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RESUMO

Na literatura ha registro de seis espécies do género Siparuna, familia Siparunaceae,
de ocorréncia na Mata Atlantica (Sul da Bahia), dentre elas a Siparuna cymosa,
endémica da regido Sul da Bahia. Nesse trabalho € apresentado o estudo quimico
do 6leo essencial e do extrato em acetato de etila das folhas de Siparuna cymosa
(Siparunaceae). O 6leo essencial (OE) foi obtido por hidrodestilagdo e os extratos
das folhas de S. cymosa por maceracdo exaustiva com solventes organicos de
diferentes polaridades (hex, CHCIs, AcOEt e EtOH). O teor de OE foi de 2,11 *
0,09%, tendo como compostos majoritarios a-bisabolol (68,9%), p-cimen-9-ol (7,9%)
e espatulenol (3,7%). Os extratos obtidos foram submetidos a prospeccao
fitoquimica levando a deteccdo das classes de fendis, antocianidinas, flavonas,
flavondis, flavononois, xantonas, esteroides, triterpenoides e saponinas, conforme
dados relatados para o género Siparuna. O extrato de acetato de etila foi submetido
ao fracionamento cromatogréafico, eluido com os solventes hex, CHCIs, AcOEt e
EtOH puros e em misturas fornecendo vinte grupos. O fracionamento do extrato,
levou ao isolamento de trés substancias, 3-O-p-D-glicopiranosil-sitosterol (RS1), 3,7-
di-O-a-L-ramnopiranosilkanferol (RS2) e uma mistura de RS2 mais 3-O-a-L-
ramnopiranosil-7-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—3)-B-D-glicopiranosil]-  kanferol (RS3,
4A), sendo a substancia RS1 relatada pela primeira vez no género e RS3 - 4A pela
primeira vez na literatura . As identificacGes estruturais das substancias foram feitas
por técnicas espectroscopicas de IV, RMN de 'H e 3C uni e bidimensional (DEPT-
135, HSQC e HMBC), EM, ponto de fusdo e comparacdo com dados da literatura. O
teste de letalidade frente a Artemia salina apresentou CLso 29,00 ug mL* para o OE,
diferente do extrato de acetato de etila, o qual ndo apresentou letalidade. A atividade
citotoxica foi avaliada através do método MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-
tetrazélio) frente a linhagens de células tumorais de Leucemia mieloide aguda (LMA)
e Leucemia mieloide cronica (LMC). O OE de S. cymosa apresentou propriedades
citotoxicas frente as linhagens de células tumorais de LMA e LMC, com indice de
seletividade maior para as células do tipo LMA.O extrato etandlico apresentou
citotoxicidade elevada frente aos dois tipos de células testadas, sendo mais seletivo
frente as células de LMA. O extrato hexanico ndo apresentou atividade citotoxica
frente os dois tipos de células, assim como a substancia 3-O-B-D-glicopiranosil-
sitosterol (RS1). O extrato cloroférmico e acetato de etila apresentaram moderada
citotoxicidade frente aos dois tipos de células, porém poucos seletivos. A substancia
3,7-di-O-a-L-ramnopiranosilkanferol (RS2) apresentou atividade citotoxica moderada
frente a linhagem de células LMA, com indice de seletividade (IS) préoximo da
substancia controle. As substancias isoladas (RS1 e RS2), fracdes, extrato em
AcOEt e OE foram submetidos ao teste de atividade antimicrobiana frente as
bactérias Salmonella enterica, E. coli e S. aureus (Biocromatografia). O OE
apresentou halo de inibicdo frente a todas as bactérias testadas, sendo que sua
acdo pode ser proveniente do composto a-bisabolol. As fracdes e substancias
isoladas RS1 e RS3 somente apresentaram halo de inibicdo frente a bactéria S.
aureus. Diante dos resultados obtidos a espécie se torna promissora, este estudo
contribui para o conhecimento quimico da espécie S. cymosa, endémica da regido
Sul da Bahia.

Palavras-chaves: citotoxicidade, metabdlitos secundarios, esteroide, flavonoides
glicosilados.
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ABSTRACT

In the literature there are six species of the genus Siparuna, family Slparunaceae,
occurring in the Atlantic Forest (South of Bahia), among them Siparuna cymosa,
endemic to the south region of Bahia. In this work the chemical study of the essential
oil and ethyl acetate extract of the leaves of Siparuna cymosa (Siparunaceae). The
essential oil was obtained by hydrodistillation and the leaf extracts of S. cymosa by
exhaustive maceration with organic solvents of differents polarities (hex, CHClIs,
AcOEt and EtOH). The essential oil yield was 2.11 £ 0.09%, with major compounds
bisabolol-a. (68,9%), cymen-9-ol-p (7,9%) and spathulenol (3,7%). The extracts
obtained were submitted to phytochemical prospection, leading to the detection of
classes of phenols, anthocyanidins, flavones, flavonols, flavononols, xanthones,
steroids, triterpenoids and saponins, according to data reported for the genus
Siparuna. The ethyl acetate extract was subjected to chromatographic fractionation,
eluted with the solvents hex, CHCIs, AcCOEt and EtOH pure and in mixtures providing
twenty groups. The fractionation of the extract, led to the isolation of three
substances,  sitosterol-3-O-B-D-glucopyranosyl  (RS1), Kanferol-3,7-di-O-a-L-
ramnopyranosyl (RS2) and a mixture of RS2 and kanferol-3-O-a-L-ramnopyranosyl-
7-O-[a-L-ramnopyranosyl-(1—3)-B-D-glucopyranosyl] (RS3, 4A), being the substance
RS1 reported for the first time in the genus and RS3-4A for the first time in the
literature. The lethality test against to Artemia salina showed LCso 29.00 ug mL™ for
OE, different from ethyl acetate extract, which one did not present lethality. The
cytotoxic activity has been evaluated through the MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl) -
2,5-diphenyl-tetrazolium) method against acute myeloid leukemia (AML) tumor cell
lines and chronic myeloid leukemia (CML). The essential oil of S. cymosa showed
cytotoxic properties against LMA and CML tumor cell lines, with a higher selectivity
index (SI) for AML cells. The ethanolic extract presented high cytotoxicity against the
two types of cells tested, being more selective against AML cells. The hexane extract
showed no cytotoxic activity against the two cell types, as well as the substance
sitosterol-3-O-B-D-glucopyranosyl (RS1). The chloroform extract and ethyl acetate
showed moderate cytotoxicity against to the two cell types, however few selective
ones. The kanferol-3,7-di-O-a-L-ramnopyranosyl (RS2) substance presented
moderate cytotoxic activity against the LMA cell line, with SI close to the control
substance. The isolated substances (RS1 and RS2), fractions, extract in AcCOEt and
OE were submitted to the test of antimicrobial activity against the bacteria Salmonella
enterica, E. coli and S. aureus (Biochromatography). The OE presented halo of
inhibition against all bacteria tested, and its action may be from the compound a-
bisabolol. The fractions, extract in AcOEt and isolated substances RS1 and RS3
showed halo of inhibition against S. aureus bacterium. In view of the results obtained
the species becomes promising, this study contributes to the chemical knowledge of
the species S. cymosa, endemic to the south region of Bahia.

Key words: cytotoxicity, secondary metabolites, steroids, glycosylated flavonoids.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tém fundamental importancia para a pesquisa
farmacoldgica e na producéo de drogas (BRASIL, 2006). Seu uso como alternativa
terapéutica € muito Gtil devido a sua eficacia, o baixo custo operacional e a facilidade
de aquisicdo (TORRES et al., 2005). Os produtos naturais sdo utilizados como
importantes ferramentas nos procedimentos de terapias naturais, sendo uma pratica
muito antiga (MUKHERJEE et al., 2010). Uma das primeiras formas do uso de
plantas medicinais para o alivio e cura de diferentes doengas foi a utilizagdo de
ervas (BRAGA, 2011).

Na Mata Atlantica, um local de grande biodiversidade, existem muitas
espécies vegetais, algumas desconhecidas do ponto de vista fitoquimico e que
podem apresentar grande valor terapéutico. Dentre as espécies de ocorréncia na
Mata Atlantica é necessario dar énfase as espécies produtoras de Oleo essencial,
visto que apenas cerca de trés mil Oleos essenciais de origem vegetal séo
conhecidos e, dentre estes apenas 300 sdo de importancia comercial (BAKKALI et
al., 2008).

Os 6leos essenciais sao de grande importancia na natureza, principalmente
pelo fato de apresentarem atividades antibacteriana, antiviral, antifingica e inseticida
além, de atuarem contra herbivoros predadores (MONTANARI, et al.,, 2010,
SOLORZANO-SANTOS e MIRANDA-NOVALES, 2012).

Os 6leos essenciais possuem uma posicao de destaque especial na industria
farmacéutica, como alternativa aos produtos sintéticos e no combate aos micro-
organismos, principalmente diante do crescente aumento da resisténcia dos micro-
organismos aos antibidticos usuais (ESSAWI e SROUR, 2000). Com isso, existe um
grande interesse em desenvolver pesquisa com produtos naturais (WANG et al.,
2006 e HAIDA et al. 2007).

Algumas espécies vegetais produzem oOleo essencial, dentre estas, as
espécies da familia Siparunaceae, relatadas por serem bons produtores de Oleos
essenciais. Esta familia ocupa uma extensdo em toda América do Sul, porém ela
consiste em apenas dois géneros: Glossocalyx e Siparuna. A Siparuna guianensis
Aublet, espécie mais estudadas do género Siparuna, possui uma vasta indicacao

etnobotanica e etnofarmacolégica, sendo indicada como uma das espécies
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prioritarias de conservacao para a regido do cerrado brasileiro (VIEIRA e ALVES,
2003).

No Oleo essencial da Siparuna guianensis, foram identificados os compostos
curzerenona, miristicina (ANTONIO et al., 1984), y-cadineno, bergamotanal, (E)-p-
cariofileno (REBOUCAS, 1984), a-bisabolol, espatulenol (ZOGHBI et al., 1998), a-
pineno e mirceno (VIANA et al., 2002).

Estudos fitoquimicos de espécies do género Siparuna (S. apoisyce, S.
arianeae, S. dresslerana. S.gilgiana, S. guianensis, S. nicaraguensis, S. pauciflora,
S. tonduziana, S. poeppigii) levaram ao isolamento de flavonoides e alcaloides a
partir dos extratos das folhas e cascas (LEITAO et al., 1999, PINA, 2016).

Os flavonoides, apresentam varias atividades bioldgicas, como antioxidantes,
antibacteriana, antiviral, antitumoral e anti-inflamatéria. A ingestdo diaria de
flavonoides esta associada a longevidade e a menor incidéncia de doencas
cardiovasculares. Portanto, sdo do ponto de vista farmacéutico muito importante
(SIMOES et al., 2004; ARAUJO, 2008; PEREIRA e DAS GRACAS, 2012).

Os alcaloides também despertam um grande interesse na comunidade
cientifica. Estudos realizados com o extrato de acetato de etila do caule de Rollinia
pittieri e Pseudomalmea boyacana (Annonaceae), levaram ao isolamento de
alcaloides com atividade antiplasmodial (MUNOZ et al., 2006). Desses alcaloides, a
liriodenina exibiu a maior atividade contra cepas resistentes a cloroquina
de Plasmodium falciparum (Clso= 8.0 - 10.0 pg mL™?).

Dentre a vasta biodiversidade do bioma da Mata Atlantica ha relatos de
espécies endémicas do género Siparuna, em nossa regido. Nesse trabalho foi
proposto o estudo fitoquimico de uma espécie endémica da regido Sul da Bahia, a
Siparuna cymosa, desconhecida no ponto de vista quimico e biolégico. Assim sendo,
torna-se importante realizar esse estudo, pois a familia Siparunaceae apresenta
metabdlitos secundarios de grande interesse farmacologico.

Esse estudo ampliara o conhecimento quimico de espécies vegetais da
familia Siparunaceae, possibilitando a identificacdo e o isolamento de metabdlitos
secundarios com potencial biolégico; que podem ser futuramente usados no
combate a varias doencas, contribuindo assim para a melhoria da qualidade de vida

do ser humano.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Siparuna (Siparunaceae)

O Brasil possui a maior diversidade biolégica do mundo incluindo
ecossistemas, espécies, populacdes, individuos e genes. Devido a exuberancia da
sua biodiversidade, o interesse de comunidades cientificas vem sendo despertado
para o0 estudo, conservacdo e utilizacdo destes recursos naturais (SOUZA e
FELFILI, 2006).

O pais possui cinco areas de grande abundéancia de plantas nativas, dentre
elas a Mata Atlantica, atualmente reduzida a quase 8% da sua extensdo original
(CAMPANILI e SCHAFFER, 2010), esta area se estende desde o Rio grande do Sul
até o Nordeste (BIOMA DA MATA ATLANTICA, 2016).

Dentre as diversas familias de espécies vegetais estudadas para fins
medicinais no mundo, encontra-se a familia Siparunaceae. Essa familia consiste em
dois géneros, Glossocalyx, uma espécie nativa do oeste da Africa, e Siparuna nativa
da América do Sul, com aproximadamente 65 espécies de ocorréncia nos
neotrépicos, a maior parte na América do Sul, Figura 1 (RENNER, 1997;
MONTANARI, 2010; VALENTINI et al., 2010).

