. Estas substancias, conhecidas como produtos naturais ou ainda substincias bio-
organicas, geralmente estdo associadas com a classificagdo taxonOmica das espécies
investigadas, como familia e género, e possibilitam o conhecimento de extensa diversidade
estrutural e a sintese de novos produtos com potencial biologico. Todos estes aspectos
contribuem para o carater interdisciplinar da area de Quimica de Produtos Naturais (BRAZ-
FILHO, 1994). Logo, os estudos em Quimica de Produtos Naturais podem apresentar
inimeros objetivos cientificos, como demonstrados na Figura 3.



[ Substancias bioorganicas e areas relacionadas |

v oo ' ' ' '

Sistematica Evolugdo Ecologia Substincias Matéria Novos modelos Biotecnologia
quimica quimica quimica com atividade prima para sintese

hioldgica {precursor
de produto .
bioativo) MNovas reacies
Movos reagentes
l Testes de reagentes
Farmacéuticos Freparacio de
M edicinais produtos dteis

Defensivos agricalas

Figura 3. Diferentes objetivos de estudo cientifico para as substancias oriundas do
metabolismo secunddrio (SBPC, [s.d.]).

Para a investigagdo fitoquimica, etapas iniciais de elucida¢do estrutural e avaliagdo de
atividade bioldgica de substincias sdo desenvolvidas a partir de extratos brutos, fragdes
purificadas ou substancias isoladas. Como apenas pequenas quantidades sdo obtidas, estudos
de sintese organica sdo normalmente empregadas para as substancias mais promissoras,
resultando substancias ou derivados sintéticos em maior quantidade e, portanto, melhor
caracterizagdo quimica e bioldgica. Por tais razdes mencionadas, muitas substancias oriundas
do metabolismo secundario e produtos derivados estdo presentes na grande maioria dos
medicamentos (BRAZ-FILHO, 1994; BERLINCK et al., 2017).

O grande desenvolvimento da area foi alcangado a partir da década de 1960, com o
advento de ferramentas de andlise espectroscopica (BERLINCK et al., 2017). Nas ultimas
décadas, a utilizagdo de técnicas analiticas hifenadas ou off-line e de ferramentas de biologia
molecular possibilitou investigar qualquer sistema bioldgico (animal, vegetal, terrestre ou
marinho, ou microbiano), através do conhecimento do metabolismo secundario (PINTO et al.,
2002; BERLINCK et al., 2017). O atual desafio consiste na utilizagdo de metodologias mais
rapidas, precisas e eficientes para a descoberta de novos produtos naturais (GAUDENCIO &
PEREIRA, 2015).

2.3. A Biossintese de Produtos Naturais

O funcionamento dos organismos vivos esta relacionado essencialmente a uma rede
integrada de reagdes quimicas reguladas e mediadas por enzimas para a producdo de energia
através das moléculas de adenosina trifosfato (ATP) e para a construgdo de células e tecidos.
O conjunto destas reagdes ¢ denominado metabolismo primario, por ser fundamental para a
vida, sendo os carboidratos, os lipideos, as proteinas e os acidos nucleicos os quatro grupos
principais de metabolitos primarios. Além destes, outras substancias também sdo produzidas
através do metabolismo secundario (BASER & BUCHBAUER, 2020; DEWICK, 2009).

Estas substancias podem ter ocorréncia em organismos especificos e, em alguns casos,
expressar a individualidade ao taxon. Nas espécies vegetais, os metabolitos secundarios
apresentam papel vital para o bem estar da espécie, atuando na prote¢do contra patdgenos e
predadores, na defesa antioxidante, na adaptagdo a condigdes climaticas, na atracdo de agentes
polinizadores por substancias volateis e coloracao de flores e frutos, entre outros (DEWICK,
2009; VALLI et al., 2018). Suas atuagdes especificas conferem a estas substancias atividades
biologicas diferenciadas em estudos cientificos.



Nos organismos vegetais, os produtos naturais sdo biosintetizados a partir de reacdes
catalisadas por enzimas com “blocos de constru¢ao”, substratos provenientes do metabolismo
priméario. Diferentes reacdes quimicas estdo presentes nas quatro rotas metabolicas principais
(via do mevalonato, via do metileritritolfosfato, via do chiquimato e via do acetato), como
reacgoOes de substituicdo nucleofilica, adi¢ao eletrofilica, condensagao alddlica, condensagao de
Claisen, rearranjos de Wagner-Meerwein, entre outros (DEWICK, 2009). A Figura 4 resume
as principais vias metabolicas observadas nos organismos vegetais a partir dos substratos
fosfoenolpiruvato e acetil-coenzima A, produtos da glicdlise.

Figura 4. Esquema resumido das principais vias metabdlicas observadas no metabolismo
vegetal, adaptado de Baser & Buchbauer (2020).

As principais classes de metabolitos secundarios sdo os terpenos, os flavonoides e os
alcaloides. Os terpenos sdo considerados a maior e mais antiga classe de biomoléculas, com
maior diversidade estrutural e funcional. Estes sdo biossintetizados a partir das unidades
isoprénicas (2-metil butadieno), normalmente denominadas Cs, e cujo as reagdes de
condensagdo entre as unidades possibilita a formagdo de monoterpenos (Cio), sesquiterpenos
(Cis), diterpenos (Czo), triterpenos (Cso), carotenos e xantofilas (Cso) e outros derivados como
saponinas e esteroides. Em geral, nos dleos essenciais, predominam-se os monoterpenos €
sesquiterpenos (EISENREICH et al., 2001; DEWICK, 2009; BASER & BUCHBAUER,
2020).

Os flavonoides constituem uma classe importante dentro das substancias fendlicas
oriundas do metabolismo secundario, como os dacidos fenolicos (benzoicos — Cs-Ci e
cindmicos Cs-C3), os policetideos aromadticos e os taninos. Os flavonoides correspondem a
um grupo abundante de substancias, porém estruturalmente definidos, apresentando um
nucleo basico 2-fenilcromano (Cs-C3-Cs) com grupos hidroxilas, metoxilas, glicosidicos e/ou
substituintes prenilados ligados em vérias posi¢des. Alteracdes no anel C da estrutura basica
conferem a formacdo de diferentes subclasses de flavonoides, como as chalconas, flavonodis,
flavonas, flavan-3-6is, flavanonas, isoflavonas, entre outros (ANOUAR et al., 2012; BILER
et al., 2017). Nas plantas, os flavonoides atuam como defesa antioxidante, prote¢do contra os
raios UV da luz solar e na sinalizagao entre espécies (BASER & BUCHBAUER, 2020).

Por ultimo, os alcaloides apresentam ocorréncia restrita em determinadas espécies
botanicas. Estes sdo substancias ciclicas contendo atomos de nitrogénio como heteroatomo
nos anéis e, por tal definicdo, apresentam ampla variedade estrutural, como anéis
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piperidinicos, piridinicos, pirrolidinicos, quinolinicos, entre outros. A principal atividade
biologica dos alcaloides esta relacionada aos efeitos no sistema nervoso central do homem,
como as substancias alucinogénicas (DEWICK, 2009). A Figura 5 apresenta algumas
substancias conhecidas das principais classes de metabolitos secundarios.
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Figura 5. Exemplos de terpenos, flavonoides e alcaloides de ocorréncia natural em plantas.

Beta-caroteno

Como j& mencionado anteriormente, a descoberta de metabolitos secundérios nas
espécies vegetais € possivel através da atuacao dos quimicos de produtos naturais € o0 emprego
de métodos de extracdo da matriz vegetal, separacdo das substancias em mistura e da
elucidagdo estrutural por métodos fisicos de andlise. Dentre diferentes técnicas adotadas, €
importante ressaltar que uma das principais ferramentas empregada pelos quimicos de
produtos naturais € a cromatografia.

24. A Importancia da Cromatografia na Quimica de Produtos Naturais

Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry — (IUPAC, 1997), a
cromatografia ¢ definida como “um método fisico de separagdo em que os componentes que
serdo separados estdo distribuidos entre duas fases, uma que € estacionaria (fase estacionaria)
enquanto a outra se move em direcdo definida (fase movel)”. A interagdo entre as substancias
inicialmente presentes em uma mistura e as duas fases distintas e imisciveis contribuira para a
ocorréncia dos fendmenos de retengdo e elui¢do, responsaveis pela migragao diferencial e a
consequente separagdo das substancias. A Figura 6 ilustra a cromatografia em coluna, método
mais cldssico em que ocorre a adicdo da mistura na fase superior da coluna e retirada das
fragdes apos eluicdo com fase movel através da fase estacionaria.

Na historia da humanidade, relatos de experimentos similares a cromatografia foram
observados em periodos anteriores ao século XX, como a descrigdo de um método para
verificagcdo da autenticidade de verdigris, um sal utilizado como fungicida e pigmento verde,
ainda na Roma Antiga, no ano 77 depois de Cristo — d.C. (PACHECO et al., 2015). Porém, a
historia da Quimica Moderna atribui a invenc¢ao da cromatografia ao botanico russo Mikhael
S. Tswett (1872-1919), cujo trabalho inicial envolveu uma investigagdo fitoquimica
(LANCAS, 2009a; LANCAS, 2009b; PACHECO et al., 2015).



Figura 6. Ilustragdo sobre o processo classico de cromatografia em coluna.

Em 1903, Tswett publicou inicialmente um relatorio sobre seus extensivos
experimentos sobre um novo fenomeno de adsor¢do e a potencial aplicagdo na separagdo de
pigmentos de folhas de plantas através de diferentes substancias solidas depositadas em uma
coluna de vidro, similar ao exemplificado na Figura 6. Até entdo, o cientista ainda nomeava o
processo como filtragdo. Somente em 1906 com a publicagdo de dois artigos cientificos, o
termo cromatografia foi adotado e descrito pelo botanico russo. A origem do nome
normalmente ¢ relacionada as palavras gregas chroma (cor) e graphein (escrever),
significando “a escrita da cor”, porém acredita-se também que pode ter sido uma auto-
homenagem, devido ao nome Tswett escrito em russo significar “cor” e, portanto, seria “a
escrita de Tswett” (PACHECO et al., 2015).

Desde o século XX até os dias atuais, as técnicas cromatograficas se expandiram de
maneira destacada. A Tabela 1 relaciona as principais classificagdes utilizadas na literatura
cientifica e alguns exemplos de técnicas cromatograficas relevantes dentro de cada critério.

Entre as técnicas empregadas, € possivel destacar as técnicas classicas, como a
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) e preparativa (CCDP) e cromatografia
em coluna aberta ou a pressao atmosférica. Estas sdo empregadas exaustivamente nos estudos
de fitoquimica bésica. Porém, nas ultimas décadas, as técnicas instrumentais também
ganharam destaque, apresentando importancia devido a elevada resolucdo cromatogréafica,
sensibilidade, seletividade e reprodutibilidade. A cromatografia gasosa, a cromatografia
liquida preparativa, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e, mais recentemente, a
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) sdo atualmente importantes ferramentas para
a separagdo de substancias em misturas e, através do uso de sistemas hifenados com técnicas
espectroscopicas, como a espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel (UV/Vis) e a
espectrometria de massas, sdo possibilitadas a identificacdo e a quantificagdo dos analitos
(LANCAS, 2009a; LANCAS, 2009b; PACHECO et al., 2015).



Tabela 1. Principais critérios usados para classificacdo e exemplos de técnicas
cromatograficas (ETTRE, 1993; LANCAS, 2009a).

Critérios Tipos Exemplos
Forma Fisica Em Coluna Colunas de vidro ou metal
do Sistema Planar Camada delgada com silica
Liquido Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Estado Fisico Ga}soso Cromatografia Gasosa
da Fase Movel Fluido no . .
Estado Cromatografia com Fluido Supercritico
Supercritico
Adsorcao Camada delgada com silica
Particao Cromatografia em filtro de papel com adi¢ao de solvente
. A Resinas poliméricas i0nicas neutralizadas com contra-
M;canlsm? de Troca Ionica fons
eparacio <
1\];:[)(()(112181&11; Utilizagao de gel polimérico Sephadex
(Bio)Afinidade Interacdo especifica entre analito e ligante presente na FE
Polaridade das  Fase Normal FE polar e FM apolar
Fases Fase Reversa FE apolar e FM polar
.o Analitica Quantificacao de flavonoides em alimentos
Finalidade

Preparativa Isolamento de metabolitos secundarios de matriz vegetal

Os avangos tecnoldgicos permitiram que a cromatografia seja responsavel por grande
parte dos métodos de separacdo e de caracterizacdo nos laboratdrios de pesquisa e nas
industrias farmacéuticas, petroquimicas, cosméticos, entre outros. E importante ressaltar que
as técnicas classicas continuam tendo seu destaque na atuacdo dos quimicos de produtos
naturais.

2.5. O Conhecimento Fitoquimico da Familia Myrtaceae

Com um amplo nimero de estudos fitoquimicos, em que a cromatografia ¢ empregada
para fins preparativos e analiticos, pode-se destacar a familia Myrtaceae, entre os organismos
vegetais da biodiversidade brasileira. As mirtaceas sdo uma das dez maiores familias de
angiospermas (angio — urna; sperma — semente) no Brasil, com taxa de endemismo somente
inferior a familia Bromeliaceae, com, respectivamente 76,2% e 85,3% (FORZZA et al., 2010;
LUCAS & BUNGER, 2015). Esta familia, cujos dados taxondmicos estdo descritos na Tabela
2, ¢ reconhecida por sua grande importancia cultural e econdmica, sendo utilizada para fins
medicinais, como distlrbios gastrointestinais, quadros hemorragicos e doencas infecciosas, e
para fins alimenticios, através dos seus frutos geralmente consumidos in natura ou
processados (CRUZ & KAPLAN, 2004; STEFANELLO et al., 2011).

E importante destacar que o bioma Mata Atlantica e, em especial, o estado do Rio de
Janeiro apresentam uma das maiores riquezas botanicas. Somente o estado possui atualmente
7.354 espécies de angiospermas, sendo 1.076 espécies endémicas e, por tais razdes, o Rio de
Janeiro ¢ considerado um importante centro de endemismo (COELHO et al., 2017). Muitas
destas espécies endémicas pertencem as mirtaceas, que estdo presentes no territorio
fluminense (Figura 7) e representam uma das dez familias predominantes na Mata Atlantica e
de maior riqueza nas areas de restingas (LANDRUM & KAWASAKI, 1997; SOUZA et al.,
2007; FORZZA et al., 2010).



Tabela 2. Classificacdo taxonomica da familia Myrtaceae (ITIS, 2014).

Classificacio Dados taxondomicos
Reino Plantae
Sub-reino Viridiplantae
Infrareino Embryophyta
Divisao Tracheophyta
Subdivisao Spermatophytina
Classe Magnoliopsida
Super-ordem Rosanae
Ordem Myrtales
Familia Myrtaceae

Figura 7. Distribuicao geografica da familia Myrtaceae no estado do Rio de Janeiro (SOUZA,
2014)

Quanto a sua constituicao quimica, a familia Myrtaceae ja ¢ conhecida por ser rica em
Oleos essenciais € que, em sua maioria, apresentam atividade antimicrobiana (BORGES et al.,
2014). Ainda de acordo com a base de dados do Nucleo de Bioensaios, Biossintese e
Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBEpg), da Universidade Estadual de Sdo Paulo
(UNESP), existem trabalhos que destacam a presenga de derivados aromaticos, taninos e
terpenos para as mirtdceas e atividades antileshmania, antitripanossomica, antifingica,
antioxidante, inseticidas, entre outros (PILON et al., 2017).

Entre os géneros mais importantes, destacam-se Eugenia, Myrcia e Myrciaria, que
estdo presentes em todas as regides do territério brasileiro (LANDRUM & KAWASAKI,
1997). Segundo Lucas & Biinger (2015), o género Eugenia possui cerca de 385 espécies no
Brasil, sendo 241 presentes na Mata Atlantica. Este género ¢ caracterizado por estrutura
arbustiva ou arbéreo de 3 a 12 metros de altura, sendo um dos mais ricos em namero de
espécies do planeta e amplamente utilizado na medicina popular para diferentes patologias
como distirbios gastrointestinais, inflamacdes e infeccdes (FORZZA et al.,, 2010;
STEFANELLO et al., 2011; QUEIROZ et al., 2015). Nos 6leos essenciais obtidos do género
Eugenia, ja foram encontradas mais de 300 substincias volateis, predominando
principalmente os sesquiterpenos ciclicos. Estes 0leos essenciais sao utilizados na medicina
popular para tratamento de disenterias, problemas estomacais, inflamagdes e infec¢des. Além
dos sesquiterpenos em Oleos essenciais, outras classes de metabodlitos secundarios ja foram
identificados em espécies de Eugenia, como os flavonoides, triterpenos e taninos
(STEFANELLO et al., 2011; DE SOUZA et al., 2018).

O género Myrcia, corresponde a 320 espécies presentes na Mata Atlantica, também ¢
muito empregada na medicina popular através de infusdes, sendo relacionados os extratos de
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folhas a atividades hipoglicémica, anti-hemorragica e antioxidante (CASCAES et al., 2015;
LUCAS & BUNGER, 2015). Os 6leos essenciais das folhas de espécies do género Myrcia
também sdo bastante conhecidos, apresentando em sua composi¢do quimica monoterpenos e
sesquiterpenos e como atividades bioldgicas acdo anti-inflamatoria, antinociceptiva,
antioxidante e antimicrobiana. Quanto aos componentes ndo-volateis, ¢ observada a presenca
de acidos organicos, taninos, triterpenos, flavonoides glicosilados e derivados de acetofenona,
que sdo relacionados aos tratamentos tradicionais de diabetes (CASCAES et al., 2015).

Por ultimo, o género Myrciaria apresenta cerca 15 espécies na Mata Atlantica. Embora
os Oleos essenciais das folhas de algumas espécies sejam conhecidos, com a composi¢ao
majoritaria de sesquiterpenos ciclicos, o principal destaque ocorre para o potencial
tecnologico dos frutos e ainda sua larga distribuicdo na América Latina e Central (BORGES
et al., 2014; LUCAS & BUNGER, 2015). Um exemplo do potencial deste género ¢ a espécie
Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg, responsavel pelos frutos de jabuticaba, amplamente
explorado pela industria alimenticia nos ultimos anos (WU et al., 2013). As espécies do
género Myrciaria apresentam frutos comestiveis ricos em substancias fenolicas como acido
elagico, taninos, flavonoides e antocianinas, cujo consumo esté relacionado a atividades anti-
carcinogénico, antioxidante, antiviral, anti-inflamatério e efeitos positivos no tratamento de
diabetes tipo 2 e doenca de Alzheimer (BORGES et al., 2014).
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CAPITULO 1

ESTUDO DO OLEO ESSENCIAL DE
FOLHAS DE Myrciaria tenella (DC.) O.BERG
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RESUMO

A espécie Myrciaria tenella (DC.) O.Berg (Myrtaceae) ¢ uma planta nativa com ampla
distribuicdo no territorio brasileiro, incluindo a regido de Mata Atlantica do Rio de Janeiro
(RJ). Estudos sobre o oleo essencial de folhas de M. tenella (OEMT) ja foram publicados na
literatura cientifica, porém apresentando diferengas entre locais de coleta, metodologias de
extracdo e composicdo quimica. Além disso, o seu 6leo essencial ja demonstrou potencial
anti-inflamatério em resultados preliminares. O objetivo deste estudo foi caracterizar
quimicamente o oleo essencial de folhas de M. tenella, determinando o efeito do tempo de
destilagdo na composicdo quimica do 6leo, e avaliar a sua atividade anti-inflamatoria e
antinociceptiva. Para a execu¢do, foram coletadas, no periodo da manha, folhas de 5
individuos de uma populagdo de M. fenella localizados na Restinga da Marambaia (RJ). A
extracdo do Oleo essencial foi realizada em duas etapas: a primeira consistiu na
hidrodestilacdo até a exaustdo (5 h), enquanto a segunda etapa refere-se a repeticdo da
extracdo, com retiradas de aliquotas a cada 1 h (F1, F2, F3, F4 e F5). A caracterizagao
quimica foi realizada através de andlises por CG-DIC e CG-EM. Cada substancia foi
identificada por comparagao dos indices de retengdo linear (IRL’s) e espectros de massas com
bibliotecas disponiveis (NIST e Adams); e a quantificagdo foi feita por normalizagdo de areas
através do uso de padrao interno e predicdo dos fatores de resposta relativos (FRR’s). Para
avaliagdo biologica, o OEMT foi encaminhado para o Laboratério de Farmacologia da
Inflamag¢do e Nocicep¢do (ICBS/UFRRIJ). Ensaios in vivo e in vitro com camundongos
machos suicos e cultura de macréfagos de camundongos foram empregados tais como teste de
contor¢do abdominal induzida por 4cido acético, teste de formalina, teste de Von Frey,
medi¢ao de mediadores inflamatorios, entre outros. Quanto aos resultados, 36 substancias
foram identificadas no OEMT, com a composi¢do majoritaria de terpenos hidrocarbdnicos. -
pineno (21,46%), a-pineno (19,43%), E-cariofileno (10,89%) e aromadendreno (9,17%)
foram os principais constituintes encontrados no OEMT. Foi sugerida a estrutura quimica do
fenilpropanoide 2’°,4’,6’-trimetoxifenil-butano para o quinto constituinte majoritario (8,45%),
através de analises complementares por RMN 'H e 13C. O efeito do tempo de destilagio sobre
a composicdo quimica do OEMT foi confirmado através das diferencas significativas entre os
teores dos componentes majoritarios nas fragoes coletadas. Além disso, foi observado que,
para esta espécie, ¢ possivel obter um o6leo essencial rico em S-pineno/a-pineno e com alto
rendimento com apenas 2 h de extragcdo. Os tempos de destilacdo superiores a 3 h resultaram
em Oleos essenciais com maior teor de sesquiterpenos. Em relagcdo ao potencial bioldgico do
OEMT, os principais resultados consistiram na a¢ao contra hipernocicep¢ao, inibi¢ado in vivo e
in vitro da produ¢do de citocinas TNF-a, IL-1 e IL-6, de NO e da prostaglandina PGE>,
aumento da producdo da citocina anti-inflamatoria IL-10, auséncia de citotoxicidade e
inibi¢do das enzimas COX. Todo o presente estudo colabora para futuras aplicagdes do
OEMT e a preservacao da espécie M. tenella.

Palavras-chave: Myrciaria tenella, 6leo essencial, atividade anti-inflamatoria.
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ABSTRACT

Myrciaria tenella (DC.) O.Berg (Myrtaceae) is a native plant with wide distribution in Brazil
and also in the Atlantic Forest located in Rio de Janeiro (RJ). Some studies about the essential
oil of M. tenella leaves (OEMT) have been published in the scientific literature, but with
different collection areas, methodologies of extraction and chemical composition. In addition,
its essential oil has already shown anti-inflammatory potential in preliminary results. The aim
of this study was to chemically characterize the essential oil of M. tenella leaves, determining
the effect of distillation time on the chemical composition, and to evaluate its anti-
inflammatory and antinociceptive activity. Leaves of 5 individuals of M. fenella population
from Restinga da Marambaia (RJ) were collected in the morning period. The extraction of
essential oil was performed in two stages: the first consisted of hydrodistillation until
exhaustion (5 h), while the second stage refers to the repetition of this extraction, with
obtention of aliquots every 1 h (F1, F2, F3, F4 and F5). The chemical characterization was
carried out through the GC-DIC and GC-EM analyses. The identification of each substance
was performed by comparison of the linear retention indices (IRL's) and the mass spectra with
the available libraries (NIST and Adams); and the quantification was performed by
normalization of areas through the use of internal standard and prediction of relative response
factors (FRR's). For biological evaluation, the OEMT was evaluated in the Laboratorio da
Farmacologia da Inflamagao e Nocicepcdo (ICBS/UFRRJ). In vivo and in vitro assays with
Swiss male mice and mouse macrophage cultures were used, such as acetic acid-induced
abdominal writhing test, formalin test, Von Frey test, measurement of inflammatory
mediators, among others. 36 substances were identified in the OEMT, with the majority
composition of hydrocarbon terpenes. p-pinene (21.46%), oa-pinene (19.43%), E-
caryophyllene (10.89%) and aromadendrene (9.17%) were the main constituents found in the
OEMT. The chemical structure of the phenylpropanoid 2°,4’,6’-trimethoxyphenyl-butane was
suggested for the fifth major constituent (8.45%), by additional 'H and '*C NMR analyzes.
The effect of the distillation time on the chemical composition of the OEMT was confirmed
through the significant differences between the contents of the major components in the
fractions. Furthermore, it was observed that, for this species, it is possible to obtain a high
yield f-pinene/a-pinene-rich essential oil with only 2 h of extraction. The distillation times
superior to 3 h resulted in essential oils with higher sesquiterpenes content. Regarding the
biological potential of the OEMT, the main results consisted of the action against
hypernociception, in vivo and in vitro inhibition of the production of cytokines TNF-a, IL-1P
and IL-6, of NO and of the prostaglandin PGE;, increased production of anti-inflammatory
cytokine IL-10, no cytotoxicity and inhibition of COX enzymes. This present study
contributes to future applications of the OEMT and the preservation of the M. tenella species.

Keywords: Myrciaria tenella, essential oil, anti-inflammatory activity.
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1 INTRODUCAO

As plantas apresentam, através do seu metabolismo, uma composi¢do quimica
diversificada de inimeras substancias, que apresentam relevantes propriedades terapéuticas ao
homem. Muitas espécies botanicas desconhecidas e que sofrem risco de extingcdo podem ser
preservadas e/ou valorizadas economicamente através da utilizagcdo de suas substancias. Uma
possibilidade € pela obtengao dos 6leos essenciais (OE).

Segunda a norma ISO 9235: 2013, o termo “0leos essenciais” refere-se a um produto
odorifero, geralmente com composi¢ao quimica complexa, obtido a partir de uma matéria-
prima vegetal definida botanicamente, através de processos como a destilagdo a vapor,
destilacao a seco ou ainda um processo mecanico adequado sem aquecimento (COUNCIL OF
EUROPE, 2016 apud). Este produto consiste numa mistura de substincias liquidas e
lipofilicas de baixa massa molar (< 300 Da). Entre as principais classes de metabdlitos
secundarios presentes nos OE, observam-se os monoterpenos, 0s sesquiterpenos e o0s
fenilpropanoides (BASER & BUCHBAUER, 2020; DEWICK, 2009).

Embora seja observado um crescente interesse da sociedade pelos 6leos essenciais,
como, por exemplo, pela pratica da aromaterapia, todo o potencial econdmico em relagdo as
plantas aromadticas e aos Oleos essenciais continua a ser pouco explorado no Brasil
(CAVALCANTI et al., 2015). Além disso, estes produtos apresentam diferentes propriedades
bioldgicas como atividade antioxidante, anti-inflamatdria, antiviral, antimicrobiana, entre
outros (BASER & BUCHBAUER, 2020).

Algumas familias botanicas sdao reconhecidas por apresentarem espécies com tricomas
glandulares produtoras de 6leo essencial em folhas, flores e frutos, como a familia Myrtaceae,
revelados por um grande numero de artigos cientificos sobre a caracterizacdo e atividade
farmacolodgica destes 0leos essenciais (STEFANELLO et al., 2011).

Entre espécies ainda pouco conhecidas quimicamente, podemos citar a espécie
Myrciaria tenella (DC.) O.Berg (Figura 8), de nome popular “cambui” ou “murta-do-campo”
(LORENZI & BACHER, 2015). Esta espécie apresenta pequenas folhas lanceoladas e frutos
do tipo baga, globosos e coloracao vermelha ao roxo escuro, com didmetro médio de 9 mm,
sendo explorado para consumo in natura ou em geleias (MARCHIORI, 1987; SILVA et al.,
2012). Suas folhas sdo utilizadas na medicina popular devido a diferentes agdes como
adstringente, antimicrobiana, antidiabética e anti-inflamatéria (RIBEIRO et al., 2019).

Figura 8. Registros fotograficos da espécie Myrciaria tenella: (A) arvore adulta; (B) detalhe
do tronco; (C) galhos com folhas, superficie adaxial; e (D) frutos maduros (FLORA
DIGITAL/UFSC, 2020).
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A espécie M. tenella ¢ considerada nativa do Brasil, porém apresenta extensa
distribuicao no territorio brasileiro. Esta espécie pode ser encontrada desde a regido Norte ao
Sul do pais através dos biomas Amazonia, cerrado, caatinga e Mata Atlantica (FORZZA et
al., 2010). Isto ocorre devido a sua capacidade de dispersao e a alta adaptabilidade a
ambientes com diferentes condi¢des hidricas. No estado do Rio de Janeiro, por exemplo, a
espécie pode ser encontrada em algumas restingas, como a Restinga da Marambaia, localizada
nos municipios do Rio de Janeiro, Itaguai e Mangaratiba. Estes ecossistemas sdo areas de
extensa faixa arenosa nas costas litoraneas com condi¢des climaticas diferenciadas, como alta
salinidade, elevadas temperaturas, alta correnteza de ar e escassez hidrica (SOUZA et al.,
2007; SOUZA & MORIM, 2008; MONTEIRO et al., 2016).

Embora a espécie apresente ampla distribuigdo territorial, poucos estudos cientificos ja
foram desenvolvidos, sendo, em sua maioria, a obtencdo do 6leo essencial de suas folhas.
Apenas o estudo de Apel et al. (2010) indicou que o seu 6leo essencial possui potencial anti-
inflamatoério através de dois ensaios in vivo. Os demais trabalhos focaram na extragdo do 6leo
essencial de M. tenella de diferentes regides do Brasil e através de diferentes metodologias de
extracdo (ANDRADE et al., 2006; SCHNEIDER et al., 2008; MONTEIRO et al., 2016).
Nenhum destes estudos apresentaram coletas em regides com condigdes climaticas
diferenciadas, como nas restingas.

Além disso, com o uso de hidrodestilagdo com diferentes tempos de extragdo, os OFE
obtidos de folhas desta planta do estados do Para e Sdo Paulo demonstraram a presenca
majoritaria de sesquiterpenos, enquanto o OE obtido de plantas do Rio de Janeiro apresentou
uma mistura de terpenos hidrocarbonicos (ANDRADE et al., 2006; APEL et al., 2010;
MONTEIRO et al.,, 2016). Apenas Schneider et al. (2008) obtiveram um OE rico em
monoterpenos a partir da destilagdo a vapor de folhas coletadas no estado do Rio Grande do
Sul. A composi¢do quimica do OE pode ser alterada devido a diferentes fatores como
condi¢gdes edafoclimaticas, periodo de colheita e pré-tratamento. Por outro lado, alguns
estudos cientificos tem demonstrado que o tempo de destilacdo influencia diretamente na
composi¢do quimica e no rendimento de extracio do OE (VALTCHO et al., 2012;
CAVALCANTTI et al., 2015; HENNIA et al., 2016; TOKER et al., 2017). Estas consideracdes
sdo importantes para futuros cultivos comerciais de espécies botanicas.

O capitulo I desta tese teve como objetivo identificar os metabolitos secundarios do
OE de folhas de M. tenella, coletadas na Restinga da Marambaia (Rio de Janeiro — RJ), bem
como avaliar o efeito do tempo de destilacdo sobre o rendimento de extra¢do e a composi¢ao
quimica do OE desta planta. Em complementa¢do aos nossos resultados, foram avaliadas
através de um trabalho em parceria as atividades anti-inflamatdria e antinociceptiva in vivo e
in vitro, incluindo possiveis mecanismos de a¢ao.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1. Materiais e Equipamentos

Para a extracdo por hidrodestilagdo, foram empregados baldo de fundo redondo de 12
L, aparelho do tipo Clevenger, condensador ¢ manta de aquecimento. Foram utilizadas
inicialmente 4gua destilada e sulfato de sddio anidro — Na;SO4 grau P.A. (Vetec, Brasil).
Todas as amostras foram pesadas em balanca analitica Shimadzu (Japao) modelo Marte
AY220. Os extratos obtidos foram acondicionados em frascos do tipo ambar de 10 mL.

Para as andlises instrumentais, foram utilizados diclorometano grau MS, série
homologa de n-alcano (Cs-Cas) € padrdo de octanoato de etila, grau de pureza de 98% (Sigma-
Aldrich, EUA); cloroformio deuterado (CDCl3) e tetrametilsilano (Tedia, EUA). As
especificagdes dos equipamentos de instrumentacdo analitica serdo mencionadas nos
subtopicos de caracterizagao quimica das amostras.

2.2, Coleta do Material Vegetal

Folhas de Myrciaria tenella (Figura 9) foram coletadas no més de agosto de 2018 na
Restinga da Marambaia, em area localizada no municipio do Rio de Janeiro — RJ (23°02'11.7"
S, 43°37'14.6" W), entre o horario de 9h e 10h da manha. Procedeu-se uma coleta de folhas
maduras da mesma altura (parte apical dos galhos) de cinco espécimes de M. tenella. Uma
exsicata (RBR 12552) foi depositada no Herbario do ICBS-UFRRJ.

Figura 9. Registro fotografico in loco dos troncos, galhos e folhas de M. tenella localizadas
na Restinga da Marambaia (RJ). Fonte: Sidney Pacheco (Embrapa).

2.3. Identificacio das Substincias do Oleo Essencial de Folhas de M. tenella
(OEMT)

2.3.1. Extrac¢iao do OEMT por hidrodestilacao

O ¢6leo essencial das folhas de M. tenella (OEMT) foi extraido a partir das folhas desta
espécie, no dia seguinte a coleta do material vegetal conforme procedimento ilustrado na
Figura 10. Procedeu-se a hidrodestilagdo por imersdo em agua usando um aparelho do tipo
Clevenger, contendo 320 g de folhas secas e cerca de 8 L de agua destilada. A extragao foi
realizada até a exaustdo, contando o tempo a partir da primeira gota de 6leo obtida e encerrada
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apds 5 h, quando ndo havia mais obtengdo do oOleo essencial. Portanto, determinou-se um
tempo limite de destilacio de 5 h. O OEMT foi seco com sulfato de so6dio anidro e
armazenado no escuro sob temperatura de 4°C até o momento da andlise. O rendimento de
extracao do oleo essencial foi determinado através da porcentagem de massa de OEMT obtido
em relacdo a massa de material vegetal utilizado (g/100 g folhas - % m/m).

2.3.2. Avaliaciao do tempo de destilacao sobre a composicio quimica do OEMT

Uma nova extragdo do OEMT foi realizada, repetindo as mesmas prévias condigoes,
conforme a Figura 10. Apos o aquecimento, cinco tempos de destilagao (1, 2, 3, 4 ¢ 5 h)
foram determinados, com uma fragdo sendo coletada separadamente em cada tempo. Cada
fragdo foi seca com sulfato de sodio anidro e armazenada no escuro a 4°C para posterior
analise. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

Figura 10. Esquema representativo da avalia¢do do efeito de destilacao sobre a composicao
quimica do 6leo essencial de folhas de M. tenella.

2.3.3. Analise por CG-DIC e CG-EM do OEMT

Cerca de 1 pL de amostra foi diluida em 1 mL de diclorometano e injetada no modo
split de 1:20 em um cromatédgrafo a gas Agilent® (EUA) 7890B com detector de ionizagio
por chama, empregando uma coluna Agilent® (EUA) HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum;
fase estacionaria de 5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano). Volume de inje¢do e temperatura
do injetor foram de 1 puL e 250°C, respectivamente. Hélio, grau de pureza 99,999% (White
Martins, Brasil), foi empregado como gas de arraste no fluxo de 1 mL/min. A temperatura do
forno foi programada para 60-240°C, com rampa de temperatura de 3°C/min.

Em seguida, a mesma amostra foi injetada em um cromatdgrafo a gas Agilent® (EUA)
5975C equipado com um espectrdmetro de massas e coluna Agilent® (EUA) HP-5MS sob as
mesmas condi¢des cromatograficas. O detector foi operado com ionizagdo por impacto de
elétrons a 70 eV e temperatura da fonte de ions de 230°C.
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Para a identificagdo dos componentes do OEMT e das fragdes, uma mistura de n-
alcanos lineares (Cs-Ca6) foi analisada posteriormente por CG-DIC sob as mesmas condi¢des
experimentais.

2.3.4. Identificacdo das Substancias Presentes no OEMT

As substancias presentes no OEMT foram identificadas a partir do calculo individual
do indice de retencao linear (IRL), de acordo com a Equagao 1 determinada por van Den Dool
& Kratz (1963), para a programacgao linear de temperatura e baseada nos dados com a série de
n-alcanos, e através da comparagdo dos espectros de massas obtidos nas bibliotecas
disponiveis (Adams 4" edicdo e NIST versdo 11). Para o Capitulo I, cada substancia foi
identificada pelo codigo em negrito M + nimero cardinal correspondente (M referente a
inicial da espécie botanica).
try — tr,

IRLy = ( + n> 100

Rnt1~ “Rp
Equacéo 1. Calculo do indice de retencdo linear (IRL) para anélises por CG-DIC (van Den
Dool & Kratz, 1963).

Simbolos:

- IRLy: indice de retengao linear da substancia X;

- tg,: tempo de retencdo da substancia X;

- tg,: tempos de retengdo do alcano da série homodloga com tempo de retengdo anterior a
substancia X;

- tg,,,- tempos de retengdo do alcano da série homodloga com tempo de retengdo posterior a
substancia X;

- n: nimero de carbonos do alcano com tempo de retencao anterior a substancia X.

Para complementar a identificacdo das principais substancias presentes no OEMT,
experimentos unidimensionais d¢ RMN 'H e '*C foram realizados em um espectrometro de
RMN Bruker® AVANCE II (EUA), operando na faixa de 500 e 125 MHz respectivamente
para analises de 'H e 1*C e utilizando CDCIs como solvente e tetrametilsilano como referéncia
interna.

2.3.5. Quantificacdo das Substancias Presentes no OEMT

A quantificagdo das substancias presentes no OEMT e nas demais fragdes recolhidas
foi realizada em triplicata por andlises em CG-DIC. Para isto, optou-se pela normalizacdo das
areas através da adi¢do de um padrao interno. O padrdo octanoato de etila foi escolhido por
nao apresentar co-eluicdo com os demais componentes do OEMT. Procedeu-se a dilui¢ao de
10 uL. de amostra em 1 mL de diclorometano e em seguida adicionou-se a mistura 10 pL de
solucdo de octanoato de etila a 1% (v/v). Para cada substancia, foi estimado o fator de
resposta relativo (FRR) de acordo com Cachet et al. (2016), baseado no padrdo de octanoato
de etila (Equacdo 2 e Equagdo 3). Os teores de cada substancia identificada foram
determinados por normalizagdo interna (Equacao 4).

