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RESUMO

Este trabalho descreve a investigacdo fitoquimica da Varronia dardani (Boraginaceae),
visando o isolamento e caracterizacao estrutural de novos constituintes quimicos, bem como a
investigacdo da composi¢do quimica do Oleo essencial e a avaliagdo de seu potencial
bioldgico (antimicrobiano). O estudo do 6leo essencial das folhas da V. dardani resultou na
identificacdo de 25 constituintes, correspondendo a mais de 83% da composic¢do do oleo,
constituidos por monoterpenoides e sesquiterpenoides. O dleo essencial mostrou significante
atividade antimicrobiana frente aos fungos filamentosos Colletotrichum gloeosporioides e
Lasiodiplodia theobromae, e atividades antifingica e antibacteriana quanto a leveduras e
bactérias de interesse médico veterinario, frente a bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli e a leveduras Candida albicans e Cryptococcus neoformans. A investigacao
quimica realizada com o extrato diclorometano da raiz e com o extrato hidroalco6licos das
folhas resultou no isolamento e caracterizagdo de quatro substancias. Do extrato
diclorometano da raiz foram isoladas duas naftoquinonas; Cordiquinona A e Cordiagquinona
B, (6-[10-(11, 12, 16-trimetil-13-oxociclohexil)etil]-1,4-naftalenodiona) respectivamente. Do
extrato hidroalcodlico das folhas, foram isolados dois flavanoides, 5-hidroxi-7-metoxi-
flavanona e 5-hidroxi-7,4’-dimetoxi-flavanona respectivamente. A determinacdo estrutural
das substancias foi realizada através do uso de técnicas espectrométricas como:
espectrometria de massa (EM e EM-IES) e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN *H) e carbono-13 (RMN *3C), incluindo técnicas bidimensionais (COSY, HSQC,
HMBC, NOESY) e comparagdo com o0s dados descritos na literatura, enquanto a composigéo
quimica do 6leo essencial estudado foi determinado por CG-EM e CG-DIC.

Palavras-chave: Varronia dardani, naftoquinonas, flavondide, 6leo essencial e atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

This work describes the phytochemical research Varronia Dardani (Boraginaceae), to the
isolation and structural characterization of new chemical constituents, and the investigation of
the chemical composition of essential oil and evaluation of their biological potential
(antimicrobial). The study of the essential oil of V. Dardani sheets resulted in the
identification of 25 constituents, corresponding to more than 83% of the oil composition,
consisting of monoterpenoids and sesquiterpenoids. The essential oil showed significant
antimicrobial activity to filamentous fungi Colletotrichum gloeosporioides and Lasiodiplodia
theobromae, and antifungal and antibacterial activities as yeast and bacteria veterinary
medical interest, against Staphylococcus aureus and Escherichia coli and the yeast Candida
albicans and Cryptococcus neoformans. The chemical research carried out with
dichloromethane root extract and the hydroalcoholic extract of leaves resulted in the isolation
and characterization of four substances. Dichloromethane root extract were isolated two
naphthoquinones; Cordiquinona cordiaquinone A and B (6- [10- (11, 12, 16-trimethyl-13-
oxocyclohexyl) ethyl] -1,4-naftalenodiona) respectively. The hydroalcoholic extract of leaves,
two flavonoids were isolated, 5-hydroxy-7-methoxy-flavanone and 5-hydroxy-7,4'-
dimethoxy-flavanone respectively. The structural determination of substances was performed
by use of spectrometric techniques such as mass spectrometry (MS and ESI-MS) and nuclear
magnetic resonance of hydrogen (*H NMR) and carbon-13 (**C NMR), including two
dimensional techniques (COSY, HSQC, HMBC, NOESY) and comparison with the data
described in the literature as essential oil studied chemical composition was determined by
GC-MS and GC-FID.