Figura 1: Distribuicdo do género Siparuna. A- Visdo mundial. B- América do Sul
Fonte: http://inct.splink.org.br/index
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O género Siparuna apesar de ser reconhecido por muitos taxonomistas como
pertencente a familia Monimiaceae, em 2003, foi segregado pelo sistema APG Il
(Grupo para a Filogenia das Angiospermas) a familia Siparunaceae (VALENTINI et
al., 2010). O género Siparuna se distribui por todo o territorio brasileiro, destacamos
a ocorréncia da S. cymosa, de maior ocorréncia na regiao sul da Bahia (Figura 2) e
objeto de estudo desse trabalho, a qual é totalmente desconhecida do ponto de vista

fitoquimico, bem como da atividade biol6gica de seus metabdlitos secundarios.
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Figura 2: A- Distribuicdo do género Siparuna no Brasil. B- Distribuicdo da espécie S. cymosa no
Brasil.

Fonte: http://inct.splink.org.br/index

O género Siparuna, compreende espécies de arbustos e arvoretas, exceto
para 15 espécies que sao arvores de 20 a 40 metros de altura, com troncos de
didmetro maiores que 120 cm, que ocorrem geralmente na Amazonia (RENNER e
HAUSNER, 2005), apresentam inflorescéncia em forma de cachos, folhas sempre
verdes e frutos de coloragéo vermelha, conforme figura 3.

Alguns frutos, de coloracdo vermelha, servem de alimentos para 0s passaros
Mionectes oleagineus (LICHTENSTEIN, 1823) e Mionectes striaticollis (ORBIGNY e
LAFRESNAYER, 1837), assim como as sementes de S. arianeae compde a dieta
alimentar do primata Callithrix flaviceps (LEITAO et al, 1999).


http://inct.splink.org.br/index
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Figura 3: A- Arbusto de S. cymosa; B- Folhas e frutos de S. cymosa
(Una, lIhéus-BA) (Foto da autora).
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Dentre as espécies estudadas no ponto de vista quimico e farmacoldgico do

género Siparuna, temos: S. guaianenis, S. apoisyce, S. arianeae, S. aspera, S.

dresslerana, S.gilgiana, S. nicaraguensis, S. pauciflora, S. tonduziana e S. poeppigii.
Dessas espécies foram isolados flavanoides e alcaldides (LEITAO et al. 1999; PINA,

2016), classes de compostos que apresentam atividades antioxidantes, atividade
antibacteriana e antiviral (SIMOES et al., 2004).

Sao varios os relatos de uso popular do género Siparuna para o combate de

doencas, Tabela 1.

Tabela 1: Utilizacdo etnobotanica das espécies Siparuna.

Espécies

Etnobotanica

Referéncias

S. guianensis

Desordem estomacais, dor de

cabeca, reumatismo, inseticida,

febre, presséo arterial, cdlicas,
ansiolitico

VALENTINI et al., 2010
RODRIGUES, 2006

Campomanesia
+ S. guianensis

Maléria, bebida e banho apds
parto.

VIGNERON et al., 2005
RENNER E HAUSNER, 2005

S. apiosyce

Dispepsia, fratuléncia, tosse,
bronquites, laringites, doencas de
pele, febre, gripe, dor de cabeca,

reumatismo, contusdes e
mordidas de cobra.

FISCHER et al., 1999
LEITAO et al., 1999
CORREA, 1978
LOPEZ et al., 1993

S. thecaphora

Resfriado, reumatismo, dor de
cabeca e picadas de cobra.

cicclO E GOMEZ-LAURITO,
2002
OTERO et al., 2000

S. pauciflora

Febre

JENETT-SIEMS et al. 2003
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2.2 Metabdlitos secundéarios do género Siparuna

Os compostos quimicos derivados de reacdes quimicas que ocorrem nas
células sdo designados metabdlitos, que por sua vez podem ser divididos em
metabalitos primarios e metabdlitos secundarios (WAKSMUNDZKA-HAJNOS et al.,
2008; SIMOES et al. 2004). Vérios metabdlitos secundarios apresentam valor
comercial na area farmacéutica, alimenticia, cosmética, agronémica, entre outras
(SIMOES et al. 2004).

Os metabdlitos secundarios sdo substancias produzidas em pequenas
guantidades, e, nem sempre estdo envolvidos em funcbes essenciais primarias do
vegetal. Suas classes sdo oriundas das rotas biossintéticas, a partir do metabolismo
da glicose, conforme a Figura 4. Compostos derivados dessas rotas podem ser
armazenados em todas as partes da espécie vegetal (SILVA, 2013).

Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios sintetizado pelas
espécies vegetais, via diferentes rotas biossintéticas: os compostos fendlicos,
terpenos e esteroides e os alcaloides. O &acido chiquimico é precursor dos
compostos fendlicos e alcaloides, o acido malénico dos compostos fendlicos e o
acido mevaldnico dos terpenos e esterdis. Cada classe possui suas propriedades
especificas (TAIZ e ZEIGER, 2009).
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[ |
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Figura 4: Rota biossintética das principais classes de metabdlitos secundarios
(SANTOS, 2004), CoA: Coenzima A.
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A sintese de metabolitos secundarios € influenciada por diversos fatores,
tanto qualitativo como quantitativo, e, podem estar relacionados a alguns aspectos
ligados a sazonalidade, horario de colheita, ciclo circadiano, idade da planta,
altitude, temperatura, excesso de radiacdo, nutrientes, disponibilidade hidrica,
poluicdo atmosférica ou do solo e ataque patdogenos (GOBBO-NETO e LOPES,
2007)

Esses metabdlitos atuam na defesa contra herbivoros, ataque de patdégenos,
bem como beneficia-la na competicdo com outros vegetais. Além disso, favorecem a
atracdo de polinizadores, de animais dispersores de sementes, bem como micro-
organismos (fungos e bactérias). Protege o vegetal de influéncias externas, como
temperatura, umidade, protecdo contra raios ultravioleta (UV) e deficiéncia de
nutrientes minerais (MACEDO et al., 2007; SIMOES et al., 2004).

Varios metabdlitos secundarios foram isolados em Oleos essenciais e extratos
de espécies da familia Siparunaceae, conforme Tabela 2 e 3.

Tabela 2: Composi¢édo quimica dos principais componentes presentes no 6leo essencial de espécies
de Siparunas.

Espécies Local Substancias Referéncias
Curzerenona (47,6%) (1), espatulenol (2)

S. guianensis Porto Velho ROVER, 2006
(22,4%) e eudesm-7(11)-en-4-ol (18,2%) (3)
Acido decandico (46,6%) (4),
Sudoeste 2-undecanona (31,7%) (5), FISCHER et al.,
brasileiro Frutos: 2-undecanona (32,5%) (5), B-pineno 2005
(19,6%) (6) e limoneno (13,6%) (7)

Germacreno D (35, 3%) (8),

S. guianensis

) Sul do biciclogermacreno (8,7%) (9), y-muuruleno
S. schimpffiii RIVERA 2014
Equador (7,0%) (10), Germacreno B (6,4%) (11) e

Cadina-1,4-diene (5,2%) (12)
Germacreno D (32,7%) (8), a-pineno (16,3%)

Turrialba- CICCIOE
S. thecaphora (14), B-pineno (13,8%) (6) e B-cariofileno GOMEZ-

Costa Rica (4.1%) (16) LAURITO, 2002
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Figura 5: Formula estrutural de compostos identificados nos 6leos essenciais de espécies de
Siparunas.



Tabela 3: Metabdlitos secundarios isolados dos extratos de espécies de Siparunas.
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Espécies Local Substéancias Referéncias
2 flavonoides: 5-hidroxi-3,7-dimetoxi-2(4-
metoxifenil)-cromen-4-ona (15) e 5-hidroxi-3,7-
S. guianensis  Porto Velho dimetoxi-2(4-hidroxifenil)-cromen-4-ona (16) e ROVER, 2006
uma mistura de (- sitosterol (17) e 0
estigmasterol (18)
3 sesquiterpendides: sipaucin A (19), sipaucin B
S pauciflora Sudoeste (20) e sipaucin C (21) JENETT-SIEMS
P brasileiro 4 Alcaldides: nor-boldina (22), boldina (23), et al., 2003
laurotetanina (24) e N-metil-laurotetanina (25)
S, dresslerana Panama 2 alcal6ides: flavinantina (26) e O- GERARD et al.,
‘ metilflavinantina (27) 1986
LOPEZ e
S. sessiliflora Colémbia 2 alcaloides: talicarpa (28) e ajmalina (29) HERNANDO,
2011
Guiana 3 alcaloides: Coridina (30), roemerina (31) e MARTI et al.,
S. pachyantha Francesa liriodenina (32) 2013
S guianensis Réndonia 2 flavonoides: Canferol-3,7-dimethylether (33) FACUNDO et al.,
-9 Canferol-3,7,4'-trimethylether (34) 2012
luteolina-6-C-glicosil-2"-O-glucoside (35),
vicenina-2 (36),
apigenina-6-C-glucosil-8-C-arabinosil (37),
apigenina-6-C-arabinosil-8-C-glicosil (38),
S, quianensis Manaus orientina (39), apigenina-6-C-glicosil-2"-O- NEGRI et al.,
-9 glicoside (40), apigenina-8-C-glicoside (41), 2012
procianidina (42), lucenina-2 (43),
3-O-rutinoside-7-O-rhamnosidequercetina (44),
3,7-di-O-ramnosidequercetina (45), 3,7-di- O-
ramnosidekanferol (46)
S. poeppigi Belém liriodenina (32) PINA, 2016
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Figura 6: Formula estrutural dos metabdlitos secundarios isolados dos extratos espécies do género

Siparunas.

2.3 Atividade bioldgica

Em busca de substancias com potencial bioldgico € necessario a realizacao
de testes qualitativos preliminares rapidos e de baixo custo e, que futuramente
podem ser direcionados para estudos futuros mais aprofundados. Exemplos séo os
testes: Artemia salina, citotoxicidade e antimicrobiano.

2.3.a Teste frente a Artemia salina

O ensaio utilizando a Artemia salina para teste de letalidade é amplamente
utilizado devido a disponibilidade comercial em forma de cistos, estabilidade, além
de ser um teste rapido, simples e de baixo custo (MAYORGA et al., 2010, MEYER et
al., 1982 e DOS SANTOS et al., 2017).

O microcrustaceo € utilizado para deteccdo de componentes bioativos
presentes em 6leos essenciais e extratos vegetais. McLaughlin e colaboradores
(1988) correlaciona o teste de letalidade com a atividade antitumoral, assim como o
instituto nacional de cancer (NCI, EUA), sendo uma ferramenta utilizada como forma
de avaliacdo para pré-selecionar drogas antitumorais (ANDERSON et al., 1991).
MEYER e colaboradores (1982) também correlaciona o teste com atividade
antimicrobiana.

Martins filho (2016) testou o 6leo essencial de S. guianensis frente A. salina,
determinando uma CLso de 392,38 ug mL*, sendo considerado moderadamente

toxico.
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2.3.b Citotoxicidade

O céancer é considerado um dos importantes problemas de saude publica
mundial sendo que, diversos tumores ainda ndo possuem formas de tratamento
quimioterapico adequado, sendo necesséaria a pesquisa de novos medicamentos,
alternativos e mais eficazes aos disponiveis comercialmente (COSTA-LOTUFO et
al., 2010).

A leucemia mieldide cronica (LMC) é um tipo de cancer com origem na
medula 6ssea, caracterizada por uma translocacao reciproca entre os bragos longos
dos cromossomos 9 e 22, dando origem ao cromossomo Philadélfia (Ph) (HEIBLIG
et. al, 2014).

A doenca que no passado foi considerada incuravel, apresenta hoje bons
resultados de remissdo e cura com o transplante de células-tronco hematopoiéticas
(células-tronco responsaveis pela manutencdo da producdo dos diversos tipos de
células sanguineas), embora este tratamento ndo possa se estender a todos os
pacientes com LMC devido em grande parte a falta de doadores adequados e o
risco de rejeicdo do hospedeiro contra o enxerto que pode levar a morte.

A leucemia mieldide aguda (LMA) se caracteriza pela expansédo clonal de
mieloblastos, tendo consequéncia o acumulo anormal destas células na medula
O0ssea, levando a diminuicdo da producdo de outras células, como hemaécias,
leucdcitos e plaquetas (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE LINFOMA, 2004). O
acumulo dessas células imaturas comeca na medula 6ssea, mas na maioria das
vezes, ocorre no sangue podendo propagar para outras partes do corpo como
nodulos linfaticos, baco, figado, testiculos e o sistema nervoso central
(BITTENCOURT, 2003).

A descoberta de alguns agentes antitumorais isolados de espécies vegetais
como a vincristina, vimblastina e taxol servem como motivacao para a pesquisa de
novas substancias de origem vegetal com acao citotoxica em células tumorais. Os
Oleos essenciais também podem apresentar acdo citotoxica. Exemplos sdo os 6leos
das espécies, Casearia sylvestris (SILVA et al., 2008), Calamansi (PALMA et al.
2019), Potentilla descolorir (ZHANG et al.,, 2018), Chenopodium ambrosioides
(DEGENHARDT et al., 2016) e Pistacia khinjuk (TAGHIZADEH et al., 2018).
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2.3.c Atividade antibacteriana

O aumento da resisténcia antimicrobiana (RAM) é considerado como ameaca
a saude publica, uma vez que, eleva o tempo de permanéncia hospitalar, gerando
custos devido a necessidade de cuidados mais intensivos (OMS, 2019).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que em 2012 na Europa,
cerca de mais de 25.000 pessoas morreram por ano devido a infecgdes bacterianas
hospitalares resistentes, além dos custos de 1,5 bilhdes de euros por ano. Além do
mais, devido ao efeito da RAM ocorre a necessidade de prescrever novos
medicamentos, 0s quais podem causar efeitos colaterais ao organismo humano a
longo prazo (RESISTENCIA ANTIBACTERIANA, 2012).

