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EPIGRAFE
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Isaac Newton
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Estudo quimico e atividade antifungica de Anemia tomentosa (Anemiaceae) e

volateis de Schinus terebinthifolius (Anacardeaceae).

Autora: Juliana Lago Leite; Orientador: Prof. Dr. Djalma Menezes de Oliveira; Co-

orientadora: Prof2. Dr2, Rosane Moura Aguiar

Resumo: Esta dissertacdo trata do estudo quimico e farmacolégico das plantas,
Schinus terebinthifolius e Anemia tomentosa, coletadas de espécimes encontradas no
municipio de Jequié, regido Sudoeste da Bahia. Os 6leos essenciais dos frutos de trés
acessos de S. terebinthifolius foram extraidos, quantificados e identificados por CG-
EM em trés periodos de frutificacdo da planta no ciclo de um ano. Os principais
volateis foram: a-pineno, B-pineno, B-ocimeno e J§3-careno como 0s constituintes
majoritarios. O Oleo essencial de S. terebinthifolius apresentou atividade fungicida
frente aos fungos Cryptococcus gatti e C. neoformans e atividade moderada frente as
cinco linhagens de Candida spp. O estudo quimico das folhas de A. tomentosa
permitiu a identificacéo e quantificacdo de 21 componentes do 6leo essencial por CG-
EM e analise por espectroscopia de RMN, destacando como constituintes majoritarios
0s sesquiterpenos: (-)-presilfiperfolan-18-ol, presilfiperfolan-8a-ol e silfiperfol-6-eno.
O fracionamento cromatografico de extratos de folhas de A. tomentosa permitiu isolar
dois compostos, o sesquiterpeno (-)-presilfiperfolan-1-ol (10), encontrado no OEAT
e na fracdo em acetato de etila e 0 acido graxo hexadecanoico (22) na fracdo em
hexano. A elucidacdo estrutural do sesquiterpeno foi determinada por técnicas
espectrométricas de RMN de H e 3C (1D e 2D), IV e CG-EM. O &cido graxo
hexadecandico foi identificado por CG-EM. O extrato metandlico e o 6leo essencial
das folhas de A. tomentosa apresentaram atividade bioldgica frente aos fungos

patogénicos oportunistas: Cryptococcus gatti e C. neoformans.

Palavras-chave: Schinus terebinthifolius, Anemia tomentosa, Oleo essencial,
prelisperfolan-1-ol.

Keywords: Schinus terebinthifolius, Anemia tomentosa, Essential oil, presilperfolan-
1-ol



Chemical study and antifungal activity of Anemia tomentosa (Anemiaceae) and
volatile Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae).

Author: Juliana Lago Leite; Advisor: Prof. Dr. Djalma Menezes de Oliveira; Co-
Advisor: Prof2, Dra. Rosane Moura Aguiar

Abstract: This dissertation reports the phytochemical study of two plants: Schinus
terebinthifolius (Anacardiaceae) and Anemia tomentosa (Anemiaceae), both collected
from specimens found in the municipality of Jequié, Bahia. The essential oils of the
fruits of three accessions (11/2015, 05/2016 and 08/2016) of S. terebinthifolius
extracted by hydrodistillation and and constituents quantified/identified by GC-FID/GC-
MS, as well, tested against pathogenic fungi of genera Candida (five strains) and
Cryptococcus (two strains). The constituents of B-caryophyllene oxide (6.84%), a-
pinene (22.0%) B-pinene (31.4%) were major in the essential oil samples of fruits
collected in November (11/2015 ). The a-pinene (15.8%), B-myrcene (13.3%) and (-
ocimene (35.4%) were significant in the essential oil of fruits collected in May
(05/2016). However, in the essential oil of the fruits collected in August (08/2016)
predominated in &3-carene (83.4%), followed by B-myrcene (5.10%). Samples of
essential oil of fruits of S. terebinthifolius rich in a-pinene and B-pinene showed relevant
activities against pathogenic fungi strains of Cryptococcus gattii (15.6 pug L?), C.
neoformans (7.8 pug L?), and other five Candida spp., including C. albicans (125 pg L
D). This study also found the chemical constituents and evaluated the antifungal
potential of leaves of Anemia tomentosa that occurs in Jequié. Essential oil of A.
tomentosa (EOAT) with a delightful citrus-woody smell was obtained by
hydrodistillation in Clevenger apparatus and submitted to GC-MS and *H and 3C
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) techniques, allowig the identification of 21
components, highlighting as the sesquiterpenes: (-)-presilfiperfolan-18-ol (35.53%),
presilfiperfolan-8a-ol (15.19%), silfiperfol-6-ene (14.04%), B-caryophyllene (6.72%)
and presilfiperfol-7-ene (5.20%). The sesquiterpene (-)-presilfiperfolan-16-ol was
obtained pure by liquid chromatography from the A. tomentosa leaves, moreover, their
tricyclic structure and stereochemistry unambiguously elucidated by 1D and 2D NMR
techniques, including unpublished data NOESY data. The methanol extract of the
leaves of A. tomentosa showed modest biological activity (up to 125 pg L) against
Cryptococcus gatti, C. neoformans. The purity of EOAT in sesquiterpenes of pleasant

odors makes this essential oil a potential input for cosmetic applications.
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INTRODUCAO GERAL

A quimica dos produtos naturais é a sub-area mais antiga da Quimica Orgéanica.
O Brasil se encontra em uma posicéo privilegiada para a ciéncia dos produtos naturais,
por ser um pais com uma rica biodiversidade e por ter consolidado um corpo de
pesquisadores de produtos naturais principalmente na primeira década do século XXI
[1]. Porém, a escassez de investimentos em tecnologias e ciéncias nos ultimos anos
€ um dos principais motivos que podem levar ao declinio a contribuicdo da ciéncia
brasileira no ambito mundial em pesquisas na area de produtos naturais. Embora
desigualmente distribuidas pelo Brasil, o avan¢o de pesquisas envolvendo produtos
naturais abrange o0s mais diversos ramos por suas propriedades; medicinais,

cosméticas, aromaticas, corantes ou nutracéuticas de diversos extratos de plantas.

O uso de plantas medicinais e seus substratos ativos, com finalidades
terapéuticas, € uma rica tradicdo e é conservada por diversos povos. Fitoterapicos
estdo sendo amplamente utilizados como alternativa ou substitutos de substancias
sintéticas no tratamento de inUmeras doencas, devido ao seu baixo custo e ser menos
agressivo ao organismo. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimas que 65-
80% da populacao dos paises em desenvolvimento utilizam plantas como Unica forma
de acesso aos bésicos de saude. Esses numeros tendem a um crescente com a
evolucdo dos estudos dos recursos naturais e o interesse por alimentos, aditivos e

medicamentos de origem natural pelos consumidores [2].

O desenvolvimento de pesquisas fitoquimicas com uso de substratos vegetais
vem sendo motivadas pela diversidade de substancias ativas encontradas em plantas
no intuito de explorar as propriedades medicinais, tanto dos volateis, quanto de suas
substancias fixas. Os Oleos essenciais vém despertando interesse e ganhando
destaque devido suas varias aplicacdes como produtos farmacolégicos, cosméticos e
alimentar. Metabdlitos secundarios de plantas, os 6leos essenciais possuem diversas
propriedades: antioxidante, antimicrobianos, antissépticos, antifingicos, repelente,
termogénicos entre outras que agregam e aumentam o valor e o interesse por esse
recurso natural. Esses s&o constituidos principalmente de monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropanoides e podem ser extraidos de varias partes das plantas

por diversas técnicas, hidrodestilagéo, arraste a vapor, prensagem entre outras.
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A Schinus terebinthifolius, conhecida popularmente como “pimenta-rosa”
pertencente a familia das anacardeaceaes, apresentou em estudos preliminares, rica
constituicdo quimica de metabdlitos monoterpenicos, destacando a alta concentracao
de a e 8 pinenos que sao relatados como responsaveis pela atividade antifingica de

Oleos essenciais de outras espécies de plantas.

Jequié é conhecida por um clima seco e quente durante quase todo o ano.
Anemia tomentosa é um vegetal tipico de regifes rochosas e Umidas e uma especime
foi encontrada na regido rural do municipio de Jequié se adaptando ao clima da regiéo.
Esta espécime pode ter sofrido modificacdo quanto a sua constituicdo quimica com
relacdo a espécie de origem em regides Umidas despertando assim curiosidade
cientifica, assim como sua composi¢ao quimica rica em compostos sesquiterpendides

incomuns.
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CAPITULO |

Acéo antifungica de 0leo essencial extraido de frutos de Schinus

terebinthifolius sobre linhagens de Cryptococcus spp. e Candida

SpPPpP.
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1.0 INTRODUCAO

Espécies de Cryptococcus neoformans e C. gatti séo as principais causadoras
da criptococose, uma infec¢cdo micotica sistémica que afeta principalmente individuos
imunodeficientes. A busca por novos farmacos para o tratamento da criptococose €
continua, pois os antifungicos utilizados na terapéutica sdo escassos e apresentam
problemas como toxicidade e baixa eficacia fungicida. Atualmente, os antifingicos
utilizados no tratamento da criptococose séo anfotericina B, 5-flucitosina e fluconazol.
Espécies de leveduras C. gattii apresentam aptiddo em promover infecgbes que séo
resistentes a estes farmacos, o que reduz a eficiéncia nas intervengdes terapéuticas
[1-4]. Cepas da levedura Candida albicans também séo relacionadas com infeccdes
oportunistas, sendo um dos principais causadores de infec¢bes urindrias, que

apresentam resisténcias a varios antibiéticos disponiveis. [5]

O uso de plantas medicinais e seus substratos ativos estdo sendo amplamente
utilizados como modelos ou substitutos de substancias sintéticas, no tratamento de
inimeras doencas, incluindo as patologias causadas por fungos. O alto custo dos
medicamentos industrializados, a dificuldade de acesso pela populagéo a assisténcia
médica e farmacoldgica, e os inUmeros efeitos colaterais causados por drogas
sintéticas sao alguns dos fatores que contribui para 0 aumento do uso de fitoterapicos

e farmacos originarios de plantas [6,7].

1.1 Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais (OE) sdo misturas complexas de substancias volateis
provindas dos metabdlitos secundarios de plantas (Fitogénicos). Os OE’s sao soluveis
em solventes apolares e quando expostos ao ar a temperatura ambiente evaporam
rapidamente, por isso sdo chamados de 6leos volateis, simplesmente. Também sao
conhecidos como 6leos essenciais e/ou etéreos, por seu aroma agradavel e intenso,
e por serem sollveis em solventes apolares como o éter. Em meio aquoso, OE’s
formam uma dispersdo denominada de hidrolato, apesar de apresentar uma
solubilidade limitada em agua, os OE’s geram aromaticidade a mesma [8], produzindo

agua perfumada ou odoriferas.
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Os OE’s podem ser extraidos de diferentes partes de uma planta das flores,
folhas, cascas do caule, raizes, rizomas, frutos e sementes, e suas composicoes
guimicas podem variar segundo essa localizacdo. Os métodos de extracdo de 6leos
volateis também variam conforme o material obtido, bem como sua proposta de
utilizagéo ou aplicagdo. O método de extracdo dos OE’s mais comum € por arraste a
vapor d’agua, a hidrodestilacdo. Durante a destilacdo, a agua, a acidez e a
temperatura podem provocar hidrélise, rearranjos, isomerizacdes, racemizacdes e
oxidagbes dos constituintes quimicos dos 0leos extraidos. Outras técnicas muito
comuns utilizadas sdo: a prensagem de pericarpos, extragdo com solventes organicos

e a extracao por gas CO2 em condigbes supercriticas [8].

Na sua maioria os OE’s sao liquidos incolores, apresentam sabor acre e
picantes, apresentam indice de refracdo baixo e sdo opticamente ativos. Os OFE’s
também se caracterizam por sua instabilidade, em geral, na presenca de oxigénio, luz,
calor, umidade e metais. OE’s podem sofrem reacfes de degradacdo e essa
instabilidade quimica dificulta sua conservacdo tornando o processo de

armazenamento fundamental para a manutencao de sua qualidade [8].

Os oOleos essenciais sintéticos sdo imitagdes dos naturais, porém para uso
farmacéutico a farmacopeia permite apenas o uso de Oleos fitogénicos, Oleos
essenciais provindos de plantas. Os 6éleos fitogénicos, na sua maioria, apresentam
compostos de estruturas quimicas formadas basicamente por carbono, hidrogénio e
oxigénio. Esses 6leos sao constituidos de hidrocarbonetos da classe dos terpenos,
monoterpénos (Cio) e sesquiterpénos (Cis), seus derivados oxigenados (&lcoois,
ésteres, aldeidos, fendis, 6xidos e cetonas) e, eventualmente, estes apresentam
compostos benzendides originados da rota dos fenilpropandides. Os 0Oleos volateis
ricos em monoterpenos oxigenados e/ou fenilpropanoides apresentam varias
atividades bioldgicas, no tratamento as acdes contra fungos, bactérias, insetos entre
outras. [7,9]

Quimicamente os terpenoides sao biossintetizados, pela condensacgédo de
unidades isoprénicas ativas (IPP) (estrutura quimica pentacarbonada e fosforilada),
gue por sua vez, origina-se do acido mevalonico (MEV). A biossintese dos terpenos
ocorre via acido mevalbnico (MEV). O acido mevalonico (Figura 1, p.22) é formado da
condensacdo de uma unidade de acetoacetil-CoA com uma molécula da acetil-CoA

que apos condensacédo alddlica é hidrolisado a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA, e a qual
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é reduzida ao &cido mevalénico em uma reacao irreversivel. Este intermediario, o
acido mevalonico, é pirofosforilado e desidratado para formar o isopentenil pirofosfato
(IPP), unidade béasica da formacéo dos terpenos. A molécula do IPP e seu isbmero
tautdmero, o dimetilalil difosfato (DMAPP) se unem por meio de reacdes que
constituem a rota do metileritrinol fosfato (MEP), formando uma molécula de 10
carbonos, a geranil difosfato (GPP), que da origem aos monoterpenos. A ligacdo do
IPP com uma molécula GPP forma o farnesil difosfato (FPP), composto por 15
carbonos precursor da maioria dos sesquiterpenos. A biossintese dos terpendides vao
de ligacdes sucessivas de IPP até sesterpenos (Czs) [8].

COSCoA OH
Acetil-CoA OH
+ i HMGCoA-redutase OH
Acetoacetil-CoA _— =
N
(@] (@) o o
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA Mevalonato
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l
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1x IPP _—
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Figura 1. Biossintese dos terpendides via Mevalonato (SIMOES et al., 2007).

Os terpenos séo classificados pelo numero de unidades isoprénicas que

possuem: monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Czo), triterpenos
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(C30) e politerpenoides com 40 ou mais atomos de carbonos. Os terpenos sao
constituintes de uma grande variedade de substancias vegetais sendo os OFE’s

constituidos, em sua maioria, por monoterpenos. [8]

A composicdo quimica dos OE’s podem sofrer variacdes devido a fatores
genéticos, ambientais e de manejos quando se trata de plantas cultivadas. Os fatores
genéticos sdo especificos para cada espécie, ja os fatores ambientais e de manejo
gue influenciam o principio ativo de uma planta, dependem diretamente do clima, solo
umidade, temperatura, ambiente, altitude, idade da planta, herbivoria, ataques de
patégenos, disponibilidade de macros e micros nutrientes e agua, fotoperiodo
radiacdo UV, composicdo atmosférica, ritmo circadiano, indice pluviométrico,
aspectos sazonais, horéario e condi¢cdes de colheita, estocagem, tempo de extracao,
estado de maturacdo dos frutos, entre outros. A constancia de concentracado de
metabdlitos secundarios em plantas € praticamente inexistente e sdo diretamente

influenciadas por fatores climaticos sazonais e por flutuagdes climaticas diarias [10].

