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RESUMO

O presente trabalho relata o estudo quimico das folhas da espécie vegetal
Lantana macrophylla (Verbenacea), endémica nas regides costeiras do sul da Bahia.
O extrato etandlico das folhas de L. macrophylla foi obtido por maceracéo exaustiva
com solvente organico e o 6leo essencial foi obtido por hidrodestilacdo em aparelho
tipo Clevenger. O extrato etanodlico foi fracionado em coluna cromatogréfica
utilizando silica-gel (60-200 mesh) e eluida com solventes de polaridade crescentes.
O tratamento quimico adequado aos grupos de fragcdes obtidas permitiram o
isolamento e identificacdo dos fitoesterois B-sitosterol e B-sitosterol-O-D-glicosideo,
da flavona hispidulina (4°,5,7-trihidroxi-6-metoxiflavona), além de duas misturas de
Oleos, a primeira rica do monoterpeno geraniol e a segunda do sesquiterpeno (E)-
nerolidol. A caracterizagdo estrutural de todos os compostos isolados foi possivel
através da utilizacdo das técnicas espectroscopicas de infravermelho (IV),
ultravioleta (UV) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) uni e bidimensional. A
analise por CG-EM do 6leo essencial revelou a presenca de mono (75,2%) e
sesquiterpenos (22,9%) com rendimento médio de 3,43 + 0,11% (m/m). Dentre os
nove constituintes identificados os majoritarios foram os monoterpenos acetato de
geranila (50,5%) e geraniol (18,5%) e o sesquiterpeno (E)-nerolidol (20,2%). A
avaliagcdo de toxicidade frente a Artemia salina apresentou toxicidade moderada
tanto para o extrato etandlico (CLsg 399,66 pg/mL) quanto para o 6leo essencial
(CLso 248,44 pg/mL). No teste antimicrobiano realizado, o extrato etandlico e as
substancias isoladas geraniol e hispidulina apresentaram resultado positivo de
inibicdo contra a bactéria Staphylococcus epidermidis.

Palavras-chave: Staphylococcus epidermidis, fitoesterois, 0leos essenciais,

hispidulina.



ABSTRACT

This work presents the chemical study of the leaves of the plant species L.
macrophylla (Verbenacea) endemic in the coastland of southern Bahia. The ethanolic
extract of L. macrophylla leaves was obtained by maceration with organic solvent
and the essential oil was obtained by hydrodistillation using a Clevenger apparatus.
The ethanolic extract was fractionated by chromatography column using silica gel
(60-200 mesh) and eluted with increasing polarity solvents. The appropriate chemical
treatment in the groups of fractions obtained leaded to isolation and identification of
the phytosterols B-sitosterol and [B-sitosterol-O-D-glucoside, the flavone hispidulin
(4',5,7-trinydroxy-6-methoxyflavone), besides two mixtures of oils, the first one rich of
the geraniol monoterpene and the second rich of the (E)-nerolidol sesquiterpene. The
structural characterization of all the isolated compounds was possible using the
spectroscopy techniques of infrared (IR), ultraviolet (UV/Vis) and single and bi
dimensional Nuclear Magnetic Resonance (NMR). The essential oil analyzed by GC-
MS, revealed the presence of mono (75,2%) and sesquiterpenes (22,9%) with a yield
of 3,43 + 0,11% (m/m). Among the nine identified constituents, the majority ones
were the monoterpenes geranyl acetate (48,5 %) and geraniol (18,5%) and the
sesquiterpene (E)-nerolidol (20,2%). The Brine shrimp toxicity assay presented
moderate toxicity for both ethanolic extract (LCso 399,66 ug/mL) and essential oll
(LCso 248,44 pg/mL). In the antimicrobial assay, the ethanolic extract and the isolated
substances geraniol and hispidulin presented positive inhibition results against the
bacteria Staphylococcus epidermidis.

Keywords: Staphylococcus epidermidis, phytosterols, essential oils, hispidulin.
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1. INTRODUCAO

Desde o surgimento da humanidade o homem utiliza de variadas formas os
recursos oferecidos pela natureza, com a finalidade de buscar meios para melhorar
as suas condicOes de sobrevivéncia. Desta forma, o estudo das plantas fez parte
dos primeiros conhecimentos do ser humano que necessitava selecionar raizes,
caule, folhas, frutos e sementes destinados a alimentagéo, vestuario, construcao e
remédios. Neste Ultimo aspecto destaca-se o0 uso de plantas medicinais e
fitoterapicas (CHASSOT, A., 2004; OLIVEIRA & AKISUE, 1997).

O isolamento e estudo de substancias naturais tém sido uma preocupacgao
central das ciéncias quimicas e biol6gicas por mais de 200 anos. E fato que o estudo
guimico de espécies vegetais possui uma relevancia indiscutivel, tanto no sentido da
producdo de novos conhecimentos quanto pela utilizacdo dos produtos naturais
isolados e identificados com fins préticos.

Com o desenvolvimento de novas técnicas espectrométricas 0s
pesquisadores da area de Produtos Naturais tém conseguido elucidar, com maior
rapidez e precisdo, as estruturas moleculares das substancias isoladas. Tal fato
possibilita que, cada vez mais, sejam relatadas na literatura novas moléculas, além
de permitir a avaliagdo da composicéo quimica de misturas complexas e de extratos
organicos.

O desenvolvimento das técnicas de purificacdo de substancias tem
possibilitado o isolamento de substancias de origem natural em quantidades
suficientes para a realizacdo de testes bioldgicos, possibilitando a verificacdo da
ocorréncia de atividade farmacoldgica para tais substancias bem como de seus
extratos de origem. Assim torna-se importante mencionar que as plantas, além do
seu uso na medicina popular, tém contribuido ao longo dos anos para a obtencédo de
varios farmacos elaborados a partir de moléculas de origem natural (YUNES;
CECHINEL, 2009)

Para além da medicina, os produtos naturais vém sendo empregados também
na agricultura, onde varias substancias de origem vegetal apresentam grande
interesse como agentes no controle de pragas (PINTO, et al., 2002). Para a industria
alimenticia, estudos apontam metabolitos secundarios capazes de atuar
aumentando o carater nutritivo de algumas espécies alimenticias, como relatado por

Pui-Yee, J. Y., et al (1995). Por esse aspecto a quimica de produtos naturais cumpre
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um de seus mais nobres objetivos: elucidar e disponibilizar modelos quimicos que
posteriormente poderdo ser modificados e adequados as suas aplicacdes pratica.

A familia Verbenacea consiste de plantas arbodreas, arbustivas e herbaceas
floridas, comumente encontradas em regifes tropicais. Esta familia Inclui cerca de
35 géneros e 1200 espécies (RAHMATULLAH et al.,, 2011). As plantas sédo
conhecidas pelo seu uso como fitoterapicos em sistemas de salde de varios paises,
incluindo a regido do Mar Mediterraneo e centro da Asia (RAHMATULLAH et al.,
2011; CARRIO e VALLES, 2012). No Brasil, espécies desta familia s&o
popularmente utilizadas principalmente na forma de chas e infusdes contra cefaleias,
distarbios digestivos, distarbios renais dentre outras finalidades (BLANCO et al.,
2013).

Dentre as varias espécies estudadas do ponto de vista quimico na familia
Verbenacea, destacam-se as do género Lantana, no qual algumas espécies
possuem resisténcia a ataques herbivoros devido a presenca de metabdlitos
secundarios toxicos presentes nas folhas (KOHLI, et al., 2006). Além disso, na
literatura as plantas do género Lantana sdo conhecidas pelas suas propriedades
antireumaticas, anti-inflamatorias, sedativa, analgésicas e antipiréticas, tanto dos
extratos organicos quanto em substancias isoladas - as quais compreendem
diversas classes como terpenos, fendis e alcaloides (SOUSA e COSTA, 2012). No
Brasil, espécies do género Lantana sdo comumente encontradas nas regides
costeiras e tem sido largamente utilizadas na medicina popular da regido nordeste
do pais (ALMEIDA et al., 2006).

Baseado em estudos prévios e guiados pelos precedentes da composi¢ao
quimica de plantas do género Lantana, este trabalho teve como objetivo o estudo
guimico e avaliacdo biolégica do extrato organico e dos constituintes isolados
presentes nas folhas de L. macrophylla o qual compreende isolamento, purificacéo e
determinacdo estrutural de constituintes fixos, além de obtencdo e andlise da

composicao quimica do 6leo essencial das folhas secas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Plantas medicinais e aspectos fitoquimicos

Ao longo da histéria da humanidade, o uso de plantas medicinais como
recurso terapéutico tem evoluido tecnologicamente no ambito dos estudos quimicos
e farmacoldgicos. Enquanto algumas espécies vegetais sdo empregadas
diretamente na terapéutica, outras sdo utilizadas como matéria prima a ser
manipulada e outras ainda possuem principios ativos precursores para a producao
de farmacos onde podem ser estruturalmente modificadas buscando potencializar os
efeitos no organismo. A morfina, componente majoritario isolado de Papaver
somniferum em 1804, representa um alcaloide precursor no desenvolvimento de
potentes farmacos analgésicos. Além disso, diversos farmacos foram produzidos a
partir de matrizes vegetais como vincristina (anticancer), sildenafila (antidisfuncéo
erétil), reserpina (antiarritmico) e quinina (antimalarico) (BARREIRO e FRAGA,
2008).

Difundidas na cultura popular de véarias regides do Brasil, algumas espécies
vegetais sdo utilizadas como fonte de recurso terapéutico mesmo sem
embasamento cientifico relacionado a eficacia e/ou toxicidade. Tais informacdes
etnobotanica frequentemente proporcionam orientacdo para estudos quimicos de
espécies vegetais frente a grande biodiversidade micromolecular nos varios biomas
brasileiros.

As constantes descobertas de substancias com atividades bioldgicas
comprovadas incentivam o aumento de pesquisas utilizando moléculas provenientes
de vegetais como modelo ou matéria prima para sintese de novos medicamentos.
Um fator que influencia na realizacdo de pesquisas nesta area € a complexidade no
processo de descoberta de novas drogas, que leva em média de sete a dez anos
para desenvolvimento completo, estabelecendo um processo que requer muitos
recursos e tecnologias. Por esse motivo, atualmente os paises considerados de
primeiro mundo sdo 0s que se encontram mais envolvidos nessas pesquisas.

Na é&rea da quimica medicinal, as pesquisas com produtos naturais
evidenciam novas perspectivas na busca de farmacos a partir da sintese ou da

biossintese, tendo como principais caminhos a sintese orientada pelo alvo molecular
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e a orientada pelo alvo estrutural. No primeiro caso temos como base uma
substancia com estrutura e atividades conhecidas; no segundo caso temos
protétipos baseados em estruturas e mecanismo de acao farmacologica.

Até o inicio do século XX o ramo terapéutico da medicina estava intimamente
ligado ao uso de plantas medicinais, de forma que o uso de seus principios ativos
era guiado de acordo ao saber popular. Essa concepgdo levou na época ao
isolamento de substancias como a codeina, a efedrina, a quinina, a morfina e a
atropina, que sdo usados até hoje na terapéutica atual. No entanto, em meio ao
processo de industrializagdo do século XIX com grandes avancos cientificos na area
de sintese quimica, Hoffman® sintetizou o &cido acetilsalicilico (Aspirina®) ao
conseguir acetilar o grupo hidroxila do acido salicilico. Reforca-se entdo, um
paradigma ocidental de medicamento como substancia pura, geralmente oriunda de
sintese. Seguindo essa ideologia, outras substancias foram sintetizadas até meados
do século XX, deixando de lado o uso de produtos naturais até 1940, quando estes
voltaram a ser largamente utilizados na producdo de antibidticos (YUNES e
CECHINEL FILHO, 2009).

Ainda de acordo a esses autores, as sinteses e os testes biolégicos seguiam
um parametro de quimica combinatdria para avaliacdo de muitas substancias num
processo que produzia uma mistura de compostos a partir de diversas combinacgdes
de reacdes com um determinado composto. Apesar de possibilitar a sintese de
milhares de substancias, essa metodologia se mostrava dispendiosa e propensa a
erros e falso-positivo, jA que a analise de atividade biol6gica de uma mistura é
geralmente de complexa decodificacao.

Ao longo do tempo outras metodologias foram desenvolvidas na otimizacao
dessas analises, como a quimica combinatoria seletiva que selecionava grupos de
substancias de acordo a determinadas propriedades, proporcionando uma triagem
apenas com substancias desejadas (EVERETT et al.,, 2001 apud YUNES e
CECHINEL FILHO, 2009). No inicio do século XXI, novas metodologias sao
utilizadas e contam com aparatos biotecnolégico no preparo e identificacdo de
proteinas bem como triagem de alta quantidade de itens, o HTS (High-throughput

screening), capaz de promover em um Unico dia testes de atividade bioldgica de até

'Felix Hoffmann foi um quimico alemao conhecido por sintetizar as moléculas de heroina e de &cido
acetilsalicilico (AAS) em 1887.
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100 mil compostos. Além dessas, o0 screening virtual é outra técnica moderna que
testa computacionalmente uma colecdo de moléculas a fim de identificar atividades
biologicas em andlise de subestrutura de duas dimensdes, similaridade topoldgica e
analise tridimensional do sitio ativo em um alvo molecular (VIEGAS, et al., 2006;
BARREIRO e FRAGA, 2008).

2.2.Familia Verbenacea

A familia Verbenacea compreende 35 géneros e cerca de 1200 espécies.
Distribuidas principalmente nas Américas, Africa tropical e Asia (Figura 1), esses
vegetais se apresentam como ervas, arvores, arbustos e lianas (RAHMATULLAH et
al., 2011). A literatura apresenta um grande numero de trabalhos envolvendo o
estudo quimico dos constituintes fixos e volateis de varios espécimes da familia
Verbenacea.

Nesses trabalhos s&o relatados isolamento e caracterizacdo de seus
constituintes quimicos, dos quais predominam compostos da classe dos iridéides
(MACIEL et al.,, 2014), esteroides (POUR e SASIDHARAN, 2011), triterpenos
(MOHAMED et al., 2016; BEGUM et al., 2014), flavonoides (MALDONADO et al.,
2016; SOMWONG, et al., 2015) e glicosideos (THIRUMURUGAN et al., 2010), além
da avaliacdo da potencialidade biolégica dos extratos organicos (CONCEICAO, et
al., 2012; KALITA et al., 2012).