19



103(MMy/MMp)
(—61,3 + 88,8n; + 18,71 — 41,3n, + 6,4ny + 64ng + 1271ponz)

FRRX/P =

Equacio 2. Fator de resposta relativo da substancia X (FRRx /P), baseado no padrao original
adotado por Cachet et al. (2016), octanoato de metila (P).

Simbolos:

- MMy : massa molecular da substancia X;

- MMp: massa molecular do padrao original de octanoato de metila;

- n: nimero de atomos de C, H, O, N, S e de anéis aromadticos presentes na estrutura quimica
da substéancia X.

FRRx;, = FRRx/, /FRRp, /o

Equacao 3. Calculo de um novo fator de resposta relativo da substancia X baseado em
qualquer padrao utilizado na analise (FRRx /p ). E necessario primeiro calcular o FFR do

novo padrao adotado em relagdo ao padrdo original de octanoato de metila (FRRp,, ).
/p

/AX.FRRX/ \
Pl
o e FRRp1),
g = | 5 /|*1°°

Equacao 4. Calculo da porcentagem normalizada da substancia X (%,.x).

Simbolos:

- Ay: area da substancia X

- Apr: area do padrao de octanoato de etila;

- FRRx = fator de resposta relativo da substancia X em relacdo ao octanoato de etila;

- FRRp/ /) fator de resposta relativo do padrdo de octanoato de etila em relagdo ao padrao
P

original de octanoato de metila;
- X Ac,n: somatério de todas as areas corrigidas pelos FRR de cada substincia e
normalizadas em relag@o a area corrigida padrdo de octanoato de etila.

Todas as substancias foram classificadas de acordo com a rota biossintética e sua
estrutura quimica como monoterpenos hidrocarbonicos ou oxigenados, sesquiterpenos
hidrocarbonicos ou oxigenados ou outras classes. A porcentagem de cada grupo foi
determinada pela soma simples das porcentagens das substancias.

2.3.6. Processamento dos dados

Os cromatogramas e os espectros de massas obtidos foram processados através do
software Agilent ChemStation (EUA). O software MestReNova versao 9.0 (MestReLab
Research, EUA) foi utilizado para interpretacdo dos espectros obtidos nos experimentos de
RMN. Todas as estruturas quimicas foram desenhadas através do software ChemDraw Ultra
versao 12.0 (Cambridge Soft, PerkinElmer, Reino Unido).

Os calculos dos IRL’s, FRR’s e dos teores de cada substancia foram realizados através
de planilhas do Excel (Microsoft, EUA), sendo estes ultimos expressos como média + desvio
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padrdo. Para o estudo do efeito do tempo de destilacdo, foram selecionadas como critério as
concentragdes das substancias majoritarias e das classes metabolicas presentes e empregadas a
analise de varidncia (ANOVA) e o teste de Tukey, através do software Statistica versdo 7.0
(StatSoft©, EUA), com nivel de significancia de p < 0,05.

24. Avaliacio da Atividade Biolégica do Oleo Essencial de Folhas de M. tenella

Os experimentos referentes ao ensaio bioldgico foram realizados em uma atividade
de colaboragdo com outros pesquisadores da UFRRJ.

2.4.1. Estudo anti-inflamatoério e antinociceptivo in vivo do OEMT

A avaliacdo do estudo anti-inflamatério e antinociceptivo com o 6leo essencial de
folhas de M. temella foi realizado no Laboratério de Farmacologia da Inflamagdo e
Nocicepg¢ao (ICBS-UFRRJ) pela equipe do professor Dr. Bruno Guimardes Marinho
(Departamento de Ciéncias Fisiologicas — ICBS-UFRRJ). A metodologia empregada foi
descrita integralmente no artigo publicado em parceria entre os laboratérios de pesquisa
(GONCALVES et al, 2021). Os experimentos in vivo e in vitro foram conduzidos,
respectivamente, com camundongos suicos machos e cultura de macréfagos de camundongos.
Foram avaliados diferentes ensaios como o teste de contor¢do abdominal induzida por acido
acético; o teste de comportamento induzido pela a¢do de formalina; o teste de campo aberto
para comprometimento motor; o teste de edema de pata; o teste de Von-frey para hiperalgesia
mecanica; ¢ a quantificacdo de mediadores inflamatorios. Os testes in vitro consistiram na
avaliagdo citotoxica, na determinacao de oxido nitrico (NO) e citocinas, € no ensaio de
inibicao de cicloxigenases (COX).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Avaliacao Quimica do Oleo Essencial de Folhas de M. tenella (OEMT)

No presente estudo, foi realizada a extragdo do 6leo essencial de folhas de M. fenella
de uma populagdo nativa da Restinga da Marambaia (RJ), pertencente ao bioma Mata
Atlantica. Este trabalho de caracterizagdo quimica foi publicado juntamente ao estudo
biologico no ano de 2021 na revista Journal of Essential Oil Research (GONCALVES et al.,
2021).

A primeira etapa deste estudo consistiu na extragdo do OEMT até a exaustao do
material vegetal empregado. O tempo maximo de condensacio do OEMT foi de 5 h,
resultando em um total de rendimento de extracdo de 0,72% (m/m). Posteriormente, o produto
obtido da hidrodestila¢ao foi analisado em triplicata por CG-DIC e CG-EM. Os resultados do
procedimento de identificagcdo e quantificagdo das substancias presentes no OEMT indicaram
que a sua composi¢cdo quimica consistiu basicamente na presenca dos metabolitos da classe
dos terpenos, sendo majoritariamente hidrocarbonicos (ou ndo-oxigenados). Todas as
substancias identificadas estdo relatadas na Tabela 3.

Quanto a composicao quimica, trinta e seis substancias diferentes foram identificadas
no OEMT, consistindo basicamente em relagdo aos dados quantitativos como monoterpenos
hidrocarbdnicos (teor total de 43,39%) e sesquiterpenos hidrocarbdnicos (30,29%). f-pineno
(M3, 21,46%), oa-pineno (M1, 19,43%), E-cariofileno (M15, 10,89%) e aromadendreno
(M17, 9,17%) foram os constituintes majoritarios do OEMT, sendo suas formulas estruturais
e moleculares e as massas moleculares (MM) disponiveis na Figura 11.

Como pode ser observado, os terpenos f-pineno e a-pineno sao isomeros de posicao
(diferem apenas na posicao da ligagdo dupla), apresentando a mesma massa molecular. Uma
observagdo similar ocorre para os sesquiterpenos E-cariofileno e aromadendreno, que sdao
1sdmeros estruturais (diferentes formulas estruturais). A identificacdo destes isomeros pelos
espectros de massas ¢ dificultada pela observa¢do do mesmo ion molecular, sendo necessaria
a observagdo dos ions produtos obtidos a partir da dissipagdo da elevada energia empregada
na fonte de ionizagdo por elétrons para formac¢do do ion molecular e fragmentos, técnica
utilizada no equipamento de CG-EM. Portanto, a proposi¢do de mecanismos de fragmentagao
pode contribuir para corroborar na identificagdo destas substincias. Os espectros de massas
dos constituintes majoritarios, bem como os mecanismos de fragmentagdo para os principais
ions produtos, estao dispostos abaixo nas Figura 13 a 16. As propostas de fragmentagdo foram
indicadas principalmente a partir de reagdes de rearranjo, quebras heteroliticas e reagdes de
migracao 1,3-hidrogénio.

14

10 H
(M1) Alfa-pineno  (M3) Beta-pineno (M15) E-cariofileno (M17) Aromadendreno
CioHis CioHis CisHyy CisHag
MM 136 g/mol MM 136 g/mol MM 204 g/mol MM 204 g/mol

Figura 11. Terpenos majoritarios encontrado no 6leo essencial de folhas de M. tenella.
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Tabela 3. Teores em porcentagem normalizada (%) das substancias presentes no 6leo
essencial de folhas de Myrciaria tenella, obtido por 5 h de hidrodestilacao.

A s Teor
N IRLexp IRLit Substancias (% Média £ Desvio Padrio)
M1 932 932 o-pineno 19,43 £ 0,05
M2 946 946 Canfeno 0,43 £0,01
M3 976 974 [-pineno 21,46 £ 0,08
M4 1023 1022 0-cimeno 0,27 £0,01
M5 1026 1024 Limoneno 1,64 £ 0,04
M6 1029 1026 1,8-cineol 3,59+ 0,05
M7 1098 1086 Terpinoleno 0,15+0,00
MS8 1100 1099 Linalool 0,22 +0,01
M9 1112 1114 Fenchol (Endo) 0,30 £ 0,00
M10 1163 1165 Borneol 0,40 + 0,01
Mi11 1175 1174 Terpinen-4-ol 0,27 £ 0,01
M12 1189 1186 o-terpineol 2,90 £ 0,09
M13 1368 1374 Isoledeno 0,17 +0,00
M14 1404 1409 a-gurjuneno 0,51+ 0,00
M15 1414 1417 E-cariofileno 10,89 £+ 0,06
M16 1422 1431 f-gurjuneno 0,19+ 0,06
M17 1433 1439 Aromadendreno 9,17+ 0,04
M18 1448 1452 o-humuleno 1,28 £ 0,01
M19 1455 1458 Allo-aromadendreno 2,14 £0,02
M20 1466 1475 y-gurjuneno 0,60 + 0,01
M21 1480 1489 p-selineno 0,62 £ 0,00
M22 1489 1496 Viridifloreno 2,71 £0,02
M23 1500 1505 o-bulneseno 0,11 +0,01
M24 1508 1513 y-cadineno 0,15+0,02
M25 1518 1522 o-cadineno 0,53 £ 0,00
M26 1535 1545 Selina-3,7(11)-dieno 0,95 +0,01
M27 1550 1559 Germacreno B 0,28 = 0,00
M28 1572 1577 Espatulenol 3,91 £ 0,04
M29 1577 1582 Oxido de cariofileno 4,46 £ 0,04
M30 1585 1592 Viridiflorol 0,34 + 0,00
M31 1588 1595 Cubeban-11-ol 0,16 + 0,00
M32 1628 - 2’4’ 6'-trimetoxifenil-butano 8,45+ 0,09
M33 1646 1652 o-eudesmol 0,27 +0,01
M34 1689 1700 Eudesm-7(11)-en-4-o0l 0,14 +0,00
M35 1724 - Derivado de trimetoxifenil 0,71 £ 0,01
M36 1762 1777 Isobaeckeol metil éter 0,20 £ 0,02
Monoterpenos Hidrocarbonicos 43,39
Monoterpenos Oxigenados 7,68
Sesquiterpenos Hidrocarbonicos 30,29
Sesquiterpenos Oxigenados 9,28
Outros Componentes 9,36
Total Identificado 100,0
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Figura 12. Espectros de massas das substancias: a-pineno (M1), f-pineno (M3), E-

cariofileno (M15) e aromadendreno (M17).
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Figura 13. Proposta de mecanismo de fragmentagao para o a-pineno (M1).
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Figura 14. Proposta de mecanismo de fragmentacdo para o f-pineno (M3).
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Figura 15. Proposta de mecanismo de fragmentacgao para o E-cariofileno (M15).
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Figura 16. Proposta de mecanismo de fragmentagdo para o aromadendreno (M17).

E importante ressaltar que, em analises de rotina, a comparacio dos dados de IRLexpe
IRLjit bem como a utilizagdo de softwares para calculos dos niveis de similaridade garantem
um maior nivel de confiabilidade para a identificacdo dos constituintes de um 6leo essencial.
Além disso, a atuacdo do profissional na interpretagdo destes dados torna-se imprescindivel.
No presente trabalho, todos estes pardmetros foram considerados na identificacdo dos
constituintes do OEMT.

Outra analise que pode ser empregada para 6leos essenciais sdo as analises de RMN
'"H e 13C. Para a andlise quimica do OEMT, estes experimentos possibilitaram propor a
identificacdo da substancia M32 (IRL 1628, teor de 8,45%, a quinta substidncia majoritaria)
como a 2’,4’,6’-trimetoxifenil-butano (Figura 17), diferente da estrutura quimica 3°,4°,5’-
trimetoxifenil-propanona sugerido pela biblioteca NIST. As Figura 18 a 21 correspondem aos
espectros de RMN 'H e 1°C do OEMT. Estes espectros apresentaram sinais para esta estrutura
quimica, como os sinais em 3,80 ppm (s, 6H), 3,83 ppm (s, 3H) e 55,5 ppm (dch3)
equivalentes a presenga de grupos metoxilicos ligados ao anel aromatico. Entretanto, um sinal
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com valor de 90,4 ppm (dcn) é compativel a carbono metinico protegido por dois grupos
metoxilicos, em contraste com o valor esperado inicialmente de 105 ppm (dcu). O mesmo
pode ser observado através da presenca de um sinal em 6,15 ppm (s, 2H), em detrimento do
sinal esperado em 6,46 ppm. Outra informacao importante ¢ a auséncia de sinais referente ao
carbono quaternario de carbonila de cetona (dc; > 200 ppm). Os sinais de carbono quaternario
do anel aromatico (6c 159,1 e 161,7 ppm, respectivamente para 2 e 1 Cy=c-0-)) também sao
indicativos desta estrutura, assim como o fato do padrao de substituicdo do anel aromatico
(1,3,5 ou 2,4,6) ser relatado comumente na biossintese de policetideos aromaticos (DEWICK,
2009).

O espectro de massas obtido (Figura 22) apresentou os ions m/z 224 (M™, 20), 181
(100) e 121 (30) e, juntamente ao mecanismo de fragmentacdo proposto (Figura 23),
corroborou na identidade da substancia M32.

9Y
OCHs

OCHj
Figura 17. Estrutura quimica da 2’,4’,6’-trimetdxifenil-butano (M32).

As analises por RMN 'H e de °C também contribuiram para a confirmagio da
presenga das demais substancias majoritarias no OEMT. Os sinais do tipo singleto com
deslocamento quimico em 0,74 e 1,26 ppm referem-se aos grupos metilas (H-8 e H-9) do
componente majoritario f-pineno. Os hidrogénios vinilidinicos (H-10) também foram
observados em 4,58 e 4,65 ppm. De maneira similar, foram identificados os sinais referentes
aos hidrogénios metilicos e olefinicos para o a-pineno (dcns3 0,86, 1,29 e 1,68 ppm para H-9,
H-8 ¢ H-10; dcn 5,21 ppm para H-3) e o E-cariofileno (dcuz 0,99, 1,06 e 1,64 ppm para H-13,
H-12 e H-14; dcuz 5,33 ppm para H-15). Para o espectro de *C, foram observados todos os
sinais referentes, respectivamente, aos 10 e 15 ntlcleos de carbonos diferentes para os
monoterpenos € sesquiterpenos majoritarios. A comparagdo com a literatura corrobora para a
identificacdo destas substancias, como pode ser observado na Tabela 4.
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Figura 21. Espectro de RMN 3C (125 MHz, CDCl3) do OEMT, com expansio em 15,0-34,0 ppm e correlagio, em preto, com os sinais do
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Tabela 4. Deslocamentos quimicos, em ppm, para '*C obtidos experimentalmente dos constituintes majoritarios do OEMT.

a-pineno f-pineno E-cariofileno Aromadendreno 2’,4’°,6’-trimétoxifenil-butano

N JcCexp Sc it! C Scexp  Ocii? C Scexp  Ociit® C Oc exp Sc it C n Oc exp C
1 4703 4699 CH 51,77 52,1 CH 53,56 53,7 CH 43,74 44,01 CH 1 26,89 CHs
2 144,52 144,54 C4 152,31 152,1 Cq 2837 284 CHz 29,15 29,32 CH 2 31,02 CH:
3 116,03 116,01 CH 23,57 23,69 CH, 39,76 40,0 CH> 22,18 19,94 Cq 3 23,98 CH»
4 31,27 31,25 CH» 23,57 23,69 CH, 13553 1355 Cq 27,59 27,71 CH 4 16,30 CH»
5 40,73 40,69 CH 4041 40,7 CH 124,32 1244 CH 2492 2492 CH, 7T 106,38 Cq
6 39,07 37,97 Cq 40,35 40,5 Cq 2936 294 CH:; 38,87 39,17 CH, 2°,6° 159,09 Cq
7 3146 31,45 CHx 2696 27,12 CH: 34,79 348 CHx 154,70 154,00 Cq 3’8 90,43 CH
8 2636 26,35 CH; 26,10 26,18 CHsz 154,76 154,7 Cq 53,80 5380 CH &4 161,69 Cq
9 20,81 20,80 CHsz 21,83 21,86 CHs 4848 485 CH 2949 2953 CH, 7.9 55,53 CH;
10 23,00 23,01 CHs; 10590 1064 CH: 3996 404 CH, 35,15 3544 CH: & 55,25 CH;3
11 - - - - 32,58 33,0 Cq 3530 3523 CH - - -
12 - - - - 22,55 22,6 CHz 105,33 105,66 CH: - - -
13 - - - - 30,07 30,1 CHs; 17,15 17,15 CH; - - -
14 - - - - 16,34 16,3 CHs 28,73 28,74 CHs - - -

15 - i ; ; 111,67 111,6 CH, 1580 1575 CH; - - -

ILEE, 2002; 2SPECTRA BASE (WILEY), 2021; 3SILVA et al., 2010; “FAURE et al., 1987.



Figura 22. Espectro de massas da substancia 2°,4’,6’-trimetoxifenil-butano (M32).
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Figura 23. Mecanismo de fragmentagao proposto para o 2',4',6'-trimetoxifenil-butano (M32).

Em relagdo a literatura cientifica, como mencionado na Introdugdo do Capitulo I,
outros pesquisadores ja investigaram o oleo essencial de folhas de Myrciaria tenella. Como
esta espécie nao ¢ endémica da Mata Atlantica, estes estudos apresentaram resultados de
material coletado em outras areas do mesmo bioma, como nos estados do Rio de Janeiro e de
Sao Paulo, e em outras regides do pais, como no Rio Grande do Sul e no Paré. Entretanto, os
resultados indicaram a composi¢@o majoritaria de terpenos ndo-oxigenados, principalmente a-
e f-pineno e FE-cariofileno, diferindo nos teores observados (ANDRADE et al., 2006;
SCHNEIDER et al., 2008; APEL et al., 2010; MONTEIRO et al., 2016). Destaca-se, por
exemplo, o trabalho de Monteiro ef al. (2016) com o OEMT de folhas da espécie localizada
em outra regido da Mata Atlantica do Rio de Janeiro. Os autores também relataram um alto
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teor de monoterpenos hidrocarbonicos (47,9%), porém com menor rendimento (0,39%) e um
teor de cerca de 50% inferior de sesquiterpenos hidrocarbonicos (15,6%) em relacdo ao
presente estudo.

E importante ressaltar que o presente trabalho investigou pela primeira vez o 6leo
essencial obtido de espécimes desta planta localizada em regido de restinga. Quando
comparados as suas composi¢des quimicas, a identidade dos componentes majoritarios (a- €
S-pineno e E-cariofileno) nao diferiu de acordo com a area ou bioma de coleta, podendo ser
utilizados como marcadores quimicos para o 6leo essencial desta espécie. Porém, outras
variagdes na composi¢do quimica dos OE desta espécie foram observadas, como os teores e o
perfil das demais substancias encontradas. Estas consideracdes podem estar correlacionadas a
diferentes fatores, como os aspectos edafoclimaticos e também as diferencas metodoldgicas
de extragdao. De acordo com esta possibilidade, foi realizado um experimento sobre diferentes
tempos de destilagdo, uma das variaveis observadas nestes estudos cientificos.

3.2. Avaliac¢iao do Tempo de Destilacdo sobre a Qualidade do OEMT

Em relagdo aos trabalhos anteriores com 6leo essencial de folhas de M. fenella, outras
diferengas observadas consistiram na metodologia empregada, variando o tipo e o tempo de
destilacdo do material vegetal. Schneider e colaboradores (2008) utilizaram a hidrodestilagao
por arraste a vapor enquanto os demais autores empregaram a hidrodestilagdo por coobagdo
(imers@o em agua) como método de extracdo. Os tempos de destilagdo nestes trabalhos
variaram entre 3 horas (ANDRADE, et al., 2006) e 4 horas (APEL et al., 2010; MONTEIRO
et al., 2016). Entre outros fatores, esta variavel pode afetar diretamente o rendimento de
extragcdo e a composi¢do quimica do o6leo essencial (CAVALCANTI et al., 2015, TOKER et
al.,2017). Por esta razdo, foi investigado o efeito do tempo de destilagdo sobre a qualidade do
OEMT.

Como esperado, o rendimento de extracdo do OEMT aumenta de acordo com o tempo
de destilagdo, alcangando cerca de 56% apos a primeira hora de extragdo (Tabela 5). Isto pode
ser explicado pelo alto teor de monoterpenos hidrocarbonicos. Além disso, foi observado que
o tempo de destilacdo de 3 horas extraiu mais de 90% do rendimento total do 6leo essencial,
representando um tempo minimo de extracdo e suficiente para obter altos rendimentos de
OEMT. Este resultado consiste em um importante parametro tecnologico para futuras
aplicacdes pela indlstria e uma consequente valorizagdo da espécie botanica. Todas estas
fracdes coletadas foram analisadas por CG-DIC e CG-EM, sendo os cromatogramas
disponiveis nas Figura 24Figura 25.

Tabela 5. Rendimentos de extracdo (% m/m) de OE de Myrciaria tenella de acordo com o
tempo de destilacao.

Tempo (h) Rendimento de Extracio  Proporcao de OE extraido  Proporciao Acumulada

(% m/m) (%) (%)
1 0,17 56,4 56,4
2 0,08 26,2 82,6
3 0,02 7,6 90,2
4 0,01 4,7 95,0
5 0,01 5,0 100,0
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Figura 24. Cromatogramas por CG-DIC das fracdes coletadas por hidrodestilagao das folhas
de M. tenella, com expansao de 0-20 min e picos identificados do a-pineno (M1) e f-pineno

(M3).
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Figura 25. Cromatogramas por CG-DIC das fracdes coletadas por hidrodestilagao das folhas
de M. tenella, com expansao de 20-40 min e picos identificados do E-cariofileno (M15),

aromadendreno (M17) e 2°,4’,6’-trimetoxifenil-butano (M32).

[X]
o O

Para indicar os possiveis efeitos do tempo de destilagdo sobre o perfil quimico do
OEMT, foram considerados os teores das cinco substancias majoritarias (a-pineno, f-pineno,
E-cariofileno, aromadendreno e 2’°,4°,6’-trimetoxifenil-butano) e das diferentes subclasses de
substancias volateis presentes, conforme Tabela 6.
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Tabela 6. Efeitos do tempo de destilagdo nos teores (% m/m) das principais substancias do

OEMT.

Substéincias OE F1 F2 F3 F4 F5
o-pineno 19,43 +£0,05] 31,32 +0,46* 28,24 + 0,53 15,31 +£0,96° 9,32 + 0,134 4,84 +0,24¢
B-pineno 21,46 £ 0,08 40,49 +0,06° 26,80 = 0,48° 11,20+£0,61¢ 5,88 £0,124 2,82+£0,11¢

E-cariofileno 10,89 £0,06| 1,06 +0,05? 5,77 +£0,18° 13,42 +£0,17¢ 17,47 £0,10¢ 20,03 +£0,18¢°

Aromadendreno 9,17 +£0,04 0,71 £ 0,032 4,24 +0,22° 10,71 £0,16° 15,02 £ 0,054 18,47 £0,14¢
. 2 .’4 ’§ - 8,45 +0,09 2,01 £0,03? 7,88 £0,30° 13,86 £0,55¢ 14,54 +0,29¢ 14,57 £0,25¢
trimetoxifenil-butano
MonoterpAen.os 43’39 77’133 58,79b 28’544: 16’45d 8,25e
Hidrocarbonicos
Monoterpenos 7,68 14,22° 8,64 5,30¢ 4,30 2,88¢
Oxigenados
Sesquiterpenos 30,29 2,26 14,59 36,45¢ 49,19¢ 59,06¢
Hidrocarbonicos
Sesquiterpenos 9,28 2,93 8,51 13,88¢ 13,79¢ 13,32¢
Oxigenados
Outros b
9,36 3,47* 9,47 15,83¢ 16,27¢ 16,14¢
Componentes

*Diferentes letras na mesma linha indicam diferenga significativa (p < 0,05).

As Figura 26 e Figura 27 apresentam graficamente as concentragdes das substancias e
classes como média e desvio padrao, em que € possivel visualizar as diferencas durante o
processo extrativo.
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Figura 26. Gréfico de barra de erros com a variagdo das concentragdes das substancias
majoritarias em relacdao ao tempo de destilacgao.
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Figura 27. Grafico de barra de erros com a variagao das concentragdes das classes de
substancias volateis em relacao ao tempo de destilagao.

De acordo com os resultados apresentados nas Figura 26 e Figura 27 e na Tabela 6, o
alto teor de monoterpenos hidrocarbonicos ¢ de a- e f-pineno diminui com diferenca
significativa pelo aumento do tempo de destilagdo. As maiores porcentagens destas
substancias foram observadas apds o menor tempo de destilacdo (F1 — 1 h), com redugdo a
metade dos valores iniciais apos 3 h de extragdo (F3). E importante ressaltar que a- e f-pineno
sdo monoterpenos amplamente encontrados em Oleos essenciais, apresentando importantes
atividades biologicas, como agdes anticoagulantes, antitumoral, antimicrobiano, antimalarico,
antioxidante, anti-inflamatodria, entre outros (SALEHI et al., 2019). Logo, altos niveis destes
monoterpenos podem contribuir para efeitos positivos do OEMT em ensaios biologicos in
vitro e/ou in vivo. Além disso, estes resultados demonstram que, através do controle do tempo
de destilacdo, € possivel obter um OEMT rico em a-pineno/f-pineno, através do emprego de
um menor tempo de destilacdo.

Em contrapartida, as porcentagens de E-cariofileno, aromadendreno e a subclasse de
sesquiterpenos hidrocarbonicos (Figura 26 e Figura 27 e Tabela 6) aumentaram
estatisticamente durante o processo extrativo, com maiores valores apos 3 h de tempo de
destilacdo (F3, F4 e F5). Resultados similares encontrados por Andrade et al. (2006) e Apel et
al. (2010) foram obtidos por hidrodestilagio com tempo superior a 3 h e teores elevados de
sesquiterpenos hidrocarbonicos, especialmente FE-cariofileno. Os demais resultados em
relagdo aos teores de sesquiterpenos oxigenados e outros componentes como o 2°,4°,6’-
trimetoxifenil-butano também aumentaram apos 3 h de extracdo (F3, F4 e F5), porém sem
diferenca significativa até o fim da destilagao.

Os resultados sdo coerentes com o esperado, pois a extracdo do 6leo essencial depende
da capacidade de difusdao das moléculas volateis do local original de sintese e/ou
armazenamento, através do tecido da planta, até atingir a atmosfera. Por este motivo, quanto
maior for o impedimento (como o tamanho da molécula), menor serd a difusdo e maior serd o
tempo necessario para a extragdo (REVERCHON et al., 1995; CAVALCANTI et al., 2015)

Estudos envolvendo a varidvel tempo de destilagdo para extracdo de OE’s sdo
importantes € mais comuns nos ultimos anos, como os trabalhos de Cavalcanti et al. (2015)
com folhas de aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius) e aroeira-salso (S. molle); de
Hennia et al. (2016), com folhas e frutos de murta comum (Myrtus communis); e de Toker et
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al. (2017) com orégano selvagem (Origanum minutiflorum). Quanto ao OE de folhas de
Myrciaria tenella, estes resultados sdao relevantes pois constituem um fator crucial para a
producdo do OE, podendo minimizar custos de processo e valorizar a espécie nativa da
biodiversidade brasileira.

3.3. Avaliagdo das atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva do OEMT

O oleo essencial de folhas de M. tenella, obtido apés 5 h de hidrodestilacao,
apresentou resultados relevantes no trabalho de avaliagdo bioldgico, realizado em parceria
com o professor Dr. Bruno Guimaraes (ICBS-UFRRJ). Estas analises foram executadas e
interpretadas pela propria equipe do Laboratério de Farmacologia da Inflamagdo e
Nocicep¢do (ICBS-UFRRIJ). Todos os resultados obtidos foram previamente publicados
(GONCALVES et al., 2021), sendo os principais resultados destacados abaixo:

. Teste de contor¢do abdominal induzida por acido acético: redugdo em 45% do nimero
de contragdes em camundongos suigos a 100 mg.kg' de OEMT, em comparagio ao
grupo controle. O ensaio com controle positivo morfina reduziu em 40%,
demonstrando uma atividade antinociceptiva;

o Teste de formalina para resposta contra fase primdria (ndo-inflamatoéria) e fase
secundéria (inflamatéria): o OEMT apresentou resultado positivo apenas na fase
inflamatoria da dor, com reducdes do tempo do ato de lamber a pata em até 51% (100
mg.kg!). O controle positivo morfina reduziu este tempo em 43% e 42% nas duas
fases enquanto 4cido acetilsalicilico apresentou diminuicao de 39% na fase secunddria;

° Teste de campo aberto para comportamento locomotor: o OEMT ndo interferiu na
atividade motora dos camundongos;

. Teste de edema de pata induzido por carragenina: o OEMT nas concentracoes de 50 e
100 mg.kg! reduziu as areas de edema em 56% e 89%. O controle positivo
dexametasona reduzir a area em 70%;

o Teste de Von Frey para mediadores inflamatérios: 0 OEMT na dose de 100 mg.kg!
aumentou o limiar mecanico, com reducdo significativa das concentracdes de
mediadores pro-inflamatérios como IL-6, IL-1B, TNF-a ¢ PGE>, e aumento do
mediador anti-inflamatorio IL-10;

o Determinacdo indireta in vitro de citocinas e 6xido nitrico: o efeito inibitério do
OEMT foi observado em macrofagos monoécitos de camundongos, com reducdo da
producao das citocinas pré-inflamatorias TNF-a e IL-6 e de 6xido nitrico (NO);

. Avaliagdo citotéxica in vitro: o OEMT ndo causou a morte das linhagens celulares
estudadas, confirmando a inibicdo da produgdo das citocinas e NO e a seguranca em
relagdo a macrofagos e fibroblastos, células importantes para os processos de
inflamagao e reparo tecidual,

° Ensaio in vitro de inibicdo das enzimas COX: a atividade das enzimas COX-1 e COX-
2 foram inibidas por OEMT, confirmando o efeito na reducdo das prostaglandinas
PGE; nas patas, o aumento do limiar mecanico no modelo de Von Frey e a reducao do
edema induzido pela carragenina.

Estes resultados demonstraram a atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva do
OEMT, sendo induzida a resposta nociceptiva por estimulos quimicos € mecanicos €
evidéncias significativas do controle dos processos inflamatorios.
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4 CONCLUSAO

O dleo essencial de M. tenella foi pela primeira vez obtido e caracterizado, a partir de
espécimes de uma area de restinga, apresentando composi¢do majoritdria de substincias
volateis nado-oxigenadas como monoterpenos (como o- € f-pineno) € sesquiterpenos
(principalmente E-cariofileno e aromadendreno). Além disso, o uso de Ressonancia
Magnética Nuclear como técnica auxiliar neste estudo contribuiu para a identificacdo da
estrutura de um derivado trimetoxifenilico, provavelmente oriundo da biossintese de
policetideos aromaticos. Os sinais referentes aos nucleos de hidrogénio e carbono
pertencentes a grupos metoxilas e a padrdes especificos de substituicdo do anel aromaético,
aliado a auséncia de grupo carbonilico, contribuiu para a proposta do 2’,4’,6’-trimetoxifenil-
butano, diferindo da proposta por comparag¢ao com a biblioteca.

O estudo quanto a metodologia de extragdo confirmou a variagdo na composi¢ao
quimica do 6leo essencial, diferindo, de acordo com o tempo de destilagdo e por analise
estatistica, principalmente as concentragdes dos constituintes majoritarios: a- e f-pineno, E-
cariofileno, aromadendreno e das classes de monoterpenos e sesquiterpenos hidrocarbonicos.
O emprego de 2 h de extragdo ¢ suficiente para obtengdo de OEMT de alto rendimento e rico
em a- e f-pineno enquanto maior tempo de destilagdo possibilitam a obten¢do de um dleo
com maior teor de sesquiterpenos.

A colaboragdo com outros grupos de pesquisa foi uma decisdo acertada para uma
maior valorizagdo do OEMT. Os resultados obtidos na avaliagdo anti-inflamatoria e
antinociceptiva foram promissoras, com excelentes respostas mecanicas (reducdo de
contragdo e preservacao do comportamento locomotor) e quimicas (inibi¢ao in vivo e in vitro
da producao de citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6, de NO e da prostaglandina PGE: e aumento da
producdo da citocina anti-inflamatdria IL-10), auséncia de citotoxicidade e inibicdo das
enzimas COX.

Todos estes resultados corroboram na possibilidade de uso futuro do 6leo essencial das
folhas de M. tenella, sendo importante para a valoriza¢do, uma explora¢do econdmica inicial e
a consequente preservagdo de uma espécie nativa da nossa biodiversidade brasileira e ainda
pouco conhecida pela nossa sociedade.
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CAPITULOII

DESREPLICACAO DE PRODUTOS
NATURAIS EM FOLHAS DE
Eugenia copacabanensis e Myrciaria tenella
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RESUMO

As espécies Eugenia copacabanensis € Myrciaria tenella (Myrtaceae) sao plantas brasileiras
nativas, que sdo encontradas em areas da Mata Atlantica como na Restinga da Marambaia
(RJ). Entretanto, poucas informagdes sobre as suas composi¢des quimicas € os seus potenciais
bioldgicos estdo disponiveis na literatura cientifica. O objetivo deste estudo foi empregar a
desreplicacdo por CG-EM, CLAE-DAD e CLAE-DAD-EM para a identificacio de
substancias em extratos e parti¢cdes de folhas de E. copacabanensis e M. tenella, incluindo
também o isolamento de metabolitos e a avaliagdo do seu potencial biologico. Para o
experimental, foram preparados extratos metandlicos por maceragao estatica de folhas de cada
espécie e, apos, realizadas etapas de partigdo em hexano, diclorometano, acetato de etila e
butanol. A particdo hexanica foi fracionada em coluna de silica gel, com as fragdes
submetidas a uma andlise ndo-direcionada por CG-EM e andlise de carotenoides por CLAE-
DAD. As demais parti¢des foram avaliadas em sistemas CLAE-DAD e CLAE-DAD-EM em
andlises direcionadas para substancias fenolicas. Em seguida, alguns metabolitos foram
isolados em colunas de silica gel e/ou Sephadex, com a proposta de estruturas quimicas pelas
técnicas analiticas de RMN de 'H e '*C e IES-QTdV-EM. O potencial antioxidante das
parti¢cdes foi determinado pelo modelo de Saccharomyces cerevisiae em um trabalho em
parceria com o Laboratorio de Estresse Oxidativo em Microrganismos (IQ/UFRRIJ). A
atividade acaricida contra carrapatos Rhipicephalus microplus da fra¢ao rica no sesquiterpeno
2-metoxi-clovan-9-ol, obtido das folhas de E. copacabanensis foi determinado no Laboratério
de Artropodes Parasitos (LAP/UFJF). Todo o estudo fitoquimico conduziu a identifica¢do de
104 metabolitos diferentes. Para a espécie E. copacabanensis, foram identificados um total de
78 substancias, com 67 relatados pela primeira vez para a espécie, incluindo sesquiterpenos,
carotenoides, acidos fendlicos, derivados catequinicos, taninos hidrolisaveis e flavonois
derivados de quercetina e kaempferol. Entre as substancias relatadas principalmente para a
particdo em acetato de etila, podemos destacar o acido 3-O-cafeoilquinico — &cido
clorogénico, o galato de metila, a quercetina 3-O-rhamnosideo — quercitrina, a procianidina
tipo B e seus derivados, os isomeros de estrictinina e tellimagrandina I. O sesquiterpeno 2-
metoxi-clovan-9-ol foi isolado a partir da particdo hexanica das folhas de E. copacabanensis,
com elucidagdo estrutural confirmada através do seu derivado acetilado. Em relacdao as
particdes do extrato de folhas de M. tenella, 64 substancias foram identificadas, com 53
metabolitos sendo relatadas pela primeira vez para a espécie, como sesquiterpenos,
carotenoides e acidos fendlicos. O 4cido eldgico e seus derivados, como o acido 3,3’-O-
dimetil elagico, e os flavonodis quercetina 3-O-galoil-galactosideo, quercetina 3-O-galoil-
glicosideo, hiperosideo e isoquercitrina foram observadas majoritariamente para a espécie M.
tenella. Além disso, foi isolado também o derivado aromatico conglomerona. Quanto ao
potencial biologico, os resultados in vivo demonstraram que as parti¢gdes em acetato de etila e
butanol das duas espécies possuem expressiva prote¢do antioxidante nas linhagens de S.
cerevisiae BY4741 e Agshl, com alto impacto nas células deficientes de glutationa. Além
disso, o sesquiterpeno 2-metdxi-clovan-9-ol apresentou importante atividade acaricida no
ciclo reprodutivo dos carrapatos R. microplus. Este estudo fitoquimico contribuiu
positivamente para o conhecimento da composicdo quimica e potencial bioldgico de duas
espécies pouco conhecidas da familia Myrtaceae.