1.2 Oleos Essenciais do Género Schinus Empregados como Fungicidas

Os oOleos volateis sdo misturas complexas de compostos quimicos que podem
variar sua composicao, por diversos fatores dificultando assim a determinacéo exatas
dos compostos responsaveis pelas atividades farmacoldgicas apresentadas. Porém,
algumas propriedades farmacoldgicas de 6leos volateis sdo bem estabelecidas como
a acao antisséptica, propriedade que inibe o crescimento de bactérias e fungos [8].
Essa propriedade estd ligada a composicdo quimica dos OE’s que é basicamente
formado por monoterpendides, metabdlitos secundarios que apresentam alta

atividade antimicrobiana, a exemplo dos a-8 pinenos.

Pinenos sdo monoterpenos que podem ser encontrados nos 6leos essenciais
de varios vegetais. Diversas atividades bioldgicas sédo associadas aos isomeros a e
B-pinenos incluindo as atividades inseticidas e fungicidas. Estes dois compostos,
também podem existir como isGmeros Opticos ou enantibmeros e seus isOmeros
podem apresentar diferentes propriedades bioldgicas e toxicidades. Sendo os
enantiomeros dextrogenos dos a e - pinenos 0s que apresentam atividade contra 0os

fungos Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Rhizopus oryzae [11].
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Os Oleos essenciais de Schinus sdo usados na medicina popular para tratar
distarbios respiratorios, micose e infeccdes invasivas. E essas caracteristicas sao
atribuidas a presenca de altos niveis de monoterpendides nessas espécies [12],
incluindo os compostos a e 8- pinenos. Para avaliar a eficacia dos volateis dos frutos
de Schinus como antissépticos, testes sdo relatados na literatura por diversos

pesquisadores.

O dleo essencial dos frutos maduros da S. terebinthifolius extraido por Cole et
al (2014) [13] exibiu um alto potencial antibacteriano contra cepas de Escherichia coli;
Bacillus sp.; Pseudomonas sp.; Klebsiella oxytoca; Corynebacterium sp.; Nocardia sp.;
Staphylococcus aureus; Enterobacter sp.; E. agglomerans e Streptococcus group D.
com algumas espécies demonstrando maior sensibilidade ao OE quando comparadas
ao valor do Gram-positivo. Assim como para o estudo de Dannenberg et al. (2016)
[14] onde o OE dos frutos da Schinus terebinthifolius em duas fases de
amadurecimento (maduros e verdes) apresentaram atividade frente a 15 bactérias
sendo que os frutos maduros apresentaram para 10 casos uma inibicdo 67% maior
que o OE dos frutos verdes.

As propriedades fungicidas dos OE’s vao além do uso medicinal. Santos et al
(2010) [15] estudaram o efeito do OE’s de S. terebinthifolius e S. molle contra doencas
causadas por fungos fitopatogénicos que afetam producdes agricolas e o OE da S.
terebinthifolius apresentou uma promissora atividade antifingica contra Botytis ssp

isolado de "gerberas"” e rosas.

1.3 Schinus terebinthifolius Raddi

Anacardiaceae é uma pequena familia de plantas que apresenta cerca de 70
géneros com 600 espécies. O género Schinus exibe cerca de 29 espécies [16]; € um
género nativo da América do Sul e endémica na Argentina, Paraguai e na costa
brasileira [17], principalmente na regido de Mata Atlantica, desde o nordeste até o sul
do pais. Dentre as espécies mais comuns do género Schinus esta S. terebinthifolius
Raddi.
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Figura 2. Schinus terebinthifolius Raddi

S. terebinthifolius Raddi, conhecida popularmente por “aroeira-vermelha”,
“pimenta-rosa”, “aroeira da praia” € encontrada ndo s6 na América do Sul, mas
também na Europa Mediterranea, Sul da Asia, Africa, América Central em regides
tropicais ou semitropicais [17]. Na regido sul dos EUA principalmente na Flérida e nas
llhas Hawaiina a S. terebinthifolius € considerada uma erva daninha, uma praga
colonizadora de habitats que ameaca a biodiversidade da regido [16]. Em Jequié essa

espécie é conhecida genericamente como “aroeira”.

E uma arvore de 4 a 7,5 metros de altura, tronco espesso, copa densa com
folhas compostas de 3 a 10 pares de foliolos e serreadas, flores pequenas de
coloragdo amarelas-claras e aromaticas como os frutos que séo do tipo drupa e tém
coloragéo inicialmente verde e depois torna-se vermelhos; a semente € Unica,
marrom-escura e mede cerca de 0,3 milimetros de diametro [17,18] € uma arvore que
suporta uma grande variacdo de condi¢cdes ambientais e seus frutos sédo proliferos.
No Brasil devido as suas caracteristicas e aparéncia a aroeira-vermelha € uma arvore
ornamental bastante utilizada na recuperacdo de areas degradadas e arborizagédo
[7,18].

A resina da aroeira foi utilizada pelos jesuitas para preparar o "Balsamo das
Missdes", famoso no Brasil e no exterior. J4 seus frutos séo utilizados para azia e
gastrite [19]. Ainda na medicina popular seus frutos sdo usados como anti-
inflamatério, no tratamento de feridas, reumatismo e nos tratamentos de problemas
respiratérios e urinarios, principalmente os causados por Candida spp. [5,20]. Vale
ressaltar que nem todas essas propriedades descritas pela cultura popular foram
comprovadas cientificamente.
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Os frutos da S. terebinthifolius, conhecido no mercado de especiarias como
‘pimenta-rosa’ € de grande interesse na industria de alimentos por seu aroma e sabor
picante e vem sendo muito estudos quanto a sua composi¢cao quimica e atividades
farmacologicas. Seus frutos sdo ricos em Oleo essencial e apresentam uma

composicdo quimica predominante em compostos terpenoides.

Estudos quimicos descritos na literatura sobre 6leos essenciais de folhas, flores
e frutos de Schinus de diferentes regibes demonstram que esses sdo constituidos
basicamente de mono e sesquiterpénicos [5,17]. Barbosa et al. (2007), em seu estudo
verificou que o OE dos frutos maduros se difere do OE dos frutos ndo maduros. Foi
observado no OE dos frutos maduros a predominancia de metabdlitos secundarios da
classe dos monoterpenos (90%). Os frutos verdes apresentaram como componentes
majoritarios compostos da classe dos sesquiterpenos (78%) [17]. Relatos anteriores
indicam que os Oleos essenciais extraidos de frutos da S. terebinthifolius sédo
constituidos majoritariamente de monoterpenos, principalmente de o ou B-pineno, 0s
quais apresentaram varias atividades biologicas, tais como, aleopatica [17],

tripanocida [22] e citotoxica [23].

O municipio de Jequié, localiza-se no centro-sul do estado da Bahia. Situada
em uma zona limitrofe entre Mata Atlantica e Caatinga (predominante), se destaca por
possuir temperaturas elevadas durante quase todo ano. Nos solos salinos,
caracteristicos da caatinga, predomina a vegetacao xerdfita e espécies tipicas como
a S. terebinthifolius [21]. A S. terebinthifolius da regido de Jequié apresenta seu
periodo frutifero entre os meses de maio a novembro. Periodo este que exibe uma
grande variacdo climatica na regido com baixa pluviosidade, onde o més mais seco
(novembro) apresentou uma diferenca de precipitacdo de mais de 300 mm, a menos,
em relacdo ao més mais chuvoso, janeiro, esses meses foram 0s que apresentaram
as temperaturas mais altas. As temperaturas médias variaram 5,8 °C ao longo do ano.
O més de maio, periodo do outono, as temperaturas variaram de 17,0 a 34,0°C, ja nos
meses de novembro e seguintes, os termémetros chegam a marcar temperaturas de
verdo acima de 40°C na sede do municipio, como mostra o grafico da Figura 3 (p.28)
[24]. O fator climatico pode distinguir, quanto a composi¢cdo quimica, a espécie de
aroeira (S. terebinthifolius) da cidade de Jequié das demais que ocorrem em outras

regidbes que possuem um micro clima mais ameno.
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Figura 3. Gréfico climatico com os dados de chuvas em mm e temperaturas em °C entre novembro de
2015 e outubro  de 2016 no municipio de  Jequié-Ba. Disponivel em
http://www.agritempo.gov.br/agritempo/index.jsp.

Considerando que ndo foram encontrados relatos sobre as propriedades
antifingica do 6leo essencial da S. terebinthifolius da regido de Jequié este estudo
objetiva caracterizar e avaliar os OE’s de frutos da S. terebinthifolius, da area urbana
de Jequié, quanto a sua composicdo quimica e avaliar a atividade antifingica do volatil
frente a duas linhagens de fungos oportunistas do género do Cryptococcus e outras

cindo espécies do género Candida.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer a constituicdo quimica dos OE’s dos frutos maduros da Schinus
terebinthifolius da regido de Jequi€é, Bahia, Brasil, coletados em trés periodos do ano,
e avaliar por teste microbiolégico, o 6Oleo essencial, contra fungos patogénicos

oportunistas do género Cryptococcus e Candida.

2.2 Objetivos Especificos

1.1 Extrair e quantificar os 6leos essenciais dos frutos de Schinus terebinthifolius.

1.2 Identificar e quantificar os constituintes quimicos dos 6leos esséncias de Schinus
terebinthifolius por cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-EM).

1.3 Avaliar a acao inibitoria sobre o crescimento de cinco linhagens de Candida spp.

e duas de Cryptococcus spp., 0 0leo essencial de frutos de S. terebinthifolius.
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3.0 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material Vegetal

As amostras de frutos de S. terebinthifolius Raddi, num total de trés, foram
coletadas na zona urbana do municipio de Jequié em trés periodos frutiferos do ano
em que as temperaturas ambientes sdo consideradas frias, moderada e quente para
os padrdes locais. Sendo a coletas realizadas nos meses de maio/2016, agosto/2016
e novembro/ 2015. A primeira coleta foi no dia quinze do més de novembro do ano de
2015, uma amostra de fruto foi coletada de uma arvore na calcada de via publica,
frente a mercearia Sr. do Bonfim, localizada na Avenida Senhor do Bonfim, no bairro
Pau Ferro. Apos a extracao do 6leo, a amostra pura do OE dos frutos foi denominada
de OFr-11, em referéncia ao més da coleta, novembro; Em vinte e cinco de maio do
ano de 2016, foi feita a segunda coleta de frutos foi feita na Rua da Luz, no bairro do
Km 03. ApOs a extracdo, uma amostra desse 06leo codificada com o acrénimo OFr-05.
A terceira e ultima amostra foi coletada no dia vinte e um de agosto do ano 2016 nos
jardins do prédio onde funciona o Curso de Pos-graduacdo em Relacdes Etnicas da
UESB, situado a rua Jodo Rosa, no bairro Pau-Ferro, Bahia, Brasil. Apds a extracao,
a amostra do 06leo da terceira coleta foi codificada pelo acrénimo OFr-08. Exsicatas
das plantas estudadas foram encaminhadas para o Herbario da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia, a qual foi depositada sob o registro da espécie de
Schinus terebinthifolius, HUESB 10578.

3.2 Extracdes dos Oleos Essenciais

Os trabalhos foram realizados nos Laboratorio de Oleo Essencial/DQE da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia- UESB, sob a supervisdo da Dra.
Rosane Moura Aguiar e a andlise quimica dos volateis de Schinus terebinthifolius
foram realizadas no Laboratério de Cromatografia Dr. Jailson Bittencourt/DQE da
UESB.

Foram coletados 745,295 g de frutos maduros frescos para a extracédo de OFr-
11; 942,514 g para o OFr-05 e 915,386 g para OFr-08. Em seguida, cada amostra, foi
limpa e triturada em almofariz, sendo transferida para um baldo com agua destilada,
conectado a um sistema extrator tipo Clevenger permanecendo por 3 horas. Os

hidrolatos extraidos formam secos em sulfato de sédio anidro (Na2S0Oa4). Os 0leos
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essenciais obtidos foram analisados para a obtencdo das massas especificas e

rendimentos.

3.3 Anélise por Cromatografia Gasosa

As andlises cromatograficas de OEFrST foram conduzidas em um
cromatografo a gas, Schimadzu, modelo QP2010-SE, acoplado a um detector por
espectrometria de massa (CG-EM) equipado com um detector de filtro de ions por
quadrupolo simples, que opera no modo impacto eletrénico (70 eV.), ajustado com
velocidade de scan (scan speed) de 1000; e deteccdo de fragmentos de m/z entre 45
para 800 Da. Foi empregada uma coluna capilar OV-5 (OVSC, Ohio, USA) de 30 m
de comprimento e 0,25 mm de diametro interno, dotada de uma fase estacionaria
composta por um filme de 0,25 pm dimetilpolisiloxano com fenila (5%). O Hélio (CG-
EM) foi utilizado como géas de arraste a 1,8 mL.mint. Foram utilizadas as seguintes
temperaturas: injetor 220 °C, detector 240 °C. O aquecimento do forno/coluna foi
programado para iniciar a 40 °C (mantido por 1 min), a uma razdo de 3 °C.min! até
280 °C (permanecendo por 4 min). O volume de injecao foi de 1pL de solucéo da
amostra (5% em CH2Cl2) e divisor de fluxo (split de 1:10). A identificacdo de cada
componente detectado foi realizada por comparagcdo entre 0os espectros de massas
obtidos no cromatograma de ions totais (TIC) por consulta ao banco de dados NIST
11 residente no programa computacional do aparelho e também por dados espectrais
da literatura (NIST-EUA: http://www.nist.gov/) [26], bem como pela comparacédo de
indices cromatogréficos calculados com os respectivos dados para a colunas similares
a OV-5 (Adams, 2007) [25]. Os indices de retencéo (IR) foram calculados aplicando
os dados de analises CG-EM de OFE’s de S. terebinthifolius e de uma mistura de

hidrocarbonetos lineares (Cs-C2s).

3.4 Avaliacdo da Atividade Bioldgica

Ensaios para avaliar atividade antifungica dos 6leos essenciais da
S.terebinthifolius (OFr-11) foram realizados no Laboratério de Taxonomia,
biodiversidade e biotecnologia de Fungos do Departamento de Microbiologia/ ICB da

Universidade Federal de Minas Gerais sob a supervisdo da Profa. Susana Johann.

O OE foi testado contra C. albicans (SC5314), C. tropicalis (ATCC 750), C.
krusei (ATCC 20298), C. glabrata (ATCC 2001), C. parapsilosis (ATCC 22019),
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Cryptococcus gattii (ATCC 24065) e C. neoformans (ATCC 24067). Estas leveduras

foram mantidas em ultrafreezer a — 80 °C.

Os in6culos foram preparados a partir de colénias jovens, com crescimento em
Agar Sabouraud Dextrose (ASD), durante 24 horas, a 35°C em 5 mL de solucéo salina
estéril. A suspensdao resultante foi agitada por 15s e a densidade celular foi ajustada
pelo método espectrofotométrico a uma concentracao final de 1,5-1,0 x103 células/mL
(CLSI, 2008).