Algumas bactérias sdo responséaveis pelo desenvolvimento de algumas
doencas comuns. Escherichia coli é uma bactéria que na maior parte vive
naturalmente no intestino, tendo um papel importante na digestdo dos alimentos. No
entanto, nem todas E. coli sdo inofensivas, alguns tipos podem causar diarreia e
outras doencas (BOSTON PUBLIC HEALTH COMMISSION, 2014).

A Staphylococcus aureus esta presente na pele e nas fossas nasais do ser
humano, entretanto pode provocar doencas infecciosas, como: acnes, furinculos,
pneumonia, meningite, entre outras. Essa bactéria tem uma enorme capacidade de
adaptacao e resisténcia aos antibidticos usuais, a qual vem sendo tratada como de
grande importancia no quadro das infeccoes hospitalares (DOS SANTOS et al.,
2007).

A Salmonella € uma das principais bactérias responsaveis por intoxicacdes
alimentares, tendo como principais sintomas, gastroenterite, vomitos, diarreia e
febre. A salmonelose (infec¢cdo por salmonella) é uma das principais zoonoses para
a saude publica em todo o mundo (SHINOHARA et al., 2008).

Um estudo realizado por Gonzéalez-Lamothe et al. (2009) mostra que 0s
metabdlitos secundarios existentes nas plantas podem atuar: como
“potencializadores de atividade antimicrobiana” agindo em conjunto com antibioticos
potencializando seu efeito frente a micro-organismos com mecanismos resistentes
aos antibioticos usuais.

Estudos demostram que alguns 6leos essenciais apresentam atividade contra

uma diversidade de micro-organismos como: virus, fungos e bactérias. Montanari e
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colaboradores (2010) relataram atividade antibacteriana do 6leo essencial das folhas
de S. guianensis frente E. coli, S. aureus e Bacillus cereus.

Assim como os Oleos essenciais 0s extratos, fragcbes ou componentes
isolados também podem apresentar atividade antibacteriana. Gonzalez e Gil Archila
(2012) relataram atividade antibacteriana da fracdo de alcaloides das folhas de S.
sessiliflora frente a bactéria Bacillus subtilis. A espécie S. arianeae apresentou a
atividade antibacteriana do extrato bruto das folhas (CIM = de 200 ug mL?) contra
Mycobacterium malmoense (FONSECA et al.,, 2008). O extrato etandlico de S.
aspera, apresentou atividade antiplasmodial (CELINE et al., 2009).

Diante do exposto, € necessario que se busque novos compostos que
possam ser utilizados de forma mais eficiente no combate de doencas infecciosas
causadas por bactérias.

Os varios relatos indicam que espécies do género Siparuna Sao promissores
na classe de metabdlitos secundarios de interesse cientifico. Esses relatos nos
motivam a buscar o isolamento e identificacdo de substancias desta espécie,
contribuindo, principalmente, para o conhecimento quimico e biolégico do género
Siparuna.

No nosso trabalho € a primeira vez em que substancias isoladas do género

Siparuna estdo sendo testadas frente a testes citotdéxicos e antimicrobianos.
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3 OBJETIVO
3.1 Geral

Isolar e identificar metabdlitos secundarios nas folhas de S. cymosa, através
do estudo quimico do 6leo essencial e do extrato organico de acetato de etila, bem

como investigar as atividades: citotoxica, letalidade e antibacteriana.
3.2 Especificos

e Obter e caracterizar o 6leo essencial das folhas de S. cymosa.

e Obter extratos organicos das folhas de S. cymosa,

e Isolar e identificar metabdlitos secundarios do extrato em acetato de etila.

e Identificar e caracterizar os compostos isolados utilizando técnicas
espectroscopicas na regidao do Infravermelho (IV), Ressonancia magnética nuclear
uni e bidimensional (RMN de 'H e de 3C) e Espectrometria de massas (EM).

e Avaliar o potencial biolégico do 6leo essencial, extrato em acetato de etila,
sub- fracbes e compostos isolados através da realizacdo de testes antimicrobiano,

citotoxico, e letalidade frente A. salina.
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4 METODOLOGIA

4.1 Reagentes e equipamentos

e Os solventes organicos utilizados nos procedimentos foram das marcas
Vetec®, Quimica Moderna®, Neon®, Dinamica® e Synth, todos de grau PA.

e Para a trituracdo do material vegetal foi utilizado um moinho de facas da
marca Marconi® MA-680 e para a secagem das folhas foi utilizada estufa com
circulacdo e renovacgdo de Ar SL-102, sendo 40°C para a extracdo do 6leo essencial
e 60°C para a preparacao dos extratos.

e Os pontos de fusdo foram determinados usando o Ponto de Fusdo Capilar
Fisatom® 430D digital e ndo foram corrigidos.

e Os espectros de absorcédo no infravermelho foram obtidos na faixa de 4000-
600 cm usando um espectrofotdbmetro Thermo Scientific™ Perkin EImer® 400. As
amostras foram analisadas em ATR (attenuated total reflectance), na Universidade
Estadual de Santa Cruz (UESC) em colaboragdo com o grupo Bioma.

e Os espectros de CG - DIC foram obtidos usando um Cromatdgrafo Gasoso
acoplado ao Espectrometro de Massas Varian Saturn 3800/MS2000.

e O espectro de CG - EM foi obtido por injecdo direta utilizando um
Cromatografo Gasoso acoplado ao Espectrébmetro de Massas Shimadzu QP-2010
SE.

e Os espectros de RMN de 'H e de '°C uni e bidimensionais, bem como os
experimentos de DEPT 135 foram obtidos no espectrometro Bruker Avance®
CRX400, na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) operando com
frequéncia de 400 MHz para 'H e 100 MHz para *3C. Os deslocamentos quimicos
foram expressos em valores de ® (ppm), utilizando como referéncia interna
tetrametilsilano (TMS, 6= 0,0). Os solventes utilizados na dissolugao das amostras
para obten¢do dos espectros de RMN foram metanol deuterado (6n 3,31 e &c 49,00)
e DMSO deuterado (6+ 2,50 e &c 35,2).
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4.2 Procedimentos gerais

e Técnicas de cromatografia: nas separacfes cromatograficas em coluna
foram utilizadas silica gel Merck® 60 (0,063 — 0,200 mm), segundo metodologias
descritas por Collins et al., (2006). A silica foi suspendida inicialmente com solvente
utilizado como fase mével e empacotada em coluna de vidro até total decantacao da
silica. A amostra foi incorporada com quantidade suficiente de silica e solvente e
aplicada no topo da coluna, em seguida foi realizada a eluicdo com solventes de
ordem crescente de polaridade. Na cromatografia em camada delgada comparativa
(CCD) foi utilizado gel de silica Vetec® 60-G. As cromatoplacas para CCD foram
preparadas espalhando-se uma suspenséao de silica em agua destilada sobre placas
de vidro através de um espalhador mecanico, obtendo-se placas com espessuras de
0,25 mm. Depois de secar ao ar livre, todas as cromatoplacas foram ativadas em
estufas a 100 °C por um periodo de aproximadamente uma hora (COLLINS et al.,
2006). Como reveladores foram utilizados vapores de iodo, reagente de vanilina e
anisaldeido preparado conforme a metodologia descrita por (MARQUES E
BORGES, 2007).

e Reacdo de Liebermann-Burchard para esteroides e triterpenos: de acordo
com a metodologia proposta por Matos (1997), adicionou-se a amostra 1 mL de
cloroférmio e em seguida 1 mL de anidrido acético. A mistura foi agitada
suavemente e adicionou-se trés gotas de acido sulftrico concentrado. O material foi
novamente agitado e observado o aparecimento de cores. A coloracdo azul
evanescente seguida de verde permanente indica a presenca de esteroides livres e

a formacdo de cor parda até vermelha indica triterpenoides pentaciclicos livres.

4.3 Coleta do material vegetal

As folhas da espécie S. cymosa (cerca de 4000g) foram coletadas em maio
de 2017 na cidade de UNA (coordenadas 15° 12’34.2”S e 39° 03'36.4”W), municipio
do estado da Bahia. A identificagdo taxonOmica da espécie foi realizada pelo
botanico Luiz Alberto Mattos sob registro 16332 no Herbario da UESC. As folhas

foram submetidas a secagem, em estufa de ventilacdo forcada até a observacao da
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massa constante, resultando ao fim do processo uma massa total de 309 g de folhas
secas para o 6leo essencial e 1100 g para 0s extratos.

4.4 Extracdo e analise do 6leo essencial

As folhas secas (30g) foram submetidas ao processo de extracdo do 6leo
essencial empregando a técnica de hidrodestilacdo adaptada a um aparelho de
Clevenger (CRAVEIRO et al.,1981; BIASI e DESCHAMPS, 2009). O hidrolato foi
submetido a extracdo liquido-liquido utilizando diclorometano como solvente
organico. Posteriormente, foi tratado com sulfato de sédio anidro e, em seguida
filtrado e concentrado, levando ao 6leo essencial. O teor foi expresso em percentual,
a partir da relacdo entre massa de 6leo obtido por massa de material vegetal seco
utilizado (%om/m), em triplicatas.

A composicdo quimica do 6leo volatil foi obtida por meio de cromatografia
gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC), e espectrometria de massas
(EM). Para tanto, o equipamento utilizado foi o cromatdgrafo a gas (VARIAN,
Chromopack, CP-3800), equipado com coluna capilar de silica fundida VF5-ms (30m
X 0,25 mm) com fase estacionéaria de 5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano (0,25um de
espessura de filme), tendo hélio como gas de arraste e fluxo de 1,0 mLmin (10 psi).
As temperaturas do injetor e detector foram de 250 e 280 °C, respectivamente.

Injetou-se na coluna 1,0 pL de solu¢do em cloroformio a 10% no modo split
(1:10) para cada amostra de 6leo, em triplicatas. A temperatura da coluna teve inicio
a 60 °C, sendo acrescida de 8 °C por minuto até 260 °C, sendo mantida nesta
temperatura durante 5 minutos. O tempo de andlise foi de 30 minutos. A
quantificacdo das substancias presentes nos O6leos foi obtida por integracao
eletrbnica dos picos detectados no DIC por normalizagéo.

A espectrometria de massas foi feita por meio do equipamento VARIAN
(Chromopack Saturn 2000) equipado com a mesma coluna capilar e mesmas
condicbes de analise usadas na CG-DIC, sendo a temperatura de transferline,
manifold e trap de 280, 50 e 150 °C, respectivamente. Para a identificacdo das
substancias, os indices de retencdo foram calculados a partir da relacdo entre os
tempos de retengdo de cada composto quimico presente no 6leo com tempos de

retencéo de padrdes de hidrocarbonetos Cs-Cz26 (sigma-USA), conforme a equagao:
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Log TR, — Log TR
IK=100{n+(N—n)( 8° % & ’”)}

Log TRy — LogTR,,

Em que:

- IK é o indice de Kovats;

- n € o nimero de carbono do hidrocarboneto que elui antes do composto de
interesse;

- N é o numero de carbono do hidrocarboneto que elui antes do composto de
interesse;

- Log TRo € o logaritmo do tempo de retengdo do composto quimico presente
na amostra, na base 10;

- Log TRm é o logaritmo do menor tempo de retencdo do hidrocarboneto
padrdo, mais préximo do intervalo de tempo em que se encontra cada composto na
amostra, na base 10;

- Log TRm é o logaritmo do maior tempo de retencdo do hidrocarboneto
padrdo, mais préoximo do intervalo de tempo em que se encontra cada composto na
amostra, na base 10;

Os constituintes quimicos foram identificados a partir da comparacao
computadorizada dos cromatogramas com a biblioteca do NIST 08 (National Institute
of Standards and Technology), além da comparacédo dos indices de retencéo e dos
espectros de massas com a literatura (ADAMS, 2007).

4.5 Preparacao dos extratos das folhas de Siparuna cymosa

Cerca de 1100 g de folhas secas de S. cymosa foram trituradas em moinho
de facas. Posteriormente, 860 g do material foram submetidos a extracdo por
maceracdo exaustiva seguida de concentracdo utilizando um rotaevaporador para
obtencdo dos extratos brutos. Foram utilizados os solventes hexano, cloroférmio,
acetato de etila e etanol, obtendo o0s respectivos extratos: hexéanico (67,109),
cloroférmico (24,43g), acetato de etila (29,43g) e etandlico (178,39g), conforme a

figura 7, pagina 37.
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Folhas
860 g
CeHi4
— —
Torta [ SC-H ] Extrato
67,109 J hexanico
CHCl,+
——1
Torta sc-C Extrato
24,43 ¢ .
cloroférmico
AcOEt -
———
SC-Ac
Tort Extrato
ora [ 2043 g ]

AcOEt
CH,CH,OH
Torta SC-E } EXtI'atO
178,399 J gtanélico

Figura 7: Fluxograma de preparacdo dos extratos das folhas de S. cymosa

4.6 Prospeccao dos constituintes quimicos dos extratos das folhas de S.

cymosa

Através da metodologia descrita por Matos (2009), com adaptacfes foi
realizada a caracterizacdo das principais classes de metabdlitos secundarios
presentes nos extratos cloroférmico, acetato de etila e etandlico de S. cymosa. Para
isso, 10 mg de cada extrato foi solubilizado em etanol (20 mL). Em seguida,
separou-se sete tubos de ensaio numerados com cerca de 3-4 mL da solucéo,

posteriormente foram realizados testes conforme a tabela 4, pagina 38.
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Tabela 4: Prospeccéo fitoquimica do extrato cloroférmico, acetato de etila e etanélico das folhas de S.
cymosa (MATOS, 2009).

