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RESUMO

Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae), conhecida como guacgatonga, € uma espécie
vegetal distribuida amplamente pela América do Sul, ocorrendo em 22 estados brasileiros.
Na medicina popular é utilizada no tratamento de picadas de cobra, Ulceras géstricas, como
cicatrizante, anti-inflamatorio e antisséptico topico. Extratos de suas folhas demonstraram
atividade antiulcerogénica, anti-inflamatoria e citotéxica em células tumorais, dentre outras.
Diversos metabdlitos secundarios foram isolados e/ou identificados principalmente de suas
folhas, incluindo monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, compostos fendlicos, etc.
Apesar do extenso conhecimento sobre ac¢Bes farmacoldgicas e sobre a fitoquimica das
folhas, ha apenas um trabalho publicado sobre metabdlitos secundéarios de suas flores.
Portanto, foi proposto neste trabalho realizar analises cromatograficas e espectrométricas de
extratos de folhas e flores de C. sylvestris Swartz com o0 objetivo de comparar os perfis
guimicos destes érgdos com énfase em terpenos. Os extratos produzidos com diferentes
solventes (hexano: acetato de etila: isopropanol; hexano e etanol 70 %) de folhas e flores
foram obtidos por sonicacdo com rendimentos variando entre 0,03 e 23,39% (m/m), sendo
0s maiores rendimentos obtidos com etanol 70 %. Os 6leos essenciais de folhas e flores
foram obtidos por extracdo por arraste a vapor d agua e foram analisados por cromatografia
em fase gasosa e o componente majoritario apresentado foi o biciclogermacreno, tanto em
folhas como em flores; o 6leo essencial de flores demonstrou ser mais complexo. Os
extratos foram analisados por cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos. Os dados de cromatografia em camada
delgada sugerem um perfil quimico praticamente idéntico para folhas e flores, o que néo foi
confirmado pelas andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia que apontam para
predominio de diterpenos clerodanicos do tipo das casearinas em folhas e diterpenos
clerodanicos com distinto padrdo diénico na cadeia lateral em flores. Também foi
determinado por espectrofotometria o teor de fendlicos totais nos extratos etanol 70 % de

folhas e flores, sendo os resultados obtidos semelhantes (14 e 15 %, respectivamente). De



modo geral, o perfil fitoquimico de flores de Casearia sylvestris Swartz demonstra a
predominancia de diterpenos clerodanicos distintos dos de folhas, sendo que este 6rgdo
também pode ser fonte de substancias bioativas, ja que estudos demonstraram que extratos
de folhas de C. sylvestris e diterpenos clerodanicos isolados possuem varias atividades
biolégicas. De outro lado, com relacdo a producdo de um medicamento fitoterapico a partir
de folhas secas e moidas (droga vegetal) de C. sylvestris Sw. deve-se considerar que as
flores tem composicdo quimica distinta, especialmente em termos de diterpenos

clerodanicos.

Palavras-chave: Casearia sylvestris. Terpenos. Fitoquimica. Oleo essencial.
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1 INTRODUCAO

1.1 Plantas Medicinais

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define planta medicinal como sendo
“todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que
possam ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semi-sintéticos” (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

As plantas sdo muito utilizadas na medicina popular, principalmente em
paises em desenvolvimento, sendo também desde o século XIX fonte de varios
farmacos (ex. emetina, morfina, vincristina, rutina). Segundo a OMS, no inicio da
década de 1990, 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento utilizavam
as plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude
(CECHINEL FILHO et al., 1998; VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Nos ultimos anos houve um aumento de trabalhos publicados que estudam os
aspectos quimicos e farmacoldgicos de diferentes espécies de plantas com o
objetivo de obter evidéncias cientificas de suas possiveis propriedades terapéuticas.
Embora tenha havido uma grande evolucédo dos medicamentos a base de farmacos
sintéticos a partir da segunda metade do século XX, a populacdo carente enfrenta
obstaculos quanto ao seu acesso. O uso tradicional de plantas torna-se uma
alternativa a essa populacdo na atencdo primaria a saude (CECHINEL FILHO et al,
1998; VEIGA JUNIOR et al., 2005; CALIXTO, 2000; LIMA et al., 1992). As
propagandas referentes ao consumo de produtos feitos a partir de fontes naturais
aumentam a cada dia, porém as supostas propriedades terapéuticas que envolvem

esses produtos, muitas vezes, nao foram investigadas, assim ndo possuem validade
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cientifica (VEIGA JUNIOR et al., 2005). H4 muitas situacdes em que essas plantas
sdo empregadas para fins medicinais diferentes daqueles utilizados pelas
populacdes tradicionais (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Em regides mais pobres e até mesmo em grandes cidades brasileiras, plantas
medicinais sdo comercializadas em mercados publicos, ervanarias, lojas de produtos
naturais e feiras livres. Porém, em geral ndo ocorre o controle dessa comercializacao
por orgaos oficiais (MACIEL et al., 2002; VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Atualmente varios metabdlitos secundéarios obtidos de plantas, como
flavonoides, alcaloides, diterpenos e sesquiterpenos, tem sido interessantes objetos
de estudos, pois ja foram comprovadas acdes farmacoldgicas através de testes pre-
clinicos e/ou clinicos sendo que muitos deles ja sao utilizados em importantes

medicamentos (VANISREE et al., 2004; CECHINEL FILHO et al., 1998).

1.2 Medicamento fitoterapico

O medicamento fitoterapico, de acordo com a legislacdo brasileira, é o
medicamento obtido com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais e se
caracteriza pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (CARVALHO et al. 2008; BRASIL,
2010a). Na Europa ha mais rigidez no controle de registro e de comercializacdo de
produtos obtidos de plantas (VEIGA JUNIOR et al., 2005). No Brasil, o principal
orgao responsavel pela regulamentacdo de plantas medicinais e seus derivados € a
ANVISA, autarquia do Ministério da Saude (MS) (CARVALHO et al., 2008).

A fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal que vem crescendo nos

tltimos anos. Desde 1978, a OMS incentiva investimentos publicos em plantas
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medicinais e observa-se uma crescente aceitacao da fitoterapia por profissionais da
saude e o aumento do seu uso pela populagédo (SILVEIRA et al., 2008). Em 2011, o
mercado de fitoterapicos movimentou aproximadamente R$ 1,1 bilh&o no Brasil. Nos
ultimos cinco anos, o segmento do medicamento fitoterapico cresceu 10,5%.
Atualmente, a Alemanha €é o maior produtor de fitoterdpicos no mundo
(SCARAMUZZO, 2012).

Alguns grupos farmacéuticos passaram a se aprimorar em medicamentos
fitoterapicos, tornando sua producdo em escala industrial, diferentemente das
formas artesanais que caracterizam as primeiras formas de utilizac&o do fitoterapico
(TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

A fim de estimular a padronizacdo e a garantia de seguranca, eficacia e
gualidade de plantas medicinais e seus derivados, normas importantes foram
publicadas nos ultimos anos no Brasil:

a) Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, publicada em 2008 pelo
MS, aprovada pelo decreto n. 5.813/2006 (BRASIL, 2006a);

b) Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no SUS, aprovada
pela Portaria MS/GM n. 971/2006 (BRASIL, 2006b);

c) Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovado pela Portaria
MS/GM n. 2.960/2008 e criagdo do Comité Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos pela mesma Portaria (BRASIL, 2008);

d) Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Salde
(RENISUS), publicada pelo MS em 2008 (RENISUS, 2009);

e) Lista de medicamentos fitoterapicos de registro simplificado, publicada pela

ANVISA (ANVISA, 2008);
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f) Resolugdo RDC ANVISA n. 10/2010, que regulamenta a notificagdo de drogas
vegetais comercializadas em farmécias junto a ANVISA (BRASIL, 2010a);
g) Resolugdo RDC ANVISA n. 14/2010 e outras normas complementares:
regulamentam o registro de medicamentos fitoterapicos (BRASIL, 2010b);
h) Portaria MS 886/2010: institui a Farmacia Viva no ambito do SUS (BRASIL,
2010c);
i) Formulario Nacional de Fitoterapicos, publicado pela ANVISA em 2011 (BRASIL,
2011).
J) Resolugdo RDC ANVISA n. 13/2013 que dispde sobre as Boas Praticas de
Fabricacéo de Produtos Tradicionais Fitoterapicos (ANVISA, 2013a).
h) Resolucdo RDC ANVISA n. 14/2013 Dispbe sobre as Boas Praticas de
Fabricacédo de Insumos Farmacéuticos Ativos de Origem Vegetal (ANVISA, 2013b).