Figura 1. Distribuigdo geogréafica da familia Verbenacea no mundo.

£
Fonte: website do Missouri Botanical Garden (STEVENS, 2012).

Na literatura, a familia Verbenacea possui diversos estudos do ponto de vista

hY

bioldgico, relacionados a compostos isolados e a extratos organicos, onde sao
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apontadas predominantemente atividades anti-inflamatéria (BALAKRISHNAN et al.,
2010), antibacteriana (DUBHEY e PADHY, 2013), anti-viral (BEHBAHANI, 2014),
antiplasmaodica (KOPA et al, 2014), antileishmanial (MALDONADO et al., 2016),
antinociceptivo (PARVEEN et al., 2010), larvicida (NIKKON et al., 2010) dentre
outras.

Em relagdo aos 0leos essenciais estudados de espécies vegetais da familia,
as avaliacdes biologicas disponiveis na literatura relatam atividades antiparasiticas
(SOARES, et al., 2017), antitumoral (GARCIA, et al., 2017), antibiética (AGUIAR et
al., 2015), antimicrobiana (SARRAZIN et al., 2012), larvicida (ZOUBIRI et al., 2012)
etc.

No Brasil a ocorréncia de vegetais da familia Verbenacea é restrita a cerca de
17 géneros e aproximadamente 250 espécies e sao utilizadas pela medicina popular
principalmente na forma de chéas e infusBes contra cefaleias, disturbios digestivos,
distarbios renais dentre outras finalidades (BLANCO et al.,, 2013). Dentre as
espécies utilizadas, destacam-se as plantas do género Lantana, largamente
estudadas em relacdo aos seus constituintes fixos e volateis (ABENA et al., 2003;
PASCUAL et al., 2001). A Figura 2 apresenta a distribuicdo geogréafica da familia

Verbenacea no territério brasileiro.
Figura 2. Distribuicao geografica da familia Verbenacea no Brasil.
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2.3.0 género Lantana

Lantana é um género da familia Verbenacea descrito por Linaeus em 1753, 0
qual possui cerca de 530 espécies de plantas perenes. Nativas da América do Sul e
de algumas localidades da Africa, o género inclui plantas herbaceas e arbustivas
que podem atingir até dois metros de altura sendo frequentemente utilizadas como
plantas ornamentais (Figura 3) devido a beleza de suas flores coloridas (MUNIR,
1996; JOLY, 1993).

Figura 3. Inflorescéncias da espécie Lantana camara.

Fonte: website “Views from the Garden”?

O género Lantana recebeu divisdo taxondmica em trés secdes: Lantana
Callioreas, Rhytidocamara e Sarcolippia, a partir de caracteristicas florais e
carpoldgicas (SCHAUER, 1847; BRIQUET, 1904 apud SENA FILHO et a., 2012).
Contudo, este género possui dificil classificacdo taxondmica ja que hibridizac6es sao
muito comuns e sua inflorescéncia muda de acordo com a idade e a maturidade da
planta (GHISALBERTI, 2000).

Em algumas &reas do Brasil, Australia, Africa e Asia, algumas espécies do
género, por crescerem rapidamente, invadem pastos e plantacdes, além de serem
consideradas ervas daninhas. Na literatura estéo registrados relatos de intoxicagoes
de bovinos em pastos pela ingestédo de folhas de espécies toxicas como L. camara e
L. glutinosa (RIET-CORREA, 1984).

De acordo com Sharma et al. (1988) o efeito téxico é, dentre outros, atribuido

aos lantadenos (triterpenos pentaciclicos), de modo que tais propriedades toxicas,

2 VIEWS FROM THE GARDEN. Lantana (Lantana camara). 2007. 2 fotografias. Disponivel em :
http://www.viewsfromthegarden.com/2011/08/lantana-drought-tolerant-bushy.html. Acessado em
28/09/2016.
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enquanto caracteristica das espécies do género Lantana, as conferem uma alta
resisténcia a ataques herbivoros (KOHLI et al., 2006).

No Brasil, espécies do género Lantana sdo comumente encontradas nas
regides costeiras (Figura 4) e algumas tém sido largamente utilizadas pela medicina
popular na regido nordeste do pais (ALMEIDA et al., 2006). Comumente indicadas
para o tratamento contra febres, dores de ouvido, coqueluche, reumatismo e
espasmos, espécies como L. camara (RIBEIRO et al., 2014) e L. canescens
(MATOS et al., 1996) e L. lilacina (SOUZA e FELFILI, 2006) sdo preparadas nas

formas de chas, infusdes, tinturas e xaropes, a partir de folhas e talos dos vegetais.

Figura 4. Distribuicdo geogréafica do género Lantana no Brasil.

coordenadas de local exato
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R

Fonte: website do Herbéario INCT (INCT, 2016).

A busca por metabdlitos secundarios de interesse terapéutico e comercial no
género Lantana tem levado ao isolamento de compostos cujos padrbes estruturais
revelam terpendides, flavondides, glicosideos feniletandides, furanonaftaquinonas,
além de glicosideos iridoides e esteroides (SOUSA, 2012).

Na Tabela 1 (p. 22) estdo apresentados dados de pesquisas realizadas nos
altimos dez anos com espécies do género Lantana visando principalmente o

isolamento de constituintes fixos.
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Tabela 1. Principais constituintes fixos isolados ou identificados em espécies do género

Lantana publicados nos ultimos dez anos.

P
Substancia isolada arte da Espécie Referéncias
planta
- IMBENZI et al.,
Folhas L. trifolia »014
OH
o
0
~ (o] o 0
o
IMBENZI I
HO HO Folhas L. trifolia etat,
o] 2014
OH OH
wo OH OH
verbascosideo
OH
HO o) O
e IMBENZI et al.,
HO O Folhas L. trifolia 5014
o]
apigenina
- IMBENZI et al.,
Folhas L. trifolia 5014
- IMBENZI et al.,
Folhas L. trifolia 5014

Ladanetina
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1 R'=R’=H; R’=R’=R°=0H; R*=0CH3
1 2 3 5 4 6
2R =R =H; R'=R =0CH3; R =R"=OH Folhas e . balansae (MALDONADO
3 RI‘R4 R =R2 =(2H; R™=R =:| . flores ' etal., 2016)
4 R"'=R"=H; R"=R"=0CH3; R"=R"=0OH
5 R'=R’=H; R*=R*=R°=R°=0OH
1 onopordina
2 5,8,4-trihidroxi-7,3-dimetoxiflavona
3 quercetina
4 jaceosidina
5 8-hidroxiluteolina
IMBENZI et al.,
2014;
Folhas L. trifolia
JULIAO et al.,
2010
OH O
scutelareina-7-0-B-D-apiofuranosideo
(8]
Ho = | OH
Folhas e L montevidensis SOUSA et al.,
HO raizes ’ 2015
acido caféico
COOH
=
Folhas e L balansae (MALDONADO
flores ’ etal., 2016)
OH

acido 4-hidroxicinamico
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Folhas e L montevidensis SOUSA et al.,
raizes ’ 2015
rutina
OH
CO5H
2 o OH
Folhas e . . SOUSA et al.,
A } L. montevidensis
HO on O OH raizes 2015
acido clorogénico
. , MOHAMED et
Folhas L. montevidensis al, 2016
B-sitosterol
MOHAMED et
1
L. montevidensis® al., 2016
OH
o \ - isp ARELLANES et
al., 2007)°
B-sitosterol-O-B-D-glicosideo
BEGUM et al.,
Folhas L. camara 2014
BEGUM et al.,
Folhas L. camara 2014

acido lantdico
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CONCEICAO et

L. macrophy//al; al., 20121;
Folhas
L. camara® BEGUM et al.,
2014°
, ey MOHAMED et
Raizes L. trifolia al, 2016
BEGUM et al.,
Folhas L. camara 2014
BEGUM et al.,
Folhas L. camara 2014
BEGUM et al.,
Folhas L. camara 2008
acido camarinico
I
RAJASHEKAR,
Folhas L. camara 2013

coumaran
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MOHAMED et
Rai; L. trifoli
aizes rifolia al, 2016
. - MOHAMED et
Raizes L. trifolia al, 2016
1 4cido 12B,13B-dihidroxiolean-3-oxo-28-dico
2 4cido 123,13, 22 B-trihidroxiolean-3-oxo-28-dico
CONCEICAO et
l., 2012;
L. macrophylla; al, 2012;
Folhas; ; VYAS e ARGAI,
L. camara’; 1,
Ri R R Raizes™’ 20125
sci ani L. trifolia®
H H H acido oleanénico . MOHAMED et
2
OH H H 4cido oleandlico” al., 2016
OH OH H cido
3B,25B-dihidroxi-olean- 12-en-28-6ico’
acido
OH H OH 19a-hidroxi-3-oxo-olean-12-en-28-

.2
oico
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2.4.0leos essenciais

O uso de substancias quimicas de ocorréncia natural em plantas e ervas
garantiu grandes beneficios ao homem ao longo de sua historia, principalmente
através de seu uso para fins terapéuticos. Compostos olfativamente estimulantes em
vegetais guiaram a associacdo feita entre seus componentes e suas atividades
biolégicas, além do uso no preparo de alimentos e em ceriménias religiosas desde
as civilizacdes mais primitivas. Associadas com purificacdo e espiritualidade, o uso
de plantas aromaticas conta com registros que datam de até 5000 a.C. onde foram
encontradas em tamulos com funcéo de envolver e conservar cadaveres (CUNHA et
al., 2007).

Com excecdo do metano, estima-se que fontes biolégicas possuam emissao
anual na ordem de quilo toneladas de carbono em forma de compostos organicos
volateis (VOC’s) (GOLDENSTEIN e GALBALLY, 2007). Dentre a infinidade de
compostos organicos volateis, os produzidos pelas plantas sdo tidos como uma
categoria composta por terpenos (classe majoritaria), hidrocarbonetos, ésteres,
alcoois, acidos organicos, aldeidos, cetonas, dentre outros.

Para além de outras funcdes fisiolégicas, as plantas emitem
providencialmente certos VOC’s como forma de comunicagdo a fim de minimizar
danos de possiveis insetos predadores a uma determinada populacéo de individuos
de mesma espécie. Estudos realizados por bidlogos na década de 80 e 90
comprovaram que as plantas utilizam os VOC’s como forma de sinal quimico, de
maneira que ao ser atacada por insetos, libera compostos volateis que estimulam
outras proximas a liberacdo de substancias impalataveis aos insetos (RUSSEL,
2002). Nesse mesmo contexto, algumas espécies como o tabaco (Nicotiana rustica),
por exemplo, liberam também compostos que atraem predadores aos insetos
(SUTHERLAND, 2010).

Na forma de locBes, 6leos essenciais ou pela combustdo, os compostos
volateis isolados de plantas arométicas foram e sao utilizados para perfumar o corpo
e 0s ambientes. Métodos rudimentares de extracdo de O6leos essenciais ja eram
conhecidos no Egito ha pelo menos 3000 anos a.C., mas foi em aproximadamente
1000 d.C que o filésofo Avicena introduziu um sistema de arrefecimento ao aparato
de destilacédo, o que garantiu melhor pureza e eficiéncia no processo (CUNHA, et al.
2007).
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Trazido ao mundo ocidental no tempo das Cruzadas, os Oleos essenciais
contam com registros de uso enquanto recurso terapéutico jA& durante a praga
europeia do século XIV. A partir do século XVI essa consciéncia cientifica para tal
pratica se difundiu no Brasil através do padre jesuita José de Anchieta, que relata
medicamentos utilizados por indigenas em forma de O6leos e balsamos de
propriedades antissépticas e cicatrizantes de plantas nativas tupiniquins (CUNHA, et
al. 2007). No século XIX, experimentos cientificos constataram atividade
antibacteriana de O6leos essenciais comecando assim a se esclarecer as
propriedades quimicas e o potencial de cura dos 0leos. Inicia-se uma busca pelo
principio ativo no intuito de isolamento e sintese dessas substancias (CUNHA, et al.
2007).

O recorrente aparecimento de mecanismos de resisténcia de microbios frente
aos recursos terapéuticos atualmente disponiveis, tem incentivado o empenho de
laboratérios e centros de pesquisa no estudo de compostos que possuam maior
eficacia e menores riscos de toxicidade bem como menores efeitos colaterais. Os
Oleos essenciais por serem provenientes de fontes naturais e por apresentarem
notéria atividade antimicrobiana, apresentam-se como promissora matéria de
estudos visto que, além de efeitos antibidticos, possuem efeito conservante
destacando potencial uso na industria de alimentos e como herbicida natural na
agricultura (SILVA, 2010).

Do século XIX até datas atuais, varios métodos foram empregados para
isolamento e analise quimica de 0Oleos volateis de modo geral. Dentre eles destaca-
se 0 uso da destilacdo e da hidrodestilacdo, extracdo por arraste a vapor, extracao
com solventes organicos, extracdo com diéxido de carbono liquido ou supercritico e,
para fins analiticos, extracdo e micro extracdo em fase solida.

Das extracdes a pressao atmosférica que utilizam calor, sabe-se que ha certa
perda por degradacdo de compostos minoritarios que atuam como coadjuvantes no
perfil aroméatico para analises sensoriais, apesar de estes representarem um método
barato e simples. Os extratos provenientes de solventes organicos como hexano e
etanol, por exemplo, possuem diferentes composicdbes em relacdo aos da
hidrodestilacdo devido a diferenca de seletividade do método, ndo sendo
considerado como 6leo essencial, mas como um concentrado oleoso de compostos
volateis (LAWRENCE, 2002). Apesar do custo mais elevado e operagcdo mais

complexa, a extracédo utilizando diéxido de carbono liquido ou supercritico garante a
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integridade da composicao caracteristica do 6leo essencial desejado ja que o extrato
final é livre de solventes e, a altas pressfes, modulacbes no potencial quimico de
extracdo do dioxido de carbono podem ser adquiridas com pequenas variacoes de
temperatura. Ja a extracdo e micro extracdo em fase sdlida garante a integridade da
amostra uma vez que nao utiliza de temperaturas elevadas, apenas um fluxo dos
compostos volatilizados que passa por um adsorvente em uma coluna. (SHIMODA
et al., 1996).

