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RESUMO

GOMES, Geovany Amorim; Estudo Quimico de Myrcia ovata Cambess. (Myrtaceae) e
Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae) e Avaliacdo de Atividades contra Artrdopodes.
2013. 226p. Tese (Doutorado em Ciéncias, Quimica Organica). Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2013.

O presente trabalho relata o estudo fitoquimico de oleos essenciais ¢ de fragcdes hexano e
acetato de etila obtidas do extrato etandlico de folhas de Myrcia ovata Cambess. (Myrtaceae),
e da fragdo obtida com diclorometano do fracionamento do extrato etandlico de caule e galhos
desta espécie. Além disso, realizou-se a analise da composi¢ao quimica de 6leos essenciais de
folhas de Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae). O processamento cromatografico destas
fragdes forneceram 15 constituintes nao-volateis de M. ovata, destes, nove sdo compostos
fenolicos, tectocrisina, 6-metiltectocrisina, 8-metiltectocrisina, 2,5-diidroxi-6-metil-7-
metoxiflavanona, 2,5-diidroxi-8-metil-7-metoxiflavanona, astilbina (rel-2R,35-5,7,3',4'-
tetraidroxi-3-0-0-L-ramnopiranosilflavanonol), quercetina (3,3',4",5,7-pentahidroxiflavona);
engeletina  (rel-2R,3S-5,7,4 triidroxi-3-O-a-L-ramnopiranosilflavanonol) e  4,5-di-O-
cafeoilquinato de metila; quatro triterpenos, friedelina, lupeol, a-¢ B-amirina, um esteroide, -
sitosterol ¢ um sesquiterpeno (7-hidroxicadalenal). A reacdo de iodacdo da flovona 6-
metiltectocrisina forneceu o derivado 8-iodo-6-metiltectocrisina, substincia inédita na
literatura. As formulas estruturais foram identificadas através de andlise dos dados
espectrométricos de RMN de 'H e '°C (1D e 2D), massas, IV ¢ DC, além de comparagio com
dados da literatura. Os monoterpenos oxigenados geranial e timol foram predominantes nos
oleos essenciais de M. ovata e L. sidoides, respectivamente. Os Oleos foram obtidos por
hidrodestilacdo ou pelo método de arraste a vapor. A andlise foi realizada através de CG/EM,
CG/DIC e pela obtencao de indices de retencdo dos constituintes através de co-injecao de
padrdes de hidrocarbonetos. A fragdo acetato de etila do extrato etanodlico de folhas de M.
ovata, destacou-se entre as demais em relacdo a atividade antioxidante. A presenca de
quercetina, astilbina, engeletina e 4,5-di-O-cafeoilquinato de metila nesta fracdo, podem
justificar esta atividade. O oleo essencial de M. ovata apresentou baixo poder antioxidante,
moderada atividade larvicida frente a Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae),
potente agdo carrapaticida frente a larvas de Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888)
(Acari: Ixodidae) e controle parcial de fémeas ingurgitadas desta espécie de carrapato. O 6leo
de L. sidoides apresentou agdo ninficida contra Rhodnius prolixus (Stal, 1859) (Hemiptera:
Reduviidae), enquanto timol e carvacrol exibiram efeito biocida em ovos e ninfas deste inseto.
Além disso, esse Oleo exibiu atividade carrapaticida sobre larvas de Dermacentor nitens
(Neumann, 1897), Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) e R. sanguineus (Latreille, 1806)
(Acari: Ixodidae), ninfas das duas Ultimas espécies de carrapatos e larvas e fémeas
ingurgitadas de R. microplus.

Palavras-chave: Myrcia ovata, Lippia sidoides, atividades bioldgicas.
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ABSTRACT

GOMES, Geovany Amorim; Chemical Study of Myrcia ovata Cambess. (Myrtaceae) and
Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae) and Assessment of Activities against Arthropods.
2013. 226p. Thesis (Doctorate in Sciences, Organic Chemistry). Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2013.

The present work reports the phytochemical study of essential oils, and of the hexane and
ethyl acetate fractions obtained from ethanolic extract of leaves of Myrcia ovata Cambess.
(Myrtaceae), as well as the study of the dichloromethane fraction from the ethanolic extract of
stem and branch of this species. In addition, the chemical composition analysis of essential
oils from Lippia sidoides Cham. leaves (Verbenaceae) was done. The chromatographic
processing of these fractions allowed to the isolation of fifteen non-volatile constituents of M.
ovata, including, nine phenolic compounds tectochrysin; 6-methyltectochrysin; 8-
methyltectochrysin; 2,5-dihydroxy-6-methyl-7-methoxyflavanone; 2,5-dihydroxy-8-methyl-7-
methoxyflavanone; astilbin (rel-2R,3R-,5,7,3 A*~tetrahydroxy-3-O-a-L-
rhamnopyranosylflavanonol); quercetin 3,3',4",5,7-pentahydroxyflavone); engeletin (rel-
2R,3R-5,7,4 “trihydroxy-3-0-a-L-rhamnopyranosylflavanonol) and 4,5-di-O-caffeoylquinic
acid methyl ester, four triterpenes (friedelin, lupeol, a-and B-amyrin), one steroid (j-
sitosterol) and one sesquiterpene (7-hydroxycadalenal). The reaction of 6-methyltectochrysin
with iodine yielded new derivative. The structural formulas were identified by 'H and °C
NMR (1D and 2D), masses, IR and CD spectra data analysis, as well as comparison with
literature data. The oxygenated monoterpenes geranial and thymol were prevalent in the
essential oils of M. ovata and L. sidoides, respectively. The oils were obtained by
hydrodistillation or steam distillation method. The analysis was performed by GC/MS,
GC/FID and by retention rates of the constituents by co-injection of hydrocarbon standards.
The ethyl acetate fraction of ethanolic extract from leaves of M. ovata, stood out among the
rest in relation to antioxidant activity. The presence of quercetin, astilbin, engeletin and 4,5-
di-O-caffeoylquinic acid methyl ester in this fraction, can justify this activity. The essential oil
of M. ovata presented low antioxidant activity, moderate larvicidal activity against Aedes
aegypti L. (Diptera: Culicidae), strong acaricidal action against larvae of Rhipicephalus
microplus (Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae) and partial control of engorged females of this
species of tick. The oil of L. sidoides showed ninficidal action against Rhodnius prolixus
(Stal, 1859) (Hemiptera: Reduviidae), while thymol and carvacrol exhibited biocidal effect in
eggs and nymphs of this insect. Furthermore, this oil presented acaricidal activity on larvae of
Dermacentor nitens (Neumann, 1897), Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) and R.
sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae), nymphs of the latter two species of ticks and
larvae and engorged females of R. microplus.

Key words: Myrcia ovata, Lippia sidoides, biological activities.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais de origem vegetal e animal sdo utilizados pela civilizacao
humana desde tempos imemoriais na forma de alimentos, vestudrios, defensivos agricolas,
cosméticos e medicamentos. O uso de plantas como medicamentos era uma pratica comum
nas grandes civilizagdes da antiguidade como a Greco-Romana e a Egipcia (VILELA, 1977
apud PINTO et al., 2002).

O reino vegetal, dentre os demais reinos existentes na natureza, ¢ o que tem
contribuido de forma significativa para a producdo de farmacos, fitoterapicos e agroquimicos
naturais, através do fornecimento dos seus metabolitos secundarios, aumentando a expectativa
de vida e modificando o comportamento do homem moderno. O nascimento, crescimento,
reproducdo, envelhecimento, doenca e morte dos seres vivos dependem de transformagdes
quimicas executadas pelos seus metabolismos primario e secundario. As substancias
biofabricadas pelo metabolismo secundario, objetos de investigagdo da quimica de produtos
naturais, sdo mais caracteristicos de grupos taxondmicos, tais como familia e género. Estas
substancias organicas sdo: terpenoides, alcaloides, flavanoides, xantanoides, carotenoides,
antranquinoides, lignoides, neolignoides, cumarinoides, carotenoides, policetideos etc.
(BRAZ-FILHO, 1994).

Metabolitos secundarios volateis podem ser responsaveis pelos aromas caracteristicos
de plantas e estdo presentes nos seus oleos essenciais. Estes 6leos sao misturas de substancias
organicas volateis e imisciveis em agua, e sdo constituidos principalmente de monoterpenos,
sesquiterpenos, fenil-propandides, ésteres e outros compostos de baixo peso molecular. As
utilidades destes oleos sdo muitas, eles sdo responsaveis pelos aromas e odores especiais em
perfumes, cosméticos, sabonetes, desodorantes etc. Também podem ser utilizados como
solventes e insumos para a industria, medicamentos e materiais de partida em sintese organica
nas industrias quimica e farmacéutica (CRAVEIRO et al., 1981).

Inimeras doencas e enfermidades ainda assolam os seres humanos no mundo pods-
moderno apesar do grande desenvolvimento dos conhecimentos cientifico e tecnologico.

Cancer, efisema, cirrose, arteriosclerose, artrite e envelhecimento acelerado tém sido
correlacionados com o estresse oxidativo, isso acontece quando os mecanismos de prote¢do
antioxidante se tornam ineficientes, sendo necessario o consumo de substancias antioxidantes
visando reduzir os danos oxidativos (MORAIS et al., 2006). A utilizacdo de compostos
fenolicos presentes em grande parte das plantas inibem a formacdo de radicais livres e tem
sido associado a uma menor incidéncia de doencas relacionadas com estresse oxidativo
(DROGE, 2002).

O cancer ¢ uma terrivel e antiga doenga que no século 20 fora diagnosticada como
uma das principais causas de mortes e vem difundindo-se de forma continua, aumentando sua
incidéncia no século 21 (BALANCHANDRAN & GOVINDARAIJA, 2005). Cancer ¢ o nome
dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em comum o crescimento desordenado
(maligno) de células que invadem os tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-se (metastase) para
outras regides do corpo. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito
agressivas e incontrolaveis, determinando a formacdo de tumores (acimulo de células
cancerosas) ou neoplasias malignas (INCA, 2006). As descobertas de novas drogas anticancer
de origem vegetal tém incentivado as pesquisas nessa area. Uma das descobertas mais
importantes nessa area foi o paclitaxel (Taxol), isolado da casca do teixo (Taxus baccata L. e
Taxus brevifolia Nutt.- Taxaceae) (WANI et al., 1971).

Além de combaterem estes tipos de enfermidades, os produtos naturais de origem
vegetal podem apresentar poder larvicida, como nos casos dos O6leos essenciais de
Cymbopogon citratus (DC) Staf (Poaceae) e Ocimum gratissimum L. (Labiadae) os quais
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apresentaram uma boa atividade larvicida sobre Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera:
Culicidae), o principal inseto transmissor da dengue nos paises tropicais (CAVALCANTI et
al.,2004).

Os inseticidas quimicos atualmente utilizados no Brasil na prevencao da dengue tém
uma série de desvantagens, principalmente no aspecto ambiental, provocando contaminagao
do solo e da 4gua, sem contar que o aplicador pode sofrer intoxicacdo pelo produto. Outro
problema relacionado ao uso dos inseticidas sintéticos ¢ a selecdo de formas resistentes a estas
substancias. Desta forma, extratos ou substancias isoladas de plantas podem ser fontes
alternativas de inseticidas.

Outra propriedade apresentada pelos metabolitos secundarios dos vegetais superiores €
a atividade antimicrobiana. Essas substancias inibidoras sao denominadas de fitocidas ou de
substancias semelhantes a antibidticos "Antibiotic Like-Substances" (GEISMANN, 1963
apud GONCALVES et al., 2005). Geralmente os compostos isolados de plantas apresentam
estrutura quimica, com raras excecgoes, bastante diferentes das dos antibidticos derivados de
microrganismos e podem agir como reguladores do metabolismo intermediario, ativando ou
bloqueando reagdes enzimaticas, afetando diretamente uma sintese enzimatica seja em nivel
nuclear ou ribossomal, ou mesmo alterando estruturas de membranas (SINGH & SHUKLA,
1984 apud GONCALVES et al., 2005).

Existe uma grande diversidade de plantas no planeta aonde a maioria ndo ¢ conhecida
do ponto de vista cientifico, sdo entre 250-500 mil espécies, s6 no Brasil sdo mais de 55 mil
(CALIXTO, 2000). Essa diversidade na flora nacional garante uma abundante fonte de
constituintes quimicos variados, os quais poderdo ser uteis para obtencdo de fitofarmacos,
beneficiando, assim, a area de saude da nagao que atualmente se encontra em crise.

Myrcia DC., um dos mais importantes géneros da familia Myrtaceae, possui espécies
que sdo empregadas na medicina popular (CRUZ & KAPLAN, 2004). A maioria das
investigacoes realizadas com esse género esta voltada para obtengdo e analise da composi¢ao
quimica de o6leo essencial. Poucos sdo os estudos quimicos que descrevem o isolamento de
constituintes ndo volateis de plantas de Myrcia ssp., nesses trabalhos, geralmente, os
metabolitos especiais obtidos pertencem as classes dos triterpenos e flavonoides, destacando-
se os flavondides C-metilados. Além disso, estudos relatam atividades bioldgicas de
fitoquimicos obtidos desse género (GOTTLIEB er al, 1972; CERQUEIRA, 2002;
MATSUDA et al, 2002; LIMBERGER et al., 2004; SILVA, 2007; TENORIO et al., 2011;
ANDRADE et al., 2012).

Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae), a exemplo de outras plantas do género, tem uso
popular, principalmente como antisséptico e antimicrobiano. Varios trabalhos relatam que o
0leo essencial de suas folhas, rico no monoterpeno timol, apresenta propriedades biocidas
frente a uma grande variedade de invertebrados (LACOSTE et al., 1996; COSTA et al., 2005;
CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2007; DE MEDEIROS et al., 2011).

Considerando as potencialidades apresentadas por espécies do género Myrcia e pela
espécie L. sidoides, resolveu-se desenvolver o estudo quimico de M. ovata Cambess. e L.
sidoides e avaliar a atividade de 6leos essenciais de folhas destas espécies € dos monoterpenos
timol e carvacrol no controle de artropodes, visando, desta forma, contribuir para o
conhecimento quimico e bioldgico dos géneros Myrcia e Lippia. Os produtos naturais
investigados neste estudo que se mostrarem eficazes contra diferentes espécies de insetos e
carrapatos, poderdo servir como prototipos para desenvolvimento de pesticidas menos toxicos
e ecologicamente mais seguros.



2. OBJETIVOS

Purificar, isolar e identificar estruturalmente metabolitos secundarios de Myrcia ovata
Cambess. (Myrtaceae);

Preparar derivados de substancias isoladas em quantidade suficiente e fazer analise de
dados espectrométricos;

Fazer a completa atribuicao dos dados espectrométricos de constituintes quimicos obtidos;

Extrair os Oleos essenciais de folhas de M. ovata e de Lippia sidoides Cham.
(Verbenaceae), quantificar e identificar os seus constituintes;

Avaliar a atividade antioxidante de extratos de M. ovata e de fragdes obtidas a partir
destes, visando a identificacdo de principios ativos da espécie estudada;

Investigar os efeitos dos dleos essenciais obtidos no controle de artrépodes.



3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. Generalidades sobre a Familia Myrtaceae e 0 Género Myrcia

A familia Myrtaceae compreende cerca de 130 géneros, com aproximadamente 4.000
espécies, possui distribuicdo predominantemente pantropical e subtropical, concentrada na
regido neotropical e na Australia (SOUZA & LORENZI, 2005). Myrtaceae constitui uma das
mais importantes familias de Angiospermae no Brasil constando de uma unica tribo, Myrtae e
trés subtribos Myrciinae, Eugeniinae e Myrtinae com 23 géneros e cerca de 1000 espécies
(LANDRUM & KAWASAKI, 1997).

Na flora brasileira, as Myrtaceae aparecem entre as familias mais comuns na maioria
das formagdes vegetais, como a Mata Atlantica e a Floresta da Restinga, onde espécies de
Eugenia, Marlierea, Gomidesia e Myrcia e outros géneros sao muito comuns. Do ponto de
vista econdmico, as espécies desta familia podem ser utilizadas como ornamentais (Melaleuca
leucadendra), especiarias (Syzygium aromaticum) e matéria-prima para fabricacdo de
produtos de limpeza e aromatizantes (Eucalyptus citriodora) (SOUZA & LORENZI, 2005).
Na medicina popular do Brasil, espécies desta familia podem ser empregadas principalmente
como antidiarréicas, adstringentes, antiinflamatorias e no tratamento de tulceras cronicas,
hemorragias, febre, cistite e uretrite (CRUZ & KAPLAN, 2004).

As plantas da familia Myrtaceae sdo lenhosas, arbutivas ou arboreas, com folhas
inteiras, de disposi¢ao alterna ou oposta e as vezes oposta cruzada, com estipulas muito
pequenas e pontos translicidos e opacos, os quais também podem ser identificados nos botdes
florais, flores, frutos, testa de sementes e até mesmo em embrides. Esses pontos sao definidos
pela anatomia vegetal como cavidades secretoras de 6leo essencial. Suas flores sdo em geral
brancas ou as vezes vermelhas, efémeras, hermafroditas, de simetrias radial (JOLY, 1998;
FONTENELLE et al., 1994).

De acordo com Simdes e Spitzer (2010), Myrtaceae ¢ uma das familias mais
importantes de Angiospermas em termos de producdo de 6leos esséncias.

O género Myrcia DC. pertence a subtribo Myrciinae € ¢ um dos maiores géneros
americanos de Myrtaceae sendo formado por mais de 300 espécies (CRONQUIST, 1981;
BARROSO, 1991). Algumas plantas deste género sdo utilizadas na medicina popular,
destacando-se M. multiflora (Lam.) DC. (pedra-ume-caa), utilizada como hipoglicemiante na
forma de infuso ou decocto (BRITO & LANETTI, 1996). As espécies deste género
apresentam paniculas mircioides, constituidas de ramos apostos decussados (em forma de
cruz) ou verticilados (inseridas em um s6 no caulinar), sendo os inferiores geralmente mais
longos, eretos ou patentes. Suas flores geralmente se dispdem em grupos de trés em trés, todas
sésseis ou com pedicelo curto. Apresentam hispanico mais ou menos desenvolvido, formado
pela parede do receptaculo floral que pode ser campanulado, afunilado, globoso, anguloso ou
liso, prolongado ou ndo acima do ovario (BARROSO, 1991).

Espécies Myrcia t€m sido objeto de estudos do ponto de vista quimico e
farmacologico. Abaixo sdo relatados os resultados registrados na literatura sobre pesquisas
fitoquimicas e de atividades bioldgicas realizados com espécies desse género.

Estudos farmacologicos demonstraram atividade de extratos de folhas de M. fallax
(Rich.) DC. frente a células cancerigenas tipo KB5S (HECHT, 1981, 1985).

Estudos quimicos descreveram a presenga do triterpeno B-amirina (1) e da flavona
eucaliptina (2) em folhas de M. citrifolia (Aubl.) Urb. (Figura 1) (GOTTLIEB et a/, 1972).

Pesquisas realizadas com folhas M. multiflora revelaram a presenca das flavononas
mirciacitrinas I (3) e II (4), das acetofenonas mirciafenonas A (5) e B (6) e dos flavonois
miricitrina (7), mearnsitrina (8), quercitrina (9), desmantina-1 (10) e guaijaverina (11), e do
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acido ginkgoico (12), sendo verificada, também, atividade antidiabética de (3) e (6) (Figura 1)
(YOSHIKAWA et al., 1998). Posteriormente, foram isolados mirciacitricinas III (13), IV (14)
e V (15) os quais também apresentaram a atividade antidiabética (Figura 1) (MATSUDA et
al, 2002).

A particdo aquosa obtida do extrato metanolico de M. uniflora Barb. Rodr. e os
flavonoides (7) e (8) (Figura 1) isolados a partir do mesmo extrato apresentaram in vitro alta
inibicao da tiredide peroxidase (TPO), enzima responsavel pela biossintese de horménio da
tiredide, com valores de Clso de 0,0017% (m/v), 2,88 uM e 1,97 uM, respectivamente
(FERREIRA et al., 2006).

Do caule de M. rotundifolia Berg., foram isolados escaleno (16), friedelina (17) ¢ o
acido arjunolico (18); além disso, foram identificados em mistura os triterpenos acido
betulinico (19) e lupenona (20) com os esterdides B-sitosterol (21) e estigmasterol (22); e os
triterpenos lupeol (23) e (1) (Figura 1) (CERQUEIRA, 2002).

Investigacdo fitoquimica realizada em folhas de M. guianensis (Aubl.) DC., levou a
obtencdo de esterdides: (21), estigmast-4-en-3-ona (24), 6B-hidroxi-estigmas-4-en-3-ona (25);
triterpeno a-amirina (26); acidos fenolicos: (12), protocatecuico (27), galico (28) e o éster
galato de metila (29); e éteres graxos: palmitato de metila (30), palmitato de etila (31),
estearato de metila (32), estearato de etila (33) e miristato de etila (34) (Figura 1) (SANTOS,
2005).

Foram analisados os efeitos potenciais alelopaticos de extratos brutos, particdes, 6leo
essencial e de substancias isoladas obtidas de folhas de M. guianensis sobre a germinacdo € o
desenvolvimento da radicula e do hipocoétilo das plantas daninhas Mimosa pudica (L.) e
Senna obtusifolia (L.) Irwin & Barneby.(Fabaceae) em pastagens. M. pudica mostrou-se mais
sensivel aos efeitos alelopaticos dos extratos brutos e das particoes. O oOleo inibiu a
germinacao de M. pudica e estimulou a germinagdo de S. obtusifolia. A atividade alelopatica
das substancias isoladas (27) e (28), (Figura 1) esteve associada a concentragdo, e a atividade
mais intensa foi em 60 ppm (SOUSA FILHO et al., 2006).

Em outro estudo realizado com folhas de M. guianensis, resultou no isolamento dos
sesquiterpenos  5-(6-metilheptan-2-ona)-biciclo-[3.1.0]-hexan-3-ona  (35), 6-metil-5-(2-
hidroxi-3-cloro-5-metilfenil)heptan-2-ona (36), 6-metil-5-(2-hidroxi-5-metilfenil)heptan-2-
ona (sesquichamaenol) (37) e oplopanona (38), além da obtengdo de acido galico (28) e dos
flavonoides quercetina (39), quercitrina (9) e guaijaverina (11). Ainda neste trabalho, do caule
foram isolados um sesquiterpeno aromatico do tipo cadinano, 7-hidroxi-5-isopropil-3,8-
dimetil-2-metoxi-1,4-naftoquinona (40), os esterdides P-sitosterol (21) e seu derivado
glicosilado, o daucosterol (41), lignana (-)-(8R,8“R)-9,9°-di-O-(E)-feruloil-secoisolariciresinol
(42) e sete triterpenos, sendo eles, 4cido maslinico (43), 4cido estaclico A (44) e seu derivado
p-cumarico, acido 3fB-trans-p-oxicumaroil-2a,23,29-triidroxi-olean-12-en-28-oico (45), acido
arjundlico (18) e os derivados, acido 3B-trans-p-oxicumaroil-2a,23-diidroxi-olean-12-en-28-
oico (46), acido 23-trans-p-oxicumaroil-20,3B-diidroxi-olean-12-en-28-oico (47) e o acido
3B-trans-feruloil-20,23-diidroxi-olean-12-en-28-oico (48) (FEHLBERG, 2012).

Silva (2007) realizou pesquisa fitoquimica com folhas de M. hiemalis Cambess.,
resultando no isolamento de miricitrina (7), daucosterol (41), 2*,4“diidroxi-3*,5"~dimetil-6"-
metoxichalcona (49), 2°,6“diidroxi-3“-metil-4‘-metoxichalcona (50), 234 triidroxi-5
metil-6*-metoxichalcona (51), 7-hidroxi-6,8-dimetil-5-metoxiflavonona (52) e 5,7-diidroxi-
6,8-dimetil flavonona (53) (Figura 1). Também neste trabalho foram descritos resultados de
ensaios biologicos realizados os quais revelaram que a chalcona (49) apresentou potente
atividade frente a bactéria Micrococcus luteus (Schroeter, 1872) Cohn, 1872 (Actinobacteria:
Micrococcaceae) (12,5 pg/mL) e também contra os parasitos Trypanosoma cruzi (Chagas,
1909) (Protozoa: Kinetoplastida) (Clso = 13,12 uM) e Leishmania (Leishmania) amazonensis
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(Lainson e Shaw, 1972) (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) (100% de inibicdo a 50 uM),
enquanto que (50) foi eficiente frente ao 7. cruzi (Clso = 35,95 uM), e (52) apresentou
atividade contra as bactérias M. luteus (25 ng/mL) e Bacillus subtilis (Ehrenberg, 1835) Cohn,
1872 (Firmicutes: Bacillaceae) (25 pg/mL).

Saldanha (2013a) constatou que o extrato etandlico 70 % de M. bella Cambess. possui
alta atividade (ICso = 8,23 pg.mL™") no sequestro de radicais livres. Observou-se também que
este extrato foi capaz de inibir 69% da germinacdo das sementes de Hordeum vulgare L.
(Poaceae), bem como reduzir 74% do indice de velocidade de sua germinagdo e diminuir 62%
do comprimento médio de suas raizes. Para Cucumis sativus L. (Cucurbitaceae), Saldanha
(2013a) também verificou que o mesmo extrato afetou o desenvolvimento das raizes e a
velocidade da germinacdo, sendo reduzidos em 71% e 53%, respectivamente.

Saldanha e colaboradores (2013b) identificaram 23 compostos fenolicos a partir de
extrato etandlico 70 % de folhas de M. bella: 4cido galico (28), galato de etila (54), 4cido
cafeico (55), acido quinico (56), kaempferol-O-hexosideo (57), kaempferol-O-deoxihexosideo
(58), quercetina (39), quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo (59), quercetina-3-O-B-D-
rhamnopiranosideo (60), quercetina-O-a-L-arabinofuranosideo (61), quercetina-3-O-B-D-
xilofuranosideo (62), quercetina-3-O-f-D-xilopiranosideo (63), quercetina-O-(O-galoil)-
pentosideo (64), quercetina-3-O-(6"-0O-galoil)-B-galactopiranosideo (65), quercetina-O-(O-
galoil)-hexosideo  (66), miricetina (67), miricetina-3-O-B-D-rhamnopiranosideo (7),
miricetina-3-0O-B-D-galactopiranosideo  (68), miricetina-3-O-a-arabinofuranosideo  (69),

miricetina-3-O-a-arabinopiranosideo  (70),  miricetina-O-(O-galoil)-pentosideo  (71),
miricetina-O-(O-galoil)-hexosideo (72) e miricetina-O-(0-galoil)-deoxihexosideo (73)
(Figura 1).

Em bioensaios de fitotoxicidade, observou-se que dentre os extratos de folhas de M.
tomentosa Glaz. testados em trés diferentes concentragdes (0,2; 0,4 e 0,8 mg/mL), o extrato
acetato de etila em concentragdes mais baixas foi o que inibiu significativamente o
alongamento do coledptilo do trigo numa forma dose-dependente e o que apresentou maior
atividade inibitoria na raiz de alface, tomate e cebola e no broto de alface ¢ tomate. Ainda
neste estudo, as fracdes F8 e F9, obtidas por cromatografias deste extrato, inibiram
significativamente o crescimento do coleoptilo (-84,3% em 0,8 mg/mL; -73,9% em 0,4
mg/mL e -66,6% em 0,2 mg/mL para F8 e -83,2% em 0,8 mg/mL, -86,8% a 0,4 mg/mL e -
68,9% a 0,2 mg/mL para F9). Os elevados efeitos fitotoxicos observados foram associados a
presenca dos flavondides juglanina (74) e avicularina (75) (Figura 1) constituintes
majoritarios isolados de F8 e F9, respectivamente (IMATOMI et al., 2013).

De Cerqueira e colaboradores (2013) descreveram o isolamento de myrciaine (76)
(Figura 1) a partir de folhas e caule de M. blanchetiana (O. Berg) Mattos, este ¢ o segundo
alcaloide isolado a partir de uma espécie da familia Myrtaceae. Além deste alcaloide, foi
obtido das folhas desta espécie o acido 3-acetoxi-olean-18-en-28-oico (77) (Figura 1).
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Figura 1. Formulas estruturais de constituintes quimicos ndo volateis obtidos do género
Mpyrcia (Continuagao).

A composicao dos 6leos essenciais de espécies Myrcia ¢ muito semelhante a dos 6leos
de Eugenia ssp. que também € um importante género da familia Myrtaceae. Ocorre a
predominancia de sesquiterpenos ciclicos na maior parte das espécies e as demais produzem
Oleos ricos em monoterpenos. A maioria das pesquisas realizadas com Oleos essenciais do
género Myrcia concentra-se na determinacdo da composicdo do 6leo de folhas e avaliacdo de

atividade antimicrobiana. B-Cariofileno (81) e germacreno D (83) sdo os sesquiterpenos mais
9



comuns nos 6leos desse género, mas por outro lado, a-pineno (89) (Figura 2) foi encontrado
em quantidades significativas somente nos o6leos essenciais de M. bombycina O. Berg e M.
myrtifolia DC. Compostos alifaticos e aromaticos sao raros (STEFANELLO et al., 2011a).
Na Tabela 1, encontram-se listados os constituintes quimicos majoritarios e atividades
biologicas de 6leos essenciais obtidos de espécies Myrcia, bem como a parte da planta
estudada. Enquanto na Figura 2 sdo apresentadas as formulas estruturais desses constituintes.
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Tabela 1. Constituintes quimicos majoritarios e atividades biologicas de 6leos essenciais do género Myrcia.

L Material botanico D Atividades A
Espécies Componentes majoritarios 1 Referéncia
estudado biologicas
M. acuminatissima O. Berg Folhas Linalol (78) HENRIQUES et al., 1997
M. aff fosteri Croat Folhas a-Bisabolol (79) e 6xido de bisabolol B (80) Antibacteriana TENORIO et al., 2011
B-Cariofileno (81), (E)-p-farneseno (82), germacreno Antibacteriana ¢
M. alagoensis O. Berg * Folhas D (83), germacreno B (84), (E, Z)-farnesol (85) ¢ (E, N SILVA, 2010
. antiflingica
E)-farnesoato de metila (86)
M. alagoensis O. Berg Folhas Germacreno B (84) e germacreno D (83) Antibacteriana SILVA et al., 2013
M. arborescens O. Berg Folhas Oxido de cariofileno (87) e globulol (88) LIMBERGER et al., 2004
M. bombycina O. Berg Folhas a-Pineno (89) e B-pineno (90) HENRIQUES et al., 1997
M. bracteata (Rich.) DC.° Folhas (£)-Nerolidol (91), (E)-B-farneseno (82) e ZOGHBI et al., 2003
espatulenol (92)
M. cuprea (O. Berg) Kiaersk® Folhas Germacreno D (83), B-cariofileno (81) e mirceno (93) ZOGHBI et al., 2003
Folhas a-Bisabolol (79) HENRIQUES et al., 1997
M. fallax (Rich.) DC. Folhas Guaiol (94) Antibacteriana .
Flores Guaiol (94), aristolona (95) ALARCON et al., 2009
M. glabra (O. Berg) D. Legrand. Folhas Valerianol (96) HENRIQUES et al., 1997
. . a (E)-B-Faneseno (82), B-bisaboleno (97) e selina- Antibacteriana e
M. guianensis (Aubl.) DC. Folhas 3.7(11)-dieno (98) antifiingica SILVA, 2010
M. hatschbachii D. Legrand Folhas B-Cariofileno (81) LIMBERGER et al., 2004
M. lajeana D. Legrand Folhas (E,Z)-Farnesol (85) e y-muuroleno (99) Antibacteriana LIMBERGER et al., 2004
M. laruotteana Cambess. £?;1::: a-Bisabolol (79) e 14-hidroxi-a-muuroleno (100) STEFANELLO et al., 2007
M. laruotteana Cambess. Frutos a-Bisabolol (79) e 6xido de bisabolol B (80) Antiproliferativa STEFANELLO et al., 2011b
M. multiflora (Lam.) DC. Folhas Germacreno D (83) e B-cariofileno (84) HENRIQUES et al., 1997
Folhas
M. myrtifolia DC* Flores a-Pineno (89) CERQUEIRA et al., 2007
Frutos
M. obtecta (O. Berg) Kiaersk. Folhas ar-Curcumeno (101) LIMBERGER et al., 2004
M. obtecta (O. Berg) Kiaersk. var. Folhas a-Terpineol (102) e trans-calameneno (103)
obtecta® Flores Salicilato de metila (104) STEFANELLO et al., 2010
M. oligantha O. Berg Folhas 6-Cadineno (105) e espatulenol (92) Antibacteriana LIMBERGER et al., 2004
Antibacterianae  CANDIDO et al., 2010
M. ovata Cambess. Folhas Geranial (106) e neral (107) antifingica
Inseticida LIMA et al.,2011a

—_—
—_—



Tabela 1. Componentes majoritarios e atividades biologicas de 6leos essenciais do género Myrcia (Continuacao).

. Material botanico . Atividades A
Espécies Componentes majoritarios g Referéncia
estudado biologicas
M. pubiflora DC. Folhas Oxido de cariofileno (87) e mustakona (108) An’anﬂ.amat.orla ¢ ANDRADE et al., 2012
antinociceptiva
. . B-Cariofileno (81), biciclogermacreno (109), espatulenol
M. pubipetala Miq Folhas (92) e n-heneicosano (110) LIMBERGER et al., 2004
AK/Ii.arezrcsl;(ardzana (0. Berg) Folhas [-cariofileno (81) e 6xido de cariofileno (87) LIMBERGER et al., 2004
B-Cariofileno (81) e espatulenol (92) Antibacteriana e LIMBERGER et al., 2004
M. rostrata DC. Folhas a N
Germacreno D (83), germacreno B (84) e carotol (111) antifingica SILVA, 2010
Folh
M. salzmannii Berg. F;)oreass B-Cariofileno (81) e a-humuleno (112) CERQUEIRA et al., 2009
M. selloii (Spreng.) Folhas ?igg;ilneno (105), a-cadinol (113) e biciclogermacreno LIMBERGER et al., 2004
M. sp. —fuzzy leal” Folhas d-Elemeno (114) Citotoxica MORIARITY et al., 2007
Germacreno D (83) e valerianol (96) COLE et al., 2008
Folhas B-Elemeno (115), a-amorfeno (116) e o-cadinol (113)* SOUZA, 2009
M. splendens (Sw.) DC. (Z)-a-Bisaboleno (117) NAKAMURA et al., 2010
Folhas e talos Germacreno D (83), B-cariofileno (81) e 6xido de Antibacteriana JIMENEZ et al., 2012

M. sylvatica (G. Mey.) DC.”

M. tomentosa (Aubl.) DC.?

Folhas

Folhas
Casca do caule
Flores

cariofileno (87)

B-Bisaboleno (97), cis-calameneno (118), a-calacoreno
(119), espatulenol (92), 6xido de cariofileno (87) e selin-

11-en-4-a-ol (120)

(E, E)-farnesoato de metila (86) e biciclogermacreno (114)

Acido hexadecanodico (121)

(E, E)-farnesoato de metila (86)

ZOGHBI et al., 2003

SA et al., 2012

*Variag¢do sazanol
"Variagio intraespecifica
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Figura 2. Formulas estruturais de constituintes quimicos majoritarios de 6leos essenciais do
género Myrcia.
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Existem poucos estudos descritos na literatura sobre obtencdo de metabdlitos
secundarios ndo-volateis de Myrcia ssp., a maioria das investigacdes estdo voltadas para
determinagdo da constitui¢do quimica de 6leos esséncias deste género.

3.1.1. Generalidades da espécie Myrcia ovata Cambess.

Myrcia ovata Cambess., popularmente conhecida na serra de Guaramiranga - CE
como laranjinha do mato ou canelinha, tem suas folhas comumente utilizadas como infusdo,
na medicina popular, para o tratamento de doencas géstricas e diarréia (CANDIDO et al.,
2010).

No Brasil esta espécie possui dominio fitogeografico na Mata Atlantica e ¢ geralmente
encontrada nos estados do Rio de Janeiro, Sao Paulo e Espirito Santo (SOBRAL et al., 2010).

3.1.2. Aspectos botanicos da espécie Myrcia ovata Cambess.

De acordo com a descri¢do botanica realizada por Berg (1857), para Flora Brasiliensis
de Martius, Myrcia ovata Cambess. (Figura 3) ¢ uma arvore de 1,2 -3,0 m de altura, ramos
cilindricos, glabros (sem pelos). Folha peciolo de 0,4-0,6 cm, lamina cariacea, glabros, de
3,75 - 7,5 x 2,5 — 3,75 cm, ovada, dpice acuminado, base arredondada, margem resoluta,
nervacao reticulada, nervura marginal e pontuagdes translucidas nitidas. Paniculas axilares ou
subterminais densifloras, 2 bractéolas, deciduas. Célice coronado, sépalas ovais, ciliadas,
desiguais. Pétalas obovado-rotunda, cOncavas, extremamente pubérelas. Fruto imaturo
esférico, puberelo. Habitat: Rio de Janeiro (restinga e capoeira), floresce em setembro.
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Figura 3. Myrcia ovata Cambess.
3.2. Generalidades sobre a Familia Verbenaceae e o0 Género Lippia

De acordo com Melo e colaboradores (2010), a familia Verbenaceae sensu lato A.St.
Hil. ¢ representada por cerca de 100 géneros e 2000 espécies, sendo estimadas para o Brasil
296 espécies em 22 géneros. E uma familia cosmopolita, distribuidas nas regides tropicais,
subtropicais e temperadas do hemisfério Sul com algumas de suas espécies nas zonas
temperadas do hemisfério Norte

Verbenaceae inclui arvores, arbustos e ervas (DI STASI & HIRUMA-LIMA., 2002).
Possuem folhas opostas ou verticiladas, simples ou compostas, sem estipulas. As flores sao
mondclinas ou diclinas por aborto, reunidas em inflorescéncias racemosa sou cimosas, ovario
supero. O fruto ¢ drupaceo ou esquizocarpico, sendo esse ultimo o tipo mais frequentemente
encontrado (MELO et al., 2010).

Suas espécies, entre outras aplicacdes, sdo utilizadas como ornamentais € por serem
produtoras de dleos essenciais, tém uso terapéutico (SANTOS et al., 2009) e sdo exploradas
pela industria de perfumes (DI STASI & HIRUMA-LIMA., 2002).

Segundo Di Stasi e Hiruma-Lima (2002), Verbena, Stachytarpheta e Lippia sdao os
principais géneros onde sdo encontradas espécies medicinais.

Lippia, é o segundo maior género da familia Verbenaceae, possui aproximadamente
200 espécies, sendo distribuidas nos paises das Américas do Sul e Central, como também em
territorios da Africa tropical (GOMES ef al., 2011). Cerca de 120 espécies deste género sdo
encontradas no Brasil, possuem aspecto chamativo no periodo da floragdo e aroma forte e
agradavel (OLIVEIRA et al.,, 2006). Neste pais, os principais centros de diversidade
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especifica desse género estao localizados na Cadeia do Espinhago, em Minas Gerais, ¢ na
Chapada Diamantina, na Bahia (PIMENTA, 2007).

O género Lippia pode ser caracterizado por apresentar plantas arbustivas ou
subarbustivas, com folhas decussadas, geralmente com indumento glandular, florescéncias
parciais capituliformes ou espiciformes, congestas, axilares, bracteas membranaceas ou
cartaceas, verdes ou coloridas, amarelas, roéseas ou vinaceas, ultrapassando ou ndo o
comprimento das flores; flores sésseis, calice comprimido, 2-alado, induplicado,
membranaceo, inconspicuo, persistente no fruto; corola hipocraterimorfa, alva, rosea,
magenta, lilds ou amarelas, tubo reto ou curvo, limbo 4-5 lobado, 1abio superior ou adaxial 2-
lobado, labio inferior ou abaxial tnico, 2 lobos laterais; estames 4; ovario monocarpelar,
bilocular, 2-ovulado, estigma lateral. Fruto dividido na maturidade em dois mericarpos
(TRONCOSO, 1974).

A maioria das espécies Lippia ¢ usada na medicina popular para tratamentos de
doencas gastrointestinal e respiratoria. Algumas apresentam atividades antimalarica, antiviral
e citostatica. Além disso, as folhas de muitas destas espécies sdo utilizadas como tempero
para preparagoes de alimentos (PASCUAL et al., 2001).

Geralmente, as espécies deste género apresentam um grande elenco de atividades
farmacoldgicas, principalmente por acumular 6leos essenciais em seus tricomas glandulares
(MOTA NETO et al., 2010). Isto explica o fato dos estudos quimicos deste género estar
principalmente relacionados com a constitui¢do de 6leos e de apenas uns poucos dedicados
aos componentes nao-volateis. Neste ultimo caso, a literatura cientifica reporta a presenga de
iridéides, considerados marcadores do quimiotaxonomicos de Verbenaceae; flavonoides,
sendo as flavonas os mais abundantes em Lippia; fenilpropanoides e naftoquinonas
(PASCUAL et al., 2001; CATALAN & LAMPASONA, 2002).

Pascual e colaboradores (2001) afirmam que os componentes que foram encontrados
com maior freqiiéncia em 6leos essenciais de Lippia sao: linalol (78), f-cariofileno (81), a-
pineno (89), limoneno (122), p-cimeno (123), canfora (124) e timol (125) (Figura 4). Os
mesmos autores declaram ainda que estudos sobre as propriedades farmacologicas deste
género tém focado sobre os efeitos antimicrobianos, larvicida, antifingico e anticéptico de

seus Oleos essenciais.
‘g _ /(f\
OH
o

‘9
(78) 81 (122) 123)

Figura 4. Formulas estruturais dos constituintes quimicos volateis encontrados com maior

freqiiéncia nos 6leos essenciais do género Lippia

(124) (125)

3.2.1. Generalidades da espécie Lippia sidoides Cham.

Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae) ¢ uma planta aromatica, silvestre, encontrada na
caatinga do nordeste do Brasil entre Mossoro, RN e Tabuleiro do Norte, CE, ocorrendo
também nos estados de Minas Gerais ¢ Sao Paulo (MATOS & OLIVEIRA, 1997; SOUSA et
al., 2004). E conhecida como: alecrim-pimenta, alecrim-do-nordeste, estrepa-cavalo, alecrim-
bravo (LORENZI & MATOS, 2008).