O teste de CMI foi realizado seguindo as orientacdes prescritas no CLSI,
protocolo M-27-A3 (CLSI, 2008). Assim, o OE foi diluido em dimetilsulféxido (DMSO)
e, em seguida, foram preparadas diluicbes seriadas em meio RPMI 1640. As diluicbes
testadas foram de 500-0,97 pg/mL. Posteriormente 100 puL de cada diluicdo foram
distribuidos em microplacas de 96 pocos (Difco Laboratories, Detroid, MIl, USA). O
controle de crescimento e esterilidade foi constituido de meio RPMI 1640 (Sigma, St.
Louis, MO, USA) e como controle de toxicidade do solvente foi utilizado o meio RPMI
acrescido de dimetilsulfoxido (DMSO) na concentracdo correspondente em cada
experimento. O fluconazol foi incluido como controle positivo do antifungico. O
controle negativo foi composto por 200 uL de meio de cultura. Apds a preparacao das
placas, todos os pocos das diluicdes e controles, com excec¢do do controle negativo,
receberam 100 pL do inéculo fungico. Todos os ensaios foram realizados em duplicata
e repetidos pelo menos duas vezes. As placas foram incubadas a 35°C durante 48 ou
72 horas (48 h para leveduras do género Candida e 72 h para o género Cryptococcus)
e a leitura foi realizada visualmente, sendo que a CMI foi considerada como a inibicéo
total do crescimento quando comparado ao crescimento do controle.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Oleos Essenciais de S. terebinthifolius

Os Oleos essenciais dos frutos da S. terebinthifolius foram obtidos por
hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger (Figura 4, p.34) modificado e
apresentaram forte odor, sabor picante e incolor. Os respectivos rendimentos, dos
OFE’s dos frutos frescos, medidos em relacdo ao peso dos frutos secos utilizados nas
extragbes foram: OFr-11 1,2% w/w, OFr-05 1,4% w/w e OFr-08 1,5% w/w

apresentando um valor médio de 1,4% wi/w.

Tabela 1. Dados climaticos entre novembro de 2015 e outono de 2016 no municipio de Jequié-Ba.

Minima Média Maxima Precipitagcdo Total UR

Data (°C) (°C) (°C) (mm) (%)
Nov/15 18,0 28,2 40,5 2,50 62,5
Dez/15 18,0 28,3 41,0 15,87 55,3
Jan/16 20,0 27,5 40,0 336,48 ND
Fev/16 20,0 27,3 36,0 60,63 ND
Mar/16 20,0 27,6 36,0 4,86 ND
Abr/16 19,0 26,6 35,0 63,75 ND
Mai/16 17,0 25,4 34,0 52,38 ND
Jun/16 15,0 24,2 35,0 30,61 85,3
Jul/16 14,5 22,4 33,5 15,25 75,4
Ago/16 13,5 22,4 33,5 15,25 79,0
Set/16 15,5 23,7 33,5 54,17 73,7
Out/16 17,5 25,6 36,0 39,25 73,1
Média 17,3 25,8 36,2 691,00 72,0

Fonte: AGRITEMPO - Sistema de Monitoramento Agrometeorol6gico

Rendimentos dos OE’s variam em virtude de fatores abitticos como nivel de
nutricdo da planta, disponibilidade de agua, luminosidade, temperaturas e por tempo
de extracdo. Os rendimentos dos OE’s apresentados correlacionados com os dados
meteoroldgicos mostrados na Tabela 1 permite aferir que a combinacdo de fatores
tipicos das estacBes mais fria na regido (temperaturas amenas, baixos indices de
umidade relativa do ar e precipitagdo) favorece o aumento de 6leos essenciais. O
rendimento do OFr-11 (1,20%) coletado na primavera apresentou valor inferior aos
rendimentos das amostras coletadas no outono e no inverno. Esse periodo no
municipio de Jequié-Ba é caracterizado por altas temperaturas e baixa pluviosidade,

um periodo quente e seco que levam aos vegetais a reducéo de niveis fotossintéticos,
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crescimento e reducdo de biomassa. Restricdes que afetam a sintese e o acumulo de

Oleos essenciais nos vegetais [27].

Cole et al (2014) em seu estudo obteve OE do fruto de S. terebinthifolius com
rendimento de 6,54 + 1,06% (w/w) para 6 horas de extracdo sob refluxo em Clevenger
[13] e Barbosa et al (2007) obteve OE’s de frutos ndo maduros e maduros com
rendimentos de 3,98% e 4,65% w/w, respectivamente [17]. Em comparacdo com 0s
rendimentos apresentados na literatura verifica-se que a baixa produgao dos OE’s das
amostras de S. terebinthifolius deste estudo pode esta diretamente ligada a adaptacéo
dos vegetais ao clima da regido. Baixa umidade, altas temperaturas durante longo
periodo do ano associado ao longo fotoperiodo, incidéncia de luminosidade, que

desfavorece o acumulo dos éleos essenciais [27].

Figura 4. Hidrodestilagdo em Clevenger modificado.

Os OFE’s de diferentes amostras de S. terebinthifolius apresentaram uma
variedade em suas composi¢des quimicas com alguns terpenos comuns para os 6leos
volateis deste estudo, ja outros se apresentam em grandes quantidades apenas para

um OE como é o caso do B-ocimeno e a-terpineno (Figura 5, p. 35).

A andlise qualitativa e quantitativa das amostras de OE’s foram realizadas por
CG-EM e permitiu a identificacdo de 36 componentes, conforme cromatogramas
mostrados nas Figuras 6, 7 (p. 35) e 7 (p. 36) e Tabela 2 (p.38).

Para a amostra de OFr-11 foi considerado como constituintes majoritarios,
agueles que apresentam o percentual da area do pico para cada composto maior ou
igual 5,0 % da éarea total, os seguintes compostos: B-pineno (31,37%) (8), a-pineno
(22,00 %) (3) e o6xido de cariofileno (6,84%) (40). Na amostra OFr-05 foram
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identificados seis componentes principais: B-ocimeno (35,36%) (14), a-pineno
(15,83%) (3), limoneno (5,98%) (16) e B-mirceno (13,32%) (9). Na amostra OFr-08
foram identificados um total de seis compostos sendo que dois apresentaram
percentual em area de pico aproximadamente maior ou igual a 5,0 % que foram o &°-
careno (83,40%) (11) e g-mirceno (5,10%) (9). Considerando que as amostras foram
coletadas em diferentes épocas do ano e locais, ha uma diferenca de composicdo

entre seus respectivos OFE'’s.

W

3 8 9 11
. 3
a—pineno S-pineno S-mirceno &°- careno
NP = 0
X
f-0cimeno limoneno o6xido de cariofileno

Figura 5. Constituintes majoritarios dos OE’s OFr-11, OFr-05 e OFr-08. Numeragao referente aos picos
nos cromatogramas.

A analise da distribuicdo de massa dos componentes das trés amostras de
Oleos essenciais brutos, apesar das diferencas individuais na constituicdo de seus
metabdlitos secundarios, indicou a predominancia de compostos monoterpenicos nos

trés OE’s analisados, como mostra o grafico (Figura 9, p.38).

Os dleos volateis extraidos de S. terebinthifolius se caracterizam por apresentar
altos teores de compostos monoterpénicos. Esta classe de compostos
monoterpénicos sdo divididos em dois subgrupos: os hidrocarbonetos
monoterpenicos (HM) e os monoterpenos oxigenados (OM). No OFr-11 foram
identificados 66,10 % de HM dos 77,12% totais de monoterpenos ao passo que dos
85,03% dos monoterpenos identificado para o OFr-05 81,80% s&o HM. Ja para o OFr-
08 o total de compostos identificados, 99,27%, foram de HM. As baixas concentracdes
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de monoterpenos oxigenados e de hidrocarbonetos sesquiterpénicos (SH, %) para os
Oleos volateis concordam com os dados relatados na literatura para 6leos essenciais
de S. terebinthifolius [17,2].
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Figura 6. Cromatogramas de ions totais (TIC) obtidos por CGAR-EM de OFr-11. Condi¢des: Coluna
OV-51, capilar, 30 m x 0,25 mm de didmetro interno, filme de 0,25 nm de metilpolisiloxano com fenila
(5%, OVSC, USA). Temperaturas: coluna: Inicial a 40 °C, final até 280 °C por 1 min, a uma taxa de 5
°C/min. Detector e injetor operaram a 290 °C.
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Figura 7. Cromatogramas de ions totais (TIC) obtidos por CGAR-EM de OFr-05. Condicdes: Coluna
OV-51, capilar, 30 m x 0,25 mm de didmetro interno, filme de 0,25 nm de metilpolisiloxano com fenila
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(5%, OVSC, USA). Temperaturas: coluna: Inicial a 40 °C, final até 280 °C por 1 min, a uma taxa de 5
°C/min. Detector e injetor operaram a 290 °C.

Os OE dos frutos da Schinus de Jequié apresentam diferencas entre seus
constituintes majoritarios ocorrendo pequenas similaridades entre o OFr-11 e OFr-05.
O (- pineno se mostra como o constituinte majoritario do OFr-11 (31,37%) enquanto
que no OFr-05 se apresenta em quantidade traco (0,33%) e 0 mesmo ndo é observado
no OFr-08. O a-pineno exibe uma percentagem de 22,00% no OFr-11 e 15,83% para
o OFr-05. Esse aumento pode estar ligado a versatilidade catalitica das enzimas
terpeno-sintetases, que frequentemente produzem multiplos produtos a partir de um

Unico substrato.
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Figura 8. Cromatograma parcial de ions totais (TIC) obtidos por CGAR-EM de OFr-08. Condic¢des:
Coluna OV-51, capilar, 30 m x 0,25 mm de diametro interno, filme de 0,25 nm de metilpolisiloxano com
fenila (5%, OVSC, USA). Temperaturas: coluna: Inicial a 40 °C, final até 280 °C por 1 min, a uma taxa
de 5 °C/min. Detector e injetor operaram a 290 °C.

Em analise comparativa dos estudos da composicdo quimica dos Oleos
esséncias dos frutos da Schinus terebinthifolius, do Brasil e de outros paises de clima
guentes como Tunisia, com os dados obtidos nesta pesquisa pode se observar que o
OFr-08 apresenta uma concordancia dos seus constituintes majoritarios com o que
esta descrito para os OE’s dos frutos de S. terebinthifolius da Bahia [28], Minas Gerais
[17] e Espirito Santo [13], onde os seus constituintes majoritarios foram o §3-careno
(41,01%, 29,22% e 30,37%), respectivamente.



37

110 99.27
85,3
20 77,12
4 70
C
]
2 50
]
[
X 30
9,9 10,7
10 = =
-10
OFr-11 OFr-05 OFr-08
B Monoterpenos Sesquiterpenos

Figura 9. Porcentagem de compostos mono e sesquiterpenos obtidos dos 6leos essenciais OFr-11,
OFr-05, OFr-08.

Barbosa at al (2007), em estudos com S. terebinthifolius cultivadas no estado
de Minas Gerais, obteve para o OE dos frutos maduras o &%-careno (29,22%), -
felandreno (18,08%), a-felandreno (13,04%) e o a-pineno (12,94%) como constituintes
majoritarios [17]. Ao passo que Gois (2014) identificou os §3-careno (41,01%), a-
felandreno (14,40%), limoneno (12,36%) e a-pineno (10,36%) [28], concordando
parcialmente com os dados obtidos nessa pesquisa, visto que 0s compostos a e 3-
felandreno ndo foram identificados nesse estudo e o &3-careno néo foi determinado

em todos as trés amostras, apenas 0 a-pineno e o limoneno.

Cole et al (2014) em andlise por CG-EM, identificam o §%-careno (30,37%),
limoneno (17,44%), a- felandreno (12,60%) e a-pineno (12,59%) para os frutos do
obtidos no Espirito Santo e Sartorelli et al (2012) (-)-a-pineno (38,92%), a-terpineol
(14,39%), &°-careno ne (12,75%) e o limoneno (12,02%) [13, 22]. Esses resultados se
assemelham muito com os obtidos por Barbosa et al (2007) e Gois (2014) e coincide

com o OFr-11 deste experimento com alguns constituintes incomuns [17,28].

Na Tunisia Bendaoud et al (2010) determinou o-felandreno (34.38%), (-
felandreno, y-cadineno (18.04%) (10.61%), a-terpineol (5.60%), a-pineno (6.49%) e p-
cimeno (7.34%) [23] enquanto Piras et al (2017) recentemente determinou o0s
seguintes terpenoides a-felandreno (39,6 %) e B-felandreno (22,9 %), a-pineno (18,4
%) [29].
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Tabela 2. Composicdo quimica dos 6leos essenciais de S. terebinthifolius obtidos em varias estacdes.

Picos COMPOSTOS IR lit. OFr-11 OFr-05 OFr-08 IR cal.
% % %
1 tricicleno 926 0,2 920
2 a-tujeno 931 0,4 0,1 926
3 a-pineno 932 22,0 15,8 2,8 932
4 a-fencheno 941 0,3 940
5 canfeno 946 1,1 941
7 1,3,5-cicloheptatrieno, 970 0,2 13 960
3,7,7-trimetila
8 B-pineno 974 31,4 0,3 966
9 B-mirceno 991 0,7 13,3 51 979
10 a-felandreno 1004 3,2 1007
11 &3-careno 1011 3,0 83,4 1012
12 a-terpineno 1018 3,5 1018
13 o-cimeno 1020 0,7 1023
14 B-ocimeno 1023 35,4 1015
15 p-cimeno 1026 25 4,8 1022
16 limoneno 1027 4,5 5,9 3,2 1027
18 a-terpinoleno 1088 0,2 1,6 1079
19 oxido de a-pineno 1095 1,9 1081
20 a-canfolenol 1130 0,7 1123
21 oxido de limoneno 1133 0,1 1129
22 a-pinocarvenol 1139 0,3 1134
23 (1R)-(+)-Nopinona 1142 0,5 1131
25 pinocarvona 1164 2,1 1153
26 terpinen-4-ol 1177 0,3 1165
27 criptona 1183 0,8 1172
28 mirtenal 1193 1,8 1180
29 cis- verbenona 1204 0,4 1222
30 eucarvona 1222 0,3 0,7 1231
31 acetato de Bornil 1285 1,6 1271
32 a-copaeno 1376 1,6 1364
33 isocariofileno 1428 2,1 1420
34 trans-a-bergamoteno 1433 0,4 54 1433
35 a-humuleno 1436 0,8 1445
36 cis-B-farneseno 1455 0,4 1449
37 y-muuroleno 1457 0,4 1463
38 germacreno-D 1465 1467
40 6xido de cariofileno 1561 6,8 2,6 1569
TOTAL 90,1 91,6 98,7

IRcac= Indice de Retencdo calculado pela equacdo de Kolvets (Admas, 2007). IRLi= indice de
Retencéo da literatura. A%= Porcentagens fornecidas pelo CG-EM.

A predominancia dos monoterpenos a e B-pineno na amostra OFr-11 aponta

um potencial valor comercial a este 6leo volatil devido ao alto conteudo desses

monoterpenos. Diferentemente dos OE de frutos de S. terebinthifolius apresentados

na literatura, o 0leo proveniente de espécimes de Jequié com alto teor B-pineno (OFr-
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11), indicou a possibilidade de um novo e promissor geo/quimiotipo, onde 0s vegetais
sdo idénticos botanicamente, mas se diferem quimicamente, pois o metabdlito (-
pineno se apresenta descrito por antecessores para OE’s dos frutos em pequena
concentracéo [20], indicando que plantas de diferentes regibes podem apresentar
diferentes composicdo quimica e diferentes atividades bioldgicas.