Palavras-chave: Myrciaria tenella, Eugenia copacabanensis, desreplicacao.
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ABSTRACT

The species Eugenia copacabanensis and Myrciaria tenella (Myrtaceae) are native Brazilian
plants, which are found in areas of the Atlantic Forest such as Restinga da Marambaia (RJ).
However, little information about their chemical composition and biological potential is
available in the scientific literature. The aim of this study was to use the dereplication by GC-
MS, HPLC-DAD and HPLC-DAD-MS to identify substances in the extracts and partitions of
E. copacabanensis and M. tenella leaves, also including the isolation of different metabolites
and the evaluation of their biological potential. For this experimental, methanol extracts were
prepared by static maceration from leaves of each species, and, after, the partition steps were
performed in hexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanol. The hexane partition was
fractionated on a silica gel column, with the fractions submitted to untargeted analysis by GC-
MS and carotenoid analysis by HPLC-DAD. The other partitions were evaluated by HPLC-
DAD and HPLC-DAD-MS in targeted analyzes for phenolic substances. Then, some
metabolites were isolated on silica gel and/or Sephadex columns, with structural elucidation
by the analytical techniques, 'H and '*C NMR and ESI-QToF-MS. The antioxidant potential
of the partitions was determined by the Saccharomyces cerevisiae model in partnership with
the Laboratorio de Estresse Oxidativo em Microrganismos (IQ/UFRRJ). The acaricidal
activity against Rhipicephalus microplus ticks of the fraction rich in sesquiterpenes 2-
methoxy-clovan-9-ol, from E. copacabanensis leaves, was determined at the Laboratério de
Artrépodes Parasitos (LAP/UFJF). All phytochemical study led to the identification of 104
different metabolites. For the E. copacabanensis leaves, a total of 78 substances were
identified, with 67 reported for the first time for this species, including sesquiterpenes,
carotenoids, phenolic acids, catechin derivatives, hydrolyzable tannins and flavonols
quercetin and kaempferol derivatives. Among the substances reported mainly for the partition
in ethyl acetate, the main metabolites were 3-O-caffeoylquinic acid — chlorogenic acid,
methyl gallate, quercetin 3-O-rhamnoside — quercitrin, procyanidin type B and its derivatives,
the isomers of strictinin and tellimagrandin I. The sesquiterpene 2-methoxy-clovan-9-ol was
isolated from the hexane partition of E. copacabanensis leaves, with the structural elucidation
confirmed through its acetyl derivative. Regarding the partitions of M. tenella leaves extract,
64 substances were identified, with 53 metabolites being reported for the first time for this
species, such as sesquiterpenes, carotenoids and phenolic acids. Ellagic acid and its
derivatives, such as 3,3'-O-dimethyl ellagic acid, and flavonols quercetin 3-O-galoyl-
galactoside, quercetin 3-O-galoyl-glycoside, hyperoside and isoquercitrin were mostly
observed for the species M. tenella. Furthermore, the aromatic derivative conglomerone was
also isolated. As for the biological potential, in vivo results revealed that the partitions in ethyl
acetate and butanol of the two species showed expressive antioxidant protection in BY4741
and Agshl strains of S. cerevisiae, with greater impact on glutathione-deficient cells.
Furthermore, the sesquiterpene 2-methoxy-clovan-9-ol showed important acaricide activity
against the reproductive cycle of R. microplus ticks. This phytochemical study positively
contributed to the knowledge of the chemical composition and biological potential of two
unknown species of the Myrtaceae family.

Keywords: Myrciaria tenella, Eugenia copacabanensis, dereplication.
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1 INTRODUCAO

O Brasil apresenta grande destaque mundial devido a sua biodiversidade, em que
muitas espécies botanicas se encontram sob risco de extin¢ao por agdes antrdpicas € sem o
devido conhecimento fitoquimico. Neste contexto, como ja mencionado anteriormente, a
familia Myrtaceae e sua elevada representatividade dentro da flora brasileira recebem grande
atencao das pesquisas em Quimica de Produtos Naturais.

Além da espécie Myrciaria tenella, outra espécie ainda pouco conhecida ¢ a Eugenia
copacabanensis, que, embora com limitadas informagdes cientificas, faz parte de um dos
géneros mais representativos, com cerca de 350 espécies em territorio brasileiro (DE SOUZA
et al., 2018; FORZZA et al., 2010). Quanto a espécie, esta ¢ popularmente conhecida como
“bapuana” ou “princesinha-de-Copacabana”, devido a sua descoberta no final do século XIX
nas areias da praia do famoso bairro carioca (ARRUDA & VICTORIO, 2011; PREFEITURA
DO RIO DE JANEIRO (RJ), 2020). Atualmente, a planta, que ¢ considerada simbolo do
bairro de Copacabana, ¢ encontrada apenas em areas de restingas do estado do Rio de Janeiro,
como a Restinga da Marambaia (Rio de Janeiro — RJ), sendo considerada endémica do bioma
Mata Atlantica (SOUZA & MORIM, 2008; FORZZA et al., 2010).

A espécie constitui-se como um arbusto de 4-6 metros de altura, com folhas
lanceoladas e brilhantes e frutos globosos de coloragdao amarelo-alaranjado quando maduros e
muito apreciados pelo sabor adocicado (SOUZA & MORIM, 2008; LORENZI, 2015). Por
esta razdo, mesmo com ocorréncia restrita, a planta ¢ empregada ocasionalmente para
ornamentacdo por colecionadores e consumo dos frutos in natura ou na forma de sucos
(JUNIOR et al., 2014; LORENZI, 2015). A Figura 28 apresenta registros fotograficos da
espécie E. copacabanensis.

Figura 28. Ilustragdes fotograficas da espécie E. copacabanensis: (A) arvore adulta ; (B)
galhos com folhas e flores; e (C) galho com frutos em periodo de maturacao (AMIGOS JB,
2015; COLECIONANDO FRUTAS, 2021; E-JARDIM.COM, 2021).

Quanto ao conhecimento fitoquimico, poucos estudos cientificos ja foram relatados. A
obtenc¢ao do 6leo essencial das folhas de E. copacabanensis foi investigada por Nakamura et
al. (2010), com a extragdo de um oOleo com composi¢do majoritaria de sesquiterpenos
oxigenados, e posteriormente com folhas da Restinga da Marambaia por Arruda & Victdrio
(2011), em que foram observadas as estruturas secretoras nas folhas e um 6leo rico em a- € f-
pineno. O grupo de pesquisa do LQPN-UFRRIJ foi o primeiro grupo a estudar a composi¢ao
quimica das folhas desta planta. Foram identificadas 20 substancias, como os sesquiterpenos

44



clovandiol, globulol e viridiflorol, os triterpenos a- e f-amirina, acido ursdlico, acido 30-
hidroxi-ursélico, betulina, friedelina, friedelina-3-4-lactona e taraxerol, os esteroides /-
sitosterol e f-sitosterol glicosideo, os flavonoides kaempferol 3-O-f-D-rhamnosideo,
quercetina 3-O-a-L-arabinosideo e quercetina, e os cumaratos de octacosanila, heptacosanila,
hexacosanila e tetracosanila (JUNIOR et al., 2014).

Este estudo foi desenvolvido a partir da perspectiva da fitoquimica cléassica, com o
fracionamento e isolamento de metabdlitos por cromatografia em coluna aberta a partir do
extrato bruto de partes da planta. As etapas posteriores consistem na elucidacao estrutural por
métodos fisicos de andlise organica, como a Ressondncia Magnética Nuclear (RMN), a
espectroscopia na regiao do infravermelho e na regido do ultravioleta (BRAZ-FILHO, 1994).
Uma tendéncia observada nos ultimos anos ¢ o emprego da estratégia de desreplicagdo nos
estudos da area de Quimica de Produtos Naturais.

O conceito “desreplicagdo” foi mencionado pela primeira vez em 1978, por HANKA e
colaboradores, no capitulo “Detection and Assay of Antitumor Antibiotics”, no livro “Recent
Results in Cancer Research” (Editora Springer). Este termo estd relacionado com a
identificacdo de substancias ja conhecidas nos estagios iniciais da investigagdo fitoquimica e a
maior énfase na descoberta de novas moléculas, ainda ndo elucidadas estruturalmente e
principalmente com atividade bioldgica. Entre os pontos positivos estdo a economia de
amostra e de solventes, a diminuicdo das etapas de purificacdo e o menor tempo gasto com
isolamento de substincias conhecidas em detrimento as desconhecidas (GAUDENCIO &
PEREIRA, 2015; BERLINCK et al., 2017; HUBERT et al., 2017).

Estes estudos de desreplicagdo em Quimica de Produtos Naturais comecaram a ganhar
destaques a partir do final da década de 90, através principalmente do desenvolvimento
tecnologias de sistemas hifenados ou off-/ine de maior sensibilidade e seletividade, como a
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM), a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD) ou
acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial (CLAE-EM-EM) e Ressondncia Magnética
Nuclear (CLAE-EM-RMN), entre outros. Outros aspectos também foram importantes como,
por exemplo, os processos de triagem bioldgica, as informagdes taxondmicas e os avangos em
novas bases de dados espectrais e em métodos computacionais e estatisticos (GAUDENCIO
& PEREIRA, 2015).

Entre as possiveis estratégias metodologicas, destacam-se a andlise ndo-direcionada de
fragdes de um extrato bruto e a comparagdo com bases de dados, a analise direcionada de
substancias ou classes de metabdlitos em extratos e/ou fracoes do extrato bruto e a analise
metabolomica direta de uma cole¢do de extratos e reconhecimento de padrdes através de
testes estatisticos (HUBERT et al., 2017).

O capitulo II desta tese teve como objetivo geral empregar a desreplicagdo pelas
técnicas de CG-EM, CLAE-DAD e CLAE-DAD-EM para a identificagdo dos metabolitos
secundarios de extratos e partigdes de folhas de E. copacabanensis e M. tenella, coletadas na
Restinga da Marambaia (Rio de Janeiro — RJ). Adicionalmente, foram fracionados por
cromatografia classica e obtidas substancias isoladas ou em mistura. Os trabalhos em parceria
contribuiram para o estudo da atividade antioxidante das particoes em modelo de
Saccharomyces cerevisiae e para a avaliagdo da atividade acaricida de um sesquiterpeno
isolado das folhas de E. copacabanensis, inédito para a familia Myrtaceae.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1. Materiais e Equipamentos

Para o preparo dos extratos e fragdes, foram empregados solventes metanol, n-hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol (Neon®, Brasil); silica gel, com tamanho dos poros e
de particulas, respectivamente, de 60 A e 70-230 mesh (Merck®, Alemanha), Sephadex® LH-
20 (Sigma-Aldrich, EUA) e placas de aluminio para cromatografia em camada delgada TLC
60 F254 Merck® (Supelco, Alemanha); iodo ressublimado, vanilina (Proquimios, Brasil) e
difenilborato de aminoetanol (Aldrich, EUA); etanol e acido sulfurico grau P.A. (Tedia®,
Brasil). Os principais equipamentos utilizados foram balanga analitica Shimadzu (Japao)
modelo ATY224, evaporador rotativo Fisatom (Brasil) modelo 801, banho de ultrassom,
capacidade 3 L, Q 3.0/40 Eco-Sonics (Brasil) e camara de irradiagdo ultravioleta com
comprimento de onda 254 e 365 nm. Entre as vidrarias empregadas, destacam-se funis de
separagdo de 500 mL e 1,0 L, colunas de vidro de diferentes alturas e diametros e frascos de
vidro incolor e do tipo ambar de 10 mL.

Os solventes utilizados nas analises instrumentais foram cloroférmio deuterado
(CDCl3), benzeno deuterado (CsDs) e tetrametilsilano (Tedia, EUA); acetonitrila, metanol e
acetato de etila, todos grau HPLC, e 4cido fosforico e acido formico grau P.A. (Tedia, EUA).
A 4gua purificada foi obitda através de sistema Milli-Q® Gradient 10A Millipore® e
Elix®/RiOs™ 5 systems (EUA). As especificagdes dos equipamentos de instrumentagio
analitica serdo mencionadas nos subtopicos de caracterizagdo quimica das amostras.

2.2, Coleta do Material Vegetal

Assim como no Capitulo I, as folhas de E. copacabanensis e M. tenella também foram
coletadas na Restinga da Marambaia (23°02'11.7" S, 43°37'14.6" W), em area localizada no
municipio do Rio de Janeiro (RJ), entre o horario de 9 e 10 h da manha, no més de marco de
2018. Para as espécies, foram depositadas, respectivamente, exsicatas RBR11564 e
RBR12552 no Herbario do ICBS-UFRRIJ.

2.3. Desreplicacdo das Fracoes do Extrato Metanolico de Folhas de Myrtaceae spp.
2.3.1. Construcao de banco de dados para os géneros Eugenia e Myrciaria

A desreplicacdo das substancias presentes nas folhas de E. copacabanensis e M.
tenella foi realizada principalmente através dos dados por espectrometria de massas. Como
estratégia de identificacdo, foi construida inicialmente uma biblioteca local com as
substancias ja identificadas em cada género. Foi realizado um levantamento bibliografico nas
bases de dados Periddicos Capes e Science Direct durante o primeiro semestre de 2019,
resultando num alcance de 218 e 75 artigos, respectivamente para os géneros Eugenia €
Mpyrciaria, desde o ano de 1968. No banco de dados criado em Excel (Microsoft, EUA),
foram incluidas 274 e 160 substancias para os géneros Eugenia e Myrciaria, sendo calculados
os valores tedricos de massa/carga dos ions possivelmente detectados ([M + H]", [M — H], [M
+Na]" e [M + CI]).

Os dados espectrométricos das substincias detectadas foram comparados a biblioteca
construida e aos bancos de dados gratuitos online PubChem, Global Natural Product Social -
GNPS, a base de dados do Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia — NuBBE
database e o MassBank of North America - MoNA. Para os constituintes das fracdes
hexanicas, empregaram-se, também, as bases de dados do software NIST versdo 11 e da
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biblioteca Adams 4* edig¢do, similar ao Capitulo I, devido a polaridade e proximidade
estrutural das substancias detectadas.

2.3.2. Preparo e particiao dos extratos brutos de folhas de Myrtaceae spp.

Inicialmente, as folhas de E. copacabanensis ¢ M. tenella foram secas a temperatura
ambiente ¢ em local protegido da luz solar por 7 dias. Apos a secagem, as folhas foram
moidas em moinho de facas tipo willey usando peneira de 2 mm, localizado no Departamento
de Nutri¢do Animal e Pastagens do Instituto de Zootecnia (IZ-UFRRIJ). A Figura 29 consiste
no registro fotografico das folhas secas e trituradas das duas espécies.

Figura 29. Material vegetal de Myrtaceae spp. apds o pré-tratamento para obtencao dos
extratos brutos.

Em seguida, no Laboratério LQPN (IQ-UFRRJ), as extracdes foram executadas
paralelamente com solvente metanol pelo método classico de maceragdo estatica e exaustiva a
temperatura ambiente. O processo extrativo foi executado de modo que semanalmente fosse
realizada a filtragdo do solvente extrator e a concentragdo do extrato em evaporador rotativo
sob pressao reduzida. O solvente recuperado foi reutilizado para nova etapa de extragdo com o
material anterior da mesma espécie botanica. Para a determinagdo da exaustdo e consequente
finalizagdo deste processo, procedeu-se periodicamente a avaliacdo qualitativa do extrato
recolhido através da coloracdo obtida e de cromatografia em camada delgada (CCD) e
revelagdo em camara de ultravioleta (254 nm) e com reagente quimico iodo (I2). Por fim, os
extratos concentrados foram secos a temperatura ambiente.

O Extrato bruto de Folhas de E. copacabanensis foi codificado pela sigla EFEC, em
que foram empregadas cerca de 1,4 kg de folhas secas, divididos em 2 recipientes e
adicionados 1,7 L de metanol, resultando, apos cerca de 10 semanas, em uma massa de
extrato bruto de 752,2 g (rendimento de 54%). Este extrato ndo foi obtido totalmente seco.
Em seguida, foi realizada a solubilizagdo de cerca de 50 g de EFEC em 300 mL de uma
solucdo contendo metanol/agua (8:2, v/v) e repetidas etapas de particao liquido/liquido com
cerca de 200 mL de diferentes solventes em grau crescente de polaridade, conforme a Figura
30. Todo o processo de fracionamento foi repetido quatro vezes, totalizando o uso de 200 g de
EFEC. Apos a concentragdo em rotaevaporador rotativo e secagem a temperatura ambiente,
esta etapa resultou nas fragdes em Hexano (EFEC-H) com massa de 10,8 g (5,4%); em
Diclorometano (EFEC-D), 19,0 g (9,5%); em Acetato de etila (EFEC-Ac), 96,1 g (48,1%); e
em Butanol (EFEC-Bu), 39,0 g (19,5).
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Figura 30. Esquema ilustrativo sobre o preparo do extrato bruto e suas parti¢des a partir de
folhas de E. copacabanensis (EFEC).

O Extrato bruto de Folhas de M. tenella, codificado pela sigla EFMT, foi preparado
de maneira similar, com cerca de 700 g de folhas secas, um volume de metanol de 1,4 L e um
extrato bruto seco de 81,37 g (rendimento de 11,6%), apds 8 semanas de extracdo. A parti¢ao
liquido/liquido foi realizada com a solubilizagdo de cerca de 70 g de EFMT em 700 mL de
uma solucao contendo metanol/agua (8:2, v/v), resultando nas fragdes em Hexano (EFMT-H)
com massa de 15,1 g (21,6%); em Diclorometano (EFMT-D), 18,7 g (26,7%); em Acetato de
etila (EFMT-Ac), 13,2 g (18,8%); e em Butanol (EFMT-Bu), 12,2 g (17,4%), conforme a
Figura 31.

Figura 31. Esquema ilustrativo sobre o preparo do extrato bruto e suas partigoes a partir de
folhas de M. tenella (EFMT).

Todas as fragdes obtidas para as duas espécies foram separadas para etapas de
fracionamento em colunas cromatograficas e caracterizagcdo quimica e avaliagdes bioldgicas.

2.3.3. Fracionamento em coluna de silica gel das particoes EFEC-H e EFMT-H

Previamente as analises por CG-EM, procedeu-se a purificacdo de 10 g de cada fracao
hexanica em cromatografia em coluna aberta de silica gel (60 A, 70-230 mesh, 200 g, 80 cm
altura x 5 cm de didmetro), a partir do preparo inicial de pastilha com 15 g de silica gel.
Foram empregadas como fases moveis misturas bindrias de 100 mL de solventes com
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gradiente crescente de polaridade (n-hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol),
variando em 10% a proporcdo de cada constituinte. Foram coletadas cerca de 100 mL para
cada fra¢do em frascos do tipo Erlenmeyer e concentradas em evaporador rotativo sob pressao
reduzida. Apds esta etapa, todas as fragcdes foram analisadas por CCD de silica gel,
empregando fase movel conforme eluicdo em coluna e revelagdo com radiacdo ultravioleta
(254 nm) e vanilina sulfurica seguido de aquecimento. No total, foram recolhidas para EFEC-
H 86 fragdes, resultando em 21 fragdes agrupadas. O processo de fracionamento da parti¢ao
EFMT-H resultou em 69 fragdes, com um total de 28 fragdes agrupadas.

2.3.4. Analises por CG-EM das fracoes de EFEC-H e EFMT-H

Na Central Analitica (IQ-UFRRIJ), cerca de 2 mg de cada fracdo obtida foi
solubilizada em 1 mL de diclorometano e injetada em modo split (1:20) em um cromatoégrafo
a gas Shimadzu® (Japdo) modelo QP2010 Plus equipado com detector de espectrometria de
massas e coluna capilar Agilent® (EUA) modelo HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm; fase
estacionaria 5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano). As condi¢des cromatograficas incluiram
gas hélio (99,9%) como gas de arraste e com fluxo de 1,0 mL.min!; e programacio de
temperatura do forno de 60-290°C com rampa de 5°C.min"!. Para o detector, foi empregada na
fonte de ionizacdo por impacto de elétrons energia de 70 eV e temperatura de 250°C. As
substancias detectadas foram identificadas através de comparacao dos espectros de massas
com bibliotecas disponiveis (Adams 4* edi¢do e NIST versdo 11), respeitando um grau
minimo de similaridade de 85%. Cada substancia identificada no capitulo II foi relacionada a
um codigo em negrito (nimero cardinal correspondente).

2.3.5. Analise por CLAE-DAD e por CLAE-DAD-EM das fra¢des mais polares de
EFEC e EFMT

Todas as fracdes mais polares, exceto EFEC-H e EFMT-H, foram analisadas na
Embrapa Agroindustria de Alimentos em um cromatografo a liquido de alta eficiéncia
Waters® Alliance €2695 acoplado com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD),
empregando duas colunas cromatograficas BDS Hypersil Cis Thermo Scientific (50 mm x 4,6
mm; 100 mm x 4,6 mm; ambos com 2,4 um) e fase movel em gradiente de eluicao de solugdo
aquosa de 4cido fosforico a 0,15% (v/v) (fase movel A) e acetonitrila (fase movel B), de
acordo com metodologia de Santiago et al. (2018) com adaptacdes (Tabela 7). Os demais
parametros foram temperatura da coluna de 40°C, volume de inje¢do de 5 pL, fluxo de 1,2
mL.min"! e tempo de corrida de 30 min. A faixa de detec¢io foi ajustada para 200 a 600 nm.

Tabela 7. Gradiente de elui¢do para o método por CLAE-DAD para substancias fenolicas
(SANTIAGO et al., 2018).

Tempo (min) Fase A (% v/v) Fase B (% v/v)
0,00 95,0 5,0
6,00 95,0 5,0
8,00 88,0 12,0
12,00 88,0 12,0
18,00 80,0 20,0
22,00 70,0 30,0
23,00 40,0 60,0
25,00 40,0 60,0
26,00 95,0 5,0
30,00 95,0 5,0

49



Para a identificagdo dos analitos, procedeu-se a prévia injecdo no mesmo sistema
CLAE-DAD de 53 padroes analiticos de substancias fendlicas (derivados de acidos benzoicos
e de acidos cinamicos, flavan-3-ols, flavonois, flavanonas e flavonas) disponiveis no
Laboratorio de Cromatografia Liquida, da Embrapa Agroindustria de Alimentos, ou ainda
cedidos pela professora Dra. Rosane N. Castro (IQ/UFRRIJ). Apds esta etapa, foi possivel
proceder a identificagdo dos acidos fendlicos e flavonoides presentes nas fragdes de E.
copacabanensis e M. tenella através de comparagdo dos tempos de retengdo e espectro na
regido do UV/Visivel.

Outra analise com as mesmas fragdes foi realizada em um sistema LCMS-2020
Shimadzu, disponivel no IQ-UFRRJ, contendo um cromatografo a liquido ultra rapido (Ultra
Fast Liquid Chromatography — UFLC) acoplado a um detector de arranjo de diodos € a um
espectrometro de massas do tipo quadrupolo. As mesmas condi¢cdes cromatograficas
anteriores foram empregadas, com as adaptagdes sendo a coluna Kromasil® 100-5-C18 (150
mm x 4,6 mm x 5 um) e as fases moveis solugcdo aquosa de 4cido férmico a 1% (v/v) e
solucdo de acetonitrila contendo acido formico a 1% (v/v). Os dados obtidos, como os
espectros de UV/Visivel e de massas e a ordem de eluicdo, possibilitaram a confirmagdo das
substancias ja identificadas e a sugestao da presenga de outras substancias fendlicas.

2.4. Quantificacido de Substiancias Bioativas em Folhas de Myrtaceae spp.
2.4.1. Analise de carotenoides por CLAE-DAD

Devido a fungao metabolica, a presenga de carotenoides nas folhas das espécies de E.
copacabanensis € M. tenella era algo previamente esperado, sendo confirmado a partir da
visualizacdo de coloracdo amarelo ao vermelho nas primeiras fragdes obtidas em colunas de
silica gel das particdes hexanicas (EFEC-H e EFMT-H). Por tal motivo, foi realizado o
método de extracdo e de caracterizagdo de carotenoides diretamente das folhas das duas
espécies, ao qual o Laboratério de Cromatografia Liquida da Embrapa Agroindustria de
Alimentos possui certificagdo pelo INMETRO para anélise de carotenoides, de acordo com a
ISO/IEC 17025:2005.

A extragdo foi realizada em triplicata através do método de Rodriguez-Amaya (2001),
que consistiu na macera¢ao do material vegetal com celite e acetona e a filtracdo a vacuo em
frasco do tipo Kitassato. O processo foi repetido com o material solido até que o solvente
extrator ndo apresentasse coloragdo caracteristico de carotenoides. Procedeu-se a partigdo da
fragdo organica com éter de petroleo e lavagem com agua Milli-Q e a transferéncia para balao
volumétrico. Apds a etapa de extracdo, foi realizada uma etapa de hidrdlise de 5 mL do
extrato etéreo com 5 mL de solu¢do metanolica de hidroxido de potéssio a 10% (m/v) por 16
h na auséncia de luz. Todo o volume do frasco foi particionado com agua Milli-Q e em
seguida foi medido o volume de fracao saponificada.

Todas as amostras, incluindo as fracdes das particdes hexanicas, foram analisadas
através do método de Pacheco ef al. (2014), em um cromatografo a liquido de alta eficiéncia
Waters® W600, coluna C3p YMC Carotenoid S-3 (250 mm x 4.6 mm x 3 um), gradiente de
eluicdo de metanol (fase movel A) e éter metil terc-butilico (fase movel B), conforme a
Tabela 8, e detector de arranjo de fotodiodos Waters® modelo 996, com varredura de 300 a
500 nm. Os demais parametros cromatograficos foram temperatura da coluna de 33°C,
volume de inje¢do de 15 pL, fluxo de 0,8 mL.min"! e tempo de corrida de 28 min.

As concentragdes totais de carotenoides nas folhas de E. copacabanensis e M. tenella
foram mensuradas através de leituras em espectrofotometro Shimadzu® (Japdo) UV-1800 em
450 nm e do célculo com a Equagdo SErro! Fonte de referéncia nao encontrada..
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Tabela 8. Gradiente de eluigdo para o método por CLAE-DAD para carotenoides
(PACHECO et al., 2014).

Tempo (min) Fase A (% v/v) Fase B (% v/v)
0,00 80,0 20,0
0,50 75,0 25,0
15,00 15,0 85,0
15,05 10,0 90,0
16,50 10,0 90,0
16,55 80,0 20,0
28,00 80,0 20,0

4
- (ug B — caroteno, \ _ AbSisonm * v (L) * 10
Concentracao ( /g) = 2892+ b (em) *m (9)
Equacéo 5. Calculo de teor de carotenoides totais, a partir da Lei de Lambert-Beer, em que
2592 ¢ o coeficiente de absortividade molar do S-caroteno em éter de petrdleo.

Os perfis de carotenoides foram identificados a partir da comparagao com os dados
(tempo de retencdo e espectro de absor¢ao na regido do UV/Visivel) de padrdes analiticos
isolados a partir de matrizes vegetais no proprio laboratério pelo método de Pacheco et al.
(2013). Cada carotenoide foi quantificado individualmente por normalizagdo de areas, com
resultado expresso em média + desvio padrao e unidade de concentracdo pg equivalente /-
caroteno.g .

2.4.2. Analise de acidos fendlicos e flavonoides por CLAE-DAD

Para a andlise de substancias fenolicas, empregou-se a metodologia descrita por
Nascimento et al. (2017), que consistiu inicialmente na extragdo das substancias fendlicas por
agitacdo mecanica por 1 h com 4 mL de solucdo aquosa de metanol a 50% (v/v, pH 2,0) e
posterior centrifugacdo. A etapa de extragdo foi novamente executada, a partir do residuo e
com 4 mL de solucdo aquosa de acetona a 70% (v/v). Os dois extratos foram reunidos para
posterior analise cromatografica, identificados como a fracao livre (EC-L e MT-L).

Ainda com o residuo, procedeu-se uma etapa de hidrolise para extracdo das demais
substancias fendlicas. Inicialmente foi adicionado 5 mL de solu¢do aquosa de hidréxido de
sodio a 2 M contendo acido ascorbico a 1% (m/v) e acido etilenodiaminotetracético (EDTA) a
10 mM, seguido de aquecimento a 60°C por 1 h. Apos a hidrélise basica, foi adicionado 1,5
mL de solugdo aquosa de acido cloridrico a 6 M, com posterior centrifugacdo. O sobrenadante
da etapa de hidrélise foi particionado com 6,5 mL de acetato de etila, sendo o processo
repetido mais uma vez. A fracdo de substancias fendlicas hidrolisadas (EC-H e MT-H) foi
seca sob ar comprimido e solubilizada em metanol.

As extracOes foram realizadas em triplicata, com as fragdes livres e hidrolisadas
analisadas no sistema cromatografico CLAE-DAD anteriormente mencionado (2.3.5). Apos a
identificacdo realizada por comparagdo dos tr € espectros UV/Visivel, os flavonoides e 4cidos
fendlicos presentes em folhas de E. copacabanensis e M. tenella foram quantificados por
padronizacdo externa, através de curvas analiticas construidas com solugdes dos padroes
comerciais disponiveis e pontos equidistantes, conforme Tabela 9 e Equagao 6.
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Tabela 9. Curvas analiticas utilizadas para quantificacdo de substincias fenolicas.

Substincia A (nm) Equacio da Reta
Acido Galico 270 y=1,38.10"x — 1,68.10°
Acido Clorogénico 325 y =6,67.10x — 3,55.10°

Acido p-cumarico 310 y =2,82.10"x

Acido Eldgico 370 vy =6.99.10% — 4,23.10*
(+)-catequina 270 y=2,67.10°% - 1,92.10*
(-)-epicatequina 270 y =2,62.10% — 1,46.10*
Quercetina 370 y=1,78.10"x — 1,02.10°

X (%) * v (mL) * 103

m(g)

Concentragio (#g padrio analitico /g)

Equacéo 6. Calculo de teor de cada substancia fendlica através da padronizagdo externa.

Todos os resultados foram expressos em média + desvio padrdo e unidade de
concentracdo pug equivalente ao padrio analitico.g™!.

2.5. Isolamento e Purificacao de Substincias do Extrato Metanolico de Folhas de
Eugenia copacabanensis

2.5.1. Fracionamento em coluna de silica gel de EFEC-H 38-46

O fracionamento da particdo hexanica de folhas de E. copacabanensis (EFEC-H)
conduziu a obten¢do de uma fragdo EFEC-H 38-46 (1,1 g). Esta fracdo foi analisada
qualitativamente por CCD com fase moével diclorometano e acetato de etila (8:2, v/v) e
revelador quimico vanilina sulfurica, indicando a presenca majoritaria de uma substancia.
Cerca de 400 mg desta fragdo foi submetida novamente a cromatografia em coluna de silica
gel (60 A, 70-230 mesh, 40 cm altura x 3,5 cm de didmetro), nas mesmas condi¢des do
experimento por CCD, sendo recolhidas fracdes de 5 mL. Apo6s analise por CCD, o
fracionamento resultou na obten¢do da substancia 103 (72,5 mg).

Para a elucidacgdo estrutural desta substincia, procedeu-se inicialmente a anélise por
CG-EM nas condi¢des experimentais descritas anteriormente no subtopico 2.3.4. Foram
empregados também os experimentos uni- ¢ bidimensionais de RMN 'H e *C espectrometro
de RMN Bruker® (EUA) AVANCE II (500/125 MHz) com cloroférmio deuterado (CDCI3)
como solvente e tetrametilsilano como referéncia; e andlise por infravermelho em um
espectrometro do tipo VERTEX-70 FT-IR (Fourier transform infrared spectroscopy) Bruker®
(EUA). A identificacdo da substancia 103 foi sugerida através da compara¢do dos dados
espectroscopicos com a literatura cientifica como o sesquiterpeno 2-metoxi-clovan-9-ol. Para
confirmacao da estrutura, foi preparado um produto derivado (103a) por reacao de acetilagdo
em meio com piridina e anidrido acético, de acordo com método descrito por Junior e
colaboradores (2014).

Ap0s a identificagdo, outras etapas de purificagdo foram realizadas para a obtengao de
maior quantidade do sesquiterpeno, visando os estudos biologicos. Nova purificacdo em
coluna de silica gel em procedimento similar ao anterior foi realizada com 34 mg de EFEC-H
38-46, resultando em 9,2 mg da substancia 103. Em seguida, procedeu-se uma nova parti¢cao
do extrato bruto EFEC (150 g) e a obten¢do de nova particdo em hexano (EFEC-H’, 5,3 g).
Uma nova purificagdo em coluna aberta de silica gel resultou na obtencao de uma fragao rica
em hexadecanoato de metila (ou palmitato de metila, 10), com massa de 327,6 mg; uma
mistura de espatulenol (30), a- e f-amirina (44 ¢ 45), com 152,0 mg; e outra fragdo rica em 2-
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metoxi-clovan-9-ol (103), com 102,6 mg. Todas as etapas de purificacdo e isolamento do
sesquiterpeno por fitoquimica classica estdo descritos na Figura 32.

Figura 32. Esquema ilustrativo sobre as etapas de purificagdo e isolamento do sesquiterpenos
2-metoxi-clovan-9-ol (103).

Todas estas fragdes foram analisadas por CG-EM, espectroscopia na regido do
infravermelho (IV) e/ou experimentos uni- ¢ bidimensionais d¢ RMN 'H e *C. As fragdes
ricas neste sesquiterpeno foram encaminhados para estudos biologicos.

2.5.2. Fracionamento em coluna de silica gel de EFEC-Ac

Foi realizado ainda o fracionamento de 6,2 g da parti¢do em acetato de etila de folhas
de E. copacabanensis (EFEC-Ac), preparado na forma de pastilha com 12 g de silica, em
cromatografia em coluna aberta de silica gel (60 A, 70-230 mesh, 200 g, 54 cm x 5 cm). Para
a fase movel, foram empregadas misturas binarias de 500 mL de solventes em gradiente
crescente de polaridade (diclorometano, acetato de etila e metanol), variando entre 10% e
20% (v/v) a composicdo de cada constituinte. 67 fragdes de 100 mL foram coletadas e
reunidas em 11 fragdes, apds avaliacdo qualitativa por CCD com radiacdo ultravioleta (254
nm) e NP (2-aminoetila difenilborato) como reveladores e padrao de (+)-catequina, quercetina
e/ou rutina. A fragdo EFEC-Ac 11-18 (28,1 mg) demonstrou a presenca majoritaria de
quercetina (68), em mistura com galato de metila (58) e kaempferol (91). As fracdes EFEC-
Ac 25-28, 29-31 e 32-40 também reagiram positivamente na reacdo com o revelador NP
(coloragao alaranjada), sendo direcionadas para etapas posteriores de purificagao.

2.5.3. Fracionamento em coluna de Sephadex das fracées de EFEC-Ac

As fragdes selecionadas foram purificadas em coluna de Sephadex® LH-20 (30 ¢cm x 2
cm), empregando elui¢do isocratica com metanol. Para cada experimento de purificacdo,
procedeu-se a coleta de fragcdes de 5 mL, em que, apos avaliagdo por CCD similar ao item
anterior, estas foram agrupadas. As fragdes foram codificadas pelo tipo de fase estacionaria
utilizada (SEPhadex — SEP), a espécie botanica (E. copacabanensis — EC) e a ordem de
experimentos (primeiro — A, segundo — B, entre outros). A Figura 33 demonstra todas as
etapas de purificacao utilizadas para a particdo EFEC-Ac.

As fracdes contendo misturas de substancias fenolicas foram analisadas por CLAE-
DAD e CLAE-DAD-EM, de acordo com o método ja mencionado (no subtdpico 2.3.5). O
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primeiro experimento (SEP-ECA) conduziu ao isolamento do 4cido galico (55) na fracao
SEP-ECA 3-4, com massa de 2,0 mg. Outras duas misturas de substancias fendlicas foram
obtidas neste experimento, sendo respectivamente as fragdes SEP-ECA 27-33 (48,0 mg,
substancias 70, 74, 81, 89 ¢ 90) ¢ SEP-ECA 46-67 (110,9 mg, substancias 71, 75 e 76). As
identidades destas substidncias em misturas foram propostas através de desreplicacdo por
CLAE-DAD-EM.

Figura 33. Esquema ilustrativo dos processos de purificagdo em Sephadex realizados com a
particdo em acetato de etila do extrato de folhas de E. copacabanensis (EFEC-Ac).

A fracdo SEP-ECB 12-19, rica em quercitrina (67, 47,1 mg), foi obtida através do
experimento SEP-ECB. As demais substancias detectadas nesta fracdo, assim como da
segunda fragdo de interesse deste experimento (SEP-ECB 20-29, mistura de substancias 78,
79 e 80), também foram sugeridas através de desreplicacdo por CLAE-DAD-EM. Para o
ultimo experimento SEP-ECC, foi obtida uma fra¢do rica em 4cido elagico (60, 156,6 mg)
com codigo SEP-ECC 23-75. Todas estas fragdes também foram analisadas, quando possivel,
por injecdo direta no sistema IES-QTdV-EM.

2.6. Isolamento e Purificacdo de Substincias do Extrato Metanolico de Folhas de
Mpyrciaria tenella

2.6.1. Fracionamento em coluna de silica gel de EFMT-D

Cerca de 10 g da fracdo em diclorometano das folhas de M. tenella (EFMT-D) foram
submetidos a cromatografia em coluna aberta de silica gel (60 A, 70-230 mesh, 230 g, 80 cm
altura x 5 cm de didmetro). O procedimento foi similar ao anterior para o fracionamento do
EFMT-H (2.3.4), com mistura bindria de solventes organicos para fase mdvel e avaliagdo
qualitativa por CCD e revelagdo em camara ultravioleta e reagdo com vanilina sulfurica.
Foram coletadas 142 fracdes de volume de 100 mL e reunidas em 29 fragdes agrupadas.

2.6.2. Fracionamento em coluna de Sephadex de EFMT-D 18-24

As fracdes EFMT-D 18-19 e 20-24 foram analisadas inicialmente por CG-EM nas
condig¢des descritas anteriormente no subtopico 2.5.3. Procedeu-se o isolamento da substancia

54



majoritaria presente nestas fragdes através da purificacdo de 97,6 mg em coluna Sephadex
LH-20 Sephadex® LH-20 (30 cm x 2 ¢cm), empregando como fase moével uma mistura bindria
de metanol ¢ diclorometano (8:2, v/v). Foram coletadas 20 fragdes de 5 mL, sendo reunidas
em 4 fragdes apos revelagdo em CCD com vanilina sulfurica. A substancia 104 (23,6 mg,
Figura 34) foi isolada e identificada como o 2-metil-1-(2°,4’,6’-trimetoxifenil)-propan-1-ona
ou conglomerona, através de elucidagdo estrutural por experimentos uni- ¢ bidimensional de
RMN !H e 3C (500/125 MHz), utilizando CDCl; como solvente e tetrametilsilano como
referéncia interna, ¢ CG-EM.

Figura 34. Esquema ilustrativo sobre o isolamento da conglomerona (104) a partir da parti¢do
EFMT-D do extrato de folhas de M. tenella.

2.6.3. Fracionamento em coluna de silica gel de EFMT-Ac

Cerca de 8,4 g da partigdo em acetato de etila das folhas de M. fenella (EFMT-Ac)
foram fracionadas em cromatografia em coluna aberta de silica gel, de modo similar ao
fracionamento de EFMT-Ac (no subtdpico 2.5.22.6.3). Foram coletadas 80 fragdes com
volume de 100 mL, aos quais, apds a concentracdo em evaporador rotativo, foram analisadas
por CCD, utilizando radiagdo ultravioleta (254 nm) e NP (difenilborato de aminoetanol) como
reveladores e padrdo de (+)-catequina, quercetina e/ou rutina. Das 13 fragdes reunidas, as
fragdes EFMT-Ac 7-12, 13-18, 34-35 e 36-38 reagiram positivamente ao NP (coloracdo
alaranjada). A fragdo EFMT-Ac 7-12 foi analisada por CLAE-DAD-EM, demonstrando a
presenca majoritaria de quercetina (68). As trés ultimas fracdes foram direcionadas a novas
etapas de purificacao.