Suas folhas sdo utilizadas como pastilhas para tratamento de dores de garganta e
inflamagdo nas gengivas (SOUSA et al., 2004). A tintura de suas folhas a 20% em alcool
etilico ¢ usada para o tratamento de ferimentos na pele € no couro cabeludo, para o tratamento
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de acne, sarna infectada, pitiriase versicolor, dermatomicoses, caspa, mau-cheiro nos pés,
axilas e virilhas (LORENZI & MATOS, 2008).

Estudos fitoquimicos realizados com esta espécie descrevem a presenca de
flavonoides, quinonas, triterpenos, lignanas, esteroides livres e glicosilados e 4cidos organicos
(COSTA et al., 2002; ALMEIDA et al., 2010).

Além da identificacdo destes constituintes nao volateis, a literatura relata, também, a
obtengdo do o6leo essencial de folhas de L. sidoides que geralmente possui o monoterpeno
oxigenado timol (125) (Figura 4) como constituinte majoritario (CRAVEIRO et al., 1981).

O o6leo volatil de L. sidoides apresenta um amplo espectro de atividade antibacteriana e
antifungica (LACOSTE et al, 1996; LEMOS et al. 1992; AGUIAR & MATOS, 1983;
LEMOS ef al. 1990). H4 inclusive informagdes sobre outras atividades como: leishmanicida,
contra Leishmania amazonensis (DE MEDEIROS et al., 2011), larvicida frente a larvas de
Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e Culex quinquefasciatus (Say, 1823) (Diptera: Culicidae)
(COSTA et al., 2005), anti-helmintica sobre os nematoides Haemonchus contortus (Rudolphi,
1803) (Nematoda: Trichostrongylidae), Syphacia obvelata (Rudolphi, 1802) e Aspiculuris
tetraptera (Schulz, 1924) (Nematoda: Oxyuridae) (CAMURCA-VASCONCELOS et al.,
2007), inseticida contra Tenebrio molitor (Linnaeus, 1785) (Coleoptera: Tenebrionidae)
(LIMA et al., 2011b) e Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva,1912) (Diptera: Psychodidae)
(MACIEL et al., 2009) e, inclusive, acaricida contra Tetranychus urticae (Koch, 1836).
(Acari: Tetranychidae) (CAVALCANTI et al., 2010).

3.2.2. Aspectos botanicos da espécie Lippia sidoides Cham.

A descricao botanica da espécie L. sidoides Cham. (Figuras 5 e 6), segundo Lorenzi e
Matos (2008), foi feita conforme se transcreve a seguir:

“grande arbusto caducifélio, ereto, muito ramificado e quebradico, medindo
aproximadamente 2-3 m de altura, proprio da vegetagdo de semidrido nordestino.
Folhas muito aromaticas e picantes, simples, pecioladas de 2-3 cm de
comprimento. Flores pequenas, esbranquigadas, reunidas em espigas de eixo curto
nas axilas das folhas. Frutos do tipo aquénio extremamente pequenos, cujas
sementes raramente germinam.”
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Figura 5. Arbustos de Lippia sidoides Cham. (FONTENELLE, 2008).

Figura 6. Folhas de Lippia sidoides Cham. (FONTENELLE, 2008).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Equipamentos e Reagentes

Foi usado gel de silica 230 - 400 e 70 — 230 mesh (Vetec) e Sephadex LH-20 (Sigma-
Aldrich), como fase estaciondria, para cromatografia em coluna. Foram utilizadas
cromatoplacas de aluminio com gel de silica 60 F,s4 da Merck, para analise em cromatografia
de camada delgada analitica (CCDA). As revelagdes das substincias nas cromatoplacas
analiticas foram realizadas através da exposi¢ao a irradiacdo ultravioleta (UV) em dois
comprimentos de onda (254 ou 365 nm) e/ou por borrifagdo com solugdo vanilina sulfarica
e/ou por exposicao a vapores de iodo.

Os solventes empregados durante todo o procedimento experimental foram de grau PA
da Vetec Quimica Fina LTDA e da Merck®, e foram utilizados sem purificacdo prévia.

Os monoterpenos carvacrol (98%) e timol (100%), utilizados em ensaio bioldgico,
foram obtidos de empresas Sigma—Aldrich® e Vetec Quimica Fina LTDA, respectivamente.

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho Mel-Temp II da Laboratory
devices U.S.A., utilizando capilar sem correcao dos valores.

A concentragdo de extratos e fragdes foi efetuada sob pressao reduzida em evaporador
rotativo, Fisatom 802.

A obtengdo de 6leos essenciais foi realizada no laboratério de Sintese Organica do
Departamento de Quimica Organica e Inorginica (DQOI) da Universidade Federal do Ceara
(UFC) sob a coordenagao da Prof’. Dra. Gilvandete M. P. Santiago. Os 6leos foram obtidos
por meio de sistema de hidrodestilacdo constituido de baldo (5 L), manta aquecedora,
condensador e doseador (tipo Clevenger).

O desvio da luz polarizada foi obtido em um polarimetro Perkin-Elmer 343.

Os espectros de dicroismo circular (DC) foram obtidos em espectropolarimetro J815
Circular Dichroism da JASCO.

Os espectros de absor¢do no infravermelho (IV) foram registrados em um
espectrofotometro FT-IR modelo VERTEX-70 da Bruker com transformada de Fourier, em
pastilhas de KBr ou em filmes sobre cela de NaCl.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e carbono-13
(RMN '*C), incluindo experimentos em 2D, foram obtidos em aparelhos Briicker, modelos
Advance I (400 MHz para 'H e 100 MHz para "°C) e (500 MHz para 'H e 125 MHz para °C)
existente no Departamento de Quimica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ). Os solventes usados foram cloroférmio deuterado (CDCls), metanol deuterado
(D3COD), acetona deuterada (D;CCOCD3) ou dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg). Como
padrao interno foi usado tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (8) foram
obtidos em parte por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) foram medidos em
Hertz (Hz).

A analise qualitativa da composi¢do quimica do 6leo essencial OEMO-1 foi realizada
em cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massa (CG/EM Hewlett Packard GC/MS
modelo 5971) equipado com coluna capilar de silica fundida dimetilpolisiloxano (DB-5), com
(30 m x 0,25 mm x 0,25 pum de espessura de filme), usando fluxo de gas hélio a 1 mL/min,
com temperatura programada de 4° C/min de 35° a 180 °C e de 10° C/min de 180 a 250° C. As
temperaturas do injetor e detector foram de 250 e 280 °C, respectivamente. Os espectros de
massa foram obtidos através da técnica de impacto eletronico a 70 eV e registrados na faixa
de m/z 30 — 450.

A andlise quantitativa da composi¢do quimica de OEMO-1 foi realizada em
cromatografo a gas acoplado a detector de ionizacao por chama (DIC) usando equipamento
Shimadzu CG-17A, utilizando o mesmo tipo de coluna descrito acima, hidrogénio como gas
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de arraste (1 mL/min), temperatura programada de 4 °C/min de 35° a 180 °C, e de 17 °C/min
de 180 °C a 280 °C, e mantido em isoterma por 10 min, temperatura do injetor e detector de
250 °C. Os resultados da quantificacdo foram descritos em termos de percentuais relativos e
estdo condizentes com as alturas dos picos observadas nos cromatogramas obtidos no
experimento de CG/EM. A quantificagdo foi feita correlacionando os picos nos
cromatogramas obtidos em CG/EM com aqueles obtidos em CG/DIC por mera inspegao,
possibilitando verificar os percentuais relativos destes constituintes através da analise das
areas dos picos fornecidas pelo experimento com DIC. Os picos detectados no experimento
CG/DIC e nao detectados em CG/EM, e vice-versa, foram excluidos uma vez que nao
puderam ter suas correlagdes estabelecidas.

Os componentes individuais foram identificados por comparagao de seus espectros de
massa EM com os do banco de dados do espectrometro, usando a biblioteca Wiley L-built e
mais outras duas do computador, pesquisas de EM com base em indices de retengdo como
uma rotina de pré-selecio (ALENCAR et al., 1984, 1990 ), bem como por comparagdo visual
dos padrdes de fragmentacdo com os relatados na literatura (ADAMS, 2007). Os indices de
retengdes dos componentes foram calculados por regressao linear. As analises em CG/EM e
CG/DIC para OEMO-1 foram executadas na Central Analitica do DQOI/UFC sob a
coordenag¢do do Prof. Dr. Edilberto Rocha Silveira.

O oleo essencial OELS-1 teve sua andlise qualitativa da composicao quimica efetuada
em cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massa (CG/EM - Shimadzu QP-2010)
equipado com uma coluna capilar de silica fundida DB5-MS, com (30 m x 0,25 mm x 0,25
um de espessura de filme), usando fluxo de gas hélio a 1 mL/min, com temperatura da coluna
programada de 3° C/min de 60° a 290° C. O volume de inje¢dao da amostra foi de 1 uL (modo
split 1:50). As temperaturas do injetor e detector foram de 260 e 240 °C, respectivamente. Os
espectros de massa foram obtidos numa faixa de m/z 40 — 700, fornecidos através da técnica
de impacto eletronico a 70 eV.

A andlise quantitativa da composi¢ao quimica do 6leo foi realizada em cromatografo a
gas acoplado a detector de ioniza¢do por chama (DIC) em equipamento Shimadzu CG-2010,
utilizando coluna Optima-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm de espessura de filme) de silica
fundida, hidrogénio como gés de arraste (54,0 mL/min), volume de injecdo da amostra de 1
pL (modo split 1:50), temperaturas do injetor e detector foram de 240 e 300 °C,
respectivamente. A temperatura inicial da coluna foi de 60 °C, seguido de um incremento de 3
°C/min, até atingir 300 °C, sendo mantida constante por 20 min. A percentagem dos
constituintes foi calculada através da area de integral de seus respectivos picos, relacionadas
com a area total de todos os constituintes da amostra.

Os diversos constituintes quimicos de OELS-1 foram identificados através da
comparagao visual de seus espectros de massas com aqueles existentes na literatura (ADAMS,
2007) e espectros fornecidos pelo banco de dados (NIST21 e NIST107) do equipamento e,
também, pela comparacdo dos indices de retencdo com aqueles existentes na literatura
(ADAMS, 2007). Uma solucdo padrido de n-alcanos (C9-C30) foi injetada nas mesmas
condi¢des cromatograficas da amostra, e utilizada para obter os indices de retengdo conforme
descrito por Van Den Dool e Kratz (1963).

A andlise em CG/EM e CG/DIC para OELS-1 foi realizada no laboratorio da Central
Analitica do Instituto de Pesquisa de Produtos Naturais, Centro de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal do Rio de Janeiro (CA-IPPN-CCS-UFRJ), sob a coordenagdo do Prof.
Dr. Antonio Jorge Ribeiro da Silva.

Os o6leos essenciais OEMO-2 e OELS-2 foram submetidos a analise quantitativa da
composi¢do quimica em cromatdgrafo a gas acoplado a espectrometro de massa (CG/EM -
Shimadzu QP-2010 Plus) equipado com uma coluna capilar de silica fundida Factor Four/VF-
Sms, com com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e filme de 0,25 pm,
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usando fluxo de géas hélio a 1 mL/min. A temperatura inicial do forno foi de 35 °C, sendo
mantida constante durante 2 min, seguido de um incremento de 4 °C/min a 180 °C, em
seguida, 10 °C min' a 250 °C, finalizando com uma isoterma de 20 min a 250 °C. O volume
de injecao da amostra foi de 1 pL. (modo split 1:50). A temperatura do injetor e detector foi de
250 °C. Os espectros de massa foram obtidos numa faixa de m/z 10 — 300, fornecidos através
da técnica de impacto eletronico a 70 eV.

A andlise quantitativa da composicao quimica dos 6leos foi realizada em cromatografo
a gas acoplado a detector de ionizagdo por chama (DIC) em equipamento HP 5890 — Series II,
utilizando as mesmas condigdes operacionais € o mesmo tipo de coluna que foi usada para o
CG/EM, com exce¢ao das temperaturas do injetor ¢ detector que foram de 240 ¢ 300 °C,
respectivamente. A percentagem dos constituintes foi calculada através da area de integral de
seus respectivos picos, relacionadas com a area total de todos os constituintes da amostra.

O método para identificagdo dos constituintes quimicos de OEMO-2 e OELS-2 foi o
mesmo utilizado para identificar os compostos de OELS-1, sendo que seus espectros de
massas foram comparados com aqueles gerados pelo banco de dados NISTO0S8. As séries de n-
alcanos utilizada para obter os indices de retencdo dos componentes destes 6leos foram C9-
C20 e C21-C40.

A andlise qualitativa dos constituintes ndo volateis em CG/EM foi realizada com os
mesmos equipamentos € coluna capilar onde foram analisados OEMO-2 e OELS-2. As
analises em CG/EM e CG/DIC para OEMO-2, OELS-2 ¢ os constituintes ndo volateis foram
executadas no Departamento de Quimica da UFRRJ.

As analises em CL-EM-IES foram realizadas na UFC, no Laboratorio de
Espectrometria de Massas do Nordeste — LEMANOR, em aparelho Shimadzu CL-EM-TOF
(225-07100-34) equipado com fonte de ionizacdo de elétron-spray. O LEMANOR tem como
coordenadores o Prof. Dr. Edilberto Rocha Silveira e a Prof(a). Dr(a). Otilia Deusdénia Loiola
Pessoa. Essa mesma analise foi executada na Universidade de Sao Paulo (USP) de Ribeirdao
Preto-SP, no Nucleo de Apoio a Pesquisa em Produtos Naturais e Sintéticos (NPPNS), em
aparelho Bruker Daltonics.

4.2. Identificacdo da Espécie Myrcia ovata Cambess.

O material vegetal, folhas, caule e galhos de Myrcia ovata, foi coletado na serra de
Guaramiranga-Ce e identificada pelo Prof. Marcos Sobral (Faculdade de Farmiacia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS). Uma exsicata desta espécie (N°
039558) (Figua 7) esta depositada no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do
Ceara (UFC), Fortaleza-Ce.
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Figura 7. Exsicata de Myrcia ovata Cambess.
4.3. Identificacao da Espécie Lippia sidoides Cham.

Folhas de Lippia sidoides foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Federal do Ceara (UFC), Fortaleza, Ce. O espécime estudado foi identificado
pelo Prof. Edson P. Nunes, Depto. de Biologia (UFC) e a exsicata depositada no Herbario
Prisco Bezerra-UFC sob o numero 41823.

4.4. Obtencio de Oleos Essenciais de Myrcia ovata Cambess. e Lippia sidoides Cham.

Folhas frescas (1,0 Kg) de M. ovata foram cortadas em pequenos pedagos e
hidrodestiladas por 2 horas em aparelho doseador do tipo Clevenger, modificado, obtendo-se
0leo essencial que apos ser seco com sulfato de sodio anidro e filtrado apresentou rendimento
de 0,9 % (m/m). O 6leo resultante recebeu a denominagao de OEMO-1.

Cerca de 697 g de folhas frescas de M. ovata, adquiridas de uma segunda coleta, foi
submetida a hidrodestilagdo utilizando os mesmos procedimentos para obtengdo de OEMO-1.
O ¢6leo essencial, OEMO-2, foi obtido com rendimento de 0,86% (m/m).

A mesma metodologia foi empregada para obtengao de dleo de L. sidoides (OELS-1) a
partir de 420 g de folhas frescas. OELS-1 apresentou rendimento de 1,2% (m/m).

Quantidade adicional de oOleo essencial de folhas de L. sidoides (OELS-2) foi
adquirida da empresa PRONAT (Produtos Naturais LTDA, Horizonte-CE, Brasil) que cultiva
a planta e obtém o 6leo pelo método de arraste a vapor.

Os Oleos obtidos foram acondicionados em vidros fechados e mantidos sob
refrigeragdo até a analise (Fluxograma 1).
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A aquisi¢ao de quantidades adicionais de Oleos essenciais de M. ovata e L. sidoides
justifica-se pela necessidade destes materiais para realizagdo de ensaios de atividades

biologicas.
| FOLHAS \

HIDRODESTILACAO

OLEO ESSENCIAL
+
HIDROLATO

SEPARACAO

OLEO
+ HIDROLATO
TRACOS DE AGUA

1. TRATAMENTO COM NA,SO,
ANIDRO

2. FILTRACAO

OLEO ESSENCIAL
(OEMO-1, OEMO-2 E OELS-1)

Fluxograma 1. Procedimentos experimentais para obtengao de 6leos essenciais de folhas de
Mpyrcia ovata e de Lippia sidoides.

4.5. Obtencao dos Extratos Brutos de Myrcia ovata

Folhas de Myrcia ovata (450 g), secas a temperatura ambiente, foram submetidas a
extragdo através de maceragdo continua com etanol bruto a frio. A solugdo resultante foi
filtrada e destilada sob pressdo reduzida, obtendo-se 78,10 g de extrato etandlico (EF-MO)
com rendimento de 17,35 % (Fluxograma 2). O mesmo procedimento foi realizado com 1590
g de caules e galhos moidos fornecendo 35,50 g de extrato etandlico (ECG-MO) com
rendimento de 2,23 % (Fluxograma 8, pag. 34).

4.6. Isolamento e Purificacio de Constituintes Quimicos Nao-volateis de Myrcia ovata
4.6.1. Fracionamento cromatografico de EF-MO

Uma por¢ao de extrato etanolico de folhas de M. ovata (EF-MO) (41 g) foi submetido
a cromatografia do tipo filtrante em silica gel com funil de vidro sinterizado. A elui¢do
aconteceu de forma isocratica, utilizando os solventes hexano, cloroféormio, acetato de etila e
metanol em ordem crescente de polaridade, resultando em quatro fracdes, denominadas
FHEF-MO (frag¢ao hexanica — 3,79 g), FCEF-MO (fragdo cloroformica — 4,77 g), FAEF-MO
(fracdo acetato de etila — 14,19 g) e FMEF-MO (fracdo metanodlica — 15,95 g), conforme
apresentado no Fluxograma 2. Durante a obtencdo de FHEF-MO observou-se a formagao de
precipitado amarelo o qual foi isolado por filtracdo e submetido a analise por CCDA. Nas
revelacoes obtidas deste precipitado em cromatoplaca analitica por meio de UV e solugdo de
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vanilina sulftrica foi observada a formagao de uma tnica mancha. No entanto, a analise do
solido amarelo em CG/EM revelou que o mesmo € constituido por trés substancias.

Folhas
450 g)

1. Secagem

2. Extracao com etanol

3. Concentracao do extrato
eliminando-se o solvente

Extrato E¢tOH
EF-MO (41 g)

Cromatografia filtrante em funil de
vidro sinterizado submetido a pressiao

Fracao Fracao Fracao Fracao
Hexanica CHCL, AcOET MeOH
FHEF-MO FCEF-MO FAEF-MO FMEF-MO
3,79 g) 4,77 9) (14,19 ) (15,95 )

Fluxograma 2. Obtencdo e fracionamento do extrato etanolico de folhas de Myrcia ovata
(EF-MO).

4.6.1.1. Fracionamento cromatografico de FHEF-MO e isolamento das substiancias
(126), (127) e (128).

FHEF-MO (3,79 g) foi submetido a cromatografia em coluna empacotada com gel de
silica. Utilizou-se a série eluotropica constando de hexano, diclorometano, acetato de etila e
metanol, puros e em misturas bindrias com polaridades crescentes, resultando em um total de
520 fragdes que apos andlises por CCDA e CG/EM foram reunidas gerando nove novas
fragdes. Nas fragdes 271-352 observou-se a presenca de precipitado. A comparacao dos perfis
cromatograficos em CCDA (eluente: tolueno/ acetato de etila 39:1 — 3x), analise dos espectros
obtidos por CG/EM e purificagdio em metanol dos precipitados de varias destas fracdes,
forneceram trés substancias isoladas que foram denominadas de (126), (127) e (128)
(Fluxograma 3). A partir das fracdes 278-282 foram obtidos 131,84 mg de (126) (cristais
amarelos em forma de agulhas com P.F. 176178 °C). Das fragdes 296 e 297 foram isolados
40,68 mg de (127) (cristais cubicos amarelos com P.F. 166,5-168,2 °C) e das fragdes 313 a
317 e 319 a 321 isolou-se 67,3 mg de (129) (cristais amarelos em forma de agulhas com P.F.
234-235 °C). Além disso, as analises em CCDA e em CG/EM permitiram detectar nas fragdes
298-312 as substancias (127) e (128) em mistura, sendo obtido 232,8 mg deste material
(Fluxograma 3).

As fragdes 271-277 e 283-295 foram selecionadas para serem submetidas a
fracionamento cromatografico, pois a analise em CG/EM mostrou a substancia (126) como
constituinte majoritario destas fragcdes. Portanto, decidiu-se isolar quantidades adicionais de
(126) para preparagao de seus derivados.

24



4.6.1.1.1. Fracionamento cromatografico de FHEF-MO (172-183)

FHEF-MO (17-183) (56,9 mg) foi submetido a cromatografia em coluna empacotada
com gel de silica. Utilizou-se a série eluotropica constando de hexano, diclorometano, acetato
de etila e metanol, puros e em misturas binarias com polaridades crescentes, resultando em 85
fragdes que foram analisadas por CCDA e reunidas em 2 novas fragdes (Fluxograma 3).

4.6.1.1.1.1. Fracionamento cromatografico de FHEF-MO (172-183)/(32-38)

Com a finalidade do tratamento cromatografico das fragdes obtidas no item anterior,
realizou-se a cromatografia camada delgada preparativa (CCDP) de 41,6 mg de FHEF-MO
(172 — 183)/(32-38) fornecendo trés fragdes, G-1, G-2 e G-3. A andlise em CCDA (eluente:
hexano/acetato de etila 17:3) de G-2 revelou duas manchas, sendo esta fragdo separada para
posterior fracionamento cromatografico (Fluxograma 3).

4.6.1.1.1.1.1. Fracionamento cromatografico de G-2 e isolamento da substancia (129)

A fracdo G-2 (27 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel eluida
com hexano/diclorometano 1:1 e metanol puro, gerando 15 fracdes. Através de andlise em
CCDA (eluente: hexano/acetato de etila 9:1) as fracdes de 1 a 3 foram reunidas, fornecendo
um solido branco amorfo, soliivel em cloroférmio, que foi denominado (129) (17,3 mg, P.F.
240-242 °C) (Fluxograma 3).

4.6.1.1.2. Fracionamento cromatografico de FHEF-MO (203-234) e obtenciao das
substancias (130), (131) e (132)

FHEF-MO (203-234) (123,7 mg) foi submetido a cromatografia em coluna
empacotada com gel de silica, sendo eluida com hexano, acetato de etila e metanol, puros e
em misturas binarias com polaridades crescentes, fornecendo 264 fragdes. A comparacao dos
perfis cromatograficos em CCDA (eluente: hexano/acetato de etila 17:3) permitiu a reunido
das fragdes 53 a 61, fornecendo um solido branco amorfo, soltivel em cloroféormio, constituida
de trés substancias e que foram denominadas de (130), (131) e (132) (21,7 mg) (Fluxograma
3).

4.6.1.1.3. Fracionamento cromatografico de FHEF-MO (271-277) e isolamento da
substancia (126)

Através da andlise de FHEF-MO (271-277) em CG/EM, foi constatado a presenca de
(126) como constituinte majoritario. Esta fracao (149,2 mg) foi submetida a cromatografia em
coluna empacotada com gel de silica, com a finalidade de obter quantidades adicionais de
(126). Durante o fracionamento, utilizou-se a série eluotropica hexano, cloroférmio e metanol,
puros e em misturas bindrias com polaridades crescentes, resultando em 208 fragdes. Através
de analise em CCDA (eluente: tolueno/acetato de etila 39:1 — 3x) e CG/EM as fracoes 183 e
184, e 197 a 205 foram reunidas, fornecendo 16,5 mg de (126), substancia ja isolada neste
estudo (Fluxograma 3).

25



4.6.1.1.4. Fracionamento cromatografico de FHEF-MO (283-295) e isolamento da
substancia (126)

Assim como em FHEF-MO (271-277), a andlise de FHEF-MO (283 - 295) em
CG/EM revelou a presenca da substancia (126) como componente mais abundante. Em
seguida, submeteu-se 301,1 mg desta fracdo a coluna cromatografica em silica gel, utilizando
a série eluotropica hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ¢ em misturas
bindrias com polaridades crescentee. O fracionamento forneceu 245 subfracdes. As andlises
em CCDA (eluente: tolueno/ acetato de etila 39:1 — 3x) e em CG/EM permitiram a reunido
das subfracdes 47 a 71 que forneceram 24,2 mg de (126), substincia anteriormente isolada
neste trabalho (Fluxograma 3).

4.6.1.1.5. Fracionamento cromatografico de FHEF-MO (345-360) e obtencdo das
substancias (133) e (134)

A cromatografia em coluna de silica gel de FHEF-MO (345-360), 95,4 mg, utilizando
a série eluotrdpica hexano, cloroféormio, acetato de etila e metanol, puros ¢ em misturas
binarias com polaridades crescentes, resultou em 82 fragdes. Por analise em CCDA (eluente:
cloroférmio/acetato de etila 9:1) as fracdes 47 a 56 foram reunidas, lavadas com hexano,
fornecendo 9 mg de sélido amarelo palido amorfo, soluvel em cloroférmio, formado por duas
substancias que foram denominadas de (133) e (134). O Fluxograma 3 apresenta a obtengdo
de constituintes quimicos a partir de cromatografias sucessivas de FHEF-MO.
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FHEF-MO

3,79¢g

Coluna cromatografica em

silica gel
CCDA CCDA CCDA CCDA CCDA CCDA CCDA CCDA
(hex./CH,C1,9:1) (hex./CHCl, 3:7) (toluenofacet. deetila.39:1) [ (tolueno/acet. de etila39:1) | (tolueno/acet.deetila39:1) | (tolueno/acet. de etila 39:1) (tolueno/acet. de etila 39:1) (toluenolace. de efila. 39:1
Fracdes hex./CH,Cl, Fragdes Fragdes Fragbes Fragdes Fragdes Fracbes Fragdes
7:3(172-183) hex/CH,Cl, 13:7¢ hex./CH,C, 1:1 . hex./CH,Cl,3:2 hex./CH,Cl,3:2 hex./CH,Cl,3:2 .
) hex./CH,Cl, 1:1 10 hex./CH,Cl,4:1¢
(56,9mg) 3:2(203-234) @n-17) 278282) (296 € 297) (298 ¢ 312) 313,315¢319 CH,Cl, (345-360)
(123,7mg) (149,2 mg) (954 mg)
1. Coluna 1. Lavagem 1. Lavagem 2
cromatogréfica 1. Coluna ) com metanol com metanol 1. Coluna
2. CCDA (hex./acet. ) ggl;)l:toglll'aﬁ/ca 1. Coluna ) 2. Lavagem 2. Lavagem cromatogrifica
deetila.9:1) ’ de etil ](7;& acet. cromatogrifica Fragbes hex./CHC, com hexano com hexano 2. CCDA (CHCIy/ acet.
e etilal7:3) 2. CCDA 1:1e2:3 (283-295) (127) (128) deetila 9:1)
N (tolueno/acet. de 127) ¢ (128)
Fragoes . , (301,1 mg) (232,8mg)
hex,JCH,Cl, etila. 39:1) 40,68 m i (67,3 mg) Frages CHCI,
3:1(55-59) Fragaes hex /CHCI, 1. Lavagem 1. Coluna ' (47-56)
CCDP 347 CHCI, (183 -184 com metanol cromatogréfica
(hex./acet. de etila 9:1) e197 _3205) 2. Lavagem 2. CCDA Lavagem  com
com hexano (tolueno/acet. de hexano
G2 etila. 39:1)
(27mg) (130), (131) e (132) 139 (134
21,7 m; ~ €
1. Coluna @1, 7mg) Fragdes (©mg)
cromatogrifica hex./CHCl,2:3
2. CCDA (hex./acet. @7-11)
deetila1:1)
Fracoes
hex./CH,Cl, 1:1
1-6
(129) (126)
(17,3 mg) (172,54mg)

Fluxograma 3. Esquema geral de fracionamento e isolamento de constituintes da fracdo hexanica obtida do extrato etanolico de folhas de Myrcia
ovata (FHEF-MO).
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4.6.1.2. Fracionamento cromatografico de FCEF-MO e obtencdo das substancias (126),
(127) e (128)

Uma aliquota de 3,66 g de FCEF-MO foi fracionada em coluna cromatografica com
gel de silica. Neste processo, utilizou-se a série eluotropica constando de hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, puros e em misturas bindrias com polaridades
crescentes, resultando em 665 fragdes. Destas fragdes, foram selecionadas aquelas ricas em
precipitado de coloracdo amarela que apos andlise em CCDA (eluente: tolueno/acetato de
etila 39:1 — 3x) e CG/EM, foram reunidas fornecendo em quatro novas fragdes. Da fracao
289-293 foram obtidas 84,2 mg da substancia (126). A fragdo 298-309 forneceu 44,7 mg de
mistura de (126) e (127), enquanto que da fragdo 343-365 obteve-se 243 mg da combinagdo
dos compostos (127) e (128). Ja a fragdo (310-342 + 366-385) forneceu 417,9 mg de mistura
das substancias (126), (127) e (128). Todas estas substancias foram anteriormente isoladas da
fragdo hexanica do extrato etanolico de folhas de M. ovata (FHEF-MO) (Fluxograma 3, pag.
27). O Fluxograma 4 mostra a obtencao de constituintes quimicos a partir do fracionamento
cromatografica de FCEF-MO.

FCEF-MO
(3,60 2)

Coluna cromatogriafica em
silica gel

ccpa - CCDA CCDA CCDA
(tolueno/acet. de etila. 39:1) (tolueno/acet. de etila 39:1) (tolueno/acet. de etila 39:1) (tolueno/acet. de etila 39:1)

Fracdes Fracdes i Fraco
Fragdes hex./CH,Cl ragoes
hex/CH,CL, 9:11 hex/CH,C,9:11 9:11(310-342-+ 366.385) hex/CH,Cl,9:11
(289-293) (298-309) (298-309)
(126) (126)e (127) 126).(127) e (128) (127)e (128)
(84,2mg) (44,7 mg) (417.8mg) (243 mg)

Fluxograma 4. Esquema geral de fracionamento e isolamento de constituintes da fragdo
cloroférmica obtida do extrato etandlico de folhas de Myrcia ovata (FCEF-MO).

4.6.1.3. Particao de FAEF-MO

Devido a elevada atividade antioxidante apresentada por FAEF-MO em relagdo aos
extratos e as demais fragdes obtidas de M. ovata (Item 6, pags. 163 a 165), essa fracdo foi
escolhida para realiza¢do de estudo fitoquimico, visando isolamento e identificacdo de seus
constituintes.

Uma aliquota de FAEF-MO (10,76 g) foi diluida em metanol/agua 8:2 e submetida a
particdo liquido/liquido com solventes resultando nas fragdes: diclorometano - FDAEF-MO
(5,92 g) e acetato de etila FAAEF-MO (3,5 g). A evaporagao dos solventes foi realizada em
evaporador rotatorio a 40 °C sob pressao reduzida (Fluxograma 5).
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Fluxograma 5. Obten¢do das fracdes diclorometano (FDAEF-MO) e acetato de etila
(FAAEF-MO) resultantes da particdo da fracdo acetato de etila do extrato etandlico de folhas
de Myrcia ovata.

4.6.1.3.1. Fracionamento cromatografico de FDAEF-MO

Uma por¢do de FDAEF-MO (4,4 g) foi submetida a cromatografia em coluna
empacotada com gel de silica. Utilizou-se a série eluotrdpica constando de diclorometano,
acetato de etila e metanol, puros e em misturas bindrias com polaridades crescentes, gerando
554 fracdes que ao serem analisadas em CCDA e, em seguida, reunidas forneceram 11
subfragdes (Fluxograma 6).

4.6.1.3.1.1. Fracionamento cromatografico de FDAEF-MO (352-378) e obtencao de
FDAEF-MO-A e da substancia (135)

FDAEF-MO (352-378) (167,4 mg) foi submetido a cromatografia em coluna em gel
de silica, sendo utilizada a mesma série eluotropica descrita no item anterior, resultando em
319 fragdes que ao serem analisadas por CCDA, foram reunidas gerando sete subfracdes. A
fracdo 200-218 forneceu 27 mg de um solido amorfo de cor marrom o qual foi denominado
(135). Em CCDA (eluente: cloroférmio/metanol 3:1), esta fracdo quando exposto a irradiagao
ultravioleta (UV), apresentou somente uma mancha escura e apos revelacdo em solugdo de
vanilina sulflrica, mostrou uma Unica mancha de cor laranja. Estas evidéncias sugeriram a
presenca de substancia fendlica (Fluxograma 6).
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Fluxograma 6. Esquema geral de fracionamento e isolamento de constituinte da fragao
diclorometano obtido da particdo da fragdo acetato de etila do extrato etanolico de folhas de
Myrcia ovata (FDAEF-MO).

4.6.1.3.2. Fracionamento cromatografico de FAAEF-MO

Uma aliquota de FAAEF-MO (4,22 g) foi submetida a cromatogratia em coluna
empacotada com gel de silica. Utilizou-se a série eluotropica constando de cloroférmio e
metanol, puros e em misturas binarias com polaridades crescentes, resultando em 395 fragdes
que foram analisadas por CCDA e agrupadas em 20 novas subfrac¢des (Fluxograma 7).

As subfragdes 28-49, 50-52, 53-65, 95-101, 102-112, 113-119, 120-145 e 146-155 em
cromatoplaca analitica forneceram manchas quando reveladas em UV e manchas de cores
laranja, amarelo e violeta através de revelagdo em vanilina sulftrica, evidenciando a presenca
de compostos fendlicos.

4.6.1.3.2.1. Fracionamento cromatografico de FAAEF-MO (28-49) e obtencio da
substancia (136)

FAAEF-MO (28-49) (205,1 mg) foi dissolvida em metanol e submetida a
cromatografia de exclusdo em Sephadex LH-20, utilizando-se o mesmo solvente como fase
movel, resultando em 51 fragdes. As fragoes4a7,8a9,10a 12, 13 a 18,25a 26,27 a 29, 31
a 43 e 44 a 47 foram reunidas por analise em CCDA (Fluxograma 6). Estas fracdes foram
analisadas em CCDA, ao serem expostas a luz ultravioleta (UV) exibiram manchas escuras, ¢
quando reveladas em solug¢do vanilina sulfurica, apresentaram manchas de cores violeta,
amarela e laranja. Estas informag¢des podem evidenciar a presenga de substancias fenolicas
nestas fragoes.
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As fragdes 44 a 47 em CCDA (eluente: cloroféormio/metanol 9:1) além de
apresentarem o mesmo perfil cromatografico, cada qual forneceu somente uma mancha
quando expostas aos reveladores UV e vanilina sulfurica, posteriormente, a reunido destas
resultou em 15 mg de um so6lido amorfo de cor laranja, solivel metanol, com faixa de fusao
276-278 °C, denominado (136) (Fluxograma 7).

4.6.1.3.2.2. Fracionamento cromatografico de FAAEF-MO (53-65) e obtencdo das
substancias (136) e (137)

FAAEF-MO (53-65) (578,8 mg) foi dissolvida em metanol e submetida a
cromatografia de exclusdao em Sephadex LH-20, utilizando-se o mesmo solvente como fase
movel, resultando em 55 fragdes. As fragcdes 1 a5,6a7,12a15,16a 18, 19a22,23 a27, 28
a 31, 39 a 44 e 45 a 46 foram reunidas por andlise em CCDA (Fluxograma 6). Estas fragcdes
foram analisadas em CCDA, ao serem expostas a luz UV exibiram manchas escuras, ¢ quando
reveladas em solugdo vanilina sulfurica, apresentaram manchas de cores violeta, amarela e
laranja. Estes dados podem evidenciar a presen¢a de substancias fenolicas nestas fragdes.

As fracoes 19 a 22 em CCDA (eluente: cloroformio/metanol 4:1) apresentaram o
mesmo perfil cromatografico, cada uma gerou uma série de manchas que foram observadas
apos revelagao em UV e vanilina sulfurica, sendo uma delas de maior tamanho, evidenciando
um mesmo constituinte majoritario em cada fracdo que apresentou mancha de coloragdo
violeta depois da aplicacdo do segundo revelador. Estas fracdes depois de reunidas
forneceram 23 mg de um sélido de cor marrom claro, soltivel em metanol, denominado (137)
(Fluxograma 6).

A fragdo 39-44 forneceu 7 mg de um solido amorfo de cor laranja, por anélise em
CCDA (eluente: cloroféormio/metanol 9:1) concluiu-se que este material era a substincia
(136), pois ambos mostraram ter o mesmo Rf e o mesmo aspecto quando submetidos aos
reveladores. O composto (136) foi obtido anteriormente da fragdo FAAEF-MO (28-49)
(Fluxograma 7).

4.6.1.3.2.3. Fracionamento cromatografico de FAAEF-MO (102-112) e obtencdo da
substancia (138)

FAAEF-MO (102-112) (369,8 mg) foi solubilizado em cloroférmio/metanol (1:1) e
submetido a cromatografia de exclusdo em Sephadex LH-20, utilizando-se 0 mesmo sistema
de solventes como fase movel, resultando em 40 fracdes. As fragoes 7a 10, 13 a15¢e¢18a 19
foram reunidas por andlise em CCDA (Fluxograma 6). Estas fracdes em CCDA, quando
expostas a irradiagcdo ultravioleta (UV), apresentaram manchas escuras, ¢ quando reveladas
em solugdo vanilina sulfurica, apresentaram manchas de cores violeta e laranja. Estes dados
podem evidenciar a presenga de substancias fendlicas nestas fragdes.

A fragdo 16 foi recristalizada em acetato de etila/metanol (9:1), a 4gua mae resultante
forneceu 16 mg de um soélido castanho em forma de agulhas, solivel em metanol, com faixa
de fusdo 164-166 °C, denominado (138) (Fluxograma 7). Este material foi submetido a
analise em CCDA (eluente: cloroformio/metanol 3:1), ao ser exposto a luz UV, apresentou
somente uma mancha escura, e quando revelado em solu¢do vanilina sulfurica, exibiu uma
unica mancha de cor laranja. Estes resultados podem evidenciar a presenga de substancia
fenodlica nesta fragao.
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4.6.1.3.2.4. Fracionamento cromatografico de FAAEF-MO (120-145)

FAAEF-MO (120-145) (305,4 mg) foi solubilizado em metanol e submetido a
cromatografia de exclusdo em Sephadex LH-20, utilizando-se o mesmo solvente como fase
movel, resultando em 63 fracdes. As fracoes 8 a9, 10a 12,13 a 15,17 a 19,21 a 22,23 a 25,
26 a 36 e 40 a 44 foram reunidas por analise em CCDA (Fluxograma 6). Estas fracdes em
CCDA, quando submetidas aos métodos de revelacdo ja mencionados também mostraram
evidencias que podem estar associadas a presenca de substancias fendlicas.

A fragdes 17-19 e 20 foram lavadas com acetona, em seguida, o precipitado obtido
primeira fragdo - FAAEF-MO (120-145)/(17-19) - foi submetido a coluna cromatografica em
Sephadex. As aguas-mae resultantes das lavagens e a fracdo 21-22 foram reunidas apos
analise em CCDA (eluente: cloroférmio/metanol 3:1) (Fluxograma 7).

4.6.1.3.2.4.1. Fracionamento cromatografico de FAAEF-MO (120-145)/(17-19)

FAAEF-MO (120-145)/(17-19) (32,5 mg) foi solubilizado em metanol e submetido a
cromatografia de exclusdo em Sephadex LH-20, utilizando-se o mesmo solvente como fase
movel, resultando em 18 fragdes. Através de analise em CCDA (eluente: cloroformio/metanol
3:1) as fracdes 9 a 12 e o precipitado resultante da lavagem de FAAEF-MO (120-145)/(20)
foram reunidos fornecendo a fragdo SPAAEF-MO-A (Fluxograma 7).

4.6.1.3.2.4.1.1. Fracionamento cromatografico de SPAAEF-MO-A e obtencio da
substancia (135)

SPAAEF-MO-A (29 mg ) foi solubilizado em metanol e submetido a cromatografia de
exclusao em Sephadex LH-20, utilizando-se o mesmo solvente como fase moével, resultando
em 24 fragdes. As fragdoes 8 a 10 foram reunidas por andlise em CCDA (eluente:
cloroférmio/metanol 3:1), em seguida foi recristalizada em acetato de etila/metanol 4:1
fornecendo 16 mg de um solido amorfo de cor castanho claro (Fluxograma 7). Em CCDA
(eluente: cloroférmio/metanol 3:1), frente ao UV esta substancia apresentou-se como uma
unica mancha escura e quando submetido a revelacao por vanilna sulftrica, forneceu somente
uma mancha de coloragdo laranja. A andlise de dados espectrométricos deste composto
permitiu identifica-lo como (135), substancia anteriormente obtida neste estudo conforme
apresentado no Fluxograma 6 (pag. 30).
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Fluxograma 7. Esquema geral de fracionamento e isolamento de constituintes da fragdo
acetato de etila obtido da particdo da fracdo acetato de etila do extrato etanolico de folhas de
Myrcia ovata (FAAEF-MO).