O interesse cientifico frente ao uso da planta Casearia sylvestris Swartz,
popularmente chamada de guacatonga, vem sendo despertado devido a trabalhos
recentes evidenciando suas propriedades terapéuticas. Substancias de C. sylvestris
Sw. apresentaram atividades antiulcerogénica, antiofidica, anti-inflamatoria e
cicatrizante (PIERRI, 2013).

Segundo a literatura, Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae) é utilizada na
medicina popular como cicatrizante, antisséptico, febrifugo, depurativo, anestésico
topico, antiulcerativo, antirreumatico, antidiarreico, anti-inflamatorio e no tratamento

de doencas de pele (ex. sifilis, herpes) (PIERRI, 2013).
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1.3 Revisao da literatura sobre Casearia sylvestris

Casearia sylvestris Swartz (se¢cdo Crateria Bentham) esté classificada na tribo
Samydeae, familia Salicaceae e ordem Malpighiales (CHASE et al., 2002; THE
ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP, 2003).

Amplamente distribuida no Brasil e no mundo, principalmente em florestas
secundarias, C. sylvestris Sw. é muito conhecida pela populacao por seus aspectos
medicinais, sendo denominada por varios nomes comuns como guacatonga, apia-
acanocu, bugre-branco, café-bravo, café-de-frade, cafezeiro-do-mato, cafezinho-do-
mato, cambroé, cha-de-bugre, erva-de-bugre, erva-lagarto, erva-de-pontada, fruta-
de-saira, guacatunga, pau-de-lagarto, varre-forno, guacatunga-preta, lingua-de-teju,
para-tudo, petumba, para-tudo, vassitonga (LORENZI et al., 2002; LORENZI 1992;
SOUZA et al., 2005).

C. sylvestris possui em meédia 4-6 m de altura com tronco de 20-30 cm de
diametro. As folhas (6-12 cm de comprimento por 3-5 cm de largura) caracterizam-se
por serem glabras ou asperas, assimétricas, serreadas, pecioladas, alternas,
brilhantes, com glandulas visiveis por transparéncia em todo o limbo. As flores séo
numerosas, pequenas, actinomorfas, esverdeadas, hipoginas e diclamideas. C.
sylvestris floresce a partir de junho a agosto (SCAVONE et al.,, 1979; LORENZI,
1992; TININIS et al., 2006). A espécie cresce em campos e pastos frequentados por
animais de criacdo (HOEHNE, 1939).

Podem ser encontradas diferentes sinonimias para a Casearia sylvestris
Swartz como: C. capitada (Ruiz et Pavon) Spreng., C. caudata Uitt., C.
chlorophoroidea Rusby, C. ekmanii Sleumer, C. formosa Urban, C. herbert-smithii

Rusby, C. lindeniana Urban, C. lingua Cambessedes, C. oblongifolia, C. onacaensis
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Rusby, C. ovoidea Sleumer, C. parviflora Wild., C. punctata Spreng., C. samyda
(Gaert.) D.C., C. schulziana Schimidt, C. subsessiliflora Lund., Anavinga samyda
Gaertn., Chaetocrater capitatum Ruiz et Pavon, Crateria capitata (Ruiz et Pavon)
Person, Guidonia sylvestris (Swartz) Maza, Samyda parviflora L., Samyda sylvestris
(Swartz) Poiret (CORREA, 1975; LORENZI, 1992; SCAVONE et al., 1979;

SLEUMER, 1980; TORRES; YAMAMOTO, 1986).

2 By

L& Vil

: Jprmm e"‘ﬂmos 2002

Figura 1 - Casearia sylvestris Swartz. (a): detalhe de flores, (b): Aspecto geral do ramo; (c):

individuo adulto.
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1.3.1 Aspectos farmacoldgicos e fitoquimicos sobre Casearia sylvestris

Na Tabela 1 constam as informacdes dos principais estudos farmacol6gicos
pré clinicos realizados com extratos, fracdes ou substancias isoladas de C. sylvestris

(PIERRI,2013).
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Tabela 1 - Atividades farmacolédgicas das diferentes partes de C. sylvestris. Adaptado de

Pierri (2013).

Parte da Atividade farmacolégica Derivado vegetal ou Referéncia
planta substancia
Casearinas (A-X) Itokawa et al. (1990);
Morita et al. (1991)
Antitumoral Casearvestrinas (A-C) Oberlies et al. (2002),
Oleo essencial Silva et al. (2008)
Santos et al. (2010)
Antiviral contra Herpes Extrato etandlico Camargo et al. (1993).
simplex
Extrato hidroalcodlico Albano et al. (2013)
Infusé@o Ruppelt et al. (1990)
Decoccéo Sassioto et al. (2004)
Anti-inflamatéria Oleo essencia_l E_ste\_/es et al. (2005)
Folhas Extrato etandlico, fragdo Pierri (2013)
de casearinas,
casearina B,
caseargrewiina F
Casearinas G, SeT Carvalho et al. (1998)
Antifungica Casearvestrinas A, B e Oberlies et al. (2002)
C
L . Extrato aquoso Borges et al. (2000)
s e® B RETEllEeat &y Extrato aquoso Cavalcante et al. (2007)
Extrato hidroalcodlico Basile et al. (1990)
Antidlcera Extrato hidroalcodlico Sertié et al. (2000)
Oleo essencial Esteves et al.(2005)
Casearinas Santos (2008)
Antioxidante Extrato aquoso Menezes et al. (2004)
Contra Leishmania Extratos hexanico e Mesquita et al. (2005);
donovani, Trypanosoma etandlico Mesquita et al. (2007)
cruzi e Plasmodium
falciparum
Analgésico Extrato hidroalcodlico Mattos et al. (2007)
Hipotrigliceridemiante Extrato hidroalcodlico Werleet al. (2009)
Contra Aedes aegypti Extrato hexanico Rodrigues et al. (2006)
Contra Plasmodium Extrato hexanico Mesquita et al. (2007)
Caule falciparum
Analgésica Infusdo (casca e folhas) Ruppelt et al. (1990)
Contra Trypanosoma cruzi  Diterpeno clerodanico Espindola et al. (2004)
Contra Leishmania Extratos hexanico e Mesquita et al. (2005);
Raizes donovani, Trypanosoma etandlico Mesquita et al. (2007)

cruzi e Plasmodium
falciparum

Os principais metabdlitos secundarios de interesse encontrados no género

Casearia sao:

taninos, cumarinas,

flavonoides,

lignanas, esteroides, amidas,

compostos fendlicos e diferentes diterpenos, destacando os clerodanicos (TININIS et

al., 2006; VIEIRA JUNIOR, 2010).
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Estudos evidenciam que extratos ou substancias isoladas de C. sylvestris Sw.
apresentaram acao inibitéria de fosfolipase A, e de outras toxinas de venenos de
cobras (SILVA et al., 2006a; RASLAN et al., 2002), antiulcerogénica (BASILE et al.,
1990; ESTEVES et al., 2005; SERTIE et al., 2000), anti-inflamatoria (RUPPELT et
al.,1990; SASSIOTO et al., 2004; ESTEVES et al., 2005), antimutagénica ou
mutagénica dependendo da concentracdo (OLIVEIRA, et al., 2009), antimicrobiana
(SILVA, et al., 2008), anticolinesterasica (SILVA, et al., 2006), etc.