2.6.4. Fracionamento em coluna de Sephadex das fracoes de EFMT-Ac

As fragdes selecionadas foram purificadas em coluna de Sephadex® LH-20 (30 ¢cm x 2
cm), empregando eluicdo isocratica com metanol, conforme Figura 35. As fra¢des foram
codificadas pelo tipo de fase estacionaria utilizada (SEPhadex — SEP), a espécie botanica (M.
tenella — MT) e a ordem de experimentos (primeiro — A, segundo — B, entre outros).

As fragoes foram analisadas em experimentos de CLAE-DAD e CLAE-DAD-EM, nas
condi¢des cromatograficas previamente mencionadas (no subtopico 2.3.5), e, quando
possivel, por inje¢do direta no sistema IES-QTdV-EM. O experimento SEP-MTA, a partir da
fragdo EFMT-Ac 13-18, conduziu a obtengdo de uma fragdo SEP-MTA 4-5, contendo uma
mistura de acidos p-hidroxibenzoico (57), siringico (59), p-cumarico (62), vanilico (101) e
ferulico (102), enquanto a fragdo SEP-MTA 6-8 apresentou majoritariamente o acido 3,3’-O-
dimetil-elagico (96). Os demais experimentos SEP-MTB e SEP-MTC conduziram a
diferentes fragdes ricas nos flavonoides hiperosideo (65), isoquercitrina (66), quercetina 3-O-
galoil-galactosideo (98) e quercetina 3-O-galoil-glicosideo (99).
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Figura 35. Esquema ilustrativo dos processos de purificagdo em Sephadex realizados com a
particdo em acetato de etila do extrato de folhas de M. tenella (EFMT-Ac).

2.7. Processamento de Dados

Os cromatogramas por CG-EM e os espectros de massas de baixa resolugdo foram
processados no programa GCMS Postrun Analysis (Shimadzu, Japao). Os cromatogramas
obtidos nos demais sistemas cromatograficos foram processados a partir dos softwares
Empower (Waters, EUA) e LabSolutions LC-MS (Shimadzu, Japao). As interpretacdes dos
espectros de massas de alta resolucdo foram feitas com o software MassLynx (Waters, EUA).

O software MestReNova versdao 9.0 (MestReLab Research, EUA) foi utilizado para
interpretacdo dos espectros obtidos nos experimentos de RMN uni- e bidimensional. Os
espectros de infravermelho foram processados através do software ACD/Labs versdao 12.0
(Canadd). Todas as estruturas quimicas foram desenhadas através do software ChemDraw
Ultra versao 12.0 (Cambridge Soft, PerkinElmer, Reino Unido).

2.8. Avaliacio de Atividades Biologicas de Extratos de Folhas de Myrtaceae spp.
2.8.1. Ensaio espectrofotométrico de captura de radicais sintéticos DPPH e ABTS"

Os extratos e suas fragcdes de folhas das duas espécies foram avaliados em relagdo ao
seu potencial antioxidante. Para ensaios in vitro, os estudos foram realizados por métodos de
captura de radicais sintéticos pelo proprio autor no Laboratério de Cromatografia Liquida, da
Embrapa Agroindustria de Alimentos. Para o ensaio de captura do radical estavel 2,2-difenil-
1-picril-hidrazil (DPPH), foi empregado a metodologia de Rufino et al. (2007) com
adaptacdes. 0,1 mL de solu¢io metanolica do extrato bruto ou cada fragdo a 10 mg.mL™! foi
adicionado a 3,9 mL de uma solugdo metanolica de DPPH a 60 uM. A mistura foi mantida em
frascos do tipo ambar por 30 min em temperatura ambiente, sendo medidas as absorvancias a
517 nm no inicio e no fim do tempo reacional para avalia¢do da porcentagem remanescente de
DPPH. Procedeu-se o ensaio com diferentes concentragdes de extrato bruto e fragdes a partir
de dilui¢des da solucdo estoque. O teste foi realizado em triplicata e os resultados foram
reportados em concentragdo equivalente para redugdo a 50% de DPPH (CEso - mg.mL™).
Foram analisados como controle positivo os padrdes de quercetina e do 4cido ascorbico.

O segundo experimento consistiu no ensaio de redugio do radical ABTS", também
conhecido como Trolox Equivalent Antioxidant Capacity — TEAC. A solucdo do radical foi
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preparada através da reacdo de oxida¢do de 5 mL de uma solugdo aquosa de 2,2'-azinobis-
(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) a 7 mM com 88 puL. de uma solucao aquosa
de persulfato de potassio (K2S20sg) a 140 mM, nas condi¢des de auséncia de luz, temperatura
ambiente e tempo reacional de 16 h. A solugdo obtida foi diluida em etanol até medigdo em
comprimento de onda de 734 nm de absorvancia de 0,7 £ 0,5. Os experimentos foram
conduzidos com a mistura de 2,0 mL de solu¢do diluida de ABTS" e 20 puL de amostra em
frasco tipo ambar por 6 min a temperatura ambiente. Procedeu-se os ensaios em triplicata com
as mesmas solucdes estoque, dilui¢cdes e controle positivo quercetina e dcido ascorbico usados
no ensaio com DPPH. Os valores de absorvancia obtidas foram utilizados para comparacao
com solugdo do padrao antioxidante Trolox através de curva analitica previamente construida.
Os resultados foram reportados como mmol Trolox.g' amostra.

2.8.2. Avaliacio de potencial antioxidante in vivo através de modelo de Saccharomyces
cerevisiae

Uma investigacdo aprofundada do potencial antioxidante dos extratos e fracdes de
folhas de M. tenella foi realizado no Laboratorio de Estresse Oxidativo em Microrganismos —
LEOM (IQ-UFRRJ), pela equipe do professor Dr. Cristiano Jorge Riger (Departamento de
Bioquimica — UFRRJ). Foram conduzidos experimentos a partir do modelo da levedura
Saccharomyces cerivisiae, com a cepa controle BY4741 e a cepa mutante Agshl, obtidas da
empresa Euroscarf (Frankfurt, Alemanha) e mantidas em meio sélido YPD (1% extrato de
levedura, 2% glicose, 2% peptona e 2% agar, m/v). A cepa mutante apresenta deficiéncia no
tripeptideo glutationa, uma substancia presente em meio celular e com alto poder redutor.

A metodologia empregada foi descrita no artigo publicado em parceria entre os
laboratérios de pesquisa (MARTINS et al.,, 2021). Para os estudos, as células foram
transferidas para meio liquido YPD e mantidas até a fase exponencial respiratoria (2,0 mg
massa seca.mL') para os experimentos. As amostras foram solubilizadas em dimetil
sulfoxido (DMSO), em concentragao de 20% (m/v), com niveis abaixo de 3% DMSO em
contato com as células. Procederam-se experimentos de citotoxicidade pelo ensaio qualitativo
da resaruzina; viabilidade celular a partir de concentracdes nao-citotdxicas; e atividade
antioxidante através do pré-tratamento com as amostras e exposi¢do ao peroxido de
hidrogénio por 2 h. Os resultados de no minimo trés replicatas foram analisados
estatisticamente pelo teste de varidncia ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05).

2.8.3. Avaliacdo da atividade acaricida da fracio EFEC-H 38-46 contra carrapatos
bovinos da espécie Rhipicephalus microplus

Este estudo bioldgico foi desenvolvido pela zootecnista Paula B. C. Marchesini, até
entdo aluna do curso de Doutorado em Ciéncias Veterinarias (IV-UFRRIJ), e o professor Dr.
Caio Marcio de O. Monteiro, atualmente no Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica
da Universidade Federal de Goias (IPTSP-UFG). Os experimentos foram realizados no
Laboratorio de Artrépodes Parasitos (LAP) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

Foram utilizados carrapatos bovinos da espécie Rhipicephalus microplus cedidos pelo
Laboratorio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, também localizada em Juiz de Fora
(MQG), provenientes de bovinos naturalmente infestados. As fémeas ingurgitadas foram
lavadas com agua destilada e secas em toalhas de papel. Em seguida, parte das fémeas foi
separada para o teste de imersdo e outra parte mantidas para oviposicdo em camara
climatizada do tipo B.O.D. (biological oxygen demand) Eletrolab EI 202 nas condi¢des de
temperatura de 27 + 1 °C ¢ umidade relativa > 80 = 10% por 15 dias. Quanto a amostra, a
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fragdo EFEC-H 38-46 foi diluida em diferentes concentragdes a partir de uma solucao
hidroetanolica a 50% (v/v) contendo dimetilsulfoxido (DMSO) a 1% (v/v).

A avaliagdo acaricida foi determinada a partir de dois ensaios bioldgicos diferentes. O
primeiro consistiu no teste de pacote de larvas, proposto por Stone & Haydock (1962) e
adaptado por Monteiro e colaboradores (2012). Aproximadamente, 100 larvas nao
ingurgitadas de R. microplus, de idade de 15 a 21 dias, foram colocadas no centro de uma
folha de papel de filtro (6 cm x 6 cm, Whatman n°1), em seguida o papel filtro foi dobrado ao
meio e fechado nas laterais com clipes. ApoOs essa etapa, cada um dos lados dos papéis foi
umedecido com 90 pL das solugdes diluidas (3,125, 6,25, 12,5, 25,0 e 50,0 mg.mL™),
totalizando 180 pL por pacote, sendo realizado 10 repeti¢des por tratamento. Um grupo
controle (solugdo de etanol 50% v/v + DMSO 1% v/v) também foi testado. Os grupos
experimentais foram mantidos em camara climatizada B.O.D. nas condi¢des previamente
mencionadas por 24 horas. Ap6s o periodo, o nimero de larvas vivas e mortas foram contadas
a partir do uso de uma bomba de vacuo para obter a porcentagem de mortalidade (%).

O segundo ensaio consistiu no teste de imersdo de fémeas ingurgitadas de R.
microplus, proposto por Drummond e colaboradores (1973). As fémeas ingurgitadas foram
divididas em grupos, contendo 10 individuos com peso estatisticamente similar (p > 0,05).
Em seguidas, estas foram imersas por 5 min nas solugdes testadas (12,5, 25,0, 50,0, 100,0 e
150,0 mg.mL™), incluindo no controle positivo. Apés a imersdo, cada fémea foi pesada
individualmente e transferida para placa de Petri (6 cm x 6 cm) para oviposi¢ao. Todos os
grupos foram mantidas em camaras B.O.D. sob as condi¢des mencionadas para avaliar a
reproducdo bioldgica. Apds a completa oviposicdo e morte das fémeas, procedeu-se a
medi¢do da massa de cada ovo e o acondicionamento em seringas plasticas com extremidade
distal cortada, vedada com algodao hidrofilo (MONTEIRO et al., 2012; RESENDE et al.,
2012). Os ovos foram mantidos em camaras B.O.D. por mais 21 dias.

Os seguintes parametros bioldgicos foram verificados: massa das fémeas antes da
oviposicao, massa dos ovos e porcentagem de eclosdo larval. A eficicia dos tratamentos foi
demonstrada através da porcentagem de controle e calculado a partir das Equagdo 7 e
Equacao 8 em acordo com Drummond e colaboradores (1973):

mOUOS

Indice de Eficiéncia Reprodutiva = < ) * Yoclosio * 20000

mf émea

Equacio 7. Calculo do Indice de Eficiéncia Reprodutiva (Reproductive Efficiency Index -
REI).
Simbolos:
- Myyos: Massa dos ovos obtidos na oviposi¢ao;
- Mfemeq: Massa das f€émeas antes da oviposicao;

- Y,cl0s30- porcentagem de eclosao larval.

REIcontrole - REItratamento
REIcontrole

Yocontrote = ( ) * 100

Equacao 8. Calculo da porcentagem de controle ou eficacia de cada tratamento para o
controle dos carrapatos R. microplus.

Os dados foram analisados através do software Biostat 5.0. Os valores médios de cada
parametro entre diferentes tratamentos foram avaliados pela anélise de Variancia (ANOVA,
seguido de teste de Tukey (p < 0,05). Analise do tipo probit foi realizada para calcular a
concentragdo letal a 50% (CLso), usando o software R-Studio versdo 1.2 (EUA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Identificacdo de Constituintes das Fracoes Nao-Polares de Extratos de Folhas de
Myrtaceae spp.

3.1.1. Desreplicacdao por CG-EM das fracées EFEC-H e EFMT-H

No presente estudo, foi proposta a desreplicacio por técnicas cromatograficas
instrumentais de fragdes de folhas de duas espécies de Myrtaceae (E. copacabanensis ¢ M.
tenella). Inicialmente, optou-se pelo fracionamento das duas fragdes ndo-polares em coluna de
silica gel, possibilitando a identificagdo de um maior nimero de substancias através da analise
ndo-direcionada por CG-EM. Esta técnica foi o primeiro sistema hifenado aplicado para
desreplicagdo e recomendado para extratos ou fragdes lipofilicos de plantas (GAUDENCIO &
PEREIRA, 2015; CARNEVALE NETO et al., 2016).

Apds a andlise por CG-EM e a comparacdo dos espectros de massas com as
bibliotecas disponiveis, foi possivel propor a identificagdo de um total de 49 substancias nas
fragdes hexanicas de folhas de E. copacabanensis e M. tenella. Todas estas substancias estao
disponibilizadas nas Figuras 36 Figura 37 e na Tabela 10, incluindo os parametros observados
e os codigos correspondente para cada substancia.

Diferentes classes de substancias de baixa polaridade foram observadas, como os
ésteres de acidos graxo, tocoferdis, sesquiterpenos, triterpenos e esteroides. Vinte substancias
foram detectadas em ambos os extratos: sete hidrocarbonetos e derivados (n-undecano, 1; n-
dodecano, 2; n-tridecano, 3; n-tetradecano, 4; 1,3-bis-isopropilbenzeno, 7; 1,4-bis-
1sopropilbenzeno, 8; e 2,4-bis-terc-butil-fenol, 9), cinco ésteres de acido graxo (palmitato de
metila, 10; linolenato de metila, 11; linoeato de metila, 12; estearato de metila, 13; ¢ 18-metil-
nonadecanoato de metila, 14), quatro sesquiterpenos nao-oxigenados (a-copaeno, 16; E-
cariofileno, 21; a-humuleno, 24; e allo-aromadendreno, 25), dois tocoferdis (a-tocoferol, 40; e
y-tocoferol, 42), um triterpeno (f-amirina, 45) e um esteroide (fS-sitosterol, 48).

Especificamente para a fracdo hexanica de folhas de E. copacabanensis, foram
propostas a identificagdo de um total de 34 substancias, sendo 25 substancias relatadas pela
primeira vez nesta espécie, como ésteres de acidos graxos, tocoferdis e diterpeno a-kaureno
(38). Entre as substancias ja previamente relatadas para a espécie, 5 sesquiterpenos (y-
muuroleno, 17; a-calacoreno, 20; E-cariofileno, 21; allo-aromadendreno, 25; e espatulenol,
30) foram identificados no estudo de oleo essencial de folhas de E. copacabanensis por
Nakamura et al. (2010). Além disso, Junior et al. (2014), em um estudo anterior do nosso
grupo de pesquisa, ja tinham isolado a partir da fracdo hexanica de folhas de F.
copacabanensis e identificados o sesquiterpenos oxigenado clovandiol (32), o esteroide f-
sitosterol (48) e uma mistura dos triterpenos a- e f-amirina (44 e 45). Estes mesmos terpenos
foram identificados através de desreplicagdo por CG-EM, indicando a viabilidade do uso da
técnica para andlises nao-direcionadas de espécies desconhecidas.

Trinta e cinco compostos também foram identificados na fragdo hexanica de folhas de
M. tenella. Vinte e quatro deles foram relatados pela primeira vez nesta espécie, incluindo
¢ésteres metilicos de acidos graxos (palmitato de metila, 10; linolenato de metila, 11; linoeato
de metila, 12; estearato de metila, 13; e 18-metil-nonadecanoato de metila, 14), a- e y-
tocoferdis (40 e 42) e terpenos, como fitol (39), esqualeno (43), f-amirina (45), lupeol (46),
betulina (47) e p-sitosterol (48). Considerando trabalhos anteriores sobre estudo de 6leo
essencial das folhas de M. fenella, concluiu-se que alguns sesquiterpenos relatados na Tabela
10 ja& foram descritos para esta espécie (ANDRADE et al., 2006; SCHNEIDER et al., 2008;
APEL et al., 2010; MONTEIRO et al., 2016). Quando comparados aos resultados do OEMT
do Capitulo I, oito sesquiterpenos foram também identificados na fracao hexanica de folhas
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de M. temella, tais como os constituintes majoritarios E-cariofileno (21, com 10,9% no
OEMT) e aromadendreno (23, 9,2%), além de 6xido de cariofileno (35, 4,5%), viridifloreno
(28, 2,7%), allo-aromadendreno (25, 2,1%), a-humuleno (24, 1,3%), f-selineno (27, 0,6%) e
a-gurjuneno (22, 0,5%).

HIDROCARBONETOS
E DERIVADOS

SN R,

R o
n
n=7 (1) n-Undecano O/
n=8 (2)n-Dodecane n

n=9 (3)n-Tridecane

ESTERES DE ACIDOS GRAXOS

- R2 R3
n - ii’ (M"-ZEUEZECBHO R=H;n=13 (10) Palmitato (16:0) de metila
n=11 (5)n-Pentadecano R=H;n=15 (11) Estearato (18:0) de metila
(0] R, =H; R, =R5 = Isopropil (7) 1,3-bis-isopropil-benzeno R=H;n=15(9z, 122) (12) LFnoIeato (18:2) de meti|§
R, =R, = Isopropil; R, = H  (8) 1,4-bis-isopropil-benzeno R=H;n=15(92,12Z,15Z) (13) Linolenato (18:3) de metila
R, = OH; R, = Ry = terc-butil (9) 2,4-bis-terc-butil-fenol R=CHyn=17 (14) 18-metil-nonadecanoato (20:0)
OH de metila
(6) 4-idroxi-4-metil-2-pentanona R=H;n=21 (15) Lignocerato (22:0) de metila

SESQUITERPENOS
NAO-OXIGENADOS

(21) E-cariofileno (22) a—gurjuneno (23) Aromadendreno (24) a-humuleno

C,-C; ligagdo dupla, C,-C; ligagdo simples (16) a-copaeno

C;-C,, C5-Cg ligagdes duplas (17) a-muuroleno
C;-C, C5-Cy, ligagdes duplas (18) y-muuroleno
C;-C,, C5-Cy ligagdes duplas (19) S5-cadineno
Anel aromatico A, Cs-Cg ligagdo dupla  (20) a-calacoreno . .
>e (25) Allo-aromadendreno (26) Guaieno (27) B—selineno (28) viridifloreno
SESQUITERPENOS OH ? OH
OXIGENADOS & OH
J
E (33) a-bisabolol
/\ oH
o (30) Espatulenol (31) ¢—cadinol (32) Clovandiol
H
(29) Gleenol

(34) Guaiol (35) Oxido de cariofileno (36) Epiglobulol (37) f—selinenol

Figura 36. Estruturas quimicas das substancias propostas através de desreplicacdo por CG-
EM em folhas de Myrtaceae spp.
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DITERPENOS TOCOFEROIS

(38) a-kaurenO

)\/\/k/\/k/\/K/\ Ry = CH;, R, = CH, 40) a-tocoferol
OH Ry=CH;y R,=H (41) S-tocoferol

(39) Fitol R;=H,R,=CH; (42) y-tocoferol

TRITERPENOS

(43) Esqualeno

HO R=H (46) Lupeol

R=0H (47)Betulina

(44) az-amirina
(45) f-amirina

ESTEROIDES

e

(48) S-sitosterol (49) Estigmasta-3,5-dien-7-ona

Figura 37. Continuacdo das estruturas quimicas das substancias propostas através de
desreplicacao por CG-EM em folhas de Myrtaceae spp.
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Tabela 10. Proposta de identificacdo de substancias nas fra¢cdes hexanicas de folhas de Myrtaceae spp. através de desreplicacdo por CG-EM.

N Substincias MM Similaridade fon Principais fons EFEC- EFMT-
(g/mol) (%) Molecular Fragmentos H H
Hidrocarbonetos e Derivados
1 n-undecano 156 95 156 43,57,71, 85 X X
2 n-dodecano 170 95 170 43,57,71, 85 X X
3 n-tridecano 184 95 184 43,57,71, 85 X X
4 n-tetradecano 198 94 198 43,57,71, 85 X X
5 n-pentadecano 212 89 212 43,57,71, 85 X
6  4-hidroxi-4-metil-2-pentanona 116 85 116 43, 58,59, 101 X
7 1,3-bis-isopropil-benzeno 162 89 162 91, 105, 119, 147 X X
8 1,4-bis-isopropil-benzeno 162 89 162 91, 105, 119, 147 X X
9 2,4-bis-terc-butil-fenol 206 85 206 57,191 X X
Esteres de Acidos Graxos
10 Palmitato de metila 270 97 270 74, 87 X X
11 Linolenato de metila 292 89 292 41, 55, 67,79 X X
12 Linoleato de metila 294 94 294 55, 67, 81, 95 X X
13 Estearato de metila 298 95 298 74, 87 X X
14 1 8-metiln0na@ecan0ato de 326 ’7 326 41,87 X X
metila
15 Lignocerato de metila 354 85 354 41, 87 X
Sesquiterpenos Nao-Oxigenados
16 0-copaeno 204 95 204 105, 119, 161 X X
17 o-muuroleno 204 95 204 105, 161 X
18 y-muuroleno 204 92 204 93,105,119, 161 X
19 o-cadineno 204 85 204 105, 119, 159, 161 X
20 o-calacoreno 200 88 200 142, 157 X
21 E-cariofileno 204 95 204 69,93, 133 X X
22 o-gurjuneno 204 92 204 147,161, 189 X
23 Aromadendreno 204 94 204 91,93, 105, 107, 161 X
24 o-humuleno 204 92 204 80, 93 X X
25 Allo-aromadendreno 204 95 204 91, 105, 161 X X
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26 Guaieno

27 [-selineno
28 Viridifloreno
Sesquiterpenos Oxigenados
29 Gleenol
30 Espatulenol
31 o-cadinol
32 Clovandiol
33 a-bisabolol
34 Guaiol
35 Oxido de Cariofileno
36 Epiglobulol
37 S-selinenol
Diterpenos

38 a-kaureno
39 Fitol
Tocoferois

40 a-tocoferol
41 p-tocoferol
42 y-tocoferol
Triterpenos

43 Esqualeno
44 o-amirina
45 f-amirina
46 Lupeol
47 Betulina
Esteroides

48 [-sitosterol

49 Estigmasta-3,5-dien-8-ona

204
204
204

222
220
222
238
222
222
220
222
222

272
296

430
416
416

410
426
426
426
442

414
410

90
90
93

90
93
85
87
93
85
94
92
94

89
97

97
85
85

96
88
88
86
91

80

%

204
204
204

222
220
222
238
222
222
220
222
222

272
296

430
416
416

410
426
426
426
442

414
410

81,91, 93,105,119
105, 133, 147, 161, 189
79, 93

81,108, 121
43,119, 159, 205
43,119, 161, 204
93, 95, 164, 220
69, 109, 119, 204

43, 59, 81,93, 107, 161
43, 69, 79,91, 93, 107
69, 82, 109, 161, 189, 204
59, 149, 189, 204

69, 105, 257
71,278

165
191, 151
191, 151

41, 69, 81
203,218,219
203,218,219
189,207, 218

95,119, 135, 189, 207, 440

213,159, 145, 107, 95, 81
269, 187,174, 159

KR X

<X <R

ol

el

PR R KR

XKoo XX X X X X

X indica a presenca na fragdo; *Identificado com base no trabalho de HASSAN et al. (2018).



Quanto as classes quimicas observadas, a identificacdo destas substancias em fragdes
apolares de Myrtaceae spp. era algo esperado, devido a baixa polaridade do solvente
empregado e os importantes papéis fisiologicos destas classes nos organismos vegetais. Por
exemplo, os acidos graxos sdao considerados uma importante fonte de carbono para o
metabolismo das plantas e foram identificados como ésteres metilicos, provavelmente por
reagao com o solvente de extracdo metanol, formando os derivados metilicos como artefatos
do processo extrativo (MALTESE et al., 2009).

Além disso, os tocoferdis e os terpenos desempenham um papel na defesa das plantas
contra estresses bidticos e abidticos. Os tocoferdis sdo comumente conhecidos como vitamina
E, atuando nos mecanismos antioxidantes das células vegetais (FRITSCHE et al., 2017). Os
terpenos sdo responsdveis pela reprodugdo das plantas como importantes moléculas
sinalizadoras que atraem insetos polinizadores (SINGH & SHARMA, 2015). Em destaque, os
sesquiterpenos ciclicos e triterpenos como E-cariofileno, a- ¢ f-amirina sdo comumente
relatados como constituintes importantes da familia Myrtaceae, especialmente no género
Eugenia (JUNIOR et al., 2014; DE SOUZA et al., 2018).

3.1.2. Determinacio Quantitativa de Carotenoides em Folhas de E. copacabanensis e
M. tenella

Outra importante subclasse dos terpenos sdo os tetraterpenos, conhecidos como
carotenoides. Assim como os demais terpenos, estas substincias apresentam elevado carater
lipofilico (baixa polaridade) devido a extensa cadeia carbonica. Além disso, os carotenoides
sdo reconhecidos como uma classe de pigmentos naturais, apresentando coloragdo do amarelo
ao vermelho (comprimento de onda méximo de absor¢do na regido entre 450-470 nm) e sendo
amplamente distribuidos em organismos fotossintetizantes quanto nao-fotossintetizantes. Na
fotossintese, estas substancias sdo importantes por atuarem como pigmentos acessOrios na
absor¢do da energia luminosa, além de exercerem papel como antioxidantes nos organismos
(UENOJO et al., 2007; YOUNG & LOWE, 2018; SUN et al., 2018).

Por tal razdo, a presenca destas substancias nas particdes hexanicas de folhas de E.
copacabanensis e M. tenella foi observada durante a etapa de fracionamento em coluna aberta
de silica gel. As primeiras fragdes eluidas da coluna, ainda com hexano como fase moével,
apresentaram coloragdo nas tonalidades amarela, laranja e vermelha, sendo um indicativo da
presenca dos carotenoides. Logo, foi empregado o método quantitativo por CLAE-DAD para
determinagdo do perfil e teor dos carotenoides nas folhas das duas espécies de Myrtaceae. O
Laboratério de Cromatografia Liquida da Embrapa Agroindustria de Alimentos ¢ acreditado
pelo INMETRO segundo a norma ABNT NBR ISO/IEC 17025 para analise de carotenoides,
0 que garante uma maior confiabilidade nas informacdes obtidas quanto a esses metabolitos
secundarios. O procedimento de preparo da amostra foi diferente do empregado no
LQPN/UFRRIJ e consistiu em duas etapas: uma extragdo por maceracdo dinamica com o
solido abrasivo celite e uma etapa de hidrolise basica. A reacdo de hidrélise com solucao
metanodlica de hidroxido de potassio € importante para a obtengdo dos carotenoides na forma
livre, visto que nas células vegetais estes se apresentam, por exemplo, na forma de complexos
com proteinas (UENOJO et al, 2007). A Figura 38 exemplifica a observacdo dos extratos
ricos em carotenoides de folhas de E. copacabanensis, através dos diferentes métodos
empregados.
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Figura 38. Comparac¢do dos extratos/fragdes com coloragdo caracteristica de carotenoides
obtidos por diferentes metodologias a partir das folhas de E. copacabanensis.

Em relacdo aos resultados da andlise por CLAE-DAD, foram identificados cinco
diferentes carotenoides nas folhas de E. copacabanensis e M. tenella: luteina (50; tr 9,1 min;
Amax 444,3/473,3 nm), a-caroteno (51; tr 16,1 min; Amsx 445,3/473,3 nm) e f-caroteno (52; tr
17,1 min; Amax 451,5/478,2 nm) foram os carotenoides majoritarios, enquanto também foram
observados duas substancias isdmeros do S-caroteno, 13-cis-f-caroteno (53; tr 15,6 min; Amax
337,6/444,3/473,3 nm) e 9-cis-f-caroteno (54; tr 17,8 min; Amax 338,8/446,7/473,3 nm). As
estruturas quimicas destes metabolitos estdo dispostas na Figura 39.

CAROTENOIDES
WOH

N N S S

HO .,
(50) Luteina

G 2 N SN

(51) a-caroteno

\\\\\\\\\

(52) S-caroteno

Figura 39. Estruturas quimicas dos carotenoides identificados através da metodologia CLAE-
DAD em folhas de Myrtaceae spp.
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A Figura 40 representa o cromatograma por CLAE-DAD obtido a partir de uma fragao
da particao hexanica das folhas de M. tenella. J& a Figura 41 compara os cromatogramas
obtidos através da metodologia analitica empregada na Embrapa Agroindustria de Alimentos.
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Figura 40. Cromatograma por CLAE-DAD da fracdo EFMT-H 6-7, obtido a partir da
particao hexanica de folhas de M. tenella, com os carotenoides identificados: a-caroteno (51)
—tr 15,9 min; f-caroteno (52) — tr 16,9 min; 13-cis-f-caroteno (53) — tr 15,5 min; e 9-cis-f-

caroteno (54) — tr 17,6 min.
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Figura 41. Cromatograma por CLAE-DAD do extrato em acetona das folhas de Eugenia
copacabanensis (vermelho) e Myrciaria tenella (preto) apos hidrolise basica: luteina (50) — tr
9,2 min; 13-cis-f-caroteno (53) — tr 15,6 min; a-caroteno (51) — tr 16,1 min; S-caroteno (52)

—tr 17,1 min; 9-cis-f-caroteno (54) — tr 17,8 min.
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Inicialmente, foi possivel observar que através da purificagdo em coluna de silica gel
foram obtidas fragcdes ricas nos carotenoides a- e f-caroteno (51 e 52). Estas fracdes
apresentaram ainda nos cromatogramas por CLAE-DAD picos co-eluidos aos constituintes
majoritarios. Embora os carotenoides ocorram naturalmente na forma todo-trans,
termodinamicamente mais estaveis, um escaneamento desta regido do cromatograma
demonstrou a presenca de substancias com espectros de UV/Visivel similar ao a- e f-
caroteno, porém com diferente isomeria, tais quais os isdmeros ja citados acima 13-cis-f3-
caroteno (53) e 9-cis-f-caroteno (54). Esta observagdo baseia-se na analise dos espectros, pois
apresentaram uma nova banda de absor¢do na regido do ultravioleta (330-340 nm). Segundo
Rodriguez-Amaya (2001), esta absor¢ao ¢ um indicativo caracteristico da presenca de ligacao
insaturada com isomeria cis na cadeia central dos carotenoides. Além disso, os isOmeros
“mono-cis” (com apenas uma ligagdo com isomeria cis) apresentam deslocamento
hipsocromico de 2-6 nm e efeito hipocromico para as duas bandas de absor¢do na regido do
Visivel. Outra informagao importante ¢ que, quanto maior a intensidade da terceira banda de
absor¢do, maior a tendéncia desta ligagdo se localizar na regido central da cadeia. Estas
diferengas podem ser observadas na comparacdo dos espectros de UV/Visivel dos dois
isomeros de f-caroteno com o proprio S-caroteno e entre si (Figura 41).

A presenca dos isdmeros do tipo cis pode ser explicada por ocorréncia natural devido a
propria biossintese dos organismos vegetais, em que apresentam substancias com grande
diversidade estrutural. Outra possivel justificada foi o emprego de silica gel como adsorvente
na etapa de purificagdo do extrato. Como a presente pesquisa de doutorado envolvia uma
busca ndo-direcionada a subclasses especificas de metabolitos secundarios, optou-se pelo
emprego da técnica classica com coluna com fase estacionaria silica gel. Levando em
consideracdo a alta susceptibilidade de degradagdo dos carotenoides pela extensa cadeia
insaturada (maior deslocalizacdo eletronica), a adsor¢do em uma fase estacionaria composta
por um oxido de carater 4cido favorece a isomerizacdo dos carotenoides todo-frans para a
forma cis durante o processo de purificagdo (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Logo, devido a observagdo da co-eluicdo dos isOmeros junto aos constituintes
majoritarios, foi executado também o novo método de extragdo, conforme relatado
anteriormente, e, mediante a obten¢do de uma melhor resolugdo cromatografica, fez-se a
quantifica¢do dos teores de cada carotenoides por normalizacdo de areas. As concentragdes
estdao detalhadas na Tabela 11.

Tabela 11. Teores de carotenoides, em pg.g”!, encontrados em folhas de Myrtaceae spp.

Eugenia copacabanensis Mpyrciaria tenella
Carotenoides
50 Luteina 6,40 1,98 13,26 +£ 3,15
51 a-caroteno 6,52+ 0,62 17,15+ 0,8
52 [-caroteno 8,29 £ 0,84 12,97 £ 0,62
53 13-cis-f-caroteno 0,47+ 0,05 0,82+ 0,04
54 9-cis-f-caroteno 1,33 £0,14 2,16 £0,12

Quanto aos teores, foi observado uma composi¢ao majoritdria dos carotenos S- € a-
caroteno e da xantofila luteina para as folhas das duas espécies estudadas. Os f- e a-caroteno
sdao carotenoides comuns em tecidos vegetais, sendo as primeiras substancias formadas na
biossintese através de reacdes de ciclizacdo nas duas extremidades da cadeia carbonica linear
do licopeno e formacao dos anéis do tipo ionona. Por consequéncia, a luteina consiste em uma
das xantofilas mais comuns em tecidos vegetais, obtidas metabolicamente apds reagdes de
oxidacao, sobretudo do a-caroteno. Além disso, este carotenoide esta associado a clorofila,
sendo observados normalmente teores elevados nas folhas (PACHECO, 2009, 2014).
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3.2. Identificacio dos Constituintes das Fracoes Polares do Extrato de Folhas de
Myrtaceae spp.

3.2.1. Desreplicacio por CLAE-DAD das fracdes polares do extrato de folhas de
Myrtaceae spp.

Para as fragdes mais polares, isto ¢, as partigdes em diclorometano, em acetato de etila
e em butanol, foi aplicada inicialmente a estratégia de desreplicacdao através de analise por
CLAE-DAD. Como a familia Myrtaceae ¢ reconhecida pela presenga de substincias
fenolicas, foi empregada uma investigacao direcionada para derivados de acidos fendlicos
(acidos benzoicos e cinamicos) e flavonoides (flavan-3-6is, flavonois, flavanonas e flavonas).
Procedeu-se a comparacdo com a biblioteca local do Laboratorio de Cromatografia Liquida,
atualizada pelo presente autor e disponivel no Anexo L.

Além do tempo de retengdo no método cromatografico, os espectros de absor¢do na
regido do ultravioleta e visivel para cada substancia, incluindo as bandas de absorcao
presentes e suas respectivas intensidades, foram fundamentais para a proposta de
identificacdo. Foram observados o padrdo de trés comportamentos espectrais (Figura 42): (a)
analitos com bandas de absor¢ao na regido UVC, com valores entre 255-275 nm; (b) analitos
com bandas de absor¢do na regido UVB, com valores entre 308-330 nm; e (c) analitos com
duas bandas de absor¢do, a primeira (banda I) entre 250-270 nm e a segunda (banda II) entre
345-370 nm, ja na regido UVA. O primeiro padrio sugere a presenga de cromoforos
aromaticos com substituintes carbonilicos, 0 mesmo fato observado nos espectros dos padrdes
de derivados de acidos benzodicos. Para o segundo padrio observado, ¢ verificado um
deslocamento batocromico pelo efeito de extensdo de conjugagcdo em cromoforos aromaticos
carbonilados, como os derivados de acido cinamico (SISA et al., 2010; PAVIA et al., 2016).

O tltimo padrao de espectro UV/Visivel é compativel aos flavonois, uma subclasse
dos flavonoides que apresenta estrutura quimica do tipo 2-arilcromano (2-aril-benzopirano),
com grupos hidroxila e carbonila, respectivamente, em C-3 e C-4 ¢ a ligagdao dupla entre C-2
e C-3. Nestes metabolitos, ¢ observada uma diminuicdo do gap de energia entre os orbitais
moleculares HOMO e LUMO e uma elevada deslocalizagao dos elétrons destes orbitais de
fronteira ao longo de toda por¢do flavonoidica, o que explica o surgimento da banda II
(BILER et al., 2017). Além disso, os grupos substituintes contribuem para variagdes no
comprimento de onda referente a banda II, como os deslocamentos batocromicos de acordo
com o padrao de hidroxilagdo do anel B, ou os grupamentos ligados ao C-3, em especial a
glicosilacdo, que provoca deslocamento hipsocromico e ¢ geralmente observada nos
flavonoides de ocorréncia natural (SISA et al., 2010; ANOUAR et al., 2012; BILER et al.,
2017).
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Figura 42. Principais espectros UV/Vis encontrados nos extratos de Myrtaceae spp.

Portanto, a partir destes dados, a identificagdo de um total de quatorze substincias
fenolicas foi proposta nas particdes de folhas de Myrtaceae spp., sendo dispostos na Tabela
12. Todas as estruturas quimicas das substancias fenolicas estdo descritas na Figura 43.
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Tabela 12. Proposta de identificacdo por CLAE-DAD de substancias fenolicas em particoes de folhas de Myrtaceae spp.