Metaboljtgs Reagdo (.je N Resultado indicativo dos testes

secundarios caracterizagao

Fenois e Taninos Reacdo com Precipitado escuro de tonalidade azul indica a
solucdo alcodlica presenca de taninos pirogalicos (taninos
de FeCl3 hidrosoluvéis) e verde, a presenca de taninos

Antocianinas?,
antocianidinas?! e
flavonoides?

Leocoantocianidinas?,
Catequinas? e
Flavonas?

Flavonéis, flavonas,
flavononois e
xantonas

Eesteroides? e
triterpenoides?
(Lieberman-
Burchard)

Saponinas

Alcaloides

Cumarinas

Reacdo em meio
acido (pH=3),
basico (pH=8,5)
e basico (pH=11)

Reacdo em meio
acido com HCI
(pH=1-3) e
basico com
NaOH (pH=11)

Reacg&o com Mg
e HCI

Reacgdo com
anidrido acético
e H2SOs4

Reacg&o com
adicéo de H20

Reacgéo com
Reagente de
Dragendorff

Reacgdo com
solugéo alcodlica
mol L de KOH e
irradiacdo UV

flobabénicos (taninos condensados ou catéquicos).

Coloracdol= vermelho, lilds e azul purpura
Coloracao?= vermelho, ----, vermelho alaranjado

Coloracao®= vermelho
Coloracao?= Pardo amarelada
Coloracao®= vermelho laranja

Coloracgéo = vermelho

Coloracdo®! = azul evanescente seguida de verde
permanente (esteroides livres)
Coloragcdo? = ©parda até
triterpenoides pentaciclicos livres.

vermelha indica

Espuma persistente e abundante (colarinho) indica
a presenca de saponina (heterosideos saponinicos)

Precipitado floculoso, pesado em pelo menos dois
tubos é indicativo de alcalbides.

Desenvolvimento de  fluorescéncia  azulada
progressiva e forte, bem visivel na metade néo
encoberta da mancha alcalinizada.

(1,2,3) resultados indicativos para o metabdlito sobrescrito com a numeragao.
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4.7 Atividade biologica das folhas de S. cymosa

4.7.1 Teste de letalidade

a) Oleo essencial

Através da metodologia descrita por Meyer (1982), com adaptacdes foi
realizado o teste de letalidade utilizando larvas do tipo nauplios de Artemia salina
(Maramar), onde foram incubados em solucéo salina sob iluminacéo artificial por 48
h, para eclosdo. Apés esse periodo, 10 microcrustaceos foram contados e
adicionados a recipientes transparente contendo uma solucdo resultante de 5 mL
composta por agua do mar, 1 mL de Tween a 5% e cinco diferentes concentragfes
de 6leo essencial (1000 - 500 - 300 - 100 - 50 ug mL1), cada uma delas formada por
5 replicatas. Utilizou-se como controle agua do mar e uma solucado de Tween a 5%
em triplicatas. Apos 24 horas da adicao dos microcrustaceos na presenca de luz, foi
feita uma nova contagem para determinar os microcrustaceos vivos e mortos, em
cada concentracdo. Para determinar a CLso, utilizou-se como parametro de
avaliacdo o método de interpolacdo, onde correlaciona-se a percentagem de
microcrustaceos mortos e vivos em funcdo da concentracao, conforme dos Santos e
colaboradores (2017).

b) Extratos

Inicialmente, foi feito um teste de solubilidade dos extratos utilizando
dimetilsulféxido (DMSO) e Tween 80 conforme metodologia de dos Santos e
colaboradores (2017). Os extratos utilizados para esse teste, foram: cloroférmico,
acetato de etila e etandlico, com excecdo do extrato hexanico que ndo apresentou
solubilidade nos tensoativos utilizados no teste de solubilidade. Para isso, 52 mg do
extrato foram misturados em solucédo de 50 mL (composta por agua do mar e 1 mL
solugéao de tween a 5%). A mistura foi agitada e decantada, seguida de filtragdo. O
material insolavel foi pesado, e a partir da massa residual foi determinada a massa
solubilizada na solucdo aquosa salina. A partir da solucdo mae foi realizada diluicbes
de diferentes concentragées (200 - 150 - 100 - 50 - 10 pg mL1), dos extratos, cada
uma delas formada de 5 replicatas. Apos 24 h os microcrustaceos foram contados

para a determinacao da CLso (dos Santos et al., 2017).



40

4.7.2 Atividade citotoxica

Na avaliagdo da atividade citotdxica foi usando o ensaio colorimétrico de
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio  (MTT, Sigma-Aldrich)
conforme VALADARES e colaboradores (2007), utilizando linhagem celular de
Leucemia Mieloide Aguda (ATCC TIB-202, THP-1) e linhagem celular de Leucemia
Mieloide Crénica (ATCC CRL-3344, K562). As células foram plagueadas em placas
de 96 pocos (2 x 10° células por poco) e incubadas por 24 horas a 37 °C em
atmosfera umida com 5% de CO2. Apés 24 h, os pogos foram lavados com meio de
cultura (RPMI-1640 + soro bovino fetal inativado a 20% + 2 m mol L L-glutamina) e
incubados com amostras a concentracées de 0,10 a 100 pug mL™. Apds 48 h de
incubacdo, as placas foram tratadas com MTT (5 mg mL%). As medicOes
colorimétricas foram realizadas a 550 nm utilizando o leitor de microplacas
Spectramax Mb5e. Todas as experiéncias foram realizadas em ftriplicata. Os
resultados foram expressos pelos valores de Clso (concentracdo do farmaco que
reduziu a viabilidade celular em 50%). Os valores de Clso foram calculados usando o
software OriginPro 8.0.

O indice de seletividade (IS) corresponde a divisdo entre o valor da Clso do
material testado frente a linhagem de células normais e o valor da Clso do material
testado frente a linhagem de células neoplasicas (IS= Clso células normais / Clso
células neoplasicas (NAKAMURA et al., 2006).

Este trabalho foi realizado em parceria com o professor Dr. Adriano de Paula
Sabino do departamento de andlises clinicas e toxicolégicas da Faculdade de
Farmacia da UFMG.

4.7.3 Biocromatografia

Uma suspensdo do micro-organismo foi preparada em 3 mL do meio infuséo
de cérebro e coracdo Brainheart Infusion (BHI) a ponto de turvacdo 1 na escala
MacFfarland a partir de estoque de bactérias. Em um tubo de 50 mL foram
adicionados 20 mL de &gar nutriente a uma temperatura de 45°C, 3 mL de
suspensao antibacteriana e 150 pL do corante cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio
(TTC).
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Cerca de 1000 pL da mistura foram distribuidos sobre uma placa
cromatografica de silica gel, contendo spots dos materiais a serem testados. As
cromatoplacas permaneceram em repouso por 24 horas, sob temperatura constante
de 37 °C em estufa de esterilizacdo e em seguida foi medido o halo de inibicao.
Esse procedimento foi realizado em triplicata. Foi utilizado como controle o
antibidtico cefalexina.

Nesse teste foram utilizadas as bactérias S. aureus (ATCC 25904), E. coli
(ATCC 25299) e Salmonella enterica (SE PT4). Foram considerados com atividade
inibitéria os halos com diametro = 6 mm (BONA et al., 2014).

Esses testes foram realizados sob a orientacdo da Prof2 Dr.2 Aline

Conceicao, coordenadora do laboratorio de micologia da UESC.

4.8 Isolamento de constituintes quimicos do extrato em acetato de etila

a) Fracionamento

Parte do extrato de acetato de etila (17,00 g) foi fracionado através de uma
coluna cromatografica de vidro (@ de 5 cm), empacotada com silica gel 60 (600 g) e
eluida com hexano, sendo o volume morto de 1000 mL. Em seguida, foram
utilizadas a mistura de Hex puro, Hex/CHCIs (1:1), CHCIs puro, CHCIs/AcOEt (8:2),
CHCIs/AcOEt (6:4), CHCIs/AcOEt (4:6), CHCIs/AcOEt (2:8), AcOEt puro, AcOEt
/EtOH (8:2), e por ultimo EtOH, levando a obtencédo de 51 fracdes (Tabela 5).

Tabela 5: FracGes obtidas e eluentes usados na coluna
cromatografica do extrato de acetato de etila.

Eluente (%) Fracbes
Hex 100 1-2
Hex/CHCls 50 3-4
CHCIs 100 5-14
CHCIs/AcOEt 80/20 15-25
CHCIs/AcOEt 60/40 26 - 29
CHCIs/AcOEt 40/60 30-34
CHCIs/AcOEt 20/80 35-38
AcOEt 100 39-42
AcOEY/EtOH 80/20 43 - 49
EtOH 100 50 -51

As fragbes foram concentradas em rotaevaporador e, submetidas ao

agrupamento atraves da cromatografia em camada delgada comparativa (CCD),
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usando como reveladores vapores de |2 e vanilina. As fragbes que apresentaram

perfis cromatograficos semelhante entre si foram agrupadas, obtendo-se 20 grupos

de fragbes denominadas como “SAC”, como mostrado na Figura 8.

Extrato Acetato de etila

(17,009)

51 fracOes

20 grupos- SAC

SAC-1
0.0604

SAC-3
0.1214

SAC-5
0.0384

SAC-7
0.1812

SAC-9
0.7647

SAC-11
0.25660

SAC-13
0.1624

SAC-15
0.5799

SAC-17
7.6403

SAC-19
0.2275

SAC-2
0.1010

SAC-4
0.2785

SAC-6
0.3581

SAC-8
0.4270

SAC-10 SAC-12 SAC-14

0.1417 0.5615

0.3857

SAC-16
0.7079

SAC-18 SAC-20

0.2725

Figura 8: Fluxograma do fracionamento do extrato de acetato de etila bruto de S. cymosa.

b) Isolamento de metabdlitos secundarios dos grupos

Grupo SAC-1, SAC-2, SAC-3, SAC-4:

Os grupos SAC-1 (0,0604g), SAC-2 (0,1010g), SAC-3 (0,1214g) e SAC-4

(0,27859) apresentaram-se com textura de 6leo de coloracdo amarela. Estas fracdes

foram tratadas com acetona levando a formacdo de um sélido branco finamente

dividido. Os sélidos foram analisados através de CCD e IV.

Grupo SAC-15:

O grupo SAC-15 (0,5799 g) apresentou-se como um material solido de

coloragdo escura, em meio a um Oleo. Esta fracdo foi tratada com metanol, e a

filtracdo levou ao isolamento de um sélido de coloragdo branca (m=0,0532 g,

substancia 1 (RS1)). O filtrado apos concentracédo foi tratado com acetona formando

um solido finamente dividido (m=0,0068g), apresentando ponto de decomposi¢éo
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entre 247 °C a 249 °C. Posteriormente, foi identificado como quantidade adicional
da substancia 1 (RS1). O sélido foi analisado através da CCD e IV, constatando que

0 mesmo se encontrava puro, conforme a figura 9.

SAC-15
(0,5799 g)
CH;OH
[ ]
Substéancia 1 (RS1) Filtrado
0,0532¢g
P.F.: 247-249 °C CH;COCH;,
|
J Sélido Filtrado
CCDelV

L Adicional da
substancia 1
(RS1)

Figura 9: Esquema da purificacdo da substancia presente no grupo SAC-15.

Grupo SAC-16:

O grupo SAC-16 (0,7079 g) apresentou-se como um material solido de
coloracdo escura, em meio a um Oleo. Esta fracdo foi tratada com metanol seguida
de filtracdo levando a obtencdo de um sélido de coloracdo branca (m = 0,0110 g,
substancia 2), o sélido foi analisado através da CCD e IV e apresentou-se como

adicional da substéncia 1 (RS1), conforme a figura 10.

SAC-16
(0,7079 g)

CHCl,

| |
Substéncia 2 (RS1)

0,0110 g

Filtrado

CCDhelV

Adicional da substancia
1 (RS1)




44

Figura 10: Esquema da purificacdo da substancia presente no grupo SAC-16.

Grupo SAC-17:

Esse grupo SAC-17 (7,6403g) apresentou-se como um material solido de

coloragdo escura, em meio a um 6leo. Cerca de 0,400 g desse grupo foi submetido a

cromatografia em CF, eluida com metanol, fornecendo 24 fracdes. O agrupamento
por CCD levou a formacéo de 9 grupos denominados SAC - 17(1) — SAC - 17 (9). Os

grupos SAC- 17(4) e SAC- 17 (8) apresentaram sélidos de coloragdo amarelo palha.