Levando em conta as tecnologias disponiveis para obtencdo de extratos dos
componentes volateis, no Brasil pode ser considerada ilimitada a pesquisa no ramo
de produtos naturais visando 6leos essenciais devido a grande biodiversidade a que
se dispde. Como um manancial biologico, os biomas brasileiros requerem estudos
sistematicos das propriedades quimicas da flora, além da formacdo e capacitacdo

de recursos humanos para o desenvolvimento da pesquisa fitoquimica.

2.4.1. Oleos essenciais de espécies do género Lantana

Em relacdo aos constituintes volateis de espécies vegetais do género
Lantana, estudos mostram a predominancia de mono e sesquiterpenos (SOUSA et
al., 2010; NGASSOUM et al., 1999; SILVA et al., 1999; MISRA & LAATSCH,
2000; ALITONOU et al., 2004; HERNANDEZ et al., 2005; SONIBARE e
EFFIONG, 2008). Além disso, a literatura reline pesquisas que apontam atividade
antibacteriana (HERNANDEZ, T. et al., 2005), antifumigantes (ZOUBIRI e
BAALIOUAMER, 2012); (ZANDI-SOHANI et al., 2012), antifungica (MEDEIROS et
al., 2012) e antileishmanial (MACHADO et al., 2012).

Entre os varios compostos estudados nos 6leos essenciais deste género,
destacam-se monoterpenos e sesquiterpenos de ocorréncia majoritaria como: (E)-
cariofileno, 6xido de cariofileno, germacreno e biciclogermacreno, (SILVA, 2010;
KHAN et al., 2015.) cujas formulas estruturais estao representadas na Figura 5 (p.
30).
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Figura 5. Férmulas estruturais dos metabdlitos comumente encontrados majoritariamente nas
folhas de espécies do género Lantana.

N
(E)-cariofileno germacreno D
0 X

oxido de cariofileno biciclogermacreno
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo geral

Realizar estudo quimico dos constituintes fixos e volateis das folhas de

Lantana macrophylla (Verbenacea) existente na regido sul e extremo sul da Bahia

visando, principalmente, o isolamento e a caracterizacido de substancias com agéo

biolégica utilizando metodologias especificas.

3.2.0bjetivos especificos

Obter o extrato etandlico das folhas de L. macrophylla e estuda-lo

guimicamente;

Obter o 6leo essencial das folhas de L. macrophylla, quantifica-lo e

caracteriza-lo quimicamente;

Avaliar a toxicidade do extrato etandlico das folhas e do 6leo essencial frente

a Artemia salina;

Avaliar a atividade antibacteriana do extrato etandlico das folhas e das

substancias isoladas de L. macrophylla frente a Staphylococcus epidermidis;

Avaliar atividade antioxidante do extrato etandlico pelo método de sequestro
de radicais livres (DPPH);

Identificar e caracterizar os compostos quimicos isolados utilizando técnicas
espectrométricas no infravermelho (IV), ultravioleta (UV), espectrometria de
massas (EM) e ressonancia magnética nuclear (RMN) uni e bidimensional de
'H e Bc.
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4. METODOLOGIA

4.1.Materiais

4.1.1. Solventes

e Grau PA: solventes organicos hexano (Vetec®), diclorometano (Vetec®),
acetato de etila (Neon®), cloroférmio (Synth®), acetona (Dinamica®), e metanol
(Quimica Moderna®).

e Solventes deuterados: cloroférmio, piridina, acetona e dimetilsulfoxido da

marca Sigma®.

4.1.2. Suporte para cromatografia

e Cromatografia em coluna: silica-gel Merck® 60 (60— 200 pm);

e Cromatografia em camada delgada (CCD): silica-gel Vetec® 60-G (5-40
pm).

4.1.3. Reveladores empregados

e Solucao preparada de vanilina sulfarica (MATOS, 1997);
e Vapores de iodo sublimado.

4.1.4. Reacdes e caracterizacdo de reagentes e produtos

e Reacédo de Liebermann-Burchard para esteroides e triterpenos: de acordo
com a metodologia proposta por Matos (1997), adicionou-se a amostra 1 mL
de cloroféormio e em seguida 1 mL de anidrido acético. A mistura foi agitada
suavemente e adicionou-se trés gotas de &acido sulfarico concentrado. O
material foi novamente agitado e observado o aparecimento de cores. A

coloracdo azul evanescente seguida de verde permanente indica a presenca
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de esteroides livres e a formacdo de cor parda até vermelha indica

triterpenoides pentaciclicos livres.

4.2.Equipamentos

e Evaporador rotativo Fisatom®;

e Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear Avance® Ill HD (Bruker);

e Espectrometro de Infravermelho Perkin EImer® 400;

e Espectrofotometro NOVA®;

e Cromatégrafo Gasoso acoplado ao Espectrdmetro de Massas Varian® Saturm
3800;

e Fusidmetro Fisatom®.

4.3.Coleta e identificacdo do material vegetal

A espécie vegetal L. macrophylla (Figura 6, p. 34) foi coletada na manha do
dia 29 do més de agosto de 2015 no municipio de Itacaré/BA, em regidao de mata
litorAnea com solo arenoso, proximo ao limite entre os municipios de Itacaré e Marau
(Figura 7, p. 34). Do individuo foram destacados galhos e folhas desenvolvidas e em
desenvolvimento, acondicionados em sacos plasticos e encaminhados para o
Laboratério de Pesquisa em Produtos Naturais (LPPNS) na Universidade Estadual
de Santa Cruz (UESC). Apés coletado, a exsicata do material vegetal foi
confeccionada e registrada no herbario da UESC, sob o numero 21829 cuja
identificacdo taxondémica foi realizada com a colaboracéo do Prof. Dr. Luiz Alberto de
Matos, curador do Herbario da UESC (HUESC).
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Figura 6. Inflorescéncias de L. macrophylla.

Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 7. Local de coleta (Fonte: Google Maps) e inflorescéncias de L. macrophylla.

[E‘ Piracanga - Centr:&
e Ecovillag

BA-001

ltacaré

[Bassa)

Fonte: elaborada pelo autor.

4.4.0btencédo do 6leo essencial das folhas secas de L. macrophylla

As folhas de L. macrophylla foram secas em estufa (SOLAB, SL-102) de
ventilagdo forcada a 40 °C até massa constante. Um total de 40 g de folhas foi
submetido a hidrodestilacdo em aparelho Clevenger durante 4 horas. O material
volatil foi separado do hidrolato com diclorometano através de extracdo liquido-
liquido e, posteriormente, submetido a secagem com sulfato de sédio anidro e
concentrado.

O teor do 6leo essencial nas folhas secas foi determinado pela massa média
do oOleo obtido em triplicata, usando balanca analitica e expresso em porcentagem

(m/m) (g de 6leo por 100 g de matéria vegetal).
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4.5.Anélise da composi¢cao quimica do 6leo essencial

A composi¢do quimica quantitativa foi avaliada através da cromatografia
gasosa acoplada ao detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) usando um
cromatografo a gas Varian Saturn 3800 equipado com coluna capilar de silica
fundida VF5-ms (30 m X 0,25 mm) com fase estacionaria 5% fenil-95%
dimetilpolisiloxano (0,25 pm de espessura de filme), tendo hélio 5.0 como gas
arraste e fluxo de 1,0 mL min™ (10 psi). As temperaturas do injetor e detector foram
de 250 °C e 280 °C, respectivamente. Foi injetado 1,0 uL de solu¢do em CHCI3; a 10
% no modo split (1:10). A temperatura da coluna teve inicio a 50 °C, sendo mantida
nessa temperatura por 2 minutos, acrescida de 8 °C/min. até 260 °C, sendo mantida
nessa temperatura por 3 minutos, totalizando 31,25 minutos. A quantificacdo dos
componentes foi obtida por integracdo eletrénica dos picos detectados no DIC por
normalizagdo das areas obtidas em triplicata.

A andlise qualitativa foi realizada com o detector de espectrometria de
massas Varian Saturno 2000, usando o modo de operagao por impacto eletrdnico a
70 eV, velocidade scan 1/s na faixa de 40 a 450 Da, sendo a temperatura da
transferline 250 °C, manifold 60 °C e trap 150 °C. A coluna e as condi¢Oes de
temperaturas foram idénticas as usadas na analise por CG-DIC.

A identificacdo dos componentes do Oleo foi realizada pela andlise dos
padrées de fragmentacdo observado nos espectros de massa adquiridos, tendo sido
confirmada por comparacdo com aqueles presentes na base de dados fornecidos
pelo equipamento (NIST 08), bem como através da comparacao dos seus indices de
retencdo com o0s compostos conhecidos, obtidos por injecdo de uma mistura de

padrdes contendo uma série homoéloga de alcanos Cg — Cos (SIGMA® — USA).

4.6.1solamento de metabdlitos secundérios de L. macrophylla

4.6.1. Preparo e fracionamento do extrato etandlico das folhas

Apos coletado, o material vegetal foi encaminhado para secagem sob abrigo
do sol e posteriormente para estufa com ar circulante a 40 °C até massa constante.

O material seco (3200 g) foi pulverizado em moinho de facas e em seguida
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submetido a extracdo exaustiva por maceracdo em presenca de etanol (99%) por 48
h, sendo o sobrenadante filtrado e posteriormente concentrado pela eliminacdo do
solvente em rota-evaporador a presséao reduzida, permitindo a obtencéo de 130,0 g
do extrato etandlico designado por (LmFE).

A massa de 76 g do extrato etandlico das folhas, LmFE, foi submetida ao
fracionamento em coluna cromatografica com 2000 g de silica gel (60-200 mesh).
Os eluentes utilizados foram hexano, diclorometano e acetato de etila, puros e em
misturas com polaridade crescente (Tabela 2). Foram coletadas 88 fracGes de 1200

mL cada.

Tabela 2. Eluentes utilizados no fracionamento cromatogréfico de extrato etandlico (LmFE) e
fracBes coletadas.

Eluente % Fracoes
coletadas

Hexano 100 1-15
Hexano/diclorometano 90/10 16 - 23
Hexano/diclorometano 50/50 24 - 40
Diclorometano 100 41 -50
Diclorometano/acetato de etila 50/50 51 -59
Acetato de etila 100 60 - 88

4.6.2. Agrupamento de fracdes e estudo quimico dos grupos

As fracBes coletadas foram concentradas individualmente em rotaevaporador
sob presséao reduzida e analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD). As
cromatoplacas foram reveladas em cuba de iodo e vanilina sulfarica (3%). As
fracbes foram agrupadas de acordo com a semelhanca no perfil cromatografico
(Tabela 3, p. 37).
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Tabela 3. Grupos obtidos apés analise por CCD de fragdes provenientes de LmFE.

Fracdes Grupos Fracdes Grupos
1-4 LmFE-1 34 -39 LmFE-11
5-11 LmFE-2 40 —-43 LmFE-12
12-14 LmFE-3 44 — 53 LmFE-13
15-17 LmFE-4 54 - 60 LmFE-14
18-19 LmFE-5 61— 66 LmFE-15
20-23 LmFE-6 67 —80 LmFE-16
24 - 26 LmFE-7 81 LmFE-17
27-29 LmFE-8 82 LmFE-18
30-33 LmFE-9 83e 84 LmFE-19

I Grupos LmFE-1 a 3 (fragbes 01-14)

Estes grupos se apresentaram como um 06leo amarelo. O material dos grupos
de 1 a 3 foram analisados por IV e submetidos a reacéo de transesterificacéo
(tem 4.6.3, p. 41) para identificacdo dos ésteres de acidos graxos presentes

através de analise em CG-DIC.

ii. Grupos LmFE-4 e LmFE-6 (fracOes 15-23)

Estes grupos se apresentaram com consisténcia oleosa e cor alaranjada.
Amostras dos grupos 4 a 6 foram analisadas por IV, CG-DIC e RMN *H, **C e
DEPT-135.

iii. Grupo LmFE-7 (fracbes 24-26)

Este grupo apresentou-se como um material de consisténcia oleosa, cor
verde escura e massa 3,52 g. 1,5 g desse material foi submetido a lavagem
com acetona. A filtracdo revelou um solido branco amorfo (5,4 mg) com faixa
de fusdo 80-81 °C denominado LmFE-7.1. O filtrado apdés evaporacédo do
solvente resultou em um sélido escuro que foi novamente lavado em acetona.
Deste procedimento foi possivel obter outro sélido amorfo branco (23,0 mg)
com faixa de fusdo 134-136 °C designado LmFE-7.2. Ambas as substancias

isoladas deste grupo foram analisadas por IV e RMN 'H, **C e DEPT-135.
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iv. Grupo LmFE-8 (fracbes 27-29)

Este grupo mostrou-se como um material solido de cor verde escura e massa
1,67 g. O material foi submetido a sucessivas lavagens com acetona,
resultando em uma suspensao cuja filtracdo permitiu a obtencdo de um solido
amorfo levemente amarelado (11,0 mg) com faixa de fusdo 80-81 °C
denominado LmFE-8.1 cuja elucidacédo estrutural foi realizada a partir de
anélise por IV e RMN *H, **C e DEPT-135.

V. Grupo LmFE-14 (fracb6es 54 e 60)

Este grupo de massa 11,0 g, apresentou-se como um material pastoso de cor
escura. Quando submetido a lavagem com cloroférmio, obteve-se um sélido
amorfo (340,0 mg) de cor verde claro, cuja andlise por CCD mostrou tratar-se
de uma mistura de duas substancias. Tal sélido foi entdo cromatografado em
coluna classica utilizando 17,0 g de silica-gel. A eluicdo com um gradiente de
polaridade crescente de cloroférmio 100 % ao acetato de etila 100 %, levou a

obtencao de 52 fracBes conforme a Tabela 4.

Tabela 4. Sistema de gradiente de solventes utilizado na separagdo cromatogréfica da
subfracdo de LmFE-14.