Metabolitos secundérios isolados e/ou identificados em C. sylvestris incluem
monoterpenos e sesquiterpenos componentes do Oleo essencial das folhas
(SANTOS, 2008; SCHNEIDER et al., 2006), nor-isoprenoides (SANTOS, 2008;
WANG et al., 2009a), triterpenos, acido cafeico, acido clorogénico, acido vanilico,
lapachol (RASLAN et al., 2002), flavonoides (RASLAN et al., 2002; JUNGES;
SCHENKEL; SIMOES, 1985), neolignanas (WANG et al., 2010) e ésteres derivados
do acido galico (IGDE e MGDE). Diferentes diterpenos clerodanicos e ent-kauranos
foram isolados de C. sylvestris, dentre os quais 28 diterpenos clerodanicos tipicos do
género Casearia: casearinas A-X (CARVALHO et al., 1998; ITOKAWA et al., 1990;
MORITA et al., 1991; SANTOS et al., 2010; SANTOS et al., 2007; WANG et al.,
2009b) e caseargrewiina F (SANTOS et al. 2010), isolados de folhas;
casearvestrinas A-C (Figura 2a), isoladas de folhas e ramos (OBERLIES et al. 2002);
rel-19S-acetoxi-18R-butanoiloxi-18,19-epoxi-6S-hidroxi-2R-(2-metilbutanoiloxi)-
5S,8R,9R,10S-cleroda-3,13(16),14-trieno  (Figura 2b), isolado das raizes
(ESPINDOLA et al. 2004). Os diterpenos clerodanicos 15-hidroxi-3-cleroden-2-ona
(Figura 2c) e (-)-acido hardwickiico (Figura 2d) também foram isolados de folhas de

C. sylvestris (SANTOS et al., 2007).
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Alguns destes diterpenos exibiram atividade citotoxica em células tumorais,

antiulcerogénica, anti-inflamatoria, tripanocida e antifingica (ITOKAWA et al., 1990;

OBERLIES et al., 2002; PIERRI, 2013; SANTOS et al., 2008; SANTOS et al., 2010).

Figura 2 - Diterpenos clerodanicos isolados de C. sylvestris: (a) estrutura quimica geral das
casearinas A-X, casearvestrinas A-C e da caseargrewiina F; (b) rel-19S-acet6xi-18R-
butanoiloxi-18,19-epdxi-6S-hidroxi-2R-(2-metilbutanoil6xi)-5S,8R,9R,10S-cleroda-

3,13(16),14-trieno; (c) 15-hidroxi-3-cleroden-2-ona; (d) (-)-acido hardwickiico (CARVALHO et

al., 2009).
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Apesar dos inumeros trabalhos publicados na literatura sobre a espécie ha
apenas um estudo comparativo entre a composi¢ao quimica de diferentes 6rgdos da
planta, com foco nos diterpenos clerodanicos (CARVALHO et al.,, 2009). Foram
obtidos perfis fitoquimicos dos Orgdos avaliados e os resultados indicaram a
presenca de diterpenos clerodanicos em toda planta, prevalecendo em maior

namero nas folhas (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados das andlises cromatograficas e espectroscépicas realizadas com

extratos etandlicos e hexanicos de diferentes 6rgaos de C. sylvestris (CARVALHO et al.,

20009).
Extratos Rendimento cco' RMN 'H? CLAE-DAD? CLAE-DAD* Diterpenos identificados
(m/m, %) (n.o de manchas) (sinais dos diterpenos) (232-235 nm) (223-229 nm) (CLAE-DAD)
etandlicos
folhas 68 4 presenca 20 3 casearinas B, O, X e caseargrewiina F
flores 53 5 presenca 0 2 —
raizes 27 2 presenca 0 6 diterpeno 1b
madeira de caule 1,2 2 presenca 3 4 casearina B, caseargrewiina F e diterpeno 1b
casca do caule 83 4 presenca 0 6 diterpeno 1b
hexanicos
folhas 06 2 presenca 9 8 casearina B
flores 1,3 3 presenca 5 8 casearina B
raizes 05 2 presenca 0 1 —
madeira do caule 1,2 1 presenca 0 1 —
casca do caule 0.2 3 presenca 0 8 —

Inimero de manchas dos extratos com R, semelhante ao das casearinas (EFS2 e casearina X))

“presenga de sinais no espectro de RMN de 'H dos extratos semelhantes aos das casearinas

*nfimero de picos nos cromatogramas dos extratos com espectro no UV semelhante ao das casearinas (i, - 232-235 nm)
*niumero de picos nos cromatogramas dos extratos com espectro no UV semelhante ao do diterpeno 1b (i, - 223-229 nm)

Além disso, os resultados também indicam que em caules, flores e raizes ha
predominio de diterpenos clerodanicos com padrdo diénico diferente daqueles
obtidos de folhas de C. sylvestris. Diterpenos clerodanicos isolados C. sylvestris
possuem um dieno na cadeia lateral com uma ligacéo dupla terminal em C14 e outra
gue pode diferir guanto a posicao e a estereoquimica: em C12 E ou Z ou, ainda, em
C13(16) formando uma segunda ligacdo dupla terminal, neste caso. Observou-se a
partir da literatura valores de Amax de 232-235 nm para o primeiro tipo de dieno e de

223-229 nm para o segundo. Considerando esta diferenca, Carvalho et al. (2009)
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utilizaram CLAE-DAD para sugerir o tipo de diterpeno predominante nos diferentes
orgéos analisados.

O estudo fitoquimico das flores de C. sylvestris Sw. justifica-se devido as
varias atividades bioldgicas ja demonstradas para extratos de suas folhas e pela
diversidade do seu metabolismo secundario, incluindo substancias com importantes
atividades como os diterpenos e sesquiterpenos e, por outro lado, pela auséncia de
informacdes na literatura a respeito das flores. Além de contribuir para o
conhecimento da fitoquimica e metabolismo da espécie, metabdlitos identificados
nas flores podem servir como modelos para desenvolvimento de novos farmacos.
Outro aspecto relevante neste estudo relacionado ao uso das folhas em fitoterapicos
€ a aplicacdo de métodos que poderdo futuramente ser aplicados em ensaios de
identidade ou pureza da droga vegetal folhas secas e moidas, determinando-se a

presenca de flores como adulterantes.
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2 OBJETIVO

Realizar andlises cromatograficas e espectrométricas de extratos de folhas e
flores de C. sylvestris Swartz com o objetivo de comparar os perfis quimicos destes

orgdos com énfase em terpenos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Especificagdes dos materiais e equipamentos

Balanca semi-analitica: GEHAKA® modelo BG 200 (max 200g; min 0,025g; d =
0,001g).

Balanca analitica: MARTE® modelo AY220 (Max 220g; min 0,01; d=0,001).
Aparelho tipo Clevenger para hidrodestilacao.

Coluna cromatogréafica CLAE: Hypersil Gold® C18 (250 x 4,6 mm; 5 pum).

Coluna cromatografica CG: DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm).

Cartucho para clean-up: Phenomenex® modelo Strata™ C18 - E (15 x 10 mm; 55
Mm).

Cromatografia em camada delgada: Silica Gel aplicada em placa de aluminio de
20 X 20 cm (Sigma-Aldrich®), com 0,25 mm de espessura. Apos preparo, as placas
foram ativadas por 30 min em estufa a 110° C.

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu® Prominence®, modo
analitico), constituido dos seguintes moédulos: bomba modelo LC-20AT, injetor
automatico modelo SIL-20, forno de coluna modelo CTO-20A, detector de arranjo de
diodos modelo SPD-M20A, mdédulo de comunicagdo modelo CBM-20A,
desgaseificador modelo DGU-20A5. Software para controle do sistema e aquisi¢cao e
tratamento de dados LCSolution®.

Cromatégrafo & Gas: Shimadzu® modelo QP2010, utilizando coluna DB-5 (30 m x

0,25 mm x 0,25 um).
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Rota evaporador: IKA-DEST® modelo KV 05S3, com banho de aquecimento
QUIMIS®, banho ultratermostatizado (refrigeracédo) QUIMIS® modelo Q214M3;
Solventes:
CCD: Qhemis® P.A;
CLAE: Solventes grau cromatografico J.T. Baker®;
Agua ultrapura: obtida a partir de purificador Milli Q modelo Synergy®;
Ultrassom: UNIQUE®, modelo USC-2800; frequéncia: 40KHz .
Folin-Ciocalteau — Reagente analitico IMBRALAB®.

