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RESUMO

A familia Erythroxylaceae é composta por quatro géneros, sendo o género Erythroxylum o
unico género representado na regido Neotropical. O Brasil é o principal centro de diversidade
e endemismo deste género com muitas espécies sendo descritas na Regido Nordeste. Estudos
quimicos anteriores indicam a presenca de alcaloides, terpenos e compostos fendélicos no género
Erythroxylum. Este trabalho descreve o estudo fitoquimico dos extratos hexanico, cloroférmico,
acetato de etila e metanolico de Erythroxylum loefgrenii obtidos dos caules e das folhas, além
da realizacdo de testes de atividade biologicas (atividade antioxidante pelos métodos do DPPH
e da inibi¢do da oxidagdo do B-caroteno e o teste da letalidade da Artemia salina) com esses
extratos. A partir das folhas de E. loefgrenii foram isolados e identificados os flavonoides
sakuranetina e ombuina-3-rutinosideo, e o esteroide B-Sitosterol glicosilado. A partir do caule
de E. loefgrenii foram isolados e identificados os triterpenos friedelina, friedelanol, taraxerol e
os esterois Estigamsterol e B-Sitosterol. Estas substancias foram isoladas através de métodos
cromatograficos e a identificacdo estrutural foi realizada através da analise dos dados
espectrométricos de RMN de *H e de **C unidimensional, propriedades fisicas (pf.), e pela
comparacado desses dados com aqueles disponibilizados na literatura.

Palavras-chave: E. loefgrenii, flavonoides, triterpenos, atividade antioxidante, teste de
letalidade da Artemia salina.
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ABSTRACT

The Erythroxylaceae family is constituted of four genera, the genus Erythroxylum is the only
genus represented in the Neotropical region. Brazil is the main center of diversity and endemism
of this genus with many species being described in the Northeast Region. Previous chemical
studies indicate the presence of alkaloids, terpenes and phenolic compounds in the genus
Erythroxylum. This work describes the phytochemical study of hexane, chloroform, ethyl
acetate and methanol extracts obtained from the stems and leaves of Erythroxylum loefgrenii,
and evaluation of biological activities (antioxidant activity by the methods of DPPH and j-
carotene bleaching assay and test the lethality of brine shrimp) of these extracts. From the leaves
of E. loefgrenii were isolated and identified the flavonoids sakuranetin and ombuin-3-
rutinoside, and the steroid glycosyl B-sitosterol. From the stem of E. loefgrenii were isolated
and identified the triterpenoids friedelin, friedelanol, taraxerol and the sterols stigmasterol and
[3-sitosterol. These compounds were isolated by chromatographic methods and, the structural
identifications were performed by analysis of the spectral data of *H and *C NMR one-
dimensional and physical properties (m.p.), as well as comparison of these data with those
available in the literature.

Keywords: E. loefgrenii, flavonoids, triterpenoids, antioxidant activity, brine shrimp lethality
test.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais sobre a familia Erythroxylaceae

Erythroxylaceae é uma familia pantropical, composta por quatro géneros
(Erythroxylum, Aneulophus, Nectaropetalum e Pinacopodium) e aproximadamente 240
especies (PLOWMAN; HENSOLD, 2004). Os principais centros de diversidade e endemismo
estdo na Venezuela, Brasil e Madagascar (DALY, 2004).

Erythroxylum, com cerca de 230 espécies, € o Unico género representado na regido
Neotropical, onde estdo presentes cerca de 187 espécies endémicas (PLOWMAN; HENSOLD,
2004). Os géneros Aneulophus, Nectaropetalum e Pinacopodium tem distribuicdo restrita a
Africa tropical, no Brasil a familia esta representada apenas pelo género Erythroxylum, com
cerca de 114 espécies (PLOWMAN, 2001; HEYWOQOOD et al., 2007).

A familia Erythroxylaceae caracteriza-se por ter representantes com porte geralmente
arboreo ou arbustivo; folhas alternas, simples; estipulas intrapeciolares; inflorescéncia cimosa,
frequentemente reduzida a uma Unica flor ou fasciculos; flores bissexuais, actinomorfas,
pentdmeras; estames em nimero duplo ao das pétalas; ovario stpero e fruto do tipo drupa.
(LOIOLA et al., 2013).

1.2. Ordem Malpighiales

Em estudo anterior ao advento da biologia molecular, Cronquist (1988) posicionou a
familia Erythroxylaceae dentro da ordem Linales, baseando-se, principalmente, na morfologia
foliar e presenca de vasos escalariformes. No entanto, estudos moleculares recentes demostram
que a familia Erythroxylaceae é grupo-irmdo da familia Rhizophoraceae, indicando que a
familia Erythroxylaceae faz parte da ordem Malpighiales (SCHWARZBACH; RICKLEFS,
2000; SOLTIS et al., 2000). Além das analises moleculares, a grande afinidade entre
Rhizophoraceae e Erythroxylaceae fundamenta-se por compartilharem caracteres morfoldgicos
e anatdbmicos listados por Dahlgren (1988) (Quadro 1, p. 2). Na classificagdo proposta pelo

APG 111 (2009), a familia Erythroxylaceae é considerada como parte da ordem Malpighiales.



Quadro 1. Presenca de caracteres compartilhados por diferentes familias de angiospermas segundo
Dahlgren (1988).

Caracteres Rhizophoraceae Erythroxylaceae
%. Presenca (_je endotélio em combinacdo com X X
ovulos crassinucelados

2. Presenca de arilo formado a partir do exdstoma X X
3. Semente coberta com exotegumento fibroso X X
4. Embrido clorofilado X X
5. Plastideos que contém cristais dg proteinas, « «
presentes nos elementos de tubo crivado do floema.

6. Presenca de certos tipos de alcaloides

Higrolina X X
Tropanicos X X
Pirrolizidinicos X

¥ dos caracteres compartilhados 8 7

1.3. O género Erythroxylum

O género Erythroxylum é o maior e mais representativo da familia Erythroxylaceae
tendo como centro de diversidade e endemismo a América do Sul. Contém aproximadamente
230 espécies, das quais 187 sdo encontradas na regido Neotropical. O género € mais conhecido
pela espécie Erythroxylum coca L., a partir da qual a cocaina comercial € derivada
(PLOWMAN; HENSOLD, 2004).

O Brasil é o principal centro de diversidade e endemismo, com registro de 114 espécies,
das quais 74 endémicas, sendo 71 destas encontradas na Regido Nordeste. O género representa
um grupo de grande amplitude ecoldgica, com espécies desenvolvendo-se nos mais
diversificados locais desde ao nivel do mar até 1.000 m de altitude, habitando desde ambientes
umidos, tais como, a Floresta Amazonica e a Mata Atlantica, até areas semiaridas, em vegetacao
de Caatinga, Carrasco e Cerrado (Figura 1, p. 3) (DALY, 2004; LOIOLA et al., 2013).

No Nordeste do Brasil encontra-se a maior diversidade e 0 maior nimero de espécies
endémicas no pais, com varias novas espécies sendo descritas (COSTA-LIMA; ALVES, 2013;
COSTA-LIMA; ALVES, 2015; LOIOLA, 2013; LOIOLA; SALES, 2008; LOIOLA; SALES,
2012).



Dentre os estados brasileiros, a Bahia é 0 que apresenta maior nimero de espécies de
Erythroxylum, distribuidas principalmente na Mata Atlantica (PLOWMAN, 1987). O estudo
realizado por Araujo et al. (2014) encontrou 28 espécies de Erythroxylum na Mata Atlantica da
Bahia. Essa alta diversidade de Erythroxylum na Mata Atlantica da Bahia é acompanhada por
uma destacada taxa de endemismo, j& que das 13 espécies apontadas como endémicas da Bahia
por Loiola (2013), apenas E. longisetulosum ndo ocorre neste bioma.

| 4

Figura 1. Distribuicdo do género Erythroxylum no Brasil.

O género caracteriza-se pela presenca de plantas lenhosas, arbustos ou arvores, glabras,
com catafilos geralmente semelhantes as estipulas. As folhas sdo alternas e inteiras, com
estipulas intrapeciolares. As flores sdo monoclinas, diclamideas, pentdmeras e heterostilicas,
com 10 estames de filetes unidos na base, formando um tubo que circunda o pistilo. O ovario é
stpero, tricarpelar, trilocular, mas geralmente com apenas um unico 6vulo desenvolvido. O

fruto é uma drupa, vermelha a parpura (LOIOLA et al., 2007).

1.4. Erythroxylum loefgrenii

A espécie Erythroxylum loefgrenii Diogo possui distribuicdo restrita ao Brasil, sendo
encontrada nos estados da Bahia, Ceard, Pernambuco e Minas Gerais. Possui estipulas ndo
estriadas, a forma de vida é do tipo arbusto e o substrato € terricola, seu dominio fitogeografico
é a caatinga (LOIOLA; COSTA-LIMA, 2015).



1.5. Principais constituintes quimicos isolados no género Erythroxylum

Estudos quimicos anteriores indicam a presenga de alcaloides, terpenos e compostos
fendlicos (HEGNAUER, 1981; CHAVEZ et al, 1996; BARREIROS et al., 2002;
BARREIROS et al., 2007; RIBEIRO, 2011). O género Erythroxylum é reconhecido pela
ocorréncia de alcaloides tropanicos nas folhas, caules, raizes e frutos de varias espécies
(RIBEIRO, 2011). A cocaina, um dos alcaloides tropanicos mais estudado, foi identificada em
23 espécies do género Erythroxylum (BIERIA et al., 2006). Além dos alcaloides tropanicos, ha
relatos da presenca de outros tipos de alcaloides no género como os pirrolidinicos e piridinicos
(HEGNAUER, 1981).

Da classe dos terpenos, € destacada a presenca de triterpenos e diterpenos. Os
triterpenos, encontrados nas folhas e frutos, séo principalmente triterpenos pentaciclicos do tipo
oleonano. A presenca de acidos graxos esterificados a triterpenos em folhas tem sido uma
caracteristica comum das espécies que ocorrem na Restinga brasileira (HEGNAUER, 1981;
CHAVEZ et al, 1996; BARREIROS et al., 2002). Os diterpenos, encontrados na madeira e
frutos de cerca de 14 espécies de Erythroxylum, pertencem aos grupos dos ent-kauranos, ent-
beyeranos, ent-devadaranos, rianodanos, ent-labdanos e ent-rosanos (KAPADI; DEV, 1964;
ANSELL,; PEGEL; TAYLOR, 1993; BARREIROS et al., 2007).

Com relacdo aos flavonoides, se destaca a presenca dos flavondis no género,
principalmente a quercetina e o kaempferol, assim como os seus derivados glicosilados (BOHM
etal., 1988, BARREIROS et al., 2007; RIBEIRO, 2011).

1.6. Métodos de avaliacdo da Atividade Antioxidante

Radicais livres sdo inevitavelmente produzidos nos sistemas biol6gicos e também
exogenamente, sdo conhecidos por causarem dano oxidativo a estrutura das biomoléculas e
numerosas desordens degenerativas como mutagénese, carcinogénese, distlrbios
cardiovasculares e envelhecimento (BARREIROS; DAVID, 2006; SINGH; SINGH, 2008;
PYRZYNSKA; PEKAL, 2013). As descobertas do efeito deletério dos radicais livres sobre as
células e sua relacdo com certas doencas, agindo como causador ou agravante, impulsionou a
busca por novas substancias capazes de prevenir ou minimizar os danos oxidativos as células
vivas (ALVES et al., 2010).

Antioxidantes sdo compostos que combatem os radicais livres intervindo em uma das

trés principais etapas do processo oxidativo: iniciacdo, propagacao e terminacéo (CUI; LUO;
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MURTHY, 2004). A capacidade antioxidante é amplamente utilizada como um parametro para
caracterizar a habilidade de sequestrar ou neutralizar radicais livres de diferentes substancias.
Esta capacidade esté relacionada a presenca de compostos capazes de proteger os sistemas
bioldgicos dos danos oxidativos. Existem muitos métodos disponiveis para avaliar a eficiéncia
antioxidante de substancias puras e extratos de plantas, os ensaios mais comuns envolvem
cromdgenos de natureza radicalar que na presenca de um antioxidante desaparecem, esta reacdo
pode ser acompanhada por espectrofotometria (PYRZYNSKA; PEKAL, 2013).

O DPPH (2,2-difenil,1-picril hidrazil) é conhecido desde 1922 quando Goldschmidt e
Renn descobriram um radical livre estavel de coloracdo violeta. O ensaio do DPPH é um dos
mais populares e um dos métodos mais empregados para testar a habilidade de compostos
atuarem como sequestradores de radicais livres ou doadores de hidrogénios. A avaliacdo da
atividade antioxidante de compostos utilizando o DPPH foi introduzida por Blois (1958),
utilizando a cisteina como um modelo de antioxidante, 0 método modificado proposto por
Brand-Williams et al. (1995) no qual substancias ou extratos reagem com uma solucéo
metanolica do radical estdvel DPPH e a reducdo do radical € acompanhada pelo decréscimo na
absorbancia num comprimento de onda caracteristico durante a reacao tém sido extensivamente
utilizado.

O radical estdvel DPPH possui forte paramagnetismo devido ao seu elétron
desemparelhado, este composto pode aceitar um elétron ou &tomo de hidrogénio para se tornar
uma molécula diamagnética estavel (BLOIS, 1958). A estabilidade do radical se deve a
deslocalizacdo do elétron desemparelhado sobre a molécula como um todo, de maneira que a
molécula ndo sofre dimerizagdo como outros radicais livres. A deslocalizacdo também da
origem a intensa cor roxa, com absor¢cdo numa solucdo etandlica ao redor de 520 nm
(KEDARE; SINGH, 2011), mas ap6s sofrer reducdo por um antioxidante ou por espécies
radicalares a absorcdo desaparece e ocorre a descoloracdo da solucdo como resultado da
redugdo e formacao da hidrazina correspondente (PYRZYNSKA; PEKAL, 2013).