Os resultados desse estudo indicam que a sazonalidade afeta diretamente a
porcentagem relativa dos constituintes individuais dos OE’s. Levantando a hipotese
que as plantas, através do mecanismo de rota biossintética, favoreca a producédo dos
seus metabolitos secundarios de acordo com suas necessidades [10]. Sechnee et al
(2002) na terpeno-sintetase, na qual produziu alguns terpenos como o linolol,
determinou que a faixa de temperatura 6tima de reacdo para a sintese desses
terpenos esta entre 30 e 37 °C [29]. Tal vez a temperatura se caracterize como um
importante fator para a atividade enzimética, justificando assim o aumento de
metabdlitos secundarios nos 6leos essenciais em épocas do ano em que se observa

temperaturas mais elevadas, ja que a temperatura € uma variavel da sazonalidade.

Esta variabilidade quimica entres os constituintes volateis das espécimes
coletadas em Jequié é também influenciada pelas condi¢cdes climéaticas que esta
diretamente ligada as interconvenc¢des quimicas sofridas pelos monoterpenos de
mesmos esqueletos (Figura 10), rearranjos intramoleculares, que levaram a variagao

quimica dos OE’s desses frutos.
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Figura 10. Ciclo de rearranjo intermoleculares de monoterpenos que apresentam esqueletos
relacionados.
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A configuracdo absoluta dos compostos e dos intermediarios ndo pode ser
determinados devido a metodologia de analise empregada para oOleos volateis, deste
modo sdo apresentadas apenas suas estruturas planas. A simetria que ocorre nos
mecanismos de reacéo possibilita a formacdo dos diferentes enantiomeros por meio

de rotas paralelas [30].

A biossintese dos monoterpenoides (Figura 11, p. 42) se inicia pela ionizacao
do difosfato de geranila (GPP) () formando o cation linalilico (la) que ao sofrer
desprotonacado no C4 gera o 3-ocimeno (14). O disfosfato linalilico (LPP) (1) € formado
pela isomerizacdo do GPP (I) com a migragao do grupo disfosfato do C1 para o C3
[31]. Por apresentar caracteristicas espaciais favoraveis a ciclizacdo molecular o
disfosfato linalilico sofre rotacdo da ligacdo C2-C3 levando ao cation linalico (lla) que
ao sofrer ionizacdo forma o seu isémero llb, esqueleto precursor na formacao do (-
mirceno (9) pela perda de proton no C10 [31]. O isémero do cétion linalilico (l1Ib) € um
intermediario chave da biossintese dos monoterpenos cilcicos, pois a ciclizacéo, entre

0 C1 e C6, deste cation gera o cation a-terpinilico (Ill) (Figura 10, p. 40) [30, 31].

A desprotonacédo do C8 do cétion a-terpinilico (Ill) leva a formacédo do limoneno
16 que, por isomerizacdo pode formar o a-terpineno 12. Este também pode ser
formado via perda de préton no C6 de lll, esta perda de H gera o terpinoleno 18 que,
por isomerizacdo forma o a-terpineno 12. A formagao do cation pinilico (llla) ocorre
via rearranjo por ciclizacao eletrofilica de cation a-terpinilico (lll). A desprotonacéo do
cation pinilico (Illa) em C4 e/ou C10 conduz a producdo de a ou B-pineno, 3 e 8,
respectivamente. A ciclizacdo eletrofilica do cation (Ill) em C7-C5 leva a formacao do
83-careno 11 [30,31].
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Figura 11. Esquemas das possiveis rotas biosssintéticas dos monosterpendides presentes nas
amostras de 6leos essenciais da S. terebinthifolius. Nomes dos constituintes e dos intermediarios:
Difosfato de geranila (GPP) (I); Cétion linalilico (la); Cation linalilico/isémero (llb); E-B-Ocimeno 14;
Difosfato de linalila (LPP) (II); Difosfato de linalila (LPP)/isbmero (lla); B-Mirceno 9; Cétion a-terpinilico
(1); Limoneno 16; a-terpineno 12; Cation pinilico (Illa); B-pineno 8; a-Pineno 3; &3-careno 11,
terpinoleno 18, adaptado de Barros et al, 2009 e Kollner et al, 2004 [30 e 31].

A rota biossintética dos monoterpendides assim como 0S rearranjos
intermoleculares sofridos sugere que em épocas de temperaturas mais baixas ocorra
o favorecimento da producédo do §%-careno. JA em temperaturas mais altas, ocorra a
rota inversa e a volatilizacéo direcione o substrato GPP para ser transformado nos
monoterpendides intermediarios como a e B-pineno, B-ocimeno, mirceno e limoneno.
O anel de trés membros do &3-careno nédo deve permanecer estavel em temperaturas

altas de verao.

4.2 Atividade Antifungica

A criptococose é uma infeccéo causada pelos fungos invasivos C. neoformans
ou C. gattii que podem levar a situagdes clinicas como insuficiéncia respiratoria e
pneumonia grave. Em pacientes imunocomprometidos, as infec¢bes podem chegar
ao cérebro desencadeando doencas neurolégicas e a morte. A candidiase é também

uma doenca infecciosa que vem apresentando resisténcias a tratamentos terapéutico.



42

C. albicans séo espécies responsavel por inumeras infecgdes urinarias, por isso a
importancia da busca incansavel para o desenvolvimento e/ou descobertas de

farmacos e tratamentos alternativos para essas doencas [1,2].

O efeito toxico dos monoterpendides de acordo com Koyama et al. (1997) esta
ligado a capacidade dos componentes dos 0leos essenciais em romper ou penetrar a
estrutura lipidica presente em bactérias Gram-negativas [35]. Esse rompimento
resulta da expansédo da membrana com fluidez e permeabilidade, inibindo a respiracao
celular do microorganismo e o processo de transporte i6nico [36]. No entanto, ndo &
possivel atribuir um mecanismo de agéo especifico ao OE, uma vez que os 6leos
volateis sdo misturas complexas de compostos quimicos que podem atuar em
diferentes localidades das células dos microorganismos [37]. Os monoterpendides
majoritarios presentes no OE dos frutos de S. terebinthifolius sédo, provavelmente, 0os
responsaveis pela alta atividade antifungica deste OE diante das espécies testadas,

sendo agentes alternativos para novos farmacos no combate aos fungos oportunistas.

Com base em evidéncias mostradas sobre o potencial biolégico do dleo
essencial dos frutos de espécies de Schinus, foram realizados ensaios para se avaliar
atividade antifingica do OFr-11 mediante a determinacdo da CMI, devido ao teor
elevado de pinenos na amostra OFr-11 diferentemente das amostras OFr-05 e OFr-
08. O OFr-11 apresentou uma composi¢cao quimica rica nos monoterpendides a e 8
pinenos. Essas substancias apresentam atividades inseticidas, fungicidas e atividade
antimicrobiana contra C. albicans, C. neoformans e R. oryzae [11]. Os resultados da
atividade antifungica para o 6leo essencial de frutos da S. terebinthifolius estdo

descritos na Tabela 3 (p. 43).

O ensaio de atividade fungicida realizado pelo método de microdiluicdo em
pocos mostrou que o OE dos frutos da S. terebinthifolius foi ativo contra quatro das
sete espécies de microorganismos testados (Tabela 3, p.44). A maior atividade
antifingica do OE foi contra o fungo Cryptococcus neoformans com CMI de 7,8ug mL-
1 e, foi ativo também contra cepas de C. gattii, CMI de 15,63 ug mL?, cujo os CMI
foram os mais baixos entre as espécies testadas. Diante das cepas de Candida, o
6leo apresentou uma alta atividade contra as espécimes de C. krusei (31,25 pg mL™?)
e C. parapsilosis (62,5 ug mL1), sendo que o fungo C. krusei se mostrou mais sensivel

ao OFr-11 quando comparado ao controle. Para o fungo C. tropicalis o OE apresentou
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CMI de 250ug mL1, um valor pouco expressivo para se considerar esse 6leo como,

guando comparado com o valor do controle, fluconazol.

Os resultados desta pesquisa sao coerentes com o0s encontrados por Cole et
al (2014) onde os testes para o OE de frutos da S. terebinthifolius exibiu um alto
potencial inibitério contra cepas selvagens de origem hospitalar com valores de CMI

para o OE inferiores ao do controle [13].

Piras et al (2017), em seu estudo recente obtiveram para volateis dos frutos da
S. terebhintifolius da Tunisia, resultados que indicam atividade antifingica ao OE de
S. terebinthifolius com CMI de 0,32-0,64 mg mL? para C. neoformans e valores de
2,5; 5; 5; 5 mg mL* para as espécies Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei e C.
parapsilosis, respectivamente [32].

Estudos com extratos hidroalcodlicos dos frutos da S. terebinthifolius
desenvolvido por Degaspari et al (2005), demonstrou acédo contra linhagens de S.
aureus ATCC 6538 e Bacillus cereus ATCC 11778. Mas esse poder inibitorio do
extrato hidroalcodlico dos frutos ndo foi observado sobre todas as espécies de
bactérias testadas, tais como: E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 10145 e
Salmonella choleraesuis ATCC 10708 [34].

Tabela 3. Concentragdo Minnima Inibitoria(CMI) em pg.mL? de Oleo Essencial da S.terebinthifolius
contra fungos de interesse médico.

OFr-11 Controle
Levedura/Substancia (ng.mL™) Fluconazol
(hg.mL™)
Candida albicans 125,0 0,125
C.glabrata 125,0 4,0
C. tropicalis 250,0 2,0
C. parapsilosis 62,5 1,0
C.krusei 31,3 32,0
Cryptococcus gatti 15,6 2,0

Cryptococcus neoformans 7,8 2,0
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5.0 CONCLUSOES

O processo de extracdo dos EO’s dos frutos da S. terebinthifolius por
hidrodestilacdo apresentou baixos rendimentos e variagcbes na composi¢cao quimica
guanto aos observados na literatura. Essas variagcdes podem estar relacionadas a
variagdo climatica da regido em que a amostra foi coletada indicando a possibilidade

de um geo/quimiotipo para a S. terebinthifolius.

O OE apresentou atividade no estudo das propriedades antifingica contra as
cepas de fungos oportunistas testadas Cryptococcus neoformans, C. gatti, Candida
albicans, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis. Os resultados obtidos neste estudo
quimico e biologico reforca o uso de Schinus terebinthifolius na medicina popular, bem
como enfatizam a diversidade de constituintes quimicos que sdo responsaveis por
estas acdes, como 0s terpenos a e B-pinenos 0s principais constituintes quimicos do
OE de S. terebinthifolius.
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6.0 PERSPECTIVAS

Este estudo atendeu o objetivo inicial da dissertacao e devido a grande variacao
quimica dos 6leos essenciais da Schinus terebinthifolius é necessario a continuidade
de novos estudos quimicos e biologicos que contribuirdo no desenvolvimento da

ciéncia dos Produtos Naturais e suas pesquisas.

No estudo realizado foi realizada a qualificagdo dos OE’s de S. terebinthifolius
por CG-EM sendo importante a quantificacdo por CG-FID desses 0leos essenciais.
Diante disso, melhores investigacdes sobre as atividades bioldgicas antifungica para
cada OE poderdao ser realizadas, bem como novos testes biolégicos poderéo analisar
0S potenciais carrapaticidas e inseticidas para os OE’s e em parceria com graduandos
de farmacia, desenvolver um enxaguante bucal, a partir do 6leo essencial dos frutos

da S. terebinthifolius em virtude de suas atividades biol6gicas.

Enfim, existe necessidade de novos estudos fisico-quimico e biolégicos dos
Oleos essenciais dos frutos da S. terebinthifolius da espécie encontrada na regido de

Jequié-Ba.
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CAPITULO 1l

Estudo quimico e farmacoldgico da Anemia tomentosa (SAV.) Sw.

(Anemiaceae)



52

1.0 INTRODUCAO

1.1 Anemia tomentosa (SAV.) Sw

O género Anemia é o Unico género pertencente a familia da Anemiaceae, ele
apresenta entre 100-120 espécies sendo que cerca de 70 espécies sdo encontradas
no Brasil e ocorre na regido sudeste e central do pais. Espécies de Anemia sao
endémicas de regides tropicais Umidas como Asia e Austrdlia e também s&o
encontradas na América Central (México) e América do Sul (Argentina, Bolivia, Andes
do Peru, Brasil) principalmente em regides rochosas [1,2]. A espécie Anemia
tomentosa (SAV) Sw., uma pteridofita terrestre da ordem das Schizaeales é uma
geofita rizomatosa de distribuicdo limitada a América do Sul. No Brasil a A. tomentosa
€ uma planta frequentemente encontrada em regides rochosas do estado do Rio de
Janeiro popularmente conhecida como ‘espiga-de-ferrugem’ [2,3]. Seus rizomas
escuros ou laranjas, suas folhas grandes e divididas sdo hemidimérficas. Muitas
espécies de Anemia sdo aromaticas e produzem substancias volateis a partir de suas

folhas, sdo conhecidas no Brasil como samambaias.

Figura 1. Espécime de Anemia tomentosa que forneceu material para os estudos fitoquimicos. Rocha
na estrada da regido de Pocos Dantas, Jequié-Bahia.
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Na Argentina, as folhas da A. tomentosa sao usadas como auxiliar digestivo,
expectorante e antigripal [7]. Em trabalhos sobre plantas arométicas da Argentina e
seus Oleos essenciais, Gillij et al (2008) e Demo et al (2005) observaram que a A.
tomentosa apresentara atividade repelente contra mosquitos e atividade

antimicrobiana, respectivamente [8,9].

Apesar das espécies do género Anemia apresentarem um forte aroma,
indicativo da presenca de compostos volateis, o 0leo essencial de A. tomentosa do
Brasil € pouco estudado. Pinto et al (2007, 2009 e 2009) estudou a composicao
guimica dos 6leos essenciais de partes aéreas de espécimes A. tomentosa coletadas
em Bom Jesus do Itabapoana, Rio de Janeiro, Brasil e Vila Velha, Espirito Santo,
Brasil. Posteriormente, esse autor verificou a atividade antimicrobacteriana do Oleo
essencial (OE). Em seu primeiro estudo (2007) para a caracteriza¢do quimica do 6leo,
0S seguintes sesquiterpenos foram identificados: silfiperfolano, pre-silfiperfolano,
isocumeno, cariofileno, prenopsano. Estudos adicionais de Pinto at al (2009)
identificou trinta substancias desse o6leo. O silfiperfol-6-eno e o (-)-presilfiperfolan-1-ol
foram os componentes majoritarios sendo o (-)-presilfiperfolan-1-ol em seguida

isolado e identificado como um novo sesquiterpendide triquinano [4,5,6].

Santos et al (2006), em sua pesquisa, identificaram o isoafricanol como
constituintes majoritario do OE das folhas de A. tomentosa coletadas no Rio de
Janeiro, RJ, Brasil [28] e Juliani et al (2004) para espécie coletada na Argentina relata
o0 a-bisabolol [23]. Um levantamento bibliografico do OE de espécie do género Anemia
mostra que, em sua maioria, os OE’s dessas espécies apresentam compostos

sesquiterpendides como constituintes majoritarios.