O solido do grupo SAC- 17(4), foi submetido a CCD e 1V, constatando que o0 mesmo

se encontrava puro, dando origem a substancia 3 (RS2), o grupo SAC- 17(8) foi

submetido a sephadex fornecendo 6 fracbes agrupadas por CCD levando a

formacao de dois grupos 1 e 2. O grupo 2 foi submetido a CCD e IV, dando origem a

substéancia 4 (RS3), conforme a figura 11.

SAC- 17
7,6403 g

0,4000 g
SAC-17

CF
CHCI,/EtCH 8:2

24 fracOes

J CCD

9 grupos

[
1 2‘3‘

4 5 6 7 ‘9‘

. Sélido
Solido
ccD

\%

Substancia 3 (RS2)

0,0031 g

Sephadex
(CH,OH)
4 H5H®6

1H 2
\ ) S— CcD
Grupo 1 Grupo 2
|~Substé\ncia 4 (RS3)

Figura 11: Esquema de purificac@o da substéncia 3 e 4 presentes no grupo SAC- 17 (4 e 8)
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Demais qrupos:
Os grupos SAC-5, SAC- 6, SAC- 7, SAC-8, SAC- 9, SAC- 10, SAC- 11, SAC-
12, SAC- 13, SAC- 14, SAC- 18, SAC- 19 e SAC- 20 nao foram trabalhados devido a

pouca massa de material obtida ou alta complexidade observada através da CCD.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para extracdo do Oleo essencial foram necessarios 90 minutos utilizando a
técnica de hidrodestilacdo adaptada ao aparelho Clevenger. O teor médio de Oleo
essencial foi de 2,11 + 0,09%.

Castellani et al. (2006) relataram a variabilidade de teores de 6leos essenciais
da S. guianensis, em funcéo das partes vegetais (folhas e galhos) e da época de
colheita (primavera, verdo, outono e inverno). Essa espécie apresentou teor médio
de Oleo essencial das folhas secas variando de 0,13 - 0,24% e para os galhos de
0,04 — 0,09%. Bersan (2012) relatou o teor de 0,29% de 0leo essencial das folhas
dessa mesma espécie.

Comparando com o teor médio de 6leo essencial nesse estudo, a espécie S.
cymosa apresenta maior teor de Oleo essencial. Nosso grupo de pesquisa € 0
primeiro a estudar o 6leo essencial dessa espécie e, poucos sao os estudos de 6leo
essencial de espécies desse género.

A analise cromatografica do 6leo essencial permitiu a identificacdo de 20
componentes, representando 97,0% do total de volateis, distribuidos em
monoterpenos (2,8%), monoterpenos oxigenado (7,9%), fenilpropanoide (1,3%)
sesquiterpenos (3,7%) e sesquiterpenos oxigenados (81,3%), Figura 12 e Tabela 6,
pagina 47. O a-bisabolol (68,9%), é o principal componente majoritario do 6leo, p-
cimen-9-ol (7,9%) e espatulenol (3,7%) foram encontrados em quantidades
significativas, seus espectros de massas estdo representados na figura 13, pagina
48.
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Figura 12: Visdo parcial do cromatograma (CG-DIC) do 6leo essencial extraido das folhas de S.
cymosa, contendo a identificac@o dos principais componentes.

Tabela 6: Composicédo quimica do dleo essencial de S. cymosa.

N° IK experimental | 1K iiteratura Substancias (%)
1 1010 1011 3-6-careno 0,5+0,0
2 1027 1027 o0-cimeno 1,1+0,2
3 1031 1026 p-cimeno 0,6+0,1
4 1085 1086 p-menta-2,4 (8)-dieno 0,6+0,1
5 1195 1206 p-cimen-9-ol 79+0,6
6 1292 1285 safrol 1,3+0,2
7 1496 1493 epi-cubenol 0,8+0,1
8 1503 1509 B-bisaboleno 1,7+0,1
9 1517 1514 cubebol 20+£0,2
10 1522 1524 8- cadineno 0,6 +0,0
11 1536 1531 v-(E)-bisaboleno 0,5+0,0
12 1542 1556 germacreno B 0,9+0,1
13 1581 1576 espatulenol 3,7+0,3
14 1630 1628 1- epi-cubenol 0,7+0,0
15 1636 1631 - murola-4,10(14)-dien-1-ol 0,6 +0,0
16 1645 1642 cubenol 0,8+0,0
17 1650 1653 a- cadinol 2,3+0,0
18 1657 1655 o- bisabolol oxido B 1,4+0,0
19 1670 1671 B- bisabolol 0,7+0,0
20 1699 1686 a-bisabolol* 68,3+1,8
Monoterpenos ndo oxigenados 2,8
Monoterpenos oxigenados 7,9
Fenilpropanoide 1,3
Sesquiterpenos ndo oxigenados 3,7
Sesquiterpenos oxigenados 81,3
Total identificado (%) 97,0

IK experimental- obtidos do banco de dados NIST 2008 e dados da literatura; IK literatura- obtido do
Adams (2007); (%) obtida por integracdo eletrbnica dos picos (n=3); *confirmado com padrdo
auténtico.



15.415 min, Spectrum 1A
BP: 109,1 {438291=100%), sic-3-ms 6-10-2017 Scan: 944, 40:450, lon: 54 us, RIC: 4,244e+6, BC
100% 103.1
] 439291
] a-bisabolol
75%
] 951 203.8
] 236071 b1
or 1 ol
50 "r“_: 42.9 194092
] 175372
] 7.1
. 135836
25%
0% . Al |.‘|I| || |.‘I I ‘ || | \ ‘h ul .H‘Hu‘ H‘I. i L ‘. Ll || \
U ST " A ST *H P "

13.865 min, Spectrum 1A
BP: 119,1 (56576=100%), sic-3-ms 6-10-2017

Scan: 850, 40:450, lon: 208 us, RIC: 1,270e+6, BC

o] 1151
100% 429 56576
] 49412 205.0
] 47750
] 912 161.0 espatulenol
o] y 41961
75% 110 408399
] 36709
] 1210
] 67.1 5.1 31309 1470
50%] 27958 27998 ogog3 142.0 2029
i 25491 2451
] 3.0
] 20111 D91
] 1B5.0 187.0
3 863 15694 15601
25%]

0% ] ”“ L .|H| |||||.|||‘ .|. | |hl|.l L |I.||| ‘” |Ih IIH ‘”. L ‘L |||I‘I|. L |‘|| L ‘ | Ll
N T R
7.513 min, Spectrum 1A
BP: 42,9 (214999=100%), sic-3-ms 6-10-2017 Scan: 458, 40:450, lon: 275 us, RIC: 979242, BC

100% 214599 fas
] 195905
] p-cimen-9-ol
75%—
] 133)1
. 136887
50%
] 91.2 119.1
] 60947 62323
25%

gq,.r: L ||. |.|||.|| ol 11 .||.|| |.| |

m - 1 r I v - T T I T T T T T T T
50 75 100 125 150

48

Figura 13: Espectros de massas dos principais componentes identificados no 6éleo essencial de S.

cymosa.
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A figura 14 apresenta uma proposta de fragmentacdo para o composto -
bisabolol, o qual também foi identificado tanto no 6leo essencial de S. guianensis
(DINIZ, 2014; CARVALHO, 2017; ZOGHBI et al., 1998) como em espécies de outras
familias: Matricaria recutita, Vanillosmopsis erythropappa Schultz (DARRA et al.,
2008; DIAS, 2009; ROCHA et al., 2011; SOUZA, 2014).

O a-bisabolol apresenta massa molecular de 222 g mol? (ndo detectado) com
pico base m/z 109, formado através da eliminagdo do fragmento M*- - 95 na forma

de radical, seguida da eliminacédo de uma molécula neutra de agua.

OH Tl

m/z 222

OH
i
|

m/z 127 m/z 204
vﬁ‘ Hyo _
H m - 83
H
N
+ H
H \
| +
m/z 109 m/z 121

Figura 14: Proposta de fragmentacdo para o composto a-bisabolol adaptada (PERBELLINI et al.,
2004)
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A figura 15 apresenta a proposta de fragmentacdo para 0 composto
espatulenol, que também foi relatado em 6leos essenciais extraidos das folhas de S.
thecaphora (CICCIO E GOMEZ-LAURITO, 2002), S. eggerssi (RUIZ et al., 2010) e
S. guianensis (FISCHER et al., 2005; VIANA et al.,, 2002), e dos frutos de S.
thecaphora (CICCIO E GOMEZ- LAURITO, 2010).

O composto apresenta massa molecular de 220 g mol* (ndo detectado) com
pico base m/z 119 derivados da eliminagéo do radical isopropila (M* - 43) a partir do

fragmento m/z 162.

m/z 107 m/z 95

&)

m/z 91
Figura 15: Proposta de fragmentacdo adaptada para o composto espatulenol (BOLZAN, 2007)
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A figura 16 apresenta a proposta de fragmentacdo para o0 composto p-cimen-
9-ol, sendo essa a primeira vez relatada no 0Oleo essencial de espécies desse
género. O composto p-cimen-9-ol apresenta massa molecular de 150 g mol? (ndo
detectado) com pico base 134,9 g mol* derivado da eliminacéo do radical metila (M*:
- 15).

m/z 150

OH
. CH,0H . OH
m-31 m-17
. CHj3 . CH,
m - 15 m - 15
\ 4 \ 4
v M +
m/z 119 m/z 133
+ +
[ (\
OH
OH m/z 135
m/z 135
m - 90
+ ~_—

m/z 43
Figura 16: Proposta de fragmentacéo para o composto p-cimen-9-ol.

5.1 Prospeccéo fitoquimica

Os testes quimicos qualitativos indicam as classes de metabdlitos
secundarios presentes nos extratos, auxiliando no isolamento de substancias.

Os testes de prospeccdo fitoquimica foram baseados nas metodologias
descritas por Matos (2009) e foram realizados com os extratos: cloroférmico, acetato

de etila e etandlico.
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As classes de metabdlitos detectados nos extratos das folhas de S. cymosa

encontram- se listados na Tabela 7, pagina 52.

Tabela 7: Bioprospeccéo fitoquimica das principais classes de metabdlitos secundarios dos extratos
de S. cymosa.

Resultados
Classes de metabdlitos secundarios Extrato Extrato de acetato Extrato
cloroférmico de etila etandlico

Fenois! e taninos? - +2 +2
Antocianinas?, antocianidinas? e

- +2,3 +2,3
flavonoides?
Leucoantocianidinas?, catequinas? e .

- - +
flavonas?
Flavonois, flavononodis e xantonas - + +
Esteroides! e triterpenoides?

+2 +12 +12
(Liebermann Burchard)
Saponinas + + +
Alcal6ides - - -
Cumarinas - - -

(+) presenca (-) auséncia; (1, 2 e 3) resultado indicativo para o metabdlito sobrescrito com a numeracao

O extrato cloroférmico apresentou menor complexidade, sendo positivo para
triterpenos, esteroides e saponinas. Entre o extrato em acetato de etila e etandlico
foram detectadas varias classes em comum, taninos, antocianidinas, flavonoides,
flavondis, flavonondis, xantonas, esteroides, triterpendides e saponinas, com
excecao para a classe das flavonas presente no extrato etandlico.

Essa diferenca de metabdlitos secundarios € esperada, pois solventes de
diferentes polaridades extrai diferentes classes de compostos.

Sao varios os relatos de prospeccao fitoquimica para espécies do género.
Estudos realizados por Bessa e colaboradores (2011) com extrato etandlico da
espécie S. guianensis comprovaram a presenca de saponinas, alcaldides, flavonas,
flavanondis e xantonas, taninos e fendis, catequinas, depsideos, depsidonas e
cumarinas e, esterdéides, triterpendides e azulenos. Beserra e colaboradores (2011)
relataram estudos de prospeccéo fitoquimica com a mesma espécie e detectaram a
presenca das varias classes de compostos em comum, com excec¢ao para flavonas,
flavanonois e xantonas. NEGRI e colaboradores (2012) detectaram a presenca de

flavonoides.
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Em estudo de prospeccao fitoquimica realizado por Lépez (2011) com a
espécie S. sessiliflora, dos extratos cloroformico e etandlicos, das folhas e peciolos,
mostraram a presenca de compostos fendlicos, alcaloides, esteroides e esterdis, nos
quatro extratos. No extrato cloroféormico (folhas e peciolos) foram detectados
terpenos, glicosideos de flavondides. No extrato etandlico (folhas e peciolos) foram
detectados sesquiterpenlactonas, saponinas, flavonoides e fendis. De acordo com
Guevara (2012) a espécie S. sessiliflora mostrou a presenca de flavondides,
leucoantocianinas, compostos fendlicos, alcaléides e esterdides.

As classes fendis, antocianidinas, flavonas, flavonois, flavononadis, xantonas,
esteroides, triterpenoides e saponinas detectados no presente estudo corroboram

com relatos na literatura para espécies do género Siparuna.

5.2 Isolamento e identificacdo das substancias do extrato em acetato

de etila

Devido a semelhanca na composicdo quimica entre 0s extratos em acetato de
etila e etandlico, acrescido da dificuldade de isolar substancias de maior carater
polar, presente no extrato etandlico usando técnicas usuais de bancada, optamos
por realizar o estudo fitoquimico com o extrato em acetato de etila.