Eluente % Fragoes
eluidas
Cloroférmio 100 1-09
Cloroférmio/acetato de etila 95/5 10 - 17
Cloroférmio/acetato de etila 80/20 18 — 27
Cloroférmio/acetato de etila 50/50 28 -38
Cloroférmio/acetato de etila 30/70 39 - 46
Acetato de etila 100 47 - 52

As fracbes 24 a 32 mostraram-se puras em analise por CCD e foram
agrupadas, resultando em um sdélido amorfo amarelo (60,0 mg) com faixa de
fusdo 268 - 270 °C denominado LmFE-14.1 cuja elucidacdo estrutural foi
realizada a partir de analise por IV, RMN 'H, *C e DEPT-135. O estudo
guimico das demais fracbes nao permitiram o isolamento de nenhuma

substancia pura.
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Grupo LmFE-15 (fracbes 61-66)

Este grupo apresentou-se como um solido de cor verde escura de massa 1,9
g, o material foi lavado com acetona e permitiu a obtencdo de um sdlido
amarelado com indicios de impureza pela analise por CCD. Apés tentativa de
recristalizacdo em acetona e sucessivas lavagens, foi possivel a obtencao de
um sélido amorfo branco (22,0 mg) de ponto de fusdo na faixa 285-290 °C
denominado LmFE-15.1 cuja elucidacdo estrutural foi realizada a partir de
anélise por IV e RMN H, *C e DEPT-135.



Material vegetal
(folhas)
3200,0g

Secagem
Trituracdo
Extracdo com etanol

Evaporacao do solvente

LmFE
76,09

Torta

Tratamento cromatogréfico
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[ [ [ [ [ | |
LmFE-1 LmFE-3 LmFE-5 LmFE-7 LmFE-9 LmFE-11 LmFE-13 LmFE-15 LMFE-17 LmFE-19
1,99 ¢ 0,11¢g 1,18 ¢ 3,562¢g 3,189 0,909 1,18 g 1,90 g 1,58¢ 1,029

LmFE-2 LmFE-4 LmFE-6 LmFE-8 LmFE-10 LmFE-12 LmFE-14 LmFE-16 LmFE-18

2.29 ¢ 2,93¢g 2,02 g 1,679 0944¢g 3,299 11,09 7,08 g 2,029

LmFE-15.1
22,0 mg
LmFE-4.1 LmFE-6.1 LmFE-7.1 LmFE-7.2 LmFE-8.1 LmFE-14.1
29¢g 2,0g 5,4 mg 23,0 mg 11,0 mg 60,0 mg

Esquema 1. Obtencdo e fracionamento do extrato etanélico das folhas de L. macrophylla.
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4.6.3. Procedimento de transesterificacdo dos grupos LmFE-1a 3

A extracdo e transesterificacdo dos ésteres de acidos graxos presentes em
amostras dos grupos LmFE-1 a 3 foram feitas de acordo a metodologia de
HARTMAN & LAGO (1973). Inicialmente 50 mg do material da fracéao foi solubilizado
em 3 mL de hexano e entdo adicionado 4 mL de solugdo aquosa de NaOH (0,5
mol/L). Em sistema de refluxo, a mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura 65
°C por 5 minutos e posteriormente resfriada. Foi adicionado 5 mL de solucéo
transesterificante® e agitado por 5 minutos & temperatura 65 °C. Apés resfriado foi
adicionado 4 mL de solucdo aquosa saturada de NaCl e a fase organica foi recolhida
utilizando funil de separacgao.

A composicdo dos ésteres obtidos foi avaliada através de cromatografia
gasosa acoplada ao detector de ionizacdo de chama (GC-DIC) usando o
cromatégrafo a gas Varian Saturm 3800 equipado com coluna capilar de silica
fundida Carbowax (30 m X 0,25 mm) com fase estacionaria polietilenoglicol (0,25 ym
de espessura de filme), tendo hélio 5.0 como gas arraste e fluxo de 1,0 mL/min (10
psi). As temperaturas do injetor e detector foram de 220 °C e 240 °C,
respectivamente. Injetou-se 1,0 puL de solucdo (10%) da amostra em hexano no
modo split (1:10). A temperatura da coluna teve inicio a 60 °C, acrescida de 5°C/min.
até 200 °C, sendo mantida nessa temperatura por 5 minutos.

Uma solucdo padrdo contendo mistura de ésteres metilicos de acido graxo
(EMAG) variando de 8 a 22 carbonos, certificada (Supelco — USA; catalogo 47801-
Lot: LC00126), foi utilizado para identificar por comparagédo dos tempos de retencéao,
a composicao dos ésteres metilicos dos acidos graxos presentes na amostra apés a
transesterificacdo. A composicdo relativa dos ésteres metilicos foi obtida por
integracdo eletrénica dos picos detectados no DIC (detector por ionizacdo em
chama) por normatizacdo, conforme a metodologia do Instituto Adolfo Luftz
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

3Solugéo obtida pela mistura de 10,0 g de NH,4Cl em 300 mL de metanol e 15 mL de H,SO,.
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4.7.Testes bioldgicos

4.7.1. Teste de letalidade utilizando Artemia salina

Em um recipiente com diviséria escura, os cistos de A. salina (50 mg)
(MARAMAR®), foram incubados em &gua do mar natural sob iluminacéo artificial,
utiizando uma lampada de 40W durante 48 horas de acordo a metodologia de
Mayer et al. (1982) com modificacdes.

Para avaliacdo do extrato etandlico (LmFE) frente ao crustaceo, uma solucéo
de concentracdo 400 ug/L foi preparada em agua do mar utilizando tween (5% v/v)
para garantir a solubilizagdo. Em tubos de ensaio foram preparadas dilu¢des em
triplicata nas concentragbes 25, 50, 100, 200 e 400 pg/mL com volume final 5 mL
cada. Para avaliacdo do Oleo essencial de L. macrophylla, uma solucdo de
concentragdo 500 pug/mL foi preparada em agua do mar utilizando tween (5% v/v).
Em tubos de ensaio foram preparadas dilu¢ées em triplicata para 62,5, 125, 250 e
500 pg/mL com volume final 5 mL cada, além do controle negativo contendo apenas
agua do mar e o solvente tween.

Em cada tubo de ensaio contendo as amostras, foram colocadas dez larvas
de A. salina. Apos 24 horas em iluminacao artificial foi realizada a contagem de
individuos mortos — sendo as larvas consideradas mortas na auséncia de movimento
durante dez segundos de observacéo.

O resultado do grau de letalidade foi expresso em Concentracéo Letal Média
(CLsp), calculado graficamente através de curva com a relacdo entre individuos

mortos relacionados e as concentracoes testadas (DAVID et al., 2001).

4.7.2. Avaliacdo atividade antibacteriana frente a Staphylococcus

epidermidis

O teste para o potencial antibacteriano foi realizado pelo método de
bioautografia em CCD com o objetivo de detectar e identificar substancias bioativas
frente a bactéria S. epidermidis utilizando metodologia descrita por Hamburguer e
Cordell (1987) com modificagbes. As amostras utilizadas foram o extrato etanolico
(LmFE) e as substancias isoladas LmFE-6.1, LmFE-14.1, LmFE-7.1, LmFE-15.1.
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As amostras do extrato etandlico LmFE e das substéncias isoladas foram
preparadas aplicando-as em duas placas de silica-gel de 0,25 mm espessura e
eluindo-as com a mistura diclorometano/hexano na razéo 1:1 (v/v). Uma das placas
reveladas com vapores de iodo foi utilizada como referéncia do deslocamento da
substancia na cromatoplaca. A outra placa foi recoberta com S. epidermidis em
solucao, para avaliacdo da atividade bioldgica.

Os testes foram realizados utilizando cepas comerciais dos microrganismos
S. epidermidis (ATCC 12.228) da colecao de micro-organismos de referéncia em
vigilancia sanitaria — CMRVS, FIOCRUZ-INCQ, Rio de Janeiro, RJ. Primeiramente,
inoculou-se as bactérias em 2 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) a
aproximadamente 10° UFC/mL, padronizado através da andlise da turbidez até o
valor minimo de 0,5 de acordo com a escala de Mc Farland. Em seguida, adicionou-
se 0s 2 mL do in6culo em 20 mL de Agar Nutriente ainda em seu estado liquido (50
+ 5°C) e, por fim, adicionou-se 100 pL de solugdo aquosa 1% do corante cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazdlio (TTC) .

A solucao foi homogeneizada e disposta com o auxilio de uma micropipeta
(1000 pL) nas cromatoplacas de silica previamente preparadas, contendo as
substancias eluidas. As placas foram acondicionadas a 36 £ 1 °C por 24 h. Como
controle positivo, utilizou-se a substancia ceftriaxona. O critério utilizado para
interpretacdo dos resultados foi o aparecimento de zonas claras em torno das

substancias na placa de CCD, que indica a atividade antibacteriana pela inibicao.

4.7.3. Determinacéo da atividade antioxidante

O extrato etandlico (LmFE) de L. macrophylla foi submetido ao teste de
atividade antioxidante in vitro, utilizando metodologia adaptada baseada no
sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) (RUFINO et al., 2007). A
atividade antioxidante da amostra foi expressa como indice de Atividade
Antioxidante (IAA), calculado a partir da equacao abaixo:

IAA= (Concentracao final de DPPH (ug/ml)) / (ICso (g/mL)

Considerando a massa da amostra avaliada e a massa do DPPH utilizado na

reacdo, obtem-se um valor constante de IAA independente da concentracdo da
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amostra ou da concentracdo da solucdo de DPPH utilizada (SCHERER e GODOY,
2009), padronizando assim os resultados para que possam ser comparados com
outras amostras.

Como parametro para representar a concentracdo minima de extrato que
promove a inibicdo de 50% do sequestro de radicais livres de DPPH, calculou-se o
valor de ICsp graficamente a partir da equacdo da reta obtida pela distribuicdo dos
pontos relativos as concentracdes da amostra (SCHERER e GODOQY, 2009).

Inicialmente foi determinado o tempo de reacdo adicionando em tubos de
ensaio 0,1 mL de solucdo metandlica do extrato analisado nas concentracdes 2,5,
10,0 e 40,0 pg/mL e em cada tubo, 3,9 mL de solugdo metandlica de DPPH 0,06
mM. As reacfes foram monitoradas a cada 5 minutos com espectrofotémetro a 517
nm, até que as absorbancias se mantiveram constantes no tempo de 40 minutos.

Para quantificagdo da atividade antioxidante, foram adicionados em triplicata
em tubos de ensaio 0,1 mL de cada uma das diluigbes (2,5, 5,0, 10,0, 20,0, 40,0
png/mL) provenientes da solucdo metanodlica do extrato etandlico. Em ambiente
escuro, transferiu-se para cada tubo de ensaio 3,9 mL da solucdo metandlica de
DPPH 0,06 mM. As leituras das absorbancias em espectrofotémetro a 517 nm foram

feitas apOs o tempo de reacdo previamente determinado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Composic¢éo quimica do 6leo essencial de L. macrophylla

O tempo minimo de extracdo de maior quantidade do 6leo foi determinado em
150 minutos, momento a partir do qual o volume de Oleo obtido se mostrou
constante. O teor médio calculado para a extragdo realizada foi de 3,42 + 0,11%
(m/m). Comparado com rendimentos disponiveis na literatura® para 6leos essenciais
obtidos de folhas de espécies do género Lantana, o percentual de Oleo essencial
nas folhas de L. macrophylla mostrou-se consideravelmente maior, uma vez que 0S
teores relatados se apresentam na faixa de 0,3 a 2,6% (m/m).

A analise cromatografica dos constituintes quimicos do Oleo essencial
permitiu a identificacdo de nove componentes, perfazendo a identificacdo total de
98,1% e revelando a presenca de mono e sesquiterpenos. O cromatograma na
Figura 8 e os dados reunidos na Tabela 5 (p. 46) mostram a composi¢ao quimica do
Oleo essencial. As férmulas estruturais dos compostos identificados no 6leo
essencial de L. macrophylla estdo apresentadas na Figura 9 (p. 47).

Figura 8. Cromatograma (CG-DIC) do 6leo essencial de L. macrophylla.
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* Dados de teores disponiveis na literatura dos ultimos dez anos para L. camara (KHAN et al., 2015;
ZOUBIRI e BAALIOUAM, 2012; MEDEIROS et al., 2012), L. achyranthifolia (HERNANDEZ, T.;
CANALES, M.; AVILA, J. G., 2004), L. caatinguensis (AGUIAR et al., 2015) e L. fucata (SILVA et al.,
2010).
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Tabela 5. Composicdo quimica dos componentes do dleo essencial de L. macrophylla.

IK Area relativa
[0} .
N Componente IK experimental oratura (%)
1 y—-terpineno 1061 1060 0,4+0,1
2 terpinoleno 1066 1088 2,2+0,9
3 linalol 1092 1098 1,3+£0,2
4 p-menta-1,3,8-trieno 1109 1111 0,4+0,1
5 trans - verbenol 1140 1144 3,7+1,6
6 geraniol 1256 1258 18,5+2,8
7 acetato de geranila 1383 1381 48,5 + 3,8
8 (E)-cariofileno 1428 1418 2,6 +0,2
9 nerolidol 1561 1564 20,2+ 4,2
Monoterpenos ndo oxigenados 31
Monoterpenos oxigenados 72,1
Sesquiterpenos ndo oxigenados 2,7
Sesquiterpenos oxigenados 20,2

IK indice Kovats calculado pela analise em coluna ndo-polar HP5-MS; IK literatura obtido de Adams
(2007); area relativa (%) obtida por integracao eletrénica dos picos (n=3).

Dentre os constituintes identificados, os majoritarios foram os monoterpenos
acetato de geranila (48,5%) e geraniol (18,5%), seguido pelo sesquiterpeno nerolidol
(20,2%), cujos principais fragmentos na Tabela 6 (p. 47).

O acetato de geranila, ja foi relatado para L. camara (DEENA e THOPPIL,
2000), e destacado por Goncgalves et al. (2012) por suas atividades antifungica e
anti-inflamatéria.

O geraniol tem ocorréncia relatada nos 6leos essenciais extraidos de flores,
frutos e partes aéreas de L. camara (ANDRESSON et al., 2002; KHAN et al., 2003).
O linalol ja foi relatado para L. camara (RANDRIANALIJAONA et al.,, 2005), é
conhecido por apresentar atividade antinociceptiva (PEANA et al., 2006) e
antimicrobiana (ALVIANO et al.,, 2005) além de ser largamente utilizado
comercialmente em cosméticos e odorantes.

Os dois sesquiterpenos presentes sdo o (E)-nerolidol e (E)-cariofileno. O
nerolidol foi relatado na literatura em 6leos essenciais extraidos das folhas de L.
radula (PASSOS et al.,, 2012), L. camara (SATYAL et al., 2016; ZOUBIRI et al.,
2012) sendo apontado por Krist et al. (2015) como antibacteriano. O (E)-cariofileno,

7

foi relatado por Zoubiri et al. (2012) para L. camara, é considerado como anti-
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inflamatorio (GERTSCH et al., 2008) e antinociceptivo de acordo com Katsuyama et

al. (2013).