O sitio radicalar do DPPH esté protegido por dois aneis fenila ortogonais entre si € 0
anel picrilo num angulo de 30° com seus dois grupos nitro orientados acima e abaixo do sitio
radicalar, sendo o impedimento estérico um problema central da reacdo com o DPPH. A
velocidade da reacdo parece estar relacionada com a estrutura quimica dos antioxidantes, uma
vez que moléeculas pequenas que tém melhor acesso ao sitio radicalar apresentam capacidade
antioxidante relativamente maior, desta forma, a acessibilidade estérica ao radical DPPH parece
ser o principal fator determinante da reacdo (XIE; SCHAICH, 2014).



A reacéo entre o radical DPPH e um antioxidante fornece uma relagédo com as reacoes
que ocorrem no sistema oxidativo, como a autoxidacdo de lipidios ou outras substancias
insaturadas. A molécula de DPPH (Z+) representa os radicais livres formados no sistema cuja
atividade € suprimida pela substancia antioxidante (KEDARE; SINGH, 2011).

A capacidade redutora dos antioxidantes frente ao DPPH pode ser avaliada pelo
decaimento da absorbéancia a 515-528 nm a medida que a hidrazina correspondente é formada.
O ensaio de DPPH é frequentemente simplificado pela medida da concentracdo de DPPH no
inicio da reacdo e apds um certo tempo de incubacdo, no ensaio original foi recomendado o
tempo de 30 minutos (PYRZYNSKA; PEKAL, 2013).

Os resultados do ensaio podem ser expressos de muitas maneiras, a maioria dos estudos
expressa os resultados em termos da porcentagem da inibicdo ou sequestro do DPPH, calculado
como 1% = (Ao — A)/Ao * 100, onde Ao e A: € a absorbancia na auséncia e presenca de
antioxidante, respectivamente (PYRZYNSKA; PEKAL, 2013). Brand-Williams et al. (1995)
utilizou o termo 1Cso (concentracdo inibitoria) para interpretacdo dos resultados do método do
DPPH, sendo definido como a concentracdo do substrato que causa reducdo de 50% na
concentra¢do do DPPH, o ICso € calculado usando o grafico obtido através dos valores de
porcentagem de inibi¢do versus concentragédo do extrato ou composto. O I1Cso pode ser utilizado
para comparar a capacidade antioxidante de diferentes compostos ou extratos de origem natural,
um baixo valor de ICsp indica alta atividade antioxidante.

O ensaio do DPPH ¢é considerado um método espectrofotométrico valido, acurado, facil
e econbmico para avaliar a atividade antioxidante de substancias e extratos, pode ser usado para
amostras liquidas e solidas, o composto radicalar é estavel e ndo precisa ser gerado antes do
ensaio como em outros ensaios de sequestro de radicais livres e ndo é especifico para nenhum
componente antioxidante em particular, mas sim a capacidade antioxidante total da amostra.
(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995; KEDARE; SINGH, 2011;
PYRZYNSKA; PEKAL, 2013).

Outro método de avaliacdo da atividade antioxidante é através da oxida¢do do B-
caroteno/acido linoleico. O -caroteno € um carotenoide de origem natural de coloracéo laranja,
abundante em frutas e vegetais, a descoloracdo dos carotenoides ocorre quando estas
substancias sdo expostas a radicais ou substancias oxidantes (KRINSKY; JOHNSON, 2005).
O método de oxidagdo do B-caroteno/acido linoleico € um dos mais utilizados na avaliacao da
atividade antioxidante, o principio do método é baseado na descoloragdo de uma solucéo

contendo B-caroteno devido a quebra do sistema de liga¢fes duplas conjugadas por espéecies



radicalares formadas pela auto-oxidacdo do acido linoleico através do aquecimento, sendo
monitorado pelo decaimento da absorbancia (MARCO, 1968; MILLER, 1971). Quando um
antioxidante apropriado ¢ adicionado a solucdo, o processo de descoloracédo pode ser retardado
por uma reacdo de competicao entre o f-caroteno e os antioxidantes pelos radicais formados
devido a oxidacao do &cido linoleico (DJORDJEVIC et al., 2004).

O método de oxidagdo do B-caroteno/acido linoleico avalia a capacidade de uma
amostra ou composto de proteger um substrato (-caroteno) da oxidacdo causada pelos radicais
livres gerados durante a peroxidacdo do &cido linoleico. Os radicais gerados pela oxidagédo
espontanea do &cido graxo promovida por indugdo térmica a 50°C provocam a descoloragédo da
emulséo aquosa formada pelo acido linoleico e o B-caroteno (HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005).
O método estd fundamentado em medidas espectrofotométricas da descoloragdo do -caroteno
induzida pelos produtos de degradacédo oxidativa do acido linoleico. A quantificacdo € baseada
no decaimento da absorbancia do B-caroteno em 470 nm na presenca de diferentes
concentragdes de uma substancia antioxidante com leitura imediata e em intervalos de 15
minutos, por um tempo total de 120 minutos (PRIETO et al., 2012).

Este método permite a avaliacdo da atividade antioxidante de extratos de plantas,
comparando com um antioxidante padrao desejado. Os resultados do ensaio de oxidagdo do -
caroteno/acido linoléico podem ser expressos como porcentagem de inibicdo da oxidacdo
calculada pela correlacdo entre a queda da absorbancia das amostras e 0 decaimento da
absorbancia do controle. Os resultados também podem ser expressos sob a forma de ICso, a
concentragdo do substrato que causa inibi¢do da oxidacdo do f-caroteno em 50%, calculado
usando o gréafico obtido através dos valores de porcentagem de inibicdo versus concentracéo do
extrato ou composto. Além disso, construindo um grafico que avalie a curva cinética de
oxidacdo (absorbancia versus tempo em minutos) é possivel determinar a eficiéncia
antioxidante de uma amostra em uma dada concentracdo através do valor de F1 (relacdo entre
as tangentes da curva de oxidagdo da amostra e do controle entre 15 e 45 minutos ap0s o inicio
da reacdo) que mede a eficiéncia em bloquear a reacdo em cadeia, através da interacdo com 0s
radicais perdxidos. Pela curva de oxidacdo também é possivel avaliar a possibilidade de o
antioxidante participar de outras reacdes durante o processo oxidativo pelo calculo de F2

(relacéo entre as tangentes das curvas de oxidacdo da amostra e do controle entre 75 e 90).



2. OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo fitoquimico e avaliar as atividades biologicas de Erythroxylum
loefgrenii (Erythroxylaceae) contribuindo para o conhecimento quimiotaxondmico e potencial

bioldgico das espécies desta familia.

2.1. Objetivos Especificos

Determinar as atividades citotoxica e antioxidante dos extratos obtidos a partir do caule

e folhas de Erythroxylum loefgrenii;

Isolar os constituintes quimicos presentes nas folhas e caule de Erythroxylum loefgrenii

candidatos a novos farmacos;
Elucidar as estruturas das substancias isoladas através de técnicas espectroscopicas;

Contribuir para o conhecimento da quimica da familia Erythroxylaceae.



3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Especifica¢Oes dos materiais e equipamentos utilizados

3.1.1. Solventes e reagentes

Os solventes organicos (acetona, acetato de etila (AcOEt), cloroférmio (CHCIs),
diclorometano (DCM), hexano (Hex) e metanol (MeOH)) empregados nos processos de
particdo, cromatografias, recristalizacdo e purificacdo foram das marcas Merck, Quimex e
Vetec, todos em grau PA. A agua utilizada foi destilada e deionizada em aparelho da marca
Milli-Q. Os solventes deuterados (CHCIz, MeOH e DMSO) foram da marca Isotech.

Os reagentes e padroes empregados nas avaliagdes das atividades bioldgicas foram das
seguintes marcas: DPPH e B-caroteno (Sigma), Acido linolénico (Aldrich Chem. Co.), Acido

galico (Riedel), BHT (Acrds Organics), Quercetina (Sigma).

Nas cromatografias em coluna (CC), os adsorventes utilizados foram gel de silica 60
(0,063-0,200 mm) da Merck, gel de silica 60 A (0,035-0,070 mm, marca Acrds Organics).

Nas cromatografias em camada delgada (CCDC) foram utilizadas placas de aluminio

recobertas com silica gel fluorescente PF 254-366 da marca Whatman e Merck.

As placas de cromatografia em camada delgada foram reveladas com luz na regido do
ultravioleta (254 e 365 nm) e reveladores quimicos. Dentre estes, 0s mais utilizados foram os

reagentes de Liebermann- Burchard, Cloreto de Aluminio (AICIs) e vapores de lodo.

3.1.2. Equipamentos

Os materiais vegetais foram secos em estufa de secagem e esterilizagcdo com circulagao
mecénica, modelo 320-SE, Fanem; e foram moidos em moinho, modelo TE-650, Willey

Tecnal.

Os solventes foram evaporados em rotaevaporador rotatério sob pressdo reduzida
Rotavapor — RIl (Buchi).

Para as observac@es de fluorescéncia foi utilizado gabinete, modelo CM-10, Spectroline.

As amostras foram pesadas em balanca analitica modelo AND GR-200.



Nos testes de atividade antioxidante pelo sistema [-caroteno/acido linoleico e pelo
método do DPPH e na determinagdo do contetdo de compostos fendlicos e flavonoides totais

as absorbancias foram lidas no leitor de microplaca BioRad EIx800.

Os espectros de RMN de *H (500 MHz e 300 MHz) e de 3C (500 MHz) unidimensionais
e bidimensionais foram adquiridos em espectrometros Bruker Avance Il empregando

sequéncias de pulsos tradicionais para 0s experimentos de correlacdo homo- e heteronucleares.

As medidas de ponto de fusdo foram registradas em aparelho digital Microquimica Ind.
e Com. Ltda MQAPF-301.
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3.2. Coleta e Identificacdo do Material Vegetal

A espécie Erythroxylum loefgrenii foi coletada no Parque da Chapada Diamantina, no
municipio de Morro do Chapéu, Bahia, sendo identificada pela professora Maria Lenise S.
Guedes e registrada no Herbario “Alexandre Leal Costa” do Instituto de Biologia da

Universidade Federal da Bahia, sob o nimero 107779 (Figura 2, p. 11).

& = 3

Figura 2. Exsicata de Erythroxylum loefgrenii.
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3.3. Obtencéo dos extratos

As folhas de E. loefgrenii foram secas em estufa e trituradas em liquidificador obtendo-
se uma massa de (166 g). Foram feitas trés extracdes por maceracdo sucessivas utilizando
MeOH. Apos a filtragem e evaporacdo do MeOH em rotaevaporador obteve-se o extrato MeOH
bruto (ELFMeOH = 54,67 g). O extrato metanolico foi solubilizado na mistura MeOH / H>0O
numa proporc¢do de 8:2 (v/v). Em um funil de separacéo foi realizada a parti¢éo liquido-liquido
com Hex, sendo retiradas trés porcdes da fase hexanica. Apos a filtragem e evaporacdo do Hex
obteve-se o extrato hexanico (ELFHex = 6,20 g). Posteriormente foi realizada particéo liquido-
liquido da fase metandlica restante utilizando-se trés por¢des de CHCls. Assim, apdés a filtragem
e evaporacao do CHCIs foi obtido o extrato cloroférmico (ELFCHCIz = 3,54 g). Utilizando trés
porcdes AcOEt foi realizada nova particdo liquido-liquido da fase metandlica, que apds a
filtragem e evaporacdo do AcOEt forneceu o extrato acetato de etila (ELFACOEt = 6,72 g). O
residuo hidroalcoodlico restante foi evaporado a pressdo reduzida fornecendo o extrato
hidroalcodlica (ELFH2O/MeOH = 14 g) (Figura 3, p. 13).

Os caules de E. loefgrenii foram secos em estufa com circulacéo de ar a temperatura de
40°C e triturados em moinho obtendo-se 303,89 g. Foram feitas trés extracbes por maceragao
sucessivas utilizando MeOH como solvente. Apos a filtragem e evaporacdo do MeOH obteve-
se 0 extrato MeOH bruto (ELCMeOH = 33,19 g). O extrato MeOH bruto foi submetido a
fracionamento em coluna filtrante, utilizando-se silica Gel como fase estacionaria e 0s solventes
Hex, CHCIs; e AcOEt, em ordem crescente de polaridade. Apds a evaporacdo do Hex, CHClz e
AcOEt em Rotaevaporador obteve-se os extratos hexanico (ELCHex = 0,10 g), cloroférmico
(ELCCHCI3 = 0,53 g) e acetato de etila (ELCACOELt = 1,31 g) do caule de E. loefgrenii (Figura
4,p.14).
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Secagem das folhas de Erythroxylum loefgrenii

48h a 40°C
A4

Folhas de Erythroxylum loefgrenii trituradas

Folhas secas (166 g)

Maceracdo utilizando MeOH

1° ciclo: 2L MeOH — 48h
2° ciclo: 2L MeOH - 48h
v 3° ciclo: 2L MeOH — 72h

Filtracdo

Filtrado Residuo sélido

\ 4

Concentragéo do extrato MeOH

40°C

A 4

Extrato MeOH das folhas de E. loefgrenii (54,67 Q)

Metanol / 4gua (8:2)

Particdo com Hex - 200mL (4 vezes)

Fase Hex Fase MeOH/H,O

Evaporagdo do solvente a pressdo reduzida
Y

Extrato Hex (6,20 g) Y
Particdo com CHCl3 - 200mL (4 vezes)

Fase MeOH/H,0 Fase CHCl;

Evaporagdo do solvente a pressdo reduzida

Particdo com AcOI;; - 200mL (4 vezes) Extrato CHC, (3,54 0)
Fase AcOEt Fase MeOH/H;0
Evaporacdo do solvente & pressdo reduzida Evaporacéo do solvente a pressdo reduzida
A 4
Extrato AcOEt (6,72 Q) Extrato hidroalcodlico (14 g)

Figura 3. Obtencéo e particdo do extrato MeOH das folhas de E. loefgrenii.
13



Secagem do caule de Erythroxylum loefgrenii

48h & 40°C
A 4

Caule de Erythroxylum loefgrenii triturado

Y

Caule seco (303,89 g)

Maceracdo com MeOH

1° ciclo: 2L MeOH — 48h
2° ciclo: 2L MeOH — 48h
3° ciclo: 2L MeOH — 72h

Y

Concentragdo do extrato

40°C

\ 4

Extrato MeOH do caule de E. loefgrenii (33,19 g)

Y

Fracionamento do extrato MeOH em coluna filtrante a
Vacuo

Hex — 500mL (3 vezes)
CHCI3; — 500 mL (3 vezes)
AcOEt — 500 mL (3 vezes)

y

As fases Hex, AcOEt e CHCI3 foram concentradas

Extrato AcOEt do caule de E. loefgrenii (1,31 g)

A 4

—| Extrato CHCI; do caule de E. loefgrenii (0,53 g)

»|  Extrato Hex do caule de E. loefgrenii (0,10 g)

Figura 4. Obtencéo e particdo do extrato MeOH do caule de E. loefgrenii.
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3.4. Isolamento dos Constituintes Quimicos de E. loefgrenii

3.4.1. Fracionamento do Extrato CHClIs do Caule de E. loefgrenii

O extrato CHCIs obtido do caule de E. loefgrenii (0,49 g) foi submetido a uma CC em
gel de silica 60 A utilizando como eluente uma mistura de DCM e MeOH em gradiente
crescente de polaridade. Foram coletadas dessa coluna 102 fragOes de aproximadamente 15 mL
cada. Essas fragOes foram agrupadas em 22 sub-fracGes com base no perfil observado na CCDC
utilizando como reveladores o reagente de Liebermann-Burchard, vapores de I, e visualizacdo
com luz UV (Tabela 1, p. 16).