O estudo fitoquimico do extrato de acetato de etila das folhas de S. cymosa,

resultou no isolamento e identificacdo de trés substancias.
» Grupos SAC-1, SAC-2, SAC-3 e SAC-4:

Os grupos SAC-1 (0,0604g), SAC-2 (0,1010g), SAC-3 (0,1214g) e SAC-4
(0,2785g) foram tratadas com acetona levando a formacdo de um soélido branco,
finamente dividido. As andlises dos espectros de infravermelho (Figura 17, pagina
54) dos solidos apresentaram bandas largas em 3421 cm? (vibragbes de
estiramento OH), 2916 e 2848 cm™ (vibracdes de estiramento CHs, CH2 ou CH),
1473 e 1462 cm? (deformacéo de alcano) e 729 cm (deformagdo de C-H metilico
de compostos de cadeia longa), sendo caracteristicas de compostos de natureza

alifatica.
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Figura 17: Espectro na regido do infravermelho representativo dos grupos SAC-1, SAC-2, SAC-3 e
SAC-4 (ATR), regido de 4000-600 cm,

5.2.1 Substancia 1: 3-O-B-D-glicopiranosil-sitosterol

> RS1 (SAC-15)

Desse grupo foi isolado um sélido de coloracdo branco, solavel em metanol.
O teste de Liebermann-Burchard para essa substancia apresentou resultado positivo
para esteroide. Sua determinacdo estrutural foi realizada a partir dos experimentos
no IV, RMN de 'H e de 13C, DEPT-135, HSQC, HMBC e comparacédo com dados da
literatura.

A andlise do espectro de infravermelho (Figura 18, pagina 55) dessa
substancia apresentou banda de absorcdo larga média em 3374 cm™ atribuida a
vibrac&o de estiramento de ligacdes O-H do grupo hidroxila. As bandas de absorcéo
médias em 2934 e 2870 cm, foram atribuidas a deformacdes de C-H de grupos
CH:2 e CHs alifaticos, respectivamente (PAVIA et al. 2012).
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As bandas de absorcdo médias em 1461 e 1367 cm, foram relacionadas a
deformagé&o angular da ligagéo -CHz-. No espectro foi observada banda de absorcéo

entre 1167-1020 cm-! do tipo de ligacdo C-O de alcoois.
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Figura 18: Espectro na regido do infravermelho da Substancia 1 (ATR), regido de 4000-600 cm-!

Esses dados sugerem que essa substancia seja um esterodide. A figura 19,

representa e a estrutura basica de um esteroide.

Figura 19: Estrutura basica do esteroide.

O espectro de RMN de 'H (Figura 21, Pagina 58) apresentou sinais tipicos de
grupos metila terciarios em du 0,64 (s) e du 0,95 (s) ppm atribuidos ao C18 e C19,
respectivamente. Um grupo metila secundario em o&u 0,88 (d; J= 6Hz) ppm foi
atribuido a posicdo C21, sinais de hidrogénio em dn 0,78 (d; J=7Hz), én 0,82 (d;
J=2Hz) e dn 0,78 (d; J=7Hz) ppm foram atribuidos a grupos metilicos nas posi¢cdes
C26, C27 e C29, respectivamente. O sinal em &1 5,31 (sl) ppm esta relacionado a
presenca da ligacdo dupla na posicdo C6, também foi observado a presenca de

hidrogénio anomeérico em &u 4,23 (d; J=7,6Hz), sugerindo que essa estrutura seja
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um esteroide glicosilado com ligagdo glicosidica na posi¢do B.(KHATUN et al.,
2012).

Nos espectros de RMN de 3C e DEPT- 135 (Figura 22 e 23, Pagina 59 e 60)
foram observados 35 sinais de ressonancia de carbono, sendo que seis sinais de
ressonancia de carbono foram atribuidos a uma unidade glicidica e 29 sinais a
aglicona.

Foram observados a presenca de seis sinais atribuidos aos grupos metilicos
em &¢ 11,49 (CHs-18), &c 19,16 (CHs-19), &¢c 18,40 (CH3-21), &c 19,40 (CHs-26), &c
18,90 (CH3-27) e &c 11,75 (CH3-29) ppm, além dos sinais em &6c 141,10 (C- 5) e &
121,93 (C- 6) ppm referentes a ligacao dupla (KHATUN et al., 2012, PESHIN e KAR,
2017).

A andlise dos espectros de HSQC e HMBC (Figura 24 e 25, Pagina 61 e 62)
permitiram caracterizar os seis sinais de carbono de ressonancia atribuidos a seis
atomos de carbono do glicidio em &¢ 101,74, &c 73,90, &c 77,84, &c 70,56, 6c 77,19 e
Oc 61,60 ppm, caracterizando o glicidio como sendo uma unidade de glicose.

Com base na andlise final nos espectros de RMN de 'H, 3C, DEPT-135,
COSY, HSQC e HMBC conclui-se que a substancia seja um B-sitosterol glicosilado.
A posicdo da glicose na estrutura foi confirmada através do espectro de HMBC,
onde H-1" (&¢c 101,74/ d+ 4,23; d; J=7,6) da glicose acopla fortemente em J2 com C-3
(&c 73,90) da aglicona, assim como H-1’ (6n 4,23; d; J=7,6 Hz) acopla fortemente em
J* com H-3 (B 2,92; m; J=8,4 Hz). Os restantes dos sinais de carbono foram
determinados pelas correlagdes dos espectros de HSQC, HMBC e COSY (Figura 26,
Pagina 63), descritos na tabela 8, pagina 57.

Portanto, os dados de RMN de 'H, de 13C, HSQC, HMBC, COSY, IV, o teste
de Liebermann-Burchard associado a faixa de fusdo entre 247 a 249 °C e dados
reportados na literatura (KHATUN et al., 2012), sugerem que essa substancia seja o

esteroide 3-O-B-D-glicopiranosil-sitosterol, figura 20.

OH
.
L o)
HO -\, O
Hoﬁ(/‘/ —— COSY

*HO ~—=HMBC
Figura 20: Estrutura do 3-O-B-D-glicopiranosil-sitosterol.



Tabela 8: Dados de °C, 'H, COSY e HMBC do composto RS1 (3-O-B-D-glicopiranosil-sitosterol).
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Composto RS1

Posicao Acoplamento 8¢
B¢ B ) COSY (H-H) HMBC (H-C) teratura®
1 36,82 1,31 8,8; m X X 36,85
2 29,64 | 1,49/1,79 8,8: /12: d H-4 (34 C-3 (J4)/C-5 (3% 29,12
3 73,90 2,92 8,4:m H-1' (3%) X 78,61
4 42,20 2,13 11; m X X 42,12
5 141,10 X X X X 139,98
6 121,93 5,31 sl H-7 (2% C-7 (3%)/C-10 (3% 121,54
7 31,69 | 1,49/1,93 | 88 m/12;m H-6 (33)/H-8 (3%) X 31,41
8 31,94 1,39 11; m H-7 (3%) X 31,46
1 (JYH-7 (39/8-
9 50,10 0,888 6;d H-10 )/F('JZ)(J JVH-11 X 49,83
10 36,74 X X X X 36,27
11 21,32 1,31 8; m X X 20,21
12 38,59 2,13/2,35 11; ¢/14;d X C-10 (3% 38,20
13 41,58 X X X X 41,88
_ H-7 (3%)/H-12 (3%/H-
14 56,70 0,99 6,8, m 15 (33)/H-16 (3%) X 56,36
15 24,02 0,99/1,49 10; m/8,8; m H-16 (J°%) X 23,79
16 27,86 1,22/1,79 sl/12; t X X 27,76
17 55,97 1,08 8, m X C-21 (3% 55,66
18 | 11,44 0,64 sl X C-13 (3%)/C-12 (3%)/C-14 (33) 11,27
19 | 19,16 0,95 N X C-9 (J%)/C-1 (J%)/C-10 (F?) 19,10
20 | 35,78 1,31 8, m H-21(2%) X 35,70
21 | 18,40 0,89 6.d H-20 (33)/H-22 (3%) C-22 (J%)/C-20 (33)/C-17 (3°) 18,69
22 33,73 | 0,991/1,315 6,8, m/8; m X X 33,51
_ C-24 (3%)/C-27 (3%)/C-29 (33)/C-28
23 25,81 1,13 8; m X (33)/C-25 (3%) 25,64
24 | 45,75 0,8 6; d H-22 (39 C-22 (33)/C-20 (3% 45,49
25 | 28,88 1,62 5,6; m X C-26 (33)/C-24 (3% 28,74
- 3 - 3 _ 3 -
26 19.40 078 77:d X C-27 (J°%)/C-28 83%/(3 25 (J3)/C-24 18,69
27 | 18,90 0,82 2:d X C-26 (33)/C-25 (33)/C-24 (33) 18,35
N 3)/C- 3/C- e,
28 22.70 113 8m X C-27 (J3)/C-29 83;/(: 25 (J3)/C-24 22.60
29 | 11,75 0,78 6,8; t X C-28 (33)/C-25 (33)/C-24 () 12,29
1" [101,74 4,23 7,6:d H-2' (33) C-3 (3% 100,74
2' 78,74 3,14 4,8t X C-5' (J3)/C-1' (33) 73,21
3' 77,84 3,44 4.8, m H-5' (J4) X 76,18
4 70,56 3,06 8,8: t 3 (33)/5' (3%) C-5' (33) 69,90
5 77,19 3,16 8,4: m H-3' (39 C-4' (J3)IC-2' (33) 75,62
6' 61,60 3,62/3,44 4,8, m/8,4; m H-5' (J3) X 61,36

*Deslocamento de RMN de 3C relatado na literatura (KHATUN et al., 2012), solvente CDsOD e

DMSO; X- N&o ha deslocamento quimico.

Pelos nossos conhecimentos ndo ha relatos na literatura dessa substancia no
género siparuna. Essa € a primeira vez que esta sendo relatada no género.
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5.2.2 Substéancia 2: 3-O-B-D-glicopiranosil-sitosterol
» (SAC-16)

Desse grupo foi isolado um solido amarelo palha (substancia 2) que
apresentou resultado positivo para o teste de Liebermann-Burchard, sugerindo a
estrutura de um esteroide. A andlise do espectro de IV da substancia 2 apresentou
0os picos de absorcdo semelhantes aos apresentados pelo espectro de IV da
substancia 1 além da mesma faixa do ponto de fusdo 247 a 249 °C. As substancias
1 e 2 foram comparadas por CCD, conforme figura 27, apresentando o mesmo
tempo de retencdo. Logo a substancia 2 é uma quantidade adicional a substancia
RS1.

| Eluente: CHCI3/EtOH 8:2
\ Revelador: vanilina

’SACi15 | |SA¢-16 |

Figura 27: Fotografia eletrénica, cromatoplaca CCD em silica gel 60G.
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5.2.3 Substancia 3: 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosilkanferol

OH
HO

OH

HO
9] OH
(@)
OH @] \

Desse grupo foi isolado um sélido amorfo de coloragdo amarelo claro, soltvel

> RS2 (SAC-17 (4))

em metanol. A analise do espectro de IV (Figura 28, Pagina 66) apresentou banda
de absorcéo forte centrada em 3323 cm atribuida ao estiramento de ligagées O-H
do grupo hidroxila, em 2932 e 2872 cm, absorcdes fracas, caracteristico de
estiramento assimétrico e simétrico de ligacdo C-H de grupos CHz e CHs alifaticos.

A banda de absorcdo média em 1657 cm™ foi associada a vibragdo de
estiramento de carbonila o,B-insaturada. As bandas de absor¢cdo em 1602, 1493 e
1439 cm? foram associadas a vibracdo de estiramentos de ligagdes mudltiplas C-C
de anel aromatico. No espectro, foram observadas também bandas de absorcédo
entre 1261-1030 cm-! do tipo de ligacdo C-O. As bandas de absorcdo médias em
891, 838, 807 e 710 cm* foram atribuidas a deformagdes C-H de aromaticos
substituidos.
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Figura 28: Espectro na regido do infravermelho da substancia 3 (ATR), regido de 4000-600 cm-,

Os dados no IV associado a coloragdo da mancha amarela presente na CCD,
sugerem que essa substancia seja um flavonoide. Essa proposta foi reforcada pela
analise de RMN de H e 13C.

Através da andlise do espectro de RMN de *H (Figura 31, Pagina 70), foram
identificados os sinais de hidrogénio aromaticos no anel A e B, como sendo: 2
atomos de hidrogénio que mantém entre si relacdo meta no anel A aos hidrogénios
H- 6/ H- 8 [61 6,48/6,74; d; J= 1,6 Hz] e sinais de hidrogénios equivalentes no anel B
no sistema aa’ bb’ tipico de flavonoides p-dissubstituidos [6x 7,82 e 6,97; d; J= 8,8
Hz]. Os sinais obtidos indicam o kanferol como nudcleo. A figura 29, representa a
estrutura basica de um kanferol (GERALDO et al., 2003).

OH O

Figura 29: Estrutura basica de um kanferol.

Foram observados a presenca de hidrogénios anomeéricos nos deslocamentos
em on 5,43 e 5,59 ppm (s), indicando a presenca de duas ligag6es glicosidicas a.
Também foram identificados a presenca de duas metilas em &n 1,29 e o1 0,96 ppm,

sugerindo a presenca de duas ramnoses no composto.
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A natureza glicosidica desta substancia foi confirmada pelo nimero de sinais
oximetilénicos e oximetinicos observados nos espectros de RMN de 'H e 13C, e
confirmada pelos espectros 2D (COSY, HMBC e HSQC).