4.6.2. Fracionamento cromatografico de ECG -MO

Uma porgao de extrato etandlico de caules e galhos de M. ovata (ECG-MO) (27,21 g)
foi submetida ao processo de desadsorsio escalonada (coluna filtrante) em silica gel,
procedendo-se elui¢des sucessivas com hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, em
ordem crescente de polaridade, resultando em quatro fragdes, denominadas FHECG-MO
(fragdo hexanica — 160 mg), FDECG-MO (fragdo diclorometano — 2,22 g), FAECG-MO
(fracdo acetato de etila — 10,53 g) e FMECG-MO (fracdo metandlica — 11,67 g), conforme
apresentado no Fluxograma 8.
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Fluxograma 8. Obtenc¢do de extrato etanolico (ECG-MO) e das fragcdes hexanica (FHECG-
MO), diclorometano (FDECG-MO), acetato de etila (FAECG-MO) e metandlica (FMECG-
MO) a partir de caule e galhos de Myrcia ovata.

4.6.2.1. Fracionamento cromatografico de FDECG-MO e obtenc¢ao da substiancia (139)

Uma aliquota de FDECG-MO (1,6 g) foi submetida a cromatografia em coluna
empacotada com gel de silica. Utilizou-se a série eluotropica constando de hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, puros e em misturas binarias com polaridades
crescentes, fornecendo em 567 fracdes, sendo, posteriormente, analisadas por CCDA e
reunidas em trinta e nove novas fragdes.. A comparagao dos perfis cromatograficos em CCDA
(hexano/diclorometano 1:9) permitiu a reunido das fragcdes 209 a 240. A fragdo resultante foi
lavada com hexano, fornecendo 27,9 mg de um solido branco amorfo, solivel em
cloroférmio, com faixa de fusdo 136-138 °C denominado (139) (Fluxograma 8). As fragdes
52 a 125 em CCDA (eluente: hexano/acetato de etila 9:1) quando submetidos a revelacao em
luz UV apresentaram uma mancha fluorescente intensa com os mesmos Rf e aspecto.
Posteriormente, estas fragcdes foram reunidas e a fracdo resultante selecionada para
fracionamento cromatografico.

4.6.2.1.1. Fracionamento cromatografico de FDECG-MO (52-124) e obtencao da
substancia (140)

A cromatografia em coluna de silica gel de FDECG-MO (52-124), 36,2 mg, utilizando
hexano e acetato de etila puros e em misturas binarias com polaridades crescentes, resultou
em 42 fragdes. Por andlise em CCDA (eluente: hexano/acetato de etila 9:1) as fragcdes 2 a 5
foram reunidas fornecendo 3,0 mg de o6leo de cor amarela, soluvel em cloroférmio,
denominado (140). O Fluxograma 9 mostra a obten¢ao de constituintes quimicos a partir de
cromatografias sucessivas de FDECG-MO.
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Fluxograma 9. Esquema geral de fracionamento e isolamento de constituintes da fragdo
diclorometano obtido do extrato etanolico de caule e galhos de Myrcia ovata (FDECG-MO).

4.7. Derivatizacao
4.7.1 Reacao com iodo e obtencao de (143)

O composto (126) (50,3 mg, 0,178 mmol), foi solubilizado em 50 mL de metanol,
misturado com KOH (36,6 mg), sob agitacdo continua, a esta mistura adicionou-se iodo em
excesso (63,4 mg) e em pequenas porcoes. A solugdo foi mantida a temperatura ambiente sob
agitacdo durante 3 h. Aliquotas da mistura reacional foram periodicamente analisadas por
CCDA até completa reacdo. O solvente foi removido sob pressao reduzida e, em seguida,
adicionou-se diclorometano (30 mL) e realizou-se extracdo com dgua (3 x 50 mL). A mistura
obitda, apods eliminacdo do solvente, foi analisada em CCDA e em seguida lavada com
metanol fornecendo 53,5 mg de um sélido amarelo, soluvel em diclorometano, com faixa de
fusdo 209-212 °C, denominado (143).

4.8. Ensaios Quimico e Bioldgicos
4.8.1. Ensaio para avaliacao de atividade antioxidante

A metodologia utilizada no teste de atividade antioxidante foi a do seqliestro de
radicais livres, semelhante a descrita por Hegazi e Abd El Hady (2002), onde o radical
utilizado foi o DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) na concentragdo de 60 umol.L™". Amostras
de extratos, fragoes e d6leo essencial (OEMO-1), obtidas de M. ovata, nas concentragdes de
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0,001; 0,005; 0,01; 0,05; 0,1 e 1,0 mg/mL foram dissolvidas em metanol e 1,0 mL de cada
amostra foi adicionada a uma solu¢do metanolica de DPPH (1,0 mL), na concentragdo de 60
umol.L". Foram realizadas medidas de absorbancia na faixa de 520 nm em espectrofotdmetro
de UV-VIS VARIAN Cary, apdés 30 min. a porcentagem de inibicdo foi obtida por
comparagao da absor¢ao da solu¢do contendo amostra, em relagdo a uma solugdo controle de
DPPH sem amostra.

Porcentagem de inibi¢do = (1 — Abs. da amostra/Abs. do DPPH) x 100

Ap6s o calculo, foi construido um grafico de porcentagem de inibi¢do versus a
concentragdo. Para o calculo do CEs foi utilizada a equacao da reta, substituindo o valor de y
por 50 para obten¢do da concentracdo da amostra com capacidade de reduzir 50% do DPPH.

O teste foi realizado em triplicatas. Como padrdes positivos de referéncia utilizaram-se
Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) e Vitamica-C (4cido
ascorbico), adquiridos da Sigma Aldrich. O teste foi realizado no Laboratério de
Biotransformacdes e Produtos Naturais do Departamento de Quimica Organica e Inorganica
da UFC, coordenado pela Prof’. Telma Leda Gomes de Lemos. Este teste foi realizado por
Macia Cleane Soares de Almeida no Laboratério de Biotransformagdes e Produtos Naturais
do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da UFC.

4.8.2. Ensaio para avaliacio de atividade larvicida sobre Aedes aegypti

O dleo essencial OEMO-1 foi submetido a ensaio frente as larvas do mosquito Aedes
aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae). Neste teste, aliquotas da amostra (10 a 1 mg),
foram dissolvidas em dimetilsulfoxido (0,3 mL), posteriormente, este volume foi completado
com agua para 20 mL. A estas solu¢des foram adicionadas 50 larvas de estagio 3 (GADELHA
& TODA, 1985). Paralelamente foram executados testes em branco, utilizando agua e DMSO
1,5% (v/v) (controle negativo). Como controle positivo do teste foi utilizado Temephos®, um
inseticida sintético. Os bioensaios foram realizados em triplicata.

Apos 24 horas, foram contadas as larvas vivas e as mortas e calculada a CLs
(concentracdo de um composto necessaria para produzir um efeito letal em 50% da populacdo
da espécie testada).

O teste de atividade larvicida foi realizado em parceria com o Laboratorio de
Entomologia do Nucleo de Endemias da Secretaria de Satde do Estado do Ceara (NUEND),
Fortaleza-CE, sob a coordenacao da Prof'. Gilvandete M. P. Santiago.

4.8.3. Ensaios para avaliacao de atividade inseticida frente & Rhodnius prolixus
4.8.3.1. Obtencao dos insetos

Para os testes de atividade ninficida foram utilizadas ninfas do quarto estadio de
Rhodnius prolixus (Stal, 1859) (Hemiptera, Reduviidae) provenientes de colonia mantida em
condi¢des controladas de temperatura e umidade (27°C + 2 e 65% + 5) (GARCIA et al.,
1975)e alimentadas periodicamente com sangue desfibrinado de coelho, em sistema artificial
de membrana (AZAMBUIJA et al., 1997). As ninfas foram coletadas randomicamente apos a
muda e mantidas em jejum por 15 a 20 dias. Ja para os testes de atividade ovicida utilizaram-
se ovos de R. prolixus coletados cinco dias apds a oviposi¢ao e selecionados de acordo com a
cor vermelha caracteristica.
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4.8.3.2. Ensaio ninficida — ninfas em placas de Petri impregnadas

Para estimar a CLsy em ninfas do quarto estadio de R. prolixus, foi utilizado o método
descrito por Gomes ¢ Favero (2013) adaptado. Experimentos preliminares foram realizados
usando placas de Petri com 9 cm de didmetro diretamente tratadas com trés diferentes
concentragdes (10, 50 e 100 pg/cm?) de carvacrol, timol e do 6leo essencial OELS-2, diluidas
em | mL de acetona. Depois de permitir que o solvente evapore durante 15 minutos a
temperatura ambiente, grupos de 10 ninfas foram adicionados em cada placa. Foram
utilizados dois conjuntos de controles; um conjunto de placas controle foi tratado somente
com acetona, enquanto no outro ndo se adicionou esse solvente. As placas foram cobertas
com tampas de vidro e colocadas em camara com umidade e temperatura constante (27°C+2
and 65%t5, respectivamente). Foram realizados “screenings” iniciais dos compostos e a
porcentagem de mortalidade registrada 24 horas mais tarde. Baseado neste resultado, um
segundo experimento foi realizado para estimar o valor de CLsy. Cinco diferentes
concentragdes de OELS-2 (50, 52, 55, 58 e 60 ug/cmz) e quatro diferentes concentracdes de
carvacrol (20, 30, 40 e 50 pg/cm®) e timol (I, 5, 8 ¢ 10 pg/cm?) foram testados. Os
experimentos foram repetidos trés vezes e cada teste foi composto por duas repeticdes para

cada concentracdo. Valores de CLsy foram calculados usando métodos probit (FINNEY,
1971).

4.8.3.3. Ensaio ovicida — ovos em placas de Petri impregnadas

A fim de observar a atividade ovicida de carvacrol, timol e do 6leo essencial OELS-2,
placas de Petri de 9 cm de didmetro foram tratadas diretamente com 1 mL de solugdo de cada
produto diluido em 1 mL de acetona em concentragdes finais de 10 ou 50 pg/cm’ de cada
composto. O método proposto por Laurent e colaboradores (1997) foi adaptado para este
ensaio. O solvente em cada placa foi evaporado a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Dez ovos de R. prolixus foram introduzidos para cada placa. As placas de controle foram
tratadas apenas com acetona, enquanto em outras ndo se adicionou o solvente. As placas
foram cobertas com tampas de vidro e colocadas numa cdmara com temperatura (27 °C+2) e
umidade (65% +£5) constantes. A percentagem das ninfas que eclodiram foi determinada todos
os dias até a completa eclosdo de ninfas do controle (15 dias apds a oviposi¢dao). Este
experimento foi realizado trés vezes em dias diferentes com duplicata para cada concentracao.

4.8.3.4. Analise estatistica

Os diferentes produtos naturais foram usados como varidveis preditivas € o peso € a
proporcao de ovos eclodidos foram usados como varidveis respostas. O efeito dos diferentes
produtos naturais foi comparado através de uma ANOVA, seguida de um teste de Tukey para
comparar pares de tratamentos. Os valores da proporcdo de ninfas eclodidas foram
transformados para o arcoseno de sua raiz quadrada anteriormente as analises. Todas as
analises foram feitas com auxilio do programa Prism 5.0.

4.8.4. Ensaios para avaliacio de atividade carrapaticida frente a Rhipicephalus
microplus, R. sanguineus, Dermacentor nitens e Amblyomma cajennense

Os ensaios para avaliar os efeitos das amostras de dleos essenciais OEMO-2, OELS-1
e OELS-2 frente a Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888), R. sanguineus (Latreille,
1806), Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) e Dermacentor nitens (Neumann, 1897)
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(Acari: Ixodidae) foram realizados no Laboratorio de Artropodes Parasitos (LAP) da
Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, sob a coordenagdo do Prof. Dr. Erik
Daemon de Souza Pinto.

4.8.4.1. Obtencao dos carrapatos

Larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus, utilizados para verificagdo da atividade
carrapaticida, foram obtidos da cepa sensivel Porto Alegre (POA) que ¢ mantida através de
infestagOes artificiais em bovinos na Fazenda Experimental da Embrapa Gado de Leite, Juiz
de Fora, MG, Brasil. As larvas ingurgitadas de D. nitens foram fornecidas a partir de postura
de fémeas ingurgitadas coletadas de animais naturalmente infestados no municipio de Cabo
Frio, RJ, Brasil. As larvas e ninfas ndo ingurgitadas de R. sanguineus e A. cajennense foram
obtidos a partir de colonias mantidas no Laboratorio de Artropodes Parasite (LAP) de Juiz de
Fora, Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil, por meio de infestagdo artificial em
coelhos (NEITZ et al., 1971). No teste de pacote, foram utilizadas larvas das quatro espécies
de carrapato citadas, com idades entre 15 e 21 dias pos-eclosdo. Neste mesmo tipo de teste,
foram usadas ninfas de R. sanguineus e A. cajennense com a mesma faixa etdria mencionada
anteriormente. No teste de imersdo, foram utilizadas fémeas de R. microplus recém-
desprendidas do hospedeiro.

4.8.4.2. Bioensaio com larvas

O teste de pacote larval foi usado, tal como proposto por Stone e Haydoc (1962) e
adaptada por Monteiro e colaboradores (2012). Nesse método aproximadamente 100 larvas
foram colocadas no centro de papel filtro com dimensdes de 6x6 cm e na sequéncia esses
papéis foram dobrados ao meio e as bordas vedadas por clipes. Posteriormente, cada lado
externo do papel filtro foi umedecido homogeneamente com 90 pL de solugdes das amostras
a serem testadas. Os controles foram estabelecidos com tween 80 (2%) para teste com R.
microplus e D. nitens e Tween 80 (3%) para ensaio com R. sanguineus € A. cajennense, em
cada tratamento foram feitas 10 repeti¢des.

Os grupos experimentais foram mantidos em camara climatizada (27£1°C e
UR>80+10%) e apo6s 24 horas foi realizada a avaliacdo da mortalidade com a utilizagdo de
uma bomba de vacuo com uma ponteira adaptada na extremidade de uma mangueira de
borracha, para a quantificagdo das larvas vivas e mortas. A mortalidade foi obtida pela
seguinte formula: Mortalidade (%) = (total de larvas mortas/total de larvas) x 100.

4.8.4.3. Bioensaio com ninfas

Este teste seguiu a mesma metodologia utilizada no teste com larvas de R. sanguineus
e A. cajennense, sendo colocados cinco ninfas em cada pacote.

4.8.4.4. Teste de imersio de fémeas

Nesse procedimento foi usado o teste proposto por Drumond e colaboradores (1973)
em que fémeas ingurgitadas foram divididas em cinco grupos com pesos previamente
homogeneizados (p>0,05), tendo cada grupo 10 fémeas. Na sequéncia, cada grupo foi imerso
por cinco minutos em solugdes das amostras a serem testadas. No grupo controle os
carrapatos deverdo foram imersos por cinco minutos em tween 80 (2%). Apds a imersdo dos
grupos, cada fémea foi pesada individualmente e colada em decubito dorsal em placa de Petri
para acompanhamento da postura (cada carrapato = unidade experimental). Os grupos
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experimentais foram mantidos em camara climatizada (27£1°C e UR>80+10%) e a coleta de
postura foi realizada diariamente até a morte da ultima fémea. A massa de ovos coletada foi
acondicionada em seringa com extremidade distal cortada, vedada com algodao hidrofilo e
mantidas nas mesmas condi¢des de temperatura e umidade mencionadas anteriormente.

Foram avaliados os seguintes parametros bioldgicos: peso da fémea antes da postura,
peso da massa de ovos e percentual de eclosdo e os valores obtidos foram utilizados para
calcular o indice de producao de ovos e o percentual de controle.

O indice de produ¢do de ovos (% IPE) foi obtido de acordo com a equagao proposta
por Bennett (1974). IPE = peso da massa de ovos x 100/peso da fémea antes de oviposi¢ao. O
percentual de controle dos tratamentos, através da inibi¢do da prole foi obtido de acordo com
Drummond e colaboradores (1973). Primeiro calcula-se o indice de reproducao estimada
(RE): (peso da massa de ovos/peso da fémea antes da oviposi¢ao) x porcentagem de eclosdo x
20000. Em seguida, determina-se a porcentagem de controle: (RE do grupo controle - RE do
grupo tratado)/RE do grupo controle x 100.

4.8.4.5. Analise estatistica

Para analise estatistica foi utilizado o software Biostat 5.0. As médias dos tratamentos
foram comparadas por teste de ANOVA seguido por teste de Tukey. No caso de distribui¢do
nao normal, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Student-Newman-
Keuls. No teste de larvas a concentracao letal 50 (CLs) foi calculada utilizando o método de
analise de Probit (FINNEY, 1971) gerados por Probit POLOPC (LeOra Software, 1987,
Berkeley, CA, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Identificacio Estrutural de Constituintes Quimicos Nao-volateis de Myrcia ovata
Cambess. e Determinacao Estrutural de Derivado Iodado de Flavona

O fracionamento cromatografico dos extratos etandlicos de folhas e de caule e galhos
de Myrcia ovata levou a obtencao de 15 metabolitos secundarios nao-volateis que por analises
de seus dados espectrométricos conduziram as formulas estruturais representadas a seguir
(Figura 8). As substancias (126)-(129), (133)-(135), (137)-(138) e (140) estio sendo
registradas pela primeira vez no género Myrcia.

Ri :/
HsCO I o
R
OH O
(126): R = CHg, Ry = H
(127):R=R;=H T 1)
(128): R = H, R; = CHa (129) (131): R = CHy, Ry = H

(132): R=H, Ry = CH3

OH O H
OH O oH :
(133): R=H, Ry =CH3 HsC OH O o
(134): R = CH3, Ry =H HO HO
HO (136)
OH
H
(135): R = OH
(138):R=H
HO OH

(137)

HO (140)

(139)
Figura 8. Formulas estruturais de constituintes quimicos ndo-volateis obtidos de folhas, caule

e galhos de Myrcia ovata.

A reagdo de iodacdo da flavona (126), obtida de folhas de M. ovata, forneceu o
derivado 8-iodo-5-hidroxi-3,7,3 4 ~tetrametoxi-flavona (141), substancia ainda nao registrada
na literatura. A andlise de seus dados espectrométricos levou a férmula estrutural representada
abaixo (Figura 9).
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HsCO 0

HsC I
OH O
(143)

Figura 9. Formula estrutural do derivado iodado de flavona isolada de folhas de Myrcia
ovata.

5.1.1. Identificacio estrutural da substancia (126)

Sucessivos fracionamentos cromatograficos em silica gel da fragdo hexénica do
extrato etandlico de folhas de Myrcia ovata forneceu a substancia (126) que foi isolada como
cristais amarelos em forma de agulhas, solivel em cloroféormio, apresentando faixa de fusdo
de 176 — 178 °C (Fluxograma 3, pag. 27). Quantidade adicional de (126) foi isolada a partir
de coluna cromatografica da fragdo cloroférmica obtida do mesmo extrato que forneceu a
fragdo hexanica, totalizando a massa de 256,74 mg para esta substancia (Fluxograma 4, pag.
28). A formula estrutural foi definida com base na analise dos espectros e consideragdes
biossintéticas (Item 5.2.4, pags. 133 a 135).

O espectro de RMN 'H (Figura 10) apresenta sinais tipicos de substituicdo para o
padrdo de flavona. O anel A da férmula estrutural da substancia (126) apresenta singleto em
On 6,54 referente a H-8, indicando a presenga de trés substituintes no anel A do flavonoide,
sinal em o¢ 12,83 (s), em regido mais desblindada, podendo ser atribuido a uma hidroxila
quelatogénica em C-5 e singletos em 2,14 e 3,96 ppm, integrando para trés hidrogénios cada,
sugerindo um grupo metilico € um grupo metoxilico, respectivamente. O singleto em dy 6,71,
de um hidrogénio olefinico pode representar o H-3, caracteristico de flavona (FOSSEN &
ANDERSEN, 2006). Os sinais observados em 6y 7,90 (2H, m) e 7,58 (3H, m) juntamente
com os picos do espectro de massas (Figuras 11) em m/z 105 (45,38 %) e 77 (30,30 %)
(Figuras 12) apontaram para a presenga de um anel B monossubstituido de flavonoide.

O espectro de RMN C-DEPTQ de (126) (Figura 13) mostrou quinze linhas
espectrais, das quais cada uma das absor¢des em Ocy 126,21 e 129,05 foi atribuida a dois
carbonos. De acordo com os seus deslocamentos quimicos, dos dezessete carbonos, quinze
sdo referentes a carbonos insaturados e dois a saturados. Os sinais em ¢y 131,70; 129,05;
126,21 e 89,51 foram atribuidos a carbonos metinicos de sistemas aromaticos; além da
presenca de carbono carbonilico a,f-insaturado em ¢ 182,66 e de valores em dcy 105,83 e d¢
163,54 que foram atribuidos, respectivamente, aos carbonos olefinicos o e f do sistema
cromoOnico (Anel C). Observaram-se ainda absor¢des em dcy3 55,93 e 7,31 evidenciando a
presenca dos respectivos carbonos dos grupos metoxila e metila ligados ao anel A e o sinal
em ¢ 158,72 que foi atribuido ao carbono hidroxilado do referido anel.

A analise dos dados espectrométricos de (126) e a comparacao destes dados com os da
6-metiltectocrisina (5-hidroxi-6-metil-7-metoxiflavona) descritos na literatura (MAYER,
1990) apontaram para a identidade entre as duas substincias (Tabela 2). Esta identificagdo
pdde ser confirmada pelo sinal observado no espectro de massas em m/z 282 (100%) (Figura
11), compativel com féormula molecular da referida flavona (C17H;404).

6-metiltectocrisina (126) ¢ inédita no género e foi anteriormente obtida da casca do
caule de Friesodielsia enghiana (Diels) Verdc. (Annonaceae) (FLEISCHER et al.,1997), de
partes aéreas de Leptospermum scoparium J.R. & G. Forst. (MAYER,1990) e de folhas de:
Marliera shootti Legrand (AMARAL et al., 2001), de Leptospermum recurvum Hook. f.
(MUSTAFA, 2003a) Leptospermum polygalifolium subsp. polygalifolium Salisb (Myrtaceae)
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(MUSTAFA, 2003b). Em ensaio biologico in vitro apresentou elevada afinidade a receptor
benzodiazepinico, alvo molecular para as benzodiazepinas, uma classe de drogas
tranquilizadoras (HABERLEIN et al., 1994).

Tabela 2. Dados espectroscopicos de (126) (CDCls) comparados com os da literatura
(MAYER,1990 - CDCl3), deslocamento quimico em & (ppm).

(126) 6-metiltectocrisina
0c- DEPTQ (100 MHz) 6y (400 MHz) o (75 MHz) oy (300 MHz)

C

2 163,54 - 163.,4 -

4 182,66 - 182,2 -

5 158,72 - 158,3 -

6 109,18 - 109,1 -

7 163,54 - 163,4 -

9 155,71 - 155,9 -

10 105,35 - 105,4 -

1 131,27 - 131,4 -
CH

3 105,83 6,71 (s) 106,0 6,7 (s)

8 89,51 6,54 (s) 89,4 6,5 (s)
276 126,21 7,90 (m) 126,2 7,9 (m)
375 129,05 7,58 (m) 128,9 7,5 (m)

4 131,83 7,58 (m) 131,6 7,5 (m)
CH;
Me-6 7,31 2,14 (s) 7,4 2,1 (s)

MeO-7 55,93 3,96 (s) 55,9 4,0 (s)

HO-5 - 12,83 (s) - 12,4 (s)
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Figura 10. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) da substancia (126).
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5.1.2. Identificacio estrutural da substancia (127)

O fracionamento cromatografico em silica gel da fracdo hexanica do extrato etandlico
de folhas de Myrcia ovata forneceu 40,68 mg da substancia (127) que foi isolada na forma de
cristais cubicos amarelo, solivel em cloroférmio, apresentando faixa de fusdo de 166,5-168,2
°C (Fluxograma 3, pag. 27). A formula estrutural foi definida com base na andlise dos
espectros e consideragdes biossintéticas (Item 5.2.4, pags. 133 a 135).

O espectro de RMN 'H (Figuras 14 a 16) apresenta sinais tipicos de substitui¢do
padrao de flavona. Verificam-se dois sinais cujos valores de deslocamento quimico sao
adequados para atomos de hidrogénio localizados no anel A cuja constante acoplamento
indica interacao spin-spin de relagdo meta entre si (J = 2,3 Hz) sendo, entdo, correspondentes
aos hidrogénios H-6 (dy 6,39) e H-8 (dy 6,51). O sinal em oy 12,74 ¢ atribuido a HO-5 em
ligacdo de hidrogénio com a carbonila do C-4 e o sinal com 6y 3,90, integrando para trés
hidrogénios, representa um grupo metoxilico. O sinal singleto em oy 6,67 pode representar o
hidrogénio metinico, H-3, caracteristico de flavona (FOSSEN & ANDERSEN, 2006). Os
demais sinais observados a oy 7,90 (2H, d, J = 6,67 Hz) e em 7,53 (3H, m) juntamente com
pico em m/z 77 (18,31 %) (Figura 18) revelado no espectro de massas de (127) (Figura 17)
apontaram para a presen¢a de um anel B monossubstituido de flavondide.

O espectro de RMN "“C-DEPTQ de (127) (Figura 19) mostrou quinze linhas
espectrais, das quais cada uma das absor¢des em Scy 126,29 e 129,10 foi atribuida a dois
carbonos. De acordo com os deslocamentos quimicos, dos dezesseis carbonos, quinze sao
referentes a carbonos insaturados € um a saturado. Os sinais em dcy 98,21; 92,67; 126,29;
129,10 e 131,86 foram atribuidos a carbonos metinicos de sistema aromaticos, oc 182,49
atribuido ao carbono carbonilico a,f-insaturado, dcy 105,73 e d¢ 163,97 atribuidos aos
carbonos 3 e 2 do sistema cromodnico. Observou-se ainda absor¢do em Ocysz 55,83
confirmando o grupo metoxila ligado ao anel A e o d¢ 162,16 foi atribuido ao carbono 5
sustentando o grupo hidroxila orfo a carbonila.

A andlise dos dados espectrométricos do composto (127), aliada a comparacdo dos
mesmos com dados descritos literatura (CRANCHI, 1994), permitiram determinar que (127) ¢
a flavona tectocrisina (5-hidroxi-7-metoxiflavona) (Tabela 3). Esta proposta foi confirmada
pelo sinal observado no espectro de massas em m/z 268 (100%) (Figura 17), compativel com
sua formula molecular (C;sH,04).

Tectocrisina ¢ inédita no género Myrcia, foi anteriormente obtida de folhas de
Marliera shootti Legrand (Myrtaceae) (AMARAL et al., 2001), de cascas do caule de
Friesodielsia enghiana (Diels) Verdc. (Annonaceae) (FLEISCHER et al.,1997) e de caule
Pinus strobus var. chiapensis Martinez (Pinaceae) (CRANCHI, 1994). Esta substancia
apresentou elevada atividade antileishmanicida frente a Leishmania amazonensis Lainson &
Shaw, 1972 (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) (SALVADOR et al., 2009).
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Tabela 3. Dados espectroscopicos de (127) (CDCls) comparados com os da literatura
(CRANCHI, 1994 - CDCl;), deslocamento quimico em & (ppm) e constante de acoplamento
(/) em Hz.

127 tectocrisina
dc- DEPT-Q (125 MHz) 01 (500 MHz) d¢ (50,3 MHz) oy (200 MHz)

C

2 163,97 - 163,9 -

4 182,49 - 182,4 -

5 162,16 - 162,1 -

7 165,60 - 165,5 -

9 157,70 - 157,0 -

10 105,73 - 105,9 -

1 131,23 - 131,6 -

CH

3 105,84 6,67 (s) 105,8 6,64 (s)

6 98,21 6,39 (d,J=2,3) 98,2 6,35 (s)

8 92,67 6,51 (d,/J=2,3) 92,6 6,35(d,J=2)
2476 126,29 7,90 (d, J=6,7) 126,1 7,8 (d,J=28)
35 129,10 7,55 (m) 128,8 7,5 (m)

4 131,86 7,55 (m) 131,8 7,5 (m)
CH;

MeO-7 55,83 3,90 (s) 56,0 3,9 (s)
HO-5 - 12,74 (s) - 12,7 (s)

46



by o m N o
N Q% in S ihm o
5 2R 2 b a
! VY F600C
F550C
F500C
N
-400C
o
(o)
- o
o F350¢
300C
F250C
in I-200C
T
1n S
i ? ﬂl‘ ”I, ~150C
o T T T L
~ ~ |
| o~ =
N o 0w - 100C
T T T L
| | I
500C
l L L,
Y T E A T r
8 g LR L 8
S S o Sco = I -500
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
125 11.5 105 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 10 05
f1 (ppm)

Figura 14. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) da substancia (127).

Figura 15. Expansdo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) da substincia (127)
na regiao entre oy 6,37-6,56 ppm.
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5.1.3. Identificacio estrutural da substancia (128)

A frag¢do hexanica do extrato etanolico de folhas de Myrcia ovata foi fracionada por
cromatografia em coluna com silica gel resultando na obtencao de 67,3 mg da substancia (55)
que foi isolada como cristais amarelos em forma de agulhas, solivel em cloroféormio,
apresentando faixa de fusdo de 234-235 °C (Fluxograma 3, pag. 27). A férmula estrutural
foidefinida com base na andlise dos espectros e consideragdes biossintéticas (Item 5.2.4, pags.
133 a 135).

O espectro de RMN 'H (Figura 20) forneceu sinais tipicos de substitui¢io para o
padrao de flavona. O anel A da formula estrutural de (128) apresenta singleto em oy 6,44 para
H-6, indicando a presenga de trés substituintes, sinal em oy 12,80 (s), em regido mais
desblindada, sugerindo a presenga de uma hidroxila em C-5 formando ligacdo de hidrogénio
intramolecular e singletos em 2,32 e 3,94 ppm, integrando para trés hidrogénios cada,
sugerindo um grupo metilico € um grupo metoxilico, respectivamente. Sinal singleto em dy
6,69 pode ser atribuido ao hidrogénio metinico, H-3, caracteristico de flavona (FOSSEN &
ANDERSEN, 2006). Sinais observados em oy 7,94 (2H, m) e 7,57 (3H, m) juntamente os
picos em m/z 105 (27,07%) e 77 (32,42%) (Figura 22) revelados no espectro de massa de
(128) (Figura 21) justificam a proposta do anel B monossubstituido de flavondide.

O espectro de RMN "“C-DEPTQ de (128) (Figura 23) mostrou quinze linhas
espectrais, das quais cada uma das absor¢des em Ocy 126,23 e 129,12 foi atribuida a dois
carbonos. De acordo com os seus deslocamentos quimicos, dos dezessete carbonos, quinze
eram referentes a carbonos insaturados e dois a saturados. Sinais em dcy 94,97; 126,23;
129,12 e 131,77 foram atribuidos a carbonos metinicos de sistemas aromaticos; dc 183,01
representa o carbono carbonilico a,f-insaturado e os sinais em dcy 105,15 e 6¢ 163,73 foram
atribuidos aos carbonos olefinicos 3 € 2 do anel C, respectivamente. Observaram-se ainda
absor¢des em Ocpyz 56,02 e 7,74 que correspondem aos respectivos carbonos de grupos
metoxila e metila ligados ao anel A e o sinal em &¢ 160,23 que foi atribuido ao carbono 5 do
anel A.

A analise dos dados espectrométricos do composto (128) e a comparacdo destes dados
com os descritos na literatura (MUSTAFA et al., 2003a), permitiram identifica-la como 5-
hidroxi-8-metil-7-metoxiflavona, conhecida como 8-metiltectocrisina (Tabela 4), cuja
identificacdo foi confirmada pelo pico observado no espectro de massas (Figura 21) em m/z
282 (100%), compativel com sua formula molecular (C;7H404).

A presenca do fragmento com m/z 267 (24,44%), gerado pela eliminagdo de radical
metila em m/z 282 (Figura 22), sugeriu que a metila em dcus 7,74 estd em C-8 (Tabela 4). No
caso da 6-metilflavona (126), o fragmento com m/z 264 (22,04 %) foi resultante da
eliminagdo de H,O do ion molecular com m/z 282 (100%) (Figura 12, pag. 44), permitindo
propor que a metila em dcp3 7,31 estd localizada em C-6 (Tabela 2, pag. 42).

A 8-metiltectocrisina ¢ inédita neste género e foi anteriormente obtida da casca de
caule de Friesodielsia enghiana (Diels) Verdc. (Annonaceae) (FLEISCHER et al.,1997) e de
folhas de: Marliera shootti Legrand (AMARAL et al., 2001), Leptospermum recurvum Hook.
f. (MUSTAFA, 2003a) e Leptospermum polygalifolium subsp. polygalifolium Salisb
(Myrtaceae) (MUSTAFA, 2003b).
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Tabela 4. Dados espectroscopicos da substancia (128) (CDCl;) comparados com os da

literatura (MUSTAFA et al, 2003a - CDCIs), deslocamento quimico em & (ppm).
5

(128)
(128) 8-metiltectocrisina
o0c- DEPT-Q (125MHz) oy (500 MHZz) oc (125 MHz) oy (500 MHZz)
C
2 163,73 - 163,8 -
4 183,01 - 183,1 -
5 160,23 - 160,3 -
7 163,23 - 163,3 -
8 103,97 - 104,1 -
9 154,48 - 154,6 -
10 105,05 - 105,3 -
1« 131,67 - 131,8 -
CH
3 105,15 6,69 (s) 105,1 6,7 (s)
6 94,97 6,44 (s) 95,3 6,4 (s)
276 126,23 7,94 (m) 126,3 7,9 (m)
35 129,12 7,57 (m) 129,1 7,5 (m)
4 131,77 7,57 (m) 131,8 7,5 (m)
CH;
Me-8 7,74 2,32 (s) 7,7 2,3 (s)
MeO-7 56,02 3,94 (s) 56,0 3,9 (s)
HO-5 - 12,80 (s) - 12,8 (s)

51



2 o = PR . o
e 8 5 g 5 & b
o 22 s 3 @ b6
bl bl 30000
25000
~ ] 20000
! &
Q T
T o
o
15000
i 10000
s =
5 b ®
‘ o T T
T ©™ s
NI‘ ?: 5000
T
|
‘ \ A L
T T T 40 T 3z
] 5 @ o o™ S S
3 s 3 S 3 = S
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12.5 11.5 10.5 95 90 85 80 7.5 7.0fl(6.5)6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0
ppm
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5.1.4. Identificacio estrutural da substancia (129)

A fragdao hexanica do extrato etanodlico de folhas de Myrcia ovata, apOs sucessivos
fracionamentos cromatograficos, forneceu 17,3 mg da substancia (129) que foi isolada como
um so6lido branco amorfo, solivel em cloroférmio, apresentando faixa de fusdao de 240-242 °C
(Fluxograma 3, pag. 27). A féormula estrutural foi definida com base na anélise dos espectros e
consideragdes biossintéticas (Item 5.2.2, pags. 131 e 132).

O espectro de RMN de "H (Figura 24) apresentou sete singletos em 0,75; 0,91; 0,98;
1,02; 1,03; 1,07 e 1,20 ppm caracteristicos de metilas de triterpeno. O espectro apresentou
ainda sinais em oy 1,99 (m); 1,70 (m); 2,42 (ddd); 2,33 (m) e 2,27 ppm (q) correspondentes
aos hidrogénios vizinhos a fungdo carbonila. O espectro de RMN *C- DEPTQ (Figura 25)
apresentou sinais relevantes para a identificacdo de (129), destacando-se as absor¢des em
213,3 ppm de carbono carbonilico e em 6,85 ppm, indicando a preseng¢a de grupo metila
bastante protegido atribuido ao efeito y-gauche da carbonila.

A comparagao dos dados espectrais da substancia (129) com os da friedelina descritos
na literatura (ALMEIDA et al., 2011) apontaram para a identidade entre as duas substancias
(Tabela 5). Friedelina ja foi anteriormente obtida a partir do estudo do caule de M.
rotundifolia (CERQUEIRA, 2002). Ensaios biologicos realizados com este triterpeno
sugerem que ele possui atividades anti-inflamatdria, analgésica, antipirética, antialimentar
para insetos e antimicobacteriana (ANTONISAMY et al., 2011; GUNATILAKA, 1986;
MANN et al., 2011).
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Tabela 5. Dados espectroscopicos de (129) (CDCls) comparados com os da literatura
(ALMEIDA et al, 2011 - CDCl;), deslocamento quimico em o (ppm) e constante de
acoplamento (/) em Hz.

29,
///’//,

o]
2 (129)

(129) (6 =500 MHz, 6-~125 MHz ) Friedelina (500 MHz)
C dc Oy dc Oy
1 22,30 1,99 (m; H-1a) ¢ 1,70 (m; H-1b) 22,3 1,96 (m; H-1a) ¢ 1,68 (dq; J=13,8; 5,1; H-1b)
) 4145 2,42 (ddd; J=13,6; 5,1; 1,9; H- 415 2,39 (ddd; J=13,7; 5,1; 1,9; H-2a) e 2,29 (m;

’ 2a) ¢ 2,33 (m) ’ J=13,8; 13,6, 6,5; H-2b)
3 213,46 - 213,2 -
4 58,22 2,27 (q; J=17,0) 58,2 2,24 (q; J=6,5)
5 42,10 - 42,1 -
6 41,19 1,76 (m; H-6a) e 1,28 (m; H-6b) 41,3 1,75 (m; H-6a) e 1,27 (m; H-6b)
7 18,24 - 18,2 -
8 53,10 - 53,3 -
9 37,41 - 37,5 -
10 59,46 1,57 (m) 59,5 1,55 (m)
11 35,62 - 35,6 -
12 30,51 - 30,5 -
13 39,72 - 39,7 -
14 38,29 - 38,3 -
15 32,41 - 32,8 -
16 36,22 - 36,0 -
17 30,00 - 30,0 -
18 42,77 1,57 (m) 42,8 1,56 (m)
19 35,34 - 354 -
20 28,18 - 28,2 -
21 32,76 - 32,4 -
22 39,16 - 39,3 -
23 6,85 0,90 (d; J=6,5) 6,8 0,87 (d; J=6,5)
24 14,67 0,75 (s) 14,7 0,73 (s)
25 17,96 0,91 (s) 17,9 0,88 (s)
26 20,28 1,03 (s) 20,3 1,01 (s)
27 18,69 1,07 (s) 18,7 1,05 (s)
28 32,10 1,20 (s) 32,1 1,18 (s)
29 31,80 1,02 (s) 31,8 1,00 (s)
30 35,05 0,98 (s) 35,0 0,95 (s)
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5.1.5. Identificacio estrutural das substancias (130), (131) e (132) (mistura)

A fragdo hexanica do extrato etandlico de folhas de Myrcia ovata, apds ser submetido
a sucessivas colunas cromatograficas em silica gel, forneceu 21,5 mg de mistura das
substancias (130), (131) e (132) que foi obtida como um so6lido branco amorfo, soluvel em
cloroformio (Fluxograma 3, pag. 27). A andlise por CG permitiu constatar que a mistura €
formada por trés substancias (Figura 26).

As formulas estruturais dos trés componentes foram definidas pela interpretagdo do
espectro de RMN 'H (Figura 27), reconhecendo-se a presenca dos sinais em 8y 0,767 — 1,28
correspondentes aos grupos metila ligados a carbono sp® caracteristicos de triterpenos. O
multipleto em oy 3,26 evidencia a presenga de hidrogénios carbinélicos ligados a C-3 comuns
as substancias (130), (131) e (132). Sinais atribuidos ao triterpeno lupeol podem ser
observados em dy 1,64, associado a grupo metila (CH3-30) ligado a carbono sp- de alceno
terminal, ¢ em dy 5,21 (s) e 5,15 (s) referentes aos hidrogénios vinilicos H-29a ¢ H-29b. O
sinal em & 5,59 (m) representa os hidrogénios (H-12) de a e B-amirina.

O espectro de RMN °C (Figura 28) revelou sinais de carbonos sp” caracteristicos de
C-12 e C-13: 8¢y 124,52 € ¢ 139,59 da a-amirina e ocy 121,88 € d¢ 145,21 da B-amirina.

A analise dos dados espectrométricos dos constituintes da mistura, juntamente com a
comparac¢do destes dados com os descritos na literatura (RAZDAN ef al., 1988; MAHATO &
KUNDU, 1994) e consideracdes biossintéticas (Item 5.2.2, pags. 131 e 132) permitiram
identificar (130), (131) e (132) como sendo os trés triterpenos lupeol, a-amirina e B-amirina,
respectivamente. Trabalhos relatam a obtencdo destes triterpenos a partir do estudo
fitoquimico de espécies do género Myrcia. O triterpeno (132) foi isolado do caule de M.
rotundifolia e de folhas de M. citrifolia, enquanto que as substancias (130) e (131) foram
obtidas do caule de M. rotundifolia e de folhas M. guianensis, respectivamente (GOTTLIEB
et al, 1972; CERQUEIRA, 2002).

(130) (131): R=CH;, R, =H
(132): R=H, R, = CH;
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5.1.6. Identificacao estrutural das substancias (133) e (134) (mistura)

A fragdo hexanica do extrato etandlico de folhas de Myrcia ovata, apos ser submetida
a sucessivos fracionamentos cromatograficos em coluna com silica gel, forneceu 9 mg da
mistura das substancias (133) e (134) que foi obtida como s6lido amarelo palido amorfo e
soluvel em cloroférmio (Fluxograma 3, pag. 27). As formulas estruturais foram definidas com
base na anélise de espectros e consideragdes biossintéticas (Item 5.2.4, pags. 133 a 135).

A proposta da mistura ser constituida por duas substancias majoritarias foi resultante
da anélise de CG (Figura 29) e pela integragao dos sinais sugeridos para H-6 em oy 6,17 (133)
e para H-8 em &y 6,10 (134) fornecidos pelo espectro de RMN 'H (Figura 30). O sinal
atribuido a (133) apresentou-se com maior intensidade do que o atribuido a (134). A
integracao desses sinais permitiu calcular a percentagem relativa de 6/5 entre (133) e (134) e,
bem como associar estas substancias aos seus respectivos tempos de retengdes fornecidos pelo
CG[(133), Tr=16,10; (134), Tr = 16,26 min].

