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Resumo

O género Casearia (Salicaceae) é muito conhecido pelo uso medicinal de suas espécies.
Dentre elas, pode-se citar a espécie C. sylvestris a qual ja possui estudos acerca de sua
atividade antiproliferativa e/ou citotoxica em células tumorais, além de ser muito utilizada
popularmente como anti-inflamatdrio, contra picadas de cobras e no tratamento de Ulceras
gastricas. Assim como esta, outras espécies desse mesmo género, ainda muito pouco
estudadas, apresentam relatos de diversas atividades biolégicas como, por exemplo, as
espécies C. decandra, C. grandiflora, C. javitensis, C. arborea, C. lasiophylla e C. ulmifolia.
Neste contexto, o intuito deste trabalho, além de contribuir com o estudo do género
Casearia, é explorar essas seis espécies citadas, através da andlise e documentacdo da
composicao quimica dos extratos aquosos, etandlicos e hexanicos de suas folhas utilizando
técnicas analiticas de separagdo hifenadas com técnicas espectroscdpicas, tais como UHPLC-
DAD, GC-MS, RMN 1H, as quais auxiliardo a identificacdo de novos metabdlitos secundarios
no género. Além disso, outra finalidade do presente trabalho é buscar substancias com
potencial medicinal e economico e, finalmente, promover o estudo sistematizado de
algumas atividades bioldgicas, tais como ensaios antimicrobianos e citotoxicos. Uma grande
variedade de metabdlitos foi identificada nos trés tipos de extratos das seis espécies em
estudo, sendo a maioria detectada pela primeira vez no género Casearia, merecendo
destaque as espécies C. lasiophylla e C. decandra por apresentarem atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus.

Palavras-chave: Casearia. Cromatografia Gasosa. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
Atividade Antimicrobiana.



Abstract

The Casearia genus (Salicaceae) is well known because of the medicinal use of its species.
Among them, a noteworthy one is the C. sylvestris specie because it already has studies
concerning its antiproliferative and/or cytotoxic activity in tumor cells. Furthermore, this
specie is popularly used against snake bites, in gastric ulcers treatment and as anti-
inflammatory. As well as this, there are other species from this same genus which have been
poorly studied, such as the following species: C. decandra, C. grandiflora, C. javitensis, C.
arborea, C. lasiophylla and C. ulmifolia. However, several biological activities have been
reported for them. In this context, the aim of this project, besides of contributing to the
Casearia genus studies, is to study those six species through the analysis and documentation
of their leaves' chemical composition (aqueous, ethanolic and hexanic extracts), using
analytical separation techniques coupled with spectroscopic techniques, such as UHPLC-
DAD, GC-MS and NMR 1H, which will assist the identification of new secondary metabolites
in this genus. Moreover, another goal of this present work is aiming the bioprospection of
substances with medicinal and economical potential and finally promote the systematic
study of some biological activities, such as antimicrobial and cytotoxicity bioassays. A wide
variety of metabolites was identified in those three types of extracts, being most of them
detected for the first time in Casearia genus, highlighting C. lasiophylla and C. decandra for
featuring antimicrobial activity against Staphylococcus aureus.

Key words: Casearia. Gas Chromatography. High Performance Liquid Chromatography.
Antimicrobial Activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 O género Casearia

O género Casearia Jacq. compreende cerca de 180 espécies de distribuicdo
pantropical (SLEUMER, 1980) e com 70 delas largamente distribuidas no Brasil (MAISTRO et
al., 2004). Espécies de tal género podem ser utilizadas em espacos publicos, por
apresentarem porte médio e raiz profunda, o que ndo afeta as calcadas. Além disso, sua
madeira pode ser utilizada comercialmente como lenha, na construgao civil e também na
marcenaria. Provavelmente, a sua grande dispersdo pelo neotrépico é o fato de essas
espécies serem dispersas por aves que comem suas sementes. Além disso, suas flores
apresentam néctar aromdtico aproximando uma grande quantidade de Vvisitantes,
principalmente insetos (MARQUETE & VAZ, 2007).

Espécies desse género destacam-se por sua importancia econdmica e medicinal,
sendo relatadas atividades bioldgicas como, anti-inflamatéria, antitlcera, antiofidica,
citotdxica entre outras. Nao somente o género Casearia, mas plantas em geral acumulam
substancias responsaveis por tais atividades, os metabdlitos secundarios. Eles tém sido um
tema atrativo na pesquisa de produtos naturais devido a sua diversidade estrutural e
farmacoldgica. Devido a isso, representam uma fonte abundante de substancias
desconhecidas com potencial para serem utilizadas como farmacos (XIA et al., 2014).

Estudos realizados até Maio/2013 relatam a presenca de 287 compostos
identificados no género Casearia e pode-se dizer que terpenoides é a classe de metabdlitos
predominante, dando destaque para os diterpenos clerodanicos. Além destes, também ha
relatos de fenilpropanoides, esteroides, flavonoides e outros fendlicos (XIA et al., 2014).

No género, ja foram isolados cerca de 152 diterpenos clerodanicos sendo esta, a
classe de metabdlito secundario considerada de grande importancia, ja que é responsavel

por uma série de atividades bioldgicas tais como antiviral e antitumoral (XIA et al., 2014).
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Figura 1 - Esqueleto basico de um diterpeno clerodanico.

(Fonte: SANTOS, 2008)

Além dos terpenoides, outra classe presente em quantidade significativa no género
sdo os fenilpropanoides também responsaveis pela atividade antitumoral (CHANG et al.,

2003; XIA et al., 2014).

Figura 2 - Estrutura de um fenilpropanoide (B-hidroxipropiovanilona) identificado no género
Casearia.

OH

HO
OMe

(Fonte: XIA et al., 2014)

No caso dos flavonoides, somente onze foram identificados até agora tornado esta
classe minoritaria no género (XIA et al.,, 2014). Contudo, é de grande interesse na
comunidade cientifica devido ao seu potencial antioxidante (KUMAR & PANDEY, 2013).
Juntamente com os flavonoides e fenilpropanoides, outros dezoito fendlicos também ja

foram detectados em Casearia (XIA et al., 2014).
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Figura 3 - Estrutura de um flavonoide ((+)-catequina) identificado no género Casearia.

OH
OH

HO O

OH
OH

(Fonte: BUENO, 2015)

Uma das espécies mais estudadas no género é a C. sylvestris. Ela é facilmente
encontrada no territdrio brasileiro, como pode ser observado no mapa de distribuicdo

geografica abaixo:

Figura 4 - Distribuicdo geografica da espécie C. sylvestris.

® Caseana sylvestis Sw

@ 420 B4D 1,540 2520 1380
-

Rilcemeters

(Fonte: MARQUETE, 2010)

Esta espécie é amplamente conhecida pelo seu uso na medicina popular e pelo seu

alto conteudo de diterpenos clerodanicos e flavonoides (BUENO, 2015). Investigacdes
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farmacoldgicas verificaram atividades antitumoral, anti-inflamatéria, antiofidica e
antiulcerogénica em suas folhas mostrando que esta espécie possui grande potencial para se
tornar um medicamento fitoterapico (SANTOS, 2008).

Além da C. sylvestris, outras espécies tais como C. rupestris e C. obliqua, também sdo
conhecidas pelas suas composicdes quimicas e atividades bioldgicas provenientes da
presenca de diterpenos clerodanicos (VIEIRA JUNIOR et al., 2009; VIEIRA JUNIOR et al.,
2011).

Contudo, grande parte dos relatos sobre o género Casearia ndo envolvem as espécies
de estudo do presente trabalho as quais sao C. grandiflora, C. javitensis, C. arborea, C.
lasiophylla, C. decandra e C. ulmifolia. Todas elas foram muito pouco estudadas
guimicamente e, devido a isso, possuem poucos relatos na literatura.

A seguir, encontra-se um breve resumo sobre o que ja existe na literatura a respeito

de cada espécie envolvida no ambito do trabalho.

1.1.1 Casearia grandiflora

A C. grandiflora, como é possivel observar na distribuicio geografica abaixo, é
distribuida de forma uniforme pelo territério brasileiro (MARQUETE, 2010).

Estudos anteriores relatam deposicao de silica nas suas folhas e a presenca de ions
inorganicos. Juntamente com as folhas, a casca dessa espécie também ¢é usada contra a
mordida de cobras. Além disso, dleos essenciais presentes em suas folhas foram obtidos por
destilacdo a vapor e analisados por técnicas cromatograficas e espectroscdpicas, sendo que
0s componentes majoritarios encontrados no dleo essencial foram B-cariofileno (24,6%), Y-
muuroleno (22,89%), B-elemeno (14,2%) e biciclogermacreno (14,7%) (DE MORAIS et al.,
1997).
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Figura 5 - Distribuicdo geografica da espécie C. grandifiora.

® Caseara grandfiora Cambass.

T
D 240480 560 1440 1920

ometes

(Fonte: MARQUETE, 2010)

1.1.2 Casearia javitensis

Assim como a C. grandiflora, a C. javitensis também é distribuida de forma
homogénea pelo territério brasileiro, principalmente nas regides norte e nordeste
(MARQUETE, 2010).

Ha relatos na literatura de certa atividade antioxidante dos extratos diclorometénico,

metandlico e aquoso de suas folhas e galhos (SANTOS et al., 2009).
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Figura 6 - Distribuicdo geografica da espécie C. javitensis.

@  Casearia javitensis Kunth

0 240480 960 1440 15820

Rllometers

(Fonte: MARQUETE, 2010)

1.1.3 Casearia arborea

Esta espécie apresenta alta concentracdo nas regides sul e sudeste do Brasil, sendo
facilmente encontrada nestas localidades, como pode ser visto na Figura 7 (MARQUETE,
2010).

Através de um fracionamento guiado por citotoxicidade do extrato diclorometano-
metanol das raizes da C. arborea, determinou-se 5 novos diterpenos clerodanicos,
casearborinas A-E, bem como cucurbitacina B e, também, foi detectada a presenca de

cucurbitacinas glicosiladas (BEUTLER et al., 2000).
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Figura 7 - Distribuicdo geografica da espécie C. arborea.

®  Caseana decandra Jacq.

200 580 1460 1740 2320

Filomelers

(Fonte: MARQUETE, 2010)

1.1.4 Casearia lasiophylla

Em comparac¢do com as outras espécies, a C. lasiophylla é um pouco mais rara e mais
dificil de ser encontrada estando presente, principalmente, na regido sudeste e em parte da
regido sul do Brasil, como pode ser visto na Figura 8 (MARQUETE, 2010).

A C. lasiophilla ja foi usada na medicina popular para limpar e cicatrizar feridas
(PEDROSO et al., 2007). Estudos recentes obtiveram a composicdo quimica e a atividade
citotdxica do dleo essencial a partir das folhas desta espécie, o qual foi obtido a partir de
hidrodestilacdo e analisado por técnicas cromatograficas, sendo caracterizado por um alto
conteddo de sesquiterpenos ciclicos (86,4%), principalmente hidrocarbonetos (59,9%).
Monoterpenos, compostos aromaticos e alifaticos também foram encontrados, mas em
menor quantidade. Ao todo, 64 componentes foram detectados, do quais os 52 identificados
representaram 87,1% do total do dleo. Os constituintes majoritarios foram germacreno D
(18,6%), E-cariofileno (14,7%), 6-cadineno (6,2%) e a-cadinol (5,4%) (SALVADOR et al., 2011).

A citotoxicidade desse dleo foi testado in vitro contra algumas células humanas
cancerosas se mostrando antiproliferativo, principalmente, contra UACC-62 (melanoma) e

K562 (leucemia). A presenca de compostos ndo identificados no dleo pode estar
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contribuindo com essa bioatividade de modo que o isolamento e a identificacdo dos seus

metabdlitos secundarios sejam necessdrios em estudos futuros (SALVADOR et al., 2011).