Nos espectros de RMN de 3C e DEPT-135 (Figura 32 e 33, P4agina 71 e 72)
foram observados 27 sinais de ressonancia de carbono. O descolamento em &c 178,
60 indica a presenca de uma carbonila de estér, ratificando a banda de absorcdo em
1657 cm' no espectro de IV. Os restantes dos sinais de carbono foram
determinados pelas correlagbes dos espectros de HSQC e HMBC, descritos na
tabela 9, pagina 68.

A comparacédo dos espectros de RMN de 'H e de '°C, DEPT, HSQC, HMBC
permitiram a observacdo de dois sinais de carbono anoméricos em dc 102,30 e
98,70 ppm correlacionados com o sinal em on 5,43 e 5,59 respectivamente,
singletos, no espectro de HSQC (Figura 34, Pagina 73).

A presenca de uma unidade a-L- ramnopiranosidica ligado ao oxigénio do C-7
foi indicada pelos sinais o1 5,59 (singleto referente ao hidrogénio anomérico da
primeira unidade raminosidica) e 6c 162,30 atribuido ao C-7 sendo confirmado no
espectro HMBC (Figura 35, Pagina 74) através do acoplamento heteronuclear (J°)
entre o hidrogénio anomérico H-1R1 (n 5,59) e 0 C- 7 (&¢c 162,30), assim como a
forte correlacdo a longa distancia entre o hidrogénio anomérico H-1R2 (&n 5,43,
hidrogénio anomérico da segunda unidade raminosidica) e o carbono C- 3 (dc
135,20; J%), estabelecendo assim as posicGes das unidades ramnosidicas nos
carbonos 7 e 3.

Através da correlacdo H-H do espectro COSY (Figura 36, Pagina 75) pode-se
observar o acoplamento do hidrogénio anomérico 1R1 (&n 5,59; sl; &c 98,70) com o
grupo metila 6R1 (6n 1,29; d; d¢c 17,10), assim como, o hidrogénio do grupo metilico
6R2 (6n 0,96; d; dc 16,60) acoplando fortemente com o hidrogénio anomérico 1R2
(6H 5,42; sl; 6¢c 102,30).

Portanto, os dados de RMN de 'H, de 3C, DEPT-135, HSQC, HMBC, COSY,
IV, associado a faixa de fusdo entre 186 a 188°C e dados reportados na literatura
(NEGRI et al., 2012), sugerem que essa substancia seja o flavonoide 3,7-di-O-a-L-
ramnopiranosilkanferol (Figura 30, pagina 68).

Este composto foi analisado por CG-MS, seu espectro de massa (Figura 37,

Pagina 76) apresentou pico base de m/z 286 e seus demais fragmentos (m/z 60, m/z
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73 e m/z 128) confirmando a aglicona como sendo kanferol com férmula molecular
C15H100e.

6R:

— COSsYy

OH <~ HMBC

Figura 30: Estrutura do 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosilkanferol

Tabela 9: Dados de °C, 'H, COSY e HMBC do composto 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosilkanferol.

Posigéo

Composto RS2

5c On ACOp(lggentO H-H HMBC IitethCura*
> 15860 X X X c2e6 () 157,77
3 13529 X X X C-1R2 (9) 134,55
4 |17860] X X X X 177,92
5 |161,76 X X c6 (3 160,93
6 | 9944 | 648 ;1,6 H-8/ H-1R1 C-8(J%)/C-10(33)/C7(3?) 99,44
7 |16238| X X X C-8 () Césa)“z)/ C-IRL 161,70
9453 | 675 d: 1,6 H-6/H-1R1 c-6 ((Jjg)//cc'_l70(§;)’)’ c-9 94,59
o 15689 X X X c-8 () 156,09
10 |10638| X X X C-8 (39)/C-6 () 105,79
1 |12122] X X X c3es (P 120,36
4 |160,60| X X X C-2'ed 82’ C-3ed 160,14
2e6 [13090| 7,82 d; 8,4 H3e5 C3e ‘r’c(j%gz @y 130,68
3e5 |11550| 6,97 d; 88 H-2'e6 C-1' (JF)/C-4' (3?) 115,42
1Rl | 9873 | 559 sl H'ggimjgingﬁgw C-3R1 (39)/C-7 (%) 98,50
oR1 | 71,98 | 4,04 sl H-1R1/H-4R1/H-3R1/ H-5R1 C-1R1 () 70,26
3R1 | 7020 | 350 £92 H-4R1/H-2R1/H-1R1 C-2R1C(:]12|)_\{1C-(§?|’?)1 SRl 69,80
AR1 | 7241 | 384 d; 6,8 H-1R1/H-2R1/H-3R1/ H-5R1 | C-3R1 (J2)/C-6R1 (%) 71,61
5R1 | 70,51 |3.34/3,62| t 8/m:3.6 H'lRl/ZHF;f/Fﬁ_gHR"l"Rl’ H- C'GRlc(_J:glcijlf;l @y 70,06
6RL | 17,05 | 1,29 d:6 H-5R/H-1R1/H-3R1 C5R1 () 17,94
1R2 |102,33| 543 sl H-5R2/H-4R2/H-2R2/ H-6R2 | C-3 (3% C-3R2 (J°) 101,91
oR2 | 70,73 | 4,24 sl H-1R2/H-4R2/H-5R2 X 70,35
3R2 | 70,20 | 350 £ 9,2 X C-1R2 (P) 70,64
4R2 | 7242 | 373 d:5,2 H-6R2/H-5R2/H-2R2/ H-1R2 C-6R2 (39) 72,39
5R2 | 70,51 |3,34/3,62| t 8/m3,6 H-6R2/H-4R2/H-2R2 C-6R2 (J9)/C-1R2 () 70,06
6R2 | 1662 | 0,96 d; 5,2 H-5R2/H-4R2/H-1R2 C5R2 () 17,45

*Deslocamento de RMN de 3C relatado na literatura (NEGRI et al., 2012), solvente DMSO-ds; X-
N&o h& deslocamento quimico.



69

Negri e colaboradores (2012) identificaram o flavonoide 3,7-di-O-a-L-
ramnopiranosilkanferol, a partir do extrato hidroetandlico das folhas de S. guianensis

coletadas no Amazonas.



Bt
PG5S

CH (anoméricos)

CH (aromaticos)
A
I

¢ 2

T 3.00

T 288

F 1.86
¥ 0.97

I 1.22
T 0682

1 0.94
I 0.84
T 083

= .84
= 0.85

F o103

10

39

|
L}

a0

51}

ag

oo 1)

Figura 31: Ampliacdo (0- 8.4 ppm) do espectro de RMN de 1H (400 MHz) de RS2 em CD3OD e gotas de DMSO.

70



£gLnd
FALAi )
veL 0!
cO6'0!
206° 1. &

gris

EStE

{EL°86 —,
GEPHE — 2
ZELI0) —
Ceeant

LGS
g ——
COG'0E L

1BTGEL

18895 1 [/

G65851

P09 091 ——2N
|\\wl.1wl\!

aleiol

Loaadl

Sohlventes

/N

700

75.0

ppm (1)

C=

50

I
100

I
150

ppm (11}

Figura 32: Espectro de RMN de 3C (100 MHz) de RS2 CD30D e gotas de DMSO. A- ampliacdo de (71- 76 ppm).

71



- [aa] [}
[am) - Lo v Y i T | F— &3 00 P~ O — Lo [ |
[a] 2] —— — O o = P — n O =t =r
= o o B i T B oo o=r
(] -— Lo B B o S o — OO O O On [Lwl L]
— — — I & [ e o i N T ——
TT [T T T T [T T T T[T T T T[T T T T[T T T[T T T [TTTI I I I I T T T T I I I
740 730 720 710 700 g0 6510 1002 250
e {11} o {11}
| I
I I| I I|
I
T T T T T T T T T T T
100 =0 a

e (1)

Figura 33: Espectro DEPT-135 (100 MHz) de RS2 em CDsOD e gotas de DMSO. A- ampliagéo (67- 75 ppm); B- ampliagdo (92- 105 ppm).
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5.2.4 Substancia 4: Mistura de 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosilkanferol e
3-O-a-L-ramnopiranosil-7-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—3)-p-D-
glicopiranosil]-kanferol

HO
HO

HO

HO
. 0 HO%O
HO 0
OH OH
OH

OH HO

(4A)

RS2

> RS3 (SAC-17 (8))

Desse grupo foi isolado um sélido de coloragcdo amarelo claro, solivel em
metanol. O espectro de infravermelho (Figura 38) da substancia 4, apresentou
bandas de absorcédo similares a RS2, com excecdo em dois pontos destacados no

espectro. Portanto, foi proposto que a substancia seja um flavonoide glicosilado.
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Figura 38: Espectro na regido do infravermelho da substancia 4 (ATR), regido de 4000-600 cm-*.
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Os valores das integrais e 0s deslocamentos quimicos observados nos
espectros de RMN de 'H, 3C e DEPT-135 (Figura 40, 41 e 42, Pagina 81, 83 e 84,
respectivamente), sugerem que a substancia 4 seja uma mistura de dois ndcleos
kanferol, contendo substituintes diferentes.

A aglicona foi caracterizada através da andlise do espectro de RMN de H,
onde foram identificados 4 sinais de hidrogénio aromaticos no anel A e B, como
sendo: 2 &tomos de hidrogénio que mantém entre si relagdo meta no anel A aos
hidrogénios H- 6/ H- 8 [0n 6,48/6,74; d; J= 1,6 Hz] de RS2 e 2 &tomos de hidrogénio
H- 6/ H- 8 [0H 6,43/ 6,25; d; J= 2 Hz] para a substancia 4A.

Também foram identificados 4 sinais de hidrogénios equivalentes no anel B
no sistema aa’ bb’ tipico de flavonoides p-dissubstituidos, com deslocamento em &n
7,82 e 6,97; d; J= 8,8 Hz para a substancia RS2 e du 8,03 e 6,99; d; J= 8,8 Hz para
4A.

O espectro de HSQC (Figura 43, Pagina 85) permitiu a observacdo de trés
sinais de carbono anomeéricos em dc 98,85, 102,15 e 107,17 ppm correlacionados
com o sinal em du 5,61, 5,48 e 4,33 ppm respectivamente, para a substancia 4A,
sendo caracterizado como um kanferol triglicosilado. Com base nos dados
espectrais de RMN de !H, de C e DEPT- 135 foram identificadas trés unidades
glicidicas, duas ramnoses e uma glicose, confirmada pela presenca dos sinais em o+
1,04 e 1,31 ppm atribuidos a dois grupos metilas das unidades raminosidicas e em
OH 3,73/3,23 atribuidos a ligagdo -CH2- da glicose.

A localizacdo da unidade a-L-ramnopiranosil € sugerida através da correlacao
em HMBC (Figura 44, Péagina 86) do hidrogénio anomérico H-1R2 (6c 102,15/ &n
5,48 ppm) com o carbono C-3 (6c 135,83 ppm). A unidade glicosidica B-D-
glicopiranosil-(1—3)-a-L-ramnopiranosil  se deu através do acoplamento
heteronuclear (J3) entre o hidrogénio anomérico H-1R1 (dc 98,85/ &n 5,61 ppm) com
o carbono C- 7 (6¢c 162,67 ppm), além do acoplamento a longa distancia do
hidrogénio H-3R1 (&c 81,47/ dx 3,64 ppm) com o carbono anomérico C- 1G (dc
107,17/ &1 4,24 ppm), descritos na tabela 10, pagina 80.
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Portanto, os dados de RMN de 'H e 13C, DEPT-135, HSQC, HMBC, COSY
(Figura 45, Pagina 87), IV, associado a faixa de fusédo entre 220 a 221°C, sugere
que RS3 seja caracterizado como uma mistura do composto 3,7-di-O-a-L-
ramnopiranosilkanferol mais a substéncia 3-O-o-L-ramnopiranosil-7-O-[a-L-
ramnopiranosil-(1—3)-B-D-glicopiranosil]-kanferol (4A; Figura 39). Pelos nossos
conhecimentos néo ha relatos na literatura da descricdo da substancia 4A.

A fim de confirmar essa proposta estrutural do composto 4A a RS3 sera
purificada por HPLC e submetida a HPLC - MS, RMN de H, de 3C, HSQC, COSY e
HMBC.

OH ™~ HMBC

Figura 39: Estrutura do composto 3-O-a-L-ramnopiranosil-7-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—3)-p-D-
glicopiranosil]-kanferol
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Tabela 10: Dados de 13C, 'H, COSY e HMBC do composto 3-O-a-L-ramnopiranosil-7-O-[a-L-
ramnopiranosil-(1—3)-B-D-glicopiranosil]-kanferol.

Composto RS3

Posicao R63C3 R6§*2 5 Acop(lﬁglento H-H HMBC

2 |158,11| 158,60 X X X C-3'e5' (3%

3 [135,83] 135,29 X X X C-1R2 (J)

4 [178,54| 178,60 X X X X

5 164,59 161,76 X X C-6 (32)

6 |9885| 99,44 6,24 d; 1,6 H-8 C-8 ()

7 |162,67| 162,38 X X X C-8 (J2)/C-6 (JY)/C-1R1 ()

8 [9383| 9453 6,43 d; 2 H-6 C-6 (%)

9 [157,10| 156,89 X X X C-8(3?)