A identificacdo da formula estrutural de flavanona para ambos os compostos foi
possivel através da identificagio de sinais no espectro de RMN 'H (Figuras 30 e 31) que
indicam a presenga de hidrogénios em sistema aromadtico, cujos sinais apareceram em Oy 7,52
(m); 7,48 (m); 7,27 (m); 7,21(m); 6,17 (s) e 6,10 (s). Os quatro primeiros sinais podem
representar sistema ABX e os demais sugerem, em cada composto, a presenca de anel-A com
trés substituintes.

O sistema ABX que envolve hidrogénios de sistemas aromaticos, juntamente com
fragmentos em m/z 105 [32,71% - (133); 55,72% - (134)] e em m/z 77 [36,60% - (133);
33,42% - (134)] (Figuras 34 e 35, respectivamente), revelados nos respectivos espectros de
massas dos constituintes da mistura (Figuras 32 e 33), permitem propor a existéncia de grupo
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fenilico monosubstituido. Sinais em oy 2,42(s) € 2,35(s) podem estar associados a dois grupos
metilicos e os sinais em oy 3,26(s) e 3,35(s) podem corresponder a hidrogénios de grupo
metoxilico (Figura 30).

O espectro de RMN *C-DEPTQ da mistura (133) ¢ (134) (Figura 36) mostrou vinte e
seis linhas espectrais, das quais cada uma das absorgdes em dcy 128,85 ¢ d¢ 102,78 foram
atribuidas a dois carbonos, enquanto para Ocy 128,75 e 125,19 foram sugeridos quatro
carbonos para cada sinal. De acordo com os seus deslocamentos quimicos, dos trinta e quatro
carbonos, vinte e seis eram referentes a carbonos insaturados e oito a saturados. Sinais em Ocy
128,85; 128,75 e 125,19 foram atribuidos a carbonos metinicos aromaticos, em d¢c 194,81 e
194,38 sugerindo a presenca de carbonilas queladas. Observaram-se absor¢des que podem
evidenciar a existéncia de carbonos sp3 (Ocmz 48,21 e 48,43). Verificaram-se, ainda, absor¢oes
que permitiram propor a presenca de grupos metilas (Ocpz 7,82 € 7,07) e metoxilas (Scms
55,02 e 55,16), bem como a existéncia de carbonos hidroxigenados no anel-A (dcy 162,82 e
160,93) e no anel-C (Scy 101,54 ¢ 100,98).

O espectro de RMN-2D HSQC (Figura 37), auxiliou na atribuicdo inequivoca dos
deslocamentos quimicos dos carbonos e respectivos hidrogénios nas formulas estruturais de
(133) e (134) que podem ser conferidos nas Tabelas 6 ¢ 7.

A falta de um duplo dubleto na regido de oy 5,20 sugeriu a auséncia de um H-2 que
normalmente acopla com os prétons H-3, em flavanonas (MUSTAFA, 2003b). Sinais em 0O¢
101,54 [C-2 - (133)] e 100,98 [C-2 - (134)] no espectro RMN BC-DEPTQ (Figura 36),
indicaram a presenca de dois carbonos sp> duplamente oxigenados. Estas informagdes
permitiram deduzir que OH esta presente nas formulas estruturais de (133) e (134) ocupando
a posicao de H-2.

A presenca do fragmento com m/z 267 (21,03%), gerado pela eliminagdo de radical
metila em m/z 282 (100%) (Figura 34), sugeriu que a metila em Ocps 7,82 estd em C-8 da
formula estrutural de (133) (Tabela 6). Em relagdo a flavanona (134), o fragmento com m/z
264 (20,37%) foi resultante da eliminacao de H,O da espécie quimica com m/z 282 (100%)
(Figura 35), permitindo propor que a metila em Ocn3 7,07 estd localizada em C-6 (Tabela 7).
Além disso, as posi¢cdes ocupadas pelas metilas nos componentes da mistura das flavononas
puderam ser corroboradas pelo espectro de RMN-2D do HMBC (Figuras 38 € 39 ). Em (133)
observou-se que CHs-8 (8y 2,35) apresentou correlagdes (*Jey) com C-8 (8¢ 105,03) e CJcn)
com C-9 (3¢ 155,70). Enquanto que em (134) verificou-se que CHj3-6 (0 2,42) exibiu
correlagdes (*Jer) com C-6 (3¢ 106,44) e (Jen) com C-7 (Sc 165,85). As demais correlagdes
estdo registradas nas Tabelas 6 e 7 e ilustradas nas Figuras 38 a 42.

A andlise dos dados espectrométricos para mistura dos compostos (133) e (134) ¢ a
comparacdo destes dados com os descritos na literatura (FLEISCHER et al, 1997),
permitiram identificd-las como os isomeros 2,5-dihidroxi-8-metil-7-metoxiflavanona e 2,5-
dihidroxi-6-metil-7-metoxiflavanona, respectivamente (Tabelas 6 e 7). A identificacdo foi
confirmada pelo pico em m/z 323,0938, correspondente ao ion quase molecular [M + Na]"
obtido no espectro de massas de alta resolu¢do, (HRMS-ESI, Figura 43) compativel com a
féormula molecular C7H;c0sNa (calc. 323,0895) para os isomeros (133) e (134). O valor de
[a]p**°"-0,0121 (c. 0,056, CHCI3), proximo a zero, permite propor uma mistura de epimeros
em proporcao proxima de 1:1, independente da relagdo dos isOmeros estruturais, tendo,
provavelmente, a mistura de quatro compostos.

As 2-hidroxiflavanonas obtidas em nosso estudo sdo inéditas no género. Essas
substancias foram obtidas anteriormente da casca de caule de Friesodielsia enghiana (Diels)
Verde. (Annonaceae) (FLEISCHER et al.,1997), e em folhas de Lepstospermum recurvum
Hook. f. (MUSTAFA, 2003a) e Leptospermum polygalifolium subsp. polygalifolium Salisb
(Myrtaceae) (MUSTAFA, 2003b).
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Tabela 6. Dados espectroscopicos da substancia (133) (C¢Dg) comparados com os da literatura (FLEISCHER et al.,1997, RMN 'H: CsDg, RMN
13C - DEPTQ: CDCl3), deslocamento quimico em & (ppm) e constante de acoplamento (J) em Hz.

3

(133)
2,5-dihidroxi-8-metil-7-metoxiflavanona (133)
HSQC ('J) HMBC
dc (100 MHz) 9 (400 MHz) 3-DEPTQ (100 MHz) 31 (400 MHz) e e
C
2 101,8 - 101,54 - Heo-3, Ha-3 -
4 195,0 - 194,81 - Hee-3, Hoy-3 -
5 162,2 - 162,82 - H-6, OH-5 -
7 166,3 - 165,50 - H-6 Me-8, MeO-7
8 106,0 - 105,03 - Me-8 H-6
9 155,7 - 158,02 - - Me-8
10 102,5 - 102,78 - - H-6, OH-5
1 142,4 - 142,54 - - H-3% H- 5°
CH
6 92,8 6,02 (s) 92,82 6,17 (s) - OH-5
216" 125,2 7,43 (m) 125,19 7,52 (m) H-3% H-5° H-4
345 128,9 7,14 (m) 128,75 7,21 (m) H-2 H-4 H-6*  H-3" H-5°
4 129,4 7,14 (m) 128,85 7,27 (m) H-5° H-2% H-6
CH,
3 48.4 2,83 (Heg d; J=17); 2,55 1301 2,91 (Heg d; J = 12,4)/2,95 (Hyy; d; J = 16,5)(¥); ) )
’ (Hy dd; J=2,6; 17) ’ 2,65 (Hu d; J = 17)/2,69 (Huy d; J = 17,6)(*)
CH;
Me-8 8,0 2,28 (s) 7,82 2,35 (s) - -
MeO-7 56,1 3,16 (s) 55,16 3,26 (s) - -
OH
HO-2 - 2,70 (d; J=2,7) - 2,58 (s) - -
HO-5 - 12,64 (s) - 12,86 (s) - -

(*) Podem ser trocados entre as formulas estruturais de (133) e (134)
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Tabela 7. Dados espectroscopicos da substancia (134) (C¢Dg) comparados com os da literatura (FLEISCHER et al.,1997, RMN 'H: CsDg, RMN
13C - DEPTQ: CDCl3), deslocamento quimico em & (ppm) e constante de acoplamento (J) em Hz.

3

2,5-dihidroxi-8-metil-7-metoxiflavanona (134)
HSQC (') HMBC
oc (100 MHZz) oy (400 MHz) > 3
dc- DEPTQ (100 MHz) oy (400 MHz) Jen Jcn
C
2 101,3 100,98 - Heo-3, Hu-3 -
4 194,6 194,38 - Heo-3, Huy-3 -
5 160,3 160,93 - OH-5 -
6 106,7 106,44 - Me-6 OH-5, H-8
7 165,9 165,85 - H-8 Me-6, MeO-7
9 158,0 155,63 - H-8 -
10 102,5 102,78 - - H-8, OH-5
1 142,1 142,35 - - H-3“, H- 5
CH
8 91,9 5,99 (s) 91,38 6,10 (s) - -
276 125,2 7,39 (m) 125,15 7,48 (m) H-3“, H-5* H-4
35 128,9 7,09 (m) 128,75 7,21 (m) H-2% H-4°, H-6* H-3* H-5°
4 129,4 7,09 (m) 128,85 7,21 (m) H-5* H-2% H-6*
CH,
3 48.7 2,81 (Heg; d; J=17); 2,60 48.43 2,91 (Heg; d; J =12,4)/2,95 (Heg; d; J = 16,5)(*); ) )
’ (Ha dd; J=2,4;17) ’ 2,65 (Huy; d; J=17)/2,69 (Hyy; d; J = 17,6)(*)
CH; -
Me-6 7,1 2,22 (s) 7,07 2,42 (s) - -
MeO-7 56,0 3,25 (s) 55,02 3,35 (s) - -
OH - -
HO-2 - 3,02 (d; J=2,6) - 2,82 (s) - -
HO-5 - 12,57 (s) - 12,78 (s) - -

(*) Podem ser trocados entre as formulas estruturais de (133) e (134)
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Figura 43. Espectro de massas de alta resolu¢do da mistura das substancias (133) e (134),
modo positivo com ionizagado por spray de elétrons.

5.1.7. Identificacao estrutural da substancia (135)

As fragdes diclorometano e acetato de etila, resultantes da particdo da fragdo acetato
de etila do extrato etandlico de folhas de Myrcia ovata, foram fracionadas através de técnicas
cromatograficas de colunas abertas de silica gel e/ou sephadex LH-20 fornecendo 43 mg da
substancia (135) que foi obtida como um s6lido amorfo de cor castanho claro, soltivel em
metanol, apresentando faixa de fusdo de 179-182 °C (Fluxogramas 5, 6 e 7, pags. 29, 30 e 33
respectivamente). A formula estrutural foi definida com base na analise dos espectros e
consideragdes biossintéticas (Item 5.2.4, pags. 133 a 135).

Os espectros de RMN de 'H (Figuras 44 a 49) ¢ RMN "C-DEPTQ (Figura 50)
permitiram deduzir que (135) pertence a classe dos flavondides. A presenga de dubletos
centrados em em oy 5,10 (J = 10,7 Hz; 1H) (Figura 48) e 4,60 (J = 10,7 Hz; 1H) (Figura 47)
de prétons H-2 e H-3, respectivamente, ¢ caracteristica de dihidroflavonois. A constante de
acoplamento apresentada por estes dois dubletos (J = 10,7 Hz) sugere um acoplamento do
tipo axial-axial, conduzindo a proposi¢do de que o anel B e o grupo hidroxila 3-OH mantém
uma relagdo anti.

A formula estrutural de dihidroflavonol sugerida foi corroborada pelos sinais
fornecidos no espectro RMN "“C-DEPTQ (Figura 50), em 8cy 77,24; 82,25 ¢ 8¢ 194,35
atribuidos aos carbonos C-3, C-2 e C-4 (anel-C), respectivamente. O espectro de RMN de 'H
apresentou, ainda, um par de singletos em 0y 5,94 ¢ 5,92 (Figura 48) atribuidos ao anel-A
5,7,9,10-tetrassubstituido. Os sinais em oy 6,98; 6,87 ¢ 6,83 (Figura 49) podem sugerir o
padrao 1,3,4-trissubstituido para o anel B. A presenca da unidade monosidica ramnose ¢
constatada pela verificacdo de dubleto em oy 1,21 (J = 6,2 Hz, 1H) (Figura 45), juntamente

73



com o conjunto de sinais entre oy 3,32-4,28 (Figuras 44 a 49). Além disso, no espectro RMN
BC-DEPTQ (Figura 50) o sinal em 8¢y 16,48, atribuido ao carbono metilico e o conjunto de
sinais em o¢ 100,48; 72,48; 70,78; 70,54 e 69,13 contribuiram para a identificacdo da unidade
glicosidica.

A estereoquimica da féormula estrutural foi definida através da analise do espectro de
dicroismo circular (DC) (Figura 51). A luz plano-polarizada ¢ constituida pela luz
circularmente polarizada a esquerda (LCPE) e a luz circularmente polarizada a direita
(LCPD). Quando a luz plano-polarizada incide sobre um meio opticamente ativo, na faixa de
comprimento de onda em que seu cromoéforo absorve, a luz é desviada em um angulo (o) e a
regido da molécula opticamente ativa absorve LCPE ¢ LCPD de forma diferencial. A luz
emergente ¢ elipticamente polarizada e o meio apresenta DC. Se g4 € €. sdo os coeficientes de
extingdo molar para LCPD e LCPE, respectivamente, a absorcao dicroica diferencial (Ae = g4
- &) ¢ a medida da intensidade do DC. A elipsidade molecular [0] esta associada com Ag pela
a equacao: [0] =3300Ae (VELLUZ et al., 1965; LUCAS FILHO et al., 2009).

Para substancias da classe das dihidroflavonol, a literatura relata que o efeito Cotton
resultante da transicdo n — 7* pode ser utilizado de modo satisfatorio para definir a
configurac¢ao absoluta de C-2. Um efeito Cotton positivo para bandas de absorc¢io na faixa de
comprimentos elevados (320-340 nm) indica configuracdo 2R, ao passo que o efeito negativo
indica a configuragdo 2S5 (SLADE et al., 2005). O espectro de DC de (135) (Figura 51),
registrado na regido A 220-400 nm, revelou efeito Cotton positivo (Ag = +4,72) em A 331 nm
(Tabela 9), permitiu determinar a estereoquimica absoluta de C-2 como R.

A analise dos dados espectrométricos do composto (135) ¢ a comparagao dos
deslocamentos quimicos obtidos dos espectros de RMN 'H e de RMN "°C - DEPTQ de (135)
com os descritos na literatura na literatura (HUANG et al., 2011), permitiram identificé-la
como o flavanonol glicosilado astilbina (rel-2R,3S-5,7,3',4'-tetrahidroxi-3-O-a-L-
ramnopiranosilflavanonol) (Tabela 8).

Astilbina ¢ um flavonoide inédito na familia Myrtaceae e foi isolado de raizes de
Andira fraxinifolia Benth. (SILVA et al., 2006) e de flores e pedunculos de Dimorphandra
mollis Benth. (Leguminosae) (PEREIRA ef al., 2002), apresentou ampla atividade inseticida,
causando a mortalidade de pragas agricolas e insetos sociais (CINTRA et al., 2002, 2005a,
2005b).
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Tabela 8. Dados espectroscopicos de (135) (CD;OD) comparados com os da literatura
(HUANG et al., 2011 - CD;OD), deslocamento quimico em o (ppm) e constante de
acoplamento (/) em Hz.

(135)
13s) Astilbina
0C- DEPT-Q (125 MHz) oH (500 MHz) oC (100 MHz) oH (400 MHz)
C
4 194,35 - 196,00 -
5 163,79 - 165,52 -
7 167,15 - 168,68 -
9 162,39 - 164,11 -
10 100,76 - 102,48 -
1 127,68 - 129,18 -
3« 145,04 - 146,54 -
4 14591 - 147,38 -
CH
2 82,25 5,10 (d; J=10,7) 83,96 5,08 (d; J=10,8)
3 77,24 4,60 (d; J=10,7) 78,56 4,58 (d; J=10,4)
6 96,05 5,92 (sl) 97,37 5,89 (d; J=2,0)
8 94,94 5,94 (sl) 96,25 5,91 (d; J=2,0)
2 115,08 6,98 (s) 116,30 6,95 (d; J=1,6)
5 113,68 6,83 (d; J=8,1) 115,46 6,85 (m)
6 119,24 6,87 (dl; J=6,7) 120,48 6,85 (m)
1” 100,48 4,07(sl) 102,14 4,04 (d; J=1,6)
27 70,54 4,28 (m) 71,77 4,28 (m)
3” 70,78 3,69 (dd, J=9,6; 3,2) 72,14 3,67 (dd, J=9,6; 3,2)
4” 72,48 3,57 (sl) 73,79 3,53 (dd,J=3,2;1,6)
5” 69,13 3,32 (m) 70,50 3,32 (m)
CH;
6” 16,48 1,21(d; J=6,2) 17,85 1,18 (d; J=6,0)
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Tabela 9. Dados do espectro do dicroismo circular obtidos para substancia (135).

A (nm) DC (medg)

382,1 0
331 4,72
313,7 0
292,6 -11,52
266,7 0
2504 1,61
242.6 0,43
2248 10,44
W 1% PTUREE WU v
6500
6000
/ J’ 5500
j /j [[ 5000
4500
9 %
= :': 4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000
500
ro
s o = = S s o S o = - -5l
70 65 60 ss 50 45 40 35 30 25 20 1s 10 05 00

£ ()

Figura 44. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;0D) da substancia (135).

76



Figura 45. Expansio do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;0D) da substancia (135) na
regido entre oy 1,04-1,32 ppm.

Figura 46. Expansdo do espectro de RMN de '"H (500 MHz, CD;0D) da substéncia (135) na
regido entre oy 3,26-3,72 ppm.
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Figura 47. Expansio do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;0D) da substancia (135) na

regido entre oy 3,95-4,65 ppm.
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Figura 48. Expansdo do espectro de RMN de '"H (500 MHz, CD;0D) da substéncia (135) na
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Figura 51. Espectro de dicroismo circular obtido para a substancia (135) (dados obtidos em
MeOH, a 20 °C, na concentracao de 0,023 mg/mL).

5.1.8. Identificacao estrutural da substiancia (136)

A fragdo acetato de etila, resultante da particdo da fragdo acetato de etila do extrato
etandlico de folhas de Myrcia ovata, foi submetida a repetidos fracionamentos através de
técnicas cromatograficas de colunas abertas de silica gel e sephadex LH-20 resultando na
obtengdo de 22 mg da substancia (136) que foi isolado na forma de s6lido amorfo de cor
laranja, soluvel em metanol, apresentando faixa de fusdo de 276-278 °C (Fluxograma 7, pag.
33). A férmula estrutural foi definida com base na analise dos espectros e consideragdes
biossintéticas (Item 5.2.4, pags. 133 a 135).

Os espectros de RMN 'H (Figuras 52 e 53) ¢ RMN ""C-DEPTQ (Figura 54)
permitiram deduzir que o composto (136) pertence a classe dos flavonoides.

O espectro de RMN 'H (Figura 53) mostrou dois singletos em 8y 6,21 e 6,41,
compativeis com hidrogénios de carbonos aromaticos meta-posicionados, sendo atribuidos
aos hidrogénios H-6 e H-8 de anel A, respectivamente. Os sinais dos carbonos quaternarios
oxigenados encontrados no espectro de RMN 13C—DEPTQ: 163,98; 160,62 ¢ 156,49 ppm sao
compativeis com as frequéncias dos carbonos oxigenados deste anel (Figura 54). Os sinais em
ou7,76; 7,66 e 6,91 podem sugerir o padrao 1,3,4-trissubstituido para o anel B (Figura 53).

O espectro de RMN “C-DEPTQ (Figura 54) exibiu 15 sinais espectrais, sendo todos
associados a carbonos sz_ Os sinais em dcy 120,27; 114,82; 114,58; 97,82 ¢ 93,00 foram
atribuidos a carbonos metinicos de sistema aromaticos, 6c 175,94 atribuido ao carbono
carbonilico a,f-insaturado, ¢ 135,85 e 147,85 relacionados aos carbonos 3 e 2 do sistema
cromonico.

Os dados espectroscopicos obtidos para a substincia (136) e a comparagdo destes
dados com os da literatura (OLIVEIRA & CARVALHO, 1999; GUVENALP &
DEMIREZER, 2005) conduziram a foérmula estrutural do flavonol quercetina (3,3',4',5,7-
pentahidroxiflavona) (Tabela 10).

Quercetina ocorre em inimeros vegetais tanto na forma livre como em combinagdo
com varios agucares, estudos relatam este flavonoide, na forma de aglicona, como constituinte
quimico de outras plantas da familia Myrtaceae, como por exemplo, Psidium guajava L.
(SESHADRI & VASISHITA, 1965), Eugenia uniflora L. (SCHMEDA-HIRSCHMANN,
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1995), Eucalyptus globulus Labill. (SOUSA et al., 2004) e Myrcia bella Cambess.
(SALDANHA et al., 2013b).

Trabalhos mencionam que a quercetina exibiu efeitos antioxidante (HAYEK et al.,
1997; CHOPRA et al., 2000), anticarcinogénico (VERMA et al., 1988; DESCHNER et al.,
1991; PEREIRA et al, 1996), antiinflamatorio (FERRY et al, 1996), anti-agregatorio
(PIGNATELLI et al., 2000) e vasodilatador (PEREZ-VIZCAINO et al., 2002)

Tabela 10. Dados espectroscopicos de (136) (CD3;OD) comparados com os da literatura
(GUVENALP & DEMIREZER, 2005 — RMN 'H: acetona-ds; OLIVEIRA & CARVALHO,
1999 - RMN "*C: DMSO-de), deslocamento quimico em & (ppm) e constante de acoplamento
(/) em Hz.

(136) Quercetina
6C- DEPT-Q (125 MHz) 6H (500 MHz) 86C (50,3 MHz) 6H (300 MHz)

C

2 147,37 - 149,97 -

3 135,85 - 136,08 -

4 175,94 - 176,13 -

5 161,12 - 161,13 -

7 164,18 - 164,30 -

9 156,83 - 156,63 -

10 103,11 - 103,40 -

1« 122,74 - 122,36 -

3« 144,83 - 145,38 -

4 146,59 - 147,99 -
CH

2 _ -

3 _ R -

6 97,83 6,21 (s) 98,46 6,17 (d, J=2,0)

8 92,99 6,41 (s) 93,60 6,37 (d, J=2,0)
2° 114,58 7,76 (s) 115,45 7,73 (d, J=2,0)
5 114,81 6,91 (d, J=38,5) 116,27 6,87 (d,J=28,0)
6 120,27 7,64 (dl, J=8.5) 120,36 7,62 (dd, J=2,0; 7,5)
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Figura 52. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;0D) da substancia (136).
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Figura 53. Expansdo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;OD) da substéincia (136) na

regido entre oy 6,1-7,9 ppm.
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5.1.9. Identificacio estrutural da substancia (137)

A fragdo acetato de etila, obtido da particdo da fracdo acetato de etila do extrato
etandlico de folhas de Myrcia ovata, apds ser submetido a sucessivos fracionamentos
cromatograficos em silica gel e sephadex LH-20 forneceu 23 mg da substancia (137) que foi
obtido na forma de 6leo de cor castanho claro, solivel em metanol (Fluxograma 7, pag. 33). A
formula estrutural foi definida com base na andlise dos espectros e consideragdes
biossintéticas (Item 5.2.5, pags. 136 e 137).

A andlise do espectro de RMN 'H (Figuras 55 a 60) revelou a presenca de duas
unidades cafeoila devido aos sinais de dois grupos de hidrogénios olefinicos frans em oy 7,63
(d; J=16,0 Hz; H-7); 6,33 (d; J= 16,0 Hz; H-8) e 7,54 ¢ 6,20 (d; /= 16,0 Hz; H-7” ¢ H-8”)
e de seis hidrogénios de sistema aromatico na forma: de dois dubletos largos em dy 6,95 e
6,96 (H-6“¢ H-6") com J = 8,0 Hz, de um dupleto em 6y 6,79 (H-5“¢ H-5") com J= 8,0 Hz e
de singletos em dy 7,05 e 7,04 (H-2*e H-2") (Figuras 59 e 60).

O espectro de RMN de 'H revelou, ainda, outros sinais para: trés hidrogénios
metinicos em oy 5,58 (dd, J = 12,2; 7,2 Hz, H-5); 5,15 (dd, J = 8,0 e 2,9 Hz, H-4) (Figura 58)
e 4,38 (m, H-3) (Figura 57); e quatro hidrogénios metilénicos na faixa de oy 2,10 — 2,37 (m,
H-2 e H-6) (Figura 56) que indicam a presen¢a de uma unidade derivada do acido quinico na
formula estrutural. O sinal em oy 3,75 (s, CH3-8) (Figura 57), referentes a hidrogénios
metilicos, pode indicar a presenga de éster metilico nesta unidade.

Os hidrogénios H-4 e H-5 encontram-se mais desprotegidos quando comparados com
H-3, sugerindo que as unidades cafeoilas estdo esterificando as hidroxilas das posi¢des 4 e 5
do quinato de metila.

Os dados obtidos a partir dos espectros de RMN *C DEPTQ (Figura 61) foram
concordantes com o sugerido, mostrando sinais correspondentes aos carbonos olefinicos e
aromaticos, sinais para as carbonilas dos grupos cafeoila em d¢ 167,10 e 166,49.
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A confirmacdo dos grupos cafeoila e do esqueleto de éster de acido quinico foi
baseada no espectro de RMN °C DEPTQ (Figura 61), especialmente, pelos sinais para dois
grupos carbonila das unidades cafeoila em 6¢ 167,10 e 166,49; do grupo éster em ¢ 173,2; de
dois carbonos metilénicos em dcpz 36,99 (C-2 ¢ C-6) e de trés carbonos oximetinicos em dcy
73,42 (C-4), 67,19 (C-3) ¢ 67,70 (C-5). As posigoes dos grupos cafeoila foram determinadas
com base nos valores de deslocamentos quimicos e das constantes de acoplamento para H-3,
H-4 e H-5 (Tabela 11).

O espectro de correlacdo heteronuclear a uma ligacdo, HSQC (Figuras 62 a 64),
auxiliou na atribui¢do inequivoca dos deslocamentos quimicos dos carbonos e respectivos
hidrogénios na férmula estrutural de (137) que podem ser conferidos na Tabela 11.

O espectro de RMN-2D HMBC (Figuras 65 a 68), além de mostrar outras correlagdes
relevantes para identificagdo da formula estrutural, confirmou que a carboxila do acido
quinico estava esterificada com um grupo metoxila através da correlagio (*Jey) entre o
singleto em oy 3,75 e o sinal em d¢ 175,2 (C-7) (Figura 66) permitindo, desta forma, atribuir o
valor de RMN 'H para o grupo metoxilico ¢ de RMN "*C-DEPTQ para a carbonila. Além
disso, a analise deste espectro evidenciou que tanto C-4 quanto C-5 estavam esterificados com
acido cafeico, pois foram verificadas correlagdes (*Jer) de H-4 (8 5,13) e H-5 (8 5,54) com
C-9" (8¢ 167,05) e C-9” (d¢ 166,46) (Figuras 66 e 67), respectivamente.

Outros parametros que corroboram com a formula estrutural proposta foram os dados
de espectro de massa de alta resolu¢do em modo positivo e negativo de (137) que foi obtido a
partir de CL-EM-ESIL. Os EM (Figura 69) mostraram os sinais em m/z 531,1541 M + H") e
529,1498 (M —H") que apontaram para a formula molecular CysH26O15 (calc. respectivamente:
531,1503 e 529,1346) compativeis com o que estd sendo sugerido. As propostas de
fragmentacao estdo ilustradas nas Figuras 70 e 71.

Os valores observados para os acoplamentos de H-4 com H-3 e H-5 obtidos a partir do
espectro de RMN de 'H (Figuras 57 e 58) sugeriram uma relagio axial-equatorial entre H-4 e
H-3 (J = 2,9 Hz) e axial-axial entre H-4 ¢ H-5 (J/ = 8,0 Hz) (Tabela 11) indicando as posigdes
4,5-diequatoriais para os grupos cafeoila. A estereoquimica proposta para (137) foi
consolidada pelo espectro de RMN-2D NOESY (Figuras 72 e 73) onde foram observadas a
auséncia da correlagdo entre os hidrogénios H-3 e H-5 e a presenca das interagdes espaciais
entre H-3 e H-4; H-4 e H-5. Estes dados indicaram que H-3 e H-4 estdo situados em um
mesmo lado do plano da molécula e H-5 em lado oposto.

A andlise dos dados espectrométricos da substancia (137) e a comparagao destes dados
com os descritos na literatura (LEE et al., 2010) permitiram identificd-lo como 4,5-di-O-
cafeoilquinato de metila, um éster de acido clorogénico (Tabelas 11 e 12).

Estudos relatam a atividade hepatoprotetora de 4,5-di-O-cafeoilquinato de metila
isolado a partir de propolis coletada do Brasil (BASNET ef al., 1996). Hung e colaboradores
(2008) descrevem a obtencdo desta substancia de raizes de Dipsacus asper Wall.
(Dipsacaceae), bem como sua atividade antioxidante. Investigacdes realizadas com este éster
de acido clorogénico, obtidos de partes aéreas de Artemisia dubia Wall. (Compositae),
revelaram seu efeito inibitério em AKRIB10, enzima que estd associada ao desenvolvimento
de varios tipos de cancer (LEE et al., 2010).
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Tabela 11. Dados espectroscopicos de (137) (CD;0OD), deslocamento quimico em o (ppm) e
constante de acoplamento (J) em Hz.

HSQC ('J) HMBC
i‘i Z?f;gz? 8y (500 MHz) - en
C
1 - - - -
7 173,72 - - Hog2, Hy2, Heg-6, Ho6, CH;0-8
1 126,31 - H-7° H-5% H-8"
4 148,39 - H-5° H-2° H-6"
e 126,16 ; H-7° H-5° H-8"
3 145,40 ; - H-5"
3ese 145,40 ; - H-57
4= 148,31 ; H-5 H-2 H-6"""
9 167,10 ; H-8 H-4, H-7*
geee 166,49 ; H-8" H-5, H-7"
CH
3 67,19 4,38 (m) Heg-2, Hyp2 ;
4 73.42 5,15 (dd, J = 8,0; 2.,9) H-3, H-5 Heg-2, Hy-2, Heg-6, Hy6
5 67,70 5,58 (dd, J=12,2;7,2)  Heg6, Hyo6, H-4 H-3
2 113,77 7,05 (s) : H-6% H-7"
5 115,11 6,79 (d; J = 8,0) H-6 -
6 121,78 6,95 (dl; J = 8,0) H-5" H-2° H-7°
7 146,32 7,63 (d; J = 16,0) H-8 H-2° H-6"
g 113,33 6,33 (d; J = 16,0) H-7° ;
2 113,77 7,04 (s) - H-6" H-7°"
5ese 115,11 6,79 (d; J = 8,0) H-6" -
6 121,78 6,96 (dl; J = 8,0) H-5 H-2 H-7°
7ese 146,32 7,54 (d; J = 16,0) H-8" H-2 H-6""
geee 113,16 6,20 (d; J = 16,0) H-7° -
CH,
2 36,99 2,10-2,37 (m; Heq € Hyy) H-3 Heg-6, Hyy-6, H-4,
6 36,99 2,10-2,37 (m; He, e Hyy) ; Heoo-2, Hy2, H-4,
CH;
Me-8 51,75 3,75 (s) - ;
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Tabela 12. Dados espectroscopicos de (137) (CD;0OD) comparados com os da literatura (LEE
et al., 2010 - CD3;0D), deslocamento quimico em & (ppm) e constante de acoplamento (J) em

Hz.
(137)
(137) 4,5-di-O-cafeoilquinato de metila
S(Cl z]g}f\f;z? oy (500 MHz) oc (125 MHz) oy (500 MHz)
C
1 - - 74,04 -
7 173,72 - 173,76 -
I 126,31 - 126,26 -
4 148,39 - 148,38 -
1 126,16 - 126,10 -
3« 145,40 - 145,42 -
3 145,40 - 145,42 -
4= 148,31 - 148,38 -
9 167,10 - 167,05 -
9% 166,49 - 166,46 -
CH
3 67,19 4,38 (m) 67,13 4,36 (m)
4 73,42 5,15 (dd, J=8,0; 2,9) 74,32 5,13 (m)
5 67,70 5,58 (dd, J=12,2;7,2) 67,66 5,54 (m)
2% 113,77 7,05 (s) 113,73 7,04 (d; J=24)
5 115,11 6,79 (d; J=8,0) 115,09 6,77 (d; J=38,3)
6 121,78 6,95 (dl; J=8,0) 121,75 6,95 (dd; J=8,2;2,3)
7 146,32 7,63 (d; J=16,0) 146,31 7,62 (d; J=16)
8 113,33 6,33 (d; J=16,0) 113,28 6,32 (d; J=16)
2% 113,77 7,04 (s) 113,73 7,04 (d; J=24)
50 115,11 6,79 (d; J=8,0) 115,09 6,77 (d; J=8.,3)
6 121,78 6,96 (dl; J = 8,0) 121,75 6,95 (dd; J=8,2;2,3)
7 146,32 7,54 (d; J=16,0) 146,31 7,52 (d; J=16)
8 113,16 6,20 (d; J=16,0) 113,10 6,19 (d; J=16)
CH,
2 36,99 2,10-2,37 (m; Heq € Hyy) 39,96 2,24-2,34 (m; Heq € Hyy)
6 36,99 2,10-2,37 (m; Heq € Hyy) 39,96 2,24-2,37 (m; Heq € Hyy)
CH;
MeO-8 51,75 3,75 (s) 51,68 3,72 (s)
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Figura 55. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;0D) da substancia (137).
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Figura 56. Expansdo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;0D) da substincia (137) na
regido entre oy 1,85-2,52 ppm.
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Figura 58. Expansdo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;0D) da substincia (137) na
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Figura 63. Expansdo do espectro de RMN-2D HSQC (500/125 MHz, CDs;0OD) da substancia
(137) na regido entre d¢ 33,0-78,0 ppm e oy 1,0-6,0 ppm.

92

f1 (ppm)



H-2', H-2"
H-6', H-6"
H-5', H-5"

s cg \\ " Hes/C > &
N ) = -5'/C-5' =
s (@, B et T I k115
! = H-5"/C-5 : )
H - ] H]
- n . ~ ~
. oY o o
== -] -]
4 5 - : -120
&y <« HE/CE
- — psies,
© F125
— ‘{
9
9]
130
135
N
. D)
N 22 L
3 R 140
N TE
[¢] '/ \
5 / — - 145

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2
f2 (opbm)

Figura 64. Expansdo do espectro de RMN-2D HSQC (500/125 MHz, CDs;0OD) da substancia
(137) na regido entre ¢ 112,0-149,0 ppm e oy 6,1-7,7 ppm.

93

f1 (ppm)



(137)

L}
[ [} L] oy @
- == v 4
= Vo ;
3 o L
S ' [ '] " e @ )
. % ® \ Wi 8
N
S ') e
——— % e
I X TR
— wie e A e
.\‘ 1] W .
— ' ®® ‘.'“: e ‘e [} t
— ’ LN -]

r10
r20
r30
40
r50
r60
r70
r80
90
100
r110
120
130
140
r150
160
r170

~180

e e B
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f2 (ppm)

Figura 65. Espectro de RMN-2D HMBC (500/125 MHz, CD;0D) da substancia (137).
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Figura 66. Expansao do espectro de RMN-2D HMBC (500/125 MHz, CD;0D) da substancia
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Figura 67. Expansao do espectro de RMN-2D HMBC (500/125 MHz, CD3;0D) da substancia
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Figura 68. Expansao do espectro de RMN-2D HMBC (500/125 MHz, CD;0D) da substancia
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Figura 70. Propostas de fragmentagdo da substancia (137) com valores de m/z obtidos de EM
em modo positivo.
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Figura 72. Espectro de RMN-2D NOESY (125 MHz, CD;0D) da substancia (137).
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Figura 73. Expansao do espectro de RMN-2D NOESY (500/125 MHz, CD3;0D) na regidao
entre Oy 4,2-5,7 ppm e oy 4,2-5,7 ppm e algumas interacdes espaciais observadas para a

substancia (137).
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5.1.10. Identificacao estrutural da substancia (138)

A fragdo acetato de etila, resultante da particdo da fragdo acetato de etila do extrato
etandlico de folhas de Mjyrcia ovata, foi submetida a sucessivos fracionamentos
cromatograficos em silica gel e sephadex LH-20 fornecendo16 mg da substancia (138) que foi
obtido como um sélido de cor castanho claro em forma de agulhas, solivel em metanol.,
apresentando faixa de fusdo de 164-166 °C (Fluxograma 7, pag. 33). A formula estrutural foi
definida com base na andlise dos espectros e consideragdes biossintéticas (Item 5.2.4, pags.
133 a 135).

Os espectros de RMN de 'H (Figuras 74 a 78) e RMN BC-DEPTQ (Figura 79) de
(138) permitiram inferir que estd substancia pertence a classe dos flavonoides. A presenga de
dubletos centrados em 6y 5,16 (J = 10,9 Hz, 1H) e 4,60 (J = 10,9 Hz, 1H) (Figura 77) ¢
caracteristico de protons H-2 e H-3 de dihidroflavonois, respectivamente. Esta formula
estrutural sugerida foi corroborada pelos sinais fornecidos no espectro RMN *C-DEPTQ, em
Ocu 77,30; 82,47 e Oc 194,71 atribuidos aos carbonos C-3, C-2 e C-4 (anel-C),
respectivamente. O espectro de RMN de 'H apresentou, ainda, um par de singletos em 9y 5,98
e 5,94 (Figura 78) atribuidos ao anel-A 5,7,9,10-tetrassubstituido.

Os sinais em 9y 7,39 (d, J = 8,2 Hz) e 6,87 (d, J = 8,5 Hz) (Figura 78) podem ser
caracteristicos de um sistema aromatico para dissubstituido de uma anel B, sendo estes sinais
correspondentes aos dois pares de atomos de hidrogénio, H-2/H-6'c¢ H-3“/H-5,
respectivamente, acoplados através de interagdo spin-spin em orto, constituindo um tipico
sistema AA“BB".

A presenca da unidade monosidica ramnose ¢ constatada pela verificagdo de dubleto
em oy 1,21 (J = 6,2 Hz; 1H) (Figura 75), juntamente com o conjunto de sinais entre dy 3,34-
4,30 (Figuras 76 a 77). Além disso, no espectro RMN *C-DEPTQ o sinal em ¢y 16,49, foi
atribuido ao carbono metilico ¢ o conjunto de sinais em ocy 100,85; 72,38; 70,72; 70,37 ¢
69,13 contribuiram para a identificagdo da unidade glicosidica (Figura 79).

O espectro de dicroismo circular de (138) (Figura 80), registrado na regido A 220-400
nm, apresentou efeito Cotton positivo (Ae = + 6,41) em A 331,6 nm (Tabela 14), o que
permite estabelecer a estereoquimica absoluta do C-2 como R. De acordo Slade e
colaboradores (2005), um efeito Cotton positivo para bandas de absor¢do na faixa de
comprimentos elevados (320-340 nm) indica configuragdo 2R para C-2 de dihidroflavonois.

A andlise dos dados espectrométricos do composto (138) e a comparagdo dos
deslocamentos quimicos obtidos dos espectros de RMN 'H e de RMN "°C - DEPTQ de (138)
com os descritos na literatura na literatura (HUANG et al., 2011), permitiram identifica-lo
como o flavanonol glicosilado  engeletina  (re/-2R,3S-5,7,4"trihidroxi-3-O-a-L-
ramnopiranosilflavanonol) (Tabela 13).

Engeletina ¢ um flavonodide inédito na familia Myrtaceae, sendo anteriormente isolado
de raizes de Andira fraxinifolia Benth. (Fabaceae) (SILVA et al., 2006) e de folhas de
Engelhardia roxburghiana Wall. (Juglandaceae) (HUANG et al., 2011). Estudos relatam que
este flavonol glicosilado demonstrou potencial na prevengdo e tratamento de complicacdes
diabéticas (WIRASATHIEN et al., 2007), além de apresentar a¢do antiinflamatéria (HUANG
etal.,2011).
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Tabela 13. Dados espectroscopicos de (138) (CD;OD) comparados com os da literatura
(HUANG et al., 2011 - CD;OD), deslocamento quimico em o (ppm) e constante de
acoplamento (/) em Hz.

(138) ENGELETINA
3C- DEPT-Q (125 MHz) 3H (500 MHz) 3C (100 MHz) 3H (400 MHz)
C
4 194,71 - 196,05 -
5 164,11 - 165,47 -
7 167,18 - 168,53 -
9 162,76 - 164,10 -
10 101,12 - 102,20 -
I 127,21 - 128,58 -
4 158,07 - 159,42 -
CH
2 82,47 5,16 (d; J = 10,9) 83,83 5,13 (d; J = 10,8)
3 77,30 4,65 (d; J=10,9) 78,66 4,62 (d; J=10,8)
6 95,99 5,95 (s) 97,39 5,92 (d; J = 1,6)
8 94,88 5,93 (s) 96,25 5,89 (d; J = 1,6)
2 128,69 7,39 (d; J = 8.,2) 130,05 7,36 (d; J = 8.,4)
3 115,00 6,87 (d; J = 8.5) 116,41 6,85 (d; J = 8.,4)
5¢ 115,00 6,87 (d; J = 8.5) 116,41 6,85 (d; J = 8.,4)
6" 128,69 7,39 (d; J = 8.,2) 130,05 7,36 (d; J = 8.,4)
1” 100,85 4,03 (s) 102,48 3,99 (s)
27 70,37 4,30 (m) 71,74 4,30 (m)
3” 70,72 3,69 (dd, J=9.5; 2.9) 72,12 3,67 (dd, J=9,2; 2.8)
47 72,38 3,53 (s1) 73,76 3,50 (s)
5 69,13 3,34 (s) 70,50 3,34 (s)
CH,
6” 16,49 1,21 (d; J=6,2) 17,85 1,19 (d; J = 6,0)
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Tabela 14. Dados do espectro do dicroismo circular obtidos para substancia (138).