SpeedVac Concentrator: THERMO SCIENTIFIC® modelo Savant SPD131DDA.

3.2 Coleta de Casearia sylvestris Swartz

O material vegetal foi coletado pela manha (9 horas) no Horto de Plantas
Medicinais e Toxicas "Profa. Dra. Célia Cebrian de Araujo Reis" da FCF-UNESP: as
flores de C. sylvestris Sw. foram coletadas nos dias 24 de agosto e 03 de setembro
de 2012 e as folhas foram coletadas no dia 03 de setembro de 2012. Uma exsicata
do individuo coletado foi depositada no herbario "Maria Eneida P. Kaufmann" do

Instituto Botanico do Estado de Sao Paulo, sob o codigo AGS 102.

3.3 Preparo da droga vegetal (p06)

O material coletado (flores e folhas) foi submetido ao processo de secagem
separadamente em estufa com circulacdo de ar a 40° C por sete dias. Em seguida, o
material seco foi moido em turboextrator. Ao decorrer dos experimentos, a droga

vegetal permaneceu armazenada em freezer. A droga vegetal das flores foi
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composta pelo material vegetal das duas coletas (dias 24 de agosto e 03 de

setembro de 2012).

3.4 Extracao

Como solventes extratores foram utilizados: a) acetato de etila: hexano:

isopropanol 91:08:01 (v/v), b) hexano e c) etanol 70%.

A fim de facilitar a denominag&o dos extratos ao longo do texto deste trabalho,

foram adotados os codigos mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Codigos para identificacao dos extratos de folhas e de flores de C. sylvestris Sw.

EXTRATO
ORGAO DA

acetato de etila; hexano:
PLANTA hexano etanol 70%.
isopropanol 91:08:01

Folhas EAFO EHFO EEFO

Flores EAFL EHFL EEFL

3.4.1 Extratos Acetato de etila: Hexano: Isopropanol (EAFO e EAFL)

Flores (20,00g) de C. sylvestris secas e pulverizadas foram extraidas trés
vezes com 200 mL de acetato de etila: hexano: isopropanol 91:08:01 (v/v) em
aparelho de ultrassom por 1 h. A solucdo extrativa foi filtrada, seca em capela e em
dessecador com silica gel sob pressdo reduzida. Folhas (20,00g) de C. sylvestris

também foram submetidas a esse mesmo procedimento.
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DROGA
VEGETAL (20g)

a. 200 mL de acetato de
etila:hexano:isopropanol (91:08:01)
b. sonicacdo, 1h

c. filtragéo

d. secagem em capela

e. dessecador sob pressao
reduzida

Extratos
EAFL / EAFO

Figura 3 - Fluxograma que esquematiza o processo de preparacado dos extratos

EAFO e EAFL.

3.4.2 Extratos Etanol 70% (EEFO e EEFL)

Primeiramente realizou-se uma extragcdo com 200 mL de hexano em aparelho
de ultracdo por 1 h a partir de 20,00g de droga vegetal (flores ou folhas de C.
sylvestris). O liquido extrativo foi seco em capela e em dessecador com silica sob
pressao reduzida, formando assim os extratos hexanicos EHFO e EHFL.

A extracdo com o0 hexano teve a funcéo de retirar os interferentes lipofilicos
("desengorduramento”) antes da extracdo com o etanol 70%. Entdo os residuos
formados pela extragdo com hexano foram secos em capela e, em seguida, houve a
extracao (trés vezes) com etanol 70% por sonicacao por 1 h.

Os extratos permaneceram em freezer e foram submetidos a secagem
parcial do solvente em rotaevaporador. ApO0s armazenamento em freezer, a
secagem total foi realizada em speedvac. O material seco foi solubilizado nos tubos
tipo Falcon com etanol, transferidos para frascos menores e secos em capela; a

secagem final foi realizada em dessecador com silica gel sob presséo reduzida.
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DROGA
VEGETAL (20g)

a. 200 mL hexano
b. sonicacéo, 1h
c. filtracdo

a. secagem em

capela

b. dessecador

Extrato Hexano RESIDUO
EHFL / EHFO

a. secagem em capela

b. etanol 70% e
sonicagao, 1h (3 vezes)

c. rotaevaporador

d. speedvac

e. solubiliza¢éo e secagem
em capela

f. dessecador

Extrato Etanol 70%
EEFL / EEFO

Figura 4 - Fluxograma que esquematiza o processo de preparacdo dos extratos

EHFO, EHFL, EEFO e EEFL.

3.5 Extracéo dos 0Oleos essenciais de C. sylvestris Sw.

Os oleos essenciais de folhas e de flores de C. sylvestris Sw., ambas frescas,
foram obtidos separadamente através de extracdo por arraste a vapor d dgua em
aparelho do tipo Clevenger. Apds a extracdo, tanto das folhas quanto das flores, foi
recolhido do aparelho uma mistura de OE e agua e lavado com éter a fim de retirar
toda mistura aderida ao aparelho. Para a separacdo do OE da &gua foram
realizadas trés particdes com éter. A fase etérea se adicionou Na,SO,4 anidro para
retirar o restante da agua. Filtrou-se a fase etérea para remover o Na,SO,, lavando-

se com éter. O éter foi removido do 6leo por secagem em capela.
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3.5.1 Andlise dos 6leos essenciais de C. sylvestris Sw.

As anadlises por cromatografia em fase gasosa foram desenvolvidas no CG
Shimadzu® modelo QP2010 utilizando coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym). A
programac&o de temperatura foi de 60 a 240° C a 3° C/min, a razdo de split 1:20, a
temperatura do injetor de 240° C e do detector de 250° C. Como gas de arraste foi
usado He a uma pressdo de 81,5 kPa e velocidade linear de 1,33 mL/min. O
detector utilizado nas analises foi um espectrometro de massas, com modo de
ionizagdo por impacto eletronico, com energia de ionizagdo de 70 eV. Os espectros
de massas obtidos foram comparados com os espectros da biblioteca NIST 08 e os
indices de similaridade entre os espectros foram calculados pelo software
GCSolution.

Para identificacdo das substancias do 6leo essencial de Casearia sylvestris foi
calculado o indice de Kovats a partir dos tempos de retencédo (tg) dos analitos e dos
padrdes de hidrocarbonetos (C9 a C20), que foram comparados com a literatura
(ADAMS, 2007). Os padrbes de hidrocarbonetos foram analisados sob as mesmas
condicBes da amostra.

Férmula do indice de Kovats (aritmético):

Al (x) = 100Pz+100[(RT(X)-RT(P2))/(RT(Pz+1)-RT(P2))]

Onde:

P, = nimero de carbonos do hidrocarboneto com menor nimero de carbonos mais
préximo do analito

RT(x) = tempo de retencdo do analito
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RT(P,) = tempo de retencdo do hidrocarboneto com menor nimero de carbonos
mais proximo do analito

RT(P.+1) = tempo de retencdo do hidrocarboneto com maior nimero de carbonos
mais proximo do analito

As andlises por cromatografia em fase gasosa foram realizadas em parceria

com o Prof. Dr. Anténio Eduardo Miller Crotti do Laboratério de Produtos Naturais da

UNIFRAN (Franca-SP).

3.6 Doseamento de compostos fendlicos totais nos extratos hidroalcodlicos

A determinacgédo do teor de compostos fendlicos totais nos extratos etanol 70%
(EEFO e EEFL) por espectrofotometria no UV/Vis foi realizada utilizando a
metodologia de Singleton et al. (1999) baseada na metodologia original de Otton
Folin e Vintila Ciocalteu (FOLIN; CIOCALTEU, 1927).

Foi realizado um procedimento para a constru¢do de uma curva analitica para
0 acido galico. Baseado nessa curva analitica, o teor de fendlicos totais
equivalentes ao acido galico foi quantificado nos extratos hidralcodlicos de flores e
de folhas da C. sylvestris. As andlises foram realizadas em triplicata.