Figura 8 - Distribuicdo geografica da espécie C. lasiophylia.

®  Casearia |lasiophylia Eichler

o 180 280 T20 1080 1440

ilomatars

(Fonte: MARQUETE, 2010)

1.1.5 Casearia decandra

A C. decandra também é amplamente distribuida pelo territdrio brasileiro (Figura 9)
merecendo destaque as regides sudeste e nordeste pela alta concentracdo desta espécie
(MARQUETE, 2010).

E utilizada na medicina popular como antiofidica, cicatrizante e anti-inflamatdria
(GONCALVES et al., 2009) e, também, apresenta relatos de atividade antimicrobiana de suas
folhas (MARINS et al., 2011).

A composicdo do o6leo essencial de suas folhas também foi estudada por
(STEFANELLO et al., 2010) na qual 46 compostos, principalmente sesquiterpenos, foram
identificados, sendo o B-cariofileno e o germacreno-D, os constituintes majoritarios.

Também foi isolada a hidroquinona a partir das fases hexanica, acetato de etila e
hidroalcodlica obtidas do extrato etandlico de suas folhas. Este composto isolado

apresentou uma significativa atividade antifingica e antioxidante, entretanto, inferior a dos
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padroes. Além disso, a sua presenca em material vegetal é de grande relevancia, pois vem
sendo utilizada na indUstria de cosméticos bem como no tratamento de melasma, sardas,
lentigines e outros problemas de hiperpigmentacao da pele ja que estudos demonstraram

que esse composto possui beneficio terapéutico (VIEIRA JUNIOR, 2010).

Figura 9 - Distribuicdo geografica da espécie C. decandra.

% Casearia arborea (Rich.) Urb.

0 340 680 1380 2040 2720

Filometars

(Fonte: MARQUETE, 2010)

1.1.6 Casearia ulmifolia

Esta espécie é a Unica das seis estudadas que ndo apresenta relatos de sua
composi¢ao quimica, mas sim, de seus dados fisioldgicos e sua distribuicdo geografica.

Ela é uma arvore/arbusto que apresenta comprimento de 4 a 26 metros de altura, a
casca de seu tronco é lisa e marrom e suas folhas sdo opacas e variam de tamanho. Nos
meses de dezembro a setembro, a planta apresenta botdo e flor e seus frutos imaturos e
maduros podem ser vistos, principalmente, nos meses de janeiro a julho. Além disso, ela

pode ser encontrada nas regides norte, nordeste e sudeste do Brasil (MARQUETE, 2010).
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Figura 10 - Distribuicdo geografica da espécie C. ulmifolia.

Casearia uimifolia Vahl ex Vent
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(Fonte: MARQUETE, 2010)

1.2 Técnicas analiticas de separag¢ao aplicadas em metabolomica

Na pesquisa de produtos naturais, o termo metabdlito é largamente utilizado e se
refere tantos aos compostos essenciais a vida do individuo, os metabdlitos primarios
(aminoacidos, lipidios, carboidratos), quanto aos compostos que nao sao essenciais, mas que
exercem um papel importante na defesa do organismo, os metabdlitos secundarios
(alcaloides, terpenoides, polifenois) (WOLFENDER et al., 2015).

Devido aos seus potenciais farmacoldgicos, os metabdlitos secunddrios merecem
destaque, ja que podem ser utilizados na busca por novos farmacos e, entao, na producao
de fitoterdpicos (WOLFENDER et al., 2015).

Em metabolomica de produtos naturais, o principal objetivo é obter informacao
precisa da composicdo quimica de extratos naturais, mais precisamente os metabdlitos
secunddrios presentes, os quais sdao normalmente obtidos a partir de plantas ou
microorganismos. Devido a isso, métodos analiticos de separacdo hifenados com técnicas

espectrométricas sdo uma grande ferramenta para se obter o perfil quimico de tais sistemas
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bem como detectar, identificar e isolar as substancias de interesse farmacoldgico
(WOLFENDER et al., 2015).

A seguir, estdo descritas as trés técnicas, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
Cromatografia Gasosa e Ressonancia Magnética Nuclear, utilizadas na identificacdo dos

metabdlitos das seis espécies de Casearia estudadas.

1.2.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A capacidade de separar substancias similares presente em uma mistura torna a
cromatografia liquida de alta eficiéncia um importante integrante de um grande conjunto de
técnicas de separacgdo (COLLINS et al., 2006).

Ha varios mecanismos que governam as separacdes em cromatografia liquida.
Entretanto, neste trabalho foi utilizada a cromatografia por adsor¢do em fase reversa com
eluicao em gradiente e sera dado um enfoque maior para tal.

Nesse mecanismo de separacao, ha uma competicdo entre as moléculas da amostra e
as da fase mdvel polar, para ocupar os sitios ativos da fase estaciondria apolar. Dessa forma,
moléculas polares tém maior afinidade pela fase moével sendo, entdo, eluidas primeiramente
com menor tempo de retencdo e as moléculas mais apolares tém maior afinidade pela fase
estacionaria sendo, portanto, mais retidas e eluidas com maior tempo de retengao (COLLINS
et al., 2006).

Em amostras contendo misturas de compostos com caracteristicas quimicas variadas,
como extratos vegetais, € mais vidvel utilizar a eluicdo por gradiente, ou seja, a composicao
da fase modvel varia durante a andlise de forma que a sua forca de eluicdo aumenta
gradualmente diminuindo o tempo de anadlise e melhorando a simetria, resolugao e
detectabilidade dos picos (COLLINS et al., 2006).

Normalmente, a CLAE é hifenada a uma técnica espectrométrica como a
espectrometria de massas, a qual fornecerd informacdes mais precisas, tais como sua
quantificacao, pureza e massa molar e estrutural do analito presente em cada pico através
do espectro de massas gerado. A CLAE também pode ser acoplada a detectores universais
ou seletivos a um determinado tipo de substancia, como o detector de arranjo de diodos
(COLLINS et al., 2006). Este detector foi utilizado no presente trabalho e, tem como funcéo,
detectar substancias com grupos cromodforos, ou seja, aquelas que absorvem radiacdo

ultravioleta (PAVIA et al., 2010).
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Assim como toda técnica analitica, a CLAE apresenta suas vantagens e desvantagens.
O alto custo da instrumentagdo e operagdo assim como a falta de um detector universal sao
grandes limita¢cOes da técnica. Contudo, ela apresenta uma série de vantagens tais como
tempo reduzido de andlise, alta resolucdo, boa detectabilidade, versatilidade, boa anélise
qualitativa e quantitativa (COLLINS et al., 2006). Estas caracteristicas classificam a CLAE em
uma das técnicas mais versateis e, portanto, mais utilizadas em pesquisas de produtos

naturais (WOLFENDER, 2009).

1.2.2 Cromatografia Gasosa (CG)

A cromatografia gasosa possui varias vantagens em relacdo a cromatografia liquida,
tais como maior capacidade de picos, maior reprodutibilidade e, quando acoplada a
espectrometro de massas (CG-EM), fornece espectros de massas por ionizacdo eletronica
(IE) altamente reprodutiveis, que podem ser comparados a espectros depositados em
bancos de dados, fornecendo indicagdes mais robustas a cerca da identificacdo dos
compostos presentes em misturas complexas. Além disso, pode fornecer, também, dados de
indice de retengdo os quais contribuem na identificagdo das substancias juntamente com o
indice de similaridade fornecido pela comparacdo entre os espectros massas da literatura e
obtidos experimentalmente. No entanto, apresenta algumas desvantagens importantes que
incluem a necessidade dos analitos serem relativamente volateis e termo estaveis.
Compostos apolares com MM < 400 Da geralmente atendem a essas condi¢des
(BRAITHWAITE & SMITH, 1996; COLLINS et al., 2006).

Devido a isso, varias substancias ndo podem ser analisadas prontamente por
cromatografia gasosa (CG), seja por possuirem forte interagdo com a fase estacionaria, seja
porque ndo sdo volateis ou termoestdveis o suficiente para serem detectadas (BRAITHWAITE
& SMITH, 1996).

Por isso, a derivacdo antes de realizar a andlise é de grande importancia, pois além de
aumentar a volatilidade da amostra, ela aumenta sua estabilidade térmica. Ainda, ela tras
consigo outros beneficios, tais como, aumentar a resposta do detector através da
incorporagdo dos grupos funcionais derivados produzindo picos com intensidades maiores e
aperfeicoar a separacdo e reduzir o encaudamento dos picos (BRAITHWAITE & SMITH, 1996).

Esta transformacdo dos compostos em derivados torna possivel a andlise de algumas

substancias que seriam impossiveis de serem analisadas em CG. Aminodcidos e aglcares sao
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exemplos de compostos que podem ser identificados por CG com o auxilio da derivacao.
Ainda, as substancias mais polares sdo as que apresentam maior dificuldade de serem
estudadas via CG devido as ligacoes de hidrogénio que sdo formadas e, por sua vez,
dificultam a volatilidade das mesmas. Contudo, ndo somente as substdncias polares
mostram tal dificuldade, moléculas com massa molecular elevada também apresentam baixa
volatilidade (DROZD, 1981).

Frequentemente, estes compostos polares de baixa volatilidade se adsorvem no
suporte cromatografico e o resultado disto é o encaudamento do pico cromatografico o que
dificulta a quantificacdo do mesmo. Além disso, compostos que sdo termicamente instaveis
ndo podem ser analisados por CG, pois podem se decompor no injetor e gerar uma série de
picos no cromatograma referentes aos produtos formados na degradacdao (DROZD, 1981).

Entdo, pode-se concluir que este preparo de amostra permite que muitos compostos
sejam analisados, tanto os apolares quanto os polares, os termicamente instdveis e os que

possuem baixa volatilidade.

1.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear

Assim como a espectrometria no infravermelho (IV) e no ultravioleta (UV), a
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma outra forma de espectroscopia de absorgdo.
Em um campo magnético e sob condi¢cdes favoraveis, uma amostra pode absorver radiacdo
eletromagnética em uma frequéncia rigida, na regido de radiofrequéncias, devido as
caracteristicas estruturais da amostra. Como a absorg¢ao é fun¢do de somente alguns nucleos
da molécula, um espectro de RMN representa as frequéncias dos picos de absorcdo em
funcdo de suas intensidades (SILVERSTEIN et al., 2007).

O principio envolvido na técnica é a propriedade de spin que, assim como os
elétrons, os nucleos também a apresentam. Qualquer nucleo atdmico que contenha uma
massa ou um numero atémico impar ou entdo ambos, possuem um momento angular de
spin e um momento magnético. Os mais frequentes sdo 1H e *3C, bem como outros nicleos
que também exibem o fendmeno de ressonancia magnética (PAVIA et al.,, 2010). Neste
trabalho, foi realizada a RMN 1H e, portanto, serd dado um enfoque maior para tal.

Os estados de spin de um nucleo tém energia degenerada. Esta degenerescéncia é
guebrada quando um campo magnético é aplicado sobre ele, j4 que o nucleo é uma

particula carregada e pode gerar um campo magnético préprio. Dessa forma, ha um
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momento magnético Y atrelado ao nucleo que é originado através de sua carga e spin. No

. . C g . - 1 . - .
caso do hidrogénio, ha dois estados de spin possiveis: + 5 no sentido horario e de energia

menor, pois esta alinhado com o campo e - 5 no sentido anti-horario e de energia maior, pois

estd oposto ao campo aplicado (PAVIA et al., 2010).

Figura 11 - Representacdo da degenerescéncia do estado de spin na presenca e auséncia de
campo aplicado para o proton.

_/_— Vs contra o campo
E
X +Va afavor do campo

Sem campo Campo aplicado

(Fonte: PAVIA et al., 2010)

Assim sendo, no momento em que os nucleos alinhados com o campo aplicado sdo
incentivados a absorver energia e mudar a orientagdao de seu spin em relagdo ao campo

aplicado, ocorre o fendmeno de ressonancia magnética nuclear (PAVIA et al., 2010).