As fracbes ELCCHCI3 15 e 23, eluidas em DCM, e a fragdo 42 eluida em DCM / MeOH
(99:1) foram submetidas a recristalizacdo com MeOH. Os cristais formados em cada uma dessas
fracbes foram separados do sobrenadante por filtracdo e solubilizados em CHCIs. Apos a
evaporacdo do solvente os cristais formados foram lavados separadamente com Hex,
separando-se a parte solGvel em Hex do restante. A andlise espectroscopica por RMN de *H,
13C e DEPT 135, dessas fracdes permitiu identificar as misturas de 1 e 2 (9,9 mg), 4 e 5 (4,6
mg), bem como, a substancia 3 (13,4 mg) nas fracbes ELCCHCI; 15, ELCCHCI; 42 e
ELCCHCIs 23, respectivamente (Figura 5, p. 17).
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Tabela 1. Coluna Cromatografica do Extrato CHCI; dos Caules de E. loefgrenii.

Fragdes Obtidas Sistema de Solvente  Fracdes Agrupadas Massa (mg) Observacdo
1 3,0
2-3 4.4
4-7 4,8
ELCCHCI; 15
8-15 9,9 .
1-130 DCM Substancias 1 e 2
16 - 18 51
ELCCHCI; 23
19-23 134 Substancia 3
24 - 27 7,3
28 —30 6,5
31 4,0
ELCCHCI; 42
32-42 4.6 Substancias 4 e 5
31-60 DCM:MeOH (99:1) 4351 19,0
52 — 57 14,2
58 — 60 8,9
61 —63 DCM:MeOH (98:2)
64 — 66 DCM:MeOH (95:5) 61-66 250
67 — 69 DCM:MeOH (931)
70— 72 DCM:MeOH (85:15) 67-12 323
73 9,1
73-75 DCM:MeOH (8:2)
14 -175 16,4
76 — 82 DCM:MeOH (733) 76 — 82 23,0
83-89 DCM:MeOH (6:4) 83 -89 46,0
90 - 94 29,1
90-99 DCM:MeOH (1:1)
95-99 31,2
100 — 102 MeOH 100 — 102 17,6

Obs: O volume coletado das fracdes coletadas de 1 a 60 foi de aproximadamente 15 mL e de 62 a 102
de aproximadamente de 50 mL
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CC do extrato CHCI; do caule (0,499) de E. loefgrenii

Massa de amostra utilizada igual a 0,499

Massa de silica gel 60H igual a 30g

Sistema de solventes: DCM e MeOH em ordem
crescente de polaridade

A 4

Foram coletadas 102 fragoes

Y

CCDC das fracdes obtidas

Reveladores:

Luz UV

Vapor de I,

Reagente de Lierbermann-Burchard

A 4

As fragOes foram agrupadas em 22 sub-fragdes segundo o perfil observado na CCDC

v v v
ELCCHCIz 15 ELCCHCIz 23 ELCCHCI; 42
v v v

Recristalizacdo com metanol

\4 v \4

Lavagem com hexano

\ 4 \ 4 A\ 4
ELCCHCI;15 ELCCHCI; 23 ELCCHCI; 42
(9,9mg) (13,4 mg) (4,6 mg)

Figura 5. Fracionamento do Extrato CHCI; do Caule de E. loefgrenii.
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3.4.2. Fracionamento do Extrato Hexanico das Folhas de E. loefgrenii

O extrato hexanico obtido das folhas da E. loefgrenii (5,5 g) foi submetido a uma CC
em gel de silica 60 A utilizando como eluentes uma mistura de HEX, AcOEt e MeOH em
gradiente crescente de polaridade. Foram coletadas dessa coluna 127 fragdes de
aproximadamente 50 mL cada . Essas fracGes foram agrupadas em 30 sub-fragdes com base no
perfil observado na CCDC utilizando Liebermann-Burchard, vapores de I, e luz UV reveladores
(Tabela 2, p. 19, Figura 6, p. 20).

A fracdo ELFHex 85 (155,2 mg) foi submetida a CC em gel de silica 60 A utilizando
como eluentes DCM e MeOH em gradiente crescente de polaridade. Foram coletadas 60
fracdes, agrupadas em 16 sub-fragdes com base no perfil observado na CCDC utilizando
Liebermann-Burchard, I,, AICI3 e luz UV como reveladores. A analise espectroscopica por
meio de RMN !H e RMN %3C da fragdo ELFHex 85(5) (7,1 mg), eluida em DCM, permitiu
chegar a identificacdo estrutural da substancia 6 (Tabela 3, p. 21, Figura 7, p. 22).

A fracdo ELFHex 102 (18,7 mg), eluida em AcOEt/MeOH (95:5), foi submetida a
lavagem com AcOEt, que apds a evaporacao do solvente levou a formacao de um solido branco.
A andlise por CCDC utilizando Liebermann-Burchard e luz UV dessa fracdo permitiu a
identificacdo da substancia 7 (Figura 6, p. 20).

3.4.3. Purificacdo do Extrato AcOEt das Folhas de E. loefgrenii

O extrato AcOEt das folhas de E. loefgrenii (3 g) foi submetido a sucessivas lavagens
com metanol, os perfis das fraces obtidas foram analisados por CCDC utilizando vapor de I,
luz UV e AICIls como reveladores, fornecendo a fracdo ELFACOEt 1 (12,6 mg). A analise
espectroscopica por RMN 'H e RMN 3C da fracdo ELFACOEt 1 permitiu chegar a
identificacdo estrutural da substancia 8.
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Tabela 2. Coluna Cromatogréfica do Extrato Hex das Folhas de E. loefgrenii.

Fracdes Obtidas  Sistema de Solvente  FracGes Agrupadas Massa (mg) Observacao
1-2 Hex 1-2 47,1
3-5 Hex
6-7 Hex:AcOEt (99:1) 3-10 202,3
8-10 Hex:AcOEt (98:2)
. , 11-12 136,5
11-15 Hex:AcOEt (97:3) 1315 32.8
16 -18 Hex:AcOEt (97:3)
19 Hex:AcOEt (96:4) 16-19 469
20 -23 Hex:AcOEt (96:4) 20 -23 56,7
24 - 25 Hex:AcOEt (96:4)
26 Hex:AcOEt (95:5)
27 Hex:AcOEt (94:8) 24 - 29 67,4
28 Hex:AcOEt (92:8)
29 Hex:AcOEt (9:1)
30-32 33,9
: . 33-35 54,2
30-50 Hex:AcOEt (9:1) 3637 870
38-50 217,2 ELFHex 50 CC
, i 51-55 62,8 ELFHex 55 CC
51-58 Hex:AcOEt (85:15) 56 58 343
59 -68 Hex:AcOEt (85:15) ELFHex 75 CC
69— 75 Hex:AcOEt (8:2) 59-75 358.4
7677 Hex:AcOEt (7:3) 7677 36,7
78-179 Hex:AcOEt (7:3)
80-83 Hex:AcOEt (6:4) 78 -85 155,2 ELFHex 85 CC
84 -85 Hex:AcOEt (1:1)
86 — 90 100,6
86 — 94 Hex:AcOEt (1:1) 91-93 74,1
94 23,0
95-96 Hex:AcOEt (3:7)
97— 98 AcOEt 95-98 419
99 - 100 38,7
99 - 102 AcOEt:MeOH (95:5) 101 - 102 15 ELFHAex 102
Substéncia 7
103 - 104 AcOEt:MeOH (9:1)
105 ACOEt:MeOH (8:2) 103105 326
106 AcOEt:MeOH (8:2)
107 AcOEt:MeOH (7:3) 106 - 107 213
108 — 109 46,2
108 —-113 ACcOEt:MeOH (7:3)
110-113 103,7
114 AcOEt:MeOH (7:3)
115-116 AcOEt:MeOH (6:4) 114-116 86,4
. ) 117 -118 98,5
117 -123 AcOEt:MeOH (1:1) 119 - 123 202.4
124 AcOEt:MeOH (1:1)
195 - 126 MeOH 124 - 126 126,3

Obs: O volume coletado das fracGes coletadas foi aproximadamente 50 mL.
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Fracionamento do extrato Hex das folhas (5,5 g) de E.
loefgrenii

Massa de amostra utilizada igual a 5,5 ¢

Massa de silica gel 60H (Sigma) igual a 200g
Sistema de solventes: Hex, ACOEt e MeOH em
ordem crescente de polaridade

\ 4

Coletadas 127 fracdes

A 4

CCDC das fragdes obtidas

Reveladores:

UV (254 e 365 nm)
Vapor de I,
Lierbermann-Burchard

A\ 4

FracGes agrupadas em 30 sub-fragdes de acordo com o perfil observado na CCDC

A 4 A 4

ELFHex 85 ELFHex 102
A\ 4 \ 4
CC Lavagem com
AcOEt
ELFHex 102
(15 mg)

Figura 6. Fracionamento do Extrato Hex das Folhas de E. loefgrenii.



Tabela 3. Coluna Cromatografica da fragdo ELFHex 85

Fracdes Obtidas Sistema de Solvente Fracdes Agrupadas Massa (mg)  Observacgédo
1 2,6
2-5 8,5
610 13,8
11-14 14,0
1516 71 FLEHEXSSE)
1-36 DCM ubstancia
17 -24 10,9
25-27 7,1
28-30 6,3
31-34 9,0
35-36 10,4
37-40 DCM:MeOH (99:1) 37-40 8,7
41 - 44 DCM:MeOH (98:2)
41 - 46 12,4
45— 46 DCM:MeOH (97:3)
47 - 48 DCM:MeOH (96:4) 47 - 48 6,1
49 - 50 DCM:MeOH (95:5)
49 - 51 6,7
51 DCM:MeOH (9:1)
52 DCM:MeOH (85:15)
52 -53 59
53 DCM:MeOH (8:2)
54 - 57 DCM:MeOH (7:3) 54 - 57 7,5
58 — 59 DCM:MeOH (6:4)
58 - 60 10,7
60 MeOH

O volume coletado das fracGes coletadas de 1 a 60 foi de aproximadamente 30 mL.
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Purificagdo da fracdo ELFHex 85 (155,2 mg)

Massa de amostra utilizada igual a 155,2 mg
Sistema de solventes: DCM e MeOH em ordem
v crescente de polaridade

Coletadas 60 fracbes

A\ 4

CCDC das fracdes obtidas

Reveladores:

uv

Vapor de I,
Lierbermann-Burchard
v AlCl;

FracOes agrupadas em 16 sub-fragdes de acordo com o
perfil observado na CCDC

A 4

ELFHex 85 (7,1 mg)

Figura 7. Fracionamento da fracdo ELFHex 85.

3.5. Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais nos extratos obtidos de E.
loefgrenii foi realizada de acordo com o método de Folin-Ciocalteu em microplaca, seguindo o
protocolo descrito por Al-Duais et al. (2009) e Miiller et al. (2010), e adaptado por Bobo-Garcia
et al. (2014). O método esta baseado na reducéo dos acidos fosfomolibdico e fosfotungstico em
solucdo alcalina. O aparecimento de coloracdo azulada produzida é diretamente proporcional
ao teor de fenodlicos presentes no material analisado € medido em A=750 nm.

Para a determinacdo do teor de compostos fendlicos totais, 20 uL de cada extrato (1000
mg L1) foi adicionado a cada pogo da microplaca, misturado com 100 pL do reagente de Folin—
Ciocalteu (1:4), e agitado por 60s. Apos 240s foi adicionado 75 pL de uma solugéo de carbonato
de sodio (100 g L) e agitado por 60s. Apds 2h de incubagdo no escuro a temperatura ambiente,
a absorbancia foi medida em 750 nm no leitor de microplaca. O branco da reacéo foi preparado
com H20 destilada e a absorbancia do branco foi subtraida das absorbancias dos extratos e do
padrdo de acido galico. O acido gélico foi utilizado como padrdo em concentracbes que

variaram de 10 a 500 mg L. O teor de compostos fenolicos totais foi calculado a partir da
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curva de concentragdo versus absorbancia construida com o padréo de acido galico (10, 25, 50,
75, 100, 200, 300, 400 e 500 mg L) e foram expressos como mg equivalentes de acido galico
por grama de extrato (mg EAG/g de Extrato). Todas as amostras foram analisadas em triplicata.
Os dados desta analise foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), usando teste Tukey
com (p <0.05). As analises estatisticas foram realizadas utilizando o Sisvar 5.6, Microsoft Excel
2010 e 0 IBM SPSS Statistics.