Uma aliquota de 5,0 mg de cada extrato foram solubilizados em 1,0 mL de
agua: etanol 1:1 (v/v). A 0,1 mL da solucdo das amostras foram adicionados 6,0 mL
de agua deionizada e 0,5 mL de FCR; a mistura foi homogeneizada. Ap6s 1 min e
antes de se completarem 8 min, foram adicionados 1,5 mL de uma solucdo de
carbonato de sodio 20% e o volume foi ajustado com agua deionizada até 10,0 mL
em baldo volumétrico. ApdGs 2 h, foram feitas as leituras em espectrofotémetro a 760

nm, a 23° C em cubeta de 1 cm. A concentracao final das amostras foi de 50 pg/mL.
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O branco foi preparado seguindo a mesma metodologia das amostras, porém, ao
invés de adicionar inicialmente 0,1 mL de amostra, foi adicionado 0,1 mL de
adgua:etanol 1:1 (v/v).

A curva analitica padrdo do acido galico foi elaborada a partir de leituras de
absorbancia de solucdes de &cido galico (etanol: agua 1:1; v/v) nas seguintes
concentragfes finais (na cubeta): 1,25; 2,50; 4,00; 5,00; 7,50; 9,00; 10,00; 10,50 e
20,00 ug/mL, preparadas de acordo com procedimento descrito para os extratos, ou
seja, adicionando-se 0,1 mL da respectiva solucédo padrdo ao invés da solucdo do

extrato.

3.7 Perfil cromatogréafico de diterpenos clerodanicos em CCD

Os extratos secos foram dissolvidos em acetato de etila (5 mg/mL) e
aplicados em placa de aluminio cobertas com silica gel (20 x 20 cm x 0,25 mm)
(Sigma-Aldrich®) a qual foi ativada por 30 min a 110° C. Como fase mével foi
utilizado hexano: acetato de etila: isopropanol (70:28:02, v/v) e como revelador
anisaldeido sulfarico. A solucédo reveladora foi preparada a partir de 0,5 mL de
anisaldeido com 10,0 mL de acido acético glacial, seguido de 85,0 mL de metanol e
5,0 mL de acido sulfarico concentrado. Como padrbes (acetato de etila, 5 mg/mL)
foram utilizados diterpenos clerodanicos purificados (casearinas B e X e
caseargrewiina F) a partir de C. sylvestris (NuBBE, 1Q-UNESP). Apos a aplicacéo

da solucao reveladora, a cromatoplaca foi mantida em estufa a 110° C por 10 min.
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3.8 Perfil cromatogréfico de diterpenos clerodanicos em CLAE-DAD

O pré-tratamento das amostras incluiu uma extracdo em fase sdlida utilizando
cartucho contendo silica de fase reversa (Phenomenex® StrataTM C18-E; 15 x 10
mm; 55 ym), solubilizando-se as amostras (EAFO: 6,0 mg; EAFL: 7,5 mg; EHFO: 5,4
mg; EHFL: 7,3; EEFO: 9,2 mg; EEFL: 9,5 mg) em 1,0 mL de metanol: agua 98:02
(v/v) e usando como eluente metanol/agua (98:02, v/v, 4,0 mL), seguido de filtracao
em membrana (0,22 ym, PVDF Millipore®), secagem (dessecador com silica gel sob
pressdo reduzida) e solubilizacdo em 1,0 mL metanol. As analises foram
desenvolvidas em equipamento do tipo CLAE-DAD (Shimadzu®) utilizando coluna de
fase reversa (Hypersil Gold®, C18, 250 x 4,6 mm, 5um), gradiente linear com
metanol: acetonitrila: agua variando da proporcdo de 22:44:34 para 47:53:00 (v/v)
em 42 min e, em seguida, isocraticamente com 47:53:00 (v/v) por 5 min; vazao de
0,8 mL/min; deteccédo: 190-700 nm; volume de injecdo 20 pL (CLAUDINO et al.,
2013). A identificacdo de diterpenos do tipo das casearinas nos extratos baseou-se
na comparacao dos tg € na sobreposi¢cdo dos espectros de absor¢cdo no UV com o0s
padrdes. Além disso, os espectros no UV obtidos para todos os picos das amostras
foram utilizados na identificacdo de diterpenos do tipo das casearinas (CARVALHO
et al., 2009). Para a analise quantitativa de diterpenos do tipo das casearinas
expressos como caseargrewiina F foram utilizadas solucfes de caseargrewiina F
nas concentracdes de 0,035; 0,070; 0,140; 0,280 e 0,560 mg/mL para obtencéo de

uma curva analitica (PIERRI, 2013).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Rendimento das Extracdes

Os rendimentos das extracbfes (massa de extrato seco/massa de droga
vegetal, %) estdo expressos na Tabela 4. A massa inicial de droga vegetal foi de
20,00 g.

O objetivo de produzir diferentes tipos de extratos do material vegetal a partir
de diferentes solventes foi obter de forma mais completa o perfil quimico de partes
da planta, ja que apenas um solvente ndo € capaz de extrair todas as classes de
metabolitos secundarios de uma planta a qual pode fornecer diversas substancias

guimicas.

Tabela 4 - Rendimento das extracdes com diferentes solventes de folhas e de flores de C.

sylvestris Sw.

Extrato Rendimento (%)
EAFO 5,92

EAFL 4,23
EEFO 20,29
EEFL 23,39
EHFO 0,35

EHFL 0,03
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4.2 Oleos essenciais

A partir de 84,3879 de folhas frescas de C. sylvestris Sw., foi obtido 0,249 g
de Oleo essencial, sendo rendimento de 0,3 %. Segundo Castellani et al. (2006) o
teor de 6leo essencial de folhas secas e moidas de C. sylvestris Sw. coletadas em
diferentes regifes do Brasil e épocas do ano variou entre 0,2 a 2,1. As diferencas
relatadas na literatura no rendimento do 6leo essencial podem ser justificadas pelos
efeitos da sazonalidade e edéfico-climaticos que influenciam o metabolismo
secundario vegetal (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A partir de 84,658 g de flores frescas de C. sylvestris Sw., obteve-se 0,097 g
de Oleo essencial com rendimento de 0,1 %. Nao ha dados na literatura sobre a

extracdo de Oleo essencial de flores de C. sylvestris Sw.

4.2.1 ldentificacdo e quantificacdo de substancias do 6leo essencial das folhas

e das flores de C. sylvestris Sw. por CG-EM.

Os Oleos essenciais de flores e de folhas de C. sylvestris Sw. foram
analisados por CG-EM com o objetivo de investigar a presenca de componentes nas
amostras e comparar os perfis quimicos de volateis em folhas e flores.

A identificacdo de constituintes quimicos volateis foi realizada através da
comparacao dos indices aritméticos de Kovats e dos espectros de massa com
dados da literatura. Os indices de retencdo (Al) foram calculados a partir do t, das
amostras dos 6leos essenciais e dos tg dos padrdes n-alcanos C9 a C20 [5,049

(C9), 7,691 (C10), 11,115 (C11), 14,969 (C12), 18,937 (C13), 22,848 (C14), 26,625
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(C15), 30,241 (C16), 33,698 (C17), 36,999 (C18), 40,153 (C19), 43,172 (C20)] e dos
tr obtidos a partir das analises das amostras (Tabelas 6 e 7).

Na andlise do 6leo essencial das folhas, foram identificados 8 sesquiterpenos,
de um total de 15 picos cromatogréaficos observados (Figura 6). Os picos nédo
identificados apresentaram espectros de massas com similaridade inferior a 80 %
em relacdo aos espectros da biblioteca NIST 08. O 6leo essencial das folhas
apresentou um componente majoritario, o biciclogermacreno (67,19 %), sendo que
todos os outros componentes apresentaram teor relativo inferior a 9,0 %. Outros
trabalhos realizados com oOleo essencial de folhas de C. sylvestris Sw. também
demonstraram que o biciclogermacreno era um dos componentes principais do Oleo
essencial (MORAES; MACHADO, 1997; SCHNEIDER et al., 2006; SOUSA et al.,
2007; ESTEVES et al., 2005; SANTOS, 2008; TININIS et al., 2006). Trabalho
desenvolvido por Tininis et al. (2006) demonstrou que ocorre variabilidade na
composicao do Oleo essencial de folhas de C. sylvestris Sw. em funcdo do periodo

da amostragem (manha e tarde) (Figura 5 e Tabela 5).