Figura 12 - Representacdo esquematica da inversdo de spin através da absor¢do de energia
quando aplicado um campo magnético.
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-+ -
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(Fonte: PAVIA et al., 2010)

Em geral, a andlise por RMN apresenta uma grande vantagem quando comparada
com outras técnicas, pois além do preparo de amostra ser simples, o tempo de analise é
curto e ndo é uma técnica destrutiva (ALl et al., 2011). Dessa forma, esta técnica analitica é
amplamente utilizada no estudo metabolémico de plantas permitindo, inclusive, a obtencao
de informacdes tais como a intera¢do do organismo com outros e com o ambiente em que

se encontra (KIM et al., 2011).
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2 OBIJETIVO

O obijetivo principal deste projeto é promover a documentacao quimica de seis espécies
do género Casearia, aplicando técnicas analiticas de separacdo, deteccao e identificacdo dos
metabdlitos secundarios presentes ao mesmo tempo em que se promovera um treinamento
intensivo a aluna de iniciacdo cientifica na utilizacdo de tais técnicas e andlise dos resultados.

Sendo assim, os objetivos especificos sao:

e Contribuir para o conhecimento de espécies do género Casearia, nativas do Brasil;

e Avaliar a composi¢ao quimica de extratos das folhas de cada uma destas espécies
através do emprego de técnicas analiticas cromatograficas e espectrométricas;

e Fornecer subsidios para o isolamento e caracterizagdo de novas substancias naturais
bioativas de uma amostra selecionada, em etapa posterior;

e Fornecer para a candidata a bolsa de IC treinamento qualificado em técnicas
avancadas de andlise qualitativa de compostos organicos em extratos vegetais
(desreplicagdo), que incluem métodos de separacdo de alta eficiéncia (GC e LC)

hifenados ou ndo a métodos espectrométricos (UV/Vis, EM e RMN).
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3 JUSTIFICATIVA

Visando contribuir com o estudo de espécies nativas da flora brasileira, que apresentam
considerdvel importancia ecoldgica, econdmica e social, esta Ultima devido a disseminacao
do uso popular por conta de propriedades medicinais, este trabalho propde o estudo
fitoquimico de seis espécies do género Casearia, utilizando técnicas modernas de
desreplicacdo de baixissimo impacto ambiental. Essas andlises qualitativas em pequena
escala, associadas a avaliacdo de atividade em testes bioldgicos selecionados, indicardo a
amostra mais promissora, isto é, aquela que apresentar acdo bioldgica mais potente e
ocorréncia de metabdlito ainda ndo descrito, que serd submetida, em etapa posterior, a
fracionamento dirigido para o isolamento e caracterizacdo quimica do metabdlito(s)
secundario(s) supostamente novo. Além disso, o projeto pauta-se no ambito da rede
tematica CECAA - "Prospecc¢do de moléculas bioativas e estudo de variabilidade infra-
especifica em plantas e microrganismos endofiticos do Cerrado e Caatinga. Contribuicdo
para o conhecimento e uso sustentavel da biodiversidade brasileira." (CNPq 563311/2010-0
e FAPESP 2010/52327-5) e do CIBFar - Centro de Inovagdo em Biodiversidade e Farmacos
(CEPID / FAPESP 2013/07600-3), que visam o estudo da biodiversidade brasileira do ponto
de vista quimico, com o objetivo de descobrir novas moléculas naturais com potencial uso

terapéutico.
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1 Materiais

4.1.1 Equipamentos

e Balanca analitica Mettler Toledo, modelo AG204 (max. 210 g; d = 0,1 mg);

e Banho de ultrassom Elmasonic, modelo S 60H;

e Banho para aquecimento IKA HB 05.06 CN;

e Cartucho Chromabond® C18ec;

e Cromatdgrafo a gds Shimadzu QP-2010 equipado com injetor automatico Shimadzu
AOC-5000 e acoplado a um espectrometro de massa Shimadzu (CG-EM), com coluna
Agilent DB-5MS (30 m x 0,25 cm x 0,25 mm), controlado por software GCMS solutions
Ver. 2.5;

e Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia Dionex, modelo Ultimate 3000 RS acoplado a
detector de arranjo de diodos, compartimento para coluna com aquecimento,
bomba quaterndria e amostrador automatico, todos modelo 3000RS. Também foi
utilizado o detector Corona CAD Charged Aerosol Detector;

e Estufa de secagem de material de laboratério Marconi, modelo MA 033/3;

e Estufa para Esterilizacdo e Secagem GEHAKA G4023D 12;

e Liofilizador Savant modulyo;

e Microfiltro de 0,22 um Milipore;

e Mini-centrifuga GmCLab - Gilson, modelo CAPSULEFUGE PMC — 880, 6200 rpm;

e Moinho analitico Ika LabortechniK, modelo A1l Basic;

e Pipetas automaticas de 10, 100, 200 e 1000 pL, LabMate;

e RMN 600 MHz Bruker Avance Ill HD 600 equipado com as probes BBO 600 MHz S3
5mm com Z-gradiente (utilizada neste estudo) e uma Crioprobe com 4 canais com
controle de temperatura. O equipamento possui trocador automatico de amostras,
automacdo quanto aos procedimentos de lock, sintonia dos nucleos e shimming;
Software TopSpin 3.2 (Bruker);

e Sistema de purificacao de dgua Millipore Mili-Q®;

e Speed Vac Thermo, modelo SPD SpeedVac.
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4.1.2 Reagentes, solventes e adsorventes

e Acetato de etila Synth;

e Acetonitrila HPLC Analisis Real 99,995%, J. T. Baker;

e Agua Mili Q®;

e Alcool etilico absoluto HPLC Analisis Real, J. T. Baker;

e Anisaldeido (feito em laboratério);

e Cloridrato de Metoxiamina Sigma-Aldrich 98%;

e Eter etilico QHE017-1L QHEMIS;

e Hexano Synth;

e Isopropanol HPLC, J. T. Baker;

e Metanol d4 99,8% + 0,05 v/v TMS (Aldrich, Sdo Paulo, Brasil);

e MSTFA [N-metil-N(trimetilsilil)trifluoroacetamida] Sigma-Aldrich, bio reagente para
sililacdo;

e Piridina TEDIA ACS 99%;

e Placas cromatograficas pré-fabricadas e revestidas com silica.

4.1.3 Material vegetal

Folhas de C. decandra foram coletas na Estagdo Ecoldgica e Floresta Estadual de
Angatuba, Angatuba-SP, uma drea de cerrado e mata estacional semidecidua, em 7 de
margo de 2014 pela Dr2. Roseli B. Torres; C. grandiflora, C. javitensis e C. arborea foram
coletadas na Floresta Nacional do Araripe, Crato-CE, em drea de carrasco (transi¢cao
cerrado/caatinga), em 22 de julho de 2014, pelas Dr2. Roseli B. Torres e Prof2. Dr2. Maria
Goretti V. Silva; C. lasiophylla foi coletada na UNESP — Campus de Assis, pelo Prof. Dr.
Alberto J. Cavalheiro. Todas estas amostras foram identificadas pela Dr2. Roseli B. Torres
(IAC). Finalmente, folhas de C. ulmifolia foram coletadas pela Prof2. Dr2. Mariana H. Chaves
em Jatoba-PI e identificadas pela Ms. Ruth Raquel. Para este estudo, apenas as folhas foram

utilizadas e tratadas devidamente como serd descrito a seguir.
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4.2 Meétodos

4.2.1 Processamento do material vegetal e preparo dos extratos

Ap0s realizada a coleta, as folhas dessas seis espécies foram desidratadas em estufa a
409C durante 24 horas e em seguida trituradas em moinho, peneiradas e armazenadas em
tubos Falcon de 50 mL.

Nas extracdes foram utilizados 3 solventes com diferentes polaridades (agua, etanol
e hexano, em sequéncia) com a finalidade de se extrair a maior variabilidade de substancias.

Partiu-se de 7 g de material vegetal e, para cada solvente extrator citado acima,
foram realizadas trés extragdes sucessivas com os seguintes volumes: 60 mL, 30 mL e 30 mL.
Entre cada extragdo, as amostras foram submetidas a um banho de ultrassom por 10
minutos e, entdo, filtradas em papel de filtro direto para tubos Falcon.

Os extratos aquosos obtidos foram congelados em nitrogénio liquido para liofilizacao,
os etandlicos foram secos em Speed Vac e os hexanicos, secos a pressdao ambiente na capela.

Durante os processos de extra¢ao, aliquotas de 1 mL, tanto para os extratos aquosos
guanto para os etandlicos e hexanicos das seis espécies, foram reservados para uso
posterior em analises. Também, uma certa quantidade de massa foi reservada para os
ensaios bioldgicos.

No decorrer das extracGes foi possivel observar um baixo rendimento dos extratos
hexanicos. Entdo, a fim de se realizar uma anadlise prévia, deu-se inicio a Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) tanto para os extratos etandlicos quanto para os hexanicos.

Além da CCD, foi realizada uma série de analises cromatograficas e espectroscopicas

para cada tipo de extrato como se pode observar no esquema abaixo:
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Figura 13 - Esquema dos extratos obtidos e suas referentes anélises.

(Fonte: obra do autor)

4.2.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Nesta andlise, utilizaram-se placas cromatograficas preparativas pré-fabricadas de
aluminio recobertas com silica como fase estacionaria e, como fase modvel, diferentes
proporcoes de acetato de etila (AcOEt) e hexano foram testadas a fim de se analisar qual

seria a melhor composicao para todas as amostras:

Tabela 1 - Proporg¢des de hexano e AcOEt utilizadas como fases méveis.

Proporgao
100% de hexano
75% de hexano + 25% de acetato de etila
50% de hexano + 50% de acetato de etila
25% de hexano + 75% de acetato de etila
100% de acetato de etila

(Fonte: obra do autor)

Apds eluigdo a placa foi seca e entao borrifada com solugao de anisaldeido e colocada
na estufa para revelagdo. Essa ultima etapa consiste em tornar visivel as substancias
incolores presentes na amostra (COLLINS et al., 2006).

Finalizado o experimento, observou-se que duas fases mdveis apresentaram forca de
eluicdo adequada e complementares, uma em 0,45 e outra em 0,37. A seguir testou-se
outros solventes, mantendo-se as forcas de eluicdo, visando melhorar a seletividade e,

consequentemente, a resolugdo.
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4.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os extratos aquosos e etandlicos foram analisados por cromatografia liquida
acoplada a detec¢do no UV/Vis com arranjo de diodos (UHPLC-DAD) utilizando como
eluentes agua ultrapura (A) e acetonitrila (B). Um volume de 2 uL de amostra foi injetado
numa coluna C18 de ntcleo sélido (Phenomenex Kinetex €18, 150 x 2,1 mm, 2,6 um, 100 A)
utilizando o seguinte gradiente: 10 a 25% de B em 15 minutos e 25 a 90% de B em 20
minutos, permanecendo nesta condicdo por 5 minutos. Um método para
recondicionamento foi incorporado de forma que se voltasse a condig¢ao inicial em 2 minutos
e permanecesse nesta por 3 minutos, perfazendo um tempo total de 45 minutos. A vazao
utilizada foi de 400 pL/min, temperatura da coluna de 35°C, faixa de deteccdo de 200-800
nm e plotagem dos cromatogramas em 254 nm. Lembrando que as amostras cujos
cromatogramas nao resultaram em uma boa qualidade, injetou-se um volume de 5 L.