A (nm) DC (medg)

395,9 0
331,6 6,41
310,4 0
2929 -17,01
269 0
254 2,71
244.4 2,02
236,2 4,07
231,5 1,88
v ¥ OU| T OER T
10000
9000
I N
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© in § 3000
T - {
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I | I T
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T \D \D T \DD T c\ D\ = C\’ Dc\—‘ T T T T = T T \7-1000
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4.0
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Figura 74. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;0D) da substancia (138).
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Figura 75. Expansdo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;0D) da substincia (138) na
regido entre oy 0,92-1,42 ppm.
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Figura 76. Expansdo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;0D) da substincia (138) na
regido entre oy 3,20-4,10 ppm.
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Figura 78. Expansdo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;0D) da substincia (138) na
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Figura 79. Espectro de RMN “C-DEPTQ (125 MHz, CD;0D) da substancia (138).

20

15 4

10 -
5 - ////’/'-\\\~\\~\\~\____>
0

-10 4

CD (medg)

-15 4

B
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Wavelength (nm)

Figura 80. Espectro de dicroismo circular obtido para a substancia (138) (dados obtidos em
MeOH, a 20 °C, na concentragdo de 0,042 mg/mL).

5.1.11. Identificacao estrutural da substancia (139)
A fragdo diclorometano do extrato etandlico de caule e galhos de Myrcia ovata foi

submetido a coluna cromatografica fornecendo 27,9 mg da substancia (139) que foi obtida
como um solido branco amorfo, solivel em cloroférmio, apresentando faixa de fusdo de 136-
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138 °C. (Fluxograma 9, pag. 35). A féormula estrutural foi definida com base na analise dos
espectros e consideragdes biossintéticas (Item 5.2.3, pags. 132 e 133).

O espectro do RMN 'H deste material (Figura 81) mostrou sinais caracteristicos de
hidrogénios de esterdide. Verificou-se dois multipletos em oy 5,37 e 3,54, referentes aos
hidrogénios do carbono carbindlico H-3 e olefinico H-6, respectivamente. Apresentou ainda,
sinais entre oy 0,70 e 2,30 atribuidos aos hidrogénios ligados aos carbonos dos grupos
metilicos, metilénicos e metinicos do grupo esteroidal.

O espectro de RMN BC-DEPTQ de (139) (Figura 82) exibiu dois sinais na regido dos
carbonos spz, Ocu 121,72 e d¢ 140,77, sendo atribuidos ao C-6 e C-5, respectivamente. Estes
sinais sugerem a existéncia de uma dupla ligagdo caracteristica de certos esteroides.

A comparagdo dos dados espectrais da substancia (139) com os do esterdide B-
sitosterol (24a-etil-colestan-5-eno-3B-ol) descritos na literatura (KOJIMA et al, 1990)
apontaram para a identidade entre as duas substancias (Tabela 15).

B-sitosterol € um micro-nutriente natural que pode ser encontrado nas células e
membranas de todas as frutas, legumes, graos, sementes e arvores produtoras de 6leo vegetal
(SEN et al., 2012). O isolamento deste fitosterol tem sido relatado para varias plantas, entre
elas, Myrcia rotundifolia (Myrtaceae) onde foi obtido a partir do estudo fitoquimico de seu
caule (CERQUEIRA, 2002).

Estudos experimentais t€ém demonstrado eficdcia deste esteroide como agente
antiinflamatoério, antipirético (GUPTA et al, 1980), inibidor de absor¢do de colesterol
(SHEFER et al., 1988), anti-cancer (AWAD et al., 2007, BHASKAR et al., 2010), inseticida
(RAHUMAN et al, 2008), anti-diabético, anti-oxidante (KARAN et al, 2012) e
antimicrobiano (SEN et al., 2012).
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Tabela 15. Dados espectroscopicos de (139) (CDCl;) comparados com os da literatura

(KOJIMA et al.,, 1990 - CDCl;), deslocamento quimico em o (ppm) e constante de
acoplamento (/) em Hz.

(139)
(139) B-sitosterol
6C-DEPT-Q (125MHz) 6H (500 MHz) oC (100 MHz) 6H (400 MHz)
C
5 140,77 - 140,7 -
10 36,51 - 36,5 -
13 42,30 - 42,3 -
CH
3 71,81 3,54 (m) 71,8 3,52 (m)
6 121,72 5,37 (m) 121,7 5,35 (m)
8 31,91 - 31,9 -
9 50,15 - 50,1 -
14 56,78 - 56,8 -
17 56,06 - 56,0 -
20 36,16 - 36,1 -
24 45,85 - 45,8 -
25 29,17 - 29,1 -
CH,
1 37,27 - 37,2 -
2 31,66 - 31,6 -
4 42,30 - 42,3 -
7 31,93 - 31,9 -
11 21,09 - 21,1 -
12 39,79 - 39,8 -
15 24,31 - 24,3 -
16 28,26 - 28,2 -
22 33,96 - 33,9 -
23 26,09 - 26,0 -
28 23,18 - 23,0 -
CH;
18 11,87 0,70 (s) 11,9 0,68 (s)
19 19,41 1,03 (s) 19.4 1,01 (s)
21 18,79 0,94 (d; J=6,5) 18,8 0,92 (d; J=6,5)
26 19,83 0,86 (d; J=16,9) 19,8 0,83 (d; J=16,5)
27 19,05 0,84 (d; J=16,9) 19,0 0,81 (d; J=6,5)
29 11,99 0,87 (m) 12,0 0,84 (t; J=17,5)
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Figura 81. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) da substancia (139).
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5.1.12. Identificacao estrutural da substancia (140)

Sucessivas cromatografias em silica gel da fracao diclorometano do extrato etandlico
de caule e galhos de Myrcia ovata , forneceu 2 mg de 6leo de coloracdo amarela, solivel em
cloroférmio, que foi denominado de (140) (Fluxograma 9, pag. 35). A formula estrutural foi
definida com base na andlise dos espectros e consideragdes biossintéticas (Item 5.2.1, pags.
130 e 131).

O espectro de absor¢do na regido do IV de (140) (Figura 83) apresentou banda de
absor¢do em 3235 cm’ relacionada a presenca de hidroxila (vop), bandas em 2959, 2925 e
2855 cm™ associadas a C-H saturado (vcy), uma banda em 1663 cm™ referente provavelmente
a carbonila conjugada de aldeido com oxigénio participando de ligacdo de hidrogénio
intramolecular (vc—o), banda em 1383 cm’ sugerindo a presenga grupamento dimetila
geminado (Visc-c.chs), além de bandas em torno de 1605-1437 cm’! indicativas da presenga
de anel aromatico (vg).

A anilise do espectro de RMN 'H (Figuras 84 a 87) sugeriu a presenca de um niicleo
naftalénico tetrassubstituido devido aos sinais de quatro hidrogénios de sistema aromatico na
forma: de dois dubletos em oy 7,41 (J = 7,1 Hz; H-6) e 7,23 (1H, J = 7,3 Hz; H-7) (Figura
87); e dois singletos em oy 8,47 (H-1) e 7,47 (H-4) (Figura 84). Além disso, o espectro de
RMN 'H mostrou um singleto integrando para trés hidrogénios em &y 2,61 (Figura 84)
indicando a presenca de um grupo metilico ligado a anel aromatico. Foi verificado, também,
um dubleto em oy 1,43 (J = 6,8 Hz; CH3-13 ¢ CH;3-14) (Figura 85) e um multipleto em oy
3,75 (H-12) (Figura 86) que indicaram a existéncia de um grupo isopropilico na féormula
estrutural de (140), bem como, sinais em oy 10,38 e 10, 16 referentes a hidroxila fendlica
(OH-3) e hidrogénio (H-11) de grupo aldeido, respectivamente (Tabela 16).

O espectro de RMN "“C-DEPTQ de (140) (Figura 88) revelou a presenca de dois
sinais referentes a grupos metilicos, sendo um em dcys 19,58 e outro em Ocps 23,72, este
ultimo relativo a dois carbonos metilicos quimicamente equivalentes. Além desses,
apresentou sinais de carbonos metinicos em dcy 133,87; 130,83; 120,04; 109,74 e 28,60;
sendo os quatro primeiros atribuidos a carbonos de sistemas aromaticos € o ultimo sinal
referente a carbono do grupo isopropilico. Foram detectados, também, seis sinais de carbonos
nao hidrogenados de sistema aromatico em o¢ 121,62; 125,59; 131,09; 138,42; 144,58 ¢
155,27. Dentre esses sinais, o ultimo apresentou-se mais desprotegido o que permitiu sugerir a
presenca de um carbono oxigenado. Outro sinal foi observado em dcy 196,99 referente a
carbono carbonilico de aldeido (Tabela 16). Esses dados indicaram a presen¢a de um nucleo
naftalénico tetrassubstituido validando a proposta desta formula estrutural anteriormente
sugerida através da analise do espectro de RMN 'H (Figuras 84 e 87).

O espectro de RMN bidimensional HSQC (Figuras 89 a 90) possibilitou a correlacao
de cada sinal de hidrogénio ao seu respectivo sinal de carbono como observado na Tabela 16.

O espectro de RMN bidimensional HMBC (Figuras 92 a 95), além de mostrar outras
correlagdes importantes para identificagdo da formula estrutural, permitiu constatar a ligagao
do grupo isopropilico em um anel aromatico através da correlagio (*Jcp) entre o dubleto em
Ou 1,43 (CH3-13 e CH3-14) e os sinais em O¢ 144,58 (C-8) e 6¢ 23,72 (CH3-13 e CH3-14)
(Figura 93). O multipleto em oy 3,75 (H-12), atribuido a hidrogénio de carbono metinico,
apresentou correlagdes a trés ligagdes (Jcn) com os sinais em 8¢ 23,72 (CHs-13 e CH3-14) e
Scu 120,04 (C-7); e a duas ligagdes (“Jen) com o sinal em 8¢ 144,59 (C-8) (Figura 93)
consolidando, deste modo, a proposta da ligacdo do grupo isopropilico com anel aromatico e
permitindo posicionar este grupo vizinho a carbono metinico (C-7) de sistema aromatico. A
correlagdo (*Jcn) observada entre o singleto em oy 2,61 (CH3-15) e os sinais em 6¢ 138,42 (C-
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10) e 8¢ 130,83 (C-6), bem como a correlacio (*Jcy) deste singleto com o sinal em 8¢ 131,09
(C-5) permitiram confirmar a ligacdo do grupo metilico com anel aromatico (Figura 93).

A andlise do espectro de HMBC possibilitou, ainda, a localizagdo da hidroxila no
carbono de sistema aromatico (C-3) que foi evidenciada pelas correlagdes de OH-3 (dy 10,38)
a trés ligagdes (CJen) com C-2 (8¢ 121,62) e C-4 (dcn 109,74); e a duas ligagdes (*Jcp) com o
C-3 (8¢ 155,27). Além disso, através das correlagdes (3JCH) de H-11 (dy 10,16) com o C-3 ¢
de H-1 (dy 8,47) com o C-11 (8¢ 196,99), foi possivel posicionar o grupo aldeido entre um
carbono hidroxilado (C-3) e um metinico (C-1), ambos pertencentes a sistema aromatico
(Figura 95).

A formula molecular C;sH;¢O,, para (140), foi deduzida com base na andlise das
informacdes obtidas acima, como mostra a Tabela 16, e pelo pico observado no espectro de
massas em m/z 228 (69,73%) (Figura 96). As propostas de fragmentacdo estdo ilustradas na
Figura 97. O indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a oito, calculado a partir da
formula molecular, confirmou a existéncia de um sistema naftalénico na formula estrutural.

A analise dos dados espectrométricos da substancia (140) e a comparagao destes dados
com os do acido cadalen-15-6ico (141) e do 5-metil-8-isopropopil-2-naftalenocarboxaldeido
(142) descritos na literatura (FANG et al., 1987, DELGADO et al., 2001) permitiram
identifica-lo como 7-hidroxicadalenal (3-hidroxi-8-isopropil-5-metil-2-naftaldeido) (Tabela
16). A referida substancia foi anteriormente obtida de Ulmus rubra Muhl. (FRACHEBOUD
et al., 1968) e U. glabra Huds.(Ulmaceae) (BURDEN et al., 1984), mas seus dados de RMN
'H ¢ RMN "°C sio relatados pela primeira vez. O sesquiterpeno 7-hidroxicadalenal (140)
apresentou atividade antifungica contra Chondrostereum purpureum (Pers.) Pouzar (1959) e
Coriolus versicolor (L.) Quél. (1886) (BURDEN et al., 1984).
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Tabela 16. Dados espectroscopicos de (140) comparados com os do dacido cadalen-15-6ico (141) e do 5-metil-8-isopropopil-2-
naftalenocarboxaldeido (142) descritos na literatura (FANG et al., 1987; DELGADO et al., 2001- CDCl3), CDCI3 como solvente, deslocamento
quimico em o (ppm) e constante de acoplamento (J) em Hz.

(141) (142)
(141) (142) (140)
1
3¢ (125 MHz) 3y (400 MHz) HSQC (J) HMBC
3c (125MHz) &y (400 MHz) 2Jen *Jen
C
2 125,72 - 121,62 - - H-4, OH-3
3 - - 155,27 - OH-3 H-1, H-11
5 132,16 - 131,09 - 3H-15 H-4
8 144,78 - 144,58 - H-12 3H-13, 3H-14, H-6, H-1
9 130,68 - 125,59 - - H-7, H-4
10 135,72 - 138,42 - - 3H-15, H-6, H-1
CH
1 128,01 8,66 (d, J=1,2) 133,87 8,47 (s) - -
3 124,69 7,98 (dd, J=8,8; 1,2) - - - -
4 125,42 8,13 (d, J=8,8) 109,74 7,47 (s) - OH-3
6 129,34 7,46 (d, J=17.2) 130,83 741 (d, J=17,1) H-7 3H-15
7 122,44 7,42 (d, J=172) 120,04 723 (d, J=17.3) - H-12
11 172,03 10,20 (s) 196,99 10,16 (s) - H-1
12 28,42 3,84 (septet, J = 6,8) 28,60 3,75 (m) 3H-13, 3H-14 H-7
CH,
Me-13 23,78 1,43 (d, J=6,3) 23,72 1,43 (d, J=6,3) - 3H-14, H-12
Me-14 23,78 1,43 (d, J=6,8) 23,72 1,43 (d, J=6,3) - 3H-13, H-12
Me-15 19,40 2,70 (s) 19,58 2,61 (s) - H-6
OH

OH-3 - - - 10,38 (s) - -
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Figura 97. Propostas de fragmentacdo da substancia (140).
5.1.13. Determinac¢ao estrutural do derivado (143)

A incorporagdo de iodo em flavonoides tem sido utilizada para obter precursores
sintéticos de biflavondides através reacao radicalar (ALI & ILYAS, 1986; SILVA et al.,
2009). Considerando essa informagdo, escolheu-se a substincia (126) para obtencdo de
derivado iodado por ser o flavonoide mais abundante em Myrcia ovata (Fluxogramas 3 ¢ 4,
pags. 27 e 28, respectivamente) e pelo fato de ser um excelente substrato para a
funcionalizacdo da posicao 8 livre do seu anel A.
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A reacao do flavonoide 6-metiltectocrisina (126) na presenga de I,/KOH em metanol
forneceu 53,5 mg do derivado (143) (Figura 98) sendo obtido como cristais amarelos em
forma de agulhas, soltvel em cloroférmio, apresentando faixa de fusao de 209 — 212 °C.

O espectro de absor¢do na regidao do IV de (143) (Figura 99) revelou banda de
absor¢do em 3458 cm™ associada a presenca de hidroxila (voy), bandas em 3065 e 3009 cm’™
referentes a C-H de sistema aromatico (vepsp’), bandas em torno de 2966-2795 cm’
relacionadas a C-H saturado (vcysp®), banda em 1641 cm™ referente a carbonila conjugada
(Vc—o), banda em 1350 cm ' atribuida a hidroxila fenélica (Son), além de bandas em torno de
1492-1425 cm™ indicativas da presenca de anel aromatico (Vo)

O espectro de RMN 'H (Figura 100) apresenta sinais de substituicio para o padrio de
flavona. Verificou-se a auséncia de singleto em oy 6,54 referente a H-8 presente em (126)
(Tabela 17), sugerindo que houve incorporagao de iodo com substitui¢cao nucleofilica de H-8.
A presenga de quatro substituintes no anel-A, além do iodo, a hidroxila quelada (6y 13,08), a
metila (dy 2,30) e a metoxila (6y 3,90). O hidrogénio metinico H-3 (6 6,81), caracteristico de
flavona (FOSSEN & ANDERSEN, 2006). Os demais sinais detectados no espectro de
hidrogénio (Figura 100) e carbono-13 (Figura 101) juntamente com os valores detectados no
espectro de massas (Figura 102) ¢ os fragmentos obtidos a partir deste (Figura 103),
confirmaram a formacao do produto da reagdo. A Tabela 17 mostra a atribuicao dos dados de
RMN 'H ¢ "°C do produto.

Além dos sinais no espectro de RMN “C-DEPTQ (Figura 101) esperados para o
produto (143) observaram-se algumas modificagdes. A auséncia de sinal em ocy 89.4,
referente ao carbono metinico C-8 presente na féormula estrutural de (126) (Tabela 17), e o
aparecimento de sinal em d¢ 67,78 evidencia em (143) a existéncia de carbono quaternario (C-
8) ligado a atomo de iodo, esta protecdo acontece devido a densidade eletronica do iodo sobre
esse carbono diminuindo o valor do deslocamento quimico.

A analise dos dados espectrométricos da substancia (143) e a comparagdo destes dados
com os da 6-metiltectocrisina (126) e de 8-iodo-5-hidroxi-3,7,3',4'-tetrametoxi-flavona (144)
(CARVALHO et al., 2009) permitiram confirmar a formula estrutural proposta para 8-i0do-6-
metiltectocrisina (Tabela 17) registrados pela primeira vez na literatura. A identificagdo pdde
ser confirmada, inclusive, pelo pico observado no espectro de massas em m/z 408 (100%)
(Figura 102), compativel com féormula molecular da referida flavona (C,7H;304]).
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Tabela 17. Dados espectroscopicos de (143) comparados com os da 6-metiltectocrisina (126)
e de 8-iodo-5-hidroxi-3,7,3',4'-tetrametoxi-flavona (144) (CARVALHO et al., 2009), CDCl;
como solvente, deslocamento quimico em 6 (ppm) e constante de acoplamento (J) em Hz.

OH O
(126): R=H
(143): R=1
(143) (126) (144)
dc- DEPT-Q oH ¢ - DEPT-Q oH 3c- DEPT-Q oH
(100 MHz) (400 MHz) (125MHz) (500 MHz) (75 MHz) (300 MHz)

C

2 164,54 - 163,54 - 156,15 -

3 - - - - 139,01 -

4 182,91 - 182,42 - 178,64 -

5 160,55 - 158,41 - 163,34 -

6 116,06 - 109.18 - - -

7 164,06 - 163,52 - 163,99 -

8 67,78 - - - 60,98 -

9 154,04 - 156,00 - 156,15 -

10 108,51 - 105,44 - 106,56 -

I 130,84 - 131,41 - 122,97 -

3 - - - 149,08 -

4 - - - 151,79 -
CH

3 105,42 6,81 (s) 105,92 6,71 (s) - -

6 - - - - 95,45 6,42 (s)

8 - - 89,41 6,54 (s) - -

2 126,77 8,09 (m) 126,21 7,92 (m) 111,61 7,28 (d; 1,8)
3 129,34 7,60 (m) 129,05 7,56 (m) - -

4 132,36 7,60 (m) 131,70 7,56 (m) - -

5 129,34 7,60 (m) 129,05 7,56 (m) 111,17 7,03 (d; J=8.7)
6° 126,77 8,09 (m) 126,21 7,92 (m) 123,21 8,06 (dd; J = 1,8; 8,7)

CH;

Me-6 9,24 2,30 (s) 7,31 2.14 (s) - .
MeO-3 - - 60,23 3,91 (s)
MeO-7 61,04 3,90 (s) 55,93 3.96 (s) 57,18 3,98 (s)
MeO-3 - - - - 56,34 4,01 (s)
MeO-4° - - - - 56,20 3,99 (s)

HO-5 - 13,08 () - 12.81 () - 12,92 (s)
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CH30OH

KOH
Temperatura
ambiente, 3h

6-metiltectocrisina (126) 8-iodo-6-metiltectocrisina (143)

ETAPA 1 - Formag&o do substituinte fenoxi - Forte orientador orto-para.

»

K"'OH"

ETAPA 2 - Substituicao aromatica eletrofilica (Halogenagao).

8-iodo-6-metiltectocrisina (143)

Figura 98. Mecanismo proposto para a formagao do derivado (143).
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Figura 103. Propostas de fragmentagdo da substancia (143).

5.2. Propostas Biossintéticas para os Constituintes Quimicos Nao-Volateis Obtidos de
Mpyrcia ovata Cambess.

Uma das principais consideragdes em determinagdo estrutural ¢ o conhecimento da
biossintese das diferentes classes de metabdlitos secundarios. Em véarios casos seria dificil
elucidar as formulas estruturais dos constituintes isolados somente com as andlises de dados
fisicos e quimicos. As informagdes biossintéticas permitem prever padrdes de substituicao
mais frequente que juntamente aos métodos fisicos de andlise orgénica, chegam-se as
formulas estruturais dos constituintes (COSTA, 2003). Portanto, incluimos este topico para
auxiliar na identificacdo das férmulas estruturais das substincias ndo-volateis obtidas Myrcia
ovata Cambess. A seguir, sdo apresentadas as propostas biossintéticas paras esses
constituintes quimicos.

5.2.1. Sesquiterpeno 7-hidroxicadalenal (140)

Os sesquiterpenos formam uma familia estruturalmente diversa de compostos naturais
que podem ser encontrados em plantas, fungos e algas. H4 um grande niimero de formulas
estruturais de sesquiterpenos conhecidas com diferentes régio- e estereoquimica. Devido a
grande variedade de fung¢des bioquimicas em organismos, tais como atividades
antimicrobianas, antifingicas, herbicidas e hormonais, muitos destes compostos encontraram
uso como medicamentos, pesticidas, fragrancias e sabores (COSTA, 1994; YOSHIKUNI et
al., 2006).
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O precursor dos sesquiterpenos ¢ o farnesil-pirofosfato que ¢ formado pela
condensagdo cabeca-cauda de uma molécula de geranil-pirofosfato com uma molécula de
isopentenil- pirofosfato. Repetidas isomerizagdes a partir do cation E,E-farnesila, obtido da
ionizagdo do farnesil-pirofosfato, fornece o cation E,Z-farnesila que dependendo do tipo de
cicliza¢ao pode originar varios cations, entre eles o cis-germacrila. Esse cation, apos etapas de
ciclizagdo adicional, migragdes-1,3 e 1,2 de hidrogénios, desidrogenagdes e oxidagdes, pode
formar o 7-hidroxicadalenal (140) (NABETA et al., 1994; DEGENHARDT et al., 2009;
DEWICK, 2009) (Figura 104).
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Figura 104. Proposta de rota biossintética para o sesquiterpeno 7-hidroxicadalenal (140)
(NABETA et al., 1994, DEGENHARDT et al., 2009; DEWICK, 2009).

5.2.2. Triterpenos freidelina (129), lupeol (130), a- (131) e f-amirina (132)

Os triterpenos constituem um amplo grupo de produtos naturais derivados do escaleno
ou do 6xido de escaleno. Estes terpenos ndo sdo formados pelo processo habitual de adi¢cdo de
uma unidade de isopentenil-pirofosfato a cadeia ja existente, mas sdo formados a partir da
ligacdo cauda-cauda entre duas moléculas de farnesil-pirofosfato (MALHEIROS & NIERO,
2009). A condensagdo entre essas moléculas fornece o escaleno. Como resultado da ciclizagao
do 6xido de esqualeno em sua forma cadeira-cadeira-cadeira-bote ocorre a formagao do cation
dammarenil e, conseqiientemente, o cation lupenil que pode ser estabilizado pela formagao de
um novo anel de cinco membros gerando compostos do tipo lupeol (130). O cation lupenil
também pode ser estabilizado pela formacao do anel de 6 membros, gerando o cétion oleanil.
A partir desse cation podem ser formados os triterpenos friedelina (129), a- (131) e B-amirina
(132) através de uma série de migragdes de hidrogénios e/ou grupos metila (rearranjos
Wagner-Meerwein) e desprotonacdes (DEWICK, 2009; WANG et al., 2010) (Figura 105).
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Figura 105. Proposta de rota biossintética para os triterpenos freidelina (129), lupeol (130), a-
(131) e B-amirina (132) (Adaptado de DEWICK, 2009; WANG et al., 2010).

5.2.3. Fitoesterol B-sitosterol (139)

Fitoesterois (esterdis e estandis vegetais) sdo compostos encontrados em todos os
alimentos de origem vegetal. Suas formulas estruturais sao semelhantes a do colesterol,
esterol encontrado em grande quantidade nos animais. Existem mais de 200 diferentes
fitoesterois, e os mais altos teores dessas substancias sdo encontrados em 6leos vegetais, graos
de cereais, nozes, legumes e frutas. Um dos mais abundantes na dieta humana ¢ o sitosterol
(139). Os fitoesterois sao conhecidos para ter varias propriedades bioativas que podem ter um
impacto sobre a saide humana (TRAUTWEIN & DEMONTY, 2007).

O mecanismo exato de formagado do fitoesterol B-sitosterol (139) varia de acordo com
o organismo, mas ¢ geralmente desenvolvida via cicloartenol. Os fitoesterdis sdo formados a
partir da ligacdo cauda-cauda entre duas moléculas de farnesil-pirofosfato. A condensacdo
entre essas moléculas fornece o escaleno que ao sofrer oxidagdo produz o 6xido de esqualeno.
Esse triterpeno oxigenado, em sua forma cadeira-cadeira-cadeira-bote, forma o cicloartenol,
apos etapas que envolvem ciclizagdes, migracdes Wagner-Meerwein de hidrogénios e grupos
metila, e formagdo de anel ciclopropano. O cicloartenol, por sua vez, depois de uma sequéncia
de etapas de metilacdes, oxidagdes, desmetilacdes e isomerizagdes gera o P-sitosterol (139)
(DEWICK, 2009) (Figura 106).
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Figura 106. Proposta de rota biossintética para o fitoesterol B-sitosterol (139) (Adaptado de
HE et al., 2007; DEWICK, 2009).

5.2.4. Flavonoides 6-metiltectocrisina (126), tectocrisina (127), 8-metiltectocrisina (128),
2,5-dihidroxi-6-metil-7-metoxiflavanona (133), 2,5-dihidroxi-8-metil-7-metoxiflavanona
(134), astilbina (135), quercetina (136) e engeletina (138)

Os flavonoides representam um dos grupos fenodlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos naturais (ZUANAZZI & MONTANHA, 2010).

O esqueleto basico destes metabdlitos especiais, dois anéis aromaticos conectados por
uma ponte de trés carbonos (C6-C3-C6), ¢ formado a partir de rotas biossintéticas distintas: a
do 4cido chiquimico (fenilalanina) e a do acetato, via dcido malonico. A primeira participa
para a formacao dos flavonoides com o éster 4-hidroxicinamoil-CoA contribuindo com o anel
B. Enquanto a segunda via metabolica participa com a condensagdo de Claysen de trés
unidades de malonil-CoA seguidas de descarboxilacdes fornecendo o anel A. A juncdo das
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duas unidades se da pela substituicdo nucleofilica a carbonila no 4-hidroxicinamoil-CoA
através do enolato do anel A (DEWICK, 2009; SANTOS, 2010).

A extensdo de cadeia de 4-hidroxicinamoil-CoA com trés moléculas de malonil-CoA
proporciona inicialmente um policetideo que sofre reagdes de ciclizacdo e aromatizagdo
resultando na formagao do anel A e gerando as chalconas, primeira sub-classe de flavonoides
(DAVIES & SCHWINN, 2006). As chalconas atuam como precursoras para uma vasta
extensdo de derivados de flavonoides encontrados por todo reino vegetal. A adi¢ao de
Michael 1,4 ao carbono do sistema carbonilico o, insaturado das chalconas produz as
flavanonas com formagao do anel C. A partir do esqueleto basico de flavononas podem ser
formados uma variedade de flavonoides (Ex.: flavonas, flavonol, falvononol, antocianidinas
etc). Modificagdes no padrdo de hidroxilagdo nos dois anéis aromaticos podem acontecer.
Geralmente ocorrem nas flavonas ou diidroflavononol. Podem ocorrer também metilagao,
dimetilalilacdo e glicolisagdo aumentando assim a variedade estrutural destes compostos
(VELISEK et al., 2008; DEWICK, 2009) (Figura 107).

Em alguns casos, a formacdo do anel B ¢ realizada com a participa¢do da cinamoil-
CoA resultando na sintese de flavonoides com grupo fenilico ndo substituido (YAN et al.,
2005). Este tipo de anel pode ser encontrado nos flavonoides obtidos de espécies de
Myrtaceae. As plantas dessa familia também sdo caracterizadas pela ocorréncia de
flavonodides C-metilados que apresentam grupo metila no anel obtido a partir da via do
acetato, para isso tém como precursor biossintético o metilmalonil-CoA. Para os C-metilados
que possuem um grupo metilico, a rota biossintética envolve a utilizagdo de uma unidade de
metilmalonil-CoA e duas de malonil-CoA. As chalconas C-metiladas formadas podem existir
em formas isoméricas, somente apos a isomerizagdo da chalcona a flavanona a posi¢ao do
grupo metila pode ser fixada no C-6 ou C-8 do flavonoide gerado (SCHRODER et al., 1998)
(Figura 107). Os flavonoides C-metilados sdo raros e, portanto, revelam uma caracteristica da
quimica da familia Myrtaceae (MAYER, 1990; AMARAL et al., 2001; MUSTAFA, 2003a).
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Figura 107. Proposta de rota biossintética para os flavonoides 6-metiltectocrisina (126), tectocrisina (127), 8-metiltectocrisina (128), 2,5-
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2010).
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5.2.5. Derivado de acido clorogénico 4,5-di-O-cafeoilquinato de metila (137)

Os acidos clorogénicos sao acidos fenolicos, subclasse de uma categoria mais ampla
de metabdlitos secundarios de plantas, denominados compostos fendlicos ou ainda polifenois.
Sao formados pela esterifcagdo do 4acido quinico com um dos seguintes acidos trans-
cindmicos: o acido cafeico (3,4-di-hidroxicinamico), o feralico (3-metoxi, 4-hidréxi), sindpico
(3,5-dimetoxi, 4-hidréxi) ou o 4-cumarico (4-hidroxi) (OLIVEIRA & BASTOS, 2011).
Geralmente, os acidos clorogénicos podem ser subdivididos em grupos de monoésteres do
acido caf€ico, acido p-cumarico e acido fertlico; di, tri e tetra-ésteres do acido caféico;
combinagdo de di-ésteres do acido caféico e ferulico e de di-ésteres do acido caféico e
sindpico; e combinagdes de ésteres do acido caféico e de acidos oxalicos, succinicos e
glutéaricos (CLIFFORD, 1999; CLIFFORD, 2000).

Os acidos fenodlicos de plantas sdo sintetizados a partir de fenilalanina e tirosina, pela
rota do acido chiquimico, que converte os precursores de carboidratos simples, derivados da
glicolise e da via da pentose fosfato (fosfoenolpiruvato e D-eritrose-4-P, respectivamente), em
aminoacidos aromaticos. A enzima fenilalanina amoénia liase (PAL) atua na L-fenilalanina
retirando uma molécula de amodnia deste aminoacido aromatico, dando origem ao &cido
cindmico que ao ser hidroxilado no C-4 forma o 4cido 4-cumarico. Este acido fendlico pode
existir na planta na forma livre e numa variedade de formas esterificadas, como por exemplo,
o acido p-cumarilquinico. Para que a reacdo de esterificacdo ocorra é necessario que o acido
4-cumarico seja, inicialmente, transformado numa forma adequadamente ativada, o éster deste
acido cinamico com a coenzima A. Deste modo, o acido p-cumarilquinico pode ser gerado a
partir da reacdo do 4-cumaril-CoA com o 4cido quinico que ¢ sintetizado pela reducdo do
acido 3-dehidroquinico, um metabolito intermedidrio da via do 4cido chiquimico. Diversos
derivados do 4cido clorogénico formado podem ser gerados apds sucessivas esterificagoes
com 4acidos cinamicos juntamente com hidroxilagdes e metilagdes (NIGGEWEG ef al., 2004;
FARAH et al ,2006; COMINO et al., 2007, KOSHIRO et al., 2007, DEWICK, 2009;
OLIVEIRA et al.,2011; PLAZAS et al., 2013) (Figura 108).
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5.3. Identificacdo dos Constituintes Quimicos Volateis de Oleos Essenciais de Folhas de
Mpyrcia ovata Cambess.

Os dois Oleos essenciais obtidos de folhas de Myrcia ovata Cambess.(OEMO-1 e
OEMO-2) (Fluxograma 1, pag. 23) tiveram suas composi¢cdes quimicas analisadas por
CG/EM (para identificacdo) e CG/DIC (para quantificagdo). A figura abaixo mostra as
formulas estruturais dos constituintes volateis identificados nos dleos de M. ovata. Somente
os compostos (87), (106) e (107) foram de ocorréncia comum na composi¢ao dos dois 6leos

analisados.
=
OH

e

(78) (81) (102)
qo!
h O i OH
(106) 107) 117) (145) (146)
(147) (148) (149) (150)

Figura 109. Formulas estruturais dos constituintes quimicos volateis identificados em o6leos
esséncias de folhas de Myrcia ovata.

5.3.1. Constituintes quimicos volateis de OEMO-1

A composi¢ao quimica de OEMO-1, o 6leo essencial obtido da primeira por¢ao de
folhas de Mpyrcia ovata Cambess., foi essencialmente constituido por monoterpenos
oxigenados (Tabela 18). Seis constituintes quimicos, representando 92,81% do 6leo essencial,
foram identificados, seus indices de reten¢do em coluna DB-5 e composi¢do percentual estao
listados na Tabela 18. Entre esses, foram identificados cinco monoterpenos oxigenados
(91,75%) e um sesquiterpeno oxigenado (1,06%). A andlise de OEMO-1 revelou, ainda, que
geranial (106) (Figura 116) ¢ o componente mais abundante (50,44%), seguido por seu
isomero neral (107) (Figura 115) (35,77%).

Os cromatogramas obtidos dos experimentos em CG/DIC e CG/EM encontram-se nas
Figuras 110 e 111, respectivamente. Os espectros de massa e as formulas estruturais dos
constituintes sao mostrados nas Figuras 112 a 117.
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Amostra de OEMO-1 foi avaliada em relagao a atividade larvicida frente a larvas do
mosquito Aedes aegypti. O teste foi realizado no Laboratério de Entomologia do Nucleo de

Endemias da Secretaria de Satide do Estado do Ceara (NUEND), Fortaleza-CE.

Tabela 18. Composi¢do quimica, indice de retencdo calculado através de regressao
linear(IR¢), indice de reten¢do obtido da literatura (IRp;r) (ADAMS, 2007), tempo de
retencdo obtido por CG/EM (TRcgiEm), percentagens dos componentes identificados e das
classes (%) no 6leo essencial resultante da hidrodestilagdo da primeira por¢do de folhas de

Myrcia ovata Cambess.(OEMO-1).

Componentes identificados IRc IRy T TRcgem Yo
Monoterpenos oxigenados 91,75
1,8-Cineol (145) 1020 1031 11,57 4,12
4-Terpineol (146) 1176 1177 16,98 0,34
a-Terpineol (102) 1190 1188 17,48 1,08
Neral (107) 1245 1235 19,36 35,77
Geranial (106) 1276 1267 20,46 50,44
Sesquiterpeno oxigenado 1,06
Oxido de cariofileno (87) 1575 1583 30,82 1,06
Total 92,81

Equacio da reta: Y = 28,81X + 851,67

Como pontos para gerar a reta foram utilizados os valores de IK; 1 e
TRcgem dos seguintes constituintes quimicos de OEMO-1: 1,8-cineol,

neral, geranial e 6xido de cariofileno.
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Figura 110. Cromatograma de 6leo essencial de folhas de Myrcia ovata OEMO-1 obtido no

experimento de CG/DIC.
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Figura 111. Cromatograma de 6leo essencial de folhas de Myrcia ovata OEMO-1 obtido no

experimento de CG/EM.

(145)

Figura 112. Espectro de massa do 1,8-cineol (145) (Tr = 11,57 min).
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Figura 113. Espectro de massa do 4-terpineol (146) (Tr = 16,98 min).
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Figura 114. Espectro de massa do a-terpineol (102) (Tr = 17,48 min).
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Figura 115. Espectro de massa do neral (107) (Tr = 19,36 min).
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Figura 116. Espectro de massa do geranial (106) (Tr = 20,46 min).
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Figura 117. Espectro de massa do 6xido de cariofileno (87) (Tr = 30,82 min).
5.3.2. Constituintes quimicos volateis de OEMO-2

Assim como em OEMO-1, na composi¢ao quimica de OEMO-2 (6leo essencial obtido
da segunda coleta de folhas de Mjyrcia ovata Cambess. ocorreu a predominancia de
monoterpenos oxigenados (Tabela 19). Dez compostos, representando 94,67% do oOleo
essencial foram identificados, seus indices de retengdo em coluna Factor Four/VF-5ms e
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composi¢ao percentual estdo listadas na Tabela 19. Destes, foram identificados seis
monoterpenos oxigenados (92,93%), trés hidrocarbonetos sesquiterpénicos (1,01%) e um
sesquiterpeno oxigenado (0,73%). OEMO-2 teve o geranial (106) (Figura 124) (51,38%)
como componente majoritario, seguido por neral (107) (Figura 123) (38,96%).

Os cromatogramas obtidos dos experimentos em CG/DIC e CG/EM encontram-se nas
Figuras 119 e 120, respectivamente. Os espectros de massa e as formulas estruturais dos
constituintes sao mostrados nas Figuras 120 a 129.

Amostra de OEMO-2 foi avaliada quanto a atividade carrapaticida contra larvas e
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus. Os ensaios foram executados no Laboratério
de Artropodes Parasitos (LAP) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora-
MG.

Tabela 19. Composicdo quimica, indice de retengdo calculado (IR¢), indice de retencdo
obtido da literatura (IRp;r) (ADAMS, 2007), tempo de retengdo obtido por CG/DIC
(TRcamic), percentagens dos componentes identificados e das classes (%) no 6leo essencial
resultante da hidrodestilacao de folhas frescas de Myrcia ovata Cambess., obtidas da segunda
coleta (OEMO-2).

Componentes identificados IRc IRyt TRcgpic %
Monoterpenos oxigenados 92,93
Linalol (78) 1103 1096 18,73 1,52
Exo-isocitral (147) 1149 1144 20,46 0,72
p-menta-1,5-dien-8-ol (148) 1180 1170 21,71 0,27
Neral (107) 1253 1235 24,50 38,96
Geranial (106) 1284 1267 25,69 51,38
Geraniato de metila (149) 1326 1324 27,19 0,08
Hidrocarboneto sesquiterpénico 1,01
B-Cariofileno (81) 1429 1419 30,78 0,47
o-trans-Bergamoteno (150) 1439 1434 31,11 0,14
(Z)-0-Bisaboleno (117) 1505 1507 32,86 0,40
Sesquiterpeno oxigenado 0,73
Oxido de cariofileno (87) 1595 1583 36,16 0,73
Total 94,67

142



505, -
1 §§
] A

300000

250000

150000
: g

100000 s

50000 3 = Hi 3 -
7 o — - e~
1 £ P gz 43 £
* E E‘l % RReRpIp |5 1
O e e e R
0 10 20 30 40 50

min

Figura 118. Cromatograma de 6leo essencial de folhas de Myrcia ovata OEMO-2 obtido no

experimento de CG/DIC.
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Figura 119. Cromatograma de 6leo essencial de folhas Myrcia ovata OEMO-2 obtido no

experimento de CG/EM.
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Figura 120. Espectro de massa do linalol (78) (Tr = 16,24 min).
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Figura 121. Espectro de massa do exo-isocitral (147) (Tr = 17,79 min).

(0000
105 5 [ ¥
‘ N

05 OH

f3

‘ ‘ ; (148)
00 | 4I5 5|l . 6.0 6|5 L1 | | 19
A T T I B T B B N N B B I R B B |
40 00 50 600 6.0 100 70 800 8.0 0 %0 mo 10 om0 10 1

Figura 122. Espectro de massa do p-menta-1,5-dien-8-ol (148) (Tr = 19,02 min).
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Figura 123. Espectro de massa do neral (107) (Tr = 21,38 min).
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Figura 124. Espectro de massa do geranial (106) (Tr = 22,45 min).
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Figura 125. Espectro de massa do geraniato de metila (149) (Tr = 23,92 min).
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Figura 126. Espectro de massa do B-cariofileno (81) (Tr = 26,90 min).

00

1 7 9

4 a

05 i 150) o
5 3 1% 0

% | | i ]

] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ]
B0 S0 om0 00 &0 M0 B0 M0 /0 N0 K0 W0 M0 M0 150 10

Figura 127. Espectro de massa do a-trans-bergamoteno (150) (Tr = 27,25 min).
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Figura 128. Espectro de massa do (Z)-a-bisaboleno (117) (Tr = 29,30 min).