A investigacdo da atividade biologica de compostos secundarios de plantas
vem sendo muito estudada nas ultimas décadas visando a substituicdo de produtos
sintéticos por subprodutos de plantas medicinais, extraidos tanto dos seus Oleos
essenciais quanto dos seus extratos, uma vez que esses apresentam em sua
composicdo, substancias quimicas com varias agfes biologicas. Esses compostos
pertencem a varias classes distintas de substancias quimicas como alcaldides,
terpenos, lignanas, flavonoides, cumarinas, benzendides, quinonas, xantonas,

lactonas e esteroides, entre outras [10].
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Jequié fica situada em uma regido de transicdo de biomas, onde predominam
Caatinga e Mata Atlantica nas extremidades, permeada por regifes internas uma
regido de mata cipd de clima semi-arido com poucas chuvas e altas temperaturas
durante a maior parte do ano. E uma regido circundada de montanhas ndo rochosa.
No periodo do verdo € comum chuvas torrenciais que torna o clima e o solo mais
umido, favorecendo o crescimento da A. tomentosa em afloramentos rochosos da
regido. Isso € observado entre a primavera e inicio do outono, passando por todo
periodo do verdo. A falta de chuvas e umidade, durante o maior periodo do ano na
regido afeta diretamente o crescimento da A. tomentosa e eleva o interesse de
estudos a partir desse vegetal encontrado em poucos lugares na regido e épocas no
ano [11].

1.2 Biossintese de Terpenodides

Os terpendides constituem um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios
encontrados em vegetais. Uma das principais funcdes dos metabdlitos secundarios
nas plantas € a biossintese de estruturas complexas como o0s terpendides. A
biossintese dos terpendides (mono, sesqui, di e sesterpendides) segue via
condensacao de unidades de pirofosfato de dimetila ou grupos geranila ou farnesila
com uma unidade isoprénica ativa de pirofosfato de isopentenila (PPI). A condensacgéo
ocorre unindo as extremidades no sentido cabeca-cauda, seguidos de mecanismos
idénticos entre si. A ligacdo do PPl com uma molécula PPG, pirofosfato de geranilo
C10, da origem ao pirofosfato de farnesilo (PPF) formado por 15 carbonos e o precursor
da maioria dos sesquiterpenoides (C1s). Os compostos sesquiterpenos se apresentam
majoritariamente  com estrutura mono ou biciclica, havendo também
sesquiterpenoides triciclicos. O PPF pode isomerizar o pirofosfato de nerolidila (PPN),

substrato de véarias enzimas da familia das ciclases. (Fig. 2, p. 56) [12].

Os compostos do metabolismo secundario como 0s sesquiterpenos sao
responsaveis pela defesa dos vegetais, como agentes defensivos, contra predadores
e em situacbes de estresses bidticos ou abidtico, sofridas pelos vegetais, pode
desencadear a formacao de diversas substancias quimicas a partir de novas rotas
biossintéticas dos metabdlitos primarios. A diversidade estrutural de
sesquiterpendides se da na capacidade reativa do seu precursor, o pirofosfato de

farnesila (PPF). Entre os isoprendides, 0s sesquiterpenos representam a maior classe
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de diversificagdo estrutural. Possuem mais de 7000 compostos diferentes com
diversas funcdes biologicas e hoje ja se tem relatados que existem mais 300
esqueletos de sesquiterpendides, incluindo os ciclicos, decorrentes das amplas

variedades de rearranjos e biossinteses a partir do precursor PPF [13,14].

X CH@ NS N
H f_\v — OPP ___»  Sesquiterpenos (C,)
| He Z | N
PPO oPP

(GPP)
Pirofosfato de Farnesida (PPF) Pirofosfato de Neurolidila (PPN)
0] ™
Exemplos (C15)

f-Cariofileno Silphiferfol-6-ene
(6) (5)

Figura 2. Biossintese e exemplo de sesquiterpenos, adaptado de Sim&es et al, (2007).

Os primeiros estudos de origem biossintética do esqueleto de sesquiterpenos
policiclicos foi realizado por Bohlmann e seu grupo em 1980, ao observarem a
frequéncia de compostos triquinanos em produtos naturais. Este estudo demonstrou
que os alguns poliquinanos se originavam de uma via biossintética comum [15].
Bohlmann et al (1980) propbs que o PPF sofra policiclilizacdo enziméatica, originando
o cétion cariofilenila. Hanson et al (1981), em trabalhos simultaneos, chegaram a via
biossintética dos presilfiperfolanos através de pesquisas de RMN com o &cido
mevalbnico, o precursor da biossintese dos terpendides [16]. Estudos subsequentes,
de diversos grupos de pesquisas em todo o mundo, por meio de técnicas bioquimicas,
espectroscopicas e computacionais detalharam ainda mais a origem dos mecanismos
biossintéticos desses sesquiterpendides policiclicos [15].

O esqueleto do presilfiperfolano € o ponto de partida da biossintese de diversos
sesquiterpendides. O cation presilfiperfolanila apresenta uma estrutura de alta energia
que sofre rearranjos por migracdes da ligacdo C-C. Esses sesquiterpendides raros em
produtos naturais foram relatados, inicialmente, por Bohlmann et al. e Hanson. Foram

0S primeiros a propor uma rota biossintética para o presilfiperfolano e seus rearranjos
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(Figura 3). Posteriormente, varios grupos de pesquisas estudaram esta via
biossintética e agregaram informacdes das suas rotas biossintéticas chegando a
conclusao que estes sesquiterpenoides policiclicos de esqueleto persilfiperfolano séo
conectados a uma mesma via biossintética. Partindo da policiclizacdo enzimatica do
PPF gerando o cation cariofenila (2), seguido da expansdo do ciclobutano (3) e da
ciclizacdo do alqueno (4). Esses esqueletos de produtos naturais sdo importantes

precursores de diversos sesquiterpendides [16,17,18].

E
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Figura 3. Primeira proposta de biossintese do esqueleto presilfiperfolano.

Os presilfoperfolanoides foram relatados, anteriormente, para o 6leo essencial
de A. tomentosa por Pinto et al. (2009). Além de sua importancia em fitoquimica e o
grande interesse cientifico na sintese organica desse sesquiterpendide triciclico, os
presilfoperfolanoides apresentam propriedades biol6gicas antibacterianas que foi
descrita por Pinto et al. (2009) para o 9-presilfiperfolan-1-ol; atividade antialimentar
para insetos relatada por Gonzalez-Coloma et al. (2009), assim como, propriedades

antifingicas determinada para os compostos presilfiperfolanos sintéticos [5,19,20].

O desenvolvimento de pesquisas fitoquimicas com uso de substratos vegetais
vem sendo motivadas pela diversidade de substancias ativas encontradas em plantas
no intuito de explorar as propriedades medicinais, tanto dos volateis, quanto de suas
substancias fixas. Na literatura a planta estudada apresentou poucos estudos

fitoquimicos sobre sua constituicdo quimica.
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Portanto, por meio de técnicas cromatograficas (cromatografia liquida, CG-EM
e espectroscopia de RMN) foi realizado o estudo fitoquimico das folhas de A.
tomentosa, bem como, o estudo bioldégico dos compostos fixos e volateis desta planta,
para avaliar suas propriedades antifangicas contra sete espécies de fungos
patolégicos oportunistas: Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C.

parapsilosis, Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a constituicdo quimica do 6leo essencial e de extratos organicos de
folhas da Anemia tomentosa (SAV.) Sw., bem como avaliar as a¢bes antifingicas
desses extratos e Oleo essencial contra fungos patogénicos oportunistas do género

Cryptococcus e Candida.

2.2 Objetivos Especificos

1.1 Extrair e quantificar o 6leo essencial das folhas Anemia tomentosa por
Cromatografia Gasosa acoplado a Espectrometria de Massas (CG-EM) e técnicas

auxiliares como Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 13C.

1.2 Obter extrato das folhas da A. tomentosa e realizar fracionamento por
cromatografia planar e liquida a pressdo atmosférica e de media pressédo (CLMP) dos

extratos de folhas de Anemia tomentosa (SAV.) Sw.

1.3 Elucidar as estruturas dos compostos isolados ou identificados nos estudos

fitoquimicos por técnicas espectroscopicas e espectrométricas.

1.4 Avaliar a acao inibitéria sobre o crescimento de linhagens de Candida spp.
e Cryptococcus spp. qguando submetidas as amostras de 6leos essenciais e extratos
alcodlicos extraidos de folhas de Anemia tomentosa.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta e Extrac&o do Oleo Essencial de Folhas de A. tomentosa

Folhas de Anemia tomentosa (SAV.) Sw. foram coletadas em marco de 2015
na zona rural do municipio de Jequié, Bahia, na regido de Pocos Dantas, Jequié,
Bahia, (latitude -13.8575 longitude -40.0836). Uma exsicata encontra-se depositada
no Herbario da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, sob o cédigo de registro
HUESB 8934.

Uma massa de 249,7 g de folhas frescas de Anemia tomentosa (SAV) Sw.
foram limpas e trituradas. A massa foi transferida para um baldo de capacidade 5 L
com 500 mL de &gua destilada conectado a um sistema extrator tipo Clevenger. A
hidrodestilacdo se procedeu até a obtencdo do 6leo essencial da Anemia tomentosa
(OEAT). O hidrolato extraido foi seco com sulfato de sédio anidro (Na2SOa4) e o0 6leo
essencial obtido foi determinado o rendimento (mg de 6leo por 100mg de material

vegetal) e levado para analise.

3.2 Andlises do Oleo Essencial de A. tomentosa

Os trabalhos foram realizados nos Laboratorio de Oleo Essencial/DQE da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia- UESB, sob a supervisdo da Dra.
Rosane Moura Aguiar e a analise quimica dos volateis do OEAT foi realizado no

Laboratério de Cromatografia Dr. Jailson Bittencourt/DQE da UESB.

A andlise cromatografica do OEAT foi conduzida em um cromatégrafo a gas,
Schimadzu, modelo QP2010-SE, acoplado a um detector por espectrometria de
massa (CG-EM) equipado com um detector de filtro de ions por quadrupolo simples,
que opera no modo impacto eletrénico (70 eV.), ajustado com velocidade de scan
(scan speed) de 1000; e deteccdo de fragmentos de m/z entre 45 para 800 Da. Foi
empregada uma coluna capilar OV-5 (OVSC, Ohio, USA) de 30 m de comprimento e
0,25 mm de diametro interno, dotada de uma fase estacionaria composta por um filme
de 0,25 pum dimetilpolisiloxano com fenila (5%) o Hélio (CG-MS) foi utilizado como gas
de arraste a 1,8 mL.min"t. Foram utilizadas as seguintes temperaturas: injetor 220 °C,
detector 240 °C. O aquecimento do forno/coluna foi programado para iniciar a 40 °C

(mantido por 1 min), a uma razdo de 3 °C.min! até 280 °C (permanecendo por 4 min).
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O volume de injecao foi de 1pL de solucdo da amostra (5% em CH2Cl2) e divisor de
fluxo (split de 1:10). A identificacdo de cada componente detectado foi realizada por
comparacao entre os espectros de massas obtidos no cromatograma de ions totais
(TIC) por consulta ao banco de dados NIST 11 residente no cromatégrafo utilizado e
também por dados espectrais da literatura (NIST-EUA: http://www.nist.gov/) [22], bem
como pela comparacdo de indices cromatograficos calculados com os respectivos
dados para a colunas similares a OV-5 (Adams, 2007) [21]. Os indices de retencdo
(IR) foram calculados aplicando os dados de analises CG-EM de OEAT e de uma
mistura de hidrocarbonetos lineares (Cs-Czs).

3.3 Estudos Fitoquimicos

Folhas de Anemia tomentosa (SAV.) Sw. foram coletadas na regidao de Poco
Dantas de afloramentos rochoso (latitude -13.8575, longitude -40.0836), zona rural do
municipio de Jequi€, Bahia. A coleta foi realizada no dia trinta de setembro do ano de
2015. Apoés a coleta, as folhas passaram por processos de limpeza e separacéo e

levadas para a extracao a frio dos seus constituintes.

Uma massa de 1 Kg de folhas da A. tomentosa foi submetida a extracao por
maceracdo com metanol (P.A.) por um periodo de dez dias. Apés a evaporacao a
presséao reduzida do solvente, obteve-se o extrato (39,8g) em metanol codificada pelo

acrénimo de EMAT (Extrato Metandlico da Anemia tomentosa).

Uma aliquota do extrato EMAT (29,99) foi submetida a fracionamento preliminar
em coluna filtrante (C-1, silica gel 60 70-230 Mesh), utilizando presséo reduzida para
eluicdo da fase movel. Foram obtidas 4 fracbes (F1 a F4, Tabela 1, p.62) em gradiente
de polaridade: hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol. Os perfis

cromatograficos das fracées foram obtidos por CCD.
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Tabela 1. Fracdes obtidas na coluna 1 (C-1).

Sistema de eluentes Fracbes Massas (g)
Hexano F1 2,0
Cloroformio F2 0,3
Acetato de Etila F3 21
Metanol F4 20,7

Cromatografia liquida da fracdo em hexano de C-1.

A fracdo F1 (2,0g) apds analise por CCD foi submetida a fracionamento por
uma coluna de cromatografia liquida (C-2), CCL (¢= 2,6 cm) empacotada com 72g de
silica gel 60 da qual coletou-se 54 fracdes de 15 mL cada, eluida em gradiente de
polaridade, utilizando eluentes formados por hexano:acetato de etila nas seguintes
propor¢des: 10:0; 9:1; 8:2; 7:3 e 1:1. Em seqguida, as fracdes de C-2 foram agrupadas
(G-1 a G-8) segundo o perfil cromatografico obtido por CCD.

Purificacdo do grupo G8 (41 a 54).

A purificacdo das fragbes 41 a 54 de C-2 (79,4 mq) foi feita por cromatografia
liguida (C-3) tipo flash, em uma coluna (¢= 15,0 mm) empacotada com silica (230-400
Mesh) e eluida com hexano:acetato de etila (9:1). Foram coletadas 56 fracdes de 5
mL analisadas por CCD e agrupadas. O grupo (G-4a) contendo as fracdes 44 a 50 de
C-3 forneceu um sdlido branco com massa de 19 mg que, ao ser levado para analise

em CG-EM, foi identificado como sendo o acido graxo hexadecandico (22).
Cromatografia liquida da fragdo em acetato de etila de C-1.

Parte da fracdo em acetato de etila (F3, 1,26369g) de folhas de A. tomentosa.
Foi fracionada por CCL (C-4) em uma coluna (¢=35 mm) empacotada com silica gel
60 (70-230 Mesh), utilizando o gradiente de polaridade mostrado na Tabela 2 (p.63).

Foram coletadas 95 fracdes de 10 mL cada.
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Tabela 2. Fracdes obtidas da coluna 4 (C-4).

Sistemas de eluicdo Fracbes
Hexano 100% 1-9
Hexano: AcOEt [9,5: 0,5] 10-28
Hexano: AcOEt [9:1] 29-67
Hexano: AcOEt [8:2] 68-90
Hexano: AcOEt [7:3] 91-96

A partir das fracdes 37 a 39 de C-4 foi obtida uma substancia oleoso de
coloracdo amarela (4,6mg) soluvel em diclorometano e cloroférmio. A analise da
cromatoplaca indicou ser uma substancia pura. Esse grupo de fracdes foi submetida
a analise espectroscopicas de infravermelho (1V), CG-EM e RMN.