Em eppendorfs foram pesados 5 mg de extrato aquoso liofilizado de cada espécie.
Em seguida, adicionou-se 500 uL de agua para solubilizagcdo. Entdo, 500 uL de acetonitrila
para UHPLC foram adicionados. Posteriormente, eles foram submetidos a filtracdo em filtros
de 0,22 um direto para um frasco de vidro de 2 mL e, entdo, submetidos a analise.

Extratos etandlicos: 50 mg de cada extrato foi solubilizado em 1 mL de etanol. A

seguir, tomou-se 100 uL dessa solugdao e adicionou-se 400 pL de acetonitrila e 500 pL de
agua chegando-se a uma concentragdo de 5 mg/mL. Para andlise no UHPLC foram injetados

2 uL.
4.2.4 Cromatografia Gasosa (CG)

Preparagdo dos extratos para analise direta. Para um frasco de vidro de 2 mL,
transferiu-se cerca de 10 mg de extrato hexanico seco que foram solubilizados em 1 mL
deste mesmo solvente para analise.

Preparacao dos extratos para andlise com derivagdo. Para os extratos hexanicos
realizou-se somente a sililacdo. Ja para os extratos aquosos fez-se a metoximacao
primeiramente e, entdo, a sililacdo. Tais procedimentos estdo descritos a seguir.

Metoximagao (extrato aquoso) e sililagao (extratos aquoso e hexanico). Para ambos

os extratos pesou-se, diretamente em frascos de vidro de 4 mL, 5 mg de massa.
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Assim sendo, preparou-se uma solucdo de 20,5 mg/mL de cloridrato de metoxiamina.
Posteriormente, 80 pL desta solugdo preparada foram adicionados em cada frasco contendo
5 mg de extrato aquoso. Entdo, aqueceu-se a 302C por 90 minutos.

Apds a metoximacdo, deu-se inicio a sililacdo. Nesta etapa, adicionou-se 100 plL de
piridina nos frascos contendo tanto extrato aquoso quanto hexanico para dissolu¢cdo da
amostra. Adicionou-se 200 pL de MSTFA [N-metil- N(trimetilsilil)trifluoroacetamida] e
homogeneizou. Logo, aqueceu-se a 372C por 30 minutos. Apds aquecimento, realizou-se a
filtracdo com microfiltro de 0,22 um e a transferéncia para um frasco de vidro de 2 mL com
insert de 350 pL. Seguidamente, as amostras foram deixadas em repouso por 24 horas a 52C
na geladeira.

Antes de serem injetados, os extratos aquosos foram particionados em hexano da
seguinte forma: 350 pL deste solvente foram adicionados aos frascos, os quais foram
agitados e, entdo, a por¢do superior (hexanica) foi tomada para efetuar a analise. Esse
procedimento visou minimizar a injecdo de piridina e reagentes, usados em excesso na etapa
de sililacdo das amostras.

CG-EM. Os extratos hexanicos sililados e nado sililados foram analisados em
cromatdgrafo a gas Shimadzu QP-2010 equipado com injetor automdtico Shimadzu AOC-
5000 e interfaceado com um espectrometro de massa Shimadzu (CG-EM), com coluna
Agilent DB-5MS (30 m x 0,25 cm x 0,25 mm), controlado por software GCMS solutions Ver.
2.5. A temperatura do forno foi programada como segue:

3°C/mi
100 °C (3 min) ﬂ» 310 °C (20 min) - tempo de andlise (90 minutos)

A temperatura do injetor foi de 260 °C e o modo de injecdo foi split: 1/20, gas de
arraste hélio (99,999%) a um fluxo constante de 1,3 mL/min, o volume de amostra injetado
foi de 1 pL. Condicdes EM: temperatura da fonte de ions de 250 °C e interface de 290 °C,

modo de impacto de elétrons a 70 eV, faixa da massas de aquisi¢do de m/z 40-550 Daltons.

4.2.5 Forma de analise dos resultados obtidos por GC-MS

Os dados obtidos por cromatografia gasosa foram analisados em func¢do do calculo
dos indices de retencdo lineares (IR) através da equacdo de (VAN DEN DOOL & KRATZ, 1963)

(Equacdo 1) e comparagdao com os dados da literatura e, também, por comparag¢dao dos
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espectros de massas de substancias da amostra com espectros dos bancos de dados Wiley,
GMD e NIST. Foram considerados candidatos fortes na identificacdo das substancias aquelas
que apresentaram IR * 10 e indice de Similaridade de Espectros de Massas > 90%. As
substancias identificadas nos extratos de cada espécie foram entdo organizadas em graficos

de colunas, como sera visto adiante.

tr,a—t
IR =100 xy + 100  —2 ¥

Equacao 1
tRy41 7 Ry

Onde:

IR = indice de Retencdo

y = numero de carbonos do hidrocarboneto anterior ao pico de interesse
tr, = tempo de reten¢do do pico de interesse

tRy = tempo de retencao do hidrocarboneto anterior ao pico de interesse

tr,,, = tempo de retengdo do hidrocarboneto posterior ao pico de interesse
4.2.6 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 1H) dos extratos aquosos e etandlicos

Para o preparo das amostras utilizou-se 3 mg dos extratos brutos aquosos e
etandlicos de folhas das seis espécies (C. ulmifolia, C. lasiophylla, C. javitensis, C. decandra, C.
grandiflora e C. arborea).

Essa massa foi solubilizada em 180 pL de metanol deuterado e a solucdo resultante
permaneceu por 30 minutos em banho de ultrassom. Seguidamente, fez-se a centrifugacao
da mesma por 15 minutos e, entdo, com o auxilio de uma pipeta contendo algodao em sua
extremidade inferior, o sobrenadante foi transferido para o tubo de RMN de 3 mm de

diametro.

4.2.7 Fracionamento do extrato aquoso da espécie C. lasiophylla

O extrato aquoso da espécie C. lasiophylla apresentou atividade bactericida contra S.
aureus no bioensaio de determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM).

Este ensaio foi realizado no IFSC-USP, sob responsabilidade da Profa. Dr. llana Lopes
B. C. Camargo. O extrato foi testado em diluicdo seriada (1:2) a partir de 512 ug/mL em caldo

Mueller Hinton (MH) segundo o CLSI (2013). A incubacdo foi a 37°C e a leitura visual dos
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resultados foi feita apds 24h. A concentracdo inibitdria minima (CIM) foi definida como a
menor concentragao que inibe o crescimento microbiano em > 90%.

Devido a este resultado, fez-se o fracionamento destes extratos em busca de uma
analise mais detalhada dos mesmos visando determinar as substancias que poderiam estar
relacionadas direta ou indiretamente com tal resultado.

Entdo, utilizou-se um cartucho de C18 o qual foi ativado com etanol empregando-se,
aproximadamente 3x o volume morto, ou seja, 10 mlL. Posteriormente, fez-se o
condicionamento com dagua e aplicou-se 1,0 mL de amostra, a uma concentragao em torno
de 50 mg/mL de agua. A seguir foram obtidas 8 fra¢des, eluidas com as fases méveis

extratoras indicadas na tabela abaixo.

Tabela 2 - Fases mdveis correspondentes as oito fracdes coletadas.

Fragao Fase movel
0 Somente amostra

H,0 (2mL)

H,O/EtOH 95:05 (2mL)

H,O/EtOH 90:10 (2mL)

H,O/EtOH 85:15 (2mL)

H,O/EtOH 80:20 (2mL)

H,O/EtOH 70:30 (2mL)
EtOH (4mlL)

NOoOoupbhWwWwNBE

(Fonte: obra do autor)

Posteriormente, as fragdes foram secas em Speed Vac e solubilizadas em ACN/H,0

1:1 de forma que a concentracgdo final fosse 15 mg/mL.

4.2.7.1 Analise das fra¢des por CLAE-DAD-CAD

As fracBes aquosas da espécie C. lasiophylla foram analisadas por cromatografia
liquida acoplada a detec¢do no UV/Vis com arranjo de diodos (DAD) e a detecgdo com
aerosol de nitrogénio carregado (CAD), utilizando como eluentes agua ultrapura (A) e
acetonitrila (B). Um volume de 2 uL de amostra foi injetado numa coluna C18 de nucleo
sélido (Phenomenex Kinetex C18, 150 x 2,1 mm, 2,6 um, 100 A) utilizando o seguinte
gradiente: 10 a 25% de B em 15 minutos e 25 a 90% de B em 20 minutos, permanecendo
nesta condi¢gao por 5 minutos. Um método para recondicionamento foi incorporado de

forma que se voltasse a condi¢do inicial em 2 minutos e permanecesse nesta por 3 minutos,
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perfazendo um tempo total de 45 minutos. A vazdo utilizada foi de 400 puL/min, temperatura
da coluna de 35°C, faixa de deteccdo de 200-800 nm e plotagem dos cromatogramas em 254

nm.
4.2.7.2 Analise das fracdes por RMN H

Terminada a andlise por CLAE-CAD-DAD, as fragdes foram secas para que 3 mg
pudessem ser utilizados na andlise por RMN e o restante enviado para bioensaio
novamente. Primeiramente, as fracbes foram secas em Speed Vac. Contudo, fez-se
necessario o uso do liofilizador, ja que elas ndo estavam completamente secas.

Dessa forma, foi possivel pesar os 3 mg das fracdoes em eppendorf. Essa massa foi
solubilizada em 180 pL de metanol deuterado e deixada em banho de ultrassom por 30
minutos. Posteriormente, esta foi centrifugada por 15 minutos e, entdao, com o auxilio de
uma pipeta contendo algoddo em sua extremidade inferior, o sobrenadante foi transferido

para o tubo de RMN de 3 mm de diametro.
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4.3 Resultados e Discussao
4.3.1 Processamento do material vegetal e preparo dos extratos
Com as extragOes, os valores totais obtidos de extrato seco foram tabelados e o

rendimento obtido foi calculado:

Tabela 3 - Rendimento obtido de massa seca por cada grama vegetal.

0 [9) @) ) g O
2 s E) 9 3 )
S 3 s > S Q
3 S 8 S 2 g
> s} S 3 = 3
= = @ e ) S
S Q & 3 Q
Material vegetal/g 7,03 6,99 6,96 7,29 7,00 7,00

Extrato aquoso/mg 1380 471,9 1334,7 1077,1 968,2 1525,1

Rendimento/% 19,6 6,74 19,2 14,8 13,8 21,8

Extrato etanédlico/mg | 492,3 115,1 599,8 506,7 390,4 110,7

Rendimento/% 7,00 1,64 8,62 6,95 5,57 1,58
Extrato hexanico/mg 73,9 40,6 22,6 81,0 44,3 78,2
Rendimento/% 1,05 0,58 0,32 1,11 0,63 1,12

(Fonte: obra do autor)

Observa-se um maior rendimento para aos extratos aquosos, seguidos pelos extratos
etandlicos. Como esse ultimo solvente tem boa performance na extragdo de substancias
com ampla faixa de polaridade, a extracdo final com hexano foi realizada apenas para
certificacdo de que praticamente todos os extrativeis haviam sido obtidos. Os baixos
rendimentos obtidos com esse Ultimo solvente extrator indicam boa performance do etanol.
A andlise comparativa prévia por meio de Cromatografia em Camada Delgada, discutida a

seguir, foi realizada para comparar os extratos hexanico e etandlico.
4.3.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Testes iniciais com hexano e AcOEt indicaram duas proporgdes de solventes
adequadas para analise dos extratos hexanicos e etandlicos: Hex/AcOEt 75:25 (g, = 0,37) e
Hex/AcOEt 25:75 (g = 0,45), com forcas de eluicdo complementares, de forma a permitir a

comparacgao das por¢des menos polares e mais polares, respectivamente, desses extratos.
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Fazendo-se uso de um nomograma de forca eluotrdpica foi possivel obter novas

misturas de solventes que possuem as mesmas forcas de eluicdo de interesse. Entao,

realizou-se uma nova analise cromatografica com as proporg¢des citadas na Tabela 4, visando

melhorar a seletividade da fase movel.