N Substincia Tempo de Retencio dumix () EFEC- EFEC- EFEC- EFMT-  EFMT- EFMT-
(min) i D Ac Bu D Ac Bu

Derivados do Acido Benzoico

55 Acido galico 2,1 215,8/270,3 X X X X X X

56 Acido protocatecuico 3,7 259,6/294,1 X X

57 Acido p-hidroxibenzoico 6,3 254,9 X X

58 Galato de metila 7,3 215,8/271,5 X X X X X

59 Acido siringico 10,4 217,0/273,8 X X X

60 Acido elagico 16,6 252.,5/364.,4 X X X X X X

Derivados do Acido Cindamico

61 Acido 3-O-cafeoilquinico — 9,6 21703251 X X X

Acido clorogénico

62 Acido p-cumérico 12,2 226,5/309,6 X

Flavonoides

63 (+)-catequina* 8,7 278.,6

64 (-)-epicatequina 11,1 278,6 X X X

65 Q“ercet“ﬁif)'ei;sgﬂ:gtoSldeo - 17,2 2549/353,9 X X X X

66 Q“erce?sr; i éroc'i*‘frli‘fl;’“deo - 17,5 254.9/352,7 X X X

67 Quercetman’l ;ﬁﬁ;‘gno“dm - 19,6 25493479 X X X X

68 Quercetina* 22,8 254,9/364,4

X indica a presenga na parti¢do do extrato bruto; *Substancia identificada apenas pelo método quantitativo por CLAE-DAD (subtdpico 3.2.2).
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DERIVADOS DE ACIDO BENZOICO
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R=H (68) Quercetina

Figura 43. Estruturas quimicas das substancias fendlicas identificadas por CLAE-DAD em
folhas de Myrtaceae spp, com diferenciacdo por letras maiusculas nos anéis dos flavonoides.

Quanto as substancias para cada espécie investigada, resultados similares foram
observados. Cerca de dez substincias foram observadas especificamente nas partigdes de E.
copacabanensis pela metodologia proposta, conforme a Figura 44: seis derivados de acidos
benzoicos (acido gélico, 55; acido protocatecuico, 56; acido p-hidroxibenzoico, 57; galato de
metila, 58; 4cido siringico, 59; e 4cido elagico, 60), um derivado de acido cindmico (4cido 3-
O-cafeoilquinico — &cido clorogénico, 61), um flavan-3-ol ((-)-epicatequina, 64), e dois
flavonois glicosilados (quercetina 3-O-f-D-galactosideo — hiperosideo, 65; e quercetina 3-O-
o-L-rhamnosideo — quercitrina, 67).

Todas estas substancias foram relatadas pela primeira vez para a espécie E.
copacabanensis. Em relacdo ao trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, Junior et al.
(2014) isolaram outras substancias fendlicas diretamente dos extratos de folhas e galhos desta
espécie, como os flavondis kaempferol-3-O-f-D-rhamnosideo, quercetina-3-O-a-L-
arabinosideo e quercetina, e cumaratos de alquila. A presenca de derivados glicosilados de
flavonois ¢ um aspecto caracteristico do género Eugenia, sendo observado também em outras
espécies como E. brasiliensis, E. dysenterica e E. umbelliflora (VITEK et al., 2017; DE
SOUZA et al., 2018).

Ainda de acordo com os cromatogramas disponibilizados na Figura 44, foi possivel
também indicar os picos majoritarios de cada particdo de E. copacabanensis através da
andlise por CLAE-DAD. Para EFEC-D e EFEC-Bu, os constituintes majoritarios foram,
respectivamente, o galato de metila (58; tr 7,9 min; Amax 215,8/271,5 nm) e o acido
clorogénico (61; tr 9,9 min; Amax 217,0/325,1 nm). Estas duas substancias foram observadas
em todas as particdes analisadas, bem como os acidos galico e elagico e o flavan-3-ol (-)-
epicatequina. A particdo em acetato de etila das folhas de E. copacabanensis (EFEC-Ac)
apresentou sinais intensos para o acido elagico (60; tr 16,6 min; Amax 252,5/364,4 nm) e
quercitrina (67; tr 19,6 min; Amax 254,9/347,9 nm).
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Figura 44. Cromatogramas por CLAE-DAD das parti¢des EFEC-D, EFEC-Ac e EFEC-Bu,
com as substancias identificadas: acido galico (55), acido protocatecuico (56), acido p-
hidroxibenzoico (57), galato de metila (58), acido siringico (59), &cido elagico (60) acido
clorogénico (61), (-)-epicatequina (64), hiperosideo (65) e quercitrina (67).
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Entretanto, todos os cromatogramas apresentaram um numero razoavel de picos em
que, através da metodologia empregada, ndo foi possivel fazer propostas de estruturas
quimicas. Com excecdo do pico com tr 10,0 min (Amax 214,7/256,1 nm) no cromatograma da
particdo EFEC-Ac, estes picos em sua maioria possuiram intensidade baixa a média. Quanto
aos dados espectroscopicos, foi observado que, em sua maioria, estes apresentaram espectros
UV/Visivel proximos ao padrao (c¢) observado inicialmente, com bandas de absor¢ao em 255
e 347 nm, indicando possiveis derivados glicosilados de quercetina. Além disso, outros
espectros apresentaram banda de absor¢ao em 278 nm, similar aos espectros apresentados
pelos padrdes analiticos de flavan-3-6is (+)-catequina e (-)-epicatequina. Esta absor¢do em
comprimento de onda inferior aos flavondis ¢ facilmente explicada pela auséncia do grupo
0x0 na posi¢cdo C-4 e também da ligagdo dupla entre C-2 e C-3, que resulta num deslocamento
hipsocromico pelo maior gap de energia necessario para as transi¢des eletronicas nos orbitais
de fronteira. Além disso, a quiralidade dos carbonos C-2 e C-3 possibilita a formagao de 4
isdmeros Opticos, porém com espectros UV/Vis similares, como constatados na andlise dos
padrodes analiticos (SISA et al., 2010; BILER et al., 2017). Estas observagdes sugerem que as
folhas de E. copacabanensis apresentam uma série de flavonoides com diversidade estrutural
em sua composi¢cdo quimica, como as catequinas nas formas livres ou esterificadas e outros
flavonois glicosilados, que sdo reconhecidos por inimeras atividades biologicas (GADKARI;
BALARAMAN, 2015; ISEMURA, 2019; SANTIAGO et al., 2020). Além disso, o emprego
de outras técnicas analiticas hifenadas e/ou a purificagdo das partigdes em sistemas
cromatograficos pode ainda contribuir na proposta de identificacdo destas substancias.

Quanto ao estudo das parti¢des de M. tenella, foram propostas a identificagao de 10
substancias fenolicas: seis derivados de 4cidos benzoicos (4cido galico, 55; acido
protocatecuico, 56; acido p-hidroxibenzoico, 57; galato de metila, 58; acido siringico, 59; e
acido elagico, 60), um derivado de acido cinamico (4cido p-cumarico, 62), e trés flavonodis
glicosilados (quercetina 3-O-f-D-galactosideo — hiperosideo, 65; quercetina 3-O-a-L-
glicosideo — isoquercitrina, 66; e quercetina 3-O-a-L-rhamnosideo — quercitrina, 67). Os
cromatogramas das anélises por CLAE-DAD das particoes EFMT-D, EFMT-Ac e EFMT-Bu
estdo disponiveis na Figura 45.

Tal qual para a espécie E. copacabanensis, todas as substincias foram relatadas pela
primeira vez para na espécie M. tenella. Em geral, estas substancias fenolicas ja foram
relatadas para extratos de folhas de outras espécies do género Myrciaria, como os flavonois
glicosilados derivados de quercetina, miricetina e kaempferol presentes na M. cauliflora e
derivados do acido elagico para M. dubia (BORGES et al., 2014). De maneira similar, Ribeiro
et al. (2019) recentemente identificaram a presenca de rutina em um extrato etanodlico de
folhas de M. tenella.

Em uma avaliacdo em relagdo aos picos majoritarios, ¢ valido ressaltar que na parti¢ao
EFMT-Ac os seus variados constituintes majoritarios observados foram o acido galico (55; tr
2,1 min; Amax 215,8/270,3 nm), o 4acido eldgico (60; tr 16,6 min; Amax 252,5/364,4 nm), a
quercetina 3-O-galactosideo (65; tr 17,2 min; Amax 254,9/353,9 nm) e a quercetina 3-O-
glicosideo (66; tr 9,9 min; Amax 254,9/352,7 nm). Nesta mesma particdo, outros picos nao
foram identificados através da desreplicacio por CLAE-DAD. Em geral, os espectros
UV/Visivel destes picos foram similares aos dos derivados de quercetina (bandas de absorc¢ao
em 255 e 347 nm) e principalmente do 4cido elagico (bandas de absor¢cdao em 250 e 364 nm).
De maneira similar ao estudo das particdes de folhas de E. copacabanensis, a identificagdo
direta por comparagdo dos dados cromatograficos e espectroscopicos tornou-se limitada pela
auséncia de padrdes analiticos comerciais destes derivados fendlicos, sendo necessarias outras
etapas de purificagdo e/ou uso de outras estratégias de desreplicacdo como analises por
CLAE-EM.
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Figura 45. Cromatogramas por CLAE-DAD das partigdes EFMT-D, EFMT-Ac e EFMT-Bu,
com as substancias identificadas: acido galico (55), acido protocatecuico (56), acido p-
hidréxibenzoico (57), galato de metila (58), acido siringico (59), acido elagico (60), acido p-
hidroxibenzoico (62), hiperosideo (65) e isoquercitrina (66).
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Logo, foi dado continuidade no presente trabalho por duas linhas de investigacao:

v a primeira consistiu na quantificacdo por padronizagdo externa das substancias
fenolicas das folhas de Myrtaceae spp. a partir de metodologia por CLAE-DAD;
v e a segunda consistiu na analise de todos os extratos e parti¢des por desreplicagdo em

um equipamento CLAE-DAD-EM disponivel no IQ/UFRRJ. Foram analisados
também as fragdes obtidas apos a purificagdo em coluna de silica gel e posterior
coluna de Sephadex das parti¢des em acetato de etila (EFEC-Ac e EFMT-Ac).

3.2.2. Determinacao Quantitativa de Flavonoides e Acidos Fenélicos em Folhas de E.
copacabanensis e M. tenella

Para uma quantificacdo mais exata das substancias fendlicas previamente
identificadas, procedeu-se uma nova extracdo de acordo com a metodologia propria do
Laboratdrio de Cromatografia Liquida, da Embrapa Agroindustria de Alimentos. As fragdes
livres e hidrolisadas de folhas de E. copacabanensis ¢ M. tenella (respectivamente, EC-L, EC-
H, MT-L e MT-H) foram analisadas por CLAE-DAD, nas mesmas condi¢des cromatograficas
anteriores, ¢ a quantificagdo performada por padronizagdo externa. Os teores das substancias
identificadas estdo descritos na Tabela 13. Os cromatogramas obtidos para cada espécie estdo
disponiveis na Figura 46. Além disso, a Figura 47 compara os espectros de UV/Visivel dos
analitos e dos padrdes analiticos, indicando a identidade de cada substancia fenolica.

Tabela 13. Teores de substincias fendlicas, em pug.g™!, em folhas de Myrtaceae spp.

Eugenia copacabanensis Myrciaria tenella
Acidos Fendélicos EC-L EC-H MT-L MT-H
Acido clorogénic 1192+ : : :
’c o clorogénico 264.33
Acido p-cumarico - 35,84 + 19,36 - 30,21 £ 19,60
o . 636,10 £ 16,82 +
Acido elagico 729,69 + 124,18 - 142,64 2,94
Flavonoides
(+)-catequina ] 715,08 + i 173,92 +
: 52,83 48,81
) ) 200,23 +
(-)-epicatequina - 11.92 - 52,77 15,97
Quercetina 3-0O-
galactosideo 337,27+ ; 285445377 4708
. , 43,97 3,68
(Hiperosideo)
Queifféls?gei'o' 103,20 = _ 429,15 + _
EHeosiae 17,70 192,18
(Isoquercitrina)
.. +
Quercitrina 768,08 + 113,97 759’2755 - -
Quercetina - - 35,21 £5,94 -

Quanto aos teores, a fracdo livre de folhas de E. copacabanensis (EC-L) apresentou
elevado teor de 4cido clorogénico (1511,92 pg.g™!), quercitrina (768,68 ng.g™') e acido elagico
(729,69 pg.g'). Como ja observado anteriormente, outros derivados de quercetina também
apresentaram teores médios, como os derivados com padrdo de substituicdo em C-3 de
galactose e glicose, com, respectivamente, 357,27 e 103,20 pg.g!. Para a fracdo hidrolisada
(EC-H), destacam-se a presenca de flavandis e do acido p-cumarico, com alto teor da (+)-
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catequina (715,08 pg.g!). O flavonoide quercitrina também foi detectado na fracio EC-H,
com teor cerca de 10 vezes menor em relacdo a fragdo EC-L (75,25 ng.g™).

Sobre as fracdes de folhas de M. tenella, a fragdo MT-L apresentou como constituintes
majoritarios o acido elagico (636,10 pg.g™') e os flavondis quercetina 3-O-glicosideo (429,15
ug.g!) e quercetina 3-O-galactosideo (285,44 ng.g!). A aglicona quercetina também foi
observada na fragdo MT-L, em baixo teor (35,21 pg.g™). Similar a fracdo hidrolisada EC-H,
os teores de (+)-catequina (173,92 ng.g™!), (-)-epicatequina (52,77 pg.g’') e 4cido p-cumérico
(30,21 pg.g') também foram determinados na fragdo hidrolisada MT-H. O flavonol
quercetina 3-O-galactosideo (47,68 pg.g’!) e o acido elagico (16,82 pg.g’!) também foram
detectados apos a etapa de hidrdlise.

0.12 7 Eugenia copacabanensis
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Figura 46. Cromatograma por CLAE-DAD das fracoes livres (em preto, 370 nm) e
hidrolisadas (em vermelho, 270 nm) de folhas de E. copacabanensis e M. tenella, com as
substancias identificadas: acido elagico (60), acido clorogénico (61), acido p-cumarico (62),
(+)-catequina (63), (-)-epicatequina (64), hiperosideo (65), isoquercitrina (66), quercitrina,
(67) e quercetina (68).

75



(60) 16,6 min (61) 9,6 min ‘ (62) 12,2 min ‘ (63) 8,7 min ‘ (64) 11,1 min
; 3251
217032 | ‘A‘308,4
1
1
|
“l \
% \ 2786 \
@ \& ' | 2786
\ ‘c‘\ (VAN (VA
(65) 17,2 min ‘ (66) 17,5 min ‘ (67) 19,6 min ‘ (68) 22,8 min
254,9
254,9 | 2549 2549 3644
3539 ‘4’ 254,9 352,7 254,9

254,9

| 347.9 364,4

| [\ 3927 2479
\ /1A
, A
V% v\

1 /]
v \ \
\ 7
\ A\
\ \
A\ N | —

Figura 47. Comparacao entre espectros de UV das substancias fenolicas encontradas em
folhas de Myrtaceae spp. (em vermelho) e dos padrdes analiticos (em azul): acido elagico
(60), acido clorogénico (61), acido p-cumarico (62), (+)-catequina (63), (-)-epicatequina (64),
hiperosideo (65), isoquercitrina (66), quercitrina (67) e quercetina (68).

A presencga de determinadas substancias fendlicas nas fracdes hidrolisadas, como os
flavandis (+)-catequina e (-)-epicatequina e o acido p-cumarico, sugere que as substancias
fendlicas encontradas naturalmente nas folhas destas espécies possam estar ligadas
covalentemente, principalmente através de fun¢des oxigenadas, com outras substancias. Este
fato € comum em metabolitos secundarios, como nas classes dos taninos condensados e ainda
nos derivados acilados de flavonoides (ligados a acidos fendlicos ou outros acidos orgéanicos).
A etapa de hidrolise foi eficiente para romper estas ligacdes e contribuir para a identificagdo
destas substancias na forma livre através de analise por CLAE-DAD.

Todos os resultados de caracterizagdo por CLAE-DAD dos extratos e fragdes de folhas
de E. copacabanensis e M. tenella foram publicados no ano de 2021 em um artigo cientifico
no periodico Chemistry & Biodiversity (MARTINS et al., 2021). Os proximos resultados das
analises por CLAE-DAD-EM contribuem para a confirmacdo destes resultados iniciais.

3.2.3. Desreplicacdo por CLAE-DAD-EM dos extratos e fracoes de folhas de Eugenia
copacabanensis

Novas andlises instrumentais foram realizadas pelo presente autor em um sistema
CLAE-DAD-EM, disponibilizado pela professora Dra. Rosane N. Castro no IQ/UFRRIJ.
Foram avaliadas todas as fracdes contendo substancias fendlicas, isto é, EFEC-D, EFEC-Ac,
EFEC-Bu, EC-L e EC-H. Além disso, aliados aos perfis cromatograficos observados
anteriormente no sistema CLAE-DAD, as fragdes obtidas a partir da coluna de Sephadex com
a particdo EFEC-Ac foram analisadas paralelamente, contribuindo para a proposta final de
identificacdo das substincias fenolicas presentes nas folhas de E. copacabanensis. A Tabela
14 apresenta todas as substancias propostas para os extratos ¢ as fracdes de folhas da espécie,
por comparacdo dos dados cromatograficos (tempos de reten¢do nos dois sistemas hifenados
empregados no presente estudo) e espectroscopicos (espectros de UV, espectros de massas ¢

ions moleculares/moléculas desprotonadas). Os resultados para as fragdes da particio EFEC-
Ac serdo discutidos no proximo subtopico.
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A desreplicacdo por CLAE-DAD-EM possibilitou a confirmac¢do de 11 substancias
fendlicas previamente identificadas pelo sistema CLAE-DAD em extratos de folhas de E.
copacabanensis, exceto o acido siringico e o flavonoide hiperosideo. Além destes, foi
proposta a identificacdo de mais 22 substancias fenolicas, divididas em diferentes classes
metabdlicas, resultando em um total de 33 subtancias identificadas.

Entre as classes observadas, foi confirmada a presenga de acidos fenolicos, como os
derivados de acidos benzoico e cinamico. A analise por CLAE-DAD-EM corroborou alguns
resultados prévios, como a presenga majoritaria do acido 3-O-cafeoilquinico (m/z para [M —
H] 354, 61), conhecido comercialmente como o acido clorogénico. Este foi detectado em
todas as fracdes EC-L, EFEC-D, EFEC-Ac e EFEC-Bu, exceto a fracdo hidrolisada,
apresentando elevada intensidade na fra¢do livre e na particdo butanodlica do extrato
metanolico de folhas de E. copacabanensis. Além disso, foi observado na particilo EFEC-D
um derivado metilico do acido clorogénico (69) em tr superior na analise cromatografica, em
que o espectro de UV/Visivel apresenta as mesmas duas bandas de absor¢do do acido
clorogénico, referente a regido do UVB em 300-330 nm para &cidos cindmicos, e a razdo m/z
da molécula desprotonada ([M — H]) de 368 indica um acréscimo de 14 Da. A Figura 48
apresenta os espectros UV/Vis e de massas, indicando os ions formados, para as duas
substancias identificadas.

Os demais acidos fenolicos ja tinham sido detectados anteriormente, como, por
exemplo, o acido p-cumarico sendo proposto mais uma vez apenas na fracao hidrolisada EC-
H e sugerindo a sua presen¢a na matriz vegetal através de ligagdo covalente com outros
metabolitos secundarios como, por exemplo, flavonoides acilados.

A desreplicagdo por CLAE-DAD-EM também permitiu a proposta de identificagdo de
diferentes taninos hidrolisaveis e condensados, em que os dados espectroscopicos por EM
complementaram as informacdes preliminares do detector de arranjo de diodos. O &cido
galico, um dos mais simples &cidos fendlicos obtidos na via do chiquimato, € responsavel pela
forma¢do de duas subclasses de taninos hidrolisdveis. Os galotaninos sdo ésteres de acido
galico com polialcoois, sobretudo a glicose, enquanto os elagitaninos também sao ésteres de
glicose porém com 4cido hexahidroxidifenico, formado a partir do acoplamento oxidativo
entre unidades de acido géalico (DEWICK, 2009). Nos extratos e particoes de folhas de E.
copacabanensis, foi proposta a identificagdo de um galotanino (digaloilhexose, 79) e trés
elagitaninos (dois isomeros de estrictinina — galoil-hexahidrodifenil-hexose, 78 ¢ 80, e
isomero da tellimagrandina I - digaloil-hexahidrodifenil-hexose, 81), em que os espectros de
UV/Vis apresentam bandas de absorcao similares aos do acido galico (Figura 49 e Figura 50).
O galato de metila (58) também foi detectado como um dos componentes majoritarios das
particoes EFEC-D e EFEC-Ac. A comparagdo deste resultado com a fra¢ao livre EC-L e o
destaque para o acido galico (55) sugere que o galato de metila possa ser um artefato do
processo extrativo classico de maceragdo empregado no presente trabalho. Esta possibilidade
foi observada para os ésteres metilicos de acidos graxos, em que grupos carboxilicos
presentes nas moléculas podem sofrer reacdo de transesterificagdo na presenca de solventes
alcodlicos (MALTESE et al., 2009).

Quanto aos taninos condensados, estes sdo considerados pequenos polimeros das
catequinas ou flavan-3-6is (DEWICK, 2009). A diversidade estrutural ocorre através da
ligacdo das catequinas com outros metabolitos, como unidades hexosidicas ou galoidicas, ou
pela condensagdo entre flavan-3-6is. As folhas de E. copacabanensis demonstraram uma
variedade de substancias com espectros de UV/Vis similar aos dos padrdes de (+)-catequina e
(-)-epicatequina. No presente trabalho, através da comparag¢do com a literatura das razdes m/z
das moléculas desprotonadas, foi proposta a identificacdo de oito derivados de catequinas e
taninos condensados, com destaque para os isdbmeros de procianidina tipo B, o acoplamento
do tipo C-C e a perda de 2 Da observadas para os dimeros de catequina (Figura 51).
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Tabela 14. Proposta de identificacdo de substancias, através de desreplicacdo por CLAE-DAD-EM, nos extratos/fragdes de folhas de E.

copacabanensis.
A e tr (min): Extrato/Fracao
N (F()rnslz})as ;\z/l[l(l)izular) CLAE-DAD-EM (IEL) ( 1)2:1) [M-HJ (Em negrito,
(CLAE-DAD) & quando majoritario)
Acidos fenélicos
55 Acido galico 2,8 215,7/ 170 169 EC-L; EC-H; EFEC-D;
(C7HOs) 2,1) 270,3 EFEC-Ac; EFEC-Bu
Acido protocatecuico 6,2 258.4/
56 (C-HqOs) (4.0) 294,1 154 ) EFEC-D
Acido p-hidréxibenzoico 10,0
57 ; 254.9 138 - EFEC-D
_ (GH4O3) (6,7) ’
61 Acido clorogénico 10,7 217,0/ 354 353 EC-L; EFEC-D;
(C16H1809) (9,6) 325,1 EFEC-AC; EFEC-Bu
Acido p-cumérico 16,4
62 ’ 308,4 136 - EC-H
(CoHgO3) (12,2) ’
Derivado metilico do 4cido clorogénico 17,8 217,0/
69 ’ ’ 368 367 EFEC-D
(C17H2009) () 325.8 c
Flavan-3-ois ou Catequinas/Taninos Condensados
(+)-catequina 10,6
6 278,6 290 289 EC-H
3 (Ci5H140¢) (3,6) ' ¢
Isdbmero procianidina tipo B 11,8
70 ’ 2779 578 577 EC-L; EFEC-A
(C30H26012) (10,4) , ; c
(-)-epicatequina 13,4 EC-L; EC-H; EFEC-D;
64 (Ci15H1406) (11,1) 278,6 290 289 EFEC-Ac; EFEC-Bu
Isémero 3-galoil procianidina tipo B 15,6 208,2/ .
7 (C37H30016) (12,6) 274,2 730 729 EC-L; EFEC-Ac
. . 16,5 202,6/
72 Derivado catequinico 449 “) 273.9 450 449 EC-L
73 Derivado catequinico 463 ! (6_ ’)7 22(;23’99/ 464 463 EC-L; EFEC-Ac
Isdmero hexosil procianidina tipo B 17,8
74 ’ 278,6 740 739 EC-L; EFEC-A
(C3sHi6017) (14,9) ¢
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Isomero 3,3’-digaloil procianidina tipo B 18,1 204,1/
73 (C1sH3:020) (15.7) 2755 882 881 EFEC-Ac
76 Isdmero (-)-epicatequina galato 18,9 203,4/ 442 441 EC-L; EC-H;
(C22H15010) (16,1) 275,9 EFEC-Ac; EFEC-Bu
Isdbmero hexosil catequina 23,1
77 ’ 278.,8 452 451 EFEC-D
(C21H2401) (21,4) ’
Derivados Acido Gdlico/Taninos Hidrolisdaveis
Isomero estrictinina 9,6 205,3/ EC-L; EFEC-Ac;
8 (CHxOu) (6:4) 2574 634 633 EFEC-Bu
Digaloil hexose 10,2 207,0/
’ ’ 484 4 EC-L; EFEC-A
7 (CxoHxO1s) (9.6) 2747 8 83 C-L; EFEC-Ac
Galato de Metila 10,6 215,8/ )
58 (CsHs05) (7.9) 2703 184 183 EFEC-D; EFEC-Ac
Isdmero estrictinina 10,7 205.,5/ )
80 (CarHrOre) 9.9) 256.1 634 633 EC-L; EFEC-Bu
Isomero tellimagrandina I 16,2 207,2/ .
81 (CaHas022) (13.6) 2721 786 785 EC-L; EFEC-Ac
60 Acido elagico 18,4 252,5/ 300 301 EC-L; EFEC-D;
(C14HeOs) (16,6) 364,4 EFEC-Ac; EFEC-Bu
Flavonois Glicosilados
. . . 19,4 254,9/
66 Quercetina 3-O-glicosideo — Isoquercitrina (C21H20012) (17.5) 350 7 464 463 EFEC-D; EFEC-Ac
Isdomero quercetina pentosideo 20,0 255,3/
82 ’ ’ 434 433 EFEC-D; EFEC-A
(C20H15011) ) 352,4 : ¢
Isdmero quercetina pentosideo 20,4 255,3/
: ’ 434 4 EFEC-D; EFEC-A
83 (C2oH15011) ) 3524 3 33 C-D; EFEC-Ac
84 Isdomero quercetina pentosideo 20,8 254,9/ 434 433 EC-L; EC-H;
(C20H15011) () 351,6 EFEC-D; EFEC-Ac
. , . 21,2 2549/ EC-L; EC-H;
67 Quercetina 3-O-rhamnosideo — Quercitrina (C21H20011) (19.6) 347.9 448 447 EFEC-D: EFEC-Ac
Isdbmero kaempferol pentosideo 21,6 265,1/
85 : ’ 418 417 EFEC-D; EFEC-A
(C20H 15010 ) 345,9 : ¢
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Isémero kaempferol pentosideo 21,8 264,4/
8 b b - . -
6 (CaoH15010) ) 335.5 418 417 EFEC-D; EFEC-Ac
Isomero kaempferol pentosideo 22,2 265,1/
87 (C20H13010) () 343.8 418 417 EFEC-D
38 Kaempferol 3-O-rhamnosideo 22,6 263,3/ 432 431 EC-L; EC-H;
(C21H20010) () 341,4 EFEC-D; EFEC-Ac
Isdmero Kaempferol galoilhexosideo 23,6 264,5/ )
89 (CagHauOrs) (22.6) 346.6 600 599 EC-L; EFEC-Ac
Isdbmero Kaempferol galoilhexosideo 23,8 264,6/ .
90 (CagHaiOrs) 22.7) 3475 600 599 EC-L; EFEC-Ac
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C._H O

Acido Clorogénico

Acido Clorogénico 16' 189
MM = 354 g/mol
o on OH [M - H]-
WOH
He AN o CO,H
" [M + HCOO] i
f [M+ TFA]
Derivado Metilico do CHO

17 20 9
MM = 368 g/mol

[M-H]

[M + HCOO]

[M + TFA] [2M - H]

Figura 48. Espectros de UV/Vis e de massas obtidos para o acido clorogénico (61) e o derivado metilico do 4cido clorogénico (69).
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Isomero Estrictinina

Isomero Estrictinina

[M - H]

\

c16H1809

MM = 634 g/mol
[M-H]

\

c16H1809

MM = 634 g/mol

Figura 49. Espectros de UV/Vis e de massas obtidos para os isdmeros de estrictinina (78 e 80).
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Digaloil hexose

CZO H 200 14

MM 484 g/mol

[M - H]

HO

OH

OH

OH

[2M - H]

Isomero Tellimagrandina |

HO

OH

c34H26022

MM = 786 g/mol

[M - H]

/

Figura 50. Espectros de UV/Vis e de massas obtidos para o digaloil-hexose (78) e o isdmero de tellimagrandina I (81).
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Isomero Procianidina tipo B

[M - H]

C30H2601Z

MM =578 g/mol

[M + TFA]
[M + HCOO]

\

Isomero Hexosil Procianidina tipo B

c36H36017

MM = 740 g/mol

[M - H]

Figura 51. Espectros de UV/Vis e de massas obtidos para os isdmeros de procianidina tipo B (70) e de hexosil

[M + HCOO]

/ [M + THF]

/

procianidina tipo B (74).
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Quercitrina MMCf:Z“;;l/lmol
[M-H]
[M + HCOO] _
[M + TFA]
/‘ p
Padrdo Analitico de Quercitrina c21H20011

MM = 448 g/mol

M=Hl  [m+TFA]

s

Figura 52. Espectros de UV/Vis e de massas obtidos para a quercitrina (67) e o padrao analitico de quercitrina.
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Outra caracteristica para a espécie botanica, confirmada através da analise por CLAE-
DAD-EM, foi a diversidade estrutural de flavonadis, prioritariamente derivados de quercetina e
canferol (ou kaempferol). A quercitrina (67), componente majoritario das particdes do extrato
metanolico das folhas de E. copacabanensis, foi novamente detectado nas novas analises nas
fragdes EC-L, EC-H, EFEC-D e EFEC-Ac, através do seu espectro de UV/Vis e da molécula
desprotonada ([M — HJ) de m/z 447. A comparagdo com o padrdo analitico confirmou a
identidade deste flavonol (Figura 52). Além da quercitrina, outros dez derivados glicosilados
com unidades pentosidicas e hexosidicas dos flavonois quercetina e kaempferol também
foram observados, como o kaempferol 3-O-rhamnosideo isolado em folhas de E.
copacabanensis por (JUNIOR et al., 2014).

Considerando que grande parte destas substincias fendlicas foi proposta como
presentes na particio EFEC-Ac, esta foi direcionada para etapas de purificagdo em coluna de
silica gel e Sephadex e posterior analise nos sistemas cromatograficos instrumentais.

3.2.4. Analise das fracoes da particio EFEC-Ac

A partigdo EFEC-Ac foi fracionada inicialmente em coluna de silica gel, sendo
obtidos quatro fracdes de interesse. A primeira fragdo EFEC-Ac 11-18 (28,1 mg) demonstrou
uma composi¢do majoritaria de quercetina (68, tr 24,2 min; Amax 252,5/364,4 nm; [M — H] -
301). Este flavonol ainda ndo havia sido relatado para esta espécie através dos experimentos
anteriores do presente trabalho, porém JUNIOR e colaboradores (2014) ja tinham isolado no
trabalho anterior. Em relagdo ao fracionamento em cromatografia classica, a quercetina (na
forma de aglicona) foi eluido primeiro em detrimento dos seus derivados glicosilados, o que é
justificado pela auséncia justamente de substituintes hexosidicos/pentosidicos, que aumentam
significativamente a polaridade dos flavonoides e consequentemente a reten¢ao na coluna de
silica gel. Nesta mesma fracdo, foram observados por CLAE-DAD-EM picos relacionados ao
galato de metila (58, tr 10,6 min; Amax 215,8/270,3 nm; [M — H] 183) e ao flavonol
kaempferol (91, tr 24,7 min; Amax 264,9/366,4 nm; [M — H] 285) (Figura 53 e 54).

Posteriormente, para confirmagdo das formulas estruturais das substancias
majoritarias, a mistura foi analisada através de RMN 'H e '3C, em experimentos uni- e
bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC). Todos os espectros estdo disponiveis nas Figura 55
a6l.

Figura 53. Estrutura quimica com nimeragao da cadeia carbdonica do galato de metila (58) e
quercetina (68).

No espectro de 'H, foram observados seis sinais com diferentes multiplicidades,
referentes aos hidrogénios ligados aos anéis aromaticos das duas substancias. Dentre estes, o
sinal mais intenso, um singleto em 7,06 ppm (2H), foi relacionado aos hidrogénios do galato
de metila (H-2 e H-6). Um singleto em 3,83 ppm (3H) corresponde aos hidrogénios do grupo
éster (H-8), sendo a posicdo do grupo metilico confirmado através da simetria do anel
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aromatico e a equivaléncia quimica dos nucleos de hidrogénio (H-2 e H-6) e carbono (C-2 e
C-6, C-3 ¢ C-5) do anel aromatico. As correlagdes observadas no experimento HMBC
confirmaram as informacdes previamente extraidas do espectro de 'H. As atribui¢des
referentes aos diferentes nucleos do galato de metila, bem como publicados na literatura
cientifica, estdo disponiveis na Tabela 15.

Os demais sinais observados no espectro de 'H foram relacionados a quercetina. Os
sinais em 6,41 ppm (d, 1H) e 6,20 (d, 1H) correspondem aos hidrogénios do anel A (H-8 e H-
6), com a constante de acomplamento (J) de 1,8 Hz indicando a posi¢do meta entre estes
nucleos. Os sinais em 7,76 (d, J= 1,9 Hz, 1H), 7,66 (dd, J1= 8,5 Hz, /> = 1,9 Hz, 1H) ¢ 6,90
(d, J = 8,5 Hz, 1H) também indicaram os acoplamentos orto ¢ meta dos protons presentes no
anel B da quercetina, correspondendo, respectivamente aos hidrogénios H-2’, H-6" ¢ H-5". O
espectro de '3C apresentou diferentes sinais de carbono em sistema aromatico na faixa entre
93-165 ppm. Os sinais em 175,95 ppm (dc, C=0) e 135,14 ppm (8¢, Csp2-OH) confirmaram a
substancia como um flavonoide do tipo flavonol (ligagdo dupla entre C-2 e C-3, substituinte
hidroxila no C-3 e grupamento carbonila no C-4). Os sinais obtidos nos experimentos de
HSQC e HMBC foram essenciais para a confirmacdo da quercetina na mistura. A Tabela 15
também descreve todas as atribui¢des para a quercetina, incluindo a comparagdo com dados
disponiveis na literatura.
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[M—H] C.H O

B 15 10 7
[2M - H] MM =302 g/mol

[M + TFA] :
[3M —H]

Figura 54. Cromatograma obtido por CLAE-DAD-EM, com os espectros de UV/Vis e de massas da quercetina (68).
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Figura 55. Espectro de RMN 'H (500 MHz, MeOD) da fracdo EFEC-Ac 11-18, com correlagdo, em preto, para os sinais da quercetina (68) e, em
vermelho, para o galato de metila (58).
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Figura 57. Espectro de RMN *C (125 MHz, MeOD) da fragio EFEC-Ac 11-18.
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Figura 58. Espectro de RMN 3C (125 MHz, MeOD) da fragio EFEC-Ac 11-18, com expansio na regido de 5,0-180,0 ppm e correlagdo, em

preto, para os sinais da quercetina (68) e, em vermelho, para o galato de metila (58).

--5500000

92



i ; i _

)

il ; i

@j 06 % 1.0

)g e é B

B g S 1.5
é D%

Sinal do

! Solvente | 45
Y B (CH;0H) | 2
s 5
0 S ST (oo v g} 5o &
‘ : — & R
H 2 ° *
H ) . 8 8 5.5
H-2',6" : : G Sinal do § g |
2 Solvente 8 : L 6.0
(CH;OH) : g .
g 8 6.5
: 8 i
g 3 -7.0
% 0 L
1] i é [
0 8.0
9] I
g 3 8
3 "_3\ Q) 8 8.5
3 i 8 ’ L
: ',@, 9.0
s P-4 ° 'e
1@{} 4 -
i R 9.5
~‘ D
§ v} 0
1] Y] -
T T T T T T T T T T T T
3.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.0 4.5 4.0 35 3.0

5.5
2 (ppm)
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Figura 60. Expansao do mapa de contorno HSQC (500/125 MHz, MeOD) da fracdo EFEC-Ac 11-18, com correlagdo, em preto, para os sinais da

quercetina (68) e, em vermelho, para o galato de metila (58).
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Figura 61. Expansao do mapa de contorno HMBC (500/125 MHz, MeOD) da fracdo EFEC-Ac 11-18, com correlacdo, em preto, para os sinais
da quercetina (68) e, em vermelho, para o galato de metila (58), com suas respectivas estruturas quimicas.

1: 3J H-8/C-7; 2: 3J H-2/C-6, H-6/C-2; 3: 2J H-2/C-1, H-6/C-1; 4: *J H-2/C-4, H-6/C-4; 5: 2J H-2/C-3, H-6/C-5; 6: *J H-2/C-7, H-6/C-7.
1’: 3J H-6/C-8; 2°: °J H-6/C-10; 3°: 2J H-6/C-5; 4’: 2J H-6/C-7; 5°: *J H-8/C-6; 6’: °J H-8/C-10; 7°: J H-8/C-9; 8°: 2J H-8/C-7; 9’: 3*J H-5"/C-1";
10>: *JH-5°/C-3°; 11°: 3J H-6"/C-2; 12°: *JH-6’/C-4>; 13>: >J H-2°/C-6"; 14°: *J H-2’/C-1; 15°: 3JH-2"/C-4’.
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Tabela 15. Deslocamentos quimicos, em ppm, para 'H e *C obtidos experimentalmente na fracdo EFEC-Ac 11-18.