Keywords: Varronia Dardani, naphthoquinones, flavonoids, essential oil and antimicrobial
activity.
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INTRODUCAO

Segundo Di Stasi (1996) e Barreiro (2009), o Brasil, sendo o pais de maior
diversidade vegetal do mundo, com valor estimado em torno de 55 mil espécies,
correspondendo a 22% das espécies descritas mundialmente, e com um indice de endemismo
altissimo, apresenta um numero reduzido de espécies estudadas constituindo-se assim, um
importante tema de pesquisa académica multidisciplinar nas areas de Etnobotanica,
Etnofarmacologia e Fitoquimica, requeridas pelo crescente interesse mundial na descoberta de
substancias com propriedades terapéuticas. Sob este aspecto, dentre os biomas brasileiros
destaca-se a Caatinga, uma regido com uma formacéo vegetal caracteristica do semiarido do
Nordeste Brasileiro, constituida de ampla variedade vegetal, com inUmeras espécies
endémicas (Andrade-Lima, 1981 e 1989). A exemplo de plantas valiosas da flora desse
bioma, podem ser citados estudos fitoquimicos e farmacoldgicos relevantes de muitas
espécies vegetais (Albuquerque, 2004), como Amburana cearenses (Allemdo) A.C.Sm
(cumaru), Myracrodruon urundeuva Alleméo (aroeira do sertdo) como plantas medicinais
Uteis na cura de diversas enfermidades, sendo utilizadas em programas comunitarios
denominado de Farmécias Vivas (Matos, 2001).

Desde a antiguidade as plantas séo usadas tradicionalmente por populacgdes de todos
0s continentes, no controle de diversas doencas e pragas. Esta tradigdo tornou-se um recurso
alternativo de grande aceitacdo, tanto nas pequenas comunidades rurais como nos centros
urbanos. Este fato vem chamando a aten¢do da comunidade cientifica para comprovar a
eficacia e promover o uso seguro desses recursos naturais (Fennel et al., 2004).

As plantas destacam-se também por serem fontes naturais elaboradoras de uma
infinidade de substancias quimicas que sao biossintetisadas para desempenhar funcgdes vitais,
tais como defesa contra predadores e microorganismos. Essas substancias podem ser
importantes para 0s seres humanos, uma vez que ao apresentarem atividades farmacoldgicas,
podem ser aplicadas na area terapéutica, atuando como medicamento, ou prototipos para
sintese de novos farmacos (Palmeira, 2005).

Inimeras plantas pertencentes a familia Boraginaceae sdo utilizadas na medicina
popular, outras sdo produtoras de madeira de boa qualidade, inclusive resistentes ao ataque de
fungos, insetos e microrganismos (Santos et al., 2006). Em virtude disso, plantas desta familia
tem sido alvo de estudos como fonte de substancias bioativas de interesse das inddstrias
farmacéuticas, e de cosméticos. Entretanto, poucas espécies desta familia foram estudadas

detalhadamente sob o ponto de vista quimico ou farmacologico (Barroso et al., 2002).
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O género Varronia P. Browne é um dos maiores e mais importantes da familia
Boraginaceae, devido aos seus aspectos botanicos, quimicos, farmacoldgicos e importancia
econémica. As especies pertencentes a este género tém sido usadas na medicina popular por
apresentarem diversas propriedades farmacoldgicas ou bioldgicas como: antifingica (Guzzo
et al.,, 2010; Hernandez et al., 2006), larvicida (Santos et al., 2006; Freitas, 2010),
antimicrobiana (Carvalho et al., 2004). Além do uso de plantas do género Varronia na
medicina popular, estudos disponiveis na literatura tém relatado que extratos e substancias
puras obtidas a partir de diferentes espécies do género apresentam propriedades bioldgicas.

O presente trabalho descreve o isolamento e elucidagdo estrutural dos metabdlitos
secundérios do extrato diclorometano da raiz e extrato hidroalcodlico das folhas de V.
dardani, assim como o potencial antimicrobiano do 6leo essencial extraidos de suas folhas.