Figura 9. Férmulas estruturais dos componentes identificados no 6leo essencial de L.

y-terpineno

p-menta-1,3,8-trieno
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macrophylla.

terpinoleno
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OH
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Tabela 6. Fragmentos obtidos por CG-EM para componentes do 6leo essencial de Lantana

macrophylla.

Pico Componente m'z)/ll?::i?ar moggtr::;uar E:soé Fragmentos %, m/z
1 y—terpineno 136,2 135,9 121,0 121 (30%; M*-15), 103 (95%; M*-31)
2 terpinoleno 136,2 135,9 121,0 121 (30%; M*-15), 103 (95%; M*-31)
3 linalol 154,2 n/a 43,1 136 (10%; M*-18), 121 (35%; M*-33)
4 p-menta-1,3,8-trieno 134,2 133,8 91,1 119 (40%; M*-15), 107 (15%; M*-27)
5 trans - verbenol 152,2 n/a 91,1 137 (10%; M*-15), 119 (55%; M"-33)
6 geraniol 154,2 n/a 81,0 137 (15%; M*-17), 123 (20%; M*-31)
7 acetato de geranila 194,2 n/a 81,2 137 (55%; M*-57), 121 (45%; M*-73)
8 (E)-cariofileno 204,3 203,8 91,2 189 (25%; M*-15), 175 (10%; M*-28)
9 nerolidol 222,3 n/a 81,1 205 (25%; M*-15), 189 (20%; M*-33)

n/a—nd&o apresentou pico do ion molecular.
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5.2.Atividade antioxidante do extrato etanélico LmFE

Neste método, a capacidade antioxidante da substancia é avaliada a partir da
reacdo que se baseia na reducdo do radical livre DPPH ao receber um atomo de
hidrogénio proveniente de um composto antioxidante. O DPPH é um radical estavel,
porém sensivel a luz, ao oxigénio, ao pH e aos solventes utilizados (OZCELICK,
LEE e MIN, 2003).

O DPPH em solugcdo metandlica possui coloracdo purpura, absorvendo
energia hum comprimento de onda maximo de aproximadamente 517 nm, que
quando reduzido, forma o difenil-picril-hidrazina de coloracdo amarela. Esta reacao
se caracteriza por um decréscimo da absorbancia nesse comprimento de onda. A
relacdo entre as concentracdes utilizadas e as absorbancias de cada amostra
permite a determinacdo do indice de atividade antioxidante (IAA) (NASCIMENTO et
al., 2011).

O extrato etanolico LmFE apresentou atividade antioxidante expressa pela
concentracdo minima necessaria para inibicdo de 50 % de oxidacado radicalar (ICsp)
com valor de 3,22 pg/mL calculado através da equacéo (y = 0,019x + 0,4359) gerada
por meia da curva obtida (r’= 0,9910) e indice de atividade antioxidante (IAA)
calculado em 9,79. A atividade de sequestro de radicais livres do DPPH mostrou-se

aumentar com o aumento das concentragoes analisadas (Figura 10).

Figura 10. Atividade de sequestro de radicais livres (% SRL) entre o DPPH e o extrato LmFE.
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O potencial antioxidante de extratos brutos de espécies do género Lantana

sdo relatados na literatura. Para quatro extratos das folhas da espécie L. trifolia,
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Imbezi et al., (2014) aponta valores de ICsy de 4,94 (em acetato de etila) e 79,74
pug/mL (em éter de petréleo) utilizando o método DPPH. Para o extrato etandlico de
L. trifolia o valor de 1Cso apontado por Mensor et al. (2001) foi de 25,84 pg/mL. Para
os de L. camara e L. montevidensis, Sousa et al. (2012) apresenta valores de ICsg

de 7,57 e 2,55 pg/mL respectivamente.

5.3.Testes hiolbdgicos

5.3.1. Teste de letalidade utilizando Artemia salina

i. Extrato etandlico LmFE

O extrato etandlico LmFE mostrou atividade letal moderada frente a A. salina,
apresentando CLsg 330,88 pug/ml, calculado a partir da equacao da reta y = 0,0098x
+ 1,0833 com r’= 0,9679. Estes resultados corroboram com Mayer et al. (1982) que
afirma que valores menores que 1000 pg/mL e maiores que 100 pg/mL séo
considerados moderadamente ativos.

A A. salina foi utilizada para estudar a toxicidade de extrato de folhas de L.
camara e L. trifolia apresentando valores CLsp menor que 1000 (POUR e
SASIDHARAN, 2011) e CLs0 32,2 pg/mL (MOSHI et al., 2010) respectivamente.

ii. Oleo essencial

O oleo essencial mostrou atividade letal moderada frente a A. salina,
apresentando CLsg 248,45 pg/ml, calculado a partir da equacao da reta y = 0,0182x
+ 0,4783 com r’= 0,9627. Estes resultados corroboram com Mayer et al. (1982) que
afirma que valores menores que 1000 pg/mL e maiores que 100 pg/mL séo
considerados moderadamente ativos.

Na literatura ha relatos de ensaio de toxicidade utilizando A. salina para 6leos
essenciais do género Lantana, com CLsy 62,5 pg/mL para L. camara (AGUIAR et
al., 2015) e CLsp 13,0 pg/mL para L. montevidensis (COSTA et al., 2010).
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5.3.2. Atividade antibacteriana frente a Staphylococcus epidermidis

O inoculo de S. epidermidis foi utilizado neste ensaio biocromatografico como
um teste preliminar a fim de verificar uma possivel acdo antibacteriana do extrato
LmFE e das substancias isoladas, de modo que considerou-se como positivo as
substancias que apresentaram halo de inibicdo de crescimento, independentemente
do tamanho.

O cromatograma (CCD) da placa de referéncia obtido pela eluicdo do extrato
etandlico LmFE apresentou uma mancha continua, sugerindo se tratar de mistura
complexa quando revelado em vapores de iodo. A placa correspondente submetida
a bactéria S. epidermidis apresentou zonas de inibicAo descontinuas no
cromatograma, revelando no extrato a presenca de compostos com atividade
antibacteriana. As substancias puras LmFE-6.1 e LmFE-14.1 também apresentaram
zonas de inibicdo com R; correspondentes as respectivas placas de referéncia,
mostrando que a mistura rica em geraniol e a hispidulina possuem atividade

antibacteriana.

5.4.Acidos graxos identificados nos grupos LmFE-1 a 3

5.4.1. LmFE-1 (fracbes 01-04)

O grupo LmFE-1 mostrou-se como um material de consisténcia oleosa de cor
alaranjada. Na andlise do espectro no infravermelho de LmFE-1 (Figura 11, p. 51)
mostrou bandas intensas em 2917 e 2849 cm™ caracteristicas de estiramento de
ligacdo CH de carbonos CH, e CHj sugerindo o carater alifatico das substancias
presentes. As bandas em 1735 e 1180 cm™ s&o compativeis com a presenca de
carbonila de ésteres. A banda em 717 cm™ corresponde & deformacéo angular de
cadeias -(CHy),- paran > 3 (PAVIA et al., 2012).
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Figura 11. Espectro de infravermelho (KBr) obtido de LmFE-1.
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Os dados de IV sugerem tratar-se de mistura de ésteres alifaticos de cadeia

longa. Na tentativa de identificar os vérios constituintes da mistura, a fracdo foi

submetida a reacdo de transesterificacdo. A partir da analise em CG-DIC foi obtido o

cromatograma (Figura 11, p. 51), correspondentes acidos graxos transesterificados,

gue por comparacdo com os tempos de retencao dos padrées de ésteres metilicos

foi possivel identificar na amostra transesterificada de LmFE-1 a presenca dos
ésteres dos acidos palmitoleico (C16:1A%), oleico (C18:1A°%, linoleico (C:18:2A%%?),
araquidico (C20:0) e eicosanoico (C20:1A™). A Tabela 7 (p. 52) apresenta o

percentual de cada acido graxo encontrado na mistura analisada.
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Figura 12. Cromatograma (DIC) dos ésteres metilicos obtidos apds transesterificacdo de
LmFE-1.
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Tabela 7. Correlagdo entre os padrdes de ésteres metilicos com aqueles obtidos da amostra de

LmFE-1.
Padroes / TR (min) LmFE-1
TR area (%)

Palmitoleico 22,081 22,080 27,2
Oleico 25,864 25,865 20,4
Linoleico 26,617 26,613 7,3
Araquidico 27,656 27,652 13,4
Eicosanoico 28,679 28,680 17,6

TR como tempo de retengdo em minutos; area (%) de cada amostra

obtida por integracao eletrénica dos picos.

5.4.2. LmFE-2 (fracbes 05-11)

O grupo LmFE-2 mostrou-se como um liquido alaranjado de consisténcia
oleosa. Na andlise do espectro no infravermelho da fracdo (Figura 13), as bandas

em 3455 e 1231 cm™ sdo caracteristicas de estiramento de ligacdo O-H e
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estiramento de ligacdo C-O respectivamente. As bandas em 2925 e 2853 cm™ sdo
caracteristicas de estiramento C-H de grupos CH, e CHgs, sugerindo um caracter
alifatica aos compostos presentes na amostra. A banda em 1739 cm™ é compativel

com estiramento de ligacdo C=0 de acidos carboxilicos.

Figura 13. Espectro naregido do infravermelho (filme liquido) obtido de LmFE-2.

3455

2853 1231

55 2925 1739

%T

: T T T T T T T T T T 1
4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 9000
cm-1

A partir do cromatograma (Figura 14, p. 54), comparando os tempos de
retencdo dos padrdes de ésteres metilicos aos correspondentes acidos graxos
esterificados, constatou-se na amostra esterificada de LmFE-2 ésteres
correspondentes aos Aacidos oleico (C18:1A%, linoleico (C18:2A%*?) e araquidico
(C20:0). A Tabela 8, p. 54) mostra o percentual de cada acido graxo presente na

amostra.
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Figura 14. Cromatograma (DIC) dos ésteres metilicos obtidos apds transesterificacdo de
LmFE-2.
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Tabela 8. Correlagao entre os padrdes de ésteres metilicos com aqueles obtidos da amostra de
LmFE-2.

Padrées / TR (min) LmFE-2
TR area (%)
Palmitoleico 22,081 - -
Elaidico 25,569 - -
Oleico 25,864 25,852 5,5
Linoleico 26,617 26,618 17,9
Araquidico 27,656 27,699 76,6
Eicosanoico 28,679 - -

TR como tempo de retengdo em minutos; area (%) de cada amostra
obtida por integracao eletrénica dos picos.

5.4.3. LmFE-3 (fracbes 12-14)

O grupo LmFE-3 apresentou-se como aspecto oleoso e cor alaranjada. O
espectro de infravermelho de LmFE-3 (Figura 15) mostrou bandas intensas em 2917
e 2849 cm™ decorrentes de estiramento de ligacdo C-H de carbonos CH, e CHs

denotando um carater alifatico as substancias presentes. As absor¢cdes em 1735 e
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1260 cm™, caracteristicas de estiramento de ligacdo C=O e estiramento C-O
respectivamente, evidenciaram a presenca do grupo carboxila. A banda em 719 cm™
é correspondente a deformacéo angular de cadeia (CH>), paran > 3.

O cromatograma dos derivados de LmFE-3 ndo apresentou resolucdo
satisfatoria devido ao baixo rendimento na transesterificacdo do acidos graxos
presentes na amostra, assim ndo foi possivel relacionar o resultado da reacdo de
transesterificacdo com os padrdes de ésteres metilicos. Dessa forma a fracdo LmFE-

3 foi designada como uma mistura de ésteres de acidos graxos de cadeia longa.

Figura 15. Espectro naregido do infravermelho (KBr) obtido de LmFE-3.
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5.5.Identificacdo dos compostos isolados de L. macrophylla
5.5.1. LmFE-4.1: Mistura de 6leos rica em (E)-nerolidol

Da andlise de LmFE-4.1 em CG-DIC sob as mesmas condicdes
estabelecidas para o 6leo essencial, foi possivel a obtencdo do cromatograma
(Figura 16) que indicou a presenca de um pico com tempo de retencdo em 19,066
minutos, que corresponde ao tempo de retencdo do sesquiterpeno (E)-nerolidol,
identificado no 6leo essencial das folhas de L. macrophylla (item 5.1, p. 45).

Figura 16. Cromatograma (CG-DIC) de LmFE-4.1.
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A andlise do espectro na regido do infravermelho de LmFE-4.1 (Figura 18, p.
59) indicou banda com méaximos de absorcdo em 3421 cm™, caracteristica de
estiramento da ligacdo O-H de grupo hidroxila Os méaximos de absorcdo em 2964,
2924 e 2853 cm? evidenciam a presenca de carbonos alifaticos (sp® pelo
estiramento da ligacdo C-H de carbonos metilicos e metilénicos. A banda em 1653
cm™ sugere a presenca ligagéo dupla de grupos olefina na estrutura molecular, além
das bandas com méaximos em 1450 e 1376 cm™ caracteristicas de deformacao
angular de cadeia alifatica (PAVIA et al., 2012).

O espectro de RMN 'H de LmFE-4.1 (Figura 19, p. 60), apresentou sinais
entre & 5,06 — 5,97 ppm, com constantes acoplamento J=17,3, de 10,8 e 1,06 Hz



57

ncaracteristicas de hidrogénios vinilicos de um grupo metilénico terminal. Os sinais
de ressonéncia em 0 5,23 ppm (dd), com integral relativa a 1H, apresentam
constantes de acoplamento J= 17,3 e 1,0 Hz caracteristicas de hidrogénios
olefinicos acoplados em trans e geminal. Outro sinal, em & 5,07 ppm (1H, dd),
apresentou constantes de acoplamentos J= 10,8 e 1,0 Hz, caracteristicas de
acoplamento cis e geminal. Estes sinais foram atribuidos aos hidrogénio
diasterotopico H-1a e H-1b de um grupo metilénico terminal. O sinal em & 5,93 ppm
(A1H, dd, J= 17,3, 1,0 Hz) carateristico de hidrogénio olefinico, apresenta
acoplamento cis e trans em relacéo aos hidrogénios H-1a e H-1b, sendo compativel
com o hidrogénio H-2 da estrutura do nerolidol (HOLZBACH, 2011). Os sinais de
singletos em & 1,70 ppm (3H, s), 1,62 ppm (6H, s) e 1,30 ppm (3H, s) foram
atribuidos aos hidrogénios metilicos H-12, H-13 junto a H-14 e H-15 respectivamente
(Figura 22, p. 63).