Galato de Metila Quercetina
N OHexp  Ocexp Suii! St Suu’  Scid m OH exp Oc exp St ie® Sciid Smuct  Scut
1 - 120,04 - 119,7 - 121,1 1 - - - - - -
7,06 6,96 7,06
2,6 (s, 2H) 108,63 (s, 2H) 108,9 (s, 2H) 1099 2 - 146,61 - 147,28 - n.d.
3,5 - 145,11 - 145,9 - 145,6 3 - 135,84 - 136,14 - n.d.
4 - 138,36 - 138,8 - 138,5 4 - 175,95 - 176,27 - n.d.
7 - 167,62 - 166,7 - 168,8 5 - 161,12 - 161,10 - n.d.
3,83 3,72 3,83 6,20 6,19
8 (s. 3H) 50,86 (s. 3H) 51,9 (s. 3H) 52,0 6 (d,J=1.9 Hz, 1H) 97,83 (d. J=2.1 Hz) 98,65 6,20 97,94
- - - - - - - 7 - 164,18 - 164,30 - n.d.
6,41 6,42
- - - - - - - 8 (d,.J= 19 Hz, 1) 93,00 (d. J=2.1 Hz) 93,85 6,42 93,14
- - - - - - - 9 - 156,84 - 156,60 - n.d.
- - - - - - - 10 - 103,12 - 103,45 - n.d.
- - - - - - - 1’ - 122,74 - 122,40 - n.d.
R 7,76 7,66
- - - - - - - 2 (d,J= 19 Hz, 1H) 114,59 (d. J=2.1 Hz) 11547 7,68 114,87
- - - - - - - 3 - 144,83 - 145,49 - n.d.
- - - - - - - 4 - 147,38 - 148,13 - n.d.
, 6,90 6,88
- - - - - - - 5 (d, J= 8.5 Hz, 1H) 114,82 (d. J = 8.4 Hz) 116,05 6,90 115,36
, 7,66 7,53
- - - - - © 0 d =85 190z, 1) 29?7 (4d.s=84.21Hy 2001 T4 11984
ICARVALHO et al., 2010; 2THANG et al., 2018; *ZHANG et al., 2014; “HMDB, 2021. Solvente DMSO nas referéncias 1 e 3. n.d. — no

detectado.
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As demais trés fragdes da particdo EFEC-Ac foram purificadas em coluna de
Sephadex. Devido a diversidade estrutural de substancias fenolicas, as fragdes obtidas, em sua
maioria, consistiram em misturas contendo taninos hidrolisaveis, derivados catequinicos e
flavonois glicosilados. Para o experimento SEP-ECA, foi obtido a fragdo SEP-ECA 3-4 (2
mg), rica em acido galico (55), com pureza de 67% na analise por CLAE-DAD (Figura 62).
Como discutido anteriormente, as fragdes demonstraram uma presenca destacada do galato de
metila, o derivado éster metilico do 4cido gélico, o que pode contribuir para o isolamento de
uma menor quantidade deste acido fendlico. O acido galico ¢ considerado um dos mais
simples e abundantes nos tecidos vegetais (DEWICK, 2009).
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Figura 62. Cromatograma por CLAE-DAD de uma fragao rica em acido galico (55).
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As demais fracdes do experimento SEP-ECA apresentaram uma variedade de
derivados catequinicos e taninos condensados. A fracdo SEP-ECA 27-33 (48,0 mg) consistiu
em uma mistura de taninos isomeros da procianidina tipo B (70), do hexosil procianidina tipo
B (74) e da tellimagrandina I (81), além de conter dois isdmeros de kaempferol galoil-
hexosideo (89 e 90). A fracdo SEP-ECA 46-67 (110,9 mg) apresentou composi¢do majoritaria
dos taninos isomeros de 3-galoil procianidina tipo B (71) e 3,3’°-digaloil procianidina tipo B
(75) e do derivado catequinico (-)-epicatequina galato (76). Estas substancias foram
previamente propostas através da desreplicagdo por CLAE-DAD-EM da particio EFEC-Ac.
Por exemplo, a Figura 63 demonstra o cromatograma da fracio SEP-ECA 46-67 e os
constituintes majoritarios.

75 76

71

55
58
64

Figura 63. Cromatograma por CLAE-DAD-EM da fragao SEP-ECA 46-67, com a
composi¢ao majoritaria dos isomeros 3-galoil procianidina tipo B (71), 3-3'-digaloil
procianidina tipo B (75) e (-)-epicatequina galato (76). Outros componentes identificados
foram acido galico (55), galato de metila (58) e (-)-epicatequina (64).
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O segundo experimento, SEP-ECB, conduziu a duas fracdes com composi¢do
distinta. A primeira fragdo de interesse, de codigo SEP-ECB 12-19 (47,1 mg) foi
majoritariamente constituida de quercitrina (67) e outros flavonois glicosilados, como o
hiperosideo (65) e a isoquercitrina (66). Os espectros UV/Vis apresentaram o padrao
caracteristica para os flavondis, ja discutido anteriormente, com duas bandas de absor¢do, em
255-265 nm e 345-355 nm (Figura 64). Devido a sua diversidade estrutural, esta amostra foi
injetada diretamente em sistema IES-QTdV-EM, em que foram observados os ions
majoritarios, de m/z 471,0909, 487,0930, 457,0740 ¢ 441,0777, respectivamente em ordem de
intensidade (Figura 65). Para todos os ions, foram detectados adutos com sédio [M + Na]”,
resultando em um acréscimo de 23 Da nos ions detectados. A fragmentagdo promovida por
EM-EM (Figura 65) possibilitou a confirmacdo das agliconas quercetina (m/z 325) e
kaempferol (m/z 309). O mecanismo de fragmentacdo consiste na quebra da ligacdo entre a
aglicona e a unidade hexosidica ou pentosidica, conforme a Figura 66 demonstra para a
quercitrina através do rearranjo 1,3 de hidrogénio. A identidade dos flavonois glicosilados foi
sugerida na Tabela 16, com os erros de identifica¢do calculados abaixo de 5 ppm, ideal para
espectrometros de massas de alta resolucao (MILMAN, 2015).
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Figura 64. Cromatograma por CLAE-DAD da fracdo SEP-ECB 12-19.

A segunda fragcdo, SEP-ECB 20-29 (60,0 mg), apresentou no cromatograma (Figura
67) uma mistura de trés taninos hidrolisaveis, sendo dois isomeros de estrictinina (78 ¢ 80) ¢
um isémero digaloil hexose (79), todos relatados anteriormente no estudo de desreplicagao
das partigdes por CLAE-DAD-EM. A andlise por IES-QTdV-EM (Figura 67) demonstrou a
presenca majoritaria do aduto de sodio de m/z 657,0673, referente aos dois isdmeros de
estrictinina, com erro de identificagdo de 3,50 ppm. O mecanismo de fragmentacdo para estes
1sdmeros da estrictinina foi proposto na Figura 68, através da formagao no residuo do éacido
hexahidroxidifenilico de uma lactona de anel de 7 membros e a consequente ocorréncia do
aduto de m/z 337 no residuo galoil-hexose.
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Figura 65. Espectros de massas de alta resolu¢do por EM e EM-EM da fracdo SEP-ECB 12-19 e o grupo de flavonoides presentes.
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Figura 67. Cromatograma por CLAE-DAD e espectro de massas por EM-EM da fragdo SEP-ECB 20-29, com isomeros da estrictinina (78 e 80)
e digaloil-hexose (79).
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Tabela 16. Proposta de identificacdo de flavonoides na fragdo SEP-ECB 12-19.

Substincia tr [0A% MM . [M+Nal]* Erro
N (Férmula Molecular) (min) (m4x) (g/mol) [M - H] (M/Z ca) (ppm) EM-EM
Quercetina 3-0O-galactosideo ) 487,0849 325,0331 ([M + Na — Rhamnosil]")
65 Hiperosideo (CaiHagO12) 19,0 254,6,353,1 464 463 4g70846) 062 1850489 ([M + Na — Quercetina]’)
Quercetina 3-O-glicosideo ) 487,0849 325,0331 ([M + Na — Rhamnosil]")
66 Jooquercitrina (CaiHxO1) 194 2549,352,7 464 463 4g7.0846) 062 185,0489 ([M + Na — Quercetina]*)
Isdbmero quercetina ) 457,0740 325,0331 ([M + Na — Pentosil]")
83 pentosideo (CaoHis011) 20,4 255,3;352,4 434 433 (457,0741) 0,22 155,0388 ([M + Na — Quercetina]®)
Isdomero kaempferol ) 471,0909 309,0400 ([M + Na — Hexosil]")
2 hexosideo (C21HxO1) 20,5 264,5,3469 448 M 4710808) 23 185,0489 (M + Na — Kaempferol]")
Isdbmero quercetina ) 457,0740 325,0331 ([M + Na — Pentosil]")
84 pentosideo (CaoHis011) 20,8 254,9;351,6 434 433 (457,0741) 0,22 155,0388 ([M + Na — Quercetina]®)
Quercetina 3-O-rhamnosideo ) 471,0909 325,0331 ([M + Na — Rhamnosil]")
67 Quercitrina (CaiHxO11) 212 2549;3479 448 MT O a710808) 23 169.0542 ([M + Na — Quercetinal’)
Isémero kaempferol ) 441,0777 309,0400 ([M + Na — Pentosil]")
85 pentosideo (CaoHi5010) 21,6 265,15 345,9 418 417 (441,0792) 3,40 155,0434 (]M + Na — Kaempferol]")
Isdomero kaempferol ) 441,0777 309,0400 ([M + Na — Pentosil]")
86 pentosideo (CaoH 15010) 21,8 26443355 418 M7 aar0792) P 1550434 (M + Na — Kaempferol]")
Isomero kaempferol ) 441,0777 309,0400 ([M + Na — Pentosil]")
87 pentosideo (Ca0Hi8010) 222 265.1;,343.8 418 417 (441,0792) 3,40 155,0434 (]M + Na — Kaempferol]")
88 Kaempferol 22,6 2633;341,4 432 431 - - -

3-O-rhamnosideo (C21H20010)
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O tultimo experimento SEP-ECC conduziu a obten¢do de uma fracdo SEP-ECC 23-75
(156,6 mg), com intensidade destacada para o acido elagico (60), lactona do acido galico. O
cromatograma por CLAE-DAD-EM (Figura 69) demonstra este resultado e sugere a presenga
de outros substancias fendlicas apds 24 min de corrida cromatografica.

Figura 69. Cromatograma por CLAE-DAD-EM da fragao SEP-ECC 23-75.

Este resultado indica que outras substincias fendlicas estdo presentes nos extratos e
fracdes de folhas de E. copacabanensis e ndo foram identificadas através do presente trabalho,
como, por exemplo, taninos de maior massa molecular. Portanto, ainda existe um potencial de
estudo fitoquimico das folhas de E. copacabanensis para pesquisas futuras.

Em resumo, foram identificados um total de 37 substancias fenolicas diferentes nas
particoes e fragdes do extrato de folhas de E. copacabanensis através dos sistemas CLAE-
DAD e CLAE-DAD-EM, sendo 36 metabolitos inéditos para a espécie botnica.

3.2.5. Desreplicacio por CLAE-DAD-EM das fracoes de folhas de Myrciaria tenella

As andlises no sistema CLAE-DAD-EM também foram empregadas para as parti¢des
EFMT-D, EFMT-Ac, EFMT-Bu e as fragdes MT-L e MT-H. A mesma estratégia foi adotada
para as propostas de identificagdo das substancias, incluindo os perfis cromatograficos prévios
por CLAE-DAD e a avaliacdo paralela das fragdes obtidas apds etapas de fracionamento da
particio EFMT-Ac. A Tabela 17 apresenta todas as substincias propostas para os extratos e as
fracdes de folhas da espécie, incluindo os dados cromatograficos e espectroscopicos. Foram
propostas através da desreplicagdo por CLAE-DAD-EM um total de 19 substancias, com a
confirmacao de 11 substancias e a indicacao de outros 8 metabolitos secundarios.

As particdes e fragdes de folhas de M. tenella demonstraram uma menor diversidade
de substancias fenodlicas, quando comparado aos resultados da espécie E. copacabanensis. Foi
observada como caracteristica para a espécie a presenca de derivados do acido elagico e
derivados do flavonol quercetina, com unidades hexosidicas e de acido galico.

Em relagdo a cada subclasse observada, os quatro acidos fendlicos observados ja
tinham sido detectados nas anélises por CLAE-DAD, de maneira similar aos flavan-3-0is (+)-
catequina e (-)-catequina na fragdo hidrolisada EC-H. Este resultado sugere que as catequinas
podem estar presentes nas folhas de M. tenella como taninos condensados de alta massa
molecular, visto que ndo foram detectadas substincias derivadas mono- ou dissubstituidas ou
ainda dimeros como as procianidinas, como na espécie E. copacabanensis.
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Entre os derivados do 4cido eldgico, foram detectadas, sobretudo na particio EFMT-
Ac, cinco substancias com espectros de UV/Vis caracteristico da estrutura quimica, com duas
bandas de absor¢do em 254 e 364 nm e maior intensidade para a banda I. Apenas duas foram
identificadas com maior confiabilidade, sendo o proprio acido elagico (m/z para [M — H] 301,
60), constituinte majoritario da maioria das amostras analisadas, ¢ o acido 3,3’-O-dimetil
elagico (m/z para [M — H] 329, 96), destacados na Figura 70. Para outros trés derivados, ndo
foram observados derivados de acido elagico similares nas bases de dados empregadas, sendo
identificadas pela m/z da molécula desprotonada. Os derivados do acido elagico 381 (93), 395
(94) e 409 (95), conforme a Figura 71, sugerem apresentar substituintes similares ligados ao
nucleo cromoforico, com acréscimo de grupos metilénicos (CH») pela diferenca de 14 Da.

Quanto aos flavonois, foram detectadas sete substancias diferentes com o mesmo
padrdo de espectro de UV/Vis. Os flavonodis hiperosideo ([M — H] m/z 463, 65),
isoquercitrina ([M — H]" m/z 463, 66) ¢ quercetina ([M — H]" m/z 301, 68) foram confirmados
através da andlise por CLAE-DAD-EM. Além destes, foram observados dois derivados
conjugados a dois grupos (uma unidade de hexose e outra de acido galico). Baseado na ordem
de eluigdo, a proporcao entre os picos e a possivel co-eluicdo dos derivados hexosidicos em
algumas fragdes analisadas, sugeriu-se a identidade da quercetina 3-O-(6’-O-galoil)-
galactosideo ([M — H] m/z 615, 98) e da quercetina 3-O-(6""-0-galoil)-glicosideo ([M — H]
m/z 615, 99). As Figura 72 e Figura 73 demonstram os espectros dos pares dos derivados
hexosidicos e galoilhexosidicos de quercetina. Outros dois flavonodis, um derivado de
quercetina 480 ([M — H] m/z 479, 97) e um isdmero da quercetina glicuronideo ([M — H] m/z
477, 100), também foram observados por desreplicagdo das parti¢cdes e fragdes de folhas de
M. tenella.

Semelhantemente ao processo de fracionamento da particio EFEC-Ac para folhas de
E. copacabanensis, o estudo prosseguiu com a purificagdo em coluna de silica gel e Sephadex
da particdo EFMT-Ac, que apresentou grande parte dos derivados de acido elagico e
flavonais.
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Tabela 17. Proposta de identificacdo de substancias, através de desreplicagao por CLAE-DAD-EM, nos extratos/fragdes de folhas de M. tenella.

tr (min):

Substéncia CLAE-DAD- Y MM _ Extrato/Fracgo
N . . M - H] (Em negrito,
(Formula Molecular) EM (max) (g/mol) uando majoritario)
(CLAE-DAD) q L
Acidos fenélicos
55 Acido gélico 2.8 215,7/ 170 169 MT-L; EFMT-D;
(C7H6Os) 2,1 270,3 EFMT-Ac; EFMT-Bu
Acido protocatecuico 6,2 258,4/ )
56 (C:HsOs) (4.0) 2041 154 - EFMT-D; EFMT-Ac
Acido siringico 12,8
59 ’ 273,8 138 - EFMT-D; EFMT-A
(CoH100s) (10,7) J ; c
Acido p-cumérico 16,4
62 ’ 308,4 136 - MT-H; EFMT-D
(CoHs03) (12,2) : :
Catequinas/Taninos Condensados
(+)-catequina 10,6
63 278,6 290 289 MT-H
(Ci5H140¢) (8,6) '
(-)-epicatequina 13,4
64 278,6 290 289 MT-H
(Ci5H1406) (11,1) ’
Derivados Acido Gdlico/Taninos Hidrolisdveis
58 Galato de metila 10,6 215,8/ 184 183 MT-L; EFMT-D;
(CsHsOs) (7,9) 270,3 EFMT-Ac
. , . L . 17,3 252,5/
93 Derivado 4cido elagico 382 (14.6) 356.3 382 381 EFMT-Ac
A f o MT-L; MT-H;
60 A‘Egoglggl)co (ii’é) %)561’3/ 302 301 EFMT-D; EFMT-Ac;
14168 s ) EFMT'B“
. . 20,8 251,2/ MT-L; EFMT-D;
94 Derivado acido elagico 396 (18.2) 342.3/354.6 396 395 EFMT-Ac; EFMT-Bu
. L . 22,4 246,9/ MT-L; EFMT-D;
95 Derivado acido elagico 410 (20.3) 3573 410 409 EFMT-Ac: EFMT-Bu
96 Acido 3,3’-O-dimetil elagico 24,2 250,1/ 330 329 EFMT-D; EFMT-Ac;
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(Ci6H100s) (23,4) 364,4 EFMT-Bu
Flavonois e Derivados Glicosilados
97 Derivado quercetina 480 1(6_ ’)4 23653;’95/ 480 479 EFMT-Ac
Quercetina 3-0-(6°’-0-galoil)-galactosideo 17,9 256,1/ ) _
8 (C2sH2016) (15.9) 262,0/352.7 616 615 EFMT-D; EFMT-Ac
Quercetina 3-0-(6’’-0-galoil)-glicosideo 18,1 256,1/ )
2 (C28H24016) (16,5) 264,3/356,3 616 615 EFMT-D; EFMT-Ac
65 Quercetina 3-O-galactosideo — Hiperosideo 19,0 254.6/ 464 463 MT-L; MT-H;
(C21H20012) (17,2) 353,1 EFMT-D; EFMT-Ac
100 Isdbmero quercetina glicuronideo 19,2 254,6/ 478 477 MT-L; EFMT-D;
(C21H18013) (17,5) 352,8 EFMT-AC; EFMT-Bu
66 Quercetina 3-O-glicosideo — Isoquercitrina 19,4 254,9/ 464 463 MT-L; EFMT-D;
(C21H20012) (17,7) 352,7 EFMT-Ac
Quercetina 24,2 269,6/ i
68 (CisH1007) () 354,5 302 301 MT-L
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Figura 70. Espectros de UV/Vis e de massas obtidos para o acido elagico (60) e o acido 3,3’-O-dimetil-elagico (96).
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[M—H] MM = 381 g/mol

[M=H] MM =396 g/mol

M = H] MM = 410 g/mol

Figura 71. Espectros de UV/Vis e de massas obtidos para os derivados do acido elagico 382 (93), 396 (94) e 410 (95).
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Figura 72. Espectros de UV/Vis e de massas obtidos para os flavonois hiperosideo (65) e isoquercitrina (66).
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Quercetina 3-0-(6"’-O-galoil)-galactosideo 28 24 16
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Figura 73. Espectros de UV/Vis e de massas obtidos para os flavonodis quercetina 3-O-(6’’-0-galoil)-galactosideo (98) e quercetina 3-O-(6"-O-
galoil)-glicosideo (99).
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3.2.6. Analise das fracdes em Sephadex da particio EFMT-Ac

A partir do fracionamento em coluna de silica gel da particdio EFMT-Ac, foram
obtidos quatro fracdes de interesse, em que a primeira fragio EFMT-Ac 7-12 (19,4 mg, Figura
74) demonstrou composi¢ao majoritaria de quercetina (68), similar a fracao EFEC-Ac 11-18.
Isto demonstra que a quercetina, um dos flavonoides mais encontrados e estudados do reino
vegetal (BILER et al., 2017), também ¢ o principal flavonoide presentes nas folhas das duas
espécies da familia Myrtaceae, o que ¢ observado na pratica pela ocorréncia de diferentes
derivados identificados no presente trabalho. Além do presente trabalho, apenas o trabalho
recente de Ribeiro e colaboradores (2019) identificou em extrato de folhas de M. tenella outro
derivado de quercetina, a rutina, que apresenta na posi¢do C-3 do anel cromano uma ligacao
com uma unidade de rhamnose e outra de glicose.

68

Figura 74. Cromatograma por CLAE-DAD-EM da fracdo EFMT-Ac 7-12, com destaque para
a presenga de quercetina (68).

As demais fracdes de interesse foram purificadas em coluna de Sephadex. O primeiro
experimento, SEP-MTA, conduziu a duas fragdes distintas. A primeira fragdo, SEP-MTA 4-5
(12,5 mg), apresentou uma mistura de cinco substancias: trés derivados do acido benzoico,
acido p-hidréxibenzoico (57), acido vanilico (101) e acido siringico (59), e dois derivados de
acido cinamico, acido p-cumdrico (62) e acido ferulico (102). Estes dois grupos de
substancias apresentaram os padrdes caracteristicos nos espectros UV/Vis com,
respectivamente, bandas de absorcdo na regido de UVC e de UVB, como discutido
anteriormente. A Figura 75 apresenta o cromatograma por CLAE-DAD, obtido com excelente
resolucdo cromatografica, e os respectivos espectros UV/Vis. Um sexto componente foi
observado com tr 13,46 min e banda de absor¢do em 296,3 nm, porém a comparagdo com 0s
padrdes analiticos e a biblioteca ndo contribuiram para a proposta de identificagdo. Sendo
assim, consideramos que neste estudo de M. tenella ocorre um metabdlito secundario com
nucleo central do tipo 1,3,5-trimetoxibenzeno, que apresenta comprimento de onda de
maxima absor¢do proximo a 290 nm.

Além desta fragdo, a partir do primeiro experimento, foi isolado o acido 3,3-O-dimetil
elagico (96) na fracio SEP-MTA 6-8 (25,4 mg), um dos derivados do &cido elagico
observados na desreplicacao por CLAE-DAD-EM. A presenca de dois grupos metoxilas nao
altera significativamente a absor¢do de luz na regido do ultravioleta pelo cromdforo em
comparagao ao acido elagico (60) e, por isso, foi observada as duas bandas de absor¢ao em
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250,1 e 364,64 nm, com a banda I relativamente mais intensa que a banda II. Porém, esta
substitui¢do favorece uma diminui¢ao de polaridade da substancia, o que pode ser observado
na pratica pelo aumento do tempo de retencdo no sistema CLAE-DAD em relacdo ao acido
elagico (tr, respectivamente, de 23,3 ¢ 16,6 min). Para a confirmag¢do da estrutura quimica,
procedeu-se o isolamento da substancia por coleta automatizada através do mesmo sistema
CLAE-DAD analitico e o emprego da valvula seletora de canais Rheodyne®. Esta estratégia
sera descrita com maior riqueza de detalhes no Capitulo III. Duas andlises diferentes de
espectrometria de massas foram adotadas, sendo obtidas diferentes respostas que confirmaram
a identidade da substancia. O espectro de massas de ions totais por IES(+)-QTdV-EM
identificou a presenca do aduto de sodio de m/z 353 e a formagdo de dimero (m/z 683) e
trimero (m/z 1013). Quando selecionado o ion m/z 683 e empregada uma energia de colisao
sobre este ion, foi observada a formagao do aduto de sédio de m/z 353 no espectro por EM-
EM, demonstrando uma molécula de MM 330 g/mol. De modo similar, o espectro de massas
obtido por CLAE-DAD-EM, com a técnica de IES(-)-Q, foi observado a molécula
desprotonada de m/z 329, contribuindo para a proposta da substancia. A Figura 76 sintetiza
todos os dados instrumentais obtidos para o acido 3,3’-O-dimetil elagico.

Os dois experimentos seguintes, SEP-MTB ¢ SEP-MTC, corroboraram para o
isolamento e a identificagdo dos mesmos derivados de quercetina. A fracao SEP-MTB 47-71
(65,4 mg) foi obtida a partir do segundo experimento como uma mistura dos flavondis
quercetina 3-0-(6"’-0-galoil)-galactosideo (98), quercetina 3-O-(6"’-0O-galoil)-glicosideo
(99), hiperosideo — quercetina 3-O-galactosideo (65) e isoquercitrina — quercetina 3-O-
glicosideo (66), com a presenca também do acido eldgico (60). Como pode ser observado na
Figura 77, os espectros UV/Vis, a ordem de eluicdio e a intensidade dos picos no
cromatograma por CLAE-DAD contribuiram para a proposta de identificacdo. Porém as
principais respostas foram os espectros de massas e seus respectivos ions assinalados. A
Figura 77 detalha todas estas informagdes no cromatograma por CLAE-DAD e nos dois
espectros por EM-EM obtidos para esta fracao.

O espectro de massas por EM obtido pela técnica de IES(+)-QTdV-EM demonstrou a
presenca de dois ions majoritarios de m/z 487,0881 e 639,0972, em que seus espectros de
massas por EM-EM indicaram a fragmentacao e formag¢do da aglicona quercetina como aduto
de sodio ([M + Na]’, m/z 325) para ambos os analitos. Para o primeiro ion, a formagdo da
quercetina correspondeu a perda de 162 Da entre os sinais registrados, referentes a uma
unidade de hexose eliminada pelo mecanismo de rearranjo de 1,3 de hidrogénio, similar ao
justificado para a quercitrina em folhas de E. copacabanensis (demonstrado na Figura 66).
Para a formagdo do ion base deste primeiro espectro, a perda de 302 Da indicou a eliminagao
da aglicona quercetina. O mesmo fato observado também foi relatado para o segundo
espectro, em que a perda de 302 Da referente a aglicona quercetina gerou a formagao do ion
de m/z 337. Este sinal corresponde ao aduto de sddio do residuo galoilhexose, indicando que
as duas moléculas ligadas a quercetina apresentam uma ligacdo covalente entre si. Os
flavonoides encontram-se na forma natural como derivados glicosilados e soltiveis em agua e,
em especial, os flavondis apresentam preferencialmente os substituintes no C-3 devido ao
grupo hidroxila com carater mais acido (DEWICK, 2009). Levando em consideracdo todas as
informagdes levantadas, incluindo os erros de identificagdo em ppm e os espectros de massas
por IES(-)-Q ja apresentados na Figura 73, a proposta de identificacdo foi confirmada como
os pares quercetina 3-O-(6"’-O-galoil)-galactosideo (98) e quercetina 3-O-(6’-O-galoil)-
glicosideo (99); e hiperosideo — quercetina 3-O-galactosideo (65) e isoquercitrina — quercetina
3-O-glicosideo (66).
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O terceiro experimento SEP-MTC conduziu a duas fra¢des ricas em cada grupo de
derivados de quercetina. A fragdo SEP-MTC 41-55 (153,7 mg) apresentou majoritariamente
os flavondis hiperosideo (65) e isoquercitrina (66), enquanto a fracdo SEP-MTC 56-67 (98,7
mg) consistiu em uma mistura majoritaria de quercetina 3-O-(6’’-0-galoil)-galactosideo (98)
e quercetina 3-0-(6’’-0-galoil)-glicosideo (99). As Figura 78 e Figura 79 apresentam os
cromatogramas das duas fragdes obtidos no sistema CLAE-DAD-EM.

65 66

97

99

98

Figura 78. Cromatograma por CLAE-DAD-EM da fragdo SEP-MTC 41-55.

65
66

97

98 99

Figura 79. Cromatograma por CLAE-DAD-EM da fracdo SEP-MTC 56-67.

Em resumo, um total de 23 substancias fendlicas foram identificados a partir das
analises por CLAE-DAD e CLAE-DAD-EM nas diferentes nas parti¢cdes e fragdes do extrato
de folhas de M. tenella, com todos os 23 metabdlitos inéditos para a espécie botanica.
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3.3. Isolamento de Outros Metabdlitos Secundarios em Folhas de Myrtaceae spp.
3.3.1. Elucidacao estrutural da substancia 103 (EFEC-H, folhas de E. copacabanensis)

A desreplicagdo por CG-EM das fragdes obtidas da particdo hexanica das folhas de E.
copacabanensis forneceu uma fragio EFEC-H 38-46 (1,1 g) com a presenca majoritaria de
um sesquiterpeno, indicado por um Unico spot cujo a revelagdo em placa cromatografica de
CCD com vanilina sulfurica apresentou coloracao arroxeada. A analise por CG-EM revelou
um pico majoritdrio de tr 16,6 min, com a rampa de aquecimento de 10°C.min’', e
porcentagem relativa de 61,7%. O espectro de massas obtido para a substancia 103 indicou
um ion molecular de m/z 252 ([M]", 1) € um ion base de m/z 99 ([CeH11O]", 100). A
comparac¢do do espectro de massas com as bibliotecas disponiveis sugeriu um sesquiterpeno
com esqueleto carbonico do tipo clovano (anel triciclo[6.3.1.0'"]dodecano, Figura 80). Um
derivado com este esqueleto, o clovandiol (4,4,8-trimetiltriciclo[6.3.1.0"*]dodecan-2,9-diol),
foi isolado no trabalho anterior do grupo de pesquisa por Junior e colaboradores (2014) no
extrato hexanico de folhas de E. copabanensis ¢ também identificado no presente trabalho
também na parti¢do hexanica das folhas desta espécie.

Triciclo[6.3.1.0"*|dodecano

Anel principal com 11 membros e 1 carbono entre a ponte principal
Maior ponte do anel principal - 1,2,3,4,5,6,7,8 (6 carbonos)
2" maior ponte do anel principal - 1,8,9,10,11 (3 carbonos)
Ponte principal - 1,8,12 (1 carbono)

Ponte secundéria - 1,5 (0 carbono)

Cabecgas da ponte secundaria - 1,5

Figura 80. Estrutura quimica referente ao esqueleto clovano.

A confirmagdo da identidade da substdncia 103 apenas foi possivel através das
analises uni- e bidimensionais de RMN 'H e '*C, com a comparacdo dos dados de RMN do
clovandiol, relatado por Junior e colaboradores (2014) para a espécie E. copacabanensis, e
das correlacdes obtidas por 2D. Esta substancia foi identificada como 2-metdxi-clovan-9-ol
(2-metdxi-4,4,8-trimetiltriciclo[6.3.1.0'°]dodecan-9-ol), com a estrutura quimica destacada na
Figura 81. As Figura 82 a Figura 90 apresentam todos os espectros de RMN para o 2-metoxi-
clovan-9-ol, incluindo os espectros referentes ao derivado acetilado (103a) preparado através
de tratamento com anidrido acético e piridina. A Figura 91 demonstra o espectro de absor¢ao
na regido do infravermelho para esta substincia. A Tabela 18 descreve todas as atribui¢des
para os nucleos de 'H e '*C da estrutura deste sesquiterpeno e comparagio com os dados do
clovandiol.

Figura 81. Estrutura quimica do sesquiterpeno 2-metoxi-clovan-9-ol (103).
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Figura 82. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do 2-metoxi-clovan-9-ol (103).
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Figura 84. Espectro de RMN 3C (125 MHz, CDCl;3) do 2-metéxi-clovan-9-ol (103).

120



(wdd) 14

e N A ©
i - - i
Il Il Il Il

= Lo

S SVSD)

S e ) Toat S—

e e

= G T O o = O |

D D D R R  a
T Noe Ve S

S S~

=
=
=
)

v R A ,\ ) u-
0 RO S, .M, LRSS 2 5
= g TP = ==, =
Pye) < (== VA 2 Ny o .
/T ATXE NS VO W QBT DN \P, =Y S N
B WD eSOV 0 SO I Y R 7 = ==K |
<= S D ( S R hl’v :
T Q. BIENT D s DL L RN = =Y /5
> ) TP% % Q = R RS
i D=L . = A IR
= " 4 =)

121

f2 (ppm)

3.1 3.0 29 28 2.7 26 25 24 23 22 21201918 1.7 16 1.5 14 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1

Figura 85. Expansao do mapa de contorno COSY (500/500 MHz, CDCI3) do 2-metdxi-clovan-9-ol (103).



H-11/C-11 Y
H-6/C-6
H-15/C-15
3
— g e
—— & o alﬂii} ¥
= R -~ >
SE— A2 “‘.‘“%w H-14/C-14 o
: {1.75,44c14Y E e H-12/C-12
— 0 o == < = —(—i@)&\@ [e) -
] H-3/C-3 X trs0 ol |
3 Sp—3 50
-60
-70
=
80
H-2/C-2
{3.35,90.0:
- 3 - a0 e -90
+100
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

f2 (ppm)

f1 (ppm)

Figura 86. Expansao do mapa de contorno HSQC (500/125 MHz, CDCls), entre 0,0-4,5 ppm, do 2-metoxi-clovan-9-ol (103).
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Figura 87. Expansdo do mapa de contorno HMBC (500/125 MHz, CDCI3), entre 0,7-1,2 ppm, do 2-metoxi-clovan-9-ol (103).
Simbolos:
1: *JH-13/C-6; 2: °>J H-13/C-14; 3: 2J H-13/C-4; 4: *J H-13/C-3; 5: *J H-13/C-5; 6: 3J H-15/C-7; 7: 2J H-15/C-8; 8: >J H-15/C-12; 9: 3J H-15/C-
9; 10: 3J H-14/C-13; 11: 2J H-14/C-4; 12: 3J H-14/C-3; 13: *J H-14/C-5.
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Figura 88. Expansao do mapa de contorno HMBC (500/125 MHz, CDCIs), entre 3,0-3,6 ppm, do 2-metdxi-clovan-9-ol (103).
Simbolos:
1: >JH-9/C-11; 2: 3J H-9/C-12; 3: 3J H-2/C-12; 4: 2J H-2/C-1; 5: >J H-2/C-16; 6: °J H-16/C-2.
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Tabela 18. Deslocamentos quimicos, em ppm, para 'H e '*C obtidos experimentalmente para o 2-metdxi-clovan-9-ol e a comparagio com 0s
dados da literatura, incluindo o sesquiterpeno clovandiol.

2-metoxi-clovan-2-ol Clovandiol
N OH exp Oc exp Sn it ¢ it Sn i 8c i Sn i’ Sc i
1 - 44,15 - 442 - 443 - 37,9
3,82
2 3,34 (m, 1H) 90,13 3,32 (dd, 1H, 2a) 90,1 3,31 (m, 1H) 90,3 (dd, J, = 10,.J,= 5.8, 1H) 80,8
1,72
1,75 ¢ 1,47 1,72 (dd, 1H, 30) (dd, Jy =5,7, J,= 12, Hy)
3 (2 1) 44,07 47 (44 11 3) 440  1,70e145(m,2H) 442 et 475
(d,J=1,5, Hg)
4 - 36,97 - 37,0 - 37,1 - 43,9
1,45
5 1,43 (m, 1H) 50,60 1,42 (m, 1H, 5B) 50,6 1,40 (m, 1H) 50,7 (dd, J1 =3.2. /,=7.8, 1H) 50,5
6 1,30-1,42 (m, 2H) 20,55 1,30-1,44 (2H) 20,5 1,40 (m, 2H) 20,7 1,30 (m, 2H) 26,6
1,55
7 1,42¢ 1,10 (m, 2H) 33,09 1164;(-)1(?15’ I({ﬁ7;%) 33,1 2,33 (m, 2H) 33,2 (t,J= 13, Ha) 35,5
05-1,15 (1, 0,95 (sl, Hp)
8 - 34,73 - 34,7 - 349 - 34,7
3,33
9 (dd, J= 1 Hz, 1H) 75,24 3,33 (m, 1H, 9B) 75,2 3,30 (m, 1H) 75,4 3,35 (sl, 1H) 75,1
1,99 ¢ 1,64 1,98 (dddd, 1H, 10p)
10 . 28 25,95 {56166 (1H, 100) 26,0 1,61 (m, 2H) 26,1 2,05 (m, 2H) 25.9
1,69 ¢ 1,05 1,69 (brdd, 1H, 3B)
11 (m, 2H) 26,54 1,05-1.15 (1H, 11a) 26,5 1,98 € 1,66 (m, 2H) 26,7 1,10 (m, 2H) 20,6
1,60 e 1,03 1,56-1,66 (1H, 12°)
12 (m, 2H) 36,51 0.99 (m, 1H, 12) 36,5 1,61 ¢ 1,25 (m, 2H) 36,7 1,40 (m, 2H) 33,1
13 0,86 (s, 3H) 25,38 0,86 (s, 3H, 130) 25,4 0,85 (s, 3H) 25,5 0,87 (s, 3H) 25,4
14 1,03 (s, 3H) 31,27 1,03 (brs, 3H, 14p) 31,2 1,02 (s, 3H) 31,4 1,05 (s, 3H) 31,4
15 0,97 (s, 3H) 28,39 0,97 (s, 3H) 28,4 0,96 (s, 3H) 28,5 0,97 (s, 3H) 283
16 3,37 (s, 3H) 58,29 3,36 (s, 3H) 582 3,35 (s, 3H) 584 ) ]

ICOLLADO et al., 1996; 2AFOLAYAN et al., 2018; 3JUNIOR et al., 2014.
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Figura 89. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) do produto derivado 9-acetil-2-metoxi-clovano (103a).
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Figura 90. Espectro de RMN 3C (125 MHz, CDCls) do produto derivado 9-acetil-2-metoxi-clovano (103a).
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*interference signal.

CH2

stp3-H

CH3Vc.o.C

Vc-on

Figura 91. Espectro de infravermelho da fracdo rica em 2-metdxi-clovan-9-ol (103).
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Os espectros de RMN 'H e '3C confirmaram a presenca de um grupo metoxila na
estrutura quimica, através da diferenca do deslocamento quimico do C-2 em relacdo ao
clovandiol (5cu 80,8 para 90,1 ppm) e a inclusdo de dois sinais caracteristicos desta fungao
organica (Ocus 58,3 ppm e ou 3,34, singleto, 3 H). Além disso, os grupos metilicos foram
observados como trés sinais do tipo singleto em 0,86 (H-13), 0,97 (H-15) e 1,03 ppm (H-14),
com seus respectivos sinais nos espectros de RMN '*C. Todos estas liga¢des quimicas foram
visualizadas na analise bidimensional de RMN. Os experimentos COSY e HSQC foram
fundamentais para confirmar as identidades dos hidrogénios geminais, que sdo quimica e
magneticamente diferentes entre si, dos seis grupos metilénicos (CH»z) presentes no anel
triciclico, incluindo os deslocamentos quimicos dos nucleos de carbono (C-3, C-6, C-7, C-10,
C-11 e C-12).

Outros experimentos foram realizados para enriquecimento da discussao da
identificacdo da substancia 103. A preparagdo do produto acetilado 103a, um derivado do tipo
clovano ainda nao relatado na literatura, serviu para confirmar a posi¢ao do sinal do H-9 (sl)
com o deslocamento para oy em 4,55, permitindo perceber o sinal do H-2 como o dd em ou
3,34 (Figura 89). A andlise complementar por espectroscopia na regido de infravermelho
indicou a presenca da banda larga referente ao grupo hidroxila, em 3425 cm™, e a auséncia de
sinais caracteristicos de grupos carbonilicos e de ligagdes insaturadas para a substancia 103,
constituinte majoritario nas fracdes analisadas.