3.6. Determinacao do teor de flavonoides totais

A determinacdo do teor de flavonoides totais nos extratos obtidos de E. loefgrenii foi
realizada através de um ensaio colorimétrico utilizando o cloreto de aluminio (AICI3), este
método se baseia na formagdo de um complexo entre o aluminio e o flavonoide com
absorbancia maxima em 430 nm. O ensaio foi realizado segundo a metodologia proposta por
Chatatikun e Chiabchalard (2013) na qual 50 uL dos extratos (1000 mg L) ou da solucéo
padrdo de quercetina (5, 10, 25, 50, 75, 100 e 200 mg L) em EtOH 80% foi adicionado a 10
ul de uma solugdo de cloreto de aluminio 10% seguido da adi¢ao de 150 uL de EtOH 95%. O
branco foi preparado com etanol 80%. 10 pL de AcONa 1M foi adicionado a mistura em uma
microplaca de 96 pocos. Os reagentes foram misturados e incubados por 40 minutos na
temperatura ambiente protegidos da luz. A absorbancia foi medida a 415 nm no leitor de
microplaca.

O teor de flavonoides totais foi calculado a partir da curva de concentragdo versus
absorbancia construida com o padrdo de quercetina e o contetido de flavonoides totais nos
extratos foi expresso como mg equivalentes de quercetina por grama de Extrato (mg EQ/g de
Extrato). Todas as amostras foram analisadas em triplicata. Os dados desta analise foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), usando teste Tukey com (p < 0.05). As anélises
estatisticas foram realizadas utilizando o Sisvar 5.6, Microsoft Excel 2010 e o IBM SPSS

Statistics.

3.7. Teste de letalidade da Artemia salina

Os ensaios de toxicidade dos extratos ACOEt, CHCIs, Hex e MeOH das folhas e caule
de E. loefgrenii utilizando Artemia salina baseou-se na metodologia proposta por Serrano,
Ortega e Villar (1996).
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O aquario montado para a eclosdo dos ovos de Artemia salina é dividido em dois
compartimentos, 0s ovos de A. salina foram depositados no compartimento protegido da luz.
Com a ecloséo, ap6s 48h de incubacdo, os naupliis migraram para 0 compartimento iluminado.
A solucdo do aquaério foi preparada com 1 L de agua mineral e 3,8 g de sal marinho sintético.
Dez naupliis foram transferidos para cada frasco contendo os extratos e o volume dos frascos
foi completado para 5,0 mL com a mesma &gua do mar artificial. Esse sistema permaneceu sob
iluminacdo e os naupliis sobreviventes foram contados ap6s 24 horas. Os extratos foram
testados nas concentragdes de 25, 50, 100, 125, 250, 500, 750 e 1000 pug mL™. O branco foi
preparado com 5,0 mL de agua do mar artificial. Todas as analises foram realizadas em
triplicata. A porcentagem de mortos em cada concentragdo foi determinada através da média
aritmética das triplicatas. Os naupliis que ndo exibiram nenhum movimento, durante dez
segundos de observacdo, foram considerados mortos. Foi construido o grafico de concentracédo
versus porcentagem de naupliis mortos e, por regressao linear, calculado a concentracdo letal
50% (LCso).

3.8. Determinacdo da atividade antioxidante (AA) utilizando o sistema f-caroteno /

acido linoléico

O método de oxidagdo do B-caroteno/acido linoléico avalia a atividade de inibicdo de
radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoléico, ou seja, a capacidade a de um
extrato ou substancia de proteger um substrato lipidico da oxidacdo. O método foi inicialmente
descrito por Marco (1968) e posteriormente modificado por Miller (1971) e baseia-se em
medidas espectrofotométricas da descolora¢ao (oxidag¢do) do B-caroteno induzida pelos
produtos de degradacdo oxidativa do &cido linoléico.

A determinagdo da AA utilizando o sistema [3-caroteno/acido linoleico foi realizado de
acordo com a metodologia proposta por Ribeiro et al. (2011) adaptando o teste para microplaca.
A mistura reativa foi preparada pela adi¢do de 20 pL de acido linoléico, 200 uL de Tween 20,
1 mL de CHCIz e 1 mL de solugio de B-caroteno a 2 mg mL™* em Erlenmeyer. Em seguida, o
CHCIs foi removido em rotaevaporador, na temperatura de 40 °C. A mistura isenta de CHCls,
foi adicionado 100 mL de H2O previamente saturada com oxigénio durante 30 min com
agitagéo vigorosa.

Para determinar as absorbancias, foi utilizada uma microplaca de poliestireno com 96
pocos. Em cada cavidade da microplaca foram adicionados 250 pLL da mistura reativa e 10 uLL

de cada extrato obtido a partir dos caules e folhas de E. loefgrenii nas concentragdes de 200,
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400, 600, 800 e 1000 pg mL* usando como padrdo 0 mesmo volume de BHT nas concentragoes
de 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 pg mL2. O branco foi preparado com metanol.

A placa foi incubada a 45°C para acelerar as reacdes de oxidacdo e iniciar o
descoramento do B-caroteno. As leituras das absorbancias foram realizadas imediatamente e
com intervalos de 15 min, durante 120 min, em leitor de microplaca no comprimento de onda
de 470 nm. Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os resultados da atividade
antioxidante foram expressos como porcentagem de inibicdo da oxidacgéo, que foi calculada em
relacdo ao decaimento da absorbancia do controle (Ac). A queda da absorbancia das amostras
(Aam) foi correlacionada com a queda do controle, obtendo-se a porcentagem da inibicdo da
oxidacdo (% 1) através da Equacdo 1:

_ (Ac; = Acp) — (Aam; — Aamy)

%I = X 100
% ACi — ACf

Onde:
Aci = Absorbancia inicial do controle

Act = Absorbancia final do controle
Aamj = Absorbancia inicial da amostra

Aams = Absorbancia final da amostra

Todas as amostras foram analisadas em triplicata. Os dados desta analise foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA), usando teste Tukey com (p < 0.05). As andlises estatisticas

foram realizadas utilizando o Sisvar 5.6, Microsoft Excel 2010 e o IBM SPSS Statistics.

3.9. Determinacdo da atividade antioxidante (AA) utilizando o método do DPPH

A atividade antioxidante foi determinada através do método do DPPH segundo a
metodologia desenvolvida por Brand-Williams et al. (1995) e proposta por Ribeiro et al. (2011)
adaptando o teste para microplaca. O teste avalia a capacidade de um extrato ou substancia de
reduzir o DPPH, formando a 2,2-difenil,1-picril hidrazina de coloragdo amarela, com
consequente desaparecimento da coloracdo monitorada pelo decréscimo da absorbancia. Para
cada extrato e padrdes foram utilizadas oito diferentes concentragdes (12,5, 25, 50, 100, 200,

250, 400 e 500 pg mL™), 50 pL dos extratos e dos padrdes Quercetina e BHT dissolvidos em
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metanol foram adicionados a 200uL de DPPH 100 puM na microplaca e a reducdo da
absorbéncia foi determinada a 515 nm no minuto 0 e no minuto 30 no leitor de placa de
microplaca. O branco foi preparado com 50uL de MeOH e 200uL de DPPH. Todas as analises
foram realizadas em triplicata.

A atividade antioxidante (% AA) foi calculada através da equagéo:

Ao — A¢

% AA = * 100

Onde:
Ao = absorbancia do controle
A: = a absorbancia na presenca de antioxidante

E 0 ICsp, definido como a concentragdo inibitdria de antioxidante necessaria para reduzir
a concentracdo inicial de DPPH em 50%, foi calculado pela equacdo da reta do grafico de
concentracdo versus atividade antioxidante. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.
Os dados desta analise foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), usando teste Tukey
com (p <0.05). As analises estatisticas foram realizadas utilizando o Sisvar 5.6, Microsoft Excel
2010 e o IBM SPSS Statistics.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacao do teor de compostos fendlicos totais

As dosagens dos teores dos compostos fenolicos nos extratos dos caules e folhas de E.
loefgrenii foi determinada atraves da curva de calibracéo do padrao de &cido galico apresentada
na Figura 8 (p. 27). A curva ¢ linear na faixa de concentragdo de 10 a 500 mg L™ com R? igual
a 0,9994 e equacdo da reta igual a y = 0,0067x +0,0183, onde y é igual absorbéncia e x igual a
concentracdo. Substituindo a absorbancia obtida para cada extrato na concentracéo de 1000 mg
L™ na equacgdo da reta obtém-se os resultados expressos em mg equivalentes de acido galico

por grama de extrato (mg EAG/g de Extrato).

Curva de calibracdo do padrdo Acido Galico

3,5
3
©
‘G 2,5
C
(T
2 2
(@]
(%]
2 1,5 y=0,0067x + 0,0183
1 R? = 0,9994
0,5
0
0 100 200 300 400 500 600

Concentracdo do Acido Galico em mg L1

Figura 8. Curva de calibracdo do padréo de acido galico.

Os compostos fenolicos constituem um dos principais grupos de metabdlitos
secundarios com atividade antioxidante encontrados nas plantas, os teores de compostos
fenolicos totais nos extratos de E. loefgrenii variaram de 25,63 + 2,35 a 370,70 + 9,28 mg EAG/
g de Extrato. Na Tabela 4 (p. 28) estdo apresentados 0s teores de compostos fendlicos totais
dos extratos obtidos dos caules e folhas de E. loefgrenii. As maiores concentractes de
compostos fenolicos foram encontradas nos extratos ACOEt e MeOH das folhas e caules e, no
extrato ELFCHCIs das folhas de E. loefgrenii. Ndo ha diferenca significativa entre as
concentragdes de compostos fenolicos observadas nos extratos ELCACOEt e ELCMeOH dos

caules. Enquanto que no extrato ELFACOEt das folhas, a concentragdo de compostos fenolicos
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é 2,09 vezes maior do que no extrato ELFMeOH das folhas. O extrato Hex apresentou as

menores concentracdes de compostos fendlicos nas folhas e no caule.

Tabela 4. Fendis Totais (mg EAG/ g de Extrato) nos extratos de E. loefgrenii (p < 0,05).

Fendis Totais (mg EAG/ g de Extrato) + desvio padréo

EXTRATO
FOLHAS CAULE
AcOEt 370,70 + 9,28° 180,70 + 9,89°
CHCls 153,24 + 3,85° 84,13 + 2,69¢
Hex 41,15 + 1,95¢° 25,63 + 2,35°
MeOH 177,42 + 6,87° 194,43 +7,81°

* Medias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade
Devido a complexidade quimica dos compostos fendlicos, ndo ha um método conhecido

que forneca a abordagem perfeita na determinagdo do teor desses compostos (WANG;
WELLER, 2006). O ensaio de Folin-Ciocalteau estd baseado na reducdo dos acidos
fosfomolibdico e fosfotingstico em solucdo alcalina. Apesar de ndo ser um ensaio especifico,
é 0 método mais utilizado na determinagdo de compostos fendlicos. Os resultados podem ser
superestimados uma vez que os substratos oxidativos ndo fenélicos podem interferir na reacao
de maneira aditiva, e os compostos fenolicos oxidados podem ser regenerados, interferindo na
reacdo de maneira sinérgica (MAGALHAES et al., 2010). Dentre os compostos ndo fendlicos
que podem reduzir o reagente de Folin-Ciocalteau estdo os &cidos organicos, tais como, 0s
acidos ascorbico, citrico e tartarico, agtcares como a frutose, glicose e sacarose, carotenoides,
aminoéacidos e o sulfato ferroso (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Na determinacdo dos compostos fendlicos totais das folhas e caules de E. loefgrenii as
maiores concentragdes foram encontradas nos extratos mais polares, os extratos AcOEt e
MeOH. Estes resultados sdo condizentes com os resultados encontrados por Cdérdova et al.
(2012) na determinacdo do teor de compostos fenolicos totais nos extratos ACOEt, CHCls, Hex
e BuUOH de trés variedades de Erythroxylum alaternifolium endémicas de Cuba, onde os teores
de compostos fenolicos variaram de 1,3 a 284,0 mg equivalentes de acido clorogénico por
grama de extrato (mg CAE/g de Extrato). No entanto, enquanto no presente estudo as maiores
concentracdes de compostos fendlicos foram encontradas nos extratos AcOEt dos caules e

folhas de E. loefgrenii, Cordova et al. (2012) encontraram as maiores concentracdes nos
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extratos BuOH das trés variedades de E. alaternifolium. Os extratos ACOEt das trés variedades
de E. alaternifolium apresentaram teores de compostos fendlicos totais que variaram de 12 a
116 mg CAE/g de Extrato.

A comparacao entre a concentracao de fenois totais de diferentes extratos de espécies
do género Erythroxylum e os resultados obtidos neste estudo para os extratos MeOH e AcOEt
do caule e folhas de E. loefgrenii constam na Tabela 5 (p. 29).

Tabela 5. Fendis Totais (mg EAG/ g de Extrato) de diferentes extratos de espécies de Erythroxylum.

Fendis Totais (mg EAG/ g de Extrato) + desvio padrdo

Extrato EtOH Extrato AcOEt Extrato H.O Extrato MeOH

E. suberosum
(OLIVEIRA et al., 2015)
E. citrifolium
(CASTANEDA et al., 2013)
E. sideroxyloides
(SOOBRATTEE et al., 2008)
E. laurifolium
(PICOT et al., 2014)

575,50 + 2,50 242,20 + 9,53

200+ 6

24

160,25+ 0,74 454,68 + 0,71

E. loefgrenii* 180,70 £ 9,89 194,43 + 7,81
E. loefgrenii** 370,70 £ 9,28 177,42 £ 6,87
*CAULES **FOLHAS

4.2. Determinacdo do teor de flavonoides totais

A dosagem do teor dos flavonoides totais nos extratos obtidos dos caules e folhas de E.
loefgrenii foi realizada através da curva de calibracdo do padrdo de quercetina apresentada na
Figura 9 (p. 30). A curva foi linear na faixa de concentracdo de 10 a 200 mg L™ com R? igual a
0,9977 e equacéo da reta foi igual a y = 0,0078x + 0,0689, onde y foi igual absorbancia e x
igual a concentracdo. Substituindo a absorbancia obtida para cada extrato na concentracao de
1000 mg L* na equacdo da reta foram obtidos os resultados expressos em mg equivalentes de
quercetina por grama de extrato (mg EQ/g de Extrato).