Figura 14 - Nomograma de forca eluotrdpica em modo normal de eluicao.

0.0 0.1 0.2 0.3 ' 04 ' 0.5 06 0.7
f T T T = : T T 1
I 05 112 s 10 30 50 70
Methanol in ethyl ether el N ! Ly
(] : 100
| |
05, 1 2 ' 3 510 3 S0 70
Methanol in dichloromethane |- | | ) 1 11 i W E iy
° | i 100
10 30 50 70 90
IPA in dichloromethane | o TS T W W T S |
0 i : 100
12 5. 10 30 50 80
Acetonitrile in dichloromethane  p——t—1L— L L L1
0 | : 100
1 35 10 30 | :
—— . L1 L all4 Dichloromethane ih hexane
0 100 I I
1 3 5 10 30 5 ;70 :
lI:J_ L 1 1 1 1 L L] JI | |;|l Eth!ieﬁ'lsrlnhexane
0 | 1 |
1 2 5 10 | ® 30 | 50 70
I & L L0 L L L LU THF nhexane
- : ! 100
! |
051 2 5 10 ' 30
— L L L L e nexane
* : | 100
L i L 1 . L l 1 | j
00 0.1 0.2 ' 0.6 0.7

(Fonte: Adaptado de SADEK, 2002)

Tabela 4 - Fases moveis testadas nas analises de CCD e respectivas forgas de eluigdo.

Forga de eluigdo (g) 0,45

0,37

Fase movel 1
Fase movel 2

Fase mdvel 3

Hexano 75% / IPA* 25%

Hexano 25% / AcOEt 75%

Eter etilico 98% / EtOH** 2%

Hexano 75% / AcOEt 25%
Hexano 97% / IPA 3%
Hexano 40% / Eter etilico 60%

Legenda: *IPA = isopropanol; **EtOH = etanol
(Fonte: obra do autor)

As fases modveis compostas por hexano e IPA proporcionaram melhor resolucdo na

analise dos extratos por CCD (Figura 15) e foram utilizadas para comparacdo dos extratos

hexanicos e etandlicos. Pode-se observar, principalmente na eluicdo com Hex/IPA 97:03, que
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os extratos hexanicos contém varios compostos (0,2 < Rf < 0,7) que ndo foram
adequadamente extraidos com etanol, indicando complementariedade na capacidade

extratora desses solventes.

Figura 15 - Placas cromatograficas do extrato hexanico de C. arborea, representado como
exemplo, em hexano/IPA 97:03.

(Fonte: obra do autor)

4.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A comparacdo dos extratos aquosos (Figura 16) e etandlicos (Figura 17) de folhas das
seis espécies de Casearia em estudo ja permite inferir algumas caracteristicas da composicao
quimica dessas amostras. E importante destacar que estes perfis cromatograficos estdo
restritos a compostos que absorvem no UV/Vis. Mas os espectros no UV raramente possuem
informacdo suficiente para atribuir uma estrutura a substancia, ficando sua utilizacao restrita
a proposicdao de algum grupo cromofdrico ou a proposicao de classe de metabdlito com
espectro no UV/Vis bastante caracteristico, principalmente quando essa andlise é baseada
em relatos consistentes de caracterizacdao quimica de espécies vegetais do mesmo género.

Inicialmente pode-se observar que os extratos aquosos possuem teores maiores de
substancias muito polares, eluidas praticamente sem reten¢do no modo reverso (tR < 2 min).
A seguir observa-se um conjunto de substancias eluidas até 16 minutos, sendo que a maioria
delas possui caracteristicas espectrais no UV similares a flavonoides, cujos espectros
apresentam duas bandas de absorgdao em 240-285 nm (banda Il) e em 300-400 nm (banda I).

Esse conjunto de substancias foi extraido com dgua, mas principalmente com etanol, e
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aparentemente sdo comuns a todas as espécies. Ja em tempos de retencdo entre 4,0 e 5,0
minutos dos extratos etandlicos foram identificados fenilpropanoides, mais especificamente,
o acido cafeoilquinico que é um acido clorogénico.

Adicionalmente, outro grupo de substancias, extraidas apenas com etanol, elui entre
34 e 40 minutos e também indica composicdo quimica diferente para cada espécie. Entre
estas substancias, varias apresentam espectro no UV que pode ser atribuido a diterpenos
clerodanicos similares as casearinas, ja descritos em outras espécies de Casearia, assim
como outros caracteristicos de taninos. Em todos os extratos etandlicos é observado um
composto (tR = 39,0 min) com absor¢do no UV entre 400 e 500 nm, com um pico principal
entorno de 450 nm e dois picos menores de cada lado, que pode ser atribuido a um

carotendide (HARBORNE, 1998).

Figura 16 - Cromatogramas dos extratos aquosos de folhas de Casearia, registrados em 254
nm.

o EELTE

C. ulmifolia

C. lasiophylla

C. javitensis

l—] "\‘\rkﬂ,__,.fg_ﬁ_ﬂ_«__ﬁuﬁ-iﬂ,l\_n_._uk_ A

o | - L C. grandiflora. _
<L L m C. decandra

1] w}u\ﬂkw ) C. arborea

(Fonte: obra do autor)
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Figura 17 - Cromatogramas dos extratos etandlicos de folhas de Casearia, registrados em
254 nm.
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(Fonte: obra do autor)

Os espectros no UV/Vis obtidos para os varios compostos detectados por UHPLC-DAD
nos extratos aquosos e etandlicos analisados foram agrupados por semelhanga, de forma a
indicar preliminarmente quando tipos de compostos ou padrées cromofdricos podem ser

encontrados nessas amostras. Essa andlise é apresentada na tabela abaixo.

Tabela 5 - Espectros no UV/Vis obtidos com a anélise por UHPLC-DAD das possiveis classes
presentes.

Classe uv

Pico 2 - 100% em 9,49 min

257,1
. : 354,3
Flavonoide

T pico #13 - 100% em 26,57 min
216,6

254,0
Tanino
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F'Pico 439 100% em 34,59 min

234,0 264,1

Diterpeno clerodanico

Pico #24 - 100% em 38,74 min 446,2

Carotenoide

I Pico #3 - 100% em 4,14 min 325’0
218,4

240,9
Acido clorogénico

(Fonte: obra do autor)

4.3.4 Cromatografia Gasosa (CG)

Como ja dito, para auxiliar o tratamento dos dados, utilizou-se bases de dados como
NIST e GMD para obtencdo de dados de indice de retencdo (IR) tedricos de cada substancia
indicada como candidata a partir da comparacao de espectros de massas real e da base de
dados NIST/WILEY. Dessa forma, foi possivel identificar alguns compostos presentes nos
extratos aquosos sililados, hexanicos sililados e ndo sililados das espécies em estudo.

No preparo de amostras, os extratos aquosos foram submetidos primeiramente ao
processo de metoximagdo e, posteriormente, a derivacdo com MSTFA. Ja os extratos
hexanicos foram submetidos diretamente a sililacao.

Na primeira etapa, a formacao da oxima com metoxiamina protege a carbonila em
uma reacgao de substituicdo nucleofilica devido a ligagdao C=N formada evitando a ciclizacdo e
descarboxilagao dos agucares (GULLBERG et al., 2004), como pode ser observado na Figura

18 na qual tomou-se o acido glicérico como exemplo.
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Figura 18 - Mecanismo proposto de metoximacao do acido glicérico.

(Fonte: obra do autor)

Com a carbonila protegida, fez-se a sililacdo formando o 4acido glicérico (1IMEOX
3TMS) por meio de uma reacdo Sn2 na qual o nucledfilo aborda por tras o atomo de silicio
gue carrega o grupo retirante, isto é, pelo lado diretamente oposto ao grupo retirante. Ela
envolve apenas uma etapa, ndo havendo intermedidrios, somente um estado de transicdo

(SOLOMONS & FRYHLE, 2001), como pode ser visto na figura abaixo:

Figura 19 - Mecanismo proposto da primeira sililagao do acido glicérico formando o derivado
1TMS.

t
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OBS: Este mesmo mecanismo é repetido em mais duas etapas para a formagdo do derivado 3TMS.
(Fonte: adaptado de Knapp, 1979)

Terminado o preparo das amostras, fez-se a injecdo no cromatégrafo a gas obtendo-
se os cromatogramas e, para cada pico presente, calculou-se o indice de retencdo linear bem

como analisou-se os indices de similaridade dos espectros de massas.
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Primeiramente, o cdlculo do indice de retencdo nada mais é do que a relagdo entre o
pico da substancia de interesse e os picos dos hidrocarbonetos eluidos anteriormente e
posteriormente a este pico. A seguir, encontra-se um exemplo de calculo do indice de

retencdo linear que foi aplicado a todos os picos dos cromatogramas.

Figura 20 — Exemplo de calculo do IR do acido glicérico (IMEOX 3TMS) utilizando a equacdo
de Van Den Dool e Kratz.

7.5
5.0 ; g

: C13  Acido glicérico C14
2.5 , X

] f f /
0.0t ——— L
e e e oo,
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(Fonte: obra do autor)

Acido glicérico (LMEOX 3TMS) — tg = 7,417 min
C13 -tz = 6,762 min
C14 -tz = 9,614 min

IR = 100 + 13 + 100 « 417 = 6,762
= * *
9614 - 6762
IR = 1322

Seguidamente, analisaram-se os espectros de massas obtidos experimentalmente
com os fornecidos pelas bases de dados. Como exemplo, segue abaixo os espectros de

massas do fitol (1TMS).

Figura 21 — Estrutura molecular e espectros de massas do fitol (1TMS).
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(Fonte: obra do autor)
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Neste caso, o fitol (1TMS) sofre dois tipos de segmenta¢do: a a, com perda de um

elétron de um orbital i, e a indutiva, com perda de um elétron de um orbital ndo ligante.

Como pode ser observado na figura abaixo, a segmentacdo a é responsavel pela

formacgdo do pico base, referente ao ion com razdo massa carga (m/z) igual a 143 e a

segmentacdo indutiva é responsavel pela formagdo do pico com m/z igual a 73.

Figura 22 — Segmentacdo a: formacdo do pico base em m/z = 143.
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(Fonte: obra do autor)
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Figura 23 - Segmentacdo indutiva: formagdo do pico m/z = 73.

CH
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(Fonte: obra do autor)

4.3.4.1 Analise dos extratos aquosos de folhas por Cromatografia Gasosa (CG)

Os extratos aquosos sililados foram encaminhados para o Nucleo de Pesquisas em
Produtos Naturais e Sintéticos (NPPNS) localizado na USP em Ribeirdo Preto para serem
analisados. Espera-se identificar varios compostos polares de baixa massa molecular que,

apos sililados, possam ser analisados e identificados por CG-EM.
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Figura 24 - Cromatogramas referentes as analises por CG-EM dos extratos aquosos sililados
de Casearia spp..
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(Fonte: obra do autor)

Através desta anadlise por CG-EM e com o auxilio das bases de dados NIST e GMD foi
possivel determinar alguns compostos polares dentre os quais se encontram principalmente
acidos carboxilicos, aclicares e compostos fendlicos, entre outros constituintes minoritdrios.