Para o isolamento do sesquiterpeno, foram ainda realizadas duas etapas independentes
de purificacao da fracdo EFEC-H 38-46 (72,5 € 9,2 mg). Além disso, com o objetivo de isolar
uma maior quantidade da substancia para futuros testes biologicos, foi realizada uma nova
particdo hexanica do extrato metanolico e o consequente fracionamento em coluna de silica
gel, resultando em uma terceira fracdo de 102,6 mg. As trés fragdes obtidas separadamente
corresponderam ao isolamento do 2-metoxi-clovan-9-ol, conforme a placa cromatogréfica por
CCD disposta na Figura 92, alcancando uma pureza cromatografica por CG-EM de 83%,
conforme Figura 93. O espectro de massas obtido para estas substancias estd disponivel na
Figura 94, com os mecanismos de fragmentag¢ao propostos para a obtencao dos principais ions
produtos observados apresentado em seguida nas Figura 95 e Figura 96.

Figura 92. CCD em silica gel das fracdes de 2-metdxi-clovan-9-ol, com eluicdo
diclorometano:acetato de etila (1:1, v/v).
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Figura 93. Cromatograma por CG-EM da fracdo rica em 2-metoxi-clovan-9-ol (103).

Figura 94. Espectro de massas por CG-EM do sesquiterpeno 2-metoxi-clovan-9-ol (103).
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Figura 95. Proposta de mecanismo de fragmentagdo do 2-metoxi-clovan-9-ol (103) e formacao do ion base m/z 99.
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Quanto ao conhecimento fitoquimico sobre este metabdlito, existem poucos estudos
sobre o isolamento deste composto na literatura cientifica. Na década de 90, o 2-metoxi-
clovan-9-ol foi relatado pela primeira vez na literatura através de sintese organica, por meio
da ciclizagdo e rearranjo do sesquiterpeno 6xido de cariofileno (COLLADO et al., 1996). No
entanto, apenas em 2018, foi isolado pela primeira vez naturalmente de Piliostigma
thonningii, uma planta medicinal cultivada na Nigéria (AFOLAYAN et al., 2018). No
presente trabalho, o sesquiterpeno 2-metoxi-clovan-9-ol ¢ descrito pela primeira vez na
familia Myrtaceae e consequentemente na espécie E. copacabanensis. Apenas dois estudos
relataram potencial bioldgico do 2-metdxi-clovan-9-ol, como a atividade antifungica
moderada contra Botrytis cinereal (COLLADO et al., 1998) e a atividade antiprotozoaria e
seletividade contra Trypanosoma brucei (AFOLAYAN et al., 2018).

3.3.2. Identificacio de outras substancias lipofilicas a partir da fracio EFEC-H’

Na nova particdo hexanica executada (EFEC-H’), duas fracdes demonstraram
composi¢do quimica destacada com substancias j4 conhecidas na literatura e identificadas nas
folhas de E. copacabanensis através do presente estudo de desreplicacdo por CG-EM
(MARTINS et al., 2021). A fragdo EFEC-H’ 1-10 (327,6 mg) apresentou uma substancia
majoritaria em tr 17,6 min no cromatograma por CG-EM, com porcentagem relativa de
44,7% e ion molecular de m/z 270 ((M]", 4). A comparagdo do espectro de massas com 0s
dados prévios e os bancos de dados confirmou a substancia como o éster de acido graxo
hexadecanoato de metila ou palmitato de metila (10, Figura 97), derivado de um 4cido graxo

com ocorréncia abundante na natureza.
o)

~

(6]
10

Figura 97. Estrutura quimica do éster metilico do acido hexadecandico ou palmitico (16:0) —
hexadecanoato ou palmitato de metila (10).

O espectro de massas (Figura 98) apresentou, além do ion molecular m/z 270, como
ion base o fragmento de m/z 74 ([C3HeO2] ", 100), oriundo de um mecanismo por rearranjo de
McLafferty com o H na posicdo y a carbonila. Além disso, foi observado o padrdao de
fragmentacdo pela perda sucessiva de 14 Da, caracteristico na ionizagdo por elétrons para
substancias que apresentam longas cadeias alquilicas, como os &cidos graxos e seus
derivados. Este mecanismo por clivagem heterolitica simples explicam também a formagao
do ion de m/z 87 ([C4sH702]", 65). A Figura 99 demonstra estes mecanismos para formagio
dos ions produtos, amplamente conhecidos na literatura cientifica.

Figura 98. Espectro de massas por CG-EM do palmitato de metila (10).
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Figura 99. Mecanismos de fragmentacdo para o palmitato de metila (10).

A analise unidimensional de RMN 'H e '*C confirmou a presenga majoritaria desta
substancia, conforme Tabela 19 e Figura 100 e Figura 101. Foram observados destacadamente
os sinais de carbonila do grupo éster, dos grupos metilico e metoxilico e dos grupos
metilénicos. Todos os deslocamentos quimicos experimentais estdo de acordo com o descrito
na literatura cientifica.

Tabela 19. Deslocamentos quimicos, em ppm, para 'H e '3C obtidos para o palmitato de
metila e comparacdo com os dados da literatura (CHEMICALBOOK, [s.d.], [s.d.]).

n OH exp Oc exp OH lit Oc lit
1 - 174,43 - 174,29
2 2,32 (t,J=17,5 Hz, 2H) 34,12 2,29 34,16
3 1,62 (m, 2H) 24,96 1,62 25,03
4-13 29,68 29,24
14 1,27 (sl, 24H) 31,91 1,26 32,00
15 22,67 22,76
16 0,90 (m, 3H) 14,09 0,38 14,14
17 3,68 (s, 3H) 51,40 3,62 51,39

A segunda fracdo, EFEC-H’ 15-21, foi purificada em coluna de silica gel, resultando
no isolamento da mistura de terpenos espatulenol (30, [M]" m/z 220), a- € f-amirina (44 ¢ 45,
[M]" m/z 426), com 152,0 mg. Estas também foram identificadas através da comparagdo dos
espectros de massas (Figura 102) com as bibliotecas disponiveis. Embora apresentem
isomeria com outros triterpenos e sejam isdbmeros de posi¢ao entre si, os triterpenos a- € f-
amirina podem ser identificados pela ocorréncia do ion m/z 218 ([CicHaz6]", 80), geralmente
ion base do espectro de massas e formado a partir de mecanismo de retro Diels-Alder iniciado
através da ligagdo dupla A'>!3 na estrutura pentaciclica (anel do tipo oleanano para f-amirina
e anel taraxasterano para a-amirina). Para a f-amirina, foi ainda observado o ion m/z 203
([CisHa23]", 70), que pode ser explicado pela diferenca de anel, resultando em dois grupos
metilicos no C-20 e favorecendo um mecanismo por clivagem heterolitica simples e formagao
de carbocation mais estavel. Todos os mecanismos propostos estdo disponiveis na Figura 103.

Assim como o palmitato de metila, estes terpenos ja tinham sido identificados no
estudo de desreplicagdo por CG-EM (MARTINS et al., 2021). Além disso, os isomeros
triterpénicos a- e f-amirina também j4 tinham sido isolados em extrato hexanico de folhas de

E. copacabanensis, sendo portanto caracteristico para esta espécie botanica (JUNIOR et al.,
2014).
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Figura 100. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) da fragdo EFEC-H’ 1-10, com composi¢do majoritaria do palmitato de metila (10).
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Figura 102. Espectros de massas obtido por CG-EM dos terpenos espatulenol (30), a- € f-amirina (44 ¢ 45).
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3.3.3. Elucidac¢ao estrutural da substancia 104 (EFMT-D, folhas de M. tenella)

Para o estudo fitoquimico das folhas de M. tenella, procedeu-se o fracionamento em
coluna de silica gel da partigdo em diclorometano (EFMT-D), similar aos processos
empregados para as particoes EFMT-H e EFMT-Ac. As anélises por CCD e por CG-EM das
fragdoes EFMT-D 18-19 e 20-24 demonstraram a presenca de uma substancia majoritaria com
ion molecular m/z 238 ([M]", 5) e tr de 26,1 min. O espectro de massas obtido por CG-EM
ainda revelou a presenga do ion base com m/z 195 ([C10H1104]", 100), em que a comparagdo
com as bases de dados sugeriu um derivado de acetofenona trissubstituido com grupos
metoxilicos. Anteriormente no Capitulo I, foi possivel sugerir a presenca do 2’,4°,6’-
trimetoxifenil-butano, com similar padrao de substitui¢do no anel aromatico, no 6leo essencial
das folhas de M. tenella.

A elucidagao estrutural da substancia 104 foi possivel através da purificacdo destas
fragdes reunidas em coluna de Sephadex. A fracdo obtida foi analisada novamente por CG-
EM e por experimentos uni- e bidimensionais de RMN 'H e 13C. A estrutura foi confirmada
como a 2-metil-1-(2°,4’,6’-trimetoxifenil)-propan-1-ona ou conglomerona (Figura 104). A
Tabela 20 contém todas as atribui¢des para os diferentes nucleos de H e C da substancia 104,
assinalados de acordo com os espectros de RMN (Figura 105 a Figura 111).

OCH, o)

Figura 104. Estrutura quimica da conglomerona (104).

Tabela 20. Deslocamentos quimicos, em ppm, para 'H e 13C obtidos experimentalmente para
a conglomerona e comparacao com os dados da literatura (D’AMICO et al., 2011).

n OH exp Oc exp OH lit Oc lit

1 - 208,68 - 208,0

2 3,02 (sept, 1H) 42,10 3,03 (m, 1H) 41,7
3.4 1,13 (d, 6H) 17,84 1,13 (d, J = 8 Hz, 6H) 18,0
r - 110,17 - 113,0
2,6 - 158,02 - 158,0
3,5 6,12 (s, 2H) 90,58 6,12 (s, 2H) 90,0
4 - 161,99 - 161,0
7,9 3,78 (s, 6H) 55,76 3,78 (s, 6H) 55,8
8’ 3,83 (s, 3H) 554 3,84 (s, 3H) 554

Para confirmagdo do sistema aromadtico, os sinais em singleto para 2H em 6,12 ppm
confirmaram um anel tetrassubstituido simétrico, com os sinais em singleto para 6H e 3H em
3,78 e 3,83 ppm referente aos hidrogénios dos grupos metoxilicos ligados ao anel aromatico.
Os deslocamentos quimicos e a multiplicidade dos sinais em 3,02 e 1,13 ppm indicaram a
presenca de uma unidade isopropila. Através dos espectros bidimensionais, foi possivel
confirmar que a carbonila (6c 208,68 ppm), com deslocamento correspondente ao grupo
cetona, esta ligado realmente as unidades isopropila e trimetoxifenil, confirmando a estrutura
proposta. A comparacdo com a literatura corrobora para a elucidacdo estrutural da
conglomerona (104), obtida na particilo EFMT-D.
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Figura 105. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) da fracdo rica em conglomerona (104).
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Figura 106. Espectro de RMN 3C (125 MHz, CDCls) da fracdo rica em conglomerona (104).
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Figura 110. Expansido do mapa de contorno HMBC (500/125 MHz, CDCl3), na regido entre 0,5-3,5 ppm, da fragdo rica em conglomerona (104).

Simbolos:

1: 3J H-3/C-4, H-4/C-3; 2: 2J H-3,4/C-2; 3: °J H-2/C-3,4.
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Simbolos:
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O espectro de massas por CG-EM esta disponibilizado na Figura 112. A proposta de
fragmentacdo para a formagdo do ion base m/z 195 por clivagem heterolitica simples foi
proposto na Figura 113, com a adicdo da formagdo dos ions de m/z 196 e 180 pelos
mecanismos, respectivamente, de rearranjo 1,3 de hidrogénio e de formagdo de uma
benzolactona com anel de 4 membros.

Figura 112. Espectro de massas, obtido por CG-EM, da conglomerona (104).
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B m/z 196 (12) - B m/z 180 (12)

Figura 113. Proposta de mecanismo de fragmentagao para a conglomerona (104) e a
formagao dos principais ions produtos.

Em relacdo a este metabodlito secundario, a conglomerona ¢ um derivado obtido
através da via biossintética dos policetideos, formado inicialmente através das reacdes de
condensacdo de Claisen (reacdo de condensagdo entre dois ésteres e formacao de um fS-
cetoéster) do isobutirilCoA com unidades de malonilCoA (DEWICK, 2009). Esta substancia
foi identificada pela primeira vez ainda na década de 30 e, atualmente, ¢ reportada para
diferentes espécies de Myrtaceae como Myrcianthes cysplatensis, Eucalyptus suberea e E.
brevistylis (LAHEY & JONES, 1939; D’AMICO et al., 2011; GOODGER et al., 2016). Além
disso, a substancia isolada conglomerona apresentou atividade antimicrobiana contra cepas
multirresistentes de Staphylococcus aureus (D’ AMICO et al., 2011).
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34. Avaliagdo das Atividades Biologicas de Folhas de Myrtaceae spp.

3.4.1. Avaliacdo do potencial antioxidante in vitro e in vivo das particoes de EFEC e
EFMT

Em paralelo ao projeto de identificagdo das substancias presentes nas particdes de
EFEC e EFMT, foram realizados dois estudos de avaliacdo bioldgica do mesmo material
quanto ao seu potencial antioxidante. O primeiro experimento consistiu nos ensaios de captura
dos radicais sintéticos DPPH e ABTS enquanto o segundo estudo foi executado no
Laboratorio de Estresse Oxidativo em Microrganismos (LEOM-IQ-UFRRJ) e coordenado
pelo professor Dr. Cristiano Jorge Riger para a avaliagdo do potencial antioxidante através do
modelo de Saccharomyces cerivisiae. Ambos os estudos foram publicados junto aos
resultados de desreplicagcdo por CG-EM e CLAE-DAD em um numero da revista Chemistry
& Biodiversity (MARTINS et al., 2021).

Para o primeiro estudo, foram empregados dois métodos referentes a ensaios in vitro
de captura de radicais coloridos, estaveis e ndo biologicos, amplamente adotados na literatura
cientifica para avaliagdo indireta do potencial antioxidante devido a facilidade, rapidez e
simplicidade das metodologias (PRIOR et al., 2005; MAGALHAES et al.,, 2008). Os
resultados obtidos pelo préprio autor estdo disponiveis na Tabela 21.

Tabela 21. Resultados para os ensaios indiretos de capturas de radicais sintéticos para os
extratos brutos e parti¢des de folhas de Myrtaceae spp.

Extratos/Particoes CEso DPPH (mg/mL) ABTS (mmol Trolox/g)
EFEC 0,15 1,66
EFEC-H 2,91 0,30
EFEC-D 1,51 0,68
EFEC-Ac 0,18 2,60
EFEC-Bu 0,41 1,42
EFMT 0,78 0,34
EFMT-H =¥ -
EFMT-D 5,98 0,10
EFMT-Ac 0,38 1,35
EFMT-Bu 1,29 0,12
Quercetina 0,09 4,37
Acido Ascérbico 0,02 8,01

*ndo quantificavel.

Os extratos brutos e particdes mais polares das duas espécies demonstraram menor
CEso e, consequentemente, maior potencial antioxidante. Este resultado sugere a contribui¢ao
das substancias fenolicas como os acidos fendlicos, os flavonodis, os derivados de acido
elagico, os taninos hidrolisaveis e condensados, identificados no estudo de desreplicacao.

Os extratos EFEC (CEso 0,15 mg/mL), EFEC-Ac (CEso 0,18 mg/mL) e EFEC-Bu
(CEso 0,41 mg/mL) apresentaram os melhores resultados para folhas de E. copacabanensis.
Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Junior e colaboradores (2014), que relataram
que extratos brutos de folhas e ramos de E. copacabanensis produziram melhores resultados
antioxidantes em ensaios DPPH. Quando comparadas as amostras de E. copacabanensis, as
fragdes das folhas de M. tenella apresentaram menor potencial antioxidante, com resultados
superiores para EFMT-Ac (CEso 0,38 mg/mL) e EFMT (CEso 0,78 mg/mL). No entanto, os
resultados para folhas de M. tenella também foram semelhantes aos relatados por Ribeiro e
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colaboradores (2019), com um maior potencial antioxidante revelado pelo ensaio DPPH para
extracdo etanolica, metanolica e aquosa final.

Para o ensaio com radical ABTS”, EFEC-Ac (2,60 mmol Trolox/g), EFEC (1,66
mmol Trolox/g) e EFEC-Bu (1,42 mmol Trolox/g) também produziram os melhores
resultados. Entre as amostras de M. tenella, apenas a fracdo acetato de etila (EFMT-AC)
demonstrou um maior potencial antioxidante e similar a espécie E. copacabanensis (1,35
mmol Trolox/g). Além disso, todos os padroes de antioxidantes apresentam resultados
superiores aos de qualquer extrato e particdo de folhas de Myrtaceae spp. A quercetina e o
acido ascorbico sdo conhecidos como antioxidantes importantes e apresentaram resultados
superiores a todas as amostras analisadas.

O segundo estudo, com o modelo de S. cerevisiae, amplificou os resultados obtidos
quanto a avaliacao do potencial antioxidante do material das duas espécies botanicas. Este
trabalho em parceria com a equipe do LEOM (IQ-UFRRJ) gerou dois trabalhos de conclusao
de curso para duas alunas do curso de Quimica Industrial da UFRRIJ. Os principais resultados
obtidos foram:

o Teste de toxicidade celular: O monitoramento através do ensaio com resazurina
revelou qualitativamente que as concentracdes estudadas de 0,25 a 2,500 pg.mL! das
particdes em acetato de etila e butanol das duas espécies ndo alteraram a viabilidade
celular da cepa de S. cerevisiae;

. Teste de viabilidade celular: O ensaio com exposi¢do de 2 h das células as partigdes
EFMT-Ac, EFMT-Bu, EFEC-Ac e EFEC-Bu, demonstrou que nenhuma delas
apresentou toxicidade significante nas concentragdes 0,14 e 4,00 mg.mL! contra a
cepa BY4741, principalmente em comparagdo ao ensaio controle positivo com solu¢ao
a 2,0 mM de perdxido de hidrogénio;

. Teste de viabilidade celular em cepa deficiente de glutationa: Com o mesmo teste
repetido com a cepa 4gshl, os experimentos com a menor concentragdo (0,14 mg.mL"
') demonstraram resultado similar ao controle, enquanto os experimentos com as
mesmas parti¢des na concentragdo superior (4,00 mg.mL™!) apresentaram um aumento
da viabilidade celular de no minimo 86% (EFMT-Ac). Os resultados confirmaram a
auséncia de citotoxicidade nas concentragdes testadas.

. Teste de atividade antioxidante: O experimento foi realizado individualmente com as
duas cepas, com pré-tratamento de 2 h com as partigdes de cada espécie e exposi¢ao
por 2 h a solugao a 2,0 mM de perdxido de hidrogénio. Para a cepa BY4741, nenhum
tratamento foi estatisticamente igual ao controle positivo, demonstrando uma relevante
acdo antioxidante, com destaque para a fracdo EFEC-Ac na menor concentracao
testada (0,14 mg.mL™). Os resultados foram similares para a cepa Agshl, sendo
proporcional uma maior atividade antioxidante com o aumento da concentracdo
testada.

A Figura 114 apresenta os graficos referentes aos quatro ensaios de viabilidade celular
com as duas cepas de S. cerevisiae empregadas.
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(1) (2)

(3) (4)

Figura 114. Graficos de viabilidade celular para os quatro ensaios diferentes com as partigoes
em acetato de etila e butanol de folhas de M. tenella (EFMT-Ac e EFMT-Bu) e E.
copacabanensis (EFEC-Ac e EFEC-Bu) nas concentra¢des de 0,14 mg.mL! (A) e 4,00
mg.mL! (B). Os resultados (1) e (2) correspondem aos ensaios de toxicidade com as cepas
BY4741 e Agshl e os resultados (3) e (4) aos ensaios de atividade antioxidante com as
respectivas cepas. Diferentes letras indicam resultados estatisticamente diferentes para cada
tratamento (p < 0.05).

Em geral, estes resultados demonstraram que todas as particdes em acetato de etila e
butanol, com diversidade estrutural de substincias fenolicas, apresentaram resultados
expressivos na protecao celular contra o estresse oxidativo causado pelo H>O», com maior
influéncia para células deficientes em seu sistema de defesa e com a delecdo do sistema de
defesa antioxidante sendo efetivamente compensada pela presenca dos extratos.

3.4.2. Avaliacao da atividade acaricida da fracao EFEC-H 38-46

A fracdo EFEC-H 38-46, que apresentou composi¢do majoritaria do sesquiterpeno 2-
metoxi-clovan-9-ol, foi testada quanto ao potencial acaricida contra carrapatos da espécie
Rhipicephalus microplus. Esta avaliagdo em especifica foi selecionada devido a tendéncia de
estudo de novos acaricidas de origem natural, em que os terpenos e 6leos essenciais tem
recebido destaque e, principalmente para esta espécie de carrapatos bovinos, mais pesquisados
devido a sua ampla resisténcia, alcance e importancia economica (BENELLI & PAVELA,
2018; NWANADE et al., 2020).
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O trabalho realizado em parceria com a zootecnista e doutoranda em Ciéncias

Veterinarias (IV-UFRRJ) Paula Marchesini no Laboratorio de Artrépodes Parasitos (LAP-
UFJF) demonstrou resultados promissores do 2-metoxi-clovan-9-ol contra o controle do
carrapato R. microplus, ainda nao publicados na literatura cientifica. Entre os principais
resultados, podemos destacar:

Teste de pacote de larvas (Larval packet test — LPT): A fragdo rica em 2-metoxi-
clovan-9-ol (EFEC-H 38-46) foi eficaz contra larvas de R. microplus, com taxa de
mortalidade superior a 90% na concentracio de 50 mg.mL! (Tabela 22). Estes
resultados estdo de acordo com a literatura cientifica, que identificou que as larvas de
R. microplus nao alimentadas apresentam sensibilidade a compostos botanicos
(MARCHESINI et al., 2018; CASTRO et al., 2019);

Tabela 22. Mortalidade em % (média + desvio padrao) de larvas ndo-alimentadas de R.
microplus tratadas com diferentes concentragdes da fragdo rica em 2-metdxi-clovan-9-ol.

Tratamentos Mortalidade (%)
Controle 0,02+ 0,0
3,125 mg.mL! 0,02+ 0,0
6,25 mg.mL! 9,5+ 7.6
12,5 mg.mL"! 27,9%+55
25,0 mg.mL! 39,1+ 9.8
50,0 mg.mL"! 93,6°+ 5,1

Diferentes letras indicam diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0.05).
Controle: Etanol 50% + DMSO 1%.

Teste de imersdo de fémeas adultas (Adult immersion test — AIT): A fragdo EFEC-H
38-46 também reduziu significativamente a quantidade de ovos e a viabilidade de
fémeas ingurgitadas (alimentadas) de R. microplus (Tabela 23). O peso das fémeas
antes da oviposi¢do ndo diferiu estatisticamente entre todos os tratamentos (p> 0,05).
Para os parametros peso dos ovos, porcentagem de eclosdo larval e porcentagem
controle, ja foi observada diferenca significativa (p <0,05) na menor concentragdo
testada (12,5 mg.mL™") quando comparada ao teste controle. O percentual de controle
variou de 55,7 a 92,9%, com valores percentuais de controle superiores a 90% nas trés
maiores concentragcdes; Outros estudos relatam esta redugdo significativa na
quantidade e viabilidade de ovos, como Marchesini e colaboradores (2020) com o
extrato metanolico de Acmella oleracea (jambu) e a substancia isolada espilantol; e
também para OEs ricos em sesquiterpenos, como OE rico em nerolidol de Baccharis
dracunculifolia, por Lage e colaboradores (2015), e OE rico em f-cariofileno de
Psidium guajava, por Castro e colaboradores (2019);

Célculo estatistico de CLso para os dois ensaios experimentais: Os valores preditos de
CLso indicaram valores baixos para larvas nio alimentadas (21,76 mg.mL™!) e fémeas
ingurgitadas (11,13 mg.mL") de R. microplus (Tabela 24). Embora as larvas sejam
comumente mais suscetiveis ao material botanico do que as fémeas ingurgitadas
devido a diferenca fisioldgica, o resultado observado foi oposto, sugerindo que a
principal substancia desta fracdo de E. copacabanensis teve diferentes mecanismos de
acdo para alterar a biologia reprodutiva de fémeas ingurgitadas, melhorando o efeito
contra a viabilidade dos ovos e apresentando menor CLso para este ensaio em vez da
mortalidade larval.
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Tabela 23. Parametros obtidos no teste de imersdo de larvas adultas (média = desvio padrao),
tratados com diferentes concentragdes da fra¢do rica em 2-metoxi-clovan-9-ol.

Massa das Porcentagem
A Massa dos ovos ~ Porcentagem
Tratamentos fémeas antes da (mg) de Eclosao Controle (%)
oviposicdo (mg) g Larval (%) °
Controle 204,7*°+ 11,4 116,3+ 38,2 88,7°+ 4,2 -
(n) (10) (10) (10)
12,5 mg.mL™! 201,52+ 7,1 64,2+ 35,0 70,0°+ 10,6 55,7
(n) (10) (10) (08)
25,0 mg.mL! 201,6°+ 12,6 79,labi 14,8 46,2bi 26,1 64,0
(n) (10) (10) (10)
50,0 mg.mL! 203,0*+ 17,3 46,6+ 33,0 17,5b°i 22,5 92,0
(n) (10) (10) (03)
100,0 mg.mL"! 202,2*+ 18,3 56,8+ 29,8 15,8+ 21,7 911
(n) (10) (10) (09) ’
150,0 mg.mL"! 202,78+ 15,5 27,9+ 25,3 11,4°+10,2 9.9
(n) (10 (10 07) ’

Tabela 24. Concentragio letal (CLso), em mg.mL"!, da fragio rica em 2-met6xi-clovan-9-ol,
obtido de folhas de E. copacabanensis, contra larvas ndo-alimentadas e fémeas ingurgitadas

de R. microplus.

CLs0 IC Valor de p
Larvas nao-alimentadas 21,76 20,70 — 22,81 <0,01
Fémeas ingurgitadas 11,13 9,96 - 12,29 < 0,01

IC — Intervalo de confianga (95%).

Todos estes resultados contribuiram para que o sesquiterpeno 2-metoxi-clovan-9-ol,
obtido do extrato das folhas de E. copacabanensis, seja destacado como potencial acaricida

natural contra larvas ndo alimentadas e fémeas ingurgitadas de R. microplus.
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4 CONCLUSAO

O estudo de desreplicagao dos extratos metandlicos e particdes de folhas de E.
copacabanensis ¢ M. tenella conduziu a identificagdo de um total de 104 metabolitos
secundarios, sendo muitos pertencentes a algumas classes de produtos naturais caracteristicos
da familia Myrtaceae.

Na primeira etapa do estudo, foi proposta a identificagdo por CG-EM nas parti¢cdes
hexanicas das duas espécies botanicas de 49 substancias, incluindo sesquiterpenos,
triterpenos, esteroides, ésteres de acidos graxos e tocoferodis. A segunda etapa, que consistiu
na desreplicagdo pelas técnicas de CLAE-DAD e CLAE-DAD-EM, contribuiu para a
identificacdo de outras 44 substancias, entre acidos fenolicos, flavonoides, derivados
catequinicos, derivados do acido elagico, taninos condensados e taninos hidrolisaveis. Outros
experimentos adicionais também geraram resultados importantes, como os 5 carotenoides
quantificados por CLAE-DAD e outras 6 substancias relatadas através das etapas de
purificagdo e isolamento de metabdlitos.

Em relagdo a cada espécie botanica, foi proposta a identificagdo de um total de 78
substancias para os extratos de folhas de E. copacabanensis, sendo 67 relatadas pela primeira
vez para a espécie botdnica. Destacam-se o 2-metoxi-clovan-9-ol, outro sesquiterpeno
derivado do anel clovano relatado para E. copacabanensis; os teores de acido clorogénico, o
galato de metila e quercitrina; e o perfil quimico variado de flavonois, derivados catequinicos,
taninos condensados e hidrolisaveis.

Para a espécie M. temella, o presente estudo conduziu a identificagdo de 64
substancias, dentre as quais 53 inéditas para a espécie botanica. Os resultados mais
importantes incluiram o perfil quimico de acido eldgico e derivados e a presenga majoritaria
dos flavondis 3-O-galoil-galactosideo, quercetina 3-O-galoil-glicosideo, hiperosideo e
isoquercitrina.

Os trabalhos em parceria geraram resultados promissores quanto a avaliagdao bioldgica
das amostras obtidas no estudo, com destaque para o potencial antioxidante in vitro e in vivo
das particoes em acetato de etila e butanol das duas espécies botanicas; e a significativa
atividade acaricida da fracdo rica em 2-metoxi-clovan-9-ol (E. copacabanensis) frente aos
carrapatos da espécie R. microplus.

Todo o estudo fitoquimico relatado no presente capitulo consiste em uma valiosa
contribuicdo para o conhecimento da composicdo quimica e potencial bioldgico de duas
espécies pouco conhecidas da familia Myrtaceae, oriundas de uma area de restinga do estado
do Rio de Janeiro.
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CAPITULO III

CARACTERIZACAO QUIMICA
DE ANTOCIANINAS EM FRUTOS
DE Myrcia eriopus
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RESUMO

Myrcia eriopus DC. (Myrtaceae) € uma espécie nativa e endémica do Brasil que produz frutos
com cor indicativa de antocianinas. Nenhuma informagdo sobretudo quanto a composi¢ao
quimica destes frutos foi encontrada na literatura cientifica. Este trabalho teve como objetivo
caracterizar as substancias fenolicas, principalmente as antocianinas, presentes nos frutos de
M. eriopus, e indicar seu potencial antioxidante. Foram empregados dois sistemas
instrumentais offline, CLAE-DAD e IES-QTdV-EM, para a caracterizagdo quimica e dois
métodos espectrofotométricos in vitro para a avaliacdo antioxidante. Cinco antocianinas
glicosiladas, delfinidina 3-O-glicosideo (1), cianidina 3-O-glicosideo (2), petunidina 3-O-
glicosideo (3), peonidina 3-O-glicosideo (4) e malvidina 3-O-glicosideo (5), foram isoladas e
identificadas através dos sistemas mencionados e da comparagdo com padrdes analiticos e
literatura cientifica. O p6 liofilizado de frutos de M. eriopus apresentou um elevado teor de
antocianinas (1878,14 mg/100 g), com maiores teores das substancias 1 e 3. Os resultados
também incluiram a presenca de 4cido galico (6) e miricetina (7), além do potencial
antioxidante determinado através dos ensaios DPPH e ABTS (CEso 2419 pg/mL e 339 pumol
Trolox/g). Este ¢ o primeiro relato sobre a composi¢do quimica dos frutos de M. eriopus,
contribuindo para o conhecimento desta espécie.

Palavras-chave: antocianinas, Myrcia eriopus, potencial antioxidante.
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ABSTRACT

Myrcia eriopus DC. (Myrtaceae) is a native and endemic Brazilian species which produces
fruits with of a color indicative of anthocyanins. No information about chemical composition
of these fruits was found in the scientific literature. This study aimed to characterize the
phenolic compounds, especially anthocyanins, present in M. eriopus fruits, and to
demonstrate their antioxidant potential. Two offline instrumental systems HPLC-DAD and
ESI-QToF-MS were employed for the chemical characterization, and two in vitro
spectrophotometric assays were adopted for the antioxidant evaluation. Five different
glycosylated anthocyanins, namely delphinidin 3-O-glucoside (1), cyanidin 3-O-glucoside
(2), petunidin 3-O-glucoside (3), peonidin 3-O-glucoside (4) and malvidin 3-O-glucoside (5),
were isolated and identified by the two offline systems and the comparison to the analytical
standards and scientific literature. The lyophilized powder of M. eriopus fruits showed a high
anthocyanin content (1878.14 mg/100 g), with greater levels of the compounds 1 and 3. The
results also included the presence of gallic acid (6) and myricetin (7), and an antioxidant
potential in DPPH and ABTS assays (ECso 2419 pg/mL and 339 umol Trolox/g). This is the
first report about the chemical composition of M. eriopus fruits, contributing to the
knowledge of this species.

Keywords: anthocyanins, Myrcia eriopus, antioxidant potential.
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1 INTRODUCAO

Entre as diferentes espécies nativas e endémicas do Brasil, podemos mencionar a
espécie Myrcia eriopus DC. Esta planta tem ocorréncia nas regides Sudeste e Centro-Oeste do
territorio brasileiro, sendo encontrada nos biomas Mata Atlantica e Cerrado. A espécie produz
pequenos frutos maduros de coloragdo arroxeada (FORZZA et al.,, 2010; ROSA &
ROMERO, 2012). Nenhuma informag¢dao quanto ao nome popular, usos tradicionais,
composi¢ao quimica ou atividade bioldgica relacionadas a espécie M. eriopus esta disponivel
na literatura cientifica. Apenas exsicatas coletadas in loco sdo encontradas em sites de
herbarios, como a Figura 115.

Figura 115. Exsicata da espécie M. eriopus (HERBARIO VIRTUAL - UFJF, [s.d.]).

Entretanto, esta espécie pertence ao género Myrcia, em que existem estudos com
isolamento de flavonoides, taninos, derivados de acetofenonas e terpenos e com potencial
biologico (CASCAES et al., 2015). Uma estratégia para a valorizagao desta espécie ¢ o estudo
dos frutos devido a coloragdo caracteristica da presenca de antocianinas. Estes metabolitos
ocorrem em diferentes orgdos vegetais como flores, frutos e sementes, sendo localizados
principalmente nos vacuolos celulares devido a sua solubilidade (LIU et al., 2018). Hibiscus,
rosa vermelha, violeta, lavanda, uva, mirtilo ou blueberry e cranberry sdo espécies conhecidas
como fontes destas antocianinas.

Quanto a sua estrutura quimica, estas substancias sao uma subclasse de flavonoides
com nucleo basico do cation 2-fenilbenzopirilio (ou cétion flavilio) e glicosilagdo no C-3.
Esta estrutura possibilita a absor¢ao de energia luminosa na regido do ultravioleta e visivel e,
por isso, uma ampla faixa de coloracdo do laranja ao azul nos 6rgdos vegetais (SANTIAGO et
al., 2016; LIU et al., 2018). Uma alta prote¢ao contra inimeros fatores bidticos e abiodticos de
stress e as propriedades antioxidantes estdo relacionadas a estas substancias nas plantas. Além
disso, os estudos cientificos tem associado as antocianinas como papel fundamental na
reducdo de doencas cronicas e degenerativas em humanos (KHOO et al., 2017; LIU et al.,
2018).

Nos ultimos anos, o Laboratorio de Cromatografia Liquida da Embrapa Agroindustria
de Alimentos tem focado em pesquisas de valorizagdo de mirtidceas através do perfil de
antocianinas e sua potencial aplicacio tecnolégica (GOUVEA et al., 2015; SANTIAGO et al.,
2016, 2018; NASCIMENTO et al., 2017). O presente capitulo teve como objetivo caracterizar
por CLAE-DAD e IES-QTdV-EM a composicdo de substancias fenolicas, em especial as
antocianinas, presentes em frutos de M. eriopus. Adicionalmente, foi determinado
indiretamente o potencial antioxidante do p¢ liofilizado destes frutos.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1. Materiais e Equipamentos

Os experimentos foram realizados com os seguintes solventes: acetona, acetonitrila e
acetato de etila grau HPLC (Tedia®, EUA), dcido fosforico grau de pureza 85% (Spectrum®,
EUA), e metanol grau LC-MS (Merck®, Alemanha). A 4gua purificada foi obtida através de
sistema Milli-Q® Gradient 10A Millipore® e Elix®/RiOs™ 5 systems (EUA). Outras
substancias utilizadas foram hidroxido de so6dio (NaOH), acido cloridrico (HCIl) e acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) da Spectrum® (EUA); e padrdes analiticos de 4cido
ascorbico, quercetina, rutina e curcumina da Merck® (Sigma Aldrich, EUA). Os ensaios de
captura de radicais foram realizados com 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e 4cido (£)-6-
hidréxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox), adquiridos da Merck® (Sigma
Aldrich, EUA), e o sal diamdnico de 2,2'-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
(ABTS™) da Roche (Brazil).

2.2 Coleta do Material Vegetal

Frutos maduros de M. eriopus foram coletados no més de setembro de 2019 no bairro
de Guaratiba, localizado no municipio do Rio de Janeiro — RJ (23°00'30.4" S, -43°32'11.2"
W), pelo professor Dr. Marcelo da C. Souza, com exsicata depositada no Herbario da UFRRJ
(RBR 55135).

2.3. Processamento dos Frutos de M. eriopus

Inicialmente, todos os frutos foram lavados em agua corrente, sendo realizada a
separacdo manual da parte comestivel (casca + polpa) das sementes. Foram pesados
individualmente quinze frutos, incluindo as sementes e as partes comestiveis, com a
determinagdo da massa média e propor¢do média para estes frutos. A umidade da parte
comestivel foi determinada por gravimetria. Apds as pesagens, a parte comestivel foi
direcionada para secagem em liofilizador de bancada modelo L101 (Liobras, Brasil) a -40°C
por 24 h. O produto seco foi moido em moinho analitico modelo A1l (IKA®, Brasil) e
estocado em embalagens metdlicas herméticas a temperatura ambiente. O procedimento esta
esquematizado na Figura 116.

Liofilizagdo a -
40°C por 24 h

Separagao
manual

Moagem em

moinho analitico

PRODUTO
LIOFILIZADO

FRUTOS
MADUROS DE
M. eriopus

Figura 116. Esquema do preparo do p¢ liofilizado dos frutos de M. eriopus (PLME).
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24. Analise Quantitativa por CLAE-DAD das Antocianinas do Po Liofilizado dos
Frutos de M. eriopus (PLME)

Para caracterizagdo do perfil de antocianinas, empregou-se a metodologia de extracao
por SANTIAGO et al. (2010). O método consistiu inicialmente na extragdo das antocianinas
em banho de ultrassom com solugdo metandlica de acido formico a 10% (v/v) e posterior
centrifugacdo e recolhimento do extrato para baldo volumétrico. O processo extrativo foi
repetido até o esgotamento da coloragdo do sobrenadante e do residuo sélido. Procedeu-se
ainda a concentragao de uma aliquota através de secagem sob ar comprimido e solubilizagdo
em uma solucdo contendo metanol e acido formico em agua (10:4,5:85,5 v/v).

A determinacdo do perfil das antocianinas foi realizada de acordo com o método de
GOUVEA et al. (2015) em sistema cromatografico com coluna de fase reversa BDS
Hypersil™ Thermo Scientific Thermo Scientific Cis (100 mm x 4,6 mm x 2,4um) e modo de
eluicdo em gradiente de solugdo aquosa de acido férmico a 5% (v/v) e acetonitrila, conforme
Tabela 25.