Os teores de flavonoides totais nos extratos de E. loefgrenii variaram de 18,39 + 1,83 a
276,72 = 3,03 mg EQ/ g de Extrato. Na Tabela 6 (p. 31) estdo apresentados os teores de
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flavonoides totais dos extratos obtidos a partir dos caules e folhas de E. loefgrenii. A
concentracdo de flavonoides totais foi maior para todos os extratos obtidos das folhas de E.
loefgrenii quando comparados aos mesmos extratos dos caules. As maiores concentracfes de
flavonoides foram encontradas nos extratos ELFAcCOEt e ELFCHCIz das folhas de E.
loefgrenii. No entanto, o extrato ELFACOEt apresenta uma concentragéo de flavonoides totais
2,23 vezes maior que o extrato ELFCHCIz. Com relagédo aos extratos dos caules, as maiores
concentracdes foram encontradas nos ELCACOEt e ELCCHCIs; ndo havendo diferenca
significativa entre as concentracbes de flavonoides observadas nos extratos ELCHex e
ELCMeOH. Os extratos Hex das folhas e dos caules e o extrato ELCMeOH dos caules
apresentaram as menores concentracgdes de flavonoides totais entre os extratos testados.

Curva de calibracdao do Padrao Quercetina
1,8
1,6 L
1,4

1,2

08 y =0,0078x + 0,0689
0,6 R2=0,9977

Absorbancia
)

0,4

0,2

0 50 100 150 200 250

Concentracdo de Quercetina em mg L1

Figura 9. Curva de calibracdo do padrdo de quercetina.

30



Tabela 6. Flavonoides Totais (mg EQ/ g de Extrato) dos extratos de E. loefgrenii. (p < 0,05)

Flavonoides Totais (mg EQ/ g de Extrato) + desvio padréo

EXTRATO
FOLHAS CAULE
AcOEt 276,72 + 3,03 44,33 + 4,25
CHCls 124,12 + 4,65° 31,34 £ 5,06°
Hex 85,23 + 2,95° 18,47 + 1,81"
MeOH 107,83 + 4,019 18,39 + 1,83

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade

No genéro Erythroxylum os flavonoides glicosilados sdo mais abundantes que as
respectivas agliconas. Cordova et al. (2012) determinaram o teor de flavonoides totais nos
extratos AcOEt, CHCI3, Hex e BuOH de trés variedades de Erythroxylum alaternifolium
endémicas de Cuba, nos quais os teores de flavonoides variaram de 0,02 a 0,21 mg EQ/ g de
Extrato, sendo as maiores concentracdes encontradas nos extratos BUOH das trés variedades.
Picot et al. (2014) analisaram os teores de flavonoides totais nos extratos MeOH e H,O de cinco
plantas medicinais das Mauricias usadas tradicionalmente para o tratamento da diabetes, entre
elas a Erythroxylum laurifolium, que apresentou teores de flavonoides iguais a 20,11 + 0,59 e
23,17 = 0,79 mg equivalente de rutina por g de Extrato, para os extratos MeOH e HO,
respectivamente. Estes valores sdo inferiores aos teores de flavonoides encontrados no presente
estudo, onde as concentracdes de flavonoides totais variaram de 18,39 + 1,83 a 276,72 * 3,03
mg EQ/ g de Extrato e as maiores concentragdes foram encontradas nos extratos ELFACOEt e
ELFCHCI; das folhas de E. loeffgrenii.

4.3. Teste de letalidade da Artemia salina

A Artemia salina € um microcrustaceo marinho usado como organismo alvo na deteccéo
de compostos bioativos em extratos de plantas. A significante correlacdo entre o ensaio de
letalidade da A. salina e a inibicdo do crescimento de linhagens celulares de tumores humanos
solidos demonstrada pelo Instituto Nacional de Cancer dos Estados Unidos demonstra o valor

deste bioensaio como uma ferramenta de triagem na pesquisa de novas drogas antitumorais
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(McLAUGHLIN; ROGERS, 1988). Os ovos de A. salina se mantém viaveis por muitos anos,
sendo uma conveniente fonte bioldgica para bioensaios rapidos, simples e baratos, podendo ser
realizados em laboratorios de quimica de produtos naturais devido a ndo exigéncia de técnicas
assépticas na sua realizacdo uma vez que a maioria destes laboratorios ndo sdo adequadamente
equipados para a realizacdo de bioensaios utilizando animais ou 6rgdos e tecidos isolados
(MAYORGA et al., 2010; LIEBERMAN, 1999).

Muitos laboratdrios de produtos naturais usam este ensaio na sua rotina de isolamento,
purificacdo e elucidacdo estrutural como uma técnica de triagem bioldgica inicial com o
objetivo de selecionar e monitorar o estudo fitoquimico de extratos de plantas na busca por
substancias bioativas (ALMEIDA-CORTEZ et al., 2004; SIQUEIRA et al., 1998). Quanto
menor o valor de LCsp apresentado por um extrato ou substancia, mais toxico € o composto
frente a A. salina. A toxicidade pode ser considerada baixa quando a LCso ¢ superior a 500 pg
mL1; moderada para valores entre 100 a 500 ug mL™ e elevada quando a LCso é inferior a 100
ng mLt (AMARANTE et. al., 2011).

Nesse estudo os extratos apresentaram toxicidade frente a A. salina com percentuais que
variaram de 6,67% na concentracdo de 25 ug mL™ a 100% de atividade na concentragdo de
1000 ng mL™. Nas concentragdes de 1000 e 750 ug mL™ todos os extratos obtidos a partir das
folhas apresentaram atividade méxima frente a A. salina. Dos extratos obtidos a partir das
folhas, o extrato ELFACOELt foi o menos ativo em todas as concentragdes. Enquanto que, o
extrato ELFHex foi o mais ativo em todas as concentracdes testadas. Com excecao do extrato
ELFCHCIs, todos os extratos obtidos das folhas de E. loefgrenii foram mais ativos que os
extratos obtidos dos caules. O extrato ELCCHCI3 dos caules de E. loefgrenii foi notadamente
mais ativo contra A. salina que os demais extratos obtidos dos caules Figura 10 e Figura 11 (p.
33).

Utilizando as curvas de regressao linear obtida para cada extrato foi possivel calcular a
concentracgéo letal 50% (LCso). Os extratos AcOEt dos caules e das folhas de E. loefgrenii e os
extratos ELCHex e ELCMeOH dos caules apresentaram toxicidade moderada segundo a
classificacdo proposta por Amarante et al. (2011). Enquanto que os extratos CHCIs dos caules
e das folhas e os extratos ELFHex e ELFMeOH das folhas apresentaram toxicidade elevada.
Os extratos que podem ser considerados 0s mais toxicos frente a A. salina foram os extratos
ELCCHCI3 dos caules e o extrato ELFHex das folhas de E. loefgrenii (Tabela 7, p. 34).
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Figura 10. Percentual de naupliis mortos nos extratos dos caules de E. loefgrenii.
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Figura 11. Percentual de naupliis mortos nos extratos das folhas de E. loefgrenii.
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Tabela 7. Atividade citotdxica dos extratos das folhas e caules de E. loefgrenii (LCso).

LCso ug mL*
Extratos
AcOEt CHCIs Hex MeOH
Caule 331,16 35,68 405,48 372,73
Folhas 140,98 69,45 27,54 47,22

A realizacdo deste teste é relevante para guiar a avaliacdo preliminar de possiveis
atividades biologicas, as potenciais indicacGes terapéuticas e o perfil de seguranca de extratos

obtidos a partir de plantas.

4.4. Determinagdo da atividade antioxidante (AA) utilizando o sistema [

caroteno/acido linoleico

Os resultados da avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos das folhas e dos caules
de E. loefgrenii pelo sistema modelo B-caroteno/acido linoléico estdo descritos na Tabela 8 (p.
34). Os valores estdo expressos como ICso em pug mL™2, ou seja, a concentragdo do antioxidante
presente nos extratos necessaria para inibir em 50% a oxidacao lipidica do sistema. O 1Csg foi
calculado a partir da curva de regressdo linear construida a partir das concentracGes testadas
(200, 400, 600, 8000 e 1000 ng mL™) versus percentual de atividade antioxidante.

Tabela 8. Atividade Antioxidante dos extratos das folhas e caule de E. loefgrenii pelo sistema f3-
caroteno/acido linoleico (p < 0,05) (ICso).

IC mL1
Extratos s

AcOEt CHCI; Hex MeOH Padrdo BHT

Folhas 275,85+ 6,72° 821,89 + 5,24°¢ 2051,26 + 43,44° 731,33 £ 16,45°
32,04
Caule 557,14+ 393"  1220,25+ 46,81 10107,99 + 38,72" 624,89 + 51,35°

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade

Observa-se a partir da Tabela 8 (p. 34) que a maior AA foi representada pelo extrato
ELFACOEt das folhas de E. loefgrenii, com valor ICso de 275,85 + 6,72 ug mL™. Com excecio
do extrato ELFMeOH, todos os extratos obtidos das folhas de E. loefgrenii apresentaram
melhor 1Cso quando comparados aos respectivos extratos obtidos dos caules. Apesar de nenhum

extrato apresentar AA préxima a apresentada pelo padrdo BHT, os resultados obtidos para os
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extratos ACOEt do caule e das folhas indicam que esses extratos podem ser uma fonte de
metabolitos secundarios com AA.

A atividade antioxidante dos extratos variou de 2,46% a 73,15% de inibicdo (Figura 12,
p. 35 e Figura 13, p. 36). Os extratos Hex dos caules e das folhas apresentaram a menor AA em
todas as concentragdes testadas. Os extratos ACOEt dos caules e das folhas exibiram os maiores
percentuais de inibicdo nas concentragdes 400, 600, 8000 e 1000 ug mL*. Em todos os extratos
houve aumento da AA com o aumento da concentracdo dos extratos. A maior atividade do
extrato ELFACOEt das folhas de E. loefgrenii (73,15% na concentragio de 1000 pg mLY) foi
menor que a AA do padrao BHT na menor concentragdo (82,27% na concentragdo de 200 ug
mL?). Ribeiro (2011) avaliou a AA dos extratos AcOEt, CHCIl; e Hex de Erythroxylum
rimosum pelo sistema modelo B-caroteno/acido linoleico e encontrou valores de atividade
antioxidante que variaram de 22,76% a 36,33% de inibicdo. O maior percentual de inibicdo da

oxidagdo tambeém foi encontrado no extrato ACOEt nas concentragdes testadas.

Inibicdo da oxidacgéo (% 1) dos Extratos das Folhas de E. loefgrenii
100

90
80
70

60
50
40
30
20
w T
0

1000 ng mL-1 800 pg mL-1 600 pg mL-1 400 pg mL-1 200 ng mL-1

%1

m Padrdo BHT wAcOEt mCHCI3 mHex mMeOH

Figura 12. Percentual da inibicdo da oxidacao (% I) dos extratos das folhas de E. loefgrenii.
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Inibicdo da oxidacgédo (% 1) dos Extratos dos Caules de E. loefgrenii
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Figura 13. Percentual da inibi¢do da oxidagao (% 1) dos extratos das folhas de E. loefgrenii.

4.5. Determinacdo da atividade antioxidante (AA) pelo método do DPPH

Os extratos AcOEt, CHCIs, Hex e MeOH dos caules e folhas de E. loefgrenii foram
submetidos ao ensaio de AA pelo método de sequestro do radical estavel 2,2-difenil,1-picril
hidrazil (DPPH). A capacidade de sequestrar o radical DPPH exibida pelos extratos, expressa
em percentual de atividade antioxidante (% AA), encontra-se na Figura 15 (p. 38) e Figura 14
(p. 38).

O radical estavel DPPH reage com a substancia antioxidante sendo convertido a 2,2-
difenil,1-picril hidrazina. O grau de descoloracao reflete a capacidade do extrato em sequestrar
o radical livre. O valor de ICso é definido como a concentragdo da substancia ou extrato
requerido para decrescer a concentracdo inicial de DPPH em 50% (DENG; CHENG; YANG,
2011). O baixo valor de ICso indica alta atividade antioxidante, quanto maior o consumo de
DPPH por uma amostra, menor serd o ICso e, consequentemente maior a sua AA (DENG;
CHENG; YANG, 2011; SOUSA et al., 2007). Através do grafico do percentual de sequestro de
radicais livres versus concentracdo da amostra obtém-se a equacdo da reta e o coeficiente de
determinago (R?) por regresséo linear para todos 0s extratos testados.

O ICxo obtido a partir das equagfes da reta (Tabela 9, p. 37) mostra que 0s extratos
AcOEt e MeOH das folhas e dos caules possuem alta AA, semelhante ao padrdo BHT, e
superior ao padrdo de quercetina.

36



Tabela 9. Atividade Antioxidante dos extratos dos caules e folhas de E. loefgrenii pelo método do
DPPH (p < 0,05) (ICso).