A determinacdo estrutural das substancias foi realizada através do uso de técnicas
espectrométricas como: Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e de
Carbono-13 (RMN *3C), incluindo técnicas bidimensionais como COSY, HSQC e HMBC.
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OBJETIVOS
1 - Geral

Contribuir com a ampliacdo do conhecimento quimico e biol6gico da espécie
Varronia dardani, através do isolamento de metabdlitos e da avaliagdo do potencial

antimicrobiano, do 6leo essencial extraidas de suas folhas.

2 - Especificos

Coletar no campo amostras da espécie Varronia dardani para fins de estudo e de incorporacao
de voucher ao Herbario Dardano de Andrade Lima (UFERSA);

Preparar 0s extratos diclorometano das raizes, hidroalcoolico das folhas da Varronia dardani;
Isolar, purificar os metabolitos secundarios presentes no extrato diclorometano das raizes e
hidroalcodlico das folhas através de processos cromatograficos;

Elucidar as estruturas das substancias isoladas por métodos espectroscopicos de RMN —*H e
RMN- *3C, uni e bidimensionais (COSY, NOESY, HMQC e HMBC);

Realizar testes antimicrobianos do 6leo essencial da V. dardani.



CAPITULO 1

REFERENCIAL TEORICO

CONSIDERACOES BOTANICAS
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1 - CONSIDERACOES BOTANICAS

1.1 - Considerac0es sobre a familia Boraginaceae

A familia Boraginaceae, estabelecida por Jussieu em 1789, a qual pertence os
géneros Cordia L. e Varronia P. Browne, conta com cerca de 130 géneros e aproximadamente
2.500 espécies distribuidas nas regides tropicais, subtropicais, temperadas e articas. Seus
principais centros de disperséo localizam-se na regido mediterranica e nos Estados Unidos da
América (Melo e Lira Lemos, 2008). No Brasil, a familia estd representada por 9 géneros e
129 espécies (Melo et al., 2014).

Na Regido Nordeste, na vegetacdo da caatinga, a familia se destaca por concentrar 6
géneros e 39 espécies, 0 que corresponde a 2,7% do numero de espécies deste bioma (Giulietti
et al., 2006; Melo et al., 2010).

As plantas que compdem a familia Boraginaceae possuem as seguintes

caracteristicas:

Herbéaceas ou lenhosas, arbustivas ou arboreas, com folhas alternas,
raramente opostas, inteiras. Flores pequenas ou grandes, hermafroditas ou
menos frequentemente unissexuais, diclamideas, actinomorfas ou
zigomorfas, em geral reunidas em inflorescéncias estas paniculiformes,
tirsdides, capitadas, glomérulo-globosas, escorpidides ou helicoides com
ramos secundifloros. A corola é gamopétala, as vezes discretamente
bilabiada. O androceu é formado por 5 estames livres ou coerentes pelo
apice das anteras, inclusos ou exsertos. O gineceu é composto de dois a
quatro carpelos, apresentando ovéario supero, com dois a quatro loculos
uniovulados, e estilete (Euploca Nutt., Heliotropium L) € inteiro ou 2-
bifurcado no apice (Cordia L., Varronia P. Browne). O fruto € do tipo
esquizocarpo (p. ex., Heliotropium), com duas a quatro nuculas, ou do tipo
Ydrupa (p. ex., Cordia). As sementes apresentam-se com ou Sem
endosperma, com embrido reto ou curvo, constituidos por cotilédones

planos ou Plicados (Leite, 2006; Melo, com. Pess.).

Inimeras plantas pertencentes a familia Boraginaceae sdo utilizadas na medicina

popular, outras sdo produtoras de madeira de boa qualidade, inclusive resistente ao ataque de
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fungos, insetos e microrganismos (Santos et al., 2006). Em virtude disso, plantas desta familia
tem sido alvo de estudos como fonte de substéncias bioativas de interesse das industrias
farmacéuticas, e de cosméticos. Entretanto, poucas espécies desta familia foram estudadas
detalhadamente sob o ponto de vista quimico ou farmacoldgico (Barroso et al., 2002).