145



(x10000)
1 1

05
5 89

0n||| |.| Ll(il |‘|

A A N e

00 W T8 W m

8 109

%

‘ 0

1 | 1% 18

|'||”| Ihl! Lol 1] il a 1]
10 n

T T T ] T
13 L] 150 160 1 180

Figura 129. Espectro de massa do 6xido de cariofileno (87) (Tr = 31,96 min).

Os dois o6leos essenciais obtidos por hidrodestilagdo a partir de folhas de M. ovata
apresentaram valores de rendimentos proximos, 0,9 e 0,86% (m/m) para OEMO-1 e OEMO-
2, respectivamente (Item 4.4, pag. 22).

As andlises em CG/EM e CG/DIC revelaram perfis quimicos semelhantes para
OEMO-1 (Tabela 18, pag. 139) e OEMO-2 (Tabela 19, pag. 142). Os oleos apresentaram altas
concentragdes de monoterpenos oxigenados (91,75 e 92,93%), sendo OEMO-2 o mais
abundante nesta classe de compostos. Geralmente, os sesquiterpenos ciclicos predominam nos
Oleos volateis do género Myrcia (STEFANELLO et al., 2011a), no entanto, isso ndo foi
observado nos 6leos obtidos de M. ovata.

Os 6leos tiveram como componente majoritarios o geranial (106) (Figura 124, pag.
144) (50,44 e 51,38%), seguido de neral (107) (Figura 123, pag. 144) (35,77 ¢ 8,96%), com
OEMO-2 apresentando os maiores teores de (106) e (107) (Tabela 19, pag. 163). Altos teores
de citral, mistura isomérica dos aldeidos (106) ¢ (107), foi constatado também nos 6leos de M.
ovata (86,21 e 90,34%), sendo mais abundante em OEMO-2 (Tabela 19, pag. 142). Além
desses constituintes, o sesquiterpeno oxigenado oxido de cariofileno (81) (Figura 129, pag.
146) também foi detectado nos dois dleos essenciais analisados, apresentando teores de 0,73 e
1,06% (Tabelas 18 e 19, pags. 139 e 142, respectivamente), sendo mais abundante em
OEMO-2.

A literatura relata que OEMO-1 apresentou atividade antimicrobiana frente a
microorganismos do trato intestinal, além de inibir biofilmes monomicrobianos de E. faecalis,
os autores sugeriram que as propriedades aparentadas pelo 6leo estavam associadas a
presenca de citral em sua composi¢ao (CANDIDO et al., 2010).

Citral ¢ conhecido na literatura por uma série de propriedades biologicas. Apresenta
atividades antitrombdtica, antimicrobiana, inseticida e repelente contra insetos e ¢ muito
utilizado em tratamentos da tosse em preparagdes farmacéuticas (SOUSA et al., 2004). Pode,
também, ser usado como matéria prima para sintese de insumos industriais de importancia
(CRAVEIRO & QUEIROZ, 1993).

Esta mistura de aldeidos pode ser encontrada entre os constituintes de 6leos volateis de
outras espécies de Myrtaceae como: Calyptranthes sintenisii Kiaersk. (TUCKER et al., 2001),
Melaleuca teretifolia Endl. (SOUTHWELL et al, 2003), Myrceugenia rhopaloides
(STEFANELLO et al., 2011a), Leptospermum petersonii F. M. Bailey (KIM & PARK, 2012)
e Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) L. R. Landrum (PAULA et al., 2012) e nas espécies
Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (SOUSA et al., 2004), Lippia alba (Mill.) N. E. Br.(SILVA
et al., 2006), Litsea cubeba (Lour.) Pers. (SI et al., 2012) e Melissa officinalis L. (AZAR et
al., 2011) pertencentes as familias Poaceae, Verbenaceae, Lauraceaec ¢ Lamiaceae,
respectivamente.
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5.4. Identificacdo dos Constituintes Quimicos Volateis de Oleos Essenciais de Folhas de

Lippia sidoides Cham.

Os dois oleos essenciais obtidos de folhas de Lippia sidoides Cham., OELS-1
(Fluxograma 1, pag.23) e OELS-2 (Item 4.4, pag. 22), tiveram suas composi¢des quimicas
analisadas por CG/EM (para identificagdo) e CG/DIC (para quantificagdo). A figura a seguir
apresenta as formulas estruturais dos constituintes volateis identificados nos Oleos de L.
sidoides. As substancias (81), (125), (146), (102), (87), (152), (154) e¢ (155) foram de

ocorréncia comum na composi¢ao dos dois 6leos analisados.

(78) (81) 87 (89) 90) 93)
At/s_
OH >_§ oH OH
(102) 112) (123) (125) (145) (146)
OH
OH _
asm a152) 153) as4)
OH
/d\ HO;@)\ 5/0\“/\/\/\/\/\/\/\/
OCHs HO o
ass) (156) as7)
OH
O
(158) (159)
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PPN
Jor
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Figura 130. Formulas estruturais dos constituintes quimicos volateis identificados em o6leos

esséncias de folhas de Lippia sidoides.
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5.4.1. Constituintes quimicos volateis de OELS-1

Quinze compostos, representando 99,97% do o6leo essencial de folhas de Lippia
sidoides Cham.obtido por hidrodestilagdo (OELS-1) foram identificados; seus indices de
retencdo em coluna Optima-5 e composicao percentual estdo listados na Tabela 20. Destes,
foram identificados um alcool alifatico insaturado (0,38%), dois hidrocarbonetos
monoterpénicos (2,34 %), oito monoterpenos oxigenados (78,71%), um hidrocarboneto
sesquiterpénico (2,36%), um sesquiterpeno oxigenado (1,03%) e dois monoglicerideos
(15,15%). A classe de compostos predominantes em OELS-1 foram os monoterpenos
oxigenados. O monoterpeno timol (125) (Figura 142) foi detectado como componente
majoritario (67,60%) do 6leo de L. sidoides analisado.

Os cromatogramas obtidos dos experimentos em CG/DIC e CG/EM encontram-se nas
Figuras 123 e 124, respectivamente. Os espectros de massa e as formulas estruturais dos
constituintes sdo mostrados nas Figuras 133 a 147.

Amostra de OELS-1 foi avaliada quanto a atividade carrapaticida contra larvas de
Dermacentor nitens ¢ larvas e fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus. Os ensaios
foram executados no Laboratério de Artrépodes Parasitos (LAP) da Universidade Federal de
Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora-MG.

Tabela 20. Composicdo quimica, indice de retengdo calculado (IR¢), indice de retencdo
obtido da literatura (IRp;r) (ADAMS, 2007), tempo de retengdo obtido por CG/DIC
(TRcapic), percentagens dos componentes identificados e das classes (%) no 6leo essencial
resultante da hidrodestilacdo de folhas frescas de Lippia sidoides Cham.(OELS-1).

Componentes identificados IRc IR TRcopic %
Alcool alifatico insaturado 0,38
Oct-1-en-3-o0l (151) 981 979 8,21 0,38
Hidrocarbonetos monoterpénicos 2,34
p-Cimeno (123) 1027 1024 9,83 1,82
y~Terpineno (152) 1060 1059 11,09 0,52
Monoterpenos oxigenados 78,71
1,8-Cineol (145) 1035 1031 10,10 2,35
Cis-Hidrato de sabineno (153) 1072 1070 11,41 0,25
Ipsdienol (154) 1145 1145 14,93 0,55
4-Terpineol (146) 1181 1177 16,57 0,55
a-Terpineol (102) 1196 1188 16,90 0,51
Timol, metil éter (155) 1230 1235 18,33 0,60
Timol (125) 1296 1290 21,47 67,60
Carvacrol (156) 1300 1299 21,67 6,30
Hidrocarboneto sesquiterpénico 2,36
B-Cariofileno (81) 1415 1419 26,35 2,36
Sesquiterpeno oxigenado 1,03
Oxido de cariofileno (87) 1576 1583 32,77 1,03
Monoglicerideos 15,15
2-Monopalmitina (157) * 61,86 7,15
1-Monoestearina (158) * 67,06 8,00
Total 99,97

*Monoglicerideo identificado através de comparacio visual de seu espectro de massa com aquele fornecido pelo banco de
dados (NIST21 e NIST107) do eauinamento.
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Figura 131. Cromatograma de 6leo essencial de folhas de Lippia sidoides OELS-1 obtido no

experimento de CG/DIC.
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Figura 132. Cromatograma de 6leo essencial de folhas de Lippia sidoides OELS-1 obtido no

experimento de CG/EM.
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Figura 133. Espectro de massa do oct-1-en-3-ol (151) (Tr = 5,60 min).
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Figura 134. Espectro de massa do p-cimeno (123) (Tr = 6,94 min).
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Figura 135. Espectro de massa do 1,8-cineol (145) (Tr = 7,20 min).
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Figura 136. Espectro de massa do y-terpineno (152) (Tr = 8,05 min).
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Figura 137. Espectro de massa do cis-hidrato de sabineno (153) (Tr = 8,50 min).
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Figura 138. Espectro de massa do ipsdienol (154) (Tr = 11,30 min).
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Figura 139. Espectro de massa do 4-terpineol (146) (Tr = 12,83 min).
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Figura 140. Espectro de massa do a-terpineol (102) (Tr = 13,51 min).
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Figura 141. Espectro de massa do timol metil éter (155) (Tr = 14,91 min).
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Figura 142. Espectro de massa do timol (125) (Tr = 17,87 min).
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Figura 143. Espectro de massa do carvacrol (156) (Tr = 18,10 min).
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Figura 144. Espectro de massa do B-cariofileno (81) (Tr = 23,02 min).
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Figura 145. Espectro de massa do 6xido de cariofileno (87) (Tr = 29,72 min).
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Figura 146. Espectro de massa do 2-monopalmitina (157) (Tr = 60,28 min).
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Figura 147. Espectro de massa do 1-monoestearina (158) (Tr = 65,67 min).

5.4.2. Constituintes quimicos volateis de OELS-2

Foram identificadas vinte e duas substancias, representando 98,47% do dleo essencial
de folhas de L. sidoides obtido através de extragdo por arraste a vapor (OELS-2); seus indices
de reten¢do em coluna Factor Four/VF-5ms e composi¢do percentual estdo listados na Tabela
21. Destes, foram identificados nove hidrocarbonetos monoterpénicos (21,01%), oito
monoterpenos oxigenados (72,21%), quatro hidrocarbonetos sesquiterpénicos (4,70%) e um
sesquiterpeno oxigenado (0,55%). Estes dados revelam que os monoterpenos oxigenados sao
a classe de compostos mais abundantes em OELS-2. A analise do 6leo revelou, ainda, que o
timol (125) (Figura 168) ¢ o componente majoritario (69,91%) (Tabela 21).

Os cromatogramas obtidos dos experimentos em CG/DIC e CG/EM encontram-se nas
Figuras 148 e 149, respectivamente. Os espectros de massa e as formulas estruturais dos
constituintes sdo apresentados nas Figuras 150 a 171.

Amostra de OELS-2 foi avaliada quanto a atividade carrapaticida contra larvas e
ninfas ndo ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus e de Amblyomma cajennense. Os
ensaios foram executados no Laboratorio de Artrépodes Parasitos (LAP) da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora-MG.
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Tabela 21. Composicao quimica, indice de reten¢dao calculado (IR¢), indice de retengao
obtido da literatura (IR ;r) (ADAMS, 2007), tempo de retengdo obtido por CG/DIC
(TRcamic), percentagens dos componentes identificados e das classes (%) no 6leo essencial
resultante de extrac¢do por arraste a vapor de folhas frescas de Lippia sidoides Cham. (OELS-
2).

Componentes identificados IRc IR, TRcgpIc %
Hidrocarbonetos monoterpénicos 21,01
a-Tujeno (159) 930 930 11,60 0,16
a-Pineno (89) 938 939 11,92 0,74
B-Pineno (90) 986 979 13,95 0,12
Mirceno (93) 994 990 14,33 3,57
8-(3)-Careno (160) 1012 1011 15,09 0,17
a-Terpineno (161) 1022 1017 15,45 0,78
0-Cimeno (162) 1035 1026 15,95 14,84
E-B-Ocimeno (163) 1052 1050 16,66 0,04
y-Terpineno (152) 1065 1059 17,19 0,59
Monoterpenos oxigenados 72,21
6,7-Epoximirceno (164) 1095 1092 18,53 0,20
Linalol (78) 1102 1096 18,88 0,23
Ipsdienol (154) 1164 1145 21,22 0,12
4-Terpineol (146) 1188 1177 22,20 0,16
p-Cimen-8-ol (165) 1198 1182 22,62 0,26
a-Terpineol (102) 1202 1188 22,79 0,49
Timol metil éter (155) 1236 1235 24,02 0,84
Timol (125) 1315 1290 26,96 69,91
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 4,70
a-Ylangeno (166) 1385 1375 29,43 0,11
B-Cariofileno (81) 1433 1419 31,07 4,04
a-Humuleno (112) 1467 1454 32,21 0,21
Viridifloreno (167) 1487 1496 32,88 0,34
Sesquiterpeno oxigenado 0,55
Oxido de cariofileno (87) 1597 1583 36,36 0,55
Total 98,47
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Figura 148. Cromatograma de 6leo essencial de folhas de Lippia sidoides OELS-2 obtido no
experimento de CG/DIC.
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Figura 149. Cromatograma de 6leo essencial de folhas de Lippia sidoides OELS-2 obtido no
experimento de CG/EM.
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Figura 150. Espectro de massa do a-tujeno (159) (Tr = 9,68 min).
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Figura 151. Espectro de massa do a-pineno (89) (Tr = 9,92 min).
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Figura 152. Espectro de massa do B-pineno (90) (Tr = 11,68 min).
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Figura 153. Espectro de massa do mirceno (93) (Tr = 12,20 min).
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Figura 154. Espectro de massa do 8-(3)-careno (160) (Tr = 12,94 min).
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Figura 155. Espectro de massa do a-terpineno (161) (Tr = 13,24 min).
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Figura 156. Espectro de massa do o-cimeno (162) (Tr = 13,62 min).
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Figura 157. Espectro de massa do E-B-ocimeno (163) (Tr = 14,47 min).
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Figura 158. Espectro de massa do y-terpineno (152) (Tr = 14,91 min).
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Figura 159. Espectro de massa do 6,7-epoximirceno (164) (Tr = 16,45 min).
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Figura 160. Espectro de massa do linalol (78) (Tr = 16,85 min).
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Figura 161. Espectro de massa do ipsdienol (154) (Tr = 18,71 min).
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Figura 162. Espectro de massa do 4-terpineol (146) (Tr = 19,90 min).
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Figura 163. Espectro de massa do p-cimen-8-ol (165) (Tr = 20,49 min).
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Figura 164. Espectro de massa do a-terpineol (102) (Tr = 20,65 min).
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Figura 165. Espectro de massa do timol metil éter (155) (Tr = 21,65 min).
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Figura 166. Espectro de massa do timol (125) (Tr = 24,60 min).
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Figura 167. Espectro de massa do a-ylangeno (166) (Tr = 26,49 min).
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Figura 168. Espectro de massa do B-cariofileno (81) (Tr = 28,02 min).
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Figura 169. Espectro de massa do a-humuleno (112) (Tr = 29,21 min).
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Figura 170. Espectro de massa do viridifloreno (167) (Tr = 30,35 min).
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Figura 171. Espectro de massa do 6xido de cariofileno (87) (Tr = 33,35 min).

Ao comparar os perfis quimicos dos o6leos essenciais de folhas de Lippia sidoides
OELS-1(obtido por hidrodestilagao) (Tabela 20, pag. 148) e OESL-2 (extraido por arraste a
vapor) (Tabela 21, pag. 154), verificaram-se algumas semelhangas: monoterpenos oxigenados
como classe de compostos mais abundantes (78,71 e 72,21%), sendo OELS-1 mais rico nesta
classe de substancias; presenga de oito componentes em comum, a saber: y-terpineno (152)
(0,52 ¢ 0,59%), ipsdienol (154) (0,55 ¢ 0,12%), 4-terpineol (146) (0,55 e 0,16%), a-terpineol
(102) (0,51 e 0,49%), timol metil éter (155) (0,60 e 0,84%), timol (125) (67,60 ¢ 69,91%), B-
cariofileno (81) (2,36 e 4,04%) e o6xido de cariofileno (87) (1,03 e 0,55%) (Figura 130, pag.
147) ocorrendo maiores teores das substancias (154), (146), (102) e (87) em OELS-1 ¢ as
demais em OELS-2; e (125) como constituinte majoritdrio, apresentando maior teor deste
monoterpeno em OELS-2 (69,91%).

Um estudo realizado com 6leos obtidos por hidrodestilacdo de folhas de L. sidoides
coletadas em quatro acessos diferentes revelou que os teores dos 6leos variaram de 5,35 a
8,0% (m/v) enquanto a percentagem de timol (125) presente nestes Oleos variou de 7,25 a
70,3% (CAVALCANTI ef al., 2010). Lima e colaboradores (2011b) obtiveram, pelo mesmo
método, oleo de L. sidoides com 1,8% de rendimento (m/m) tendo em sua composi¢ao 2,30%
de timol (125).

Utilizando o método de obtencdo por arraste a vapor, Sousa e colaboradores (2002),
Calvalcanti e colaboradores.(2004) e Camurca-Vasconcelos e colaboradores (2007) obtiveram
oleo essencial de L. sidoides de trés localidades diferentes do nordeste do Brasil com teores de
timol (125) de 22,37, 80,80 e 59,65 %, respectivamente.

Fatores ambientais, como sazonalidade, ritmo circadiano, estagio de desenvolvimento
e idade do vegetal, temperatura, disponibilidade de 4gua, radiagdo UV e nutrientes do solo,
podem alterar a concentragdo de metabolitos secundarios em plantas (GOBBO-NETO &
LOPES, 2007). Além das condi¢des edafoclimaticas, diferentes processos de obtengdo podem
influenciar no teor e na composicio de um 6leo essencial (SIMOES & SPITZER, 2010). Estes
fatores podem explicar a variagdo na composi¢do ocorrida entre OELS-1 e OELS-2, e entre a
constituicdo quimica destes com aquelas relatadas na literatura para o 6leo essencial de L.
sidoides.

Essas discrepancias observadas nos 6leos de L. sidoides também foram verificadas nos
Oleos obtidos de M. ovata relatados neste trabalho, assim, as informagdes acima podem ser
uteis para explicar algumas diferengas encontradas quando se compara as composi¢oes
quimicas de OEMO-1 (Tabela 18, pag. 139) e OEMO-2 (Tabela 19, pag. 142).

Os constituintes quimicos timol (125) e P-cariofileno (81), detectados nos o6leos
esséncias de L. sidoides analisados em nosso estudo, sdo geralmente encontrados no género
Lippia (PASCUAL et al., 2001).

A diferenca na composicdo quimica existente entre 6leos essenciais de determinada
espécie vegetal pode influenciar diretamente nas propriedades biologicas. As atividades
bioldgicas anteriormente relatadas para L. sidoides (Item 3.2.1, pag. 17) podem estar

161



relacionadas a presenga de timol (125) no dleo, que também pode ser encontrado entre os
componentes de Oleos essenciais de varias espécies do género Lippia como: L. adoénsis
Hochst., L. trifida C. Gay, L. seriphioides A. Gray, L. origanoides HBK, L. graveolens
HBXK., L. grandis Martius & Schau. (TERBLANCHE & KORNELIUS, 1996), L.
microphylla Cham., L. gracilis HBK (LEMOS et al., 1992), L. grata Schau., L. alnifolia,
Schau. (CRAVEIRO et al., 1981) e L. grandifolia Martius et Shau (MWANGI et al., 1992).
nos das espécies Thymus vulgaris L., Monarda punctata L. pertencentes a familia Lamiaceae
(SOUSA et al., 2004).

Timol (125), além de atividade antimicrobiana (DORMAN & DEANS, 2000;
LAMBERT et al., 2001, ADAM et al., 1998; MANOHAR et al., 2001; BOTELHO et al.,
2007; NOSTRO et al.; 2007), atua como antiprotozoario contra a Trypanosoma brucei
rhodesiense (Stephens & Fantham 1910), Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) (Protozoa:
Kinetoplastida), Leishmania donovani (Laveran & Mesnil, 1903) (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae) e Plasmodium falciparum (Welch 1897) (Apicomplexa: Haemosporida)
(TASDEMIR et al., 2006), larvicida contra larvas de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)
(Diptera: Culicidae) (CARVALHO et al., 2003), anti-helmintico frente o nematoide
Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803) (Nematoda: Trichostrongylidae) (CAMURCA-
VASCONCELOS et al., 2007), moluscicida sobre Biomphalaria glabrata (Say, 1818)
(Mollusca: Gastropoda) (BEZERRA et al., 1981) e acaricida frente ao carrapato
Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae) (SCORALIK et al., 2012).
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6. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
6.1. Introducao

Nos organismos aerobios, os processos metabodlicos produzem continuamente radicais
livres com elétron desemparelhado localizado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio, sendo
denominados de espécies reativas de oxigénio (ERO) ou espécies reativas de nitrogénio
(ERN), respectivamente. Os radicais livres exercem as fungdes de producdo de energia,
fagocitose, controle do crescimento celular, sinalizagdo intercelular e sintese de compostos
biologicos relevantes (BARREIROS et al., 2006).

No entanto, se a producao destas espécies quimicas superar a capacidade antioxidante
em um organsimo vivo, ERO e ERN podem reagir com lipidios, proteinas e com o DNA,
conduzindo a dano estrutural e/ou funcional nas células, enzimas e material genético
(HUSAIN et al., 1987).

Estes danos oxidativos geram, frequentemente, varias patologias em seres humanos,
como o cancer, a aterosclerose, a Diabetes mellitus, a artrite reumatoide, a distrofia muscular,
a catarata, as desordens neurologicas e o processo de envelhecimento (ROCHA et al., 2007).

A producdo de radicais livres ¢ controlada nos seres vivos por diversos compostos
antioxidantes, os quais podem ter origem enddgena (por ex., superdxido dismutase), ou sdo
obtidas da dieta alimentar e outras fontes. Destas ultimas, as mais conhecidas sdo: vitamina E,
vitamina C, polifendis, selénio e carotenoides. Os antioxidantes tém a capacidade de
estabilizar ou desativar as espécies reativas antes que ataquem os alvos biologicos nas células
(SOUSA et al., 2007).

Durante o processamento e a estocagem, os 6leos, as gorduras e os alimentos que os
contém estdo susceptiveis, durante o processamento e a estocagem, a reacdes de hidrolises e
oxidagdes que podem alterar, de modo indesejavel, as caracteristicas do produto final. Os
antioxidantes sintéticos fendlicos sao amplamente utilizados pela induastria de alimentos como
inibidores da lipoperoxida¢do. Entretanto, estas substancias tém-se apresentadas toxicas em
altas doses (MORALIS et al., 2006)

As plantas biossintetizam varios antioxidantes para regular o estresse oxidativo
causado pela acdo dos raios solares e do oxigénio, podendo representar fontes de novas
substancias com propriedade antioxidante. Muitos grupos de pesquisa tém estudado a
natureza quimica e a a¢do de antioxidantes de origem natural (MORALIS et al., 2007).

Visando a busca e a identificagdo de novos antioxidantes naturais promissores para
aplicacdo nas industrias farmacéuticas e de alimentos, além de selecionar extratos vegetais e
fragdes obtidas destes que se destaquem pela acdo sequestradora de radicais livres para
realizagdo de estudo fitoquimico; extratos obtidos de folhas e de caule e galhos de M. ovata,
bem como fragdes oriundas destes (Fluxogramas 2 e 8, pags. 24 e 34, respectivamente) e 6leo
essencial de folhas desta espécie (Fluxograma 1, pag. 23) tiveram suas atividades antioxidante
testadas pelo método de sequestro do radical DPPH.

6.2. Resultados e Discussao

A Tabela 22 apresenta os valores de CEsy obtidos para cada amostra avaliada. A
concentracdo eficiente CEsy ¢ a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentragao inicial de DPPH em 50% (SOUSA et al., 2007). Dentre as amostras analisadas
as que apresentaram maior atividade antioxidante, em relacdo ao padrao vitamina C, foram
FAEF-MO (CEs, = 3,06.10’3 mg/mL), seguido por FAECG-MO (CEs = 3,19.10'3), ECG-MO
(CEso = 3,25.107) ¢ FCEF-MO (CEs; = 3,87.10 mg/mL).
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FAEF-MO, o material mais ativo, forneceu as substancias astilbina (135), quercetina
(136), 4,5-di-O-cafeoilquinato de metila (137) e engeletina (138) (Figura 172), apos
sucessivos fracionamentos cromatograficos (Fluxogramas 5, 6 e 7, pags. 29, 30 e 33,
respectivamente). A literatura relata a agdo antioxidante para estes compostos fendlicos
(HAYEK et al., 1997; CHOPRA et al., 2000; ITHARAT et al., 2007; HUNG et al., 2008;
PETACCI et al., 2010), o que pode explicar o melhor resultado apresentado por FAEF-MO
em relacdo a essa propriedade.

FAECG-MO, devido ao seu elevado efeito antioxidante (Tabela 22), devera ser
submetida, posteriormente, a estudo fitoquimico com a finalidade de isolamento, purificagdo e
identificacdo dos constituintes que conferem a essa fracdo atividade antirradicalar. Os
componentes dessa fracdo podem ter sido os responsaveis pelo poder antioxidante exibido por
ECG-MO, extrato que apos cromatografia filtrante forneceu FAECG-MO.

Considerando que os flavonoides sdo compostos fenolicos conhecidos pela sua acao
antioxidante (BARREIROS et al., 2006), sugere-se, entdo, que a atividade antioxidante
observada em FCEF-MO (Tabela 22) esteja relacionada com a presenga dos flavonoides 6-
metiltectocrisina (126), tectocrisina (127), 8-metiltectocrisina (128) (Figura 172) em sua
composicdo (Fluxograma 4, pag. 28). Esses constituintes fenolicos representam
aproximadamente 21,58 % da fragdo. Embora esses compostos também estejam presentes em
FHEF-MO juntamente com os flavonoides 2,5-dihidroxi-6-metil-7-metoxiflavanona (133),
2,5-dihidroxi-8-metil-7-metoxiflavanona (134) (Figura 164) (Fluxograma 3, pag. 27), essa
fragdo foi menos ativa que FCEF-MO e o padrdo vitamina C, provavelmente devido ao baixo
teor (12,56%) dessas substancias fenolicas em sua constituigao.

Apesar de FHEF-MO e FCEF-MO serem abundantes em flavonoides, essas fracdes
exibiram efeito antirradicalar menor que FAEF-MO, FAECG-MO e ECG-MO (Tabela 22).
Este resultado pode ser explicado pelo fato dos flavonoides constituintes de FHEF-MO e
FCEF-MO serem monoidroxilados (C-5), além disso, a auséncia de dupla ligacdo entre os
carbonos 2 e 3 somente no caso das substancias (133) e (134). De acordo com a literatura, as
caracteristicas estruturais que potencializam a atividade antioxidante em flavonoides, sdo: a
presenca de sistema orto-dihidroxi no anel B, a existéncia de grupo hidroxila na posi¢do 3 do
anel heterociclico C e a presenga nesse anel de dupla ligagdo entre C-2 e C-3, conjugada ao
grupo 4-oxo (C-4), geralmente, flavonoides monoidroxilados produzem baixa atividade
(BARREIROS et al., 2006; SCOTTI et al., 2007). As caracteristicas descritas acima estao
presentes nas substancias (135), (136) e (138) isoladas de FHEF-MO, material onde se
verificou poder antioxidante mais elevado.

Portanto, os resultados obtidos sugerem que M. ovata ¢ uma potencial fonte de agentes
antioxidantes e a presenga de compostos fendlicos em FAEF-MO vem a reforgar os resultados
encontrados. FAECG-MO, por conta de sua propriedade antirradicar, ¢ uma fracdo
promissora para realizagio de futuro estudo fitoquimico.
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Tabela 22. Atividade antioxidante expressa pela concentracao eficiente (CEsg) de extratos e

fragdes obtidas de Myrcia ovata.

OH
K1 OH
H3CO O H3CO. 0. o

AMOSTRAS CEs, = DP (mg/mL)
OEMO-1 0,72+4,2.107
EF-MO 5,43.10°£3,2.10™
FHEF-MO 0,62+1,6.107
FCEF-MO 3,87.10%3,3.10°
FAEF-MO 3,06.10°+7,4.10°
FMEF-MO 6,75.10°£1,1.10™
ECG-MO 3,25.10°+6,3.10°
FDECG-MO 0,1945,0.107
FAECG-MO 3,19.10°+1,1.10™
FMECG-MO 4,47.10°+9,1.10°
TROLOX 2,6.10°+2,3.10*
VITAMINA C 43.102+1,9.107

OEMO-1 = Oleo essencial de folhas de M. ovata obtidas da primeira
coleta; EF-MO = Extrato etanoélico de folhas de M. ovata; FHEF-MO =
Fracdo hexinica obtida do extrato etanolico de folhas de M. ovata;
FCEF-MO = Fracido cloroférmica obtida do extrato etanélico de
folhas de M. ovata; FAEF-MO = Fracao acetato de etila obtida do
extrato etandlico de folhas de M. ovata; FMF-MO = Fracao metanoélica
obtida do extrato etandlico de folhas de M. ovata, ECG-MO = Extrato
etandlico de caule de galhos de M. ovata, FDECG-MO = Fracio
diclorometano obtida do extrato etandlico de caule de galhos de M.
ovata; FAECG-MO = Fraciao acetato de etila obtida do extrato
etandlico de caule de galhos de M. ovata; FMECG-MO = Fracio
metandlica obtida do extrato etanoélico de caule de galhos de M. ovata.

OH O OH O OH O
(126): R = CH3, Rq = (133): R=H, Ry = CHs HsC
(127:R=R;=H (134): R= CH3, Ry = H HO

\R= - HO
(128): R = H, Ry = CHj OH

(135): R = OH
(138): R=H

HO

HO OH
137

Figura 172. Formulas estruturais dos compostos fendlicos obtidos de Myrcia ovata Cambess.

165



7. ATIVIDADES BIOLOGICAS

7.1. Consideracoes sobre Artropodes Reconhecidos como Pragas da Agricultura e
Vetores de Doencas

Os artropodes sdo animais invertebrados, de corpo segmentado, membros articulados e
toda superficie externa revestida por um exoesqueleto contendo quitina (BRASIL, 2006).

Estima-se que os artropodes possuem 2,8-10.000.000 de espécies no mundo, destes,
apenas aproximadamente 10.000 sdo reconhecidas como pragas de culturas, cerca de 14% da
perda de colheita global e 20% de danos aos graos armazenados sdo causados pelos insetos,
gerando estimativa de US$ 100 bilhdes em prejuizos por ano. Artrépodes fitofagos sdo a
principal causa desta perda de culturas, estes incluem espécies de insetos das Ordens
Coleoptera (besouros), Orthoptera (gafanhotos e grilos) e Lepidoptera (mariposas e
borboletas), sendo que estd ultima juntamente com as espécies das Ordens Diptera (moscas
verdadeiras), Hemiptera (percevejos), Thysanoptera (tripes) e Acarina (&caros) sao
consideradas como pragas importantes. A perda de safras devido aos danos causados por
pragas de artropodes diminui a capacidade de atender a demanda cada vez maior de producdo
de alimentos para sustento da populacdo mundial (WINDLEY et al., 2012).

Artropodes também podem atuar como vetores que transmitem moléstias infecciosas
de relevancia para a saude humana e veterinaria (POHLIT et al., 2011).

Dipteros hematdfagos (moscas e mosquitos) sdo responsdveis por grande variedade de
infeccdes que podem atingir a humanidade, incluindo malaria, dengue, febre do Nilo
Ocidental, febre amarela, filariose, leishmaniose, encefalite japonesa e tripanossomiase
africana (GUBLER, 2009). Outras doencas infecciosas, como a borreliose de Lyme,
erliquiose, varias rickettioses, febre maculosa, tularemia, peste bubdnica, doenga de Chagas e
Bartonella que tém como vetores carrapatos, pulgas, piolhos e triatomineos (WINDLEY et
al., 2012). Destas doengas infecciosas, leishmaniose exemplifica a necessidade de controle de
artropodes transmissores de agente infecciosos, pois considera-se que cerca de 2 milhdes de
novos casos desta doenga ocorrem todos os anos nas zonas endémicas da América Latina,
Africa, subcontinente indiano, Oriente Médio e a regido do Mediterraneo (READY, 2010).

Enfermidades transmitidas através de artropodes afetam a pecudria e tém reflexos
globais graves para a produgao de alimentos de origem animal (ALVES et al., 2012). A peste
suina, doenca de Akabane, febre efémera de bovinos, encefalite equina, febre catarral ovina e
a febre hemorragica epizootica tém o potencial de comprometer a satide dos animais e podem
ocasionar sintomas variados: claudicacdo, cegueira, defeitos congénitos, aborto espontaneo,
esterilidade e morte (WINDLEY et al., 2012).

Diante dessa situagdo, diversas estratégias t€ém sido empregadas ao longo dos tempos
em programas de erradicacdo e controle de artrépodes que trazem prejuizos a agricultura e a
saude humana e veterinaria, como por exemplo, a utilizagdo de praguicidas organicos que
compreendem os de origem vegetal e os organo-sintéticos (SAITO & LUCCHINI, 1998;
VIEGAS JUNIOR, 2003; VIEIRA et al., 2010; ALVES et al., 2012).

7.2. Breve Historico sobre o Emprego de Pesticidas no Controle de Artropodes

O emprego de pesticidas € tdo antigo quanto a agricultura. Ha trés mil anos atras, os
romanos, gregos e chineses ja conheciam a capacidade do pd de enxofre de controlar insetos
(SANTOS et al., 2007).

O uso de plantas como pesticidas tem sido praticado desde tempos imemoriais (KOUL
& WALIA, 2009). Na india, por volta de 2.000 A.C., ja se utilizava inseticidas provenientes
de plantas no controle de pragas. No Egito, durante a época dos Farads, e na China, por volta
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do ano de 1.200 A.C., inseticidas de origem vegetal ja eram empregados no combate a
insetos-praga de graos armazenados, sendo aplicados diretamente nos grdos ou por
fumigacgdo. J& no século XVI os europeus faziam uso de diversas espécies vegetais para
efetuarem o controle de insetos (MOREIRA et al., 2006). Nesses relatos pode-se observar
que, basicamente, as praticas de controle eram focadas no enfrentamento das pragas agricolas.
No final do século XIX, descobriu-se que certas espécies de insetos e outros artropodes eram
responsaveis pela transmissdo de algumas das mais importantes doengas, assim, um enfoque
maior foi dado ao combate a esses vetores de patdogenos. Para essa finalidade foram utilizadas
medidas fisicas e aplicagdo de oleo ou de verde de Paris (acetoarsenito de cobre) nos
criadouros (BRAGA & VALLE, 2007).

O uso de inseticidas organicos pode ser observado de forma bastante genérica no
século XX, segundo trés fases: inseticidas organicos utilizados entre 1900 a 1950, no periodo
de 1950 até 1970 e nos anos de 1980 em diante (VIEGAS JUNIOR, 2003).

7.2.1. Breve historico sobre o emprego de inseticidas organicos no controle de pragas e
vetores de doencas

7.2.1.1. Inseticidas organicos utilizados entre 1900 a 1950

Nos primeiros 50 anos do século XX, produtos naturais de origem inorganica e
organica eram bastante empregados no controle de insetos. Dentre os inseticidas organicos
obtidos de plantas, destacam-se: os alcaloides nicotina (168) ¢ nor-nicotina (169), isolados de
espécies de Nicotiana L. (Solanaceae); os piretroides piretrina I (170) e jasmolina 1 (171),
extraidos das flores de Chrisanthemum cinerariaefolium Vis. (Asteraceae), o rotenoide
rotenona (172), isolado de espécies dos géneros Derris € Lonchocarpus (Fabaceae) e o
quassinoide quassina (173) (Figura 173), obtida do caule de Quassia amara L.
(Simaroubaceae) (VIEGAS JUNIOR, 2003, ALMEIDA et al., 2007; GARCEZ et al., 2013).

Nesta época, o Brasil foi um grande produtor e exportador de inseticidas de origem
vegetal, como pireto (Chrysanthemum cinerariaefolium), rotenona e nicotina (AGUIAR-
MENEZES, 2005).
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Figura 173. Formulas estruturais de inseticidas organicos utilizados no periodo de 1900 até
1950.
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7.2.1.2. Inseticidas organicos utilizados no periodo de 1950 até 1970

No periodo de 1950 a 1970, os inseticidas organicos sintéticos substituiram os
inseticidas botanicos por conta de variagdes na eficiéncia do controle, devido a diferencas na
concentracdo do principio ativo entre plantas e baixo efeito residual, que conduzia a
realizacdo de varias aplicagdes em periodos curtos (COSTA et al.,, 2004). Nessa época,
passaram a ser utilizados o DDT [1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)etano] (174), HCH
(hexacloroexano) (175), aldrin (176), dieldrin (177) e clordano (178) (Figura 174),
conhecidos como inseticidas organoclorados, substancias mais potentes € mais especificas que
os fitoinseticidas (VIEGAS JUNIOR, 2003, GARCEZ et al., 2012).
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Figura 174. Férmulas estruturais dos inseticidas organicos utilizados no periodo de 1950 até
1970.

Os pesticidas organicos sintéticos, incluindo o DDT, comegaram a ser utilizados em
grande escala na década de 1940, durante a Segunda Guerra Mundial, com a finalidade de
proteger os soldados das regides tropicais e subtropicais da Africa e da Asia, de pragas
transmissoras de doencas. Posteriormente o DDT seria empregado no combate a pragas
agricolas (BRAIBANTE & ZAPPE, 2012).

Em funcdo de sua persisténcia no meio ambiente os inseticidas organoclorados tém
sido responsabilizados como agentes poluidores. Acumulam-se nos tecidos adiposos do
homem, causam reducdo de fertilidade em animais e desequilibrios bioldgicos na natureza,
ressaltando que muitas espécies de insetos se tornaram resistentes a esses inseticidas sintéticos
(DOS SANTOS et al., 2007).

Em 1962, escritora Rachel Carson em seu livro “Silent Spring” (Primavera Silenciosa)
denomina o DDT de “elixir da morte” e faz uma denuncia publica sobre os efeitos adversos
causados pela a a¢do desse pesticida em aves. Além disso, Carson descreve como o DDT
penetrava na cadeia alimentar e se acumulava nos tecidos gordurosos dos animais, inclusive
nos dos homens, com risco de causar cancer e alteragcdes genéticas (JARDIM et al., 2009).

“Silent Spring” desencadeou o surgimento de um novo paradigma, resultando em
mudangas nas concepcdes dos cientistas e, como consequéncia, em seus trabalhos
investigativos. Assim, a comunidade cientifica passou a procurar entender melhor o processo
de interacdo inseto-planta e, desta forma, respeitar mais os mecanismos de adaptagdo da
natureza (VIEGAS JUNIOR, 2003; JARDIM et al., 2009).
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7.2.1.3. Inseticidas organicos utilizados nos anos de 1980 em diante

A partir da década de 1980 em diante, novos pesticidas passaram a ser planejados e
sintetizados levando-se em consideracdo a maior seletividade a pragas especificas, procurando
preservar os demais animais do mesmo habitat, incluindo predadores naturais dos insetos. A
biodegradabilidade foi outra importante propriedade almejada no desenvolvimento da nova
geragao de pesticidas (VIEIRA et al., 2010). Baseados nestes requisitos foram sintetizados
inseticidas organicos das classes dos organofosforados, carbamatos e piretroides (GARCEZ et
al., 2013).

Os organofosforados foram desenvolvidos durante a Segunda Guerra Mundial para
serem empregados como armas quimicas. Este grupo de pesticidas apresenta maior toxicidade
contra insetos em rela¢do aos organoclorados, mas possui maior biodegradabilidade, portanto,
¢ imprescindivel um maior nimero de aplicacdes para obter o mesmo efeito que o dos
organoclorados. Além disso, mesmo em doses relativamente baixas os organofosforados sao
mais toxicos para os vertebrados que os organoclorados. Parathion (179), clorthion (180) e
temephos (181) (Figura 175) sdo alguns exemplos de inseticidas organofosforados (BRAGA
& VALLE, 2007; DOS SANTOS et al., 2007; BRAIBANTE & ZAPPE, 2012).

Ao contrario dos organofosforados, os praguicidas carbamatos foram desenvolvidos a
partir de produto de origem vegetal. Em 1925 foi determinada a formula estrutural do
principio ativo das sementes de Physostigma venenosum Balf. (Fabaceae). A substancia
isolada, conhecida como eserina, que possui em sua formula estrutural o grupo carbamato (-
NH(CO)O-), ¢é responsavel pelas propriedades medicinais ¢ toxicas da planta. Apos a
elucidacao estrutural da eserina, foram sintetizados analogos com atividade inseticida. O
carbaril (182), propoxur (183) e aldicarb (184) (Figura 175) sdo exemplos de inseticidas
carbamatos. (SANTOS, 2002; BRAIBANTE & ZAPPE, 2012).

Assim como ocorreu na obten¢cdo dos pesticidas carbamatos, os produtos naturais
foram empregados como protdtipo para o desenvolvimento dos piretroides sintéticos. Em
relagdo aos piretréides naturais, os sintéticos possuem a vantagem de serem fotoestaveis.
Dentre os novos inseticidas desta classe estdo a aletrina (185), fenotrina (186) e fenvalerato
(187) (VIEIRA et al., 2001) (Figura 175).
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Figura 175. Formulas estruturais de inseticidas organicos utilizados no periodo de 1980 em
diante.
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Inseticidas/acaricidas  sintéticos, incluindo hidrocarbonetos clorados, ésteres
organofosforados, carbamatos e piretroides sintéticos continuam a contribuir para a producao
mundial de alimentos nas ultimas décadas e para prevencdo e controle de doengas ¢ em
humanos e animais (VIEGAS JUNIOR, 2003; MACIEL et al., 2010; ALVES, 2012). No
entanto, a ampla utilizacdo dessas substancias traz algumas consequéncias danosas para o
meio ambiente, como: polui¢do das dguas subterraneas, eutrofizagdo do rio, erosdo do solo,
uso excessivo de agua, desenvolvimento de ervas daninhas, surgimento de populagdes de
artropodes-pragas resistentes ao controle quimico, fitotoxicidade, efeito sobre outros
organismos nao-alvo, bloqueio do sistema de controle biologico de inimigos naturais,
ocasionando surtos de insetos-praga. Além disso, podem causar impacto negativo na saude
com intoxica¢des humanas e suas doengas relacionadas (BORGES et al., 2007; CORREA &
SALGADO, 2011; BOULOGNE et al., 2012).