O estudo do espectro de RMN **C de LmFE-4.1 (Figura 21, p. 62) juntamente
com o experimento de DEPT-135 (Figura 22, p. 63), permitiram a identificacdo de
quinze linhas espectrais sendo destas, trés de carbonos nao-hidrogenados, trés de
carbonos metinicos, cinco de metilénicos e quatro de metilicos. Os sinais em &
111,63 (CHy) e & 145,10 ppm (CH) caracteristicos de carbonos olefinicos foram
atribuidos aos respectivos carbono terminal C-1 e ao carbono C-2. Os sinais em &
124,23 (CH), 135,53 (C), 124,26 (CH) e 131,38 ppm (C) foram atribuidos
respectivamente aos outros dois pares de carbonos insturados C-6 com C-7 e C-10
com C-11 compativeis com os dados relatados na literatura para o (E)-nerolidol
(HOLZBACH, 2011).

O sinais referentes aos pares de carbonos metilénicos adjacentes C-4 e C-5
bem como C-8 e C-9, foram respectivamente atribuidos aos deslocamentos em &
42,09, 22,71, 39,69 e 26,66. O deslocamento atribuido ao carbono C-8 (& 39,69
ppm) é caracteristico do isbmero (E) em comparacdo ao C-8 do isémero (Z) cuja
ressonancia possui maior deslocamento com uma diferenca de 7,5 ppm
(MACHADQO, et al., 1998). Os carbonos metilicos em d 25,65, 17,65, 15,99 e 27,84
ppm foram correspondentes aos carbonos C-12, C-13, C-14 e C-15. O carbono C-14
adjacente ao carbono olefinico possui deslocamento caracteristico do isémero (E),
sendo 7,5 ppm maior em comparacao ao do isémero (Z) (MACHADO, et al., 1998).

Os dados espectroscopicos e cromatograficos adquiridos, em comparagéo
com os da literatura (MACHADO, et al., 1998 e HOLZBACH, 2011), permitiram
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atribuir para LmFE-4.1 a estrutura do sesquiterpeno oxigenado (E)-nerolidol (Figura
17, p. 58).

O aspecto oleoso e a coloracdo avermelhada do material de LmFE-4.1
indicaram se tratar de uma mistura rica em (E)-nerolidol, ja que este composto puro

€ um Oleo transparente e levemente amarelado.

Figura 17. Estrutura do (E)-nerolidol.

Tabela 9. Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN ¥C de LmFE-4.1 em comparacdo com os
dados descritos na literatura.

5 C (ppm) S H (ppm) _
°C Pl W (HOL;II;.ACH, LmFE-4.1" (HOLIEII;.ACH,
' 2011)" 2011)"
5,23 (H-1a, dd, 17,3 e
1 CH, 111,63 111,6 5.07 (H%i%ﬁ;é, 1086 5,15/5,00
1,0 Hz)

2 CH 145,10 145,0 5,93 (dd, 17,3 e 10,8) 5,86

3 c 73,46 73,5

4 CH, 42,09 42,0 n/a 1,62 - 1,45
5 CH, 22,71 22,7 2,0-1,15,m 2,10 - 1,09
6 CH 124,23 124,2 5,15 5,10, m 5,27 - 5,04
7 C 135,53 135,5

8 CH, 39,69 39,6 2,0-1,95m 2,10 - 1,90
9 CH, 26,66 26,6 2,0-1,95 m 2,10 - 1,90
10 CH 124,26 124,2 5,15 - 5,10, m 5,24 - 5,04
11 c 131,38 131,4

12 CHs 17,65 17,7 1,62 (6H, s) 1,60

13 CHs 25,65 25,7 1,70 (3H, s) 1,68

14 CHs 15,99 16,0 1,62 (6H, s) 1,60

15 CHs 27,84 27,8 1,30 (3H, s) 1,22

"Espectro adquirido utilizando CDCl; como solvente.
n/a - ndo disponivel



Figura 18. Espectro na regi&o do infravermelho de LmFE-4.1 (em KBr).
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Figura 19. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl;) de LmFE-4.1.
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Figura 20. Ampliacdo do espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl;) de LmFE-4.1 na faixa & 5.3 - 5,0 ppm.
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Figura 22. Espectro de RMN **C DEPT-135 (100MHz, CDCl;) de LmFE-4.1.
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5.5.2. LmFE-6.1: Mistura de 6leos rica em geraniol

A anadlise de LmFE-6.1 em CG-DIC sob as mesmas condicdes estabelecidas
para o 6leo essencial, permitiu a obtencdo de um cromatograma (Figura 23) que
indicou a presenca de um pico com tempo de retencdo em 14,099 minutos, que
corresponde ao tempo de retencdo do geraniol (Figura 8, p. 45), identificado na

andlise de o6leo das folhas de L. macrophylla.

Figura 23. Cromatograma (CG-DIC) de LmFE-6.1.
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O espectro na regiao do infravermelho de LmFE-6.1 (Figura 25, p. 66)
apresentou banda larga como méximo de absorcdo em 3346 cm™caracteristica de
estiramento O-H de hidroxila em ligacdo de hidrogénio intermolecular
(SILVERSTEIN et al., 2005). As bandas intensas com absor¢gbes em 2924 e 2856
cm™ correspondem ao estiramento de ligacées C-H de CH, CH, e CH5 sugerindo um
carater alifatico & estrutura. A presenca da banda em 1669 cm™ é caracteristica de
estiramento de ligagcdo C=C de olefina.

O espectro de RMN *H de LmFE-6.1 (Figura 26, p.67) apresentou sete sinais,
sendo os dois tripletos em & 543 (J= 6,37 Hz) e & 511 (J= 6,60 Hz)
correspondentes a hidrogénios olefinicos (Figura 29, p. 70). O dupleto em & 4,16
(J=6,88 Hz) com integral dois foi atribuido a hidrogénios ligados a carbono

oxigenado. Os multipletos com sinais em 6 2,11 e & 2,05 sdo compativeis com 0s
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hidrogénios metilénicos vicinais H-4 e H-5 em comparacdo com a literatura (JEON et
al., 2008) para a estrutura do geraniol.

A andlise do espectro de RMN *3C (Figura 28, p. 69) e DEPT-135 (Figura 29,
p. 70) de LmFE-6.1 possibilitou a identificacdo de dez sinais de carbonos, sendo
destes dois carbonos né&o-hidrogenados, dois carbonos metinicos, trés carbonos
metilénicos e trés carbonos metilicos. O sinal em & 59,4 ppm (CH,) apresentou
deslocamento caracteristico de carbono oxigenado, sendo atribuido ao carbono C-1
hidroxilado. Os sinais de carbonos ndo hidrogenados em & 139,7 e 131,7 ppm sao
caracteristicos de carbono olefinicos. Os sinais em 6 123,9 ppm (CH) e 6 123,4 ppm
(CH) também séo caracteristicos de carbonos olefinicos hidrogenados, revelando a
presenca de dois sistemas olefinicos trissubstituidos na estrutura.

Os dados obitidos da analise CG-DIC juntamente com os dados
espectroscopicos obtidos e a comparacdo com dados da literatura levaram a
identificar LmFE-6.1 como sendo uma mistura de 6leos que possui como composto

majoritario o monoterpeno oxigenado geraniol (Figura 24).

Figura 24. Estrutura do geraniol.
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Tabela 10. Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de ¥C de LmFE-6.1 em comparacdo com
os dados descritos na literatura.

°C DEPT-135 3¢ (o) SH ( )
n - 1 Lit. ppm
LmFE-6.1 (JEON et al., 2008)"
1 CH, 59,4 59,3 4,16 (d, J=6,88
Hz)
2 CH 123,9 123,9 543 (t, J=6,37
Hz)
3 C 139,7 139,7 ---
4 CH, 39,5 39,5 2,11, m
5 CH, 26,4 26,4 2,05, m
6 CH 123,4 123,3 511 J=6,60
Hz)
7 C 131,7 131,7 ---
8 CH; 25,6 25,6 1,69, s
9 CH; 17,6 17,6 1,62, s
10 CH; 16,2 16,2 1,69, s

lEspectro adquirido utilizando CDCl; como solvente.

Figura 25. Espectro na regido do infravermelho de LmFE-6.1 (em KBr).
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Figura 26. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl;) de LmFE-6.1.
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Figura 27. Ampliacdo do espectro de RMN "H de LmFE-6.1 na regi&o & 5.56-4.03 ppm.
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Figura 28. Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCl;) de LmFE-6.1.
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Figura 29. Espectro de RMN DEPT-135 (100 MHz, CDCIls) de LmFE-6.1.
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5.5.3. LmFE-7.1: Acido graxo de cadeia saturada

Na analise do espectro no infravermelho de LmFE-7.1 (Figura 30, p. 72), foi
possivel sugerir a presenca de hidroxila a partir do madximo de absorcdo observado
em 3440 cm™, caracteristica de estiramento O-H. Bandas intensas em 2917 e 2849
cm™ sdo caracteristicas de estiramento de ligacdo C-H de cadeias de grupos CH, e
CH; de cadeias alifaticas. O maximo de absorcdo exibido em 1708 cm™ sugere a
presenca de uma carbonila de &cidos carboxilicos. As absor¢fes em 1473 e 1463
cm™ caracteristicas de deformac&o angular da ligacdo CH de alifaticos, juntamente
com as absor¢bes em 729 e 719 cm™ caracteristicas de deformacdo angular de
cadeias (CHy), (n > 3) (PAVIA et al., 2012), corroboram a natureza alifatica atribuida
ao composto, indicando se tratar de um composto carbonilado de cadeia longa.

O teste de Liebermann-Burchard para esteroides e triterpenos realizado para
LmFE-7.1 ndo apresentou nenhuma coloracao positiva (MATOS, 1997).

O espectro de RMN 'H de LmFE-7.1 (Figura 31, p. 73) apresentou sinais
caracteristicos de atomos de hidrogénio de um &cido carboxilico alifatico. O tripleto
em & 0,8 ppm (3H, J= 6,32 Hz), foi atribuido a hidrogénios de uma metila terminal. O
sinal em & 1,48 ppm (2H) representa um tripleto (J= 6,80 Hz) atribuido aos
hidrogénios metilénicos do carbono C-3 da cadeia principal. O sinal de um tripleto
em & 2,14 ppm (2H, J= 7,33 Hz), é compativel com hidrogénios do carbono C-2.

A andlise dos espectros de RMN *3C (Figura 32, p. 74) e DEPT-135 (Figura
33, p. 75) possibilitou atribuicdo de seis linhas espectrais caracteristicos de um acido
carboxilico, sendo o sinal em & 174,8 ppm referente a carbonila. O sinal intenso em
em © 1,2 ppm é caracteristico de carbonos metilénicos de cadeia longa. O sinal em &
14,2 ppm foi atribuido ao carbono metilico terminal. Os sinais em & 25,0 e 22,5 ppm
correspondem respectivamente ao carbono C-3 e ao penultimo carbono da cadeia.
Os sinais em 06 34,2 e 31,7 ppm sdo compativeis com os carbonos C-2 e o
antepenultimo da cadeia alifatica.

A auséncia de sinais entre & 120-150 ppm, correspondentes a carbonos
olefinicos, a faixa de fusdo 80-81 °C e os dados espectroscopicos sugerem que

LmFE-7.1 trata-se de um acido graxo de cadeia longa e saturada.
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A comparacao do espectro de infravermelho de LmFE-8.1, bem como faixa
de fusdo e Ry iguais em analise por CCD, permitem sugerir que LmFE-8.1 trata-se

de quantidade adicional da substancia LmFE-7.1.

Figura 30. Espectro naregiéo do infravermelho de LmFE-7.1 (em KBr).
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Figura 31. Espectro de RMN de ‘H (400 MHz, DMSO-ds, CDCl3) de LmFE-7.1.
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Figura 32. Espectro de RMN **C (100 MHz, DMSO-dg, CDCl3) de LmFE-7.1.
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Figura 33. Espectro de RMN DEPT-135 (100 MHz, DMSO-dg, CDCl3) de LmFE-7.1.
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5.5.4. LmFE-7.2: B-sitosterol

A andlise do espectro no infravermelho de LmFE-7.2 (Figura 36, p. 79)
apresentou maximos de absorcdes em 2935 e 2850 cm™ caracteristicas de
estiramento assimétrico de ligacdo C-H (de grupo CH, e CHg), denotando uma
estrutura alifatica. A banda intensa com maximo de absorcdo em 3432 cm™
compativel com estiramento da ligacdo O-H, indicando a presenca de grupo hidroxila
na molécula. J4 0 maximo de absorcédo em 1630 cm™ foi atribuido ao estiramento de
ligacdo C=C de grupo olefinico.

O teste de Liebermann-Burchard para LmFE-7.2 apresentou como resultado
uma coloracdo verde persistente, sugerindo resultado positivo para esteroide
(MATOS, 1997).

No espectro de RMN *H (Figura 37, p. 80), os sinais mdltiplos entre & 0,61 —
2,17 ppm , sdo caracteristicos de hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos
compativeis com uma estrutura alifatica esteroidal. O singleto observado em & 0,62
ppm (3H) é caracteristico dos hidrogénios da metila C-18 de um esteroide. Em &
5,23 ppm (J=5,07 Hz) € observado um sinal duplo, atribuido ao hidrogénio olefinico
H-6, e o multipleto em & 3,33 ppm (1H) tipico de hidrogénio carbindlico.

Na andlise dos espectros de RMN de **C (, p. 81) e DEPT-135 (Figura, p.
83), foi possivel atribuir vinte e nove sinais sendo destes onze carbonos metilénicos,
nove carbonos metinicos e seis carbonos metilicos, de modo que tais dados
mostram-se compativeis com uma estrutura esteroidal. Foram observados sinais
caracteristicos de carbonos olefinicos em & 141,78 (C) e & 120,77 (CH) além do
carbono oxigenado em & 70,65 (CH) foram atribuidos respectivamente aos carbonos
C-5, C-6 e C-3 do nucleo esteroidal (Tabela 5).