Estas substancias estao organizadas na tabela a seguir.
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Tabela 6 - Substancias tentativamente identificadas no extrato aquoso sililado de cada
espécie através do indice de Similaridade (SI) e do indice de Retencio (IR).

g 2 ¢ & § s
< S 3 S ES S Base de
Substancia g IS £ 3 2 | tR IR, IR S| Classe
= a 3 R S 3 dados
. = = > N
o G o o s °
Acido maleico 0,14 6645 1295 1301 GMD 92 Acido
(2TMS) ! ! carboxilico
Acido succinico Acido
(2TMS)* 0,30 0,24 6,913 1305 1311 GMD 94 carboxilico
Acido glicérico Acido
1 7 7,42 132 132 MD .
(3TMS)* 0,16 8,60 059 0,3 ,420 323 320 G 95 carboxilico
Acido fumarico Acido
(2TMS) 0,13 7,936 1341 1347 GMD 95 carboxilico
Hidroquinona Composto
1 14 1402 MD o
TS 8,5 9,608 1400 1402 G 95 e
Levoglucosan 0,08 12,449 1486 1491 NIST 91 Agucar
Acido eritrénico Acido
(4TMS)* 0,40 1,51 057 0,46 14,810 1555 1545 GMD 91 carboxilico
1E-D-Glicose ,
(IMEOX 5TMS)* 2,26 4,96 26,845 1908 1901 NIST 93 Agucar
trans-Acido cafeico 0,56 1,02 33,001 2135 2136 GMD 93 C_omposto
fendlico

(3TMS)*

Legenda: Para as substancias marcadas com asterisco (*) realizou-se a média dos tR, IR calculado e SI, ja que se
encontravam em mais de uma espécie. Para melhor interpretacdo, os valores da drea do pico estdo na mesma
6 1 . ~ 1 . ~
escala (x10°). IR.: Indice de retencdo calculado; IR;: Indice de retencdo tabelado.

(Fonte: obra do autor)

Para facilitar a andlise comparativa da constituicdo quimica desses extratos aquosos

de folhas é apresentado na Figura 25 um grafico de barras que permite comparar as classes

identificadas nestes extratos.

Figura 25 - Teor relativo das classes de substancias identificadas nos extratos aquosos
sililados de Casearia spp.
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(Fonte: obra do autor)

Analisando a tabela e grafico acima, é possivel detectar algumas semelhancgas e
diferengas entre os extratos aquosos das espécies, bem como destacar as classes

majoritarias.

e Acido glicérico (3TMS) e 4cido eritrénico (4TMS) foram detectados na maioria dos
extratos com excecdo das espécies C. ulmifolia e C. lasiophylla. Além disso, dentre
elas, a C. decandra foi a que apresentou maior quantidade de acido carboxilico, como
pode ser observado no grafico.

e A C. decandra foi a espécie que apresentou os dois picos majoritarios referentes ao
acido glicérico (3TMS) e a hidroquinona (2TMS) sendo esta ultima ja identificada em
estudo anterior (VIEIRA JUNIOR, 2010) e, também, a responsavel pelo alto teor de
composto fendlico nesta espécie;

e C. arborea e C. grandiflora merecem destaque para a presenca de 1E-D-glicose. No
grafico é visivel que a maior quantidade de agucar é proveniente de ambas as

espécies.

Figura 26 - Estrutura molecular das principais substancias identificas nos extratos aquosos de
Casearia spp.

OH
o OH OH
MOH
H 2 2
OH OH
OH
Hidroquinona 1E-D-Glicose
(0]
HO OH
OH OH
Acido eritronico Acido glicérico

(Fonte: obra do autor)
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Até agora, foram relatados a ocorréncia de onze flavonoides glicosilados no género
Casearia (XIA et al., 2014). A andlise por UHPLC-DAD realizada anteriormente nos extratos
aquosos forneceu espectros UV caracteristicos da classe. Sabe-se que os derivados
trimetilsililados de flavonoides monoglicosilados podem ser analisados por CG. Contudo,
como a faixa de aquisicdo do EM foi inadvertidamente selecionada entre m/z 40-550

Daltons, esta classe ndo pode ser identificada por CG-EM.

4.3.4.2 Analise dos extratos hexanicos de folhas por Cromatografia Gasosa (CG)

A anadlise dos extratos hexanicos tem a intencdo de obter informac¢des quanto a
composicao quimica apolar presente nas espécies em estudo. Com a sililacio do extrato
hexanico bruto e sua subsequente andlise por CG-EM também pode-se obter dados de
retengdo e EM de compostos presentes nesses extratos apolares, mas que contém grupos
polares que inviabilizam a analise direta, como acidos e alcodis graxos, por exemplo.

Dois tipos de extratos hexanicos também foram enviados para andlise por CG-EM na
Universidade de Sdo Paulo (USP) em Ribeirdo Preto: extrato hexanico tal e qual (10 mg) e

extrato hexanico sililado (5 mg).

4.3.4.2.1 Extrato hexanico ndo sililado

Figura 27 - Cromatogramas referentes as analises por CG-EM dos extratos hexanicos ndo
sililados de Casearia spp.
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(Fonte: obra do autor)
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Os extratos hexdnicos ndo sililados apresentaram uma grande variedade de
substancias apolares tais como terpenoides e hidrocarbonetos, dentre outras classes como

visto na tabela e gréfico a seguir:

Tabela 7 - Substancias tentativamente identificadas no extrato hexanico nao sililado de cada
espécie através do Indice de Similaridade (Sl) e do indice de Reteng&o (IR).

S o
£ 3 8 £ s B
) S S s 3 S Base de
Substancia g 9 ¥ 3 g | tR IR. IR Sl Classe
3 § 3 kY g S dados
S S §; §; G ©
a-Cubebeno 1,83 - - . . . 10097 1349 1352 NIST 91 _lerpenoide
(Sesquiterpeno)
(-)-Espatulenol 4,76 - ; . - . 17860 1575 1582  NIST o4 | erpenoide
(Sesquiterpeno)
Neofitadieno* 4,68 16,5 650 833 551 1,97 27,063 1837 1836 NIST o1 _ c'penoide
(Sesquiterpeno)
Farnesilacetona - 5,15 - - - - 29,429 1907 1915 NIST 90 Cetona
Acido , 241 533 - - 575 - 31210 1962 1960 NIST 94  Acido graxo
palmitico
Etil palmitato* - 10,2 7,29 - 1,66 - 32,209 1992 1994 NIST 95 Estergraxo
Acido palmitico -
(1TMS)** 20,4 - - - - - 33,863 2045 2045 GMD 95 Acido graxo
Fitol* . 1785 9,89 562 253 442 35760 2106 2112  NIST o4  lerpenoide
(Diterpeno)

Acido Oleico .

(1TMS)** 125,1 - - - - - 38,945 2214 2218 NIST 94 Acido graxo
Heptacosano* - 5,59 - 1,53 3,56 1,33 51,867 2700 2699 GMD 95 Hidrocarboneto
Octacosano* - 2,24 2,49 0,55 1,34 0,56 54,250 2800 2800 GMD 94 Hidrocarboneto
Nonacosano* 6,84 108,6 157,3 92,4 102,8 25,3 56,563 2900 2894 GMD 96 Hidrocarboneto

T .
a-Tocoferol* - 743 199 4,62 12,4 185 61,159 3111 3112  NIST 90 erpenoide

(Tocoferol)
B-Sitosterol* 7,09 39,8 10,2 8,56 24,6 2,18 64,709 3284 3296 NIST 90 Esteroide

Legenda: Para as substancias marcadas com asterisco (*) realizou-se a média dos tR, IR calculado e SI, ja que se
encontravam em mais de uma espécie. Para melhor interpretacdo, os valores da area do pico estdo na mesma
escala (x105). IR:: ndice de retencdo calculado; IR;: indice de retenc3o tabelado.

**Substancias detectadas na forma de derivados sililados.

(Fonte: obra do autor)

A anadlise geral indica a ocorréncia em todas as amostras de neofitadieno,
nonacosano, fitol e a-tocoferol (ambas com teor destacado em C. lasiophylla), e B-sitosterol.
Como a identificacdo ainda demanda revisdo cuidadosa segue andlise comparativa

considerando apenas as classes das substancias:

e C. ulmifolia: apresenta teores maiores de acidos graxos;

e C. lasiphylla: é a que apresenta teores maiores de terpenoides;



49

e (. javitensis: teor destacado de hidrocarbonetos (alcanos);

e C. decandra, C. grandiflora e C. arborea: ndao se destacam em relacdao as demais
amostras em nenhuma classe de compostos identificada nos extratos hexanicos;

e Algumas substancias em comum nos seis extratos foram identificadas (Figura 28),
mas também foi possivel observar algumas caracteristicas de cada espécie, como

sera discutido na analise comparativa dos extratos aquosos e hexanicos.

Figura 28 - Estrutura molecular das substancias identificadas em comum nos extratos
hexanicos nao sililados de Casearia spp.

Neofitadieno
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Nonacosano o — Tocoferol

(Fonte: obra do autor)

Assim como anteriormente, para melhor visualizacdo e entendimento, um grafico
baseado nas classes dessas substancias foi plotado em funcdo da area do pico de cada uma
nos extratos hexanicos nao sililados das seis espécies estudadas. Tal grafico se encontra a

seguir:
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Figura 29 - Teor relativo das classes de substancias identificadas nos extratos hexanicos nao
sililados de Casearia spp.

M C. ulmifolia W C. lasiophylla W C. javitensis W C. decandra W C. grandiflora W C. arborea
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Acido grax0 Cetona Ester 8% qrocarboneto Terpenoide gsterol

(Fonte: obra do autor)

A presenca de terpenoides em todas as espécies ja era esperada visto que existem
varios relatos sobre ocorréncia de substancias desse tipo no género Casearia. Segundo (XIA
et al., 2014), substancias como B-sitosterol e espatulenol ja foram identificadas nas folhas da
espécie C. sylvestris Sw.

De modo geral, diversos metabdlitos secundarios ja foram identificados no género
Casearia, sejam eles, terpenoides, esteroides, fenilpropanoides, flavonoides e outros

fendlicos (XIA et al., 2014), como citado na introducgao.

4.3.4.2.2 Extrato hexanico sililado

Os cromatogramas obtidos das seis espécies em estudo se encontram na figura

abaixo.



51

Figura 30 - Cromatogramas referentes as analises por CG-EM dos extratos hexanicos sililados
de Casearia spp.

2.25—5

2.00—5

1.?5—5

150 l

125—5L| L jC. arbore(.’; A M J.., o ul it A 7 —
] C. decandra |

1,004 | . :
] C. grandiflora

075k — “ X 1 ) ot e
] C. javitensis

I:I.SD—-..I..L.L .Ja.| L L J ik i la T8 PP | A .'| il
] C. lasiophylla M

D_Qs:w_w_l | "—*-u

C. ulmifolia

10 20 a0 40 50 B0 70 &

(Fonte: obra do autor)

A tabela abaixo contém as substancias identificadas nos extratos das seis espécies:

Tabela 8 - Substancias tentativamente identificadas no extrato hexanico sililado de cada
espécie através do Indice de Similaridade (SI) e do indice de Retencdo (IR).

S o
. Bl S S B
Substancia g S £ 3 2 -§ tR IR, IR, ase de N Classe
E 3 3 3 ‘g S dados
) S §; ) G ©
=
B-Cubebeno ; - - ; - 085 9225 1396 1388 NIST 94 erpeno
(Sesquiterpeno)
Neofitadieno* - 398 - 595 - 494 24218 1839 1836 NIST 90 Hidrocarboneto
AC'?;’TTA':;“CO 058 1,00 - 043 - 053 24485 1847 1843 NIST 90  Acido graxo
Etil palmitato* 0,36 5,66 2,17 - - 0,86 29,115 1990 1993 NIST 95 Estergraxo
Ac'czcl’Tpl\;'S")"f'°° 11,7 323 842 998 3,20 17,4 30,775 2043 2040 NIST 97  Acido graxo
Fitol (1ITMS)* 13,3 1287 6,19 460 563 27,5 3466 2173 2181 NIST 91 Terpeno
(Diterpeno)
Ac'?ﬁk;‘;’;f'co 205 129 - 222 1,23 - 35604 2205 2209 NIST 90 Acido graxo
Acido. ; ; - ; - 081 46918 2635 2632 NIST 90  Acido graxo
docosandico
Heptacosano* 1,54 2,20 - 1,98 1,21 - 48,439 2698 2699 GMD 96 Hidrocarboneto
Octacosano* 069 079 10,77 1,57 0,51 - 50,762 2798 2800 GMD 96 Hidrocarboneto
Esqualeno* - 199 - 662 - - 51,05 2811 2815 NIST 95 Terpeno

(Triterpeno)
Nonacosano* 364 393 46,9 535 27,1 20,7 53,049 2899 2894 GMD 96 Hidrocarboneto
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Triacontano* 0,83 - 3,32 1,67 0,60 - 55,179 2998 2995 GMD 95 Hidrocarboneto
ESt'gg’_ZS;:'e”' - - - - - 643 64168 3451 3458 NIST 92 Esterol

Legenda: Para as substancias marcadas com asterisco (*) realizou-se a média dos tR, IR calculado e Sl, ja que se
encontravam em mais de uma espécie. Para melhor interpretagdo, os valores da area do pico estdo na mesma
escala (x106). IR.: indice de retencio calculado; IR;: indice de retencdo tabelado.