Por conta desses fatores e pelo custo elevado para o desenvolvimento de praguicidas
sintéticos, surgiu a necessidade de modificar a maneira de combater os artropodes-praga,
sendo retomadas as investigacdes nas diversas areas, dentre elas, a obtengdo de biopesticidas a
partir de plantas (SAITO & LUCCHINI, 1998; MACIEL et al., 2010).

7.3. Consideracoes sobre Produtos Naturais de Origem Vegetal com Atividades contra
Artropodes

As plantas possuem um arsenal de estratégias de defesa contra artropodes herbivoros,
com a finalidade reduzir a perda de tecido fotossintético. Os vegetais desenvolveram dois
tipos de defesa contra artropodes, a direta e a indireta. Participam da defesa direta o6rgaos
como tricomas e espinhos além de substancias como silica, metabdlitos secundarios, enzimas
e proteinas, que prejudicam diretamente a performance desses organismos. Na defesa indireta
estdo envolvidas substancias biossintetizadas pela planta, que auxiliam no recrutamento de
inimigos naturais desses herbivoros (SIMAS et al., 2004)

As fitotoxinas ou aleloquimicos, substincias organicas de baixo peso molecular
geralmente biossintetizadas pelo metabolismo secundario de plantas, sdo responsaveis pela
defesa quimica contra microorganismos, moluscos, espécies vegetais concorrentes e
artropodes. Além de extremamente uteis na defesa, os metabolitos secundarios de plantas
exercem as fungdes de atracdo de polinizadores, protecdo contra raios UV, estocagem e
transporte de nitrogénio, entre outras (PINTO et al., 2002; WINK, 2010). Os metabodlitos
especiais envolvidos na defesa quimica das plantas pertencem a trés categorias: compostos
fendlicos, substancias nitrogenadas e terpenoides. (CHEN, 2008). Nas plantas, as fitotoxinas
podem exercer seu controle sobre os insetos agindo como: inseticida, repelente, redutor da
digestibilidade dos tecidos vegetais ou de deposi¢dao de ovos, ovicida, larvicida, atraentes de
parasitas e predadores do inseto fitofago (REGNAULT-ROGER, 1997; GATEHOUSE, 2002;
MELLO & SILVA-FILHO, 2002; CORREA et al., 2008; MAZID et al., 2011).

Portanto, as propriedades bioldgicas apresentadas pelas fitotoxinas podem tornar os
produtos naturais provenientes de plantas fontes promissoras de biopesticidas, podendo
substituir os pesticidas sintéticos existentes ou serem utilizados juntamente com esses, bem
como servirem como precursores para o desenvolvimento de derivados com atividade anti-
artropode otimizada. Os praguicidas botanicos sdo conhecidos por possuir acdo e degradacio
rapidas, toxicidade baixa a moderada para mamiferos, maior seletividade e baixa fitotoxidade
(CORREA & SALGADO, 2011). Essas vantagens tornam a obtencdo de metabdlitos
secundarios de espécies vegetais o alvo de intensas pesquisas realizadas no mundo todo. De
fato, extratos, 6leos essenciais e aleloquimicos puros obtidos de espécies vegetais t€ém sido
investigados visando a obtenc¢dao de novos agentes ativos contra artropodes-praga (KOUL &
WALIA, 2009).
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Em pesquisa bibliografica realizada em artigos publicados de 1923 a 2010, 656
espécies de plantas em todo o mundo, distribuidas em 110 familias, foram identificados como
tendo atividade inseticida significativa. Essa revisdo revelou ainda que dentre essas familias
botinicas, as seis mais citadas na literatura foram Lamiaceae, Fabaceae, Asteraceae,
Solanaceae, Rutaceae e Rosaceae (BOULOGNE et al., 2012).

7.3.1. Obtencao de produtos naturais de origem vegetal e métodos para avaliacao de
suas atividades contra artropodes

Na procura pelo desenvolvimento de novas substancias ativas baseados em produtos
naturais, estudos sdo realizados para selecionar, isolar e desenvolver fitoquimicos com
atividade pesticida. Varias s3o as estratégias capazes de determinar a atividade de produtos de
origem natural contra artropodes (MACIEL et al., 2010). Geralmente, a pesquisa inicia-se
pela escolha da espécie vegetal. As plantas podem ser escolhidas de forma aleatoria e
submetidas a um ou mais ensaios de atividades sobre artropodes com a finalidade de refinar a
escolha de espécies promissoras que serdo utilizadas em investigagdes mais minuciosas.
Também podem ser selecionadas a partir de observagdes acidentais do proprio pesquisador ou
de outras pessoas, de relatos da literatura cientifica e de informagdes etnobotanicas. O terceiro
critério de escolha pode ser uma combinagdo das duas abordagens anteriores (CHAIEB,
2011). Em seguida, sdo obtidos extratos brutos das plantas preparados com diversos
solventes. Posteriormente, os extratos ativos sdo submetidos a fracionamentos
cromatograficos e as fragdes resultantes sao testadas, repetindo-se o processo até a obtencao
do(s) composto(s) ativo(s) (SIMOES & SPITZER, 2010).

Os extratos obtidos contém complexa mistura de compostos bioativos. Se a
concentragcdo letal ou outro pardmetro bioldgico excepcionalmente baixo ¢ detectado, o
extrato pode ser fracionado para extrair o constituinte quimico responsavel pelo efeito.
Fragdes obtidas do mesmo extrato podem ter diferentes propriedades anti-artropodes, pois
pode ser constituido de diferentes fitoquimicos. No entanto, alguns compostos, quando
testados de forma isolada, apresentam baixa eficdcia, sugerindo acdo sinérgica entre os
constituintes do extrato, indicando que a associa¢do destas substincias € a responsavel pela
atividade biologica observada (MACIEL et al., 2010).

A elucidagdo estrutural de metabolitos secundarios de plantas isoladas ¢ realizada
através do uso em conjunto de técnicas espectrais [espectrometria do infravermelho (IV), de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H), de ressondncia magnética nuclear de
C-13 (RMN C) e de massa (EM)] aliados a outras técnicas mais sofisticadas de RMN
(CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).

A selecao do bioensaio mais adequado para determinar a atividade do extrato vegetal
ou de fitoquimico isolado em artrépode depende dos seus habitos a serem combatidos
(SIMOES & SPITZER, 2010). Os testes de toxicidade tém como foco a mortalidade do
artropode tratado que ¢ contado apds um periodo de tempo desde o inicio da realizagdo do
ensaio. Esses testes podem ser: por contato (aplicagdo topica, pulverizagdo, teste com papel de
filtro, fumigacao etc.), por ingestao (natural ou artificial), por introdugao artificial e de campo.
Nos testes de comportamento, o objetivo ¢ de identificar alteracdes de comportamento no
artropode na presenca do extrato de plantas ou fitoconstituinte puro. Nesta categoria dois tipos
de ensaios podem ser realizados: testes de atividade fagoinibidora e de repeléncia. Outros
experimentos sao utilizados para avaliar a propriedade atrativa de produtos naturais de origem
vegetal sobre artropodes. Os ensaios fisioldgicos buscam determinar o efeito desses materiais
frente ao artropode em relagdo ao crescimento, ganho de peso, duracdo da fase de
desenvolvimento, fertilidade e fecundidade, anatomia e morfologia (CHAIEB, 2011).
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Constituintes quimicos isolados de extratos que ja possuem atividades bioldgicas
comprovadas no controle de artropodes, também podem ser submetidos a avaliacdo para
elucidar seus mecanismos e sitio de agdo (RATTAN, 2010).

Varias fases de investigacdes para determinar as propriedades de 6leos essenciais de
plantas e seus componentes contra artropodes sdo similares a aquelas utilizadas para os
extratos vegetais e seus constituintes. Para obten¢do de 6leo essencial, além de extragdo por
solvente organico, podem ser empregados outros métodos, como a hidrodestilacao, a técnica
de arraste a vapor d“agua, prensagem, CO, supercritico e extracdo por microondas. A
determinagdo da composi¢dao quimica de oleos essenciais geralmente ¢ realizada a partir de
dados fornecido por CG/DIC (analise quantitativa) e CG/EM (analise qualitativa) (LAHLOU,
2004).

7.3.2. Extratos vegetais com atividades contra artrépodes

Os extratos vegetais sdo preparagdes concentradas, obtidas de plantas, frescas ou
secas, por meio de um dissolvente apropriado, seguido de evaporacdo total ou parcial e
ajustagem do concentrado a padrdes previamente estabelecidos. Ha algumas décadas varios
extratos de plantas tém sido avaliados quanto ao seu efeito contra importantes insetos que
causam danos na agricultura. Atualmente, esses produtos naturais estdo sendo mais avaliados
para uso em protegdo de plantas, devido as suas possiveis caracteristicas eco-amigaveis
(KOUL & WALIA, 2009). Além disso, a literatura relata a agdo de extratos de plantas sobre
artropodes vetores de doengas negligencias em humanos (POHLIT et al., 2011).

Virios trabalhos descrevem a propriedades praguicidas dos extratos obtidos de
Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae), conhecido popularmente como nim indiano. A
biotividade apresentada pelos extratos dessa planta estd associada a presenca de limonoides
em sua composicdo (MARANGONI et al., 2012).

Prates (2003) relata que o extrato aquoso de folhas de nim a 1,0% produziu 100% de
mortalidade na lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) inseto considerado praga da cultura do milho. Em outro estudo, verificou-se que a
concentracdo de 0,1 g/mL do extrato diclorometano das folhas de A. indica reduziu em 17
dias o tempo de sobrevivéncia do cupim subterraneo Coptotermes gestroi (Wasmann, 1896)
(Isoptera: Rhinotermitidae) apresentando mortalidade superior a 70% a partir do sétimo dia
(INACIO & CARVALHO, 2012). Abdel-Shafy e Zayed (2002) investigando a atividade
carrapaticida do extrato da semente de nim sobre ovos, estdgios imaturos e adultos de
Hyalomma anatolicum excavatum (Koch, 1844) (Acarina: Ixodidae), concluiram que o
extrato teve efeito significativo no controle dessa espécie de carrapato quando usado nas
concentragoes de 1,6 e 3,2%. O extrato aquoso das sementes de 4. indica, nas concentracdes
de 2,5 e 5% foi eficaz no controle de at¢ 100% dos estagios imaturos ativos e de fémeas
adultas do acaro verde da mandioca, Mononychellus tanajoa (Bondar, 1938) (Acari:
Tetranychidae) (GONCALVES et al., 2001).

Viglianco e colaboradores (2008) verificaram que 10 mg/mL de extrato cloroférmico
de folhas de Solanum argentinum Bitter et Lillo (Solanaceae) causou elevada deterréncia
alimentar (96%) em Sitophilus oryzae (Linné, 1763) (Coleoptera: Curculionidae), enquanto o
seu extrato hexanico, na concentragdo de 0,3 mg/cm?, apresentou atividade repelente frente a
esse inseto (63% em média) que € conhecido por causar danos a diversos tipos de cereais.

Innocent e colaboradores (2008) relataram que o extrato diclorometano da casca da
raiz de Lantana viburnoides ssp. viburnoides var. kisi (A. Rich) Verdc (Verbenaceae)
apresentou potente efeito larvicida contra a larva do vetor da malaria (72 h, CLso = 7,70 ppm),
Anopheles gambiae Giles s. s. (Diptera: Culicidae).
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O tratamento com 50 pg do extrato etandlico da casca da raiz de Simarouba versicolor
St. Hil. (Simaroubaceae) foi responsavel pela mortalidade de 95% de ninfas de Rhodnius
milesi Carcallo, Rocha, Galvao & Jurberg, 2001 (Hemiptera: Reduviidae), um dos vetores da
doenga de Chagas (COELHO et al., 2006).

Segundo Vasconcelos e colaboradores (2009), o extrato etandlico de raizes de
Tephrosia toxicaria (Sw.) Pers (Fabaceae) exibiu atividade larvicida contra Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) (CLsy = 47,9 ppm) assim como as fragcdes hexano,
cloroféormio e acetato de etila (CLso = 13,8-95,5 ppm) obtidas desse extrato.

O extrato etandlico das sementes da Annona muricata L. (Annonaceae) na
concentragdo de 2% mostrou 100% de eficacia contra fémeas ingurgitadas do carrapato do
boi, Rhipicephalus microplus (Canestrini,1887) (Acari: Ixodidae). Obteve-se ainda, com esse
extrato, a inibicdo da eclosdo de larvas dessa espécie de carrapato (BROGLIO-MICHELETTI
et al.,2009).

7.3.3. Oleos essenciais de plantas com atividades contra artrépodes

Os oleos essenciais sao definidos como qualquer 6leo volatil que tém componentes
aromaticos ¢ que ddo odor caracteristico, sabor ou aroma a uma planta. Com base na
biossintese, os constituintes quimicos de 6leos podem ser divididos em duas classes. Na
primeira encontram-se os derivados dos terpenoides, formados pelas vias do &cido
mevalonico-acetato e do metil eritritol fosfato; e na segunda situam-se os derivados do
fenilpropanoide, compostos aromaticos formados pela via do acido chiquimico (DEWICK,
2009).

Um levantamento da literatura sobre o potencial biopesticida de 6leos essenciais a
partir do ano de 2000, revelou que as plantas das familias Myrtaceae, Lamiaceae, Asteraceae,
Apiaceae e Rutaceae sdo altamente direcionados para atividades contra insetos de ordens
especificas como Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Isoptera e Hemiptera. Os 6leos essenciais
de plantas tém sido investigados em relacdo as atividades repelentes, fumegante, larvicida e
adulticida contra os insetos das ordens acima (TRIPATHI ef al., 2009).

Como os Oleos essenciais sdo misturas complexas de numerosas moléculas, seus
efeitos bioldgicos sdo o resultado de um sinergismo entre todas as moléculas ou de seus
constituintes majoritarios (MACIEL et al., 2009).

Palacios e colaboradores (2009) investigaram a toxicidade de 12 oOleos essenciais,
obtidos de plantas utilizadas na alimentacdo, contra Musca domestica (Linnaeus, 1758)
(Diptera: Muscidae) adulta. Dentre os 6leos testados, o da casca do fruto de Citrus sinensis
(L.) Osbeck (Rutaceae) apresentou maior atividade inseticida com CLs, igual a 3,9 mg/dm3 .

Olivero-Verbel e colaboradores (2010) constataram a atividade repelente dos 6leos
essenciais de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (Poaceae) e Eucalyptus citriodora Hook
(Myrtaceae) sobre Tribolium castaneum (Herbst., 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae), praga
de produtos alimenticios armazenados. As doses médias repelentes apds 4 h de exposicao
foram de 0,021 e 0,084 mL/L para C. citratus ¢ E. citriodora, respectivamente.

Shukla e colaboradores (2012) relataram a atividade fagoinibidora dos 6leos essenciais
de flores de Eupatorium adenophorum Spreng e das partes aéreas de Artemisia nilagirica
(C.B.Clarke) Pamp (Asteraceae) em Rhynchophorus ferrugineus (Olivier, 1790) (Coleoptera:
Curculionidae), uma grande praga de coqueiros e palmeiras. Na concentragdo de 1000 ppm e
apos 96 h, estes Oleos afetaram significativamente a alimentacdo normal dos adultos de R.
ferrugineus.

O ¢leo essencial de flores Matricaria chamomilla L. (Asteraceae) na concentracao de
1% (p/p), apresentou alta repeléncia (81,94 e 84,73%) em relacdo as pragas de graos
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armazenados, Oryzaephilus surinamensis (Linnaeus, 1758) (Coleoptera: Silvanidae) e
Tribolium castaneum, respectivamente (AL-JABR, 2006).

Larvas dos mosquitos vetores de doengas, Anopheles stephensi (Liston, 1901), Aedes
aegypti (Linnaeus, 1762) e Culex quinquefasciatus (Say, 1823) (Diptera: Culicidae) tratadas
com 3 mL/m? de 6leo essencial de folhas de Mentha piperita Linn (Lamiaceae) resultou em
85-100% de mortalidade (ANSARI et al., 2000). Kumar e colaboradores (2011) verificaram
que o 6leo de M. piperita, na concentracio de 27,86 pg/cm?, inibiu o desenvolvimento de
pupas de Musca domestica para a fase adulta durante o periodo de observagao de 6 dias.

Além de relatos sobre a atividade biocida de Oleos essenciais frente a insetos, a
literatura descreve a acdo desses produtos naturais contra outros tipos de artrépodes, como,
por exemplo, acaros e carrapatos.

O 6leo essencial de folhas de Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae) exibiu potente
atividade acaricida sobre fémeas adultas da praga agricola Tetranychus urticae (Koch, 1836).
(Acari: Tetranychidae), com CLsy 0,010 pL/L de ar (CAVALCANTI et al., 2010).

Em teste de atividade carrapaticida, larvas de Rhipicephalus microplus (Canestrini,
1888) (Acari: Ixodidae) foram tratadas com Oleos essenciais de folhas de cinco espécies
Cunila (Lamiaceae) nas concentragdes de 2,5; 5 e 10 uL/mL. Os 6leos de C. angustifolia e C.
incana causaram 100% na menor concentragdo (APEL et al., 2009).

7.3.4. Metabdlitos secundarios puros de plantas com atividades contra artropodes

Diversos trabalhos descrevem as propriedades anti-artropode de substancias puras
obtidas a partir de extratos vegetais ou de Oleos essenciais de plantas (KOUL & WALIA,
2009; POHLIT et al., 2011).

A revisdo bibliografica feita em artigos publicados de 1923 a 2010, revelou que 119
compostos quimicos possui atividade inseticida. Desses, 43 substancias sdo terpenoides, 38
sao alcaloides, 21 sdo compostos fenolicos e as nove restantes pertencem a outras classes de
compostos (BOULOGNE et al., 2012).

O monoterpeno 1,8-cineol (145) (Figura 176), constituinte majoritario do o6leo
essencial de Eucalyptus cinerea mostrou elevada atividade inseticida contra Musca domestica
(L.) (CLso= 3,3 mg/dm’) (PALACIOS et al., 2009).

O tratamento oral com 25 pg/mL de precoceno II (188) (Figura 176) em ninfas do 1°
estadio de Rhodnius prolixus (Stal, 1859) (Hemiptera, Reduviidae), levou a formacgdo de
adultoides (100%), enquanto no teste de aplicacdo topica, 10 png/uL dessa substancia
provocou a morte de todos os insetos (JURBERG et al., 1984). O fenilpropanoide (188), um
dos componentes do 6leo essencial de folhas de Ageratum conyzoides Linn (Asteraceae), ¢
inibidor de hormoénios antijuvenis de insetos, provocando alteracdo no processo de
metamorfose e levando a formagdo de adultos precoces, estéreis e moribundos (adultoides)
(OKUNADE, 2002; SOUSA et al., 2004)

Em teste de fumigagdao com Callosobruchus maculatus (Fabricius, 1775) (Coleoptera:
Bruchidae), Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1792) (Coleoptera, Bostrichidae), Sitophilus
oryzae (L.) e Tribolium castaneum Herbst., 0 monoterpeno (-)-mentol (189) (Figura 176)
apresentou alta toxicidade frente a estes insetos com valores de DLyy de 8,4; 7,9; 7,9 e 28,1
mg/L, respectivamente (AGGARWAL et al., 2001). Esse monoterpeno ¢ um dos constituintes
majoritarios do 6leo essencial de folhas de Mentha piperita Linn (ANSARI et al., 2000).

O fenilpropanoide trans-cinamaldeido (190) (Figura 176) na menor concentracdo (2,5
pL/mL) testada resultou em morte de aproximadamente 99% das larvas dos carrapatos
Rhipicephalus microplus e Dermacentor nitens. (Neumann, 1897) (Acari: Ixodidae). O 6leo
essencial da casca da canela (Cinnamomum zeylanicum Nees.: Lauraceae) possui alto teor de
fenilpropanoide (190) (SENRA et al., 2013a).
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A cadina-4,10(15)-dien-3-ona (191) (Figura 176), sesquiterpeno obtido a partir de
folhas de Hyptis verticillata Jacq. (Lamiaceae), provou ser um eficiente inseticida frente a
Cylas formicarius (Fabricius, 1798) (Coleoptera: Brentidae), uma praga destrutiva de
plantagdes de tomate. Numa dose de 3,6 mg/g de inseto apés 98 h, foi observado 90%
mortalidade (PORTER et al., 1995).

O sesquiterpeno E-nerolidol (91) (Figura 176), isolado de cascas secas de Myroxylon
balsamum (L.) Harms (Fabaceae), demonstrou efeito larvicida frente a larvas Aedes aegypti
(L.) com CLsg igual a 17,0 ppm (SIMAS et al., 2004).

Em experimento de inibicdo de crescimento, o diterpeno cis-desidrocrotonina (192)
(Figura 176), utilizado em ensaio de dieta artificial, apresentou DEsy = 30 ppm para dois
insetos-praga, Pectinophora gossypiella (Saunders, 1844) (Lepidoptera: Gelechudae) e
Heliothis uirescens (Fabricius, 1781) (Lepidoptera: Noctuidae). O diterpeno (192) foi isolado
de cascas do caule de Croton cajucara Benth (Euphorbiaceae) (KUBO et al., 1991).

Khalequzzaman e Nahar (2008) observaram a atividade inseticida da substancia
azadirachtina (193) (Figura 176) contra adultos do afideo Aphis gossypii Glover (24 h, CLsy =
0,34 pg.cm™). De acordo com Vieira e colaboradores (2001), azadirachtina (193), composto
obtido das sementes de Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae), pertence ao grupo dos
limonoides, maiores representantes da classe dos terpenos com atividade inseticida. Segundo
Viegas Junior (2003), essas substancias podem ser encontradas em espécies das familias
Meliaceae, Rutaceae e Cneoraceae e sdo conhecidas por causarem efeitos bioldgicos em
insetos, seja interferindo no crescimento, seja através da inibi¢ao de alimentagdo.

O quassinoide chaparrinona (194) (Figura 176), isolado a partir das partes aéreas de
Quassia sp. aff. Bidwillii (Simaroubaceae), mostrou acdo acaricida frente a Tetranychus
urticae (Koch, 1836). (Acari: Tetranychidae) (LATIF et al, 2000). Os quassinoides
constituem uma classe de substancias encontradas quase que exclusivamente em plantas da
familia Simaroubaceae e, quimicamente sdo considerados triterpenos biodegradados com alto
padrao de oxigenagdo. Varios desses fitoquimicos apresentam propriedades inseticida e
fagoinibidora (ALMEIDA et al., 2007)

Estudos fitoquimicos realizados com frutos secos de Piper nigrum Linn (Piperaceae) e
raizes de Rollinia leptopetala R. E. Fries (Annonaceae) e Tephrosia toxicaria Pers
(Leguminosae) resultaram no isolamento da amida piperina (195), do alcaloide liriodenina
(196) e do rotenoide 12a-hidroxi-a-toxicarol (197) (Figura 176), respectivamente. Em testes
com larvas do mosquito Aedes aegypti (L.), as substancias (195), (196) e (197) apresentaram
elevada atividade larvicida com valores de CLs de 5,1; 3,6 e 3,2 ppm, nessa ordem (PARK et
al.,2002; FEITOSA et al. 2009; VASCONCELOS et al., 2012).
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Figura 176. Foérmulas estruturais de compostos do metabolismo secundério de plantas com
atividades contra artropodes.

7.3.5. Modo de aciao dos produtos naturais em artropodes

As espécies de plantas mais tipicamente conhecidas sintetizam uma grande variedade
de compostos de defesa moderadamente toxicos ou um pequeno numero de substincias
altamente toxicas. Os insetos herbivoros se alimentam de uma grande variedade de espécies
de plantas, onde pode ser encontrado substancias potencialmente téxicas com efeitos
relativamente nado-especificos sobre uma ampla gama de alvos moleculares. Esses alvos
podem ser proteinas (enzimas, receptores, moléculas sinalizadoras, canais i0nicos e proteinas
estruturais), acidos nucléicos, biomembranas e outros componentes celulares (RATTAN,
2010).

No mecanismo de acdo de metabolitos secundérios de plantas em insetos estdo
envolvidas uma série de desordens fisioldgicas, como: a inibicdo da acetilcolinesterase,
atividade sobre as membranas de células nervosas, bloqueios dos receptores octopamina, dos
canais de cdlcio e dos canais de cloreto (CI) acoplados a receptores GABA (4cido y-
aminobutirico), além de interrupcao de troca idnica de sodio e potassio, inibicdo da respiragdo
celular, disturbio no equilibrio hormonal, interrupcdo dos eventos moleculares da
morfogénese etc. (GHOSH et al., 2012).

Em relagdo ao modo de agdo de fitoquimicos em acaros e carrapatos existem poucos
trabalhos que discutem este assunto. A literatura relata que para esses artropodes os produtos
naturais de origem vegetal podem agir: bloqueando os receptores octopamina, impedindo a
respiracdo celular, inibindo a acetilcolinesterase, removendo as ceras cuticulares (gerando
estresse hidrico), bloqueando os espiraculos (resultando em asfixia), interferindo na atividade
secretora das glandulas salivares e produzindo desenvolvimento incompleto de odcitos e
alteracdes morfologicas causadas pela desorganizagdo das organelas, membranas celulares e
corion (interferéncia na reproducao) (MENDOZA MEZA & TABORDA, 2010; ARNOSTI et
al.,2011; DENARDI et al., 2011; ELLSE & WALL, 2013)
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7.3.6. Perspectivas de desenvolvimento de produtos naturais para o controle de
artropodes

Baseando-se no grande numero de trabalhos que vem mostrando resultados
significativos dos efeitos de fitoquimicos frente a artropodes, pode-se afirmar que as espécies
vegetais se constituem, provavelmente, numa fonte praticamente inesgotavel para obtengdo de
praguicidas de origem vegetal que sdo conhecidos por oferecerem menor risco a saude
humana e ao ambiente. Nesse cenario, a grande diversidade da flora brasileira apresenta um
imenso arsenal quimico formado por substincias organicas bioativas com uma enorme
variedade de formulas estruturais, sendo, portanto, promissor para obten¢cdo de compostos
com atividades anti-artropode. No entanto, para alcangar essa meta € necessario investir em
pesquisas com plantas nativas que visem a obtengdo e o desenvolvimento de biopesticidas e
seus analogos sintéticos com propriedades uteis para o controle de artrépodes considerados
pragas agricolas e vetores de moléstias que vém assolando o nosso pais.

Atualmente, existe um mercado promissor para os bioinseticidas obtidos de plantas
(KOUL & WALIA, 2009; DAYAN et al., 2009). Entretanto, para a inclusdo definitiva e
segura de produtos de origem vegetal no mercado sdo necessarios estudos sobre mecanismos
de acdo, fitotoxidade, real seguranca a mamiferos e outros vertebrados, entre outras
investigacdes (CORREA & SALGADO, 2011).

7.4. Atividade Larvicida sobre Aedes aegypti
7.4.1. Introducao

Doengas transmitidas por mosquitos causam morbidade significativa, mortalidade e a
prejuizos econdmicos para a humanidade (MASSEBO et al., 2009). O mosquito Aedes
aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) € o principal vetor da febre amarela, dengue e
febre hemorragica da dengue (FHD) (LIMA et al., 2011a). Estas infecgdes transmitidas por
mosquitos sdao encontrados em regides tropicais e sub-tropicais de todo o mundo,
predominantemente em areas urbanas e semi-urbanas.

A incidéncia global da dengue tem crescido dramaticamente em todo o mundo nas
ultimas décadas, ha cerca de 2,5 bilhdes de pessoas em risco (WHO, 2009). Recentemente, no
Brasil, a incidéncia de dengue tem aumentado significativamente. Um total de 4.243.049 de
casos desta enfermidade foram relatados entre 1981 e 2006, incluindo 5.817 casos de
sindrome de choque da dengue (SSD) e FHD, e um total de 338 casos fatais (NOGUEIRA et
al., 2007).

Atualmente, ndo ha nenhum tratamento com droga ou vacina disponivel para dengue
e, no momento, o Unico método de prevengdo da transmissdo ¢ o controle de seu vetor
(CHUNG et al., 2009). O controle baseia-se na destruicdo de criadouros por meio de
inseticidas sintéticos. No entanto, o uso continuo destas substancias resulta na sele¢do de
mosquitos resistentes (MELO-SANTOS et al., 2010). Além disso, sdo toxicos € contaminam
solo, agua e ar (DHARMAGADDA et al., 2005). Os produtos naturais podem ser uma
alternativa aos inseticidas sintéticos, porque sdo eficazes, biodegradaveis, eco-amigaveis e
seguros para o meio-ambiente (SREELATHA et al., 2010).

A literatura relata que oleos essenciais de plantas possuem atividade larvicida contra
Ae. aegypti (SANTOS et al., 2006, 2007; ARRIAGA et al., 2007; CHENG et al., 2009;
CHUNG et al., 2009; FEITOSA et al., 2009; AGUIAR et al., 2010; MAGALHAES et al.,
2010).
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Considerando essas informagdes, o 6leo essencial obtido da primeira coleta de folhas
de Myrcia ovata Cambess. (OEMO-1) (Item 4.4, pag. 22) foi submetido a ensaio de atividade
larvicida frente a Ae. aegypti.

7.4.1. Resultados e discussao

Solugdes contendo OEMO-1, em seis diferentes concentracdes € em triplicata, foram
individualmente testadas frente a 50 larvas de Ae. aegypti. Os dados obtidos neste ensaio
foram uteis para o calculo de CLsy (concentracdo da amostra capaz de matar 50 % da
populagdo de larvas). Amostras que apresentam valores de CLso < 100 ppm sdo consideradas
ativas (CHENG et al., 2003) e constituem-se fortes candidatos de combate ao mosquito. Os
valores de CLs, obtidos para o Temephos® (controle positivo) ¢ OEMO-1 foram 1,4 ¢ 192,1
png/mL, respectivamente. OEMO-1 contém os monoterpenos neral (107) (35,8%) e geranial
(106) (50,4%) (Figura 109, pag. 138) como os principais constituintes (Tabela 18, pag. 139).
Similarmente, Albuquerque e colaboradores (2007) constataram que o Oleo essencial de
Pectis apodocephala Baker (Asteraceae), rico em geranial (106) (42,9 — 44,5%) e neral (107)
(33,2 — 34,2%), apresentou toxicidade contra larvas de Ae. aegypti, com CLsy 195,0 pg/mL. A
literatura relata que estes monoterpenos oxigenados isolados da casca de Magnolia salicifolia
Siebold & Zucc. Maxim. (Magnoliaceae) na concentracdo de 100 ppm causaram 100% de
mortalidade em larvas do quatro estadio de Ae. aegypti, apds 24 horas (KELM et al., 1997).
Portanto, a moderada atividade larvicida do 6leo volatil de M. ovata pode ser atribuido a
mistura isomérica dos aldeidos (106) ¢ (107).

As informacdes divulgadas neste trabalho em relagdo a composicdo quimica de
OEMO-1 e sua atividade larvicida contra larvas de Ae. aegypti, encontram-se publicadas no
African Journal of Biotechnology (LIMA ef al., 2011a).

7.5. Atividade Inseticida frente a Rhodnius prolixus
7.5.1. Introducio

Rhodnius prolixus (Stal, 1859) ¢ um inseto de hematdfogo, pertencente a subfamilia
Triatominae, familia Reduviidae. Esses insetos sdo vetores do protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), parasito e agente
etiologico da doenga de Chagas, também conhecido como 7Tripanossomiase Americana. Essa
enfermidade ¢ endémica em grandes areas da América do Sul e da América Central
(GARCIA et al., 2007) e ¢ considerada importante problema de satde nesses continentes.
Afeta quase 10 milhdes de pessoas na América Latina e cerca de 60 milhdes as pessoas vivem
em areas de alto risco, com cerca de 300.000 novos casos por ano (WHO, 2010). A infecgdo
cronica da doenca de Chagas ¢ responsavel pela morte de aproximadamente 14.000 pessoas
por ano, enquanto a infec¢ao aguda ¢ assintomatica.

Até o momento, nao existe qualquer vacina preventiva nem qualquer tratamento contra
as fases crOnicas dessa moléstia. Nesse contexto, métodos para eliminar o vetor da doenca de
Chagas tém sido desenvolvidos como estratégia para prevenir essa enfermidade. Um dos
métodos empregado para o controle de triatomineos € a utilizagdo de inseticidas. No entanto,
0 uso continuo de pesticidas sintéticos como piretroides e deltametrina leva a resisténcia do
organismo alvo e poluicdo ambiental (SFARA et al., 2006; WHO, 2010; CORREA &
SALGADO, 2011).

Produtos naturais sintetizados por plantas, como os metabolitos secundarios, sdo uma
alternativa eficiente aos inseticidas sintéticos. O efeito de 6leos essenciais de origem vegetal e
de seus constituintes puros no controle de insetos triatomineos ¢ amplamente divulgado na
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literatura (FOURNET et al., 1996, LAURENT et al., 1997, MELLO et al., 2007, GOMES &
FAVERO 2011, 2013, LOPEZ et al., 2011, SAINZ et al., 2012).

Viérios estudos tém relatado a ampla gama de atividades bioldgicas do 6leo essencial
de Lippia sidoides Cham. incluindo propriedades antimicrobiana (LACOSTE et al., 1996,
BOTELHO et al., 2007, VERAS et al., 2012), tripanossomicida (RONDON et al., 2012),
carrapaticida (GOMES et al., 2012) e inseticida (CARVALHO et al., 2003, CAVALCANTI
et al., 2004, LIMA et al., 2013). Geralmente, o componente mais abundante do 6leo essencial
de L. sidoides pode ser o timol (125) ou seu isdmero carvacrol (156) (Figura 178)
(CAVALCANTI et al., 2004, CAVALCANTI et al., 2010; LIMA et al., 2011b; GOMES et
al.,2012). Ambos tém clevada atividade contra bactérias (ULTEE et al., 2000, GALLUCCI et
al., 2010), fungos (CHAMI et al., 2005, KLARIC et al., 2007), protozoarios (TASDEMIR et
al., 2006, ESCOBAR et al., 2010), moluscos (RADWAN et al., 2008, FERREIRA et al.,
2009), carrapatos (CARVALHO et al., 2010, MONTEIRO et al., 2010, DAEMON et al.,
2012a) e insetos (KNIO et al., 2008; PANDEY et al., 2009).

Portanto, realizou-se a investigacdo do efeito biocida do o6leo essencial de folhas de L.
sidoides obtido por arraste a vapor (OELS-2) (Item 4.4, pag. 22), timol (125) e carvacrol
(156) sobre ovos ¢ ninfas de quarto estadio de R. prolixus.

7.5.2. Resultados
7.5.2.1. Atividade ninficida

Com a finalidade de estabelecer a concentracao letal 50 (CLsg) do carvacrol (156),
timol (125) e OELS-2, experimentos ninficidas preliminares foram realizados. Os grupos
tratados com 10 e 50 pg/cm® de OELS-2 mostraram que ndo houve diferenca estatistica
(p>0,05) em comparagd@o com o grupo controle. O efeito do tratamento com o 6leo sobre a
mortalidade de insetos foi observado apenas nos grupos tratados com 100 pg/cm?, a maior
dose testada (Tabela 23). Por outro lado, o tratamento com 50 pg/cm’dos monoterpenos
carvacrol (156) ou timol (125) resultou em alta porcentagem de mortalidade de R. prolixus
(73,3 e 100%, respectivamente). Ambos os resultados foram significativamente diferentes
(p<0,05) do controle (Tabela 23). Além disso, ninfas tratadas com 10 ;,Lg/cmzde timol também
resultou em uma alta porcentagem de mortalidade (73,3%) apo6s 24 horas de exposi¢do. Os
valores de CLsy para OELS-2, carvacrol (156) e timol (125) foram 54,48; 32,98 e¢ 9,38
pg/cm’, respectivamente (Tabela 24).
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Tabela 23. Porcentagem média de mortalidade de ninfas de 4° estadio de Rhodnius prolixus
tratadas com diferentes concentragdes do 6leo essencial de folhas de Lippia sidoides obtido
por arraste a vapor (OELS-2), timol (125) e carvacrol (156), apds 24 horas de exposi¢ao em
condigoes laboratoriais (27°C £2 e 65% £ 5 UR).

Grupos % Mortalidade (Média + EPM)
Controle 3,0+3,0°
Acetona 100% 0,0 £0,0°
OELS-2
10 pg/em? 0,0 + 0,0
50 pg/em’ 0,0 +0,0*
100 pg/cm? 100,0 + 0,0
Timol (125)
10 pg/em? 73,3 + 3,0°
50 pg/em’ 100,0 £ 0,0
100 pg/cm? 100,0 + 0,0

Carvacrol (156)

10 pg/em? 3,0+£3,0°
50 pg/em’ 73,3+0,0°
100 pg/cm? 100,0 + 0,0

As letras representam diferencas entre os insetos
tratados e o controle, uma vez que p>0,05 nio é
considerado estatisticamente significante.

Tabela 24. Valores de concentracdo letal 50 (CLsg) do 6leo essencial de folhas de Lippia
sidoides obtido por arraste a vapor (OELS-2), timol (125) e carvacrol (156) para o controle de
ninfas de 4° estadio de Rhodnius prolixus.

Tratamentos CLs (ug/cmz) Intervalo de confianca
OELS-2 54,48 52,19-56,87
Timol (125) 9,38 7,88-11,17
Carvacrol (156) 32,98 28,98-38,38

7.5.2.2. Atividade ovicida

O tratamento de ovos de R. prolixus com 50 pg/cm® carvacrol (156) e timol (125)
causou uma inibicdo significativa (p<0,05) no percentual de ninfas eclodidas (50 e 23,3%,
respectivamente) em comparacdo com os grupos controle (96,7%) (Figura 177). No entanto, a
percentagem de ninfas eclodidas de ovos tratados com 10 ug/cm2 de carvacrol (156) (83,3%)
ou timol (125) (90%) foi similar aos grupos controle, enquanto o tratamento com 10 ou 50
ng/cm® de OELS-2 ndo afetou a taxa de eclosdo (80 e 90%, respectivamente). Neste caso, a

180



inibicio da eclosdo foi observada apenas em grupos tratados com 100 pg/cm’® do dleo
essencial com resultado semelhante aos dos grupos controle (Figura 177).

% DE ECLOSAO

Figura 177. Percentagem de ninfas eclodidas de ovos de Rhodnius prolixus, 15 dias apos
exposi¢cdo ao Oleo essencial e monoterpenos, Controle (1); acetona 100% (2); OELS-2 10
;,tg/cm2 (3); OELS-2 50 ;,Lg/cm2 (4); carvacrol (156) 10 pg/cm2 (5); carvacrol (156) 50 ug/(:m2
(6); timol (125) 10 pg/cm’® (7) e timol (125) 50 pg/cm? (8). Os valores representam as médias
+ EPM; n=30 insetos.

7.5.3. Discussao

No teste de atividade ninficida, apos 24 h de exposi¢ao, OELS-2, 6leo de Lippia
sidoides com 69,91% de timol (125) em sua constituicdo (Tabela 21, pag. 154), resultou em
CLso de 54,48 pg/cm’. Enquanto o timol (125) puro (Figura 178) causou efeito deletério
contra ninfas de R. prolixus atingindo CLsy de 9,38 pg/cm? indicando que este composto
fenolico € mais toxico ao triatomineo que OELS-2 (Tabela 24).

A CLs, obtida para OELS-2 (54,48 pg/cm®) equivale a aproximadamente a 38,09
pg/cm?® de timol (125) que é um valor de concentragdo superior ao CLsy desse monoterpeno
puro (9,38 pg/em?). A comparagio desses dados sugere que os varios constituintes do 6leo
podem ter agido antagonicamente sobre as ninfas de R. prolixus. Em alguns casos, a
propriedade bioldgica do 6leo essencial pode ser conferida a agdo sinérgica ou antagonica de
seus varios constituintes (BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008). Portanto, o monoterpeno
timol (125), apesar de ser o componente majoritario do 6leo, ndo determinou sozinho o efeito
ninficida apresentado por OELS-2.

A literatura nao relata nenhuma investigacao de atividade anti-inseto do dleo essencial
de L. sidoides em triatomineos, porém existe um relato de elevada atividade repelente em
adultos de R. prolixus, ocasionada pela acdo do oleo essencial de Thymus zygis Loefl. ex L.
(Lamiaceae), que como o oleo de L. sidoides € rico em timol (125) (74%) (SAINZ et al.,
2012). De acordo com os relatos de varios trabalhos publicados, o monoterpeno (125) exibiu
elevada toxicidade contra varios insetos (HUMMELBRUNNER & ISMAN, 2001; PANDEY
et al, 2009; PAVELA, 2010; PAVELA, 2011). Em triatomineos, estudos recentes
descreveram que o tratamento de Triatoma infestans (Klug, 1834) e R. prolixus com timol
(125) causou efeitos de hiperatividade e knock-down em ninfas dessas espécies de insetos,
enquanto o efeito de repeléncia foi observada apenas em ninfas de 7. infestans (MORETTI et
al.,2013).
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Ainda no ensaio de atividade ninficida, foi observado também efeito consideravel de
carvacrol (156) (Figura 180) contra R. prolixus, apresentando uma CLsy de 32,98 ug/cmz,
sendo mais potente contra esse inseto, em comparagdo com OELS-2 (CLs, 54,48 pg/cm?). No
entanto, o tratamento com o carvacrol (156) resultou em menor mortalidade de ninfas de R.
prolixus quando comparado com a obtida pela acdo do seu isdmero timol (125) (CLsy 9,38
ng/cm?) (Tabela 24). A elevada atividade inseticida de timol (125) em comparagdo com o
carvacrol (156) esta descrita na literatura (SINGH et al., 2009; ERLER & CETIN 2009;
PALACIOS et al., 2009). Em triatomineos, Moretti e colaboradores (2013) mostraram que o
tratamento de ninfas de R. prolixus e Triatoma infestans com carvacrol causou um decréscimo
na atividade locomotora, repeléncia e efeito knock-down.