O mapa da correlacdo *H-*C HSQC (Figura 41, p. 84) exibiu correlacdo entre
o sinal de hidrogénio & 3,33 ppm com o de carbono em & 70,65 ppm (CH),
hidrogénio carbindlico H-3 (1H). A correlacdo observada entre o dubleto em & 5,23
ppm com de carbono em & 120,77 ppm (CH), possibilitou caracteriza-lo como o
hidrogénio olefinico H-6. A correlagao apresentada entre o singleto em & 0,62 ppm
com o sinal do carbono metilico C-18 contribuiu para corroborar a proposta estrutural

do esqueleto esteroidal.
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O espectro bidimensional da correlagdo 'H-'*C HMBC (Figura 42, p. 85)
apresentou correlacdes entre o dubleto correspondente ao hidrogénio olefinico H-6
em & 5,23 ppm com os carbonos C-8 (6 32,01 ppm), C-10 (6 36,58 ppm) e C-4 (d
42,7 ppm), as quais corroboram com a proposta da instauracao presente entre o0s
carbonos C-5 e C-6. Foi possivel ainda observar as correlacdes entre os hidrogénios
metilénicos H-4 em & 2,16 ppm com os carbonos C-10 (6 36,58 ppm), C-2 (d 31,88
ppm) e C-3 (& 70,65 ppm) (Figura 34).

Figura 34. Correlages 'H-"*C observadas no espectro HVBC de LmFE-7.2.

A comparacao dos dados espectroscopicos obtidos com dados descritos na
literatura (GOAD, 1991), bem como o ponto de fusdo (134-136 °C), permitiram

sugerir que LmFE-7.2 tratava-se do esteroide B-sitosterol (Figura 35).

Figura 35. Estrutura do B-sitosterol.




Tabela 11. Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de °C de LmFE-7.2 em
comparacdo com os dados descritos na literatura.

5C (ppm)
n°C DEPT-135 —— Lit. (GOAD &H (ppm)
' 1991)?

1 CH, 37,47 37,3 0,99
2 CH, 31,88 31,9 1,73
3 CH 70,65 71,7 3,33
4 CH;, 42,70 42,5 2,16
5 C 141,78 140,97 -
6 CH 120,77 121,95 5,23, d
7 CH, 29,41 31,9

8 CH 32,01 31,9 1,90
9 CH 50,26 50,2 0,89
10 C 36,58 365 0000 -
11 CH, 21,10 21,1 1,46
12 CH, 39,81 39,9 1,99
13 C 42,36 425 e
14 CH 56,74 56,8

15 CH, 24,29 24,3 1,77
16 CH, 28,16 28,3

17 CH 56,07 56,1

18 CH; 12,02 11,9 0,61, s
19 CHj 19,49 19,4

20 CH 35,93 36,2 1,34
21 CHs 19,01 18,8 0,90
22 CH, 33,98 33,9

23 CH, 26,33 26,1 1,14
24 CH 45,83 45,9 0,92
25 CH 29,41 29,2

26 CHj 19,99 19,8

27 CHs 19,36 19,1

28 CH, 23,22 23,1 1,26
29 CHs 12,16 12,3 0,62

lEspectro adquirido utilizando CDCI; e piridina-ds como solvente.
Espectro adquirido utilizando CDCls.



Figura 36. Espectro na regi&o do infravermelho de LmFE-7.2 (em KBr).

79

1000
835 |
a0 |
85

80

63 |

60 J

35

50
%T

45

0.0

3432

2935

2850

1638

1382

1465

4000,0

3600

3200

2800

2400

2000

1800

1600

cm-1

1400

1200

1000

300

600

4500




Figura 37. Espectro de RMN de "H (400 MHz, DMSO-dgs CDCl; e piridina-ds) de LmFE-7.2.
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Figura 38. Espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-dg, CDCl; e piridina-ds) de LmFE-7.2.
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Figura 39. Ampliacdo do espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-ds, CDCl; e piridina-d5) de LmFE-7.2 na regido & 74 a 6 ppm.
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Figura 40. Espectro de RMN DEPT-135 (100 MHz, DMS0O-d6,CDCI3 e piridina-d5) de LmFE-7.2.
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Figura 41. Espectro de RMN HSQC da correlagcdo 'H -*C de LmFE-7.2.
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Figura 42. Espectro de RMN HMBC da correlagdo 1H-13C de LmFE-7.2.
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5.5.5. LmFE-14.1: hispidulina (4",5,7-trihidroxi-6-metoxiflavona)

O espectro de absorcao na regido do infravermelho de LmFE-14.1 (Figura 45,
p. 89) apresentou banda com méaximos de absor¢éo em 3442 cm™, caracteristica de
estiramento de ligacdo O-H, indicando a presenca de hidroxila na estrutura. A
absorcdo com méaximo em 1602 e 1579 cm™ representa deformacao axial de ligacdo
C=C e a banda em 1478 cm™ é caracteristica de vibragdes em nicleos aromaticos
(PAVIA et al., 2012). O maximo de absorcdo em 1654 cm™ é caracteristico de
carbonila conjugada (SILVERSTEIN et al., 2005).

O espectro na regido UV/Vis de LmFE-14.1 em metanol (Figura 46, p. 90)
apresentou maximos em 215, 274 e 334 nm, caracteristicos de um flavonoide
(MARCUCCI et al.. 1998). Ao se adicionar NaOH, observou-se um deslocamento
batocrdmico, o qual sugeriu a presenca de hidroxila fendlica (Figura 47, p. 90). A
adicdo de AcONa provocou um deslocamento batocrdmico nos maximos de
absorcdo em relagcéo a curva em MeOH (Figura 48, p. 91), sugerindo a presenca de
hidroxila de carater acido acentuado nas posicoes C-7 e C-4’. A adicdo de AICl; na
solugdo contendo LmFE-14.1 em MeOH, provocou um deslocamento batocrémico
que nao foi regenerado apos a adicao de H3BOj; (Figura 49, p. 91), sugerindo a
presenca de uma hidroxila quelada em C-5 (MARCUCCI et al.. 1998).

O espectro de RMN *H de LmFE-14.1 (Figura 50, p. 92) apresentou quatro
sinais de ressonancia na regidao de hidrogénios aromaticos , além de um singleto em
0 13,86 ppm (1H) atribuido a um hidrogénio de um grupo hidroxila quelado. Outros
sinais (largo) atribuidos a hidrogénios de hidroxilas foram observados entre & 10,5
ppm - 9,3 ppm. No espectro foi possivel ainda atribuir o sinal em & 3,86 ppm com
integracao relativa a trés hidrogénios, sugerindo a presenca de um grupo metoxila
na estrutura do composto LmEF-14.1.

Dentre os sinais de hidrogénios aromaticos observados, destaca-se o singleto
em & 6,61 ppm atribuido ao hidrogénio H-8, evidenciando um anel aromatico penta-
substituido caracteristico de anel-A de flavonoides. O singleto em & 6,62 ppm foi
atribuido ao hidrogénio olefinico caracteristico do hidrogénio H-3 do nucleo de uma
flavona (Figura 53, p. 95). A disposi¢éo dos hidrogénios no anel-B foi compreendida
pela analise de dois duplo-dubletos referentes aos hidrogénios H-2' e H-6’ em & 7,90
ppm (J= 7,32 Hz) e H-3’ e H-5" em & 7,00 ppm (J= 7,57 Hz) sendo ambos os sinais



87

integrados para dois hidrogénios. Estes pares de hidrogénios orto-acoplados
revelam o anel-B simétrico substituido na posigéo 4.

A andlise ao espectro de RMN *3C (Figura 52, p. 94) e DEPT-135 (Figura 54,
p. 96) de LmFE-14.1 possibilitaram a identificacdo de treze sinais, sendo destes,
quatro de carbonos metinicos, um de carbono metilico e oito de carbonos néo-
hidrogenados. Os sinais em & 116,08 e & 128,89 ppm com maiores intensidades
indicaram se tratar de dois pares de carbonos equivalentes hidrogenados referentes
aos respectivos carbonos C-3’ e 5’ e C-2’ e 6’ do anel-B simétrico de um flavonoide.
O sinais 6 164,38, 102,53 e d 182,61 ppm, correspondem aos carbonos C-2, C-3 e a
carbonila C-4 (anel-C), indicando que o carbono C-3 € ndo-oxigenado e tipico de
flavonas. O espectro HSQC (Figura 55, p. 97) da correlacdo direta *H-*C exibe
contorno referente ao carbono C-3 em &, 102,53 ppm com o hidrogénio H-3 em &y
6,62 ppm, sugerindo tratar-se do nucleo de uma flavona.

Os sinais em & 161,63, 153,35, 131,60 e 157,38 ppm foram atribuidos
respectivamente aos carbonos oxigenados C-4’, C-5, C-6 e C-7 do anel flavonoidico.
O sinal em & 59,73 ppm (CHs), com deslocamento caracteristico de carbono
oxigenado, foi atribuido a metoxila, que através da analise dos experimentos
espectroscopicos na regido UV/Vis, permitiu sugerir sua localizagcao no carbono C-6.

O espectro *H-'H COSY (Figura 57, p. 99) apresentou correlacdo entre os
pares de hidrogénios mais proximos do anel-B (6 7,90 e & 7,00 ppm). J& 0 mapa de
contorno HMBC H-'3C (Figura 56, p. 98) apresentou correlacdes entre o sinal do
hidrogénio H-8 (5 6,61 ppm) com os sinais dos carbonos C-6 em & 131,60 ppm (3J),
C-7 em & 157,38 ppm (%J) e C-9 em 153,01 ppm (4J), evidenciando o carater penta-
substituido do anel-A (Tabela 12, p. 88).

Figura 43. Correlacdes 'H-"*C HMBC ( — ) e COSY (=) de LmFE-14.1.
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A faixa de fusdo 285-287 °C e os dados espectroscopicos levaram a

considerar LmFE-14.1 como a 4°,5,7-trihidroxi-6-metoxiflavona (hispidulina) (Figura

44), a qual ja foi isolada da espécie L. montevidensis (NAGAO et al., 2002).

Figura 44. Estrutura da 4°,5,7-trihidroxi-6-metoxiflavona (hispidulina).

Tabela 12. Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de **C de LmFE-14.1 em comparag&o com
os dados descritos na literatura.

5C (ppm) &H (ppm)
n°C DEPT-135 Lit', Lit. (CHACON-
LmFE-14.1* M(OC;':SEOS’\"'H LmFE-14.1* MORALES, et al.,
al., 2013)* 2013)
2 C 164,38 163,8 - -
3 CH 102,53 102,3 6,62, s 6,78, s
4 C 182,61 182,1 - -
5 C 153,35 152,7 - -
6 C 131,60 131,3 - -
7 C 157,38 157,3 - -
8 CH 94,06 94,2 6,61, s 6,59, s
9 C 153,01 152,4 - -
10 C 104,67 104,0 - -
1 C 121,96 121,2 - -
2 CH 128,89 128,4 7,90,d (J=7,32) 7,93, d (J=12,5)
3 CH 116,08 115,9 7,00,d (J=7,57) 6,92, d (J= 12,5)
4 C 161,63 161,1 - -
5 CH 116,08 115,9 7,00,d (J=7,57) 6,92, d (J= 12,5)
6’ CH 128,89 128,4 7,90,d(J=7,32) 7,93,d(J=12,55)
1”7 -OCH; 59,73 59,9 3,86, s 3,74, s

H

Espectro adquirido utilizando CDCl; como solvente.



Figura 45. Espectro naregido do infravermelho (KBr) de LmFE-14.1.
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Figura 46. Espectro naregido UV/Vis de LmFE-14.1 em MeOH.
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Figura 47. Espectro naregidao UV/Vis de LmFE-14.1. Curva vermelha:
Espectro em MeOH; Curvarosa: Espectro em MeOH + NaOH; Curva
azul: Espectro em MeOH + NaOH + HCI.
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Figura 48. Espectro naregido UV/Vis de LmFE-14.1. Curva vermelha:
Espectro em MeOH; Curvarosa: Espectro em MeOH + AcONa; Curva
azul: Espectro em MeOH + AcONa + H3;BOs.
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Figura 49. Espectro naregido UV/Vis de LmFE-14.1. Curva vermelha:
Espectro em MeOH; Curva rosa: Espectro em MeOH + AICl;; Curva
azul: Espectro em MeOH + AICl; + HCI.
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Figura 50. Espectro de RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) de LmFE-14.1.
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Figura 51. Ampliacdo do espectro de RMN H (400 MHz, DMSO-d¢) de LmFE-14.1 na regiao & 8,01-6,45 ppm.
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Figura 52. Espectro de RMN **C (100 MHz, DMSO-dg) de LmFE-14.1.
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Figura 53. Ampliacdo do espectro de RMN **C (100 MHz, DMSO-dg) de LmFE-14.1 na regi&o & 169,0 - 88,5 ppm.
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Figura 54. Espectro de RMN DEPT-135 (100 MHz, DMSO-d¢) de LmFE-14.1.
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Figura 55. Espectro de RMN HSQC da correlacdo *H-°C de LmFE-14.1.
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Figura 56. Espectro de RMN HMBC da correlacdo 'H-"*C de LmFE-14.1.
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Figura 57. Espectro de RMN COSY da correlacdo *H-'H de LmFE-14.1.
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5.5.6. LmFE-15.1: B-sitosterol-O-B-D-glicosideo

Na analise do espectro no infravermelho de LmFE-15.1 (Figura 60, p. 103), foi
observado uma banda larga em 3416 cm™ caracteristica de grupo hidroxila pelo
estiramento da ligacdo O-H. J& as bandas intensas em 2935 e 2863 cm™, sdo
caracteristicas de estiramento simétrico e assimeétrico de ligacdes CH, CH, e CH3 e
denotam a natureza alifatica da estrutura do composto. A presenca de insaturagdo
na estrutura é sugerida pela absorcdo em 1636 cm™, caracteristica de estiramento
de ligacGes C=C.

Na andlise do espectro de RMN 'H de LmFE-15.1 (Figura 61, p. 104)
observou-se sinais multiplos na regido entre & 2,05 — 0,65 ppm relativos aos sinais
dos atomos de hidrogénio metilicos, metilénicos e metinicos tipicos de um esqueleto
esteroidal. O sinal em & 5,26 ppm (1H, d, J= 5,07 Hz), caracteristico de hidrogénio
olefinico, péde ser atribuido ao hidrogénio H-6. Os sinais multiplos entre & 4,61 €
4,17 ppm foram atribuidos aos hidrogénios de uma unidade glicosidica presente. O
sinal do dubleto em & 4,27 ppm (1H, d, J= 7,93 Hz) referente ao atomo de hidrogénio
anomérico, permite caracterizar a unidade glicosidica como [(-glicose na qual, o
deslocamento e constante de acoplamento do dubleto apresentado pelo hidrogénio
axial se compara ao descrito na literatura (KHATUN et al., 2012).