ICs0 = DP (ug mL‘l)

Extratos
Folhas Caule
AcOEt 53,16 £ 0,542 115,42 £ 0,92°
CHCls 321,78 £ 9,39 600,12 + 33,50°
Hex 1875,66 + 92,59¢ 5443,02 + 75,66¢
MeOH 128,18 + 1,332 117,59 + 2,242
Padrédo BHT 132,92 + 2,372
Padréo Quercetina 214,60 + 1,27

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade

Todos os extratos apresentaram atividade antioxidante. No entanto, os extratos AcOEt
e MeOH dos caules e das folhas de E. loefgrenii foram os mais ativos, exibindo percentuais de
sequestro de radicais livres comparaveis ao do padrdo antioxidante BHT e Quercetina. Em todas
as concentracOes testadas o extrato ELFACOEt das folhas apresentou AA (% AA) superior &
dos padrées BHT e Quercetina e 0 menor ICso, indicando que esse extrato pode ser uma fonte
promissora de metabolitos com agdo antioxidante. Os extratos Hex dos caules e das folhas
foram os menos ativos em todas as concentracdes testadas. Enquanto que, os extratos CHCI3
dos caules e das folhas apresentaram um percentual de sequestro de radicais livre intermediario
(Figura 14, p. 38 e Figura 15, p. 38). Estudos anteriores corroboram a alta AA das espécies do
género Erythroxylum, especialmente nos extratos de maior polaridade. Oliveira et al. (2014)
avaliou a capacidade antioxidante dos extratos EtOH e AcOEt de E. suberosum; o extrato EtOH
apresentou 0 menor ICsp (180 pg mL™), enquanto o extrato AcOEt exibiu um ICso de 740 pg
mLL. Ribeiro (2011) avaliou a capacidade antioxidante dos extratos AcOEt, CHCls e Hex de
E. rimosum. O extrato AcOEt apresentou 0 menor ICso (21,5 pg mL™Y), enquanto os extratos
CHClIs e Hex apresentaram ICsp igual 140,11 e 286,82 pg mL™, respectivamente. Rocha et al.
(2015) avaliou a AA do extrato MeOH das folhas de E. deciduum e concluiu que esse extrato
possui atividade antioxidante com ICso de 10 pg mL™. Estes resultados evidenciam que os
metabolitos presentes nesses extratos atuam como redutores do radical DPPH formando a

hidrazina correspondente.
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AA (%) dos Extratos dos Caules de E. loefgrenii
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Figura 14. AA (%) dos extratos dos caules de E. loefgrenii.
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Figura 15. AA (%) dos extratos das folhas de E. loefgrenii.
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4.6. Correlacdo entre a atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos possuem reconhecida atividade antioxidante devido as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica (HOSSAIN; RAHMAN, 2011). Os ensaios de
atividade antioxidante realizados mostraram que 0s extratos que apresentaram os maiores teores
de compostos fendlicos foram aqueles que tiveram maior atividade antioxidante frente ao
radical DPPH e maior percentual inibi¢do da oxidagdo do -caroteno.

Nos extratos os compostos fendlicos estdo presentes em mistura com outras substancias
e, a presenca de compostos fendlicos em extratos ndo é o Unico fator responsavel pela atividade
antioxidante por estabilizacdo de radicais. Devem ser considerados também aspectos sobre a
estrutura dos compostos fendlicos, uma vez que alguns requisitos estruturais, como a posicao e
o numero de hidroxilas presentes nas moléculas dos polifendis, dentre outros, sdo essenciais
para uma atividade antioxidante pronunciada (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).

Para avaliar se ha correlacéo entre o teor de compostos fenolicos totais dos extratos e a
AA determinada pelos métodos do DPPH e do B-caroteno determinou-se o coeficiente de
correlacdo de Pearson (r) que mede o grau da correlacdo linear entre duas variaveis
guantitativas. O coeficiente de correlacdo Pearson varia de -1 a 1 e, considera-se correlacdo
significativa quando se verifica valor de r acima de 0,7 e p <0,05. A concentragdo dos extratos
utilizada na avaliacio da correlagdo foram de 100 pg mL™ para o método do DPPH e 600 pg
mL! para o método do B-caroteno. Os resultados encontrados para a correlagio entre os teores
de compostos fenolicos totais e a atividade antioxidante pelos métodos do DPPH e do -

caroteno encontram-se na Tabela 10 (p. 39) e na Tabela 11 (p. 40), respectivamente.

Tabela 10. Correlagéo entre AA (%) pelo método do DPPH e a concentracao de fendis totais dos
extratos de E. loefgrenii.

Correlagédo
Fenois Totais % AA
. Correlagao de Pearson 1 0,950™
Fenois ) )
] Sig. (bilateral) 0,000
Totais
N 8 8
Correlagdo de Pearson 0,950™ 1
% AA Sig. (bilateral) 0,000
N 8 8

**_ A correlacéo é significativa no nivel 0,01 (bilateral).
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Tabela 11. Correlagdo entre o percentual de inibigdo (% I) pelo método do -caroteno e a
concentracdo de fendis totais dos extratos de E. loefgrenii.

Correlagéo
Fenois Totais % |
B Correlacdo de Pearson 1 0,768*
Fenois ) )
] Sig. (bilateral) 0,026
Totais
N 8 8
Correlacdo de Pearson 0,768* 1
% I Sig. (bilateral) 0,026
N 8 8

*. A correlagdo é significativa no nivel 0,05 (bilateral).

Os resultados obtidos demonstram uma forte correlagcdo entre o teor de compostos
fendlicos totais presentes nos extratos do caule e das folhas de E. loefgrenii e a atividade
antioxidante (%AA) pelo método do DPPH (r = 0,950) e pelo método do B-caroteno (r = 0,768),
ambas com nivel de significancia menor que 0,05.

Neste estudo, foi observada alta correlacdo entre as variaveis teor de compostos
fendlicos totais e a atividade antioxidante pelo método do DPPH, com coeficiente de correlacdo
elevado e coeficiente de determinagdo (R2) maior que 0,9. Para o método do B-caroteno, apesar
do coeficiente de correlagdo maior que 0,7, o coeficiente de determinacéo foi igual a 0,590
(Figura 16, p. 41). Os resultados do estudo da correlacdo entre o teor de compostos fendlicos
totais e os métodos de determinacdo da atividade antioxidante indicam que a atividade
antioxidante encontrada para os extratos AcCOEt e MeOH provavelmente esta relacionada ao
alto teor de compostos fenolicos presente nesses extratos.
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Figura 16. Correlacdo entre os teores de compostos fendlicos totais e as AA pelo (a) método do
DPPH (r? = 0,903) ¢ pelo (b) método do B-caroteno (r? = 0,590).



4.7. Constituintes Quimicos Isolados

O estudo quimico do caule de E. loefgrenii, através dos procedimentos descritos

anteriormente, resultou no isolamento e identificacdo das seguintes substancias.

Friedelina (1) Friedelanol (2)

Taraxerol (3)

[-Sitosterol (4) Estigmasterol (5)



A partir das folhas de E. loefgrenii, atraves dos procedimentos descritos anteriormente,

foram isoladas as seguintes substancias:

OH
H1CO
H;CO o i
CH
HO o)
Sakuranetina (6) Ombuina-3-rutinosideo (8)

[
=
(]

B-Sitosterol glicosilado (7)

A determinacdo estrutural dos compostos foi efetuada a partir da analise dos dados
obtidos dos métodos espectrométricos de RMN unidimensionais, H e 3C, e bidimensionais
como DEPT135, espectrometria de massas, pelo ponto de fusdo e comparacdo dos dados

obtidos com a literatura disponivel.
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4.8. Identificagdo Estrutural dos Constituintes Quimicos Isolados do extrato CHCls
dos caules de E. loefgrenii

4.8.1. ldentificacdo das Substéancias 1 e 2

A mistura formada pelas Substancias 1 e 2 na CCDC apresentou Rf 0,6 e 0,45 usando
Hex/AcOEt (8:2) e, reacdo positiva ao revelador de Lierbermann-Burchard, sugerindo que se
tratava de um triterpeno ou esteroide. A mistura se apresentou como cristais brancos com ponto
de fusdo entre 260,0 °C e 264,3 °C.

O espectro de 'H RMN (CDCls, 300 MHz) (Figura 18, p. 48) (Tabela 12, p. 46)
apresentou singletos na regido entre 64 0,70 e 1,16: 0,70, 0,83, 0,84, 0,87, 0,90, 0,93, 0,94, 0,98,
1,03, 1,15, 1,16 correspondentes a hidrogénios em grupos metila (Figura 19, p. 49). O espectro
apresentou ainda sinais referentes a presenca de trés hidrogénios a-carbonilicos H-2 (2H) e H-
4 (1H). Para a Substancia 1 foram assinalados o sinal em on 2,37 (ddd, J = 13,78; 5,40 e 2,28
Hz, H-2 ax.) e os sinais entre o4 2,18 € 2,33 ppm (m, H-4 ax. e H-2 eq.) (Figura 21, p. 51). Os
sinais entre 61 1,25 e 2,00 indicando a presenca de hidrogénios metilénicos e metinicos foram
assinalados para as duas Substancias (1 e 2) (Figura 20, p. 50). O sinal em 64 3,71 foi assinalado
para a Substancia 2 (q, J = 2,55 Hz, H-3), correspondendo ao hidrogénio carbindlico
desblindado (Figura 22, p. 52).

O espectro de *C RMN (CDCls, 125 MHz) (Figura 23, p. 53) (Tabela 13, p. 47) mostrou
sinais importantes na identificacdo das substancias presentes nessa mistura. Assim, foi possivel
observar 56 atomos de carbono na regido entre 6c 7,0 ¢ 214,0. O sinal em 6c 213,53 (C-3),
referente a presenga de carbono cetdnico, e em 6¢ 7,04 (C-23), atribuido a um grupo metilico
bastante protegido devido ao efeito y-gauche da carbonila, estdo relacionados ao esqueleto
triterpénico da Substincia 1. Enquanto que, o sinal em 8¢ 72,97 foi atribuido ao carbono sp®
oxigenado (C-3) relacionado ao esqueleto triterpénico da Substancia 2 (Figura 24, p. 54 e Figura
25, p. 55). No espectro DEPT 135 (CDCls, 125 MHz) (Figura 26, p. 56) foram registrados 43
sinais, sendo vinte e dois primarios ou terciarios e 21 secundarios, 0s treze sinais ndo registrados
no DEPT 135 correspondem a carbonos quaternarios. A analise dos espectros de *H e 13C RMN
indica que a mistura é formada por dois triterpenos de formulas moleculares CsoHs0O e
CsoHs20.

A comparagdo dos dados espectrais obtidos com os dados encontrados na literatura

permitiu identificar a mistura como sendo formada pelas Substancias Friedelina (1) e
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Friedelanol (2) (ALMEIDA et al, 2011; SALAZAR et al., 2000). Na literatura existe relato do
isolamento da Friedelina a partir das cascas dos caules de Erythroxylum barbatum (SANTOS,
2007). Elias et al., (2016) detectaram a presenca de Friedelina e Friedelanol em Erythroxylum
daphnites por CG-MS.

1) (2)

Figura 17. Estruturas das Substancias Friedelina (1) e Friedelanol (2).
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Tabela 12. Dados de RMN de H (3w, CDCl3, 300 MHz) das Substancias 1 e 2 e comparagdo com os dados da literatura.

H Friedelina (ALMEIDA et al., 2011) dn (ppm) da Substéancia 1 3-B-Friedelanol (ALMEIDA et al., 2011) dn (ppm) da Substéancia 2
2,39 (ddd; J=13,7;5,1e 1,9 Hz; H-2a) 2,37 (ddd, J=13,78; 5,40 e 2,28 Hz, H-2a) 1,90 (dt; J =10,0 e 2,3 Hz; H-2a)
i 2,29 (m; J = 13,8; 13,6 € 6,5 Hz; H-2b) 2,33 (m, H-2 eq.) 1,56 (m; H-2b)
3 3,73 (m; H-3) 3,71 (g, J = 2,55 Hz, H-3)
4 2,24 (q; J = 6,5 Hz; H-4) 2,18 (m, H-4 ax.) 0,94 (s; H-4) 0.9
Me-23 0,87 (d; J = 6,5 Hz; H-23) 0,93 (d; J = 7,3 Hz; H-23)
Me-24 0,73 (s; H-24) 0,70 (s; H-24) 0,97 (s; H-24) 0,93 (s; H-24)
Me-25 0,88 (s; H-25) 0,87 (s; H-25) 0,86 (s, H-25) 0,85 (s, H-25)
Me- 26 1,01 (s; H-26) 0,98 (s; H-26) 0,99 (s; H-26) 0,94 (s; H-26)
Me- 27 1,05 (s; H-27) 1,03 (s; H-27) 1,01 (s; H-27) 0,98 (s; H-27)
Me- 28 1,18 (s; H-28) 1,16 (s; H-28) 1,17 (s; H-28) 1,15 (s; H-28)
Me- 29 1,00 (s; H-29) 0,97 (s; H-29) 0,95 (s; H-29) 0,93 (s; H-29)
Me- 30 0,95 (s; H-30) 0,92 (s; H-30) 1,00 (s, H-30) 0,97 (s, H-30)
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Tabela 13. Dados de RMN de **C (8¢, CDCls, 125 MHz) das Substancias 1 e 2 e comparagdo com 0s
dados da literatura.

C Friedelanol dc (ppm) da Friedelina dc (ppm) da
(SALAZAR et al., 2000) Substancia2 (MAHATO; KUNDU, 1994) Substancia 1

1 16,16 16,00 22,3 22,49
2 36,14 36,28 41,5 41,74
3 71,59 72,97 213,2 213,53
4 49,62 49,37 58,2 58,44
5 38,09 38,04 42,1 42,37
6 41,99 41,92 41,3 41,49
7 17,69 17,76 18,2 17,76
8 53,27 53,40 53,1 53,31
9 37,18 37,65 37,4 37,31
10 61,65 61,55 59,4 59,68
11 35,66 35,76 35,6 35,55
12 30,69 30,84 30,5 30,72
13 38,38 38,57 39,7 39,88
14 39,69 39,91 38,3 38,51
15 32,34 32,99 32,4 32,53
16 35,9 35,83 36 36,22
17 30,02 29,58 30 30,21
18 42,88 42,99 42,7 42,99
19 35,36 35,38 35,3 35,38
20 28,17 28,39 28,1 28,39
21 32,88 33,01 32,7 32,63
22 39,28 39,49 39,2 39,46
23 12,09 11,83 6,8 7,04
24 16,58 16,60 14,6 14,87
25 18,35 18,16 17,9 18,16
26 20,13 20,47 20,2 20,33
27 18,69 18,88 18,6 18,45
28 32,12 32,29 32,1 32,29
29 35,02 35,24 35 35,24
30 31,85 31,99 31,7 31,99
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Figura 18. Espectro RMN de 'H (300 MHz, CDCls) das Substancias 1 e 2.
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Figura 19. Espectro RMN de 'H (300 MHz, CDClI;) das Substancias 1 e 2: expanséo da regido entre 0,6 e 1,3 ppm.
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Figura 20. Espectro RMN de 'H (300 MHz, CDClI;) das Substancias 1 e 2: expanséo da regido entre 1,3 e 2,1 ppm.
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Figura 21. Espectro RMN de 'H (300 MHz, CDClI;) das Substancias 1 e 2: expanséo da regido entre 2,1 e 2,65 ppm.
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Figura 22. Espectro RMN de *H (300 MHz, CDClI;) das Substancias 1 e 2: expanséo da regido entre 3,46 e 3,96 ppm.
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Figura 24. Espectro RMN de 3C (125 MHz, CDCls) das Substancias 1 e 2: expansdo da regido entre 5,15 e 19,88 ppm.
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4.8.2. ldentificacdo da Substancia 3

A Substéncia 3 foi isolada do extrato CHCI3 dos caules de E. loefgrenii e, na CCDC
usando Hex/AcOEt (8:2) apresentou reacdo positiva ao revelador de Lierbermann-Burchard (Rf
0,4), sugerindo que se tratava de um triterpeno ou esteroide. O ponto de fusdo medido para a
Substancia 3 foi 283,2 °C — 284,5 °C.