Tabela 5 - Constituintes principais (teor relativo maior que 1%) no 6leo de folhas de C.

sylvestris Sw. (TININIS et al., 2006).

Substancia Periodo
identificada® _
Manha Tarde
longifoleno 1,8% 3,2%
B-selineno 4.2% 5,2%
germacreno-D 79,2% 66,2%
germacreno-B 14,8% 13,7%
B-gurjuneno - 1,1%
y-gurjuneno - 2,2%
biciclogermacreno - 3,6%

Lconstituintes principais (teor relativo maior que 1%)
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Figura 5 - Cromatogramas dos 0leos essenciais extraidos de folhas de C. sylvestris Sw.

coletadas nos horarios 7:00 e 15:00 h (TININIS et al., 2006).
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Tabela 6 - Dados da anélise de CG-EM do dleo essencial das folhas de C. sylvestris Sw.

indice de  indice de
Substancia Similaridade Teor relativo
t; (min) Kovats Kovats
identificada EM (%) (%)
calculado literatura®
----- 21,175 1357 5,19
B-elemeno 23,301 1411 1389 97 3,09
a-gurjuneno 23,987 1430 1409 86 0,41
E-cariofileno 24,356 1440 1417 94 0,93
aromadendreno 25,089 1459 1439 96 2,60
----- 25,544 1471 1,30
----- 25,910 1481 0,53
germacreno D 26,661 1500 1484 97 2,30
biciclogermacreno 27,306 1518 1500 94 67,19
viridiflorol 29,518 1580 1592 92 2,06
espatulenol 30,172 1598 1577 86 1,29
----- 30,397 1604 8,06
————— 30,672 1612 3,86
————— 32,290 1659 0,34
————— 33,227 1686 0,84

'valores obtidos de Adams (2007)
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Figura 6 - Cromatograma do 6leo essencial de folhas de C. sylvestris Sw. obtido em CG-

EM.

Na andlise do oOleo essencial das flores, foram identificados 10
sesquiterpenos, de um total de 19 picos cromatograficos observados (Figura 7). Os
picos nao identificados apresentaram espectros de massas com similaridade inferior
a 80 % em relacéo aos espectros da biblioteca NIST 08. O 6leo essencial das flores
apresentou como componente majoritario o biciclogermacreno (45,92 %), seguido
por germacreno D que apresentou 17,44%. Os outros componentes apresentaram

teor relativo inferior a 10,0 %.



Tabela 7 - Dados da anélise de CG-EM do 6leo essencial das flores de C. sylvestris Sw.

indice de  Indice de Teor
Substancia Similaridade
t, (min) Kovats Kovats relativo
identificada EM (%)

calculado literatura® (%)
----- 21,182 1357 2,17
----- 22,450 1389 0,53
a-copaeno 22,689 1395 1374 83 0,28
B-elemeno 23,307 1412 1389 94 1,28
E-cariofileno 24,365 1440 1417 96 9,84
aromadendreno 25,095 1459 1439 92 0,95
a-humuleno 25,639 1474 1452 94 0,98
germacreno D 26,671 1501 1484 97 17,44
biciclogermacreno 27,271 1517 1500 95 45,92
----- 27,624 1527 1,38
6-cadineno 28,214 1543 1522 91 0,88
viridiflorol 29,524 1580 1592 84 0,50
————— 29,799 1587 1,31
espatulenol 30,177 1598 1577 86 2,88
----- 30,400 1604 7,68
----- 30,675 1612 3,38
----- 32,295 1659 0,44
----- 32,416 1662 0,69
----- 32,847 1675 1,02

!valores obtidos de Adams (2007)
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Figura 7 - Cromatograma do 6leo essencial de flores de C. sylvestris Sw. obtido em CG-EM.

Dentre as substancias identificadas nos OE das flores e das folhas, o a-
copaeno, o a-humuleno e o &-cadineno foram identificadas apenas nas flores, e o a-
gurjuneno apenas nas folhas. Dos 19 picos encontrados em flores e 15 em follhas,

11 picos possuem mesmo tr, sendo que destes 4 substancias ndo foram

identificadas.

4.3 Doseamento de compostos fendlicos totais

Para determinar a concentracdo de fendlicos totais nos extratos, foi utilizada
uma curva analitica obtida a partir da leitura em triplicata da absorbancia de
solucdes de acido gélico de diferentes concentracdes.

Com a utilizacdo do reagente de Folin-Ciocalteau e leitura de absorbancias
das solucdes de acido galico, foi construida uma curva analitica (figura 8) obtendo-

se assim uma equacéo de reta. A tabela 8 apresenta os dados obtidos para a curva

analitica.
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Tabela 8 - Dados de absorbancia relativos as solugdes de acido galico de diferentes

concentracoes.
Concentragéo do acido galico (ug/mL) Média das absorbancias (UA)
1,25 0,194
2,50 0,370
4,00 0,529
5,00 0,580
7,50 0,855
9,00 1,067
10,00 1,147
10,50 1,221
20,00 2,112

Curva Analitica do Acido Galico
Absorbancia 2,2
(UA) , y= 0,P\170_2§!><9+9 231049/.
15 /
1
0,5
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
acido galico (pg/mL)

Figura 8 - Curva analitica obtida para o acido galico para determinacéo do teor de fendlicos

totais utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu.

A leitura das absorbancias de cada extrato foi feita em triplicata e a média dos

valores foi calculada, como pode ser observado na Tabela 9.
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Tabela 9 - Dados de absorbancia relativos as solu¢des dos extratos.

EXTRATO MEDIA ABSORBANCIA
EEFL 0,894
EEFO 0,843

Absorbancia do branco = 0,021

O teor de fendlicos totais equivalentes a acido galico nos extratos etanol 70%
de flores (EEFL) e de folhas (EEFO) de C. sylvestris Sw. foi calculado através da
equacao da reta (1) obtida na curva padrdo citada, descontando-se do valor de
absorbancia dos extratos o valor de absorbancia do branco (0,021):

Equacéo da reta: y =0,1022 . x + 0,1049 (1)

Sendo y correspondente a absorbancia e x a concentracao de fendlicos totais.
Segue exemplo de calculo para o EEFL:

Absorbéancia = 0,894
Branco = 0,021
Absorbéancia — Branco = 0,873
y =0,1022.x + 0,1049
0,873 =0,1022.x + 0,1049
0,7681 = 0,1022.x
X =7,52 pg/mL

Assim, considerando-se o volume de 1,0 mL, em 50 yg de amostra tem-se
7,52 ug de fendlicos totais, 0 que em porcentagem representa:

50 pg — 100% x = 15,03 %

7,52 ug — X
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Tabela 10 - Teor de fendlicos totais nos extratos etanol 70% de flores e de folhas de C.

sylvestris.
EXTRATO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS
EEFL 15,03%
EEFO 14,03%

A partir dos dados da tabela acima, é possivel concluir que o teor de fendlicos
totais nos extratos analisados foi semelhante. Ndo foram encontrados dados na

literatura sobre o teor de compostos fendlicos totais em extratos de C. sylvestris Sw.

4.4 Perfil cromatografico de diterpenos clerodanicos em CCD

Através da técnica de CCD é possivel separar e identificar substancias
presentes nos extratos vegetais. A identificacéo € obtida através da comparacdo dos
valores dos fatores de retencdo (R;) e coloracdo das manchas dos padrdes
(marcadores) e amostras aplicadas. O resultado do R; (2) € obtido pela seguinte
equacao:

distincia percorrida pela substiancia

Equacdo: Rf = (2)

distancia percorrida pelo fase movel

Pela andlise da placa cromatografica foi possivel calcular os fatores de
retencdo (R) das amostras para verificar a presenca de diterpenos clerodanicos

(casearina B, caseargrewiina F e casearina X) nas amostras dos extratos.
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Tabela 11 - Valores de R; dos padrfes utilizados na analise por CCD.