A andlise dos espectros de RMN *3C (Figura 62, p. 105) e DEPT-135 (Figura
64, p. 107) possibilitaram a identificacdo de trinta e cinco sinais de carbono, sendo
destes doze carbonos metilénicos, treze carbonos metinicos e seis carbonos
metilicos. O sinal em & 77,55 ppm caracteristico de carbono oxigenado, foi atribuido
ao carbono oximetinico C-3. Os sinais carateristicos de carbonos olefinicos em
140,88 (C) e 6 121,65 ppm (CH) foram respectivamente atribuidos aos carbonos C-5
e C-6. Os sinais de carbonos metilicos em 6 19,47 e & 19,32 ppm foram atribuidos
aos carbonos C-26 e C-27 caracteristicos da unidade monoterpénica aciclica de um
esteroide.

A partir do espectro bidimensional HSQC de correlagao 'H-13C (Figura 65, p.
108), foi possivel atribuir os sinais & 3,50 e 3,72 ppm como sendo provenientes dos
hidrogénios geminais diasterotopicos do unico carbono metilénico C-6° (& 61,66
ppm) caracteristicos de uma unidade glicopiranosidica. Através também do mapa de
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contorno HSQC, o sinal do hidrogénio em & 4,27 (1H, d, J= 7,93 Hz) pbde ser
correlacionado de forma inequivoca com o carbono metinico anomérico (d 101,31
ppm).

O mapa de contorno da correlagdo 'H-*C HMBC (Figura 66, p. 109)
apresentou contorno da correlacéo entre o sinal do hidrogénio olefinico H-6 (& 5,26,
d, J= 5,07 Hz) com o sinal do carbono C-4 em & 38,78 ppm. A correlagdo entre o
hidrogénio anomérico H-4 e o carbono oxigenado C-3 também foi apresentada pelo

contorno entre os sinais 6y 4,27 e &¢ 77,55 (Figura 58):

Figura 58. Correlacdes *H-"*C HMBC ( — ) e COSY ( — ) de LmFE-15.1.

HOHO o © "
AN

O espectro da correlacdo 'H-'H COSY (Figura 67, p. 110) apresentou
correlagdes de acoplamento entre o hidrogénio H-6 (& 5,26) com o hidrogénio
diasterotopico H-7a (& 1,87). O hidrogénio anomeérico H-1’ apresentou contorno pelo
acoplamento com o hidrogénio carbindlico H-2'.

Evidéncias da natureza alifatica esteroidal na regido do infravermelho, dados
espectroscopicos de RMN *H e *3C comparados & literatura (KHATUN et al., 2012),
bem como o ponto de fusdo apresentado na faixa 285-290 °C, permitiram
compreender que a substancia LmFE-15.1 tratava-se do esteroide glicosilado [3-
sitosterol-O-B-D-glicosideo (Figura 59). Dados de RMN de *C e 'H do composto

estdo apresentados na Tabela 13.

Figura 59. Estrutura do B-sitosterol-O-B-D-glicosideo.




Tabela 13. Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de *C de LmFE-15.1 em
comparacdo com os dados descritos na literatura.

. 6C (ppm) SH (ppm)
mEOPETE sy L (KHATUN | mpeasat L (KHATUN
1 CH, 37,25 36,85 0,95/1,75 m 1,25, m
2 CH, 28,21 29,12 1,18/1,73 m 1,33, m
3 CH 77,55 78,61 3,50 m 3,13, m
4 CH, 38,78 42,12 2,14/2,36 m 2,14, m
5 C 140,88 139,98  ceeeem e
6 CH 121,65 121,54 526s 5,09, s
7 CH, 31,82 31,41 1,87, m 1,73, m
8 CH 31,85 31,46 1,32, m 1,22, m
9 CH 50,05 49,83 0,83 m 1,22, m
10 C 36,64 36,27 - -
11 CH, 21,01 20,21 1,38 m 1,33, m
12 CH, 39,66 38,20 1,06/1,90 m 1,33, m
13 C 42,26 41,88 - -
14 CH 56,59 56,36 0,91 m 1,22, m
15 CH, 24,26 23,79 0,98/1,47 m 1,73, m
16 CH, 29,72 27,76 1,80/1,47 m 1,73, m
17 CH 55,86 55,66 1,03 m 1,73, m
18 CH; 12,03 11,27 0,58 s 0,62, s
19 CH; 19,00 19,10 0,83 m 0,94, s
20 CH 35,90 35,70 1,28 m 1,32, m
21 CH; 20,08 18,69 0,83,d 0,84, d
22 CH, 33,79 33,51 0,95/1,34 m 1,73, m
23 CH, 25,93 25,64 1,10 m 1,73, m
24 CH 45,61 45,49 0,87 m 1,12, m
25 CH 29,18 29,2 1,57 m 2,14, m
26 CH; 19,47 18,80 0,90 m 0,75, m
27 CH; 19,32 18,02 0,73 m 0,73, m
28 CH, 23,07 22,60 1,20 m 1,33,m
29 CH; 12,174 12,29 0,77m 0,77, m
1’ CH 101,31 100,74 427d 411,d
’ CH 74,03 73,21 3,00 m 3,14, m
’ CH 77,28 76,18 3,24 m 3,14, m
4 CH 70,67 69,90 3,12m 3,14, m
5 CH 77,20 75,62 3,16 m 3,06, m
6 CH, 61,66 61,36 3,50/3,72 m 2,94, m

lEspectro adquirido utilizando CDCI; e piridina-ds como solvente.
Espectro adquirido utilizando CDCls.
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Figura 60. Espectro naregido do infravermelho (em KBr) de LmFE-15.1
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Figura 61. Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-d; e piridina-ds) de LmFE-15.1.
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Figura 62. Espectro do espectro de RMN de *C (100 MHz, DMSO-d; e piridina-dg) de LmFE-15.1.
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Figura 63. Ampliacdo do espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-d¢ e piridina-ds) de LmFE-15.1.
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Figura 64. Espectro de RMN DEPT-135 (100 MHz, DMSO-d¢ € piridina-ds) de LmFE-15.1.
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Figura 65. Espectro de RMN HSQC da correlacéo ‘H-"*C de LmFE-15.1.
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Figura 66. Espectro de RMN HMBC da correlacéo ‘H-"*C de LmFE-15.1.
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Figura 67. Espectro de RMN COSY da correlagdo *H-'H de LmFE-15.1.
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5.6.Constantes fisicas e dados espectroscopicos das substancias isoladas

de L. macrophylla.

e [-sitosterol

IV (KBr, cm™): 3416 (O-H), 2933 (C-H), 2869 (C-H), 1636 (C=C).

RMN *H (400 MHz), & (ppm): 0,99 (2H, m, H-1); 1,73 (2H, m, H-2) 3,33 (1H, s, H-3); 2,16
(2H, m, H-4); 5,23 (1H, d, H-6); 1,90 (1H, m, H-8); 0,89 (1H, s, H-9); 1,46 (2H, m, H-11); 1,99
(2H, m, H-12); 1,77 (2H, m, H-15); 0,61 (3H, s, H-18); 1,34 (1H, m, H-20); 0,90 (3H, s, H-21);
1,14 (2H, m, H-23); 0,92 (1H, s, H-24); 1,26 (2H, m, H-28); 0,62 (3H, s, H-29).

RMN *3C (100 MHz): Tabela 11, p. 78.
Aspecto: solido branco
Solubilidade: cloroférmio

PF: 135-138° C

e pB-sitosterol-O-B-D-glicosideo

IV (KBr, cm™): 3416 (O-H), 2933 (C-H), 2869 (C-H), 1636 (C=C)

RMN *H (400 MHz), & (ppm): 0,95 (1H, m, H-1a); 1,75 (1H, m, H-1b); 1,18 (1H, m, H-2a);
1,73 (1H, m, H-2b); 3,50 (1H, m, H-3); 2,14 (1H, m, H-4a); 2,36 (1H, m, H-4b); 5,26 (1H, s,
H-6); 1,87 (2H, m, H-7); 1,32 (1H, m, H-8); 0,83 (1H, m, H-9); 1,38 (2H, m, H-11); 1,06 (1H,
m, H-12a); 1,90 (1H, m, H-12b); 0,91 (1H, m, H-14); 0,98 (1H, m, H-15a); 1,47 (1H, m, H-
15b); 1,80 (1H, m, H-16a); 1,47 (1H, m, H-16b); 1,03 (1H, m, H-17); 0,58 (3H, s, H-18); 0,83
(3H, m, H-19); 1,28 (1H, m, H-20); 0,75 (3H, m, H-21); 0,95 (1H, m, H-22a); 1,34 (1H, m,
H22b); 1,10 (2H, m, H-23); 0,87 (2H, m, H-24); 1,57 (1H, m, H-25); 0,90 (3H, m, H-26) 0,73
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(3H, m, H-27); 1,20 (2H, m, H-28); 0,77 (3H, m, H-29); (1H, J= 7,93, d, H-1’); 3,00 (1H, m, H-
2’); 3,24 (1H, m, H-3’); 3,12 (1H, m, H-4’); 3,16 (1H, m, H-5’); 3,50 (1H, m, H-6’a); 3,72 (1H,
m, H-6’b).

RMN *3C (100 MHz): Tabela 13, p. 102
Aspecto: solido branco

Solubilidade: cloroférmio

PF: 285-290 °C

e geraniol

IV (KBr, cm™): 3346 (O-H), 2967 (C-H), 2924 (C-H), 2856 (C-H), 1669 (C=C)

RMN *H (400 MHz), & (ppm): 4,16 (2H, d, J=6,88 Hz, H-1); 5,43 (1H, t, J=6,37, H-2); 2,11
(2H, m, H-4); 2,05 (2H, m, H-5); 5,11 (1H, J=6,60, t, H-6); 1,69 (3H, s, H8); 1,62 (3H, s, H-9);
1,69 (3H, s, H-10).

RMN 3C (100 MHz): Tabela 10, p. 66
Aspecto: incolor ou amarelado
Solubilidade: cloroférmio e acetona

e (E)-nerolidol

IV (KBr, cm™): 3421 (O-H), 2964 (C-H), 2924 (C-H), 2853 (C-H), 1653 (C=C)

RMN H (400 MHz), & (ppm): 5,23 (1H, dd, 17,3 e 1,0 Hz, H-1a); 5,07 (1H, dd, 10,8 e 1,0
Hz, H-1b); 5,93 (1H, dd, 17,3 e 10,8 Hz, H-2); 2,0-1,15 (2H, m, H-5); 5,15-5,10 (4H, m, H-
10); 2,0-1,15 (4H, m, H-8 € 9); 1,62 (6H, s, H-12 e 14); 1,70 (3H, s); 1,30 (3H, s).

RMN **C (100 MHz): Tabela 9, p. 58
Aspecto: oleoso e levemente amarelado
Solubilidade: cloroférmio e acetona
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e hispidulina

IV (KBr, cm™): 3346 (O-H), 2967 (C-H), 2924 (C-H), 2856 (C-H), 1669 (C=C)
UV-Vis: 215, 274 e 334 nm

RMN *H (400 MHz), & (ppm): 6,62 (1H, s, H-3); 6,61 (1H, s, H-8); 7,90 (1H, J=7,32, d, H-2');
7,00 (1H, J=7,57, d, H-3'); 7,00 (1H, J=7,57, d, H-5'); 7,90 (1H, J=7,32, d, H-6'); 3,86 (3H, s,
OCH3-6)

RMN *C (100 MHz): Tabela 12, p. 88
Aspecto: solido amarelo
Solubilidade: acetona e DMSO

PF: 285-287 °C
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6. CONCLUSOES

Através do estudo do Gleo essencial das folhas de Lantana macrophylla foram
identificados nove componentes, os quais 74,2 % s&o monoterpenos e 22,8%
sesquiterpenos. Em comparagdo com a literatura para percentual de éleo essencial
nas folhas de espécies do género Lantana, o rendimento de 3,43 + 0,11% (m/m)
obtido para L. macrophylla se mostrou superior. Dentre os constituintes identificados,
0s majoritarios foram o acetato de geranila (48,5%), geraniol (18,5%) e (E)-nerolidol
(20,2%).

Da andlise as fracdes iniciais do extrato etanolico das folhas de L.
macrophylla, foi possivel identificar os acidos graxos saturados e insaturados de Cjg
a Cyo: acido palmitoleico, elaidico, oleico, linoleico, araquidico e eicosanoico.

No estudo dos constituintes fixos através do fracionamento do extrato
etandlico das folhas de L. macrophylla, foi possivel o isolamento de sete
substancias: os fitoesterois B-sitosterol e B-sitosterol-O-D-glicosideo, sendo
ambos relatados no género, ja isoladas de L. montevidensis (MOHAMED, et al.,
2016) e L. hispida (JIMENEZ-ARELLANES, 2007), a flavona hispidulina, ja relatada
para L. montevidensis (NAGAO et al., 2002), um acido graxo de cadeia longa e
saturada, e duas misturas de 6leos - uma rica do monoterpeno geraniol e a outra do
sesquiterpeno (E)-nerolidol.

A atividade antioxidante determinada para o extrato etanolico apresentou
valor de ICsp de 3,22 pg/mL e IAA calculado em 9,79 sendo considerada como muito
forte (SCHERER e GODOY, 2009).

O ensaio antiobacteriano frente a Staphylococcus epidermidis pelo método de
autobiografia em CCD, apresentou resultado positivo com halo de inibicdo para o
extrato etandlico das folhas e para os compostos geraniol e a hispidulina.

Os ensaios de letalidade utilizando Artemia salina apresentaram valores de
toxicidade moderados para o extrato etandlico e 6leo essencial com ClLsy 399,66
png/mL e 248,44 pg/mL respectivamente.

Este estudo quimico inédito de L macrophylla representa uma importante
contribuicdo cientifica para a area da fitoquimica, revelando a espécie como uma
fonte de substancias bioativas; num precedente a demais estudos quimicos e

biolégicos com seus metabolitos secundarios e extratos organicos.
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