Estes resultados sugerem que em R. prolixus, o tratamento ninficida com o
monoterpenos (125) e (156) por si s6 ¢ mais eficiente do que o tratamento realizado com a
mistura de diferentes monotepenos e sesquiterpenos encontrados na composi¢do quimica de
OELS-2. De fato, os testes de exposicdo mostraram que a atividade de timol (125) foi 5,8
vezes mais letal do que OELS-2 e 3,5 vezes mais letal do que o carvacrol (156). Observou-se,
ainda, que o tratamento das ninfas com carvacrol (156) foi 1,7 vezes mais letal do que OELS-
2. Karpouhtsis e colaboradores (1998) descrevem o efeito inseticida de timol (125), carvacrol
(156) e de oleos essenciais de plantas em que estes compostos fendlicos sdo abundantes.
Viarios estudos indicam associa¢do proxima entre as atividades inseticidas de timol (125) e
carvacrol (156) e a capacidade de bloquear os sistemas GABA (4cido gama-aminobutirico)
e/ou octopaminérgicos de artropodes (PRIESTLEY et al., 2003; RATTAN, 2010; TONG &
COATS, 2010)

A propriedade ovicida de o6leos essenciais frente a ovos de vetores da doenca de
Chagas esta bem descrita na literatura. Varios 6leos essenciais obtidos a partir de diferentes
espécies de plantas como, por exemplo, Eryngium sp. (Apiaceae), Tagetes pusilla Kunth e T.
minuta L. (Asteraceae), inibiram a taxa de eclosdo de ninfas durante testes de exposi¢ao
(LAURENT et al., 1997). No entanto, verificou-se que o tratamento com OELS-2 nao foi
eficaz na inibi¢do da eclosdo de ninfas de ovos de R. prolixus (Figura 177). Este resultado
difere daqueles obtidos em testes ovicidas desenvolvidos com o6leo de L. sidoides em
diferentes espécies de insetos (MACIEL et al., 2009;. LIMA et al., 2013).

Além dos oleos essenciais, a literatura descreve que os seus constituintes puros
também podem ter efeito ovicida contra insetos vetores. Por exemplo, entre 12 constituintes
de Oleos essenciais testados, o sesquiterpeno FE-nerolidol (91) (Figura 176, pag. 176)
apresentou maior atividade ovicida sobre ovos de T. infestans (LAURENT et al., 1997). No
presente estudo, a eclosdo de ninfas de ovos de R. prolixus foi consideravelmente inibida apos
15 dias de exposi¢do a 50 pg/em® de timol (125) seguido por carvacrol (156) na mesma
concentragdo, resultando em 76,7 e 50% de inibigdo, respectivamente (Figura 177). O efeito
ovicida de timol (125) em ovos de outros invertebrados tem sido descrita em varios trabalhos
(CAMURCA-VASCONCELOS et al, 2007, FERREIRA et al, 2009). Resultados
semelhantes aos divulgados neste trabalho foram obtidos por Singh e colaboradores (2011) ao
constatarem que o timol (125) foi mais ativo na inibi¢ao da eclosdo de larvas de ovos de Chilo
partellus (Swinhoe, 1885) (Lepidoptera: Pyralidae) que seu isomero carvacrol (156).

O fato da composicao de ovos de insetos ser formado por muitas camadas, permite que
o embrido sobreviva mesmo durante periodos longos e adversos. No entanto, substincias
lipofilicas, como os constituintes do 6leo essencial, por exemplo, sdo capazes de endurecer a
membrana do ovo e impedir o processo de eclosdo por interferéncia no equilibrio da agua e
trocas gasosas (LIMA et al., 2013).

Comparando os resultados das atividades ninficida e ovicida obtidos apds os
tratamentos com o 6leo ¢ os monoterpenos, verificamos que as ninfas do quarto estadio de R.
prolyxus foram mais suscetiveis a exposicao a esses produtos naturais do que os ovos desse
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inseto. A maior susceptibilidade de ninfas de 7. infestans e de larvas de Lutzomyia longipalpis
(Lutz & Neiva,1912) (Diptera: Psychodidae) em relagdo aos ovos desses insetos, foi também
observado apds serem submetidos a tratamentos com produtos naturais (LAURENT et al.,
1997; MACIEL et al., 2009).

A elevada tolerancia observada em ovos tratados com produtos naturais em
compara¢do com as ninfas, pode ser explicada pelo fato do sistema nervoso do embrido do
insetos ainda ndo estd bem desenvolvido. A baixa permeabilidade da superficie externa do
ovo no inicio da embriogénese ¢ outro fator que pode explicar a maior tolerancia dos ovos
frente aos fitoquimicos avaliados nesse estudo (STAMOPOULOS et al., 2007, MACIEL et
al., 2009).

Conforme apresentado neste trabalho, o timol (125) mostrou-se mais eficiente que o
carvacrol (156) tanto em relacdo a propriedade ninficida como a ovicida. As formulas
estruturais desses compostos fendlicos sdo semelhantes, embora possuam a mesma foérmula
quimica e peso molecular, eles diferem quanto a posi¢do do grupo hidroxila no anel
aromatico, portanto sdo isomeros de posi¢do (Figura 178). A posicdo relativa do grupo
hidroxila no anel aromatico pode ter influenciado na variagdo do potencial biocida
apresentado por estes monoterpenos sobre ninfas e ovos de R. prolixus. Modificacdes
estruturais em monoterpenoides podem levar a um aumento da atividade bioldgica dessas
substancias (KUMBHAR & DEWANG, 1999). Em teste de atividade larvicida frente a larvas
de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae), o monoterpeno (+)-a-pineno (89)
mostrou-se mais potente que seu isomero (+)-B-pineno (90), sugerindo que a posicao da dupla
ligacdo no sistema ¢ relevante para a atividade bioldgica observada (Figura 178) (SIMAS et
al.,2004).

Os resultados do presente estudo sugerem que os monoterpenos timol (125) e
carvacrol (156), bem como o dleo essencial de L. sidoides OELS-2, sdo fontes promissoras
para o desenvolvimento de inseticidas botanicos uteis no controle de R. prolixus.

é{j H

(89) (90)
OH
OH
(125) (156)

Figura 178. Formulas estruturais de monoterpenos com atividade inseticida.

7.6. Atividade Carrapaticida frente a Rhipicephalus microplus, Dermacentor nitens,
Rhipicephalus sanguineus e Amblyomma cajennense

7.6.1. Introducao

Do ponto de vista econdmico, Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888), conhecido
vulgarmente como carrapato dos bovinos, ¢ o principal ixodideo na regido Neotropical,
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centralizando a atencdo de centros de pesquisas, universidades e industria (MARTINS et al.,
20006). Essa relevancia se da pelos prejuizos econdmicos decorrentes do seu parasitismo, que
somente no Brasil chegam a dois bilhdes de doélares anualmente (GRISI et al., 2002) e pela
dificuldade de manejo, uma vez que a maioria dos produtos carrapaticidas sintéticos
disponiveis apresenta eficacia inferior a 75% (FURLONG et al., 2007). Esse ectoparasita
pode prejudicar a produgdo de carne e leite devido as injurias provocadas nos animais.
Durante a hematofagia, os carrapatos inoculam toxinas que promovem alteragdes fisiologicas
nos animais infectados. Podendo ainda ocorrer a transmissdo de agentes infecciosos,
principalmente Anaplasma sp. € Babesia sp., responsaveis pela Tristeza Parasitdria Bovina
(TPB). R. microplus pode ainda reduzir a qualidade do couro do animal devido as cicatrizes
ocasionadas na pele do hospedeiro durante a sua alimentacao (CAMPOS et al., 2002).

Dermacentor nitens (Neumann, 1897), conhecido popularmente como carrapato-da-
orelha-do-cavalo, tem os equinos como hospedeiro preferencial, parasitando principalmente o
pavilhdo auricular. Entretanto, em grandes infestagdoes pode parasitar outros locais do corpo
do animal (GUIMARAES et al., 2001; GUGLIELMONE et al., 2006). Este carrapato tem
sido apontado como vetor do protozoario Babesia caballi, o agente causador da babesiose
equina. Seu parasitismo ocasiona stress ao animal, perda de sangue e peso, predisposi¢cdo a
miiases além de atuar como vetor de patogenos (GUGLIELMONE et al.,. 2006; LABRUNA
& MACHADO, 2006).

Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) ¢ um carrapato de origem africana que se
estabeleceu em todo o globo devido ao transporte de canideos entre paises e continentes
(DANTAS-TORRES, 2008). No Brasil, sua importancia veterinaria vai além dos transtornos
causados aos seus hospedeiros, tais como intenso prurido, espoliagdo sanguinea e anemia,
pois também ¢ vetor do protozoario Babesia canis e bactérias como Ehrlichia canis ¢ do
género Rickettsia (DANTAS-TORRES, 2008). A principal forma de controle de R.
sanguineus ¢ através do uso topico de carrapaticidas nos hospedeiros. Entretanto, devido ao
uso indiscriminado de algumas bases quimicas, ja existe relato de populagdes resistentes a
alguns produtos disponiveis (BORGES et al., 2007).

Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) (Acari: Ixodidae) € um carrapato originario
do continente americano distribuido do sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina
(GUGLIELMONE et al., 2006), parasitando principalmente equinos e capivaras, embora seus
estdgios imaturos possuam baixa especificidade, sendo encontrados também em pequenos
animais como aves e roedores, além de humanos (GUIMARAES et al., 2001). No Brasil, esta
associado como principal vetor do agente etiologico da febre maculosa, tornando-se deste
modo um problema de satide publica. Indicios de resisténcia as principais bases quimicas de
carrapaticidas ja foram relatados para esta espécie (FREITAS et al., 2011).

Diante da possibilidade iminente de resisténcia devido ao uso descontrolado de
carrapaticidas sintéticos, além do aumento de preocupacdo com as questdes ambientais,
medidas alternativas de controle tém ganhado espaco nos dias atuais. No que se refere ao
combate a carrapatos através do contato, substancias de origem vegetal t€ém se mostrado
promissoras (COSKUN et al, 2008; BORGES et al, 2011; POHLIT et al, 2011;
MONTEIRO et al., 2012; GOMES et al., 2012).

A literatura relata que os 6leos essenciais de plantas e seus constituintes puros estao
associados a diversas atividades biologicas, tais como efeitos antivirais, antimicrobianos, anti-
helminticos, fungicidas, moluscicidas e inseticidas (HENRIQUE et al., 2007; HAMID et al.,
2011). Além desses efeitos bioldgicos, estudos relatam que os 6leos essenciais apresentam
atividade carrapaticida sobre diferentes espécies e estagios de carrapatos (MARTINS, 2006;
TUNON et al., 2006; CETIN et al, 2009; PIRALI-KHEIRABADI, 2009; PIRALI-
KHEIRABADI & SILVA, 2010; RIBEIRO et al., 2010).
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Dessa forma, realizou-se a avaliacdo da atividade carrapaticida de 6leos essenciais de
folhas de L. sidoides obtidos por hidrodestilagdo (OELS-1) e arraste a vapor (OELS-2) (Item
4.4, pag. 22), sendo o primeiro testado frente a larvas de D. nitens e larvas e fémeas
ingurgitadas de R. microplus e o segundo testado contra larvas e ninfas ndo ingurgitadas de R.
sanguineus € A. cajennense. Além disso, o 0leo volatil obtido da segunda coleta de folhas de
Myrcia ovata (OEMO-2) (Item 4.4, pag. 22) teve o seu poder acaricida avaliado contra larvas
e fémeas ingurgitadas de R. microplus.

7.6.2. Resultados

7.6.2.1. Bioensaios com larvas de Rhipicephalus microplus tratadas com éleo essencial de
Mpyrcia ovata OEMO-2

Os resultados dos testes carrapaticidas de OEMO-2 frente a larvas de R. microplus sdo
apresentados na Tabela 25. A mortalidade das larvas de R. microplus tratadas com a
concentragdo de 1,3 e 2,5 mg/mL foi nula, assim como observado para o controle. Na
concentragdo de 5,0 mg/mL de OEMO-2 a mortalidade foi de 20%, apresentando diferencas
significativas (p<0,05) para o controle. Nas demais concentragdes, a taxa de mortalidade
chegou a 100%, diferindo (p<0,05) do controle e dos demais tratamentos. O valor de CLsg
obtido para OELM-2 foi de 5,85 mg/mL (Tabela 29).

Tabela 25. Média de mortalidade de larvas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus tratadas
com diferentes concentragdes do oleo essencial obtido por hidrodestilagdo da segunda coleta
de folhas de Myrcia ovata (OEMO-2), em condic¢des de laboratério (27+1°C e RH>80+10%).

Tratamentos M¢dia de mortalidade (%) + desvio padrio
Controle — tween 80 (3%) 0,0°+0,0
1,3 mg/mL 0,0°+0,0
2,5 mg/mL 0,0°+0,0
5,0 mg/mL 20,0°+9,2
10,0 mg/mL 100°+0,0
15,0 mg/mL 100°+0,0
20,0 mg/mL 100°+0,0

Médias seguidas de letras diferentes na coluna apresentam diferencgas
significativas em nivel de 5%.

7.6.2.2. Bioensaios com larvas de Rhipicephalus microplus e Dermacentor nitens tratadas
com oleo essencial de Lippia sidoides OELS-1

Os resultados relativos aos testes carrapaticidas realizados com OELS-1 em larvas de
R. microplus e D. nitens estdo registrados na Tabela 26. No teste de pacote de larvas realizado
com OELS-1 frente a R. microplus, a mortalidade do grupo tratado com a concentragao de 2,5
puL/mL foi de 0,5%, sendo estatisticamente similar (p>0,05) ao observado para o controle, que
foi de 0,4%. Entretanto, nos demais grupos tratados, a mortalidade observada apresentou
diferencas significativas (p<0,05) em relagdo ao controle, sendo constatadas taxas de 100%
nas duas maiores concentragdes (15,0 e 20,0 uL/mL). Para D. nitens, a mortalidade foi nula
no grupo tratado com 2,5 uL/mL de OELS-1 e controle (p>0,05). Nos demais tratamentos, as
taxas de mortalidade apresentaram diferencas significativas (p<0,05) em rela¢do ao controle,
no entanto, taxa de 100% so foi observada no grupo tratado com a maior concentracao
(Tabela 26).
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Comparando as taxas de mortalidade de larvas das duas espécies testadas com OELS-
1, podemos constatar valores superiores (p<0,05) encontrados para R. microplus nos grupos
tratados com as concentragdes de 10,0 e 15,0 uL/mL (Tabela 26). Os valores referentes a
concentragdo letal responsavel pela mortalidade de 50% da populacdo de individuos (CLs)
para larvas de R. microplus e D. nitens foram de 5,6 e 11,1 uL/mL, respectivamente (Tabela
29).

Tabela 26. Média de mortalidade de larvas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus,
Dermacentor nitens tratadas com diferentes concentracdoes de o6leo essencial obtido da
hidrodestilacao de folhas de Lippia sidoides (OELS-1), em condigdes de laboratério (27£1°C
e RH>80+10%).

Meédia de mortalidade (%) =+ desvio padréo

Tratamentos Rhipicephalus microplus ~ Dermacentor nitens
Controle— tween 80 (2%) 0,4*+1,3 0,0**+0,0

2,5 uL/mL 0,5 +1,5 0,0**+0,0

5,0 uL/mL 38,6"+38,4 11,7°4+12,7

10,0 pL/mL 96,7°*+4.6 32,1°5435,8

15,0 pL/mL 100°4+0,0 59,6°P+22 5

20,0 uL/mL 100¢4+0,0 100°4+0,0

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna (letra mintdscula) ou linha
(letra maidscula) ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de
significancia.

7.6.2.3. Bioensaios com larvas e ninfas de Rhipicephalus sanguineus e Amblyomma
cajennense tratadas com oleo essencial de Lippia sidoides OELS-2

Os resultados referentes aos testes carrapaticidas de OELS-2 sobre larvas e ninfas de
R. sanguineus ndo ingurgitadas sao apresentados nas Tabela 27. Nao houve mortalidade nos
grupos controle de larvas e ninfas. Como pode ser observado, para ambas os estagios testados,
mortalidade significativamente diferente do grupo controle (p<0,05) foi obtida com uma
concentragdo de 50 uL/mL do 6leo, alcancando mais de 96% de mortalidade nas diluigdes em
15,0 e 20,0 puL/mL. Para as larvas e ninfas tratadas com essas mesmas concentragdoes de
OELS-2, ndo houve diferengas significativas (p >0,05) (Tabela 27).

Para A. cajennense também ndo houve nenhuma mortalidade de larvas e ninfas nos
grupos de controle (Tabela 28). Desde a menor concentragdo de OELS-2 (2,5 uL/mL),
observou-se diferenga significativa de mortalidade de larvas em relagdo ao grupo controle
(p>0,05). A concentracdo de 20,0 pL/mL do 6leo causou mortalidade de 100%, diferindo
significativamente de todos os outros tratamentos (p<0,05). Sobre ninfas, diferencas
estatisticas entre o grupo controle e tratamentos comecou com 10,0 pL/mL, com mortalidade
de 64,8% e matando 94% das ninfas com tratamento de 20,0 pL/mL de OELS-2 (Tabela 28).

A comparagdo dos percentuais de mortalidade de larvas e ninfas tratadas nas mesmas
concentragdes revelou que as concentragdes de 2,5; 5,0 e 10,0 uL/mL de OELS-2 resultaram
em maior mortalidade de larvas (p<0,05) de ambas as espécies, enquanto, nas demais
concentracgoes (15,0 e 20,0 pLL/mL) a mortalidade para ambos os estagios foi similar (p>0,05)
(Tabelas 27 e 28). Os valores de CLs para larvas e ninfas de R. sanguineus foram de 4,9 e 5,4
uL/mL, respectivamente, enquanto que para larvas e ninfas de 4. cajannense, esses valores
foram, nessa ordem, 3,4 e 8,1 uL/mL (Tabela 29).
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Tabela 27. Média de mortalidade de larvas e ninfas nao ingurgitadas de Rhipicephalus
sanguineus tratadas com diferentes concentragdes de dleo essencial obtido por arraste vapor
de folhas de Lippia sidoides (OELS-2), em condi¢des de laboratorio (27£1°C e

RH>80+10%).

Meé¢dia de mortalidade (%) =+ desvio padréo

Tratamentos Larvas ndo ingurgitadas Ninfas ndo ingurgitadas
Controle- Tween 80 (3%) 0,0°+£0,0 0,0°+0,0
2,5 uL/mL 20,64+19,5 12,0™4+14,0
5,0 pL/mL 47,8486 50,0°°4+26,5
10,0 pL/mL 73,6°44+29,0 76,0°4+29.5
15,0 pL/mL 99,5%+1.6 96,094+8.4
20,0 pL/mL 99,044+1,7 96,1948, 1

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna (letra mintdscula) ou linha (letra
maiuscula) ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significincia.

Tabela 28. Média de mortalidade de larvas e ninfas ndo ingurgitadas de Amblyomma
cajennense tratadas com diferentes concentragdes de 6leo essencial obtido por arraste vapor
de folhas de Lippia sidoides (OELS-2), em condi¢cdes de laboratério (27£1°C e

RH>80+10%).

Meédia de mortalidade (%) + desvio padréo

Tratamentos Larvas ndo ingurgitadas Ninfas ndo ingurgitadas
Controle- Tween 80 (3%) 0,0°+0,0 0,0°+0,0
2,5 uL/mL 41,9"4420,5 0,0**+0,0
5,0 pL/mL 63,3%4422 2 32,8%P121,1
10,0 pL/mL 77,8438 4 64,8°P+14,5
15,0 pL/mL 82,54+7,6 71,1°4420,3
20,0 pL/mL 100,0%+ 0,0 94,0°%+9,7

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna (letra minuscula) ou linha (letra maitscula)
nio diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significincia.
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Tabela 29. Valores de concentragao letal 50 (CLso) dos 6leos essenciais OEMO-2, OELS-1 e
OELS-2 frente a larvas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus, Dermacentor nitens ¢ larvas
e ninfas ndo ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus € Amblyomma cajennense.

Oleos essenciais testados Espécies de carrapatos Estagios  CLso* Intervalo de Valor de p
confianca

OEMO-2%* Rhipicephalus microplus Larva 5,9 3,7-9,1 <0,05
Rhipicephalus microplus Larva 5,6 50-6,3 <0,01

OELS-1***
Dermacentor nitens Larva 11,1 9,4-13,1 <0,01
Larva 4,9 42-59 <0,05

Rhipicephalus sanguineus

Ninfa 5,4 4,6 -6,4 <0,05

OELS-2%***
Larva 34 2,4-438 <0,05

Amblyomma cajennense

Ninfa 8,1 7,0-9,5 <0,05

*O valor de CL5, obtido para OEMO-2 estd em mg/mL, enquanto que para os demais 60leos os valores
estio em pL/mL.

** Oleo essencial obtido por hidrodestilacio da segunda coleta de folhas de Myrcia ovata.

#%% (leo essencial obtido da hidrodestilacio de folhas de Lippia sidoides.

*#x% ()]eo essencial obtido por arraste a vapor de folhas de Lippia sidoides.

7.6.2.4. Bioensaios com fémeas de Rhipicephalus microplus tratadas com o6leo essencial
de Myrcia ovata OEMO-2

No teste de imersdo realizado com fémeas de R. microplus, os tratamentos com
OEMO-2 nao afetaram significativamente os parametros biologicos avaliados (peso da massa
de ovos, indice de producdo de ovos e a percentual de eclosdo de larvas) (Tabela 30). Os
valores dos percentuais de controle alcancados nos grupos tratados com OEMO-2 nas
concentragdes 10,0; 20,0; 40,0; 60,0 e 80,0 mg/mL foram 21,9; 20,3; 19,5; 21,3 e 61,7%,
respectivamente (Figura 179).

Tabela 30. Peso da fémea antes da postura (mg), peso de massa de ovos (mg), indice de
producdo de ovos (% IPO) e percentual de eclosdo de larvas (%) de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus tratados com diferentes concentragdes do 6leo essencial obtido por
hidrodestilacdo da segunda coleta de folhas de Myrcia ovata (OEMO-2), sob condicdes de
laboratorio (27+1°C e UR 80+10%).

Peso da fémea antes ~ Peso da massa Indice de produgio  Percentual de eclosio

Tratamentos da postura (mg) de ovos (mg) de ovos (% IPO) de larvas (%)
Controle* 232,2%+17,3 111,4°+30,1 94,4°442 94,4°+4.2
10 mg/mL 235,9°+46,3 104,8°+33,7 79,8+£24.4 79,8°+£24.4
20 mg/mL 233.9%£22,7 108,7°+14,2 76,9°+21,8 76,9°£21,8
40 mg/mL 234,5°+24.9 98,3%+30,9 86,8°+21,5 86,8°+21,5
60 mg/mL 233,6*17,8 108,7%£21,1 76,6°+21,7 76,6°+21,7
80 mg/mL 234,3%+23,1 83,2°4+29.3 48,0°+46,8 48,0°+46,8

Médias seguidas de letras diferentes na coluna apresentam diferencas significativas em nivel de 5%.
*Tween 80 (2 %).
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Figura 179. Percentual de controle de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
tratadas com diferentes concentragdes de 6leo essencial obtido por hidrodestilacdo da segunda
coleta de folhas de Myrcia ovata (OEMO-2), sob condi¢des de laboratério (271 °C e RH >
80+10%).

7.6.2.5. Bioensaios com fémeas de Rhipicephalus microplus tratadas com o6leo essencial
de Lippia sidoides OELS-1

No teste de imersdo realizado com fémeas de R. microplus, OELS-1 na concentragdo
de 40,0 uL/mL causou redugao significativa no peso da massa de ovos (66,3 mg) e indice de
producdo de ovos (24,3%), uma vez que os valores observados para os grupos tratados foram
significativamente inferiores aos observados para o grupo controle (126,7 mg e 46,9%,
respectivamente). Nas concentragdes de 60,0 e 80,0 pL/mL a redugao foi total (0,0%) (Tabela
31).

A viabilidade dos ovos foi afetada nos tratamentos com 10,0; 20,0 e 40,0 uL/mL, uma
vez que o percentual de eclosdo dos grupos tratados (35,3; 30,5 e 24,3%, respectivamente)
apresentou diferencas significativas (p<0,05) em relag@o ao controle (Tabela 31). Essa analise
ndo foi realizada nos grupos imersos nas maiores concentragdes do o6leo (60 e 80 uL/mL)
devido a auséncia de postura. (Tabela 31). Os valores referentes aos percentuais de controle
obtidos nos grupos tratados com OELS-1 nas concentragdes 10,0; 20,0 e 40,0 pL/mL foram,
nesta ordem, de 54, 57 e 72%, chegando a 100% nas concentra¢des de 60,0 e 80,0 nL/mL
(Figura 180).

189



Tabela 31. Peso da fémea antes da postura (mg), peso de massa de ovos (mg), indice de
produgdo de ovos (% IPO) e percentual de eclosdo de larvas (%)de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus tratados com diferentes concentracdes do 6leo essencial obtido da
hidrodestilacao de folhas de Lippia sidoides (OELS-1), sob condi¢des de laboratorio (27+1 °C
e RH > 80+£10%)

Peso da fémea antes  Peso de massade  Indice de produgdo  Percentual de eclosio
Tratamentos

da postura (mg) ovos (mg) de ovos (% IPO) de larvas (%)
Controle 273,3%22,1 126,7°£23,9 46,9°+6,5 91,1%+8,0
10 uL/mL 270,5%26,3 93,4*+50,6 35,3%+19,7 56,0°+£39,5
20 uL/mL 270,9%15,0 83,9%°+49,3 30,5"+17,7 58,3"+26.0
40 uL/mL 269,6+13,4 66,3"+64,1 24,3423 .4 47,0°+41,9
60 pL/mL 270,8%426,3 0,0°+0,0 0,0°+0,0 -
80 uL/mL 270,8°+37,4 0,0°£0,0 0,0°£0,0 -

Médias seguidas de letras diferentes na coluna apresentam diferencas significativas em nivel de 5%.
*Tween 80 (2 %).
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Figura 180. Percentual de controle de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
tratadas com diferentes concentragdes de 6leo essencial obtido da hidrodestilagdo de folhas de
Lippia sidoides (OELS-1), sob condi¢des de laboratério (271 © C e RH > 80+10%).

7.6.3. Discussio

O Oleo essencial de M. ovata OEMO-2, utilizado nos ensaios de atividade
carrapaticida descrito em nosso estudo, apresentou 90,34% de citral na sua composicao, desta
percentagem, 51,38 % ¢ constituido de geranial (106) e 38,96% de neral (107) (Figura 109,
pag. 158) (Tabela 19, pag.142). No teste com larvas de R. microplus, esse 6leo causou 100%
de mortalidade a partir da concentracdo de 10,0 mg/mL (10,6 uL/mL) (Tabela 25). A
literatura menciona que o 6leo essencial de M. ovata possui acdo antimicrobiana e inseticida,
e relata que essas propriedades bioldgicas podem estar relacionadas com a presenga de citral,
em sua composigdo (CANDIDO et al., 2010; LIMA et al., 2011a). Em relagio a propriedades
biocidas do citral, estudos revelam que essa mistura isomérica dos aldeidos (106) ¢ (107)
mostrou as seguintes atividades: antimicrobiana (GUENTHER, 1950; PATTNAIK et al.,
1996), leishmanicida (MACHADO et al., 2012), repelente contra insetos (VARTAK et al.,
1994), inseticida (YANG et al., 2005) e acaricida (ELLIS & BAXENDALE, 1997). Essas
propriedades bioldgicas também foram constatadas no oleo essencial de Cymbopogon
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citratus, também rico em citral (PATTNAIK et al; 1996; WANNISSORN et al., 1996;
MENDOZA MEZA & TABORDA, 2010; FRANZ et al., 2011; MACHADO et al., 2012).
Além destas atividades, o oleo volatil C. citratus mostrou efeito carrapaticida frente a R.
microplus, produzindo nas larvas 98,8% de mortalidade com a maior dilui¢do do 6leo, 1:8
(v/v) (125 pL/mL) (CHUNGSAMARNYART & JIWAJINDA, 1992). Portanto, com base
nestes dados, pode-se sugerir que a atividade acaricida apresentada por OEMO-2 contra as
larvas de R. microplus, esteja associada a presenca de alta percentagem de citral em sua
composi¢ao.

O valor de CLsy obtido para OELM-2 foi de 5,85 mg/mL (6,20 uL/mL) (Tabela 29)
indicando menor poder carrapaticida frente a larvas de R. microplus do que o apresentado por
OELS-1 sobre larvas de carrapato da mesma espécie (CLso = 5,59 nLL/mL) (Tabela 29).

O dleo essencial de L. sidoides ¢ conhecido por ter um grande leque de propriedades
biologicas (Item 3.2.1., pag. 17), assim como também o monoterpeno oxigenado timol (125)
(Item 5.4.2., pag. 162) que, geralmente, ¢ 0 componente mais abundante nesse 6leo. Em nosso
estudo, verificou-se elevadas percentagens desse monoterpeno na constituicdo quimica dos
oleos de L. sidoides OELS-1 (67,60%) (Tabela 20, pag. 148) e OELS-2 (69,91%) (Tabela 21,
pag. 154).

Com relagao a estudos do efeito do timol (125) sobre carrapatos, foi demonstrado que
esse monoterpeno apresenta atividade sobre larvas e fémeas de R. microplus (NOVELINO et
al., 2007, MONTEIRO et al., 2010) larvas e ninfas de Amblyomma cajennense (Mendes et
al., 2011) e Rhipicephalus sanguineus (DAEMON et al., 2009; MONTEIRO et al., 2010) e
larvas de D. nitens (DAEMON et al., 2012a).

Daemon e colaboradores (2012a) avaliaram o potencial acaricida do timol (125) contra
a D. Nitens e encontraram taxas de mortalidade de 90 e 99% nos grupos tratados com este
monoterpeno em concentragoes de 15,0 e 20,0 mg/mL. No presente estudo, a concentracao de
20,0 uL/mL de OELS-1, equivalente a 13,7 mg/mL de timol (125), alcangou 100% de
mortalidade de larvas de D. Nitens (Tabela 26), resultado superior ao relatado por aqueles
autores que utilizaram o timol (125) puro em seus testes. Isto pode estar relacionado com a
sinergia ou o efeito aditivo deste composto fendlico com outras substancias presentes em
OELS-1, que também podem possuir atividade carrapaticida. Entre estas, podemos citar o
carvacrol (156), isomero do monoterpeno (125) (Figura 178, pag. 183), a quarta substancia
mais abundante (6,30%) observada na constitui¢ao quimica de OELS-1 (Tabela 20, pag. 148).

Em recente publicagdo o carvacrol (156) em sua menor concentragdo testada (2,5
pL/mL) causou 100% de mortalidade em larvas de D. Nitens (SENRA et al., 2013a). Em
nosso trabalho 1,3 pL/mL deste monoterpeno esta presente na maior concentracao de OELS-1
(20,0 uL/mL) que foi responsavel por 100 % de percentual de controle de larvas de D. Nitens
(Tabela 26). Além disso, suas atividades biocida e repelente foram verificadas contra as
seguintes espécies de carrapato: R. turanicus (Pomerantzev, 1940), Ixodes scapularis (Say,
1821), Amblyomma americanum (Linnaeus, 1758) e Hyalomma marginado (Kock, 1844)
(COSKUN et al., 2008; CETIN et al., 2009; DOLAN et al., 2009; CETIN et al., 2010),
enquanto Ntalli e colaboradores (2011) observaram que a associagdo de timol (125) e
carvacrol (156) resultou em efeito sinergético sobre o nematoide Meloidogyne incognita
(Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949.

Com relagao ao teste com larvas de R. microplus, nenhum efeito sinérgico ou aditivo
foi constatado, uma vez que a mortalidade observada com a concentragao de 15,0 pL/mL de
OELS-1, equivalente a 10,0 mg/mL de timol (125), foi similar ao observado por Scoralik e
colaboradores (2012) e Daemon e colaboradores (2012b) que relataram taxas de 99% na
concentragdo de 10,0 mg/mL deste monoterpeno (Tabela 26). Esse fato pode estar relacionado
com a sensibilidade de R. microplus ao timol (125), uma vez que essa espécie foi apontada
como mais sensivel a esta substancia do que outras espécies de carrapatos (MENDES et al.,
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2011; DAEMON et al., 2012b), fato corroborado no presente estudo devido a maior
susceptibilidade de R. microplus ao OELS-1. Assim, a exposi¢do apenas ao timol (125) ja
resultaria em alta mortalidade de larvas de R. microplus. Portanto, a agdo carrapaticida
apresentada por OELS-1 frente a larvas de R. microplus pode ser devido ao alto teor de
substancia (125) na composicdo deste 6leo. Geralmente, o constituinte majoritario ¢ o
responsavel pela atividade bioldgica do dleo essencial. No entanto, esta pode ser atribuida a
acdo sinérgica ou antagonica de varios componentes (BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008).
As larvas dessa espécie de carrapato foram mais sensiveis a OELS-1 do que as de D. Nitens,
uma vez que foram verificadas altas taxas de mortalidade (>95%) para R. microplus, a partir
da concentragdo de10,0 uL/mL (Tabela 26), e menor valor de CLs, (Tabela 29).

Nos ensaios realizados com OELS-2 contra larvas de R. sanguineus ¢ A. cajennense, a
presenga de elevada percentagem de timol (125) na composi¢do desse oleo (Tabela 21, pag.
154) pode ter determinado também a atividade carrapaticida deste 6leo. No teste com larvas,
observou-se que a mortalidade de R. sanguineus foi superior a 90%, a partir da concentracao
15,0 uL/mL de OELS-2 (Tabela 27), aproximadamente 10,0 mg/mL de timol (125), enquanto
para as larvas de A. cajennense a mortalidade foi maior que 90% somente na concentra¢ao
20,0 uL/mL do ¢6leo (Tabela 28), cerca de 13,1 mg/mL de timol (125). Daemon e
colaboradores (2012a) avaliaram o efeito acaricida do timol (125) puro frente a larvas de R.
sanguineus, constatando mortalidade de 96,5; 95,9 ¢ 98,1% nos grupos tratados nas
concentragoes 10,0; 15,0 e 20,0 mg/mL, respectivamente. Timol (125) também foi submetido
a teste de atividade larvicida sobre o carrapato 4. cajennense, resultando na mortalidade de
97,6; 93,5 ¢ 94,5% nos grupos tratados com solugdes do monoterpeno nas concentragdes
10,0; 15,0 e 20,0 mg/mL (MENDES et al., 2011). A comparagao destes dados demonstra que
OELS-2, apresentou eficacia semelhante ao timol (125). Com base nos valores CLs, obtidos
(Tabela 29), concluiu-se que as larvas de A. cajennense apresentaram maior sensibilidade a
OELS-2 do que as de R. sanguineus.

No teste com ninfas, OELS-2 na maior concentracao testada, 20,0 uL./mL, em torno de
13,14 mg/mL de timol (125), produziu 100 e 94% de mortalidade em R. sanguineus (Tabela
27) e A. cajennense (Tabela 28), respectivamente. Resultados inferiores aos obtidos por Senra
e colaboradores (2013b) que conseguiram 100% de mortalidade de ninfas de R. sanguineus e
A. cajennense a partir das concentragoes de 2,5 e 10,0 mg/mL de timol (125),
respectivamente. A analise desses dados revela que os constituintes do 6leo podem ter agido
antagonicamente sobre as ninfas de R. sanguineus, ja para as ninfas da outra espécie de
carrapato testadas, o timol (125) foi o responsavel pelo efeito carrapaticida apresentado por
OELS-2. A comparacdao dos valores de CLsy (Tabela 29) revelou que as ninfas de R.
sanguineus sao mais sensiveis a OELS-2 do que as de A. cajennense.

Os valores de CLsy obtidos para as larvas e ninfas de A. cajennense mostraram que as
larvas foram mais sensiveis (Tabelas 29). Estudos com produtos quimicos sintéticos também
demonstraram que as larvas desse carrapato sao mais sensiveis do que as ninfas (PINHEIRO,
1987). De acordo com Oba e Dell'Porto (1982), a penetragdo do inseticida varia de acordo
com a espessura da camada de lipidios na cuticula, que podem variar de acordo com a fase de
desenvolvimento e espécie do artropode. Portanto, as diferengas de suscetibilidade entre as
fases encontradas no presente estudo podem estar relacionadas com a composicao e/ou
espessura da cuticula (SONENSHINE, 1993).

No teste com fémeas ingurgitadas de R. microplus, OELS-1 atingiu eficacia superior a
95% sendo esta percentagem somente obtida a partir da concentracdo de 60,0 puL/mL
[aproximadamente 38,12 mg/mL de timol (125)] (Figura 180, pag. 190) resultado inferior ao
constatado por Monteiro e colaboradores (2010) que relataram que a concentracdo de 10,0
mg/mL de timol (125) resultou em eficicia de 98 %. A comparacdo desses dados sugere que
efeito carrapaticida exibido por OELS-1 nesse teste esteja relacionado a acdo antagonica dos
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componentes do 6leo. OEMO-2, em sua o maior concentragdo testada (80,0 mg/mL —
aproximadamente 84,5 puL/mL), produziu apenas 61,7% de percentual de controle (Figura
179, pag. 189) indicando que OELS-1 possui maior poder carrapaticida contra fémeas
ingurgitadas de R. microplus do que o dleo essencial de M. ovata.

No presente estudo, as propriedades carrapaticidas apresentadas por OELS-1, OELS-2
e OEMO-2 indicam que esses Oleos essenciais de plantas sdo bons candidatos para o
desenvolvimento de agentes quimicos de origem vegetal tteis no controle de carrapatos.

As informagdes apresentadas neste trabalho em relagdo a composicdo quimica de
OELS-1 e sua atividade carrapaticida contra larvas de D. nitens e larvas e fémeas ingurgitadas
de R. microplus, encontram-se publicadas na revista Parasitology Research (GOMES et al.,
2012).
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8. CONCLUSAO

O estudo quimico de Myrcia ovata conduziu a identificacdo de quatro flavonoides C-
metilados e dois flavonoides glicosilados que sdo substincias inéditas no género. A presenca
dos flavonoides C-metilados confirmou a classificacdo da espécie, uma vez que estas
substancias sdo consideradas marcadores quimiotaxondmicos da familia Myrtaceae. Esta
investigacao levou, também, a identificagcdo de metabodlitos inéditos na familia, a saber, o
derivado de acido clorogénico (137) e o sesquiterpeno 7-hidroxicadalenal (140). Deste ultimo,
apesar de ja ser registrado na literatura, obteve-se, pela primeira vez, a atribuicao de dados
espectrométricos de RMN 'H e "°C.

Os constituintes fendlicos identificados em FAEF-MO (fracao acetato de etila obtida
do extrato etanodlico de folhas de M. ovata) sdo os responsaveis pelo elevado poder
antioxidante apresentado por este material, diferenciando-se das demais fragdes analisadas
quanta a esta propriedade.

Duas extragdes para obtencao de 6leos essenciais de folhas de M. ovata forneceram,
com altos rendimentos, os 6leos OEMO-1 ¢ OEMO-2 que apresentaram como componentes
majoritarios os monoterpenos oxigenados geranial (106) e neral (107), mistura de aldeidos
conhecida como citral. A atividade larvicida apresentada por OELM-1 contra larvas de dedes
aegypti (L.) e o efeito carrapaticida exibido por OELM-2 sobre larvas e fémeas de
Rhipicephalus microplus podem estar relacionados ao teor de citral na composi¢do dos 6leos
de M. ovata obtidos.

O timol (125) foi o componente majoritario detectado nos 6leos essenciais de folhas
Lippia sidoides obtidos pelo processo de hidrodestilacdo (OELS-1) e por arraste a vapor
(OELS-2). Esse monoterpeno pode ser o responsavel pelas atividades carrapaticidas exibida
por OELS-1 frente a larvas de R. microplus e de OELS-2 contra larvas e ninfas de
Amblyomma cajennense e larvas de Rhipicephalus sanguineus. No caso de Dermacentor
nitens o efeito carrapaticida apresentado por OELS-2 contra larvas dessa espécie de carrapato
pode estar associado a agdo sinérgica ou aditiva dos constituintes do 6leo. Ja as propriedades
carrapaticidas apresentadas por OELS-1 e OELS-2 sobre fémeas de R. microplus e ninfas de
R. sanguineus, respectivamente, podem estar relacionadas ao efeito antagénico dos
componentes de cada dleo.

OELS-2 foi ativo, também, contra ninfas do triatomineo Rhodnius prolixus ¢ inativo
frente a ovos desse inseto, no entanto, seu componente mais abundante o timol (125) ¢ seu
isdmero carvacrol (156) mostraram tanto atividade ninficida como ovicida, sendo estes efeitos
mais pronunciados para o timol (125). Sugere-se que o efeito biocida apresentada por OELS-2
frente a ninfas de R. prolixus esteja relacionado a a¢do antagdnica dos contituintes do dleo.

As propriedades inseticidas/carrapaticidas verificadas nos Oleos essenciais de L.
sidoides € M. ovata, bem como nos monoterpenos timol (125) e carvacrol (156), tornam esses
produtos naturais possiveis fontes para o desenvolvimento de novas alternativas para o
controle de carrapatos e de triatomineos (vetores de doengca de Chagas), podendo ser
utilizados sozinhos ou juntamente com pesticidas sintéticos para o manejo integrado desses
artropodes.
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