Padrdes Ry

Casearina B 0,29
Caseargrewiina F 0,25
Casearina X 0,35

Através dos valores de R¢ de manchas dos extratos foi possivel observar a
presenca de casearina X nos extratos EHFL, EHFO, EAFL e EAFO. A presenga de
caseargrewiina F foi verificada em todos extratos com excegdo de EEFO. A

casearina B nao foi identificada em nenhum dos extratos.
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EAFL EEFO

Figura 9 - Cromatoplaca resultante da analise dos extratos de flores e folhas (C. sylvestris).
Sequéncia das amostras: EHFO, EHFL, EAFO, EAFO, EEFO, EEFL, casearina B,
caseargrewiina F e casearina X (com excecdo da caseargrewiina F, os padrbes
apresentaram mais de uma mancha; casearinas B e X correspondem as manchas

principais).

No extrato EHFO foram observadas 18 manchas, das quais 15 foram
correspondentes com todas as 15 manchas encontradas em EHFL.

No extrato EAFO foram observadas 20 manchas, das quais 16 séo
correspondentes com todas as 16 manchas encontradas no extrato acetato de

etila:hexano:isopropanol de flores.
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No extrato EEFO n&o se observou mancha, porém no EEFL foram
observadas 9 manchas correspondentes as encontradas nos extratos EAFL e EHFL.
De forma geral, os perfis cromatograficos dos extratos etandlicos 70%
apresentaram-se mais simples, 0 que ja era esperado devido a menor seletividade
(maior polaridade do etanol 70%) pelos diterpenos clerodanicos. Os perfis
cromatograficos dos extratos EAFL, EAFO, EHFL e EHFO foram semelhantes, bem
como o0s mesmos diterpenos foram identificados em todos eles, sugerindo

semelhanca no perfil quimico por CCD em flores e folhas.

4.5 Perfil cromatogréafico de diterpenos clerodanicos por CLAE-DAD

Os diterpenos do tipo das casearinas apresentam dois padrdes diferentes de
ligacdo dupla conjugada na cadeia lateral (C11-C16): C12 (Z ou E)/C14 ou
C13(16)/C14 e seus espectros no UV apresentam Amax = 232-235 ou 223-229 nm,
respectivamente (CARVALHO et al., 2009; ESPINDOLA et al., 2004; ITOKAWA et

al., 1990) (Figura 10).
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Figura 10 - (a) estrutura quimica geral das casearinas A-X, casearvestrinas A-C e da
caseargrewiina F; (b) rel-19S-acet6xi-18R-butanoiloxi-18,19-epo6xi-6S-hidréxi-2R-(2-

metilbutanoiléxi)-5S,8R,9R,10S-cleroda-3,13(16),14-trieno (CARVALHO et al., 2009).
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Figura 11 - Esquerda - espectro no UV da casearina B e modelo diénico com ligacdes
duplas em C12Z e C14. Direita - espectro no UV do diterpeno 10b (Figura 10) e modelo

diénico com ligagbes duplas em C13(16) e C14 (CARVALHO et al., 2009).
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Assim, foi sugerido neste trabalho que os picos com espectro no UV com

Amax= 223-229 ou 232-235 nm séo diterpenos clerodanicos.
Nas figuras 12, 13, 14, 15, 16 e 17 encontram-se 0S cromatogramas dos

extratos EAFO, EAFL, EHFO, EHFL, EEFO e EEFL.
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Figura 12 - Cromatograma obtido em CLAE-DAD (A= 235 nm) do extrato acetato de
etila:hexano:isopropanol de folhas (EAFO). O simbolo (e) indica picos com espectro no UV

semelhante ao das casearinas (Ana= 232-235 nm).
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Figura 13 - Cromatograma obtido em CLAE-DAD (A= 235 nm) do extrato acetato de
etila:hexano:isopropanol de flores EAFL. O simbolo (e) indica picos com espectro no UV
semelhante ao das casearinas (Ama= 232-235 nm) e o simbolo (V) picos com espectro no

UV semelhante ao de 10b (Ama= 223-229 nm).
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Figura 14 - Cromatograma obtido em CLAE-DAD (A= 235 nm) do extrato etanol 70% de

folhas (EEFO). O simbolo (e) indica picos com espectro no UV semelhante ao das

casearinas (Anax= 232-235 nm).
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Figura 15 - Cromatograma obtido em CLAE-DAD (A= 235 nm) do extrato etanol 70% de
flores (EEFL). O simbolo (e) indica picos com espectro no UV semelhante ao das
casearinas (Anax= 232-235 nm) e o simbolo (V) picos com espectro no UV semelhante ao

de 100 (Ama= 223-229 nm).
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Figura 16 - Cromatograma obtido em CLAE-DAD (A= 235 nm) do extrato hexanico de folhas
(EHFOQO). O simbolo (e) indica picos com espectro no UV semelhante ao das casearinas
(Amas= 232-235 nm) e o simbolo (V) picos com espectro no UV semelhante ao de 10b (Ana=

223-229 nm).
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Figura 17 - Cromatograma obtido em CLAE-DAD (A= 235 nm) do extrato hexanico de flores
(EHFL). O simbolo (e) indica picos com espectro no UV semelhante ao das casearinas
(Amax - 232-235 nm) e o simbolo (¥ ) picos com espectro no UV semelhante ao de 10b

(Amax - 223-229 nm).
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Figura 18 - Esquerda - espectro no UV do pico com tg de 19,81 min relativo a diterpeno do
tipo das casearinas com An4= 235 nm do cromatograma de EHFO com modelo diénico com
ligacOes duplas em C12Z e C14. Direita - espectro no UV do pico com tg de 22,15 min com
Amax= 229 nm relativo a diterpeno do cromatograma do extrato EAFL com modelo diénico

com ligacdes duplas em C13(16) e C14.

As analises por CLAE-DAD sugeriram a presenca de diterpenos clerodanicos
em todos os extratos com maior numero de picos relativos a estas substancias nos
extratos das folhas. A Tabela 12 apresenta o numero de picos observados com
valores de Amax relativos aos diterpenos clerodanicos, bem como a soma das areas
dos picos nos diferentes valores de Amax. A observacdo dos dados da Tabela 12
demonstra predominio em nimero de picos (informacgdo qualitativa) com Amax = 232-
235 nm (modelo diénico em C12Z e C14), bem como da éarea total destes em
extratos de folhas. De outro lado, em flores ha predominio dos picos com Amax = 223-
229 nm, relativos aos diterpenos com o modelo diénico em C13(16) e C14. Estes

dados séo coerentes com os obtidos por Carvalho et al. (2009).
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Tabela 12 - Dados das analises por CLAE-DAD dos extratos de C. sylvestris.

Extrato Amax= 222-229 nm Amax= 232-235 nm
area total n. de picos area total n. de picos
EAFO - - 91.474.862 41
EAFL 42.570.305 26 28.433.892 12
EHFO 1.023.624 01 118.409.619 43
EHFL 52.942.005 28 29.458.049 13
EEFO - - 2.405.103 08
EEFL 407.215 02 322.690 04

4.5.1 Quantificagao de diterpenos totais do tipo das casearinas (A = 232-235

nm) expressos como caseargrewiina F

A curva analitica da caseargrewiina F (Figura 19) foi construida a partir de
suas concentracdes versus valores das areas dos picos nos cromatogramas (Tabela

13) (PIERRI, 2013).
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Curva Analitica
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Figura 19 - Curva de calibracdo para solucao padréo de caseargrewiina F em metanol.

Equacéo: [caseargrew iina F] = Area-577587,12 , onde r’= 0,99866. (3)
53760775

Tabela 13 - Dados das analises em CLAE-DAD da caseargrewiina F para a

construcdo da curva analitica.