Tabela 25. Gradiente de elui¢do para o meétodo por CLAE-DAD para antocianinas
(GOUVEA et al., 2015).

Tempo (min) Fase A (% v/v) Fase B (% v/v)
0,00 95,0 5,0
2,00 93,0 7,0
10,00 90,0 10,0
15,00 87,0 13,0
16,50 80,0 20,0
18,00 95,0 5,0
20,00 95,0 5,0

O perfil de antocianinas foi determinado por comparagdo dos tempos de retencdo e
espectros de UV-Vis (200-600 nm) com padrdes analiticos, sendo a quantificacdo realizada
por padronizagdo externa e o resultado expresso em equivaléncia a cianidina 3-O-glicosideo
(g/100 g massa umida). Todos os padrdes analiticos de antocianinas foram isolados em
laboratério de acordo com o método de GOUVEA et al. (2012).

2.5. Analise por IES-QTdV-EM das Antocianinas de PLME

As antocianinas majoritarias presentes no po liofilizado dos frutos de M. eriopus
foram individualmente coletados no sistema CLAE através do mesmo método analitico
previamente utilizado. Uma adapta¢io com a valvula de seis canais Rheodyne® conectada na
saida da coluna permitiu uma coleta automatizada e o isolamento de cada antocianina
(GOUVEA et al., 2012), conforme Figura 117.

Figura 117. Valvula Rheodyne e o esquema de coleta automatizada.
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Cada fracdo foi analisada novamente por CLAE-DAD, sendo determinado o grau de
pureza, e em seguida injetadas diretamente no espectrometro de massas de alta resolucao IES-
QTdV-EM modelo Synapt™ G1 (Waters®, EUA). A fonte de ionizagdo por eletrospray (IES)
foi operada no modo positivo, com energias no capilar, cone de amostragem e de extragao de,
respectivamente, 3,0 kV, 25,0 V e 4,0 V, temperatura de 120°C e géas de dessolvatacdo N>
com velocidade de 12,5 L/min a 500°C. Para os experimentos de EM-EM, as energias de
colisdo foram aplicadas no frap e no tranfer, em uma faixa de 10,0 a 25,0 V. As massas
exatas e os padroes de fragmentagcdo induzido por EM-EM foram os parametros utilizados
para a confirmacao da estrutura quimica de cada antocianina.

2.6. Analise por CLAE-DAD de Outras Substancias Fendlicas de PLME

O produto liofilizado em pd ainda foi caracterizado em relag@o ao perfil de substancias
fenolicas, através dos métodos adaptados de NASCIMENTO et al. (2017) e SANTIAGO et
al., (2018) descritos previamente no Capitulo II.

2.7. Ensaio espectrofotométrico de captura de radicais sintéticos DPPH e ABTS*

O potencial biolégico do PLME foi avaliado indiretamente através dos métodos
espectrofotométricos por captura dos radicais DPPH e ABTS, também anteriormente
descritos no Capitulo II. Neste estudo, foram empregados os padroes de acido ascorbico,
quercetina, rutina € curcumina como controle positivo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Identificacio das Antocianinas Presentes no PLME por CLAE-DAD e IES-
QTdV-EM

Para a obtengdo do produto em pé liofilizado dos frutos de M. eriopus (PLME),
inicialmente foram determinadas as massas médias dos frutos e de suas partes divididas. O
fruto maduro inteiro teve massa média de 0,68 £+ 0,08 g, com 51,9 + 4,9% referente a parte
comestivel (polpa + casca) e 48,1 + 4,9% a semente. Ainda em relagdo aos resultados
preliminares, a analise de umidade demostrou uma média de 79,8 + 1,6% (p/p) para a parte
comestivel dos frutos de M. eriopus.

A partir da parte comestivel, foi obtido o produto PLME, em que procedeu-se a analise
no sistema offline CLAE-DAD/IES-QTdV-EM. Cinco picos majoritarios foram observados
no cromatograma obtido por CLAE-DAD em fase reversa, em que os espectros de UV/Vis
apresentaram duas bandas de absor¢do proximas a 275 e 520 nm e que estdo relacionados as
antocianinas (associadas ao anel A e ao anel B, respectivamente). O isolamento de cada
antocianina usando uma valvula de selecdo de seis canais Rheodyne® adaptada em um
sistema analitico permitiu andlises de EM e EM-EM, em alta resolu¢do. Os espectros de EM-
EM revelaram a perda de 162 Da para todas as substancias, sugerindo clivagem da ligacao
entre a estrutura da antocianidina e uma unidade de hexose. A Figura 118 resume todos os
dados experimentais obtidos para as cinco antocianinas.

Figura 118. Esquema ilustrativo da investigagdo das antocianinas através dos espectros
obtidos por CLAE-DAD e IES-QTdV-EM a partir do p6 liofilizado de frutos de M. eriopus:
delfinidina 3-O-glicosideo (1, tr = 5,3 min); cianidina 3-O-glicosideo (2, tr = 7,1 min);
petunidina 3-O-glicosideo (3, tr = 8,9 min); peonidina 3-O-glicosideo (4, tr = 11,3 min); e
malvidina 3-O-glicosideo (5, tr = 13,4 min).
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As substancias 1 e 3 corresponderam aos picos majoritarios do cromatograma por
CLAE-DAD. A substancia 1 (tr 5,3 min) apresentou as bandas de absor¢ao em Amax 275,9 €
523,8 nm, além dos ions molecular e produto, respectivamente, de m/z 465,1016 ([Mi]") e
303,0469 ([M; - CeH100s] 7). Esta foi identificada como a delfinidina 3-O-glicosideo (ou
mirtilina). A substancia 3 apresentou um tempo de retencdo superior a substancia 1 na
cromatografia em fase reversa (tr 8,9 min), porém com um similar espectro de UV/Vis (Amax
275,9 e 526,2 nm). Este dado espectroscopico indicou um grupo cromoforo semelhante e,
consequentemente, estruturas quimicas proximas para as duas antocianinas. A andlise por
EM-EM demonstrou um ion molecular com m/z 479,1146 ([M3]") e um ion produto m/z
317,0702 ([M3 - Ce¢Hi00s]"). As diferengas em relagdo ao tempo de retengdo e ao ion
molecular de 14 Da entre as substincias 1 e 3 sugerem a presenca de um grupo metoxila.
Assim, estes resultados permitiram a identificagdo da substancia 3 como a petunidina 3-O-
glicosideo, com um substituinte metoxila ligado ao C-3” do anel B.

Uma observacao semelhante foi possivel para a substancia 5, com um aumento ainda
maior quanto ao tempo de retencdo ¢ a massa exata. Assim, a substancia 5 (tr 13,4 min; Amax
277,1 € 528,7 nm; m/z 493,1478 - [Ms]" e 331,1028 - [Ms - CcH100s]") foi identificada como
a malvidina 3-O-glicosideo (oenina), com dois grupos metoxila em C-3" ¢ C-5".

Dois outros picos menores, correspondente as substiancias 2 e 4, demonstraram
espectros UV/Vis com deslocamento hipsocromico na banda II localizada na regido do
Visivel, sugerindo um padrdo de substituicdo inferior para o anel B em comparacdo com
antocianinas de anel B trissubstituido. A substancia 2 (tr 7,2 min) foi identificada como a
cianidina 3-O-glicosideo (crisantemina), uma das mais encontradas em alimentos, com
espectro UV/Vis com bandas de absor¢do em Amax 279,5 € 515,3 nm e ion molecular e produto
de m/z, respectivamente, 449,1120 ([M2]") e 287,0748 ([M - CsH100s5]"). Quando comparado
a substancia 1, observa-se que a substancia 2 teve mais retencdo na fase reversa e uma
diferenca de massa de 16 Da entre seus ions moleculares, sugerindo uma estrutura quimica
com um grupo hidroxila a menos em relacdo a delfinidina 3-O-glicosideo e, portanto,
corroborando com a identificagdo como cianidina 3-O-glicosideo.

Este raciocinio comparativo dos dados cromatograficos e espectroscopicos também foi
empregado para a identificagdo da substancia 4 (tr 11,3 min € Amax 267,6 € 512,8 nm), que ndo
foi isolado devido a sua menor intensidade, sugerindo que esta estrutura como a peonidina 3-
O-glicosideo, uma antocianina de anel B dissubstituida com um grupo hidroxila e um grupo
metoxila. Além disso, todas as estruturas quimicas (Figura 119) foram confirmadas por
comparagao dos dados experimentais com os padrdes analiticos das antocianinas. A Tabela 26
resume todos os dados experimentais obtidos, com o mecanismo de fragmentagcdo proposto
para as antocianinas disponibilizado na Figura 120, através do mesmo mecanismo de
rearranjo 1,3 de hidrogénio justificado para os flavonois glicosilados no Capitulo II.

R;=R,= OH (1) Delfinidina 3-O-glicosideo
R;=0OH; R,=H (2) Cianidina 3-O-glicosideo
R;=OCHj; R,=OH  (3) Petunidina 3-O-glicosideo
R;=0CH;3; R,=H (4) Peonidina 3-O-glicosideo
R;=R,= OCH; (5) Malvidina 3-O-glicosideo

OH oH
Figura 119. Estruturas quimicas das antocianinas identificadas em frutos de M. eriopus.
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Tabela 26. Antocianinas identificadas nos frutos de M. eriopus.

Substéincia tr uv MM Erro

n (Férmula Molecular) (min) (max) (g/mol) (M]” (ppm) EM-EM
Dottt (s T s s s (R0
3 Pet““i‘éigié;%%f)c‘”ideo 8.9 25725692/ 479 4791146 7,51 [Milé’féﬂésr
4 Peonid(igi%—f(—)%}igosideo 113 256172,’68/ 463 ) i i
N OMON ny TU ey i w0 HE
B ] H
vo—l H 2w - -

Rearranjo 1,3
de Hidrogénio

Cy1H,01," CyisHp,05"
m/z 465,1028 m/z 303,0499
Figura 120. Mecanismo de fragmentacdo proposto para a delfinidina 3-O-glicosideo (1),
similar para as demais antocianinas glicosiladas.

Os frutos de M. eriopus apresentaram um perfil diversificado de antocianinas, com
cinco das seis antocianidinas mais comuns encontradas em plantas superiores. Estes frutos
podem ser classificados por esta diversidade e incluidas no grupo de frutas determinadas pelo
acucar (sugar-determined fruit) devido a presenca do mesmo tipo de carboidrato (glicose)
ligado a diferentes antocianidinas (WU & PRIOR, 2005). Um perfil de antocianinas similar
foi obtido por GOUVEA et al. (2014) com os extratos de uva-preta (Vitis sp.). Por tal razdo,
foi realizada a caracterizagdo por CLAE-DAD de uvas roxas (Vitis sp.) obtidas
comercialmente. A comparagao direta dos cromatogramas (Figura 121) indica a similaridade,
porém, para os frutos de M. eriopus, foi observada a maior intensidade das antocianinas com
anel B trissubstituido, sugerindo um possivel padrdo de biossintese favorecido. Outros sugar-
determined fruit conhecidos sdo mirtilo, cranberry, cereja, acerola e jamelao (WU; PRIOR,
2005; BRITO et al., 2007).

Quanto ao teor total de antocianinas, o produto PLME apresentou 1878,14 mg ci-3-O-
glic eqv/100 g base imida, que foi 2 a 3 vezes maior do que outros pds de cascas de frutas
publicadas como jabuticaba (Myrciaria jaboticaba (Vell.) O.Berg - 504,39 mg/100 g) e
jamelao (Syzygium cumini (L.) Skeels - 878,56 mg/100 g) (SANTIAGO et al., 2016, 2018).
Apenas o po de grumixama obtido por liofilizacdo (Fugenia brasiliensis Lam - 4837,2
mg/100 g) apresentou nivel de antocianina superior ao PLME (NASCIMENTO et al., 2017).
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Figura 121. Comparacao entre os cromatogramas por CLAE-DAD do PLME (em preto) e
das uvas roxas (em azul): delfinidina 3-O-glicosideo (1), cianidina 3-O-glicosideo (2),
petunidina 3-O-glicosideo (3), peonidina 3-O-glicosideo (4), e malvidina 3-O-glicosideo (5).

Em relagdo ao perfil de antocianinas, a delfinidina 3-O-glicosideo (1256,09 + 100,66
mg ci-3-glic eqv/100 g base timida) e a petunidina 3-O-glicosideo (462,29 + 42,67 mg/100 g)
apresentaram teores majoritarios e destacados em relagdo as demais. Outras antocianinas
incluiram 66,37 + 8,36 mg/100 g de cianidina-3-O-glicosideo e 93,40 + 5,98 mg/100 g de
malvidina-3-O-glicosideo. Estes resultados demonstraram que os frutos de M. eriopus podem
ser considerados uma nova fonte de antocianinas glicosiladas.

3.2. Outros Resultados para a Caracterizacio do PLME

A metodologia de andlise de substincias fendlicas por CLAE-DAD ja empregada
nesta tese foi aplicada para o PLME. As antocianinas delfinidina 3-O-glicosideo, cianidina 3-
O-glicosideo e petunidina 3-O-glicosideo também foram detectadas nesta nova analise. Além
destas, outras duas substancias foram identificadas em comparagdo com os padrdes analiticos.
A substincia 6 apresentou um baixo tempo de retencao (tr 2,1 min) e um espectro de UV/Vis
com uma unica banda de absor¢ao de Amax 265,5 nm, sendo identificado como o acido gélico.
A substincia 7 apresentou um maior tempo de retengdo (tr 19,8 min) e duas bandas de
absor¢ao no espectro UV/Vis (Amax 252,5 nm e 362,4 nm), similar aos flavondis quercetina e
kaempferol. Esta substincia foi identificada como o flavonol nao-glicosilado miricetina. O
padrao de substitui¢do do anel B ¢ similar as antocianinas majoritarias, contribuindo para a
sugestdo da biossintese favorecida de flavonoides com o anel B trissubstituido. Outros picos
também demostraram espectros caracteristicos de flavondis, com duas bandas de absor¢ao em
250-270 e 340-370 nm. As Figura 122 e Figura 123 apresentam, respectivamente, as estruturas

quimicas das duas substincias e o cromatograma obtido por CLAE-DAD.
OH

HO (0]

HO

HO OH

OH
(6) Acido Galico (7) Miricetina

Figura 122. Estruturas quimicas das outras substancias fenolicas identificadas no PLME.
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Figura 123. Cromatograma de substancias fenolicas obtidas por CLAE-DAD, com a
identificacdo do acido gélico (6), delfinidina 3-O-glicosideo (1), cianidina 3-O-glicosideo (2),
petunidina 3-O-glicosideo (3), e miricetina (7).

Experimentos in vitro mostraram o potencial antioxidante do PLME, com CEso de
2,419 pg/mL para o ensaio do radical DPPH e 339 umol Trolox/g massa imida para o ensaio
ABTS". Estes valores foram muito inferiores aos dos compostos bioativos usados como
controles positivos, como 4acido ascorbico (CEso 22 pg/mL e 8007 pmol Trolox/g), quercetina
(CEso 155 pg/mL e 5793 pmol Trolox/g), rutina (CEso 339 pg/mL e 1417 pumol Trolox/g) e
curcumina (CEso 417 pg/mL e 2881 umol Trolox/g). Porém, quando o resultado do PLME foi
comparado com outros frutos, por exemplo, nos ensaios de ABTS”, este demonstrou uma
Otima resposta contra todas os frutos brasileiros ndo-convencionais relatados por RUFINO et
al. (2010), como jameldo (29,7 umol Trolox/g), jabuticaba (37,5 pmol Trolox/g), acerola -
Malpighia emarginata (96,6 umol Trolox/g) e camu-camu - Myrciaria dubia (153 pmol
Trolox/g).
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4 CONCLUSOES

O estudo do Capitulo III conduziu a identificagdo de cinco antocianinas glicosiladas
nos frutos de M. eriopus através de dois sistemas instrumentais offline (CLAE-DAD e IES-
QTdV-EM). As antocianinas delfinidina 3-O-glicosideo, cianidina 3-O-glicosideo, petunidina
3-O-glicosideo, peonidina 3-O-glicosideo e malvidina 3-O-glicosideo foram identificadas
através de comparagao com padrdes analiticos.

Através da técnica de liofilizagdo da parte comestivel dos frutos, foi obtido um
produto em p6é com alta concentragdao total de antocianinas, com teores majoritarios das
antocianinas trissubstituidas no anel B delfinidina 3-O-glicosideo e petunidina 3-O-
glicosideo. Este resultado foi superior a outros produtos em p6d obtidos anteriormente pelo
mesmo grupo de pesquisa.

Outras duas substincias fenodlicas (dcido gdalico e miricetina) também foram
identificadas. O p6 liofilizado de frutos de M. eriopus apresentou um maior potencial
antioxidante nos ensaios in vitro quando comparados a outros frutos brasileiros nao-
convencionais.

Este ¢ o primeiro registro cientifico quanto a composicdo quimica deste fruto,
contribuindo para o conhecimento de espécies ainda nao exploradas da familia Myrtaceae. Por
tal razdo, todo o estudo ja foi publicado em um artigo cientifico na Natural Product Research,
no presente ano (MARTINS et al., 2021).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho resultou em uma tese de doutorado com diversidade de
informacdes quanto a espécies nativas e pouco estudadas da familia Myrtaceae e localizadas
na drea de Mata Atlantica do estado do Rio de Janeiro.

A andlise de diferentes matrizes vegetais resultou na identificacao de substancias de
diferentes classes metabolicas como terpenos (mono-, sesqui-, di- e triterpenos), acidos
fenolicos, flavondis e flavanodis, taninos hidrolisaveis e condensados, antocianinas, entre
outros. Esta diversidade estrutural ¢ uma caracteristica das espécies pertencentes a esta familia
boténica.

Toda a producio cientifica obtida esta relatada no ANEXO II. E importante ressaltar
que os resultados alcancados neste trabalho de doutorado proporcionam um maior
conhecimento fitoquimico e, portanto, impactam positivamente na preservacdo destas
espécies brasileiras nativas.

Como perspectiva futura, existe a possibilidade ainda da caracterizagdo das
substancias de elevada massa molecular (superior a 1000 Da), em especial os taninos, por
técnicas de alta resolucdo, como as analises nos sistemas CLAE-DAD-EM-EM, e os
isolamentos destes taninos hidrolisaveis e condensados.

O estudo biologico de substancias ja isoladas neste trabalho deve ser enfatizado nos
trabalhos posteriores, como os derivados galoilglicosiladas de quercetina, o sesquiterpeno 2-
metoxi-clovan-9-ol e o derivado 9-acetil-2-metdxiclovano, entre outros.
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5 ANEXO 1

LISTAGEM DE SUBSTANCIAS FENOLICAS POR CLAE-DAD

* Me¢étodo empregado por CLAE-DAD em fase reversa, conforme Santiago et al. (2018),

executado no cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia Waters® Alliance 2695 acoplado
com detector de arranjo de diodos, do Laboratorio de Cromatografia Liquida da Embrapa
Agroindustria de Alimentos.

N Substincia tr (min) Amax (Nm)
Derivados do Acido Benzoico (Cs-C1)

1 Acido galico 2,108 215,8/270,3

2 Acido protocatecuico (3,4-dihidréxibenzoico) 3,743 259,6/294,1

3 Acido p-hidroxibenzoico 6,268 2549

4 Galato de metila 7,291 215,8/271,5

5 Acido 2,5-dihidroxibenzoico 7,640 211,1/328,7

6 Acido 4-hidroxifenilacético 8,488 221,7/275,0

7 Acido 2,4-dihidréxibenzoico 9,220 256,0/294,1

8  Acido vanilico (Acido 4-hidréxi-3-metoxibenzoico) 9,256 218,6/259,6/291,7

9 Acido m-hidréxibenzoico 9,552 235,9/296,5

10 Acido siringico 10,413 217,0/273,8
11 Acido elagico 16,583 252,5/364,4
Derivados do Acido Cindmico (Cs-C3)

12 Acido clorogénico (Acido 3-O-cafeoilquinico) 9,633 217,0/239,5/325,1
13 Acido cafeico 9,692 217,0/322,7

14 Acido p-cumarico 12,187 226,5/309,6

15 Acido ferulico 14,524 217,0/234,7/322,7
16 Acido m-cumarico 15,239 213,5/277,4
17 Acido sindpico 15,423 235,9/322,7

18 Acido 3-hidroxi-4-metoxicindmico 16,240 217,0/239,5/322,7
19 Acido 2,5-dimetoxibenzoico 17,807 256,0/291,7

20 Acido o-cumarico 18,033 212,3/276,2/323,9
21 Acido p-metéxibenzoico 18,340 256,0

22 Acido 3 ,4-dicafeoilquinico 20,649 217,0/243,0/326,3
23 Acido rosmarinico 20,709 328,7

24 Acido trans-cinAmico 22,888 215,8/277,4

25 Acido p-metoxicindmico 23,450 226,5/308,4

26 Acido m-metoxicindmico 24,121 215,8/277,4
Outros Acidos Orgdnicos

27 Acido 4-hidroxifenilacético 8,488 221,7/275,0

28 Acido L-(-)-fenillactico 12,661 2572
Flavan-3-ois

29 (+)-catequina 8,672 278,6

30 (-)-epicatequina 11,100 278,6
Flavonois

31 Hiperosideo 17,006 254,9/353,9

(Quercetina 3-0O-galactosideo)
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Rutina
32 (Quercetina 3-0-(6’’-O-rhamnosil)-glicosideo) 17,174 254,91353,9
Isoquercitrina
(Quercetina 3-O-glicosideo)

Kaempferina ou Afzelina

33 17,512 254,9/352,7

34 (Kaempferol 3-O-rhamnosideo) 19,144 264,3/346,7
Quercitrina
35 (Quercetina 3-O-rhamnosideo) 19,573 254,91347,9
36 Kaempferol 7-O-glicosideo 19,739 264,3/363,4
37 Miricetina 19,801 252,5/364,4
38 Morina 21,394 252,5/352,7
39 Quercetina 22,845 254,9/364,4
40 Kaempferol 24,546 265,5/364,4
41 Isorhamnetina 24,713 253,7/364,4
42 Rhamnetina 25,080 254,9/364.,4
43 Rhamnazina 25,700 254,9/364,4
Flavanonas
Narirutina
4 (Naringenina 7-O-(6"’-O-rhamnosil)-glicosideo) 19,004 212,3/283,4/329,9
Naringina
45 (Naringenina 7-O-(2’-O-rhamnosil)-glicosideo) 19,852 213,5/282,2/327,5
Hesperidina
46 (Hesperitina 7-O-(6"’-O-rhamnosil)-glicosideo) 20,606 283,41327,5
Neohesperidina
47 (Hesperitina 7-0-(2”-O-thamnosil)-glicosideo) 21,197 283.4
48 Eridictiol 22,179 286,9
49 Naringenina 24321 212,3/288,1
50 Hesperitina 24,666 286,9
Flavonas
51 Luteolina 23,034 253,7/347,9
52 Apigenina 24,469 266,7/335,9
53 Tricina 24,673 350,3
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6 ANEXO IT

PRODUCAO CIENTIFICA DO DISCENTE

Artigos completos referentes a tese publicados em periddicos:

. MARTINS, V. C.; FRANCA, L. P.; FERREIRA, Y. S.; PIRES, D. C.; CARDOSO, B.S.;
SANTIAGO, M. C. P. A.; PACHECO, S.; SOUZA, M. C.; RIGER, C. J.; GODOY, R. L.
O.; DE CARVALHO, M. G. Determination of the Phytochemical Composition and
Antioxidant Potential of FEugenia copacabanensis and Myrciaria tenella Leaves
(Myrtaceae) Using a Saccharomyces cerevisiae Model. Chemistry & Biodiversity, v. 18,
2021. DOI: https://doi.org/10.1002/cbdv.202100054.

. GONCALVES, G. M.; MARTINS, V. C.; DA COSTA, A. R. H.; FERNANDES, T. F. C;
PACHECO, S.; GAMA, P. E.; SOUZA, M. C.; GODOY, R. L. O.; LAUREANO-MELO,
R.; CORTES, W. S.: DE CARVALHO, M. G.; MARINHO, B. G. Essential oil of
Myrciaria tenella (DC.) O. Berg: effects of distillation time on its chemical composition
and evaluation of its anti-inflammatory and antinociceptive effects. Journal of Essential Oil
Research, v.33, n.4, p.394-409, 2021. DOI:
https://doi.org/10.1080/10412905.2021.1899993.

. MARTINS, V. C.; SANTIAGO, M. C. P. A.; PACHECO, S.; BORGUINI, R. G.; SOUZA,
M. C.; CARVALHO, M. G.; GODOY, R. L. O. Myrcia eriopus DC. (Myrtaceae) fruits, a
new endemic Brazilian source of bioactive anthocyanins. Natural Products Research, v.-,
p.1-6, 2021. DOI: https://doi.org/10.1080/14786419.2021.1919106.

Outros artigos completos publicados em periodicos durante o periodo do doutorado:

. MAZZA, K. E. L.; SANTIAGO, M. C. P. A.; PACHECO, S.; NASCIMENTO, L. S. M;
BRAGA, E. C. O.; MARTINS, V. C.; CUNHA, C. P.; GODOY, R. L. O.; BORGUINI, R.
G. Determination of Bioactive Compounds in Clusia fluminensis Planch. & Triana fruit’s
arils. Revista Virtual de Quimica, v.11, p-3-17, 2019. DOI:
http://dx.doi.org/10.21577/1984-6835.20190002.

. MARTINS, V. C.; GODOY, R. L. O.; GOUVEA, A. C. M. S.; SANTIAGO, M. C. P. A
BORGUINIL R. G.; BRAGA, E. C. O.; PACHECO, S.; NASCIMENTO, L. S. M. Fraud
Investigation in Commercial Coffee by Chromatography. Food Quality and Safety, v.2,
p.121-133, 2018. DOI: https://doi.org/10.1093/fgsafe/fyy017.

. SANTIAGO, M. C. P. A.; BORGUINI, R. G.; NASCIMENTO, L. S. M.; BRAGA, E. C.
O.; MARTINS, V. C; GOUVEA, A. C. M. S.; PEIXOTO, F. M.; PACHECO, S.;
NOGUEIRA, R. I.; GODQOY, R. L. O. Jabuticaba (Myrciaria jaboticaba (Vell.) O. Berg)
peel powder produced by convective drying process: a rich anthocyanin product. Fruits,
v.73, p.201-208, 2018. DOI: https://doi.org/10.17660/th2018/73.4.1.

. NASCIMENTO, L. S. M.; SANTIAGO, M. C. P. A.; OLIVEIRA, E. M. M.; BORGUINI,
R. G.; BRAGA, E. C. O.; MARTINS, V. C.; PACHECO, S.; SOUZA, M. C.; GODOY, R.
L. O. Characterization of Bioactive Compounds in FEugenia brasiliensis, Lam.
(Grumixama). Nutrition and Food Technology: Open Access, v.3, p.1-7, 2017. DOI:
http://dx.doi.org/10.16966/2470-6086.146.

180


https://doi.org/10.1002/cbdv.202100054
https://doi.org/10.1080/10412905.2021.1899993
https://doi.org/10.1080/14786419.2021.1919106
http://dx.doi.org/10.21577/1984-6835.20190002
https://doi.org/10.1093/fqsafe/fyy017
https://doi.org/10.17660/th2018/73.4.1
http://dx.doi.org/10.16966/2470-6086.146

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo):

MARCHESINI, P.; MARTINS, V. C.; FRANCA, L. P.; FERREIRA, Y. S.; DUQUE, L.
S.; MONTEIRO, C. M. O.; SOUZA, M. C.; GODOY, R. L. O.; CARVALHO, M. G.
Efeito acaricida de uma fragdo rica em 2-metoxiclovan-9-ol obtida de folhas de E.

copacabanensis Kiaersk. (Myrtaceae). In: V Jornada Fluminense de Produtos Naturais,
2019, Rio de Janeiro (RJ). V Jornada Fluminense de Produtos Naturais, 2020.

MARTINS, V. C.; PACHECO, S.; SOUZA, M. C.; GAMA, P. E.; GODOY, R. L. O;
CARVALHO, M. G. Efeito do Tempo de Destilagdo sobre a Composi¢do Quimica do
Oleo Essencial das Folhas de Myrciaria tenella O. Berg (Myrtaceae). In: V Jornada
Fluminense de Produtos Naturais, 2019, Rio de Janeiro (RJ). V Jornada Fluminense de
Produtos Naturais, 2020.

FERREIRA, Y. S.; MARTINS, V. C.; FRANCA, L. P.; JESUS, M. S. C.; PACHECO,
S.; SOUZA, M. C.; GODOY, R. L. O.; CARVALHO, M. G. Identificagdo por HPLC-
DAD de substancias fenolicas em folhas de Myrciaria tenella O. Berg (Myrtaceae). In: V
Jornada Fluminense de Produtos Naturais, 2019, Rio de Janeiro (RJ). V Jornada
Fluminense de Produtos Naturais, 2020.

FERREIRA, Y. S.; MARTINS, V. C.; FRANCA, L. P.; GODOY, R. L. O.; PACHECO,
S.; SOUZA, M. C.; CARVALHO, M. G. GC-MS Dereplication of Non-polar
Compounds of Myrciaria tenella O.Berg Leaves (Myrtaceae) In: 7th Brazilian
Conference on Natural Products, 2019, Rio de Janeiro (RJ). 7th Brazilian Conference on
Natural Products. , 2019.

FRANCA, L. P.; MARTINS, V. C.; FERREIRA, Y. S.; JESUS, M. S. C.; PACHECO,
S.; SOUZA, M. C.; GODQOY, R. L. O.; CARVALHO, M. G. Identification of Phenolic
Compounds by HPLC-DAD of Eugenia copacabanensis Kiaersk. Leaves (Myrtaceae) In:
7th Brazilian Conference on Natural Products, 2019, Rio de Janeiro (RJ). 7th Brazilian
Conference on Natural Products, 2019.

MARTINS, V. C.; FRANCA, L. P.; FERREIRA, Y. S.; PACHECO, S.; SOUZA, M. C;
GODOY, R. L. O.; CARVALHO, M. G. Non-polar Compounds of Eugenia
copacabanensis Kiaerski Leaves (Myrtaceae) by GC-MS Dereplication and NMR
spectroscopy In: 7th Brazilian Conference on Natural Products, 2019, Rio de Janeiro
(RJ). 7th Brazilian Conference on Natural Products, 2019.

MARTINS, V. C.; CARVALHO, M. G.; GODOY, R. L. O.; FRANCA, L. P;
FERREIRA, Y. S.; PACHECO, S.; SOUZA, M. C. Volatile compounds from the leaves
of two Myrtaceae species In: 42* Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica,
2019, Joinville - SC. Programa e Resumos - 42* Reunido Anual da Sociedade Brasileira
de Quimica, 2019.

FRANCA, L. P.; FERREIRA, Y. S.; MARTINS, V. C.; SANTOS, F. R.; SOUZA, M. C,;
PACHECO, S.; GODQOY, R. L. O.; CARVALHO, M. G. Constituintes quimicos volateis
de folhas de Eugenia copacabanensis Kiaersk. (Myrtaceae) In: IV Jornada Fluminense de
Produtos Naturais, 2018, Seropédica - RJ. Anais da IV Jornada Fluminense de Produtos
Naturais, 2018.

181



10.

FERREIRA, Y. S.; FRANCA, L. P.; MARTINS, V. C.; SANTOS, F. R.; SOUZA, M. C.;
PACHECO, S.; GODOY, R. L. O.; CARVALHO, M. G. Constituintes quimicos volateis
de folhas de Myrciaria tenella (DC.) O.Berg (Myrtaceae) In: IV Jornada Fluminense de
Produtos Naturais, 2018, Seropédica - RJ. Anais da IV Jornada Fluminense de Produtos
Naturais, 2018.

MARTINS, V. C.; GAMA, P. E.; GOUVEA, A. C. M. S.; SOUZA, M. C.; GODOY, R.
L. O.; CARVALHO, M. G. Perfil de substancias volateis por MEFS-CG-EM dos frutos
de Eugenia sulcata Spring ex Mart. (Myrtaceae) In: IV Jornada Fluminense de Produtos

Naturais, 2018, Seropédica - RJ. Anais da IV Jornada Fluminense de Produtos Naturais,
2018.

Capitulos de livros publicados:

. MARTINS, VICTOR DE CARVALHO; Couto, Cinthia de Carvalho; Freitas-Silva, Otniel;

BORGUINI, RENATA GALHARDO; Santiago, Manuela Cristina Pessanha de Araujo;
Gouvéa, Ana Cristina Miranda Senna; GODOY, RONOEL LUIZ DE OLIVEIRA
Desenvolvimento de método por Clue-em-em para deteccdo de adulterantes em café
torrado e moido. In: Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos;Volume 7.1* ed.Belo Horizonte -
MG: Editora Poisson, 2020, v.7, p. 127-132. ISBN: 9786586127195, Home page:
https://www.poisson.com.br/livros/alimentos/volume7/Alimentos_vol7.pdf.

Apresentacdo de Palestras e Minicursos.:

. MARTINS, V. C. Oleos Essenciais — Uma Alternativa Eco-Friendly para o Meio

Ambiente, 2021. (Extensdo, Curso de curta duracdo ministrado) VI JQUIM, IFRJ —
Campus Nilopolis, Nilopolis-RJ.

. ECHEVARRIA, A.; OLIVEIRA, M. C. C.; MARTINS, V. C. Mesa Redonda 'Botanica

Aplicada', 2019. (Conferéncia ou palestra) XXXVIII Jornada Fluminense de Botanica,
ICBS-UFRRYJ, Seropédica-RJ.

. MARTINS, V. C.; SOUZA, M. A. A. Producdo de oleos essenciais, 2020. (Extensao,

Curso de curta duragdo ministrado). I EVIQ, IQ-UFRRJ, Seropédica-RJ.

. MARTINS, V. C.; SOUZA, M. A. A. Desvendando os 0leos essenciais € suas aplicagoes,

2019. (Extensdo, Curso de curta duracao ministrado). [ EVIQ, IQ-UFRRJ, Seropédica-RJ.

. MARTINS, V. C.; BRAGA, E. C. O.; MAZZA, K. E. L. Anélise de Alimentos por CLAE,

2018. (Extensdo, Curso de curta duracdo ministrado) XXIII SEMATEC, IFRJ — Campus
Nilopolis, Nilopolis-RJ.

. MARTINS, V. C.; GOMES, A. O. Principios e Aplicagdes da Técnica de Espectrometria

de Massas, 2018. (Extensdo, Curso de curta duracdo ministrado) IV JQUIM, IFRJ —
Campus Nilopolis, Nilopolis-RJ.

. MARTINS, V. C. Principios e Aplicagdes da Técnica de Espectrometria de Massas, 2018.

(Conferéncia ou palestra) 1* Semana Integranrio, Unigranrio Campus Duque de Caxias,
Duque de Caxias-RJ.

182


https://www.poisson.com.br/livros/alimentos/volume7/Alimentos_vol7.pdf

Orientacoes (co-orientacoes) e supervisoes concluidas:

. Diego Moura Gongalves. Logistica Integrada dos Insumos ¢ das Vacinas contra COVID-19
Produzidas no Brasil. 2021. Curso (Engenharia Quimica) - Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro. Co-orientagdo junto ao professor Dr. Mario Geraldo de Carvalho. Co-
orientagdo junto a professora Dra. Fabiola Oliveira da Cunha.

. Liliana Princisval Franga. Técnicas de Isolamento ¢ Identificagdo de Metabolitos
Secundérios das Plantas e Contribuicdo ao Estudo Fitoquimico de Eugenia copacabanensis
Kiaersk.. 2021. Curso (Quimica) - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Inst.
financiadora: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico. Co-
orientagdo junto ao professor Dr. Mario Geraldo de Carvalho.

. Yasmim da Silva Ferreira. Técnicas de Isolamento e Identificacdo de Metabolitos
Secundérios das Plantas e Contribuicdo ao Estudo Fitoquimico de Myrciaria tenella (DC.)
O.Berg (Myrtaceae). 2021. Curso (Engenharia Quimica) - Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro<br/>Inst. financiadora: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnoldgico. Co-orientagdo junto ao professor Dr. Mario Geraldo de Carvalho.

. Milene Gomes de Sousa. Utilizacdo de Subprodutos da Uva. 2017. Curso (Farmacia) -
Centro Universitario da Zona Oeste. Co-orientagdo junto a professora Dra. Catharina E.
Fingolo.

Participacdo em bancas de trabalho de conclusdo:

. RIGER, C. J.; SILVA, A. P. P.; MARTINS, V. C. Participacdo em banca de Barbara de
Souza Cardoso. ESTUDO DA CITOTOXICIDADE E DO POTENCIAL
ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS BRUTOS DE Myrciaria tenella E Eugenia
copacabanensis EM CELULAS DE Saccharomyces cerevisiae. 2021. (Quimica)
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

. CASTRO, R. N.; LIMA, M. E. F.; MARTINS, V. C. Participacdo em banca de Rafael
Ferreira dos Santos. ESTUDO QUIMICO E AVALIACAO DO POTENCIAL
ANTIMICROBIANO DA GEOPROPOLIS DE ABELHA SEM FERRAO URUCU-
AMARELA (Melipona rufiventris)., 2021. (Quimica) Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro.

. MARQUES, C. A.; MARTINS, VICTOR DE CARVALHO; NASCIMENTO, A. M.
Participacdo em banca de Thaise Reis Simdes. Cranberry (Vaccinium macrocarpon Aiton -
Ericaceae): Aspectos farmacognosticos do fruto, 2019. (Quimica) Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro.

. COSTA, L. C.; JORDAO, A. K.; MARTINS, V. C. Participagao em banca de Elaine
Macedo do Nascimento. Processo Fenton Heterogéneo no Tratamento de Efluentes - Uma
revisdo da Literatura, 2018. (Farmacia) Centro Universitario da Zona Oeste.

. CARVALHO, M. G.; SUZART, L. R.; MARTINS, V. C. Participagdo em banca de
Mariana Rodrigues da Silva. Técnicas de isolamento e identificacdo de metabolitos
especiais de plantas e contribui¢do ao estudo de Cespedesia spathulata (Ochnaceae), 2018

183



(Quimica) Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

e Organizacdo de evento cientifico:

1. CASTRO, R. N.; CHAVES, D. S. A.; PINTO, H. R.; MARTINS, V. C. IV Jornada
Fluminense de Produtos Naturais, 2018, UFRRIJ, Seropédica-RJ.

184