O espectro de *H RMN (CDCls, 300 MHz) (Figura 28, p. 61) da Substancia 3 apresentou
oito sinais em &H 0,78, 0,80, 0,89, 0,89, 0,91, 0,93, 0,96 e 1,07 (s) (Figura 29, p. 62) atribuidos
a oito grupos metilas ligados a carbonos quaternarios. O sinal em 6n 5,51 (dd, J = 8,17 e 3,31
Hz, 1H, H-15) sugere a presen¢a de um hidrogénio olefinico relacionado a dupla ligagdo
endociclica na estrutura (Figura 31, p. 64). O sinal em 61 3,17 (dd, J = 10,64 e 4,94 Hz, 1H, H-
3) sugere a presenca de um hidrogénio carbindlico (Figura 30, p. 63). Observa-se ainda no
espectro, os sinais entre 6n 1,19 a 2,10, que foram atribuidos aos grupos metilénicos e metinicos

da Substancia 3.

No espectro de *C RMN (CDCls, 125 MHz) da Substancia 3 (Figura 32, p. 65)
observaram-se trinta sinais de carbono, caracterizando um esqueleto triterpénico. Os sinais em
dc 158,1 (C-14) e 117,0 (C-15), foram atribuidos aos carbonos olefinicos, confirmando a
presenga de uma dupla liga¢ao endociclica, e o sinal em d¢ 79,2 ppm (C-3) foi atribuido ao
carbono sp® oxigenado (Figura 33, p. 66), as constantes de acoplamento de H-3 com os
Hidrogénios vicinais de H-2 (2H) (J = 10,64 e 4,94 Hz), sugerem que a hidroxila encontra-se

numa orientagdo 3 em C-3.

O espectro DEPT 135 (CDClgz, 125 MHz) (Figura 34, p. 67) apresentou vinte e trés sinais
de carbonos, sendo treze carbonos primarios ou tercidrios (amplitude positiva) e dez
secundarios (amplitude negativa) concluindo-se que existem sete carbonos quaternarios na
estrutura. A analise dos espectros de RMN de *H, *C e DEPT 135 levou a uma estrutura de

férmula molecular C3oHs00.

Os deslocamentos quimicos dos espectros de RMN de *H e 13C presentes da Substancia
3 e a comparacdo destes com os dados da literatura, podem ser visualizados na Tabela 14 (p.
59) e na Tabela 15 (p. 60). Com base nestes dados e registros na literatura foi possivel identificar
a Substancia 3 como o triterpeno oleanano pentaciclico conhecido como 3f-Taraxerol com
indice de deficiéncia de hidrogénio igual a 6 devido aos cinco anéis e a dupla ligacéo. Barreiros

et al. (2000) relata o isolamento de um derivado do taraxerol esterificado a um acido graxo na
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posicdo C-3 a partir das folhas de Erythroxylum passerimun, no entanto, esse € o primeiro relato

do isolamento do triterpeno Taraxerol na forma livre no género Erythroxylum.

Z
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-

HO

o
§
$
-~

Figura 27. Estrutura da Substancia Taraxerol.

58



Tabela 14. Dados de RMN de *H (3n, CDCls, 300 MHz) da Substancia 3 e comparagéo com os dados

da literatura.

H dn (ppm) da Substancia 3 3p-Taraxerol (ANJUM, 2011)
H-3 3,17 (dd, J = 10,64, 4,94 Hz, 1H) 3,17 (dd, J = 10.5, 3.5 Hz, 1H)
H-15 5,51 (dd, J = 8,17 e 3,31 Hz, 1H) 5,52 (dd, J = 8.0, 3.5 Hz, 1H)

CH3-23 0,89 (s, 3H) 0.89 (s, 3H)
CHs-24 0,89 (s, 3H) 0.89 (s, 3H)
CH3-25 0,96 (s, 3H) 0.96 (s, 3H)
CH3-26 1,07 (s, 3H) 1.07 (s, 3H)
CHs-27 0,80 (s, 3H) 0.80 (s, 3H)
CH3-28 0,78 (s, 3H) 0.78 (s, 3H)
CHs-29 0,91 (s, 3H) 0.91 (s, 3H)
CH3-30 0,93 (s, 3H) 0.93 (s, 3H)
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Tabela 15. Dados de RMN de *C (8n, CDCls, 125 MHz) da Substancia 3 e comparagdo com os dados

da literatura.

3B-Taraxerol

C 3¢ (ppm) da Substancia 3 (OLADOYE et al., 2015)
1 37,94 31,1
2 27,34 27,2
3 79,29 79,1
4 39,19 39
5 55,73 55,5
6 19,01 18,8
7 35,34 3.1
8 38,97 38,8
9 48,94 48,8
10 36,02 358
11 17,72 17,5
12 37,92 31,7
13 37,77 37,6
14 158,30 158,1
15 117,08 116,9
16 36,88 36,7
17 38,20 38
18 49,49 49,3
19 41,53 41,3
20 29,02 28,8
21 33,01 33,7
29 33,32 331
23 28,22 28
24 15,67 15,44
25 15,64 15,4
26 30,13 29,9
27 26,14 25,9
28 30,03 29,8
29 33,57 33,1
30 21,53 21,3
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4.8.3. ldentificacdo das Substancias 4 e 5

A mistura formada pelas substancias 4 e 5 foi isolada do extrato CHClI3 dos caules de E.
loefgrenii. Essa mistura, na CCDC usando Hex/AcOEt (8:2), apresentou reacdo positiva ao
revelador de Lierbermann-Burchard (Rf 0,19). A mistura se apresentou como um sélido

transparente com ponto de fusdo na faixa de 137,2 — 141,5 °C.

O espectro de *H RMN (CDCls, 300 MHz) apresentou singletos em &n 0,66, 0,68, 0,78,
0,80, 0,83, 0,89, 0,91 e 0,99 atribuidos aos grupos metilicos das substancias presentes na
mistura. Entre 1,38 ppm e 2,35 ppm foram observados multipletos, atribuidos aos hidrogénios

dos grupos metilicos e metilénicos da molécula.

A mistura de 4 e 5 foi evidenciada no espectro de RMN *H pelo multipleto em 8 3,50
(H-3) que pode ser atribuido ao atomo de hidrogénio ligado ao carbono carbindlico (hidrogénio
oximetinico) e pelo sinal em én 5,33 (d, J = 5,32 Hz, H-6) referente aos hidrogénios olefinicos
caracteristico de fitoesterdis com dupla ligacdo entre os carbonos 5 e 6, aliados a presenca dos
sinais adicionais em on 4,99 (dd, J = 8,45 ¢ 15,38 Hz) ¢ 61 5,13 (dd, J = 8,45 e 15,17 Hz)
correspondentes aos hidrogénios olefinicos H-22 e H-23, respectivamente, da cadeia lateral de
fitoesterois. A analise dos dados de *H RMN e a comparagio com dados da literatura (AHMED
et al., 2013) indicam que essa mistura ¢ formada por compostos de formulas moleculares

Ca9Hs00 e Co9H4sO referentes aos fitoesterdis P-Sitosterol (4) e Estigmasterol (5),

respectivamente.

(4) ®)

Figura 35. Estruturas das Substancias p-Sitosterol (4) e Estigmasterol (5).
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4.9. ldentificacao Estrutural dos Constituintes Quimicos Isolados do extrato

Hex das folhas de E. loefgrenii

4.9.1. ldentificacdo da Substancia 6

A Substéancia 6 foi isolada do extrato Hex das folhas de E. loefgrenii e, na CCDC
usando Hex/AcOEt (7:3) apresentou Rf 0,35 e, deu reagdo positiva no revelador de AICl3,

sugerindo que essa substancia tratava-se de um flavonoide.

O espectro de *H RMN da Substancia 6 (500 MHz, CDsOD) (Figura 43, p. 79)
(Tabela 16, p. 74) apresentou dois dubletos, em oH 7,24 (J = 8,55 Hz) € 6,74 (J = 8,55 Hz)
atribuidos a hidrogénios aromaticos. A magnitude das constantes de acoplamento mostra
H apresentando uma relacdo orto, sugerindo a presencga do anel B di-substituido de um
flavonoide. O sinal em 6 7,24 foi atribuido aos hidrogénios H-2’ ¢ H-6 € o sinal em on
6,74 aos hidrogénios H-3" e H-5’ (Figura 46, p. 82).

Os sinais para dois hidrogénios aromaticos em 6n 5,96 e 5,97 com acoplamento
meta (d, J = 2,25 Hz, 1H), respectivamente, sao indicativos de Hidrogénios do anel A
tetra-substituido de flavonoide e, foram atribuidos a H-6 e H-8, respectivamente. O
espectro apresentou um sinal em dn 3,72 (s, 3H) atribuido a uma metoxila (Figura 44, p.
80 e Figura 45, p. 81).

Nesse espectro de *H RMN foi observado ainda a presenca de sinais em 8u 5,29
(dd, J = 3,0 € 12,9 Hz, 1H), 2,65 (dd, J =2,98 e 17,18 Hz, 1H) e 3,06 (dd, J = 17,20 e
12,95 Hz, 1H), cuja multiplicidade indica que a Substancia 6 é uma flavanona, sendo o
primeiro duplo dubleto atribuido ao H-2 e os outros dois duplos dubletos aos hidrogénios
H-3 (Figura 44, p. 80 e Figura 45, p. 81). Os valores da constante de acoplamento de H-2
(J = 12,9 e 3,0 Hz), remetem a acoplamento axial-axial e axial-equatorial, sugerindo o

substituinte em C-2 em posigéo equatorial.

O espectro de *C RMN (125 MHz, CD30D) (Figura 40, p. 76) (Tabela 17, p. 75)
apresentou 14 sinais correspondentes a 16 atomos de carbono. Os sinais em 6c 129,55,

127,68, 114,95, 102,67, 94,34 e 93,55 foram atribuidos a carbonos de natureza aromatica.

O deslocamento quimico em dc 196,86 € caracteristico de carbonila ceténica

conjugada e foi atribuido ao C-4. O sinal em d¢ 42,65 (C-3), de carbono metilénico, indica
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que nédo ha dupla ligacéo entre os carbonos C-2 (dc 79,22) e C-3 do anel C do flavondide,
podendo assim propor a estrutura de uma flavanona. Os sinais em dc 94,34 e 93,55 foram
atribuidos aos carbonos C-6 e C-8 da Substancia 6 e o sinal em d¢c 168,14 ao C-7. Os
sinais dos carbonos C-2'/C-6' e C-3'/C-5" aparecem sobrepostos no espectro de *C em &c
127,68 e 114,95, respectivamente (Figura 41, p. 77 e Figura 42, p. 78). O sinal em ¢
54,90 sugere a presenca de uma metoxila na molécula. A posicdo da metoxilagdo pode
ser identificada por comparacéo dos deslocamentos dos carbonos oxigenados (C-5, C-7 e
C-4") e dos carbonos em posicao orto aos carbonos oxigenados da Substancia 6 (C-6, C-
8, C-3' e C-5) com os deslocamentos dos respectivos carbonos da flavanona tri-
hidroxilada Narigenina, isto porque, o sinal do carbono diretamente metoxilado aparece
em campo mais baixo enquanto os carbonos em posi¢do orto a metoxilagao aparecem em
campo mais alto (MARKHAM et al., 1978). A comparacdo dos deslocamentos dos
carbonos oxigenados e dos carbonos em posi¢cdo orto da Substancia 6 e da Narigenina
sugere que a metoxilagdo ocorre no C-7 (Tabela 18, p. 75). A analise dos espectros de *H
e 13C RMN indica que a Substancia 6 trata-se de uma flavanona com férmula molecular
C16H140s,

A anélise dos dados de *H e *C RMN obtidos e a comparagdo com os dados da
literatura (VASCONCELOS et al., 1998) permitiu a identificacdo da Substancia 6 como
a flavanona Sakuranetina (Figura 39, p. 73), sendo esse o primeiro relato da identificacédo

desta flavanona no género Erythroxylum.
OH

H;CO (o)

HO O

Figura 39. Estrutura quimica da Sakuranetina.
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Tabela 16. Dados de RMN de 'H (84, CD30D, 500 MHz) da Substancia 6 e comparagdo com
os dados da literatura.

H 'H (ppm) da Substancia 6 'H (ppm) da Sakuranetina (VASCONCELOS et al., 1998)

N

5,29 (dd, J=12,9 ¢ 3,0 H2) 5,36 (dd, J=3,5¢e 13,5 Hz)

3 3b 2,65 (dd, J=17,2e 3,0 Hz) 323,10 (dd,J=13,5e 17,2 Hz)
3a 3,06 (dd,J=17,2e 12,9 H2) 3b 2,79 (dd, J=3,5¢e 17,2 Hz)
4
5
6 5,97 (d, J = 2,3 Hz) 6,08 (d, J =2,3 Hz)
7
8 5,96 (d, J = 2,3 Hz) 6,05 (d, J = 2,3 Hz)
9
10
1
2 7,24 (d, J=8,6 Hz) 7,34 (d, J = 8,6 Hz)
3 6,74 (d, J = 8,6 Hz) 6,89 (d, J = 8,6 Hz)
4
5 6,74 (d, J = 8,6 Hz) 6,89 (d, J = 8,6 Hz)
6' 7,24 (d, J = 8,66 Hz) 7,34 (d, J = 8,6 Hz)
O-CH;s (7) 3,72 (s) 3,81 (s)
OH-5 12,03 (s)
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Tabela 17. Dados de RMN de **C (8¢, CD30D, 125 MHz) da Substancia 6 e comparagdo com
os dados da literatura.