10 |104,5| 106,38 X X X C-8 (3%)/C-6 (3%)

1 |121,52| 121,22 X X X C-3'e5' (J2)

4" (160,60 160,60 7,99 X X C-2'e 6' (J3)/C-3'e 5 (J?)
2'e6' |130,80| 130,90 6,98 d; 8,8 H-3'e5' C-2(3% e C-4' (3%)
3'e5 115,40 115,50 X d; 8,8 H-2' e 6' C-1'(3%) e C-4' (3?)

1R1 |98,85| 98,73 5,61 sl H-2R1(J%) C-7 (3¥)

2R1 | 71,0 | 71,98 4,07 sl H- 1R1 (3%)/H-3R1 (J°) C-1R1(J?)

3R1 [81,47| 70,20 4,24 sl H-2R1(J%)/H-4R1(J?) C-1G (%)

4R1 |72,42| 72,41 3,87 t; 4,8 H-5R1(J°%) C-3R1(J?)/ C-6R1(J%)
5R1 |70,52| 70,51 |3,35/3,64| t;1,2/m;3,6 | H-4R1(J%)/H-6R1 (3% C'6R1C(f:)£af;l(33)/
6R1 |16,19| 17,05 1,31 d;6 H-5R1(J%) C-5R1 (3?)

1R2 (102,15 102,33 5,48 sl H-2R2 (J°) C-3 (%)

2R2 |70,74| 70,73 4,24 sl H-1R2 (J°)/H-3R2 (3°) X

3R2 [70,10| 70,20 3,64 d; 3,6 X C-1R2(J°%)

4R2 | 72,42| 72,42 3,73 m; 6 H-5R2 (J°) C-6R2(J%)

5R2 | 70,6 | 70,51 |[3,35/3,64| t;1,2/m;3,6 | H-4R2 (J°)/H-6R2 (J°) | C-6R2(J?)/C-1R2(J)
6R2 |16,19| 16,62 1,31 d; 6 H-5R2 (J%) C-5R2 (J?)

1G [107,17 X 4,33 d; 7,6 H-2G (39) C-2G(3?)

2G | 74,07 X 3,24 t 7,6 H-1G (3%)/H-3G (3°) C-1G(J?)/C-3G(J?)
3G | 76,60 X 3,35 t 1,2 H-2G (J%)/H-4G (3°) X

4G | 69,79 X 3,24 t 7,6 H-5G (3%) C-5G (3%

5G |74,07 X 3,35 t 7,6 H-4G (3%)/H-6G (J°) X

6G |65,88 X 3,73/3,24 m; 7,6 X X

X- N&o ha deslocamento quimico. * Deslocamento de carbono conforme tabela 9.
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5.3 Testes bioldgicos

A fim de avaliar a atividade biologica do 6leo essencial, extrato, fracGes e
componentes isolados foram realizados testes de: letalidade, citotoxicidade e

atividade antimicrobiana.

5.3.1 Letalidade frente A. salina

O ¢6leo essencial da espécie apresentou CLso de 29,00 ug mL! (Tabela 11),
considerado letal frente a A. salina (MEYER et al., 1982), sendo um indicativo de
atividade biolégica. Esse teste, realizado com o 6leo essencial da S. guianensis
forneceu CLso de 392,48 ug mLY(MARTINS FILHO, 2016), sendo considerado com

letalidade moderada.

Tabela 11: Dados do teste de letalidade para o éleo essencial de S. cymosa frente a A. salina.

Concentragées Numeros de Numeros de % 4

(ug mL™Y) Mortos Vivos Mortos Vivos Clso(ug mL™)
150 30 0 100 0
100 28 2 93 7

50 26 4 87 13 29

10 5 25 17 83
Branco 0 30 0 0
Tween 0 30 0 0

O extrato de AcOEt ndo apresentou letalidade frente A. salina, pois mesmo

testado na maior concentracdo (1000 pg mL) ndo foi observado a presenca de
nauplios mortos.
N&o ha relatos sobre a utilizacdo da A. salina em extratos de espécies do

género Siparuna.

5.3.2 Citotoxicidade frente a linhagem células leucémicas

Estudos mostram a correlacdo entre o teste de letalidade frente a A. salina
com a inibicdo do crescimento in vitro de linhagens de células tumorais;
reconhecendo esse experimento como de facil execucdo, simples e como uma
forma de avaliacdo preliminar da atividade citotoxica de substancias frente as células
antitumorais (INC, EUA; MCLAUGHLIN et al., 1988).
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A tabela 12 mostra os resultados dos testes citotoxicos para 0s ensaios de
MTT em linhagens celulares tumorais THP-1 e K562, assim como o indice de
seletividade (IS). O 6leo essencial apresentou valores de Clso para K562 e THP-1
muito préximos e inferiores a 30,0 ug mL, indicando atividades citotdxicas, uma vez
que, na literatura valores de Clso muito préximos ou abaixo de 30,00 pg mL* sdo
considerados com atividade citotoxica relevantes (HENNEBELLE et al. 2008;
BRAGA et al. 2014; TIWARY et al. 2015). As substancias controles (quimioterapicas)
utilizadas foram a citarabina (THP-1) e mesilato de imatinibe (K562).

O Oleo essencial apresentou IS, sobre a linhagem THP-1 de 3,15, sendo o
indice da citarabina de 4,62. Ja o IS frente a K562 foi de 2,60, no qual o indice do
imatinibe foi 6,63. Diante disso, os quimioterapicos apresentam um indice melhor
que o O6leo essencial avaliado, no entanto, o 6leo tem ac¢do sob os dois tipos de

células tumorais.

Tabela 12: Dados obtidos através do teste de citotoxicidade e indice de seletividade frente as
linhagens de células tumorais THP-1 e K562.

Substancias Clso (ug mL™) + SD* sci.rlledtlis/(iadize PBMC
THP-1 K562 THP-1 K562

Oleo essencial 25,44 + 1,55 30,88 £ 2,45 3.15 2.60 80,20 £ 4,11
Extrato hexanico 50,15 + 3,29 68,80 + 3,56 1,61 1,17 80,65 + 4,02
Extrato cloroférmico 29,20+ 2,08 30,54 + 2,44 2,62 2,22 76,62 £+ 3,50
Extrato de AcOEt 31,04 + 2,30 33,60+ 2,10 2,45 2,27 76,22 £ 3,58
Extrato etandlico 9,80+1,10 12,56 + 2,58 511 4,00 50,12 + 3,57
RS1 >100 >100 ND ND 70,11 + 3,45
RS2 21.30+1.29 42.50+ 2.15 3.06 1,53 65,14 + 2,57
Citarabina 12,70 £ 1,20 ND 4.62 - 58,70 + 3,76
Imatinibe ND 10,50 £ 1,05 - 6.63 69,63 + 3,13

* Valores apresentados como média + desvio padréo.

ND- N&o determinado

Citarabina e imatinibe (substancias controle)
THP-1- Leucemia Mieléide aguda; K562- Leucemia Mieldide Cronica

O extrato etanolico foi o que obteve o menor valor de Clso € maior valor de IS
frente as células de THP-1, ou seja, foi mais eficiente que a propria solucao controle
(citarabina). J& para as células de K562 o extrato etandlico apresentou concentragédo
bem proxima da substancia controle (imatinibe), assim como o IS.

Tomando como base que Clso abaixo de 30,00 pug mL* é considerado com

atividade citotoxica moderada para extratos, ndo podemos desconsiderar valores
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menores ou mais préoximos de 30,00 pug mL' como no caso dos extratos de
cloroférmico e acetato de etila, mas que obtiveram IS bem abaixo das substancias
controles. O extrato hexanico ndo apresentou atividade citotoxica frente aos dois
tipos linhagem celular testadas, assim como a substancia RS1 (esterdide).

A substancia RS2 (flavonoide) apresentou atividade citotéxica moderada
frente a linhagem de células THP-1 com IS de seletividade préximo da substancia
controle, diferente do resultado obtido frente as células de K562. A substéancia
isolada RS2 foi mais ativa frente linhagem de células THP-1 comparada ao extrato
da qual foi isolada, nesse caso pode estar ocorrendo um efeito antagonista onde os
demais compostos do extrato em acetato de etila diminui o efeito da substancia RS2.

A substancia RS3 nao foi testada devido a curta disponibilidade de tempo,
uma vez que o teste de citotoxicidade nao foi realizado na instituicdo (UESC).

Pelos nossos conhecimentos ndo ha relatos da utilizacdo de espécies do

género Siparuna frente a linhagem de células leucémicas.

5.3.3 Atividade antimicrobiana

As substancias foram submetidas, em triplicata, ao teste de atividade
antimicrobiana com as bactérias: Salmonella enterica, E. coli e S. aureus (Tabela 13,
Pagina 91).

O Oleo essencial apresentou halo de inibicdo frente a todas as bactérias
testadas. Entretanto, o extrato de AcOEt, as fracbes e substancias isoladas RS1 e
RS3 somente apresentaram halo de inibicdo frente a bactéria S. aureus. O fato da
substancia RS3 ter apresentado halo inibicdo frente a bactéria S. aureus comparada
a substancia RS2, sugere a ocorréncia de sinergismo entre as substancias
presentes na mistura ou o efeito pode ser apenas da substancia 4A (ZAGO et al.,
2009).
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Tabela 13: Resultado da biocromatografia do 6leo, extrato de AcOEt, fracdes e substancias isolada
frente as bactérias Salmonella entérica, E. coli e S. aureus.

SUBSIANGi Bactérias

ubstancias Salmonella entérica (mm) E. coli (mm) S. aureus (mm)

Extrato ACOEt ) ) 8

Grupo 15 (0] 0] 7

Grupo 17 %) %) 6

RS1 %) %] 6

RS2 %] %] %)

RS3 %) %] 7

Oleo essencial 9 8 13

Cefalexina 25 23 23

@: Nao houve aparecimento de halo inibitério; Cefalexina: substancia controle. RS1: 3-O-B-D-glicopiranosil-
sitosterol; RS2: 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosilkanferol; RS3: RS2 e  3-O-a-L-ramnopiranosil-7-O-[a-L-
ramnopiranosil-(1—3)-p-D-glicopiranosil]-kanferol

Montanari (2010) relatou atividade antibacteriana do O6leo essencial da
espécie S. guianensis, assim como do padrao comercial de a-bisabolol frente as
bactérias S. aureus, B. cereus e E. coli, os resultados mostraram que o 6leo
essencial e a substéncia de o-bisabolol inibiram o crescimento das bactérias
testadas em concentracdes relativamente baixas (8 - 63 pg mL™).

Além disso, foi observado que a substancia a-bisabolol apresentou valores de
CIM 2X maior do que o Oleo essencial de S. guianensis. O autor ainda sugeri que
esse sesquiterpendide, seja o principal responséavel pela acao antibacteriana do 6leo
essencial. Da mesma forma Andrade (2013) relatou atividade inibitoria,
relativamente baixa, do 6leo essencial de S. guianensis (CIM= 125 - 500 pg mL™?).

Subramaniam e colaboradores (2014) estudaram o efeito da acao
antibacteriana do composto 3-O-B-D-glicopiranosil-sitosterol (RS1) e seu efeito
sinérgico com alguns antibidticos, o qual relataram atividade frente as bactérias S.
aureus (CIM= 25 ug mL?) e E.coli (CIM= 12,5 ug mL?). Nesse estudo foi realizado
combinac¢des do composto com antibiéticos, produzindo padrdes de sinergismo.

Pelos nossos conhecimentos ndo h& relatos na literatura de testes
antimicrobianos utilizando as demais substéancias (Extrato de AcOEt, RS2 e RS3).

Serao determinadas as concentragdes inibitéria minima para o 0leo essencial

e substancias ativas, em etapa futura.
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6 CONCLUSOES

A espécie € promissora como fonte de 6leo essencial, rica em a-bisabolol,
sendo de grande interesse nas areas farmacéuticas e cosméticas.

O fracionamento do extrato em acetato de etila, levou ao isolamento de trés
substancias, um esteroide e dois flavonoides com nucleo kanferol.

O dleo essencial apresentou alta letalidade frente A. salina, assim como
apresentou halo de inibicdo frente a todas as bactérias testadas, sendo que sua
acdo pode ser proveniente do composto a-bisabolol. Além disso, indica atividade
citotoxica frente as linhagens de células tumorais de LMA e LMC, com IS maior para
células do tipo LMA.

O extrato etandlico apresentou citotoxicidade elevada frente aos dois tipos de
células testadas, sendo mais seletivo frente as células de LMA. O extrato hexanico
nao apresentou atividade citotdxica frente os dois tipos de células, assim como a
substancia 3-O-B-D-glicopiranosil-sitosterol (RS1).

A substancia 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosilkanferol (RS2) apresentou atividade
citotoxica moderada frente a linhagem de células LMA, com IS de seletividade
proximo da substéncia controle. As fracBes e substancias isoladas RS1 e RS3
somente apresentaram halo de inibicdo frente a bactéria S. aureus. J& a substancia
RS2 nao apresentou halo de inibicdo frente a nenhuma das bactérias testadas.

O estudo com a espécie S. cymosa da regido Sul da Bahia se torna
promissor, visto que esse trabalho apresentou resultados fitoquimicos e biolégicos
interessantes e, ainda ndo registrados na literatura, colaborando com o
conhecimento da biodiversidade regional e aumento de informacdes relativas a esse
género com potencial farmacoldgico.

Outras espécies do género, merecem ser estudas, a fim de colabora com a

busca de novas substéncias de interesse farmacologico.
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