(Fonte: obra do autor)

Como pode ser observado na tabela acima, hd uma grande variedade de substancias
identificadas nestes extratos, sendo acidos graxos, terpenos e hidrocarbonetos as classes
majoritarias.

Comparando-se a tabela representada acima com o cromatograma presente na
Figura 30, é possivel determinar os picos mais intensos sendo referentes aos constituintes

majoritarios. Estes sao:

e Pico 12: Acido palmitico (1TMS) — destaque para a espécie C. lasiophylla.
e Pico 19: Fitol (1TMS) — destaque para a espécie C. lasiophylla.

e Pico 32: Nonacosano — destaque para a espécie C. decandra.

Figura 31 - Estrutura molecular das substancias majoritdrias identificadas nos extratos

hexanicos sililados de Casearia spp.
o}

/\/\/\/\/\/\/\)J\OH
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(Fonte: obra do autor)

De forma simplificada, o grafico de colunas abaixo representa as principais classes de

compostos presentes nos extratos hexanicos sililados estudados:
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Figura 32 - Teor relativo das classes de substancias identificadas nos extratos hexanicos
sililados de Casearia spp.
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(Fonte: obra do autor)

Dessa forma, pode-se observar que a C. lasiophylla se destaca em relacdo as outras
espécies pelo alto teor de terpenos assim como de acidos graxos. Ja a C. javitensis e C.
decandra merecem destaque para as suas grandes quantidades de hidrocarbonetos e a C.

arborea para a de esteroides.

4.3.4.3 Analise comparativa dos extratos hexanicos e aquosos por CG-EM

E possivel, agora, comparar os trés extratos analisados por CG-EM. O esquema abaixo
contendo as substancias que se destacam em cada extrato das seis espécies de Casearia
facilita a comparagao de suas composi¢des quimicas.

Como se pode observar, os extratos aquosos destas espécies sdo muito semelhantes
jad que suas composi¢des se destacam principalmente pela presenca de acidos carboxilicos
como acido glicérico e acido eritronico. Outras substancias como, por exemplo, os
compostos fendlicos hidroquinona e trans-acido cafeico, e o aclcar levoglucosan sdo
caracteristicas exclusivas das espécies C. decandra, C. lasiophylla e C. ulmifolia,
respectivamente.

Ja ambos os extratos hexanicos se destacam pela presenga do nonacosano. No caso
do extrato hexanico ndo sililado, algumas espécies como C. ulmifolia e C. lasiophylla

apresentam substancias caracteristicas como o 4cido oleico e a-tocoferol, respectivamente.
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Por fim, os extratos hexanicos sililados também se destacam pela presenca comum
do hidrocarboneto nonacosano. Ainda, substancias tais como B-cubebeno e estigmast-4-en-
3-ona sdo caracteristicas da espécie C. arborea. Ja a C. lasiophylla merece destaque pelo seu

alto conteudo de fitol.

Acido glicérico (3TMS) _ _
Acido eritrdnico (4TMS) ) Fitol (1TMS) B-Sitosterol
1E-D-Glicose (IMEOX 5TMS) Acido palmitico (1TMS) Neofitadieno
7'y T A
Aquoso sililado Hexanico sililado Hexanico
Nonacosano

(Fonte: obra do autor)

4.3.5 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *H) dos extratos aquosos e etandlicos

A Ressonancia magnética nuclear é considerada uma ferramenta essencial na
caracterizagdo, identificacdo e elucidagdo de estruturas moleculares. Neste sentido, a
obtencdo dos espectros de RMN de 'H dos extratos brutos alcodlicos e aquosos das seis
espécies do género Casearia em estudo objetivou documentar, através de uma técnica
bastante reprodutivel, seus respectivos perfis quimicos e posteriormente compara-las
visando uma andlise sistematica.

Uma vez que, para estas espécies, pouca ou nenhuma informacado estad disponivel,
incluiu-se nesta analise a espécie C. sylvestris, a qual tem sido bastante estudada em nosso
grupo de pesquisas (atualmente processos FAPESP #2011/21440-3 e 2013/01680-5).
Portanto, foram incluidos nesta andlise os espectros de RMN de 4 dos extratos
hidroalcédlicos de duas variedades de C. sylvestris, as quais possuem perfis quimicos bastante
caracteristicos: a variedade sylvestris, que apresenta principalmente diterpenos do tipo
clerodanico e a variedade lingua, caracterizada pela presenca de compostos fendlicos,
dentre eles, flavonoides glicosilados.

De forma geral e, como jd observado nas analises por UHPLC-DAD, verifica-se a

presenca massiva de flavondides em todas as espécies, tantos nos extratos etandlicos,
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quanto nos aquosos. E possivel observar os sinais caracteristicos dos hidrogénios aroméaticos
(anéis A e B) entre 6,0 e 8,0 ppm, principalmente nos extratos etandlicos, exceto para os
extratos etandlico de C. javitensis e aquoso de C. ulmifolia, cujos referidos sinais em seu
espectro estdo presentes, porém pouco intensos. Ao se comparar visualmente tais espectros
com os espectros das duas variedades de C. sylvestris, nota-se que, nesta regido onde
ocorrem os hidrogénios aromadticos, o espectro da variedade lingua é o que mais se
assemelha com as espécies em estudo, conforme esperado (HARBORNE, 1994).

Ainda, na regido entre 3,0 e 4,0 ppm, é possivel observar inUmeros sinais que foram
atribuidos a presenga de agucares, sugerindo a ocorréncia de flavondides glicosilados em
todas as espécies, principalmente nos extratos aquosos. A presenca de hidrogénios
anoméricos foi sugerida devido a ocorréncia de pequenos sinais entre 5,0 e 5,5 ppm
(HARBORNE, 1994).

Sobre a ocorréncia de diterpenos do tipo clerodanico, os quais ja foram relatados em
diversas espécies do género Casearia (XIA et al., 2014), foi interessante notar sinais
caracteristicos somente no extrato etandlico da espécie C. lasiophylla, corroborando com o
que foi observado nas andlises por UHPLC-DAD (Figura 33). Além disso, por comparagao, o
espectro do extrato etandlico de C. lasiophylla foi o que mais se assemelhou com o espectro
de C. sylvestris variedade sylvestris. Os sinais entre 1,8 e 2,1 ppm e entre 3,4 e 3,9, foram
atribuidos a presenca de grupos metdéxido (OMe) e acetato (OAc), respectivamente, e sdo
caracteristicos das cadeias laterais que ocorrem em casearinas. Entre 2,2 e 2,5 sdo
observados os duplo dubletos referentes a H-10, do esqueleto bdsico das casearinas,
enquanto que entre 5,1 e 5,4 foi observado um dubleto atribuido a H-12, também do

esqueleto bdsico (SANTOS, 2008).
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Figura 33 — Cromatograma do extrato etandlico da espécie C. lasiophylla destacando duas
regioes referentes a presenca de flavonoides e diterpenos clerodanicos as quais também
puderam ser identificadas por RMN *H.
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(Fonte: obra do autor)

A presenca de fenilpropandides em C. lasiophylla, conforme ja sinalizada pela
presenca de acido cafeoilquinico através das andlises cromatograficas (Figura 33), pode ser
relacionada com a ocorréncia tipica dos sinais de hidrogénios trans-olefinicos com constante
de acoplamento (J) entre 15 e 16 Hz, na regido de 6 6,1 — 6,5 (H-8") e principalmente na
regidao de 6 7,6 — 7,7 (H-7°), tanto no extrato etandlico quanto no aquoso desta espécie
(CHOI et al., 2005).

Além disso, sinais entre 1,0 e 1,5 ppm podem indicar hidrogénios de cadeia alifatica
(PAVIA et al., 2010) corroborando com a identificagdo dos carotenoides nos extratos
etandlicos por UHPLC-DAD e, no caso dos extratos aquosos, com a presenca de uma cadeia
alifatica em algum substituinte.

Finalmente, o singleto intenso observado em cerca de & 6,7 no espectro do extrato
aquoso de C. decandra confirma a presenc¢a de hidroquinona em quantidade significativa

nessa amostra (VIEIRA JUNIOR, 2010).



57

Figura 34 - Espectros de RMN H (CD;0D) referentes aos extratos aquosos das seis espécies
em estudo e de duas variedades de C. sylvestris.
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Figura 35 - Espectros de RMN 'H (CD;OD) referentes aos extratos etandlicos das seis
espécies em estudo e de duas variedades de C. sylvestris.
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(Fonte: obra do autor)

4.3.6 Analise das fra¢des da C. lasiophylla por CLAE-DAD-CAD

A andlise por CLAE-DAD-CAD possibilitou algumas conclusdes. Como pode ser
observado na Figura 36, grande parte das substancias presentes nas fra¢des eluiram
juntamente com o volume morto, ja que se tratam de compostos muito polares e, portanto,
ndo ficam retidos na coluna. Devido a isso, nada se pode afirmar sobre a constituicdo das
fracoes 0, 1, 2, 3 e 4 (Figuras 36 e 37).

Apenas trés fragbes apresentaram picos em tempos de retengdo maiores que o
tempo morto, os quais representam as substancias mais retidas, sendo estas as fragdes 5, 6
e’.

O CAD (do inglés Charged Aerosol Detector) é categorizado como um detector
universal para HPLC devido a sua resposta a maioria dos analitos. O efluente é nebulizado e
a fase modvel é evaporada. Entdo, os analitos na fase gasosa sdo misturados com uma
corrente de gas nitrogénio a qual foi positivamente carregada por um dispositivo Corona.

Dessa forma, a carga é transferida para as particulas do analito e espécies carregadas de alta
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mobilidade sdo removidas para melhorar a qualidade do sinal. Os analitos carregados

remanescentes geram um sinal que é lido por um eletrometro (SNYDER et al., 2010). Nos

cromatogramas registados pelo CAD sdo observados praticamente as mesmas bandas vistas

na deteccdo por UV, exceto para a fracdo 7, onde foram detectadas varias substancias

eluindo entre 20-40 minutos, ndo detectados por UV.

Figura 36 - Cromatogramas registrados a 254 nm referentes as 8 fracdes (0 a 7) do extrato

aquoso de C. lasiophylla.
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Figura 37 - CAD correspondente aos cromatogramas descritos na Figura 36.
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Analisando os espectros no ultravioleta (UV) referentes a cada pico presente nestes

cromatogramas, pode-se concluir que tais fracdes contem 4acido clorogénico,

um
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fenilpropanoide, mas, majoritariamente, flavonoides, como estd representado na tabela
abaixo. Ambos ja foram detectados previamente por UHPLC-DAD no extrato aquoso desta

espécie.

Tabela 9 - Classe de compostos identificados por detec¢do UV nas fragdes 5, 6 e 7.