3.4 Andlises Cromatogréficas

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada para a determinacao
do perfil fitoquimico e como critério de pureza por meio da visualizacdo de uma Unica
mancha na cromatoplaca utilizando eluentes de diversas polaridades e ao menos dois
reveladores. As cromatoplacas foram preparadas utilizando-se uma suspensao de
silica gel Merck 60 em agua na proporcéo de 7g de silica para 17 mL de agua, sobre
suporte de vidro formando uma camada de 0,25 mm de espessura. ApOs a secagem
em temperatura ambiente, tais placas forma levadas ao aquecimento por cerca de 60
minutos a 100°C, para serem ativadas. Como reveladores foram utilizados luz
ultravioleta, iodo e pulverizacao de vanilina etandlica 1% com acido sulftrico 10% nas

proporcdes de 1:1 v/v, seguida de aquecimento a 100°C.

Na cromatografia liqguida em coluna, sob pressao atmosférica, foi utilizada silica
gel Merck 60 (70-230 Mesh), adotando a propor¢éo media de 1,0g de extrato para 30-
50g de fase estacionaria para o empacotamento das colunas. Nas colunas
cromatograficas utilizadas para purificacédo de fragdes foi utilizado uma proporcéo 70-
100g de fase estacionéria (silica Flash 250-400 Mesh) para cada 1g de amostra. Os
solventes utilizados no processo de fracionamento e purificagdo foram todos de grau

analitico (P.A.) e previamente destilados quando necessario.
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3.5 Anélise Espectroscopicas

O espectro de absorcao na regido do infravermelho (1V) foi obtido utilizando o
espectrometro Perkin Elmer modelo Spectrum Two ATR-FTIR, instalado no
laboratério de cromatografia Dr. Jailson Bittencourt do Departamento de Quimica da
UESB. Esse espectro foi obtido pelo método da refletancia atenuada, submetendo 1,0

mg de amostra ao feixe de radiacdo do aparelho.

Os espectros de RMN de 'H e 13C 1D e 2D foram obtidos em espectrometro
Bruker AVANCE DRX-400 do Laboratério de Ressonéncia Magnética Nuclear de Alta
resolucdo (LAREMAR) do Departamento de Quimica, UFMG. Como referéncia interna
foi utilizado o sinal do tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (8) foram
expressos em parte por milhdo (ppm) e suas constantes de acoplamento (J/), em Hertz

(Hz). Os solventes deuterados utilizados encontra-se indicado em cada caso.

As analises por CG-EM de amostras foram obtidos nas seguintes condi¢des:
Equipamento Shimadzu com coluna capilar OV-5 (OVSC, Ohio, USA) de 30 m de
comprimento e 0,25 mm de diametro interno, com filme de 0,25 pm/
polidimetilsiloxano-fenila (5%) e fluxo de gas de arraste (He) a 1,8 mL.mint. Foram
aplicadas as seguintes temperaturas: 290 °C no injetor, 290 °C no detector e
programacao de aquecimento do forno/coluna entre 70 °C (por 1 min) a 5 °C.min* até
290 °C (20 min). O volume de inje¢cédo de cada amostra (5% em CH2ClI2) 1L e divisor
de fluxo de 1:20. A identificacdo dos componentes detectados foi realizada segundo

0 método descrito acima e consultas a literaturas especificas [4,21,22,23].

3.6 Avaliacédo da Atividade Biolégica

Ensaios para avaliar atividade antifingica do 6leo essencial e do extrato
metandlico da Anemia tomentosa (OEAT, EMAT) foram realizados no Laboratério de
Taxonomia, biodiversidade e biotecnologia de Fungos do Departamento de
Microbiologia/ ICB da Universidade Federal de Minas Gerais sob a supervisdo da

Profa. Susana Johann.
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Micro-organismos utilizados

O extrato e o OE foram testados contra C. albicans (SC5314), C. tropicalis
(ATCC 750), C. krusei (ATCC 20298), C. glabrata (ATCC 2001), C. parapsilosis (ATCC
22019), Cryptococcus gattii (ATCC 24065) e C. neoformans (ATCC 24067). Estas

leveduras encontram-se mantidas em ultrafreezer a — 80 °C.
Preparo do inoculo

Os in6culos foram preparados a partir de colénias jovens, com crescimento em
Agar Sabouraud Dextrose (ASD), durante 24 horas, a 35°C em 5 mL de solugéo salina
estéril. A suspenséo resultante foi agitada por 15s e a densidade celular foi ajustada
pelo método espectrofotométrico a uma concentracao final de 1,5-1,0 x103 células/mL
(CLSI, 2008).

Teste da Concentracdo Minnima Inibitoria(CMI)

O teste de CMI foi realizado seguindo as orientacdes prescritas no CLSI,
protocolo M-27-A3 (CLSI, 2008). Assim, o extrato e o OE foram diluidos em
dimetilsulféxido (DMSO) e, em seguida, foram preparadas diluicbes seriadas em meio
RPMI 1640. As diluicdes testadas foram de 500-0,97 pg/ml. Posteriormente, 100 pL
de cada diluicao foram distribuidos em microplacas de 96 pocos (Difco Laboratories,
Detroid, MI, USA). O controle de crescimento e esterilidade foi constituido de meio
RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO, USA) e como controle de toxicidade do solvente
foi utilizado o meio RPMI acrescido de dimetilsulféxido (DMSO) na concentracdo
correspondente em cada experimento. O fluconazol foi incluido como controle positivo
do antifangico. O controle negativo foi composto por 200 uL de meio de cultura. Apos
a preparacao das placas, todos os poc¢os das diluicbes e controles, com excecédo do
controle negativo, receberam 100 uL do in6culo fungico. Todos os ensaios foram
realizados em duplicata e repetidos pelo menos duas vezes. As placas foram
incubadas a 35°C durante 48 ou 72 horas (48 h para leveduras do género Candida e
72 h para o género Cryptococcus) e a leitura foi realizada visualmente, sendo que a
CMI foi considerada como a inibicdo total do crescimento quando comparado ao

crescimento do controle.
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4.0 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Oleo Essencial A. tomentosa

O odleo essencial das folhas da Anemia tomentosa (SAV.) Sw. foi obtido por
hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger modificado e apresentou um rendimento
de 0,4% w/w para folhas frescas. A Anemia tomentosa € uma espécie muito aromatica,
nao observado o uso etnobotanico dessa espécie na regido de Jequié-Bahia. Estudos
anteriores sobre 6leos essenciais de A. tomentosa, A. radiana, A. hirstuta mostraram
rendimentos de 0,2% [23], 0,04% e 0,03% [1], respectivamente. As folhas desta
samambaia possuem um aroma caracteristico com tons de mentol e madeiras. Pinto
et al e Juliani et al atribuiram o aroma do OE de A. tomentosa a presenca de

compostos sesquiterpénicos [4,23].

As analises por CG-EM e RMN (Apéndices A e B) permitiram a identificacao de
21 constituintes para o OEAT, conforme mostrado no cromatograma TIC na Figura 4
(p. 67) e na Tabela 3 (p.68), incluindo os indices cromatogréaficos. Foram identificados
como compostos majoritarios para o OEAT os sesquiterpendides: (-)-presilfiperfolan-
1B-ol (35,53%, 10), presilfiperfolan-8a-ol (15,19%, 16), silfiperfol-6-eno (14,04%, 5), o
(B)-cariofileno (6,72%, 6) e presilfiperfol-7-eno (5,20%, 2). De modo geral, o0 OEAT
apresentou uma predominancia em sesquiterpenos oxigenados com 61,10% e
30,90% de hidrocarbonetos sesquiterpenos. Interessante observar que os conteddos

dos compostos majoritarios perfazem 76,68% do total de OEAT.

A identificacao dos volateis por similaridade dos espectros pela biblioteca NIST
11 néo foi eficiente para o OEAT, por se tratar de sesquiterpendides incomuns. Foi
necessario identificar tais compostos por comparacdo da fragmentacédo ibnica por
espectrometria de massa (EM) em bibliotecas especificas [21;22], indice de retenc¢éo
(IR) em bibliotecas especificas [4;21;22;23] e a comparacdo dos deslocamentos
quimicos de ¥C RMN das substancias com seus deslocamentos ja descritos na
literatura (Tabela 4, p. 69). A andlise preliminar do espectro de 3C RMN de OEAT
mostrou um conjunto de sinais com intensidades relativas as suas areas em TIC

permitindo a identificacdo, também, por concentracao.
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Figura 4. Cromatograma parcial de ions totais (TIC) obtido por CGAR-EM de OEAT. Condic¢6es: Coluna
OV-51, capilar, 30 m x 0,25 mm de diametro interno, filme de 0,25 nm de metilpolisiloxano com fenila
(5%, OVSC, USA). Temperaturas: coluna: Inicial a 40 °C, final até 280 °C por 1 min, a uma taxa de 5
°C/min. Detector e injetor operaram a 290 °C.

A andlise do espectro de RMN 13C de OEAT apresentou sinais de
deslocamentos quimicos de carbonos em regibes caracteristicas de carbonos
hidrogenados de sesquiterpenos alcoois [32], o sinal de carbono em & 84,90 (C-1) foi
atribuido ao (-)-presilfiperfolan-18-ol (10) substancia majoritaria do OEAT; o sinal em
6 97,11, atribuido a C8 de 16, (segunda substancia de maior concentracao); um sinal
6 89,69 (C-7); um em & 81,51(C-4) e um sinal & 76,09 (C-9) referentes aos
sesquiterpenos oxigenados  presilfiperfolan-8a-ol (16), cameroonan-7a-ol (9),
neopsan-4-ol (12) e presilfiperfolan-9a-ol, respectivamente. Utilizando essa
metodologia foi possivel identificar os carbonos olefinicos dos constituintes 1, 2, 3, 6
conforme mostrado na Tabela 4 (p.69). Os demais sinais de RMN de '°C dos
constituintes contidos na Tabela 3 (p.68) foram observados na analise detalhada dos

espectros de RMN 13C e H (Apéndice A e B).
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Tabela 3. Composicao quimica do 6leo essencial da A. tomentosa.

PICOS IR IR COMPOSTO A% Identificagdo”
Cal. Lit.
1 1327 1328 Silfiperfol-5-ano SH 0,6 RMN, IR, EM
2 1334 1336 Presilfiperfol-7-ano SH 52 RMN, IR, EM
3 1343 1348 7-epi-Silfiperfol-5-ano SH 1,8 RMN, IR, EM
4 1363 1367 Isolongifolano SH 1,2 IR, EM
5 1372 1378 Silfiperfol-6-ano SH 14,0 IR, EM
6 1428 1421  (B)-Cariofileno SH 6,7 RMN, IR
7 1479 1482 a- Muuroleno SH 1,3 IR
82 1503 ND ND 4,6
9 1516 1511 Cameroonan-7a-ol SO 4.5 RMN, IR, EM
10 1517 1518 (-)-Presilfiperfolan-18-ol SO 35,5 RMN. IR, EM
11b 1528 ND ND 11
12 1531 1531 Nopsan-4-ol SO 1,0 RMN, EM, IR
13 1544 1547  Silfiperfolan-68-ol SO 0,9 EM, IR
14¢ 1545 ND ND 0,6
15 1567 1577 Prenopsan-8-ol SO 1,1 IR
16 1577 1584  Presilfiperfoln-8a-ol SO 15,2 RMN, EM, IR
17 1628 1627 1-epi-Cubenol SO 0,6 IR
18 1633 1633 (E)-Sesquilavandulol SO 0,4 IR
19 1637 1640 Cariofila-4(14),8(15)-dien-5-a-ol SO 0,4 IR
20 1649 1648 Guaia-3,10(14)-dien-11-ol SO 0,6 IR
21 1671 ND Longipinocarvona SO 0,3 IR
Total 97,73
Sesquiterpenos 92,00
Sesquiterpenos Hidrogenados (SH) 30,90
Sesquiterpenos Oxigenados (SO) 61,10

IRcac= Indice de Retencdo calculado pela equacdo de Kolvets (Admas, 2007). IRLi= indice de
Retencéo da literatura. A%= Porcentagens fornecidas pelo CG-EM. ND= N&o determinado. a) m/z 222;
(b) m/z 222; (c) m/z 204; (*) Referencias [4;21;22;23].

Na identificacdo do composto 5, foi necessario a analise da fragmentacédo do
espectro de massa, devido a falta de informacdo na literatura dos dados de
deslocamento quimico de RMN de *3C. O silfiperfol-6-eno exibiu o ion molecular [M*]
em m/z 204.10 o que confirma a formula molecular CisH2s e indica que este
ion/fragmento € precursor dos ions em m/z 175 ([M*] - CzHs, pico base) em m/z 189
([IM*] - CHs; 24%), em m/z 147 ([M*] - C4Hg; 61%) e em m/z 122 ([M*] - CaHio; 87%)
corroborando com os fragmentos relatados anteriormente por Bohlmann e Jakufovic

(1980) para esse composto [18].

O OEAT apresentou uma rica e incomum colecdo de sesquiterpenos
biologicamente tangenciados a mesma via biossintética. Os primeiros estudos para a
determinacao da origem de sesquiterpenos policiclicos, tais como esses triquinanos

infrequentes foram realizados por Bohlmann e Jakufovic (1980), os quais forneceram
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relevantes informagBes sobre a origem biossintética da classe dos
presilfiperfolondides [18]. Esses mecanismos biossintéticos foram refinados em
diversos estudos subsequentes realizados por outros grupos de pesquisas, utilizando
técnicas bioquimicas, espectroscopicas e computacionais. Com base nesses estudos
a Figura 5 (p.71) sumariza as rotas biossintéticas dos sesquiterpenoide constituites
em OEAT.

Tabela 4. Atribuicdes de sinais de RMN de 3C de OEAT a carbonos olefinicos e oxigenados
pertencentes a alguns constituintes deste OE.

RMN (dc) NC Composto  Referéncias
133,11 e 142,43 C5eC6 1 [18]
131,55 e 161,07 C8ecC7 2 [26]
133,46 e 140,80 C5eC6 3 [18]
112,37 e 154,18 Cl3eCs8 6 [16]
124,38 e 135,93 CseC4 6 [16]
89,69 C7 9 [16]
84,90 C1 10 Este estudo
81,51 ca 12 [24]
97,11 C8 16 [16]

(NC=Numero do carbono), estruturas Figura 5 (p.71).

Conforme a Figura 5 (p.71) a rota biossintética dos sesquiterpenos de OEAT
tem inicio com uma molécula de PPF (1), a qual sofre policiclizacdo enzimatica para
formar o cétion cariofilenila, precursor da classe dos cariofilenos. A ciclizacdo que
envolve o acoplamento de C1-C11 gerando o cation humulila (Il), seguida pela
ciclizacdo entre C2 e C10 leva ao cation cariofenila (Ill), esse cation ao ser
desprontonado forma o B-cariofileno (6). A desprotonacéo, seguindo de rearranjos de
6, promovem a formacédo do cation C9-presilperfolanila (V), o qual também pode ser
originado via cation cariofenila (111), a partir da reacao de deslocamento 1,2 (Wagner-
Meerwein) no anel ciclo butano para formar o cétion (IV), dotado de um anel ciclo
pentila. Uma subsequente ciclilizacdo do cation (IV), ocorrida com o ataque
esterioespecifico da dupla ligacéo ao cation ciclopentila (C8), leva a formacéo do novo
cation triquinano (V) onde o hidrogénio ligado a C8 fica na posi¢ao pra cima do plano
da molécula (B). Este cation (V) sofre multiplas reacdes de rearranjo, hidratacdo e de
eliminacdo as quais produzem os demais compostos sesquiterpendides constituintes

de OEAT. A obtencdo de diferentes substancias a partir do mesmo cétion



69

presilfiperfolanila (V), destaca a importancia deste na via biossintética dos

sesquiterpenos em produtos naturais [15-18, 23-27].