C 13C (ppm) da Substancia6  *C (ppm) da Sakuranetina (VASCONCELOS et al., 1998)
2 79,22 80,0
3 42,65 43,2
4 196,86 196,0
5 163,85 164,2
6 94,34 95,1
7 168,14 168,0
8 93,55 94,2
9 163,33 162,9
10 102,67 103,1
1 129,55 130,5
2' 127,68 128,0
3 114,95 115,6
4 157,69 156,1
5' 114,95 115,6
6' 127,68 128,0
O-CHs (7) 54,90 55,7

Tabela 18. Comparacgdo dos dados de RMN de *C da Substancia 6 com os deslocamentos de
RMN de *C da Narigenina.

13C (ppm) 13C (ppm) Narigenina
Substancia 6 (MARKHAM; TERNAI, 1976)
5 163,85 163,3
6 94,34 95,8
7 168,14 166,4
8 93,56 94,9
3 114,95 115,1
4 157,69 157,4
5 114,95 115,1
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Figura 43. Espectro RMN de *H (500 MHz, CD30D) da Substancia 6.
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Figura 45. Espectro RMN de 'H (500 MHz, CD30D) da Substancia 6: expansdo da regido entre 5,15 e 6,05 ppm.
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4.9.2. ldentificacdo da Substancia 7

A Substancia 7 foi isolada do extrato hexanico das folhas de E. loefgrenii, na
cromatografia em camada delgada apresentou reacdo positiva ao revelador de
Liebermann—Burchard (Rf 0,82 — Diclorometano / Metanol (8:2)) com ponto de fusdo na
faixa de 279,4 — 283,7 °C.

A Substancia 7 (15 mg) foi identificada a partir da cromatografia em camada
delgada, utilizando o padréo de B-sitosterol glicosilado (Rf 0,82). A comparacéo do indice
de retencdo obtida para o padrdo (ponto 1) e para a Substancia 7 (ponto 2) e o perfil
apresentado pelos pontos frente ao revelador de Liebermann-Burchard, utilizado na
deteccdo de triterpenos e esteroides, nos permitem concluir que a Substancia 7 se trata do
[3-sitosterol glicosilado (Figura 47, p. 83).

@ (b)

W
[v]
o

- ’&g

-
—
| OH

Figura 47. (a) Placa cromatografica: Ponto 1 — Padrédo de B-sitosterol glicosilado; Ponto 2 —
Substancia 7. (b) Estrutura quimica do B-sitosterol glicosilado.
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4.10. Identificacédo Estrutural dos Constituintes Quimicos Isolados do
Extrato AcOEt das folhas de E. loefgrenii

4.10.1. Identificacdo da Substancia 8

A Substéncia 8 foi isolada do extrato AcOEt das folhas de E. loefgrenii como um
po amarelo amorfo, solivel em piridina. Na CCDC usando como eluente a mistura
DCM/MeOH (8:2) apresentou Rf 0,44 e reacdo positiva ao revelador de AICI3, sugerindo
que essa substancia tratava-se de um flavonoide.

O espectro de *H RMN (500 MHz, DMSO-dg) (Figura 49, p. 89) (Tabela 20, p.
88) da Substancia 8 apresentou sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos em 0H

6,37, 6,69, 7,04, 7,54 e 7,74.

A multiplicidade e as constantes de acoplamento dos sinais em on 6,38 (d, J = 2,40
Hz, 1H) e 6,69 (d, J = 2,30 Hz, 1H) indicam que estes Hidrogénios estdo meta
posicionados, sugerindo a presenca de um anel A tetra-substituido de flavonoide. Assim

esses sinais foram atribuidos aos H-8 e H-6, respectivamente (Figura 52, p. 92).

Enquanto que, o registro do sinal para um Hidrogénio em acoplamento meta (dH
7,54; d, J = 2,20 Hz, 1H), do sinal para um Hidrogénio em acoplamento orto (61 7,04, d,
J =8,70 Hz, 1H) e do sinal para Hidrogénio com acoplamentos orto e meta (6w 7,73, dd,
J = 2,28 e 8,63 Hz, 1H), que foram atribuidos aos H-2', H-5' e H-6', respectivamente,
indicam a presenca um anel B tri-substituido de flavonoide (Figura 53, p. 93).

Ainda no espectro de *H RMN observa-se dois sinais em 8n 3,86 (s, 3H) e 3,87 (s,
3H) caracteristicos de metoxilas. A posi¢do dos sinais dos prétons H-6'e H-2' no espectro
de 'H sugere que uma das metoxilas esté localizada no C-4', uma vez que o sinal do préton
H-2' aparece em campo mais alto que o sinal do proton H-6' quando a metoxila esta no
C-4' (MABRY etal., 1970).

Além disso, esse espectro mostrou sinais de hidrogénios metilénicos e metilicos
em 6n 5,39, 4,39, 3,70 e 0,97 que sugerem a presenca de duas unidades osidicas. Os sinais
em oH 5,39 (d, J = 7,45 Hz) e 4,39 (d, J = 1,6 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios
anoméricos de uma unidade de glicose (H-1") e de uma unidade de ramnose (H-1"),
respectivamente. Os dubletos em 61 3,70 (J = 10,35 Hz, 2H) e 0,97 (J = 6,25 Hz, 3H) sdo

caracteristicos da presenca de uma unidade glicose e uma unidade de ramnose, sendo
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atribuidos aos hidrogénios H-6" e H-6", respectivamente (Figura 50, p. 90, Figura 51, p.
91 e Figura 52, p. 92).

A analise dos sinais dos hidrogénios anoméricos sugere que a glicose e a ramnose
formam um dissacarideo com a glicose ligando-se diretamente ao flavonoide (agucar
primario) e a ramnose como o agucar terminal. Esses sinais sugerem, ainda, que a ligagdo
da ramnose com a glicose ocorre através da hidroxila no C-6" (MARKHAM; GEIGER,
1986).

No espectro de 1*C RMN (125 MHz, DMSO-ds) (Figura 54, p. 94) (Tabela 19, p.
87) observamos ainda a presenca de sinais caracteristicos da presenca de ligacdo dupla
entre os Carbonos C-2 e C-3 do anel C em ¢ 133,81 e 156,3 que foram atribuidos aos
carbonos C-3 e C-2, respectivamente. O sinal em ¢ 177,55 foi atribuido a carbonila em
C-4. A presenca das duas metoxilas foi confirmada pelos sinais em dc 55,62 e 56,09

(Figura 55, p. 95 e Figura 57, p. 97).

No espectro de **C RMN encontramos sinais em d¢c 101,15 e 100,79 (C-1" e C-
1") que podem ser atribuidos aos carbonos anoméricos de duas unidades osidicas. Ainda
nesse espectro, observamos um sinal em 6c 17,73 atribuido ao carbono metilico da
ramnose (C-6") e em dc 66,87 referente ao carbono metilénico da glicose (C-6"). Os 9
sinais observados na regido compreendida entre d¢c 66,9 e 76,4 confirmam a presenca de

duas unidades osidicas na estrutura (Figura 55, p. 95 e Figura 56, p. 96).

A analise dos dc indica que o flavonoide esta glicosilado através do carbono C-3,
a constante de acoplamento do hidrogénio anomérico da glicose em 61 5,39 (d, J = 7,45
Hz) indica que a ligacdo glicosidica ao flavonoide ocorre através da glicose numa
configuracdo PB. Desta maneira, podemos inferir que as unidades de glicose e ramnose
formam o dissacarideo conhecido como rutinose ligado ao flavonoide por O-glicosilacéo

através do carbono C-3.

O espectro de *C RMN apresentou 29 sinais no total, dos quais 15 foram
atribuidos ao esqueleto do flavonoide, 12 sinais a unidade de dissacarideo e os 2 sinais
restantes correspondem as duas metoxilas. A analise dos dados de *C e *H RMN indicou
que a Substancia 8 trata-se de um flavonoide com formula molecular C29Hz4016. A analise
dos espectros de H e *C e a comparagéo com os dados da literatura permitiram chegar a
identificacdo estrutural da Substancia 8, sendo identificada como o flavonoide glicosilado

7,4’-di-O-metilquercetina-3-O-B-rutinosideo conhecido como ombuina-3-rutinosideo.
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Bohm et al. (1988) analisaram 13 espécies de Erythroxylum e identificaram a
presenca deste flavonoide em 11 espécies. Gonzélez-Guevara et al. (2006) identificaram
o flavonoide ombuina-3-rutinosideo em quatro espécies cubanas de Erythroxylum: E.
minutifolium Griseb., E. areolatum Linn., E. confusum Britt., e E. suave Lunan. Estudos
recentes relatam o isolamento deste flavonoide nas espécies E. suberosum
(NASCIMENTO et al.,, 2012; NASCIMENTO, 2014), E. alaternifolium var.
alaternifolium (CORDOVA et al., 2012) e E. pulchrum (ALBUQUERQUE et al., 2014).
Estes resultados confirmam que a presenca de ombuina glicosiladas é marcador

quimiotaxonémico caracteristico do género Erythroxylum.

OCH,4
OH

OH
OH

HO 0

HO OH
OH

Figura 48. Estrutura quimica da Ombuina-3-rutinosideo.
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Tabela 19. Dados de RMN de *C (8¢, DMSO-ds, 125 MHz) da Substancia 8 e comparagéo com
os dados da literatura.

13C (ppm) da Ombuina-3-rutinosideo
(ALBUQUERQUE et al., 2014)

13C (ppm) da Substancia 8

© 00 N o o B~ w DN

10
OMe (7)
OMe (4

N
,
"
o
-
»
»
4
o
o

156,3
134
177,4
160,8
97,9
165,1
92,2
156,5
104,8
55,6
56,1
122,3
115,7
1457
150
1111
121,5
101,1
74
75,7
70,3
76,4
66,8
100,7
70,5
69,8
71,8
68,1
17,6

156,43
133,81
177,55
160,88
97,97
165,16
92,27
156,74
105,02
55,62
56,09
122,41
115,77
145,89
150,15
111,34
121,53
101,15
74,04
75,82
70,59
76,39
66,87
100,79
70,36
69,84
71,80
68,24
17,73
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Tabela 20. Dados de RMN de *H (8x, DMSO-ds, 500 MHz) da Substancia 8 e comparagéo com
os dados da literatura.

'H (ppm) da Ombuina-3-rutinosideo
(ALBUQUERQUE et al., 2014)

'H (ppm) da Substancia 8

© 00 N o O B~ W DN

=
o

OMe

O
= Z
@

Q g Rk @ N R g R QNRE OO A QN

6,36 (d, J = 2,0 Hz)

6,67 (d, J = 2,0 Hz)

3,88 ()
3,88 (5)

7,55 (d, J = 2,0 Hz)

7,04 (d, J = 8,5 Hz)
7,72 (dd, 3= 2,5 € 8,5 Hz)
5,38 (d, J =7,5Hz)
3,22 m
3,25m
3,39 m
3,24 m
3,70 (d, J = 11,0 Hz)
4,39 sl
3,29 m
3,08 m
3,07 m
3,26 m
0,97 (d, J = 6,0 Hz)

6,38 (d, J = 2,40 Hz)

6,69 (d, J = 2,30 Hz)

3,86 (s)

3,87 (s)

7,54 (d, J = 2,20 Hz)

7,04 (d, J = 8,70 Hz)

7,73 (dd, J = 2,28 e 8,63 Hz)

5,39 (d, J = 7,45 Hz)

3,40m

3,70 (d, J = 10,35 Hz)
4,39 (d,J = 1,6 Hz)

3,08 m

0,97 (d, J = 6,25 Hz)
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Figura 49. Espectro RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds) da Substancia 8.
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Figura 50. Espectro RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds) da Substancia 8: expansdo da regido entre 0,7 e 1,2 ppm.
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Figura 51. Espectro RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds) da Substancia 8: expanséo da regido entre 3,65 e 4,45 ppm.
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Figura 54. Espectro RMN de **C (125 MHz, DMSO-dg) da Substancia 8.
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Figura 55. Espectro RMN de *C (125 MHz, DMSO-ds) da Substancia 8: expansao da regido entre 16 e 62 ppm.
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5. CONCLUSAO

Este trabalho é o primeiro relato de estudo fitoquimico realizado com a espécie E.
loefgrenii, contribuindo, desta maneira, para o conhecimento da composi¢do quimica das
espécies de Erythroxylaceae que ocorrem no Brasil.

Analisando-se os constituintes quimicos isolados neste trabalho, péde-se verificar
que a E. loefgrenii, a exemplo de outras espécies da familia Erythroxylaceae, apresenta
uma composic¢do quimica diversificada.

Dos extratos organicos das folhas de E. loefgrenii, foram isoladas trés substancias:
dois flavonoides (Sakuranetina e Ombuina-3-rutinosideo) e o B-sitosterol glicosilado. Ja
do extrato organico do caule de E. loefgrenii, foram isoladas cinco substancias com
destaque para os triterpenos friedelina, friedelanol e taraxerol.

Com relacéo aos testes de atividades bioldgicas realizados com os extratos obtidos
dos caules e das folhas E. loefgrenii, destaca-se o extrato ELFACOEt das folhas que
apresentou toxicidade moderada frente a A. salina e elevada atividade antioxidante nos
dois métodos testados, a presenca dos compostos isolados justifica as atividades relatadas
para E. loefgrenii. O teste de correlagéo de Pearsons demonstrou uma forte correlagdo
entre o teor de compostos fendlicos totais presentes nos extratos do caule e das folhas de
E. loefgrenii e a atividade antioxidante.

Os extratos estudados e as substancias isoladas apresentam potencial para a
continuidade dos estudos de atividade bioldgica, uma vez que a literatura menciona
inimeras atividades bioldgicas relacionadas as substancias presentes nos extratos como

antitumoral, antiinflamat6ria e antioxidante.
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