Classe uv

257.0
Flavonoide 354.9

) 217.7 292.9 315.2

Acido

clorogénico

(Fonte: obra do autor)

4.3.7 Andlise das fracbes da C. lasiophylla por RMN *H

Muito semelhante a discussdo envolvendo o extrato aquoso de tal espécie, a analise
por RMN 'H das fracdes aquosas apresentaram sinais caracteristicos de fenilpropanoides,
mas principalmente de flavonoides.

Como discutido anteriormente, a andlise por CLAE-DAD possibilitou a verificacdo de
ocorréncia de flavonoides nas fracdes 5, 6 e 7 corroborando com os espectros de RMN 'H os
guais apresentam sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos dos anéis A e B (entre 6,0
e 8,0 ppm) (HARBORNE, 1994).

J4 a regido que compreende de 3,0 a 4,0 ppm se refere a agUcares propondo a
existéncia de flavonoides glicosilados. Nota-se que todas as fracdes sdo ricas nesta faixa,
contudo, as duas primeiras (0 e 1), que possuem maior propor¢cdo de dgua em sua
composicdo, merecem destaque ja que apresentam varios sinais nesta regido. Para os
pequenos sinais na faixa entre 5,0 e 5,5 ppm supde-se a presenca de prétons anoméricos de

acucares (HARBORNE, 1994).
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As regioes 6,1 — 6,5 ppm e 7,6 — 7,7 ppm nas fracdes de 1 a 7 sdo atribuidas a
presenca de fenilpropanoides, o que é consistente com a identificacdo de acido clorogénico
por UHPLC-DAD, e se referem a dois prétons trans olefinicos, H-8" e H-7’, respectivamente,
com acoplamento entre 15 e 16 Hz (CHOI et al., 2005).

Além disso, sinais entre 1,0 e 1,5 ppm podem indicar hidrogénios de cadeia alifatica
(PAVIA et al., 2010) presentes em algum substituinte.

Essas fracdes foram encaminhadas para realizacdo de bioensaios, e a fracdo ativa
terd sua constituicdo quimica descrita em detalhes, visando identificacdo de eventuais

principios ativos.

Figura 38 - Espectros de RMN 'H referentes as fracdes de 0 a 7 da espécie C. lasiophylia.
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5 CONCLUSAO

Diante de todos esses resultados gerados com as andlises cromatograficas e
espectroscopicas, pode-se concluir que elas sdo complementares uma vez que forneceram
dados acerca das composicdes dos trés extratos analisados.

As seis espécies estudadas apresentaram composicdes quimicas ricas visto que uma
vasta gama de compostos foi identificada.

Os dados fornecidos pelas técnicas de UHPLC-DAD e RMN H possibilitou uma visao
geral da composicdo dos extratos mais polares, aquosos e etandlicos, os quais sdo
constituidos  majoritariamente  por aclcares, acidos carboxilicos, flavonoides,
fenilpropanoides e, para a C. lasiophylla, também notou-se a forte presenga de diterpenos
clerodanicos.

J4 os dados fornecidos para os extratos mais apolares, hexanicos, através da
cromatografia gasosa acoplada com a espectrometria de massas, proporcionou a
identificacdao de uma série de compostos dentre os quais merecem destaque os terpenoides,
acidos graxos e hidrocarbonetos.

Alguns dos compostos identificados em tal trabalho ja possuem relatos no género
Casearia como visto anteriormente. Contudo, grande parte deles estd sendo identificada
pela primeira vez.

Através das andlises realizadas foi possivel um contato maior com técnicas avangadas
de analise qualitativa de compostos organicos em extratos vegetais proporcionando um
treinamento qualificado tanto nos equipamentos quando nos softwares utilizados.

De todas as espécies estudadas no presente trabalho, a que mais se sobressaiu do
ponto de vista quimico e farmacoldgico foi a C. lasiophylla devido a sua atividade
antimicrobiana contra a bactéria Staphylococcus aureus apresentando um potencial
bactericida que, futuramente, por meio de estudos mais aprofundados, pode ser explorado

e se tornar um fitoterdpico.



63

6 REFERENCIAS

ALl, K. et al. Pre-analytical method for NMR-based grape metabolic fingerprinting and
chemometrics. Analytica Chimica Acta, v. 703, p. 179-186, 2011.

BEUTLER, J. A. et al. Novel Cytotoxic Diterpenes from Casearia arborea. Journal of Natural
Products, v. 63, n. 5, p. 657-661, 2000.

BRAITHWAITE, A.; SMITH, F. J. Chromatographic Methods. 5. ed. Dordrecht: Kluwer
Academic Publishers, 1996. 559 p.

BUENO, P. C. P. Variabilidade quimica infraespecifica e dinamica de metabdlitos
secundarios fendlicos e diterpénicos em Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae): correlacdo
metabolomica e proteOmica utilizando cromatografia, espectrometria de massas,
ressonancia magnética nuclear e quimiometria. 2015. 255 p. Tese (Doutorado em Quimica) —
Instituto de Quimica, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Araraquara,
2015.

CHANG, K. C., et al. A cytotoxic butenolide, two new dolabellane diterpenoids, a chroman
and a benzoquinol derivative from Formosan Casearia membranacea. Planta Medica, v. 69,
n.7, p. 667-672, 2003.

CHOI, Y. H. et al. Classification of Ilex Species Based on Metabolomic Fingerprinting Using
Nuclear Magnetic Resonance and Multivariate Data Analysis. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v. 53, p. 1237-1245, 2005.

Clinical And Laboratory Standards Institute. Performance standards for antimicrobial
susceptibility testing. In: 23th Informational Supplement. CLSI document M100-S23. Wayne:
2013.

COLLINS, C. H.; BRAGA, G. L.; BONATO, P. S. Fundamentos de Cromatografia. 4. ed.
Campinas: Editora da Unicamp, 2006. 456 p.

DROZD, J. Chemical Derivatization in Gas Chromatography. 1. ed. Amsterdam: Elsevier
Science Publishers B. V., 1981. 232p.

DE MORAIS, S. M. et al. Essential Oil of Casearia grandiflora Camb. Journal of Essential Oil
Research, v. 9, n. 6, p. 697-698, 1997.

GONCALVES, T. O. et al. Hidroquinona — principio antioxidante e toxico de Casearia decandra
(Salicaceae). In: 322 REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE QUIMICA, 2009,
Fortaleza. CD de resumos. v. 1.

GULLBERG, J. et al. Design of experiments: an efficient strategy to identify factors influencing
extraction and derivatization of Arabidopsis thaliana samples in metabolomic studies with
gas chromatography/mass spectrometry. Analytical Biochemistry, v. 331, p. 283-295, 2004.

HARBORNE, J. B. The Flavonoids: advances in research since 1986. 1. ed. London: Chapman
& Hall, 1994. 676p.



64

HARBORNE, J. B. Phytochemical Methods: A guide to modern techniques of plant analysis.
3. ed. London: Chapman & Hall, 1998. 302 p.

KIM, H. K.; CHOI, Y. H.; VERPOORTE, R. NMR-based plant metabolomics: where do we stand,
where do we go?. Trends in Biotechnology, v. 29, n. 6, p. 267-275, 2011.

KNAPP, D. R. Handbook of Analytical Derivatization Reactions. 1. ed. New York: John Wiley
& Sons, 1979. 741p.

KUMAR, S.; PANDEY, A. K. Chemistry and Biological Activities of Flavonoids: An Overview.
The Scientific World Journal, v. 2013, 2013.

MAISTRO, E. L.; CARVALHO J. C. T.; MANTOVANI, M. S. Evaluation of the genotoxic potential
of the C. sylvestris extract on HTC and V79 cells by the comet assay. Toxicology in Vitro, v.
18, n. 3, p. 337-342, 2004.

MARINS, K. et al. Atividade antimicrobiana das folhas de Casearia decandra Jacq. Revista
Brasileira de Farmadcia, v. 92, n. 4, p. 295-298, 2011.

MARQUETE, R. O género Casearia Jacq. no Brasil. 2010. Tese (Doutorado em Botanica) —
Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro, Escola Nacional de Boténica
Tropical, Rio de Janeiro, 2010.

MARQUETE, R.; VAZ, A. M. S. F. O género Casearia no estado do Rio de Janeiro, Brasil.
Rodriguésia, n.58, v.4, p.705-738, 2007.

PAVIA, D. L. et al. Introdugao a Espectroscopia. 4. ed. S3o Paulo: Cengage Learning, 2010.
700p.

PEDROSO, K. et al. Levantamento de plantas medicinais arbdreas e ocorréncia em Floresta
Ombrdfila Mista. Ambiéncia-Revista do Setor de Ciéncias Agrdrias e Ambientais, v. 3, n. 1,
p. 39-50, 2007.

SADEK, P. C. The HPLC Solvent Guide. 2. ed. New York: John Wiley & Sons, 2002. 643 p.

SALVADOR, M. J. et al. Chemical composition and cytotoxic activity of the essential oil from
the leaves of Casearia lasiophylla. Brazilian Journal of Pharmacognosy, v. 21, n. 5, p. 864-
868, 2011.

SANTOS, A. G. A. Identificagao dos principios ativos antiulcerogénicos das folhas de
Casearia sylvestris: Contribuicdo para o desenvolvimento de um fitoterapico. 2008. 361p.
Tese (Doutorado em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, Araraquara, 2008.

SANTOS, P. A. et al. Atividade antioxidante dos extratos diclorometanico, metandlico e
aquoso de folhas e galhos de Casearia javitensis Kunth. In: 322 REUNIAO ANUAL DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE QUfMICA, 2009, Fortaleza. CD de resumos. v. 1.

SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER, F. X; KIEMLE, D. J. Identificagido Espectrométrica de
Compostos Organicos. 7. ed. Rio de Janeiro: LTC, 2007. 490p.



65

SLEUMER, H. O. Flora neotropica monograph number 22 - Flacourtiaceae. New York: The
New York Botanical Garden Press, 1980. 499p.

SNYDER, L. R.; KIRKLAND, J. J,; DOLAN, J. W. Introduction to Modern Liquid
Chromatography. 3. ed. New Jersey: John Wiley & Sons, 2010. 912 p.

SOLOMONS, T. W. G.; FRYHLE, C. B. Quimica Organica I. 7. ed. Rio de Janeiro: LTC, 2001.
645p.

STEFANELLO, M. E. A.; WISNIEWSKI, A.; SIMIONATTO, E. L.; CERVI, A. C. Essential Oil
Composition of Casearia decandra Jacq. Journal of Essential Oil Research, v. 22, p. 157-158,
2010.

VAN DEN DOOL, H.; KRATZ, P. D. A generalization of the retention index system including
linear temperature programmed gas-liquid partition chromatography. Journal of
Chromatography, v. 11, p. 463-471, 1963.

VIEIRA JUNIOR, G. M. et al., Cytotoxic Clerodane Diterpenoids from Casearia obliqua. Journal
of Natural Products, v. 72, n. 10, p. 1847-1850, 2009.

VIEIRA JUNIOR, G. M. Contribui¢do ao estudo dos metabélitos secundarios do género
Casearia e de algumas de suas atividades bioldgicas. 2010. 364 p. Tese (Doutorado em
Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Araraquara, 2010.

VIEIRA JUNIOR, G. M. Cytotoxic Clerodane Diterpenes from Casearia rupestris. Journal of
Natural Products, v. 74, p. 776-781, 2011.

WOLFENDER, J. HPLC in natural product analysis: the detection issue. Planta Medica, v. 75,
p. 719-734, 20009.

WOLFENDER, J. et al. Current approaches and challenges for the metabolite profiling of
complex natural extracts. Journal of Chromatography A, v. 1382, p. 136-164, 2015.

XIA, L. et al. The genus Casearia: a phytochemical and pharmacological overview.
Phytochemistry Reviews, v. 14, n. 1, p. 99-135, 2014.