Este estudo corroborou com os dados encontrados na literatura que indicaram
a predominancia de sesquiterpendides incomuns no 6leo essencial das folhas de
Anemia tomentosa. Na caracterizacao do 6leo essencial de a. tomentosa, Pinto et al
(2007, 2009) chegaram aos seguintes compostos majoritarios além do epi-
presilfiperfolan-1-ol (30,6%): silfiperfol-6-ene (14,7%) e presilfiperfolan-8-ol (8,3%)
[4,6]. Dentre outros estudos para o 0leo essencial de Anemia tomentosa de espécies
brasileiras descritos, Pinto et al. (2009) verificaram a presenca de um sesquiterpeno
oxigenado como constituinte majoritaria para duas amostras de A. tomentosa var.
anthriscifolia que apresentou em analises por CG-EM, 31,2 % e 30,6% em area, mas
nao foram capazes de serem identificados permitindo apenas a determinagdo da
massa molecular m/z 222 dos compostos [5]. A elucidagéo estrutural deste composto
teve continuidade por combinacéo de analise de difracdo de raio-X em cristal e analise
espectral de voltametria ciclica (VCD) cominando no (-)-(1S,4S,7R,8R,9S)-9-epi-
presilfiperfolan-1-ol [29] sendo sua estrutura posteriormente corrigida por Stoltz e
Hong (2012) [27].
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4.2 Estudo Fitoquimico do Extrato das Folhas de A. tomentosa.

A fracdo em cloroférmio (F2) e fracdo em metanol (F4) apos analise por CCD,
foram consideradas improprias para fracionamento. A fracdo F2 apresentou uma
complexidade elevada, além de possuir pouco material e a fracéo F4, foi considerada
impropria para o fracionamento em silica gel fase normal devido a alta polaridade e
complexidades reveladas por CCD. Essas fragdes foram reservadas para estudos
posteriores. Ja as fracbes em hexano (F1) e a fracdo em acetato de etila (F3) foram

submetidas a processos de isolamentos das substancias presentes.

As fracdes 47 e 48 obtidas da coluna de fracionamento da F3 (fragdo em
AcEtO) forneceu um Oleo amarelo-esverdeado, soluvel em diclorometano e
cloroférmio, que apés analise em CG-EM foi identificado pela biblioteca NIST 11
(match 79%) como sendo um diterpeno com esqueleto similar ao do acido pimarico.
As andlises por RMN de H e *3C néo foram conclusivas para a elucidacdo completa
desse composto. A elucidacao estrutural foi deixada para estudos posteriores.

Utilizando métodos cromatograficos e espectrométricos, foram identificadas e
elucidas as estruturas de 2 constituintes quimicos obtidos a partir de extratos das

folhas de A. tomentosa o presilfiperfolan-1B-ol (10) e o acido hexadecandico (2).

4.2.1 Presilfiperfolan-18-ol (10)

H5;C

HO

CH,
(10)
Figura 6. Estrutura proposta para o sesquiterpeno 10 (-)-presilfiperfolan-16-ol.

O constituinte 10 foi isolado do fracionamento por cromatografia liquida da
fracdo em acetato de etila (F3) de folhas da A. tomentosa. Esse composto se

apresentou viscoso, de cor amarela e soltvel em solventes clorados. Analise por CCD,
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10, usando a mistura de eluentes hexano: acetato de etila [9:1], originou uma Unica
mancha (Figura 7) de cor purpura (RF em ~0,5) ao ser revelada em vanilina acida 1%.
O isolado apresentou atividade éptica rotatoria [a]3® -52,00° (25°C, ¢ 2.0, CHCls) e
sua estrutura foi determinada através de andlises dos dados de IV, CG-EM e de RMN
de 'H e 3C 1D e 2D, corroborando com a literatura [5;15;18;27;29].

FACAT B85 ex:ACOEL
9:1

Figura 7. Fotografia eletrdnica, cromatoplaca CCD em silica gel 60G em ftriplicata, utilizando como
eluentes a mistura Hex:AcOEt (9:1 v/v) e revelada em vanilina alcéolica 1% e acido sulfarico 5% (1:1
viv), R=0,5.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho de 10 (Figura 8, p.74)
apresentou uma banda de absorcdo em 3458 cm™ que indicou a presenca do grupo
hidroxila de élcool, confirmada pela presenca de bandas na regido de impressao
digital entre 1130- 1035 cm caracteristica de deformacéo angular §(O-H). Também
foram observadas absor¢cGes centradas em 2960 a 2840 cm™ (v CH) que foram
atribuidas a estiramentos C-H de grupos CHz e CHs confirmadas pela presenca das
bandas de deformacédo angular desses grupos em 1456 e 1369 cm™, indicando que

10 trata-se de um composto alifatico hidroxilado [30].
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Figura 8. Espectro de absor¢céo do composto 10 na regido do infravermelho, em ATR- FTIR.

A comparagdo com a literatura dos dados de RMN de 'H, 13C e HMBC
forneceram informagdes que ajudaram na determinacédo do composto 10 [5,27,29].
Sendo a elucidacdo estrutural de 10 confirmada mediante a obtencdo de dados

espectrais COSY e NOESY, inéditos para este composto.

As andlises dos espectros de RMN 3C e do DEPT-135 (Figura 10, p.77) e a
comparacao com os dados da literatura [5;15;27] permitiram a observacédo de dois
sinais de carbonos quaternarios (C4, Jc 46,04; C6, oc 40,43), quatro grupos metilas
(C12, oc 22,16/C13, oc 28,59/C14, éc 31,06/C15, oc 15,42), cinco metilicos (C2, dc
39,48/C3, dc 42,25/C5, 6c 59,12/ C10, oc 29,63/C11, éc 19,91) e trés metinicos (C7, dc
51,51/C8, 6c 63,67/C9, dc 36,52). O espectro também apresentou um sinal em Jc 85,03
tipico de carbono quaternario hidroxilado, sinal caracteristico de alcoois, atribuido ao

carbono C1.

O espectro de RMN de 'H (Figura 9, p.76) apresentou valores de
deslocamentos quimicos de hidrogénios na regido de hidrocarbonetos alifaticos onde
foram observados dois singletos on 0,82 (H-12) e on 0,94 (H-13), atribuidos a duas
metilas, ambas ligadas ao carbono C6, um singleto a on 1,23 (H-14), referente a uma
metila ligada ao carbono C4 e um sinal dupleto metilico atribuivel aos hidrogénios da
metila H-15 em 61 0,96 (d, J= 7.0 Hz, 3H) ligada ao carbono C9. A analise espectral
de RMN de H e do mapa de contorno HSQC permitiram atribuir trés sinais em: Ju
1,26 (m, 1,24 — 1,29, 1H), on 1,64 (d-largo, J=8,5 Hz, 1H) e 6n 1,84 (m, 1,82 — 1,87,
1H), os quais foram dos grupos metinicos C7, C8 e C9, respectivamente. Dez sinais
de RMN de 'H em Ju 1,74 (ddd-largo, J=12,5, 8,5, 1,5 Hz, 1H), Ju 2,00 (dtd-largo,
J=12,5, 3,5, 3,5 Hz, 1H), 64 1,65 (m, 1,61 - 1,69, 1H), 6x 1,80 (m, 1,75 — 1,85, 1H), dn



74

1,50 (m, 1,47 - 1,52, 1H), 6n 1,52 (m, 1,50 — 1,56, 1H), 6n 1,27 (m, 1,24 — 1,30, 1H),
on 1,48 (m, 1,44 -1,51, 1H), 6n 1,24 (m, 1,18 — 1,30, 1H), on 1,42 ((m, 1,36 — 1,47 1H),
correspondem aos hidrogénios metilénicos de C2, C3, C5, C10 e C11 (Tabela 5).

Tabela 5. Dados espectrais de 'H e *C em RMN, com auxilio das demais técnicas, do composto 10
em CDCls (400 MHz para RMN de *H e 100 MHz para RMN 13C, 6 em ppm, J em Hz).

Ne. &C, tipo s multiplic., J (H2)] HMBC (H-C) CoSY NOESY
T 8503, C.oH
a: 2,00 (dtc, =125, 35,35 Hz, 3 H-28, H-7, H-9,
2 39,48, CH, 28, 3a, 9 (W)
1H) CHs-15
11,74 (ddd, J=12,5, 8,5, 1,5 Hz, H-2a, H-38, CHs-
Fi17a( 1,348 2a, 3p A, CHs
1H) 14
3 4225 CH,  a 1,65 (m, 1,61- 1,69, 1H) 2,5 2a, 38 H-38
H-28, H-3a, CHs-
B: 1,80 (M, 1,75 - 1.85, 1H) 24,14 3a, 2a A =
14
4 4604, C
5  5912,CH, 41,50 (m, 1,47 — 1,52, 1H) 1214 13,14 CHs-13, CHs-14
B: 1.53 (m, 1,50 — 1,56, 1H) 3411121314 36(w), 12 CHs14
6 40,43, C
7 B151,CH 1,26 (m, 1,24—1,29, 1H) 481112 8 11a,13 H-2a
H-108,  H-11B,
8 6367,CH  1.64(d-largo, J=8,5 Hz, 1H) 12451114 3B(W). 7, 11a B P
CHa-14
H-2a, H-10a, H-
9 3652,CH  1,84(m, 1,82— 1,87, 1H) 1.8 15,108, 11a (W)
108, CH-15
10 29,63, CH,  a: 1,48 (m, 1,44 — 1,51, 1H) ! 108 H-9
B: 1,27 (m, 1,24 — 1,30, 1H) 1 9,15 H-8, H-9
11 1991,CH,  a:1,42(m, 1,36 — 1,47 1H) 78,10 7,89, 118 H-13
H-8, CHy-12, CHs-
B: 1,24 (m, 1,18 — 1,30, 1H) ! 8, 10a = =
15
5,7,13 CHs- 11, CHs- 13,
12 22,16,CHs 0,82 (s, 3H e
3 ( ) 5,6,7,13 CHs- 14
H-5a, Ha- 11, CHe-
13 2859,CHs 0,94 (s, 3H) 56,712 12 0 ?
H-28, H-38, H-5a,
14 31,06,CHs 1,23 (s, 3H) 34,58 5a, 36 B Hap
H-58, H-8, CHs- 12
15 1542, CHs 0,96 (d, J=7,0 Hz, 3H) 1,9,10 9 H-9, H-118

(w)= conformacéo em w. s-I: Singleto largo; d-I: dupleto largo; dtd-I duplo tripleto duplo largo.
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Figura 10. Espectros de RMN 13C (a) e (b) DEPT-135 de 10. (CDCls, 100MHz).

A analise do espectro COSY (Apéndice F, p. 99) mostrou que a estrutura do
composto 10 apresentava um Unico sistema de spin com importantes acoplamentos
24Jun que contribuiram a identificacdo de varias conectividades entre os quinze
atomos de carbono que formam o complexo esqueleto de trés anéis conjugados do
sesquiterpeno 10. O mapa de contornos COSY mostrou que o sinal do hidrogénio
metinico H-8 em on 1,64 (d-1, J=8,5 Hz) acoplou com o sinal vicinal de H-7 em on 1,26
(m, 1,24-1,29 ppm); H-8 também apresentou acoplamento de longo alcance (*Jn-H)
com o sinal de H-28 em 1,74 (ddd, J=12,5; 8,5; 1,5 Hz). O acoplamento via 4 ligacdes
ocorreu devido a conformacédo em W formada pelos atomos H8-C8-C1-C2-H28 [32].
Geralmente, o valor da constante de acoplamento 4JuH ocorre entre 1-2 Hz, o efeito

desse acoplamento foi observado no espectro de RMN de 'H de 10 por um discreto
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efeito de alargamento dos sinais de HB. Na analise conformacional do composto 10,
onde foi utilizado o software Perch-NMR (University of Kuopio, Finlandia,
http://www.perchsolutions.com/) foi possivel confirmar a conformacdo-W descrita
acima, bem como prever outras possibilidades de acoplamentos do mesmo tipo no
esqueleto rigido de 10, como por exemplo, a ocorréncia de 4JuH entre H-9 (m, 6 1,84)
e H-11a (m, on 1,42). Prosseguindo com a analise do espectro COSY, foi observado
que o sinal de H-2a em on 2,00 (dtd-l, J=12,5; 3,5; 3,5 Hz) acoplou fortemente com o
sinal em 1.74 (ddd, J=12,5; 8,5; 1,5 Hz) de H-2f3 e este ultimo acoplou com 0s sinais
de H-38 e H-3a em o1 1,80 (m, 1,75-1,85 ppm) e on 1,65 (m, 1,61-1,69 ppm),
respectivamente. O espectro COSY mostrou que o grupo metila (H-15), situado em C-
9, ressonando em o+ 0,96 (d, J=7,0 Hz), acoplou unicamente com o sinal de H-9 em
on 1,84 (8, 1,82-1,87 ppm) e H-9 acoplou com os sinais de H-10a (on 1,48) e com H-
11o (6H 1,42), sendo esta Ultima do tipo 4JuH como previsto na modelagem molecular.
Os sinais dos grupos metilas H-12 e H-14 apresentaram moderados acoplamentos 2
3Jun COSY uteis para atribuir conectividades entre os &tomos dos dois anéis de cinco
membros do sesquiterpeno 10. O sinal de H-12 em on 0,82 (s-I, 3H) mostrou
acoplamentos de baixa magnitude (1-3 Hz) com os sinais em J1 1,53 (m, 1,50 — 1,56
ppm, H-58) e em on 0,94 (s-, 3H, H-13). O singleto largo (s-I) em on 1,23 (H-14)
também acoplou fracamente com o sinal de H-58 (m, Jon 1,53) e com o sinal em Jn
1,80 (H-3B). A Tabela 5 mostra as correlagbes observadas na analise do espectro
COSY de 10.