Concentracado (mg/mL) Area dos picos?’
0,034 2090560,0
0,068 4161704,5
0,136 7910669,0
0,272 15882679,0
0,545 29559941,0

'média de trés analises.
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A quantificacdo de diterpenos do tipo das casearinas em relacdo a
caseargrewiina F foi realizada considerando-se os picos dos cromatogramas com
banda no espectro no UV semelhante & observada para estas substancias (Figuras
12 a 17, com Amax = 232-235 nm. A caseargrewiina F foi selecionada como marcador
para quantificar os diterpenos do tipo das casearinas, pois ha dificuldade em se
obter padrées cromatogréaficos dos diversos diterpenos clerodanicos em folhas de C.
sylvestris (cerca de 30) (PIERRI, 2013). Apesar do extenso conhecimento sobre
acOes farmacolodgicas e fitoquimica das folhas, ha apenas um trabalho publicado
sobre metabdlitos secundarios de suas flores (CARVALHO et al., 2009).

Portanto, foi utilizada a soma das areas de todos os picos com uma banda
com Amax= 232-235 nm para o calculo da concentracdo no extrato de diterpenos do
tipo das casearinas. A partir da equacao da reta (Equacao 3) da curva analitica e
dos dados obtidos da andlise dos extratos EAFO, EAFL, EHFO, EHFL, EEFO e
EEFL (Tabela 14 e Figuras 12 a 17) calcularam-se as concentracdes de diterpenos
do tipo das casearinas expressos como caseargrewiina F nesses extratos, cujos

valores constam na tabela 14.
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Tabela 14 - Dados obtidos na quantificacdo de diterpenos do tipo casearinas em relagéo a

caseargrewiina F nos extratos de C. sylvestris SW. (Amax= 232-235 nm).

Concentragéo de o %
i _ Massa inicial da n.de
Extrato  Area total diterpenos diterpenos _
amostra (mg) picos
(mg/mL) (m/m)
EAFO 91.474.862 1,691 6,0 28,18 41
EAFL 28.433.892 0,518 7,5 6,91 12
EHFO 118.409.619 2,192 5,4 40,59 43
EHFL 29.458.049 0,537 7,3 7,36 13
EEFO 2.405.103 0,034 9,2 0,40 08
EEFL 322.690 Nao detectado 9,5 - 04

A partir da tabela 14 é possivel observar que a maior concentracdo de
diterpenos do tipo casearinas em relacdo a caseargewiina F ocorreram nos extratos
EHFO e EAFO, cujos valores foram 40,59% e 28,18% respectivamente.

Em trabalho desenvolvido por Carvalho et al. (2009), o extrato hexanico de
folhas apresentou 9 picos e o extrato hexanico de flores 5 picos em Amax= 231-235
nm (Figura 3). Porém, nesse trabalho o extrato hexanico de folhas apresentou 43
picos e o extrato hexanico de flores 13 picos em Amax= 231-235 nm. Esse fato pode
justificado segundo artigo de Claudino et al. (2013) que verificaram maior teor de
diterpenos do tipo das casearinas em C. sylvestris var. sylvestris em relacdo a C.
sylvestris var. lingua; em nosso trabalho utilizamos um individuo pertencente a var.
sylvestris (AGS102) enquanto no desenvolvido por Carvalho et al. (2009) foram

utilizados dois individuos da var. lingua (CSL0O1 e CSL02).
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5 CONCLUSAO

Para a realizacdo deste trabalho foram produzidos extratos secos e 6leos
essenciais de folhas e de flores de Casearia sylvestris Sw. Amostras dos extratos
foram submetidas a andlises por CCD, CLAE-DAD e determinagdo
espectrofotométrica do teor de fendlicos totais. Os Oleos essenciais foram
analisados por CG-EM.

Os extratos com maior rendimento foram os extratos obtidos com etanol 70%,
tanto de folhas como de flores, 20,3 % e 23,4 %, respectivamente. Os menores
rendimentos foram obtidos para os extratos hexanicos.

As analises por CG-EM dos Oleos essenciais demonstraram que o
biciclogermacreno foi o componente majoritario em folhas e flores de C. sylvestris
Sw. O OE das flores apresentou um total de 19 picos no cromatograma, sendo que
8 destes componentes ndo foram observados no cromatograma do OE das folhas;
destes 3 foram identificados (a-copaeno, a-humuleno e &-cadineno). O OE das
folnas apresentou um total de 15 picos e destes 4 componentes nao foram
observados no cromatograma do OE das flores e destes apenas 1 foi identificado (a-
gurjuneno). Em relacdo ao tg, 11 picos sado correspondentes nos dois 6leos. Assim,
foi demonstrado que o 6leo essencial de flores é um pouco mais complexo que o
Oleo das folhas de C. sylvestris Sw.

Os extratos EEFL e EEFO apresentaram teores de compostos fendlicos totais
semelhantes (15,0 e 14,0 %, respectivamente). Ressalta-se que neste trabalho a
composicao quimica de fendlicos em termos qualitativos néo foi avaliada.

Na comparacao entre os extratos EHFL, EHFO, EAFL e EAFO, as analises

por CCD demonstraram que o perfil qguimico qualitativo de terpenos (diterpenos e
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sesquiterpenos) das folhas e flores foi semelhante, com perfil um pouco mais
complexo para folhas.

A ocorréncia de bandas cromatogréaficas com valores de R entre 0,2-0,4 na
cromatoplaca dos extratos pdde indicar a presenca de diterpenos clerodanicos
tipicos de Casearia, pois nesta faixa de R; observaram-se as bandas referentes aos
padrbes utilizados na técnica (casearina B, caseargrewiina F e casearina X).
Observou-se presenca de casearina X e caseargrewiina F nos extratos EHFL,
EHFO, EAFL e EAFO. Em trabalho realizado por Carvalho et al. (2008), a analise de
extratos etandlicos e hexanicos por CCD indicou diversidade de diterpenos
clerodéanicos encontrados em folhas e flores de C. sylvestris Sw.

As analises por CLAE-DAD sugeriram a presenca de diterpenos clerodanicos
em todos os extratos, sendo 0 maior niumero de picos observado nos extratos das
folhas. Estas analises demonstraram predominio em extratos de folhas de namero
de picos (informacédo qualitativa) com Amax = 232-235 nm (modelo diénico em C12Z e
C14), bem como da area total destes. De outro lado, em flores ha predominio dos
picos com Amax = 222-229 nm, relativos aos diterpenos com o modelo diénico em
C13(16) e C14. Foi realizada também a quantificacdo dos diterpenos totais do tipo
das casearinas expressos como caseargrewiina F, sendo que os extratos EHFO e
EAFO apresentaram maior concentracdo de diterpenos do tipo das casearinas (40,6
e 28,2 %, respectivamente).

As técnicas cromatograficas de CCD e CLAE-DAD utilizadas apresentam
diferentes seletividades. Neste trabalho, a analise por CCD permitiu identificar dois
diterpenos (casearina X e caseargrewiina F) em extratos de folhas e flores que, em
geral, apresentaram mesmo perfil cromatogréafico. Porém, a analise por CLAE-DAD,

especialmente considerando-se os espectros no UV obtidos para os picos, mostrou
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que os extratos tem perfil distinto, com predominio de diterpenos do tipo das
casearinas em folhas e com modelo diénico diferente em flores.

De modo geral, o perfil fitoquimico de flores de Casearia sylvestris Swartz
demonstra a predominancia de diterpenos clerodanicos distintos dos de folhas,
sendo que este 6rgdo também pode ser fonte de substancias bioativas, j& que
estudos demonstraram que extratos de folhas de C. sylvestris e diterpenos
clerodanicos isolados possuem vérias atividades biologicas. De outro lado, com
relacdo a producdo de um medicamento fitoterapico a partir de folhas secas e
moidas (droga vegetal) de C. sylvestris Sw. deve-se considerar que as flores tem
composicao quimica distinta, especialmente em termos de diterpenos clerodanicos.

Muitos medicamentos s&o originados de plantas e outros organismos. Grande
parte, por volta de 42%, dos novos farmacos langcados no mundo entre 1981 e 2006
eram produtos naturais, seus derivados ou inspirados em produtos naturais
(NEWMAN; CRAGG, 2007). Assim, os metabdlitos identificados nas flores de
Casearia sylvestris Swartz podem servir como modelos para desenvolvimento de

novos farmacos.
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