Figura 11. Principais correlacdes observadas nos mapas de contornos de RMN-2D (CDCls, 400 MHz
e 100 MHz). COSY (linhas cheias) e HMBC (linhas com sestas) de 10.
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As correlagbes através de acoplamentos heteronucleares de duas e trés
ligacGes (?2JcH) observadas no espectro HMBC (Apéndice C, p.96 e Tabela 5, p. 75)
permitiram encontrar importantes conectividades entre atomos de carbono que
contribuiram para a elucidagéo da estrutura do composto 10. O sinal de hidrogénio do
grupo metila Me-15 em 0,96 (d, J=7,0 Hz) apresentou correlagbes com 0s sinais de
carbono em ¢ 85,03 (C1), oc 36,52 (C9) e dc 29,63 (C10). O multipleto H-9 em on 1,84
(m, 1,82 — 1,87) também mostrou correlacdo 3Jch com o sinal de C8 (éc 63,67) e de
C1 (oc 85,03), assim como, os dois multipletos mitilénicos relativos a H-10 em on 1,27
(m, 1,24-1,30, H-100) e 1,48 (m, 1,44-1,51, H-100) mostraram acoplamentos com 0s
sinais em oc 19,91 (C11) e 51,51 (C7), respectivamente. No mapa de contornos HMBC
foram observadas correlacdes entre o sinal de H-28 em 64 1,74 (ddd, J=12,5; 8,5; 1,5
Hz) com os sinais dos carbonos C1 (Jc 85,03), C3 (dc 42,25), C4 (éc 46,04) e C8 C8
(oc 63,67) e ainda correlacdes HMBC entre o sinal de H-11a (on 1,42) com C7 (dc
51,51), C8 (6c 63,67) e C10 (dc 29,63), assim como o sinal de H-118 (én 1,24) acoplou
com Jc 51,51 (C7). Foram observadas outras correla¢des significativas entre o sinal
de H-8 em ¢n 1,64 (d-I, J=8,5 Hz) com os sinais dos carbonos de C1 (éc 85,03), C4 (oc
46,04), C11 (oc 19,91) e C14 (Jc 31,06). O sinal em on 1,23 (s-I) de H-14 mostrou
correlagbes HMBC com os sinais dos carbonos C3 (dc 42,25), C4(dc 46,04), C5 (oc
59,12) e C-8 (Jc 63,67). As correlagbes ?2JcH HMBC e os acoplamentos 24Jun COSY
descritos acima permitiram encontrar as conectividades C-C da estrutura de 10,
principalmente entre os seis &tomos de carbonos da porcao ciclohexano (C1, C8, C7,
C11, C10 e C9). Além disso, as correlacdes descritas acima permitiram localizar a
conexao do grupo hidroxila em C1 e atribuir aos carbonos C-1, C-4, C-7 e C-8 como
atomos localizados em cabecas de ponte, sendo C-8 o atomo central da molécula,
aquele que estabelece as conexdes comuns aos trés anéis da estrutura de 10. As
analises dos espectros COSY e HMBC permitiram também atribuir a localizacdo dos

grupos metilas, Me-14, Me-15 e Me-12/Me-13 em C-4, C-9 e C-6, respectivamente.
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Figura 42. Principais correlacdes NOE observadas no experimento NOESY de 10 (CDCls, 400 MHz).
O modelo molecular 3D foi construido com otimizag&o energética pelo método Merck Molecular Force
Field (MMFF94) com base em campos de for¢a avancados utilizando o programa MMS da Perch NMR,
V. 2014.

A analise do espectro NOESY ajudou a confirmar as atribuicfes feitas a partir
dos dados dos mapas de contornos COSY e HMBC quanto a correta estereoquimica
do composto 10. Devido a posi¢ao central do hidrogénio H-8 na estrutura molecular e
por critérios biogenéticos (ver Figura 5, p.71), o lado da molécula que contém H-8 foi
considerado como sendo beta (B), por conseguinte, a face oposta a H-8 foi
considerada como o lado alfa (). O sinal de H-8 em on 1,64 (d-l, J=8,5 Hz) apresentou
correlacdes NOE com os sinais de H-58 (m, on 1,53), H-118 (on 1,24), H-12 (s-l, on
0,82) e H-14 (s-l, on 1,23). O sinal em Jn 1,26 (m, H-7) ndo mostrou correlagdo com
H-8, indicando que H-7 esta do lado alfa da molécula; por outro lado, H-7 acoplou com
o sinal em on 2,00 (dtd-l, J=12,5, 3,5, 3,5 Hz) que foi atribuido a H-2a.. Além disso, o
sinal de H-2¢, juntamente com os sinais em 0,96 (d, J=7,0 Hz, H-15), em Jn 1,27 (m,
1,24-1,30, H-10) e on 1,48 (m, 1,44-1,51) se correlacionaram com o sinal em Jn 1,84
de H-9 (m), permitindo confirmar a atribuicdo desses trés ultimos sinais como
pertencentes a H-15 e aos H’s metilénicos de H-10a e H-10p, respectivamente. Os
acoplamentos NOE do sinal de H-9 com os sinais dos hidrogénios do grupo CH2-10,

bem como as correla¢cdes COSY apresentadas por H-9, indicaram que este hidrogénio
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se encontrava em posicdo a-equatorial na porgao cicloexano em forma de cadeira,
logo, a metila H-15, ligada em C-9, se localizava em posic¢ao p-axial e H-7 (m, 1 1,26)
estava na posicdo «-axial e localizado em trans-1,4 em relacdo a H-15 na outra
extremidade da cadeira do anel. A correlagdo NOE de H-7 e H-9 com H-2«
corroboraram estas atribuicdes. A estrutura molecular de energia minima do composto
10, obtida mediante o estudo conformacional utilizando o software Sistema de
Modelagem Molecular (MMS) da suite Perch-NMR (www.perchsolutions.com) e os
dados de RMN indicaram que o sesquiterpeno 10 €& formado por trés anéis
conjugados, sendo um de seis atomos em conformacédo de cadeira e dois anéis de
cinco membros em forma de envelope. A estrutura 3D obtida é mostrada na Figura 12
(p. 80) com as principais correlacdbes NOESY detectadas. A Tabela 5 e a Figura 12
mostram os dados de RMN de 3C e 'H, bem como as correlagées COSY, HMBC e
NOESY observadas. Os Apéndices C, E e F constam os espectros de RMN 2D obtidos

nesse estudo.

A analise do composto 10 por CG-EM levou a confirmacdo da estrutura da
substancia. O cromatograma de ions totais (TIC, Figura 13), obtido por analise em
CG-EM de 10, apresentou um unico pico com um t= 20,081 min. A analise do EM
associado ao pico mostrou o ion molecular [M]* em m/z 222.050 (Figura 14, p.82) e 0
ion-fragmento em m/z 207.050 (19,7%) foi atribuido a [M—CHs]* e o fragmento em m/z
189.050 (3%) foi atribuido apos a perda de [M-CH3OH]*. Aos fragmentos em m/z 123
(100%), m/z 151 (88,1%), m/z 97 (69,8%), m/z 166 (63,4%), m/z 165 (56,7%), m/z 41
(58,7%) foram atribuidos os fragmentos mostrados na Figura 14 (p.82). A consulta ao
banco de dados de EM da biblioteca, ndo possui o0 espectro da substancia relativo ao
composto 10, ndo sendo possivel a identificacdo do mesmo por similaridade dos

espectros.
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Figura 64. EM associado ao pico em tr= 20,081 min do TIC de 10 e seus respectivos fragmentos.

A detecc¢do do ion molecular [M*] em m/z 222.05 obtido no EM, permitiu atribuir
a formula molecular CisH260 para o sesquiterpeno 10. A estrutura correta deste
composto também isolado de Anemia tomentosa, quanto a estereoquimica e
configuracéo absoluta, foi relatada anteriormente por NATAN, et al (2010) utilizando

técnicas de raios raio-X e espectroscopia VCD [29].

Neste estudo foi confirmado a presencga da substancia 10 no OEAT com base
em analises por CCD (Figura 15) e comparacdo dos dados de espectrométricos de
EM e RMN de 'H e 3C. No espectro de RMN de 'H e 13C de OEAT o0s sinais com

maior intensidade foram atribuidos ao composto 10, o que indicou que esse metabdlito
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estava presente tanto no 6leo essencial como no extrato em acetato de etila das folhas
de A. tomentosa. Os resultados das analises espectrais e a comparacdo com os dados
da literatura permitiram identificar o composto 10 como sendo o sesquiterpeno (-)-

presilfiperfolan-18-ol (Figura 7, p.72).

Figura 75. Fotografia eletrdnica da cromatoplaca CCD de amostras de 10 e OEAT, em silica gel 60G,
R= 0,5, eluida com Hex:AcOEt (9:1 v/v) e revelada por vanilina sulfarica (1% ).

4.2.2 Acido hexadecandico

o W/\N\/\ CH,
(22)

A partir da fragdo em hexano (F1) da A. tomentosa foram realizados dois
procedimentos de fracionamento que levaram ao isolamento do acido hexadecandico,
obtendo um composto sélido, branco e opaco. A analise por CG-EM da amostra,
Figura 16 (p. 84), identificadou por similaridade na biblioteca NIST 11 o composto 22

como o acido hexadecandico.

O acido graxo saturado hexadecanoico ou acido palmitico € um dos acidos

mais comuns em plantas e animais. E uma substancia citotoxica [31].
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O cromatograma de ions totais (TIC, figura 16) adquirido por CG-EM exibiu um
pico em um tempo de retencdo de t= 29,968 min. O espectro de massa (Figura 17,
p.85) deste pico apresentou as seguintes fragmentacées m/z 43 (100%, pico base),
m/z 73 (87,87%), m/z 41 (82,18%), m/z 60 (76,19%), m/z 57 (61,85%). Os valores
desses ions coincidem com os da literatura para o acido hexadecandico tanto para o
banco de dados NIST 11 residente no cromatégrafo que apresentou 96% de
similaridade, quanto para outros bancos de dados [21,22]. A figura 18 (p.85) traz a
proposta de fragmentacdo para os principais ions por espectrometria de massas por

impacto de elétrons (EM-IE).
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4.3 Ensaio Biolégico do Oleo e extratos de A. tomentosa.

No ensaio para estabelecer a atividade antifangica do OEAT, do extrato (EMAT)
e da fracdo metandlica (FMAT) das folhas de A. tomentosa foi medido o grau de
resisténcia ou sensibilidade de Candida spp e Cryptococcus spp, frente as amostras
testadas mediante a determinacdo da CMI. Dos resultados descritos na Tabela 6
(p.86) pode se observar que o EMAT apresentou CMI de 125 pug mL* contra os fungos
C. gatti e C. neoformans e FMAT demonstrou um CMI de 125 pug mL? diante da
espécie de C. neoformans. Ja frente a cepas de Candida spp foram obtidos valores
pouco expressivos para se considerar esses extratos como antifungico contra

espéecies de Candida spp.
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O resultado da atividade fungicida para o OEAT descrito (Tabela 6) apresentou
valores de CMI igual ou superior a 500 pg mL* mostrando assim que este 6leo foi
inativo frente as sete espécies de fungos testados indicando que o mesmo néo foi

capaz de inibir o crescimento das leveduras.

Tabela 6. Concentragao Minima Inibitéria de extratos e 6leo essencial de folhas da A. tomentosa (g
mL-1) contra espécies de Candida spp. e Cryptococcus spp.

EMAT FMAT OEAT Controle
Levedura/Substancia Fluconazol
pg.mL? ug.mL? pug.mL? (ug.mL1)
Candida albicans >500 >500 >500 0,125
C.glabrata >500 >500 >500 4,0
C. tropicalis >500 >500 >500 2,0
C. parapsilosis >500 >500 >500 1,0
C.krusei >500 >500 >500 32,0
Cryptococcus gatti 125 250 >500 2,0
Cryptococcus 125 125 500 2,0

neoformans

EMAT- Extrato bruto metandlico de A. tomentosa; FMAT- Fracdo Metandlica de A. tomentosa; OEAT-
Oleo Essencial da A. tomentosa.
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5.0 CONCLUSAO

O estudo quimico das folhas de uma espécie de Anemia tomentosa (SAV.) Sw.
coletadas na regido, levou a identificacdo de 21 sesquiterpenos incomuns no 6leo
essencial sendo os sesquiterpenos (-)-presilfiperfolan-18-ol (35,53%), presilfiperfolan-
8a-ol (15,19%) e silfiperfol-6-eno (14,04%) o0s constituintes majoritarios,
correspondendo a 64,76% do OEAT. O estudo fitoquimico das folhas levou ao
isolamento do sesquiterpeno (-)-presilfiperfolan-18-ol e do acido hexadecandico. Este
€ 0 primeiro registro de isolamento do sesquiterpeno (-)-presilfiperfolan-13-ol do
extrato metandlico de Anemia tomentosa, antes apenas isolado do 6leo essencial
dessa planta. Os resultados obtidos no estudo quimico-farmacoldgico de folhas da
Anemia tomentosa reforcam os dados cientificos existente para essa planta como
também originam novos conhecimentos relativos aos constituintes quimicos
presentes nos extratos metandlicos que ndo apresentou atividade antifingica frente a
linhagens de Candidas spp. e uma atividade moderada contra Cryptococcus gatti e
C.neoformans promovendo incrementos relativos a atividade biolégica. O 06leo
essencial da A. tomentosa, quimicamente rico em sesquiterpenos, apresentou uma
atividade fungicida moderada conforme previsto na literatura, mas se destaca com um
grande potencial para a industria de fragrancias devido a presenca dos
sesquiterpenos. As contribui¢des fornecidas por este estudo sédo significativas para as
areas de Quimica dos Produtos Naturais como de Farmécia, pois o constituinte
quimico identificado e isolado das folhas da A. tomentosa ainda néo foi descrito para
0 extrato da A. tomentosa apenas para o 6leo essencial.
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6.0 PESPECTIVAS

O presente estudo atendeu o objetivo inicial da dissertacéo e devido ao grande
potencial da Anemia tomentosa é necessario a continuidade de novos estudos
quimicos e biologicos que contribuirdo no desenvolvimento de novas tecnologias a

partir desse material vegetal.

No estudo realizado foi identificado apenas constituintes dos extratos em
hexano e em acetato de etila, sendo importante isolar mais compostos puros desses
extratos e elucidar as estruturas, como também, dos extratos em fases mais
complexas e polares. Diante disso, novos estudos sobre as atividades bioldgicas e as
acOes farmacologicas dos compostos isolados poderédo ser realizados. Em parceria
com graduandos de farmacia, desenvolver um produto usando o OEAT, devido ao seu

potencial odorifero, na area de cosmeéticos e fragrancias.

Enfim, existe necessidade de novos estudos quimicos e farmacoldgicos sobre
0s compostos isolados e o OE da espécie de A. tomentosa encontrada na regido de

Jequié-Ba.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados apresentados na presente dissertacdo contribuem
significativamente para os estudos quimicos e biologico de Schinus terebinthifolius e
Anemia tomentosa, porque origina novos conhecimentos coerentes aos constituintes
quimicos volateis dessas plantas, a atividade antifungica frente a diferentes linhagens
de fungos, bem como, novos conhecimentos relativos aos constituintes fixo da A.

tomentosa.

Por outro lado, a pesquisa sistematica desenvolvida durante o mestrado
permitiu, de forma abrangente, atingir a formagdo académica e profissional da
mestranda, porque envolveu conhecimentos tedrico-praticos relacionados a
execucaol/interpretacdo de dados e técnicas espectrométricas de andlise quimica, tais
como, CG-EM, RMN de *H e 3C (1D e 2D), IV, técnicas de extracdo de compostos,
hidrodestilacdo, cromatografica liquida a baixa e média pressdo e ensaios

farmacoldgicos de avaliacao antifungica utilizando compostos derivados de plantas.
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APENDICES
DADOS SUPLEMENTARES
Apéndice A- Espectro de RMN de 'H de OEAT.
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Apéndice B — Espectro de RMN de 13C de OEAT.
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Apéndice C — Mapa de contornos HMBC de 10, expanséo da regido de o1 (0,2 a
2,2) e 6+ (10,0 a 88,0) (CDCls, 400 MHz).
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Apéndice D — Mapa de contornos HSQC de 10, expanséo da regido de dc (0,0 a
2,5) e 6+ (10,0 a 67,5) (CDCls, 400 MHz)
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Apéndice E — Mapa de contornos NOESY de 10, expanséo da regido de én (0,5 a
3,0) e o1 (0,7 a 2,2) (CDCls, 400 MHz).
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Apéndice F — Mapa de contornos COSY de 10, expansao da regido de 1 (0,0 a
2,5) e 61 (0,5 a 2,5) (CDCls, 400 MHz).
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