A familia Boraginaceae, sob o ponto de vista quimico é pouco estudada, embora
muitas de suas espécies apresentem interesse como fonte prolifica de substancias quimicas
para a industria farmacéutica, para a industria de cosméticos entre outras. (Barroso et al.,
2002; Menezes, 2001). As principais classes de substancias encontradas na familia sdo os
alcaldides, quinonas, naftoquinonas e flavonoides. Dentre representantes desta familia
registradas na flora potiguar, destaca-se o género Cordia, um dos maiores da familia,
constituido por arvores e arbustos, tendo a espécie Cordia curassavica (Jacg.). Roem. e
Schult. (erva baleeira), a ter na Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) o
registro do primeiro medicamento fitoterdpico nacional com atividade anti-inflamatoria e

cicatrizante produzido a partir de extratos vegetais (Basile et al., 1989).

1.2 - Consideracdes sobre o género Varronia p. Browne

O género Varronia P. Browne é um dos maiores e mais importantes da familia
Boraginaceae, devido aos seus aspectos botanicos, quimicos, farmacoldgicos e importancia
econbmica. Apresenta distribuicdo exclusivamente neotropical e engloba aproximadamente
100 espécies (Melo, com. Pess.), muitas das quais sdo usadas na medicina popular, por
apresentarem diversas propriedades farmacoldgicas ou biol6égicas como: antillcera,
antimicrobiana, antifingica, larvicida, antiinflamatéria e analgésica. Ainda podem ser
empregados no tratamento de diversas patologias como, pneumonia, tosse, reumatismo e
dispepsia (Diniz et al., 2009).

Varronia tem sido descrito como um subgénero de Cordia (Taroda, 1984), no
entanto, houve a segregacdo de Varronia dos outros membros de Cordia, sendo classificado
assim devido a sua significancia morfoldgica e evidéncias moleculares, corroborando para
gue Varronia seja um grupo monofilético distinto, sendo tratada como irma de Cordia e
reconhecida a nivel genérico (Miller e Gottschling, 2007).

A nomenclatura de algumas espécies que antes estavam posicionadas dentro do
género Cordia foi atualizada para Varronia devido a mudanga na filogenia, incluindo espécies

como: Varronia curassavica Jacq (Melo, 2012a); Varronia globosa Jacq (Melo, 2012b);
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Varronia leucocephala (Moric.) J.S.Mill (Melo, 2012c); e Varronia dardani (Melo, 2012d),
todas distribuidas no Nordeste do Brasil.

Além do uso de plantas dos géneros Cordia e Varronia na medicina popular, estudos
disponiveis na literatura tém relatado que extratos e substancias puras obtidas a partir de
diferentes espécies do género apresentam propriedades biolégicas. Segundo loset et al., (1998
e 2000) o extrato diclorometano e os compostos isolados das raizes de Cordia linnaei Stearn e
Cordia curassavica Jacg. (= Varronia curassavica Jacg.), apresentaram atividade antifingica
contra fungos patogénicos de plantas como o Cladosporium cucumerinum e contra o fungo
Candida albicans, bem como atividade larvicida frente a larvas do mosquito Aedes aegypty,
causador da febre amarela e dengue. De acordo com Mori et al., (2008) o extrato metandlico
da madeira e os compostos obtidos de Cordia fragrantissima Kurz exibiram forte atividade
antileishmania quando testado in vitro.

Embora pantropical, este taxon tem seu maior centro de diversidade no Novo
Mundo, sendo particularmente bem representado no Brasil, onde podem ser encontradas cerca

de 65 espécies, descritas como:

“Arvores, arbustos ou ervas variavelmente pubescentes, providos de
tricomas geralmente simples, ocasionalmente estrelados. As folhas s&o
alternadas usualmente homomorficas, as vezes dimorficas, pecioladas ou
sésseis, as flores sdo terminais ou internodais. O calice é tubuloso e néo
aumenta na frutificacdo, nem sofre modificacBes. A corola apresenta-se
variando de pequena (4 mm) a grande (7 mm) em forma de funil, de bandeja
ou tubular cilindra. O ovério é 2-caperlar com 4 I6bulos e 4 6vulos, sendo
que geralmente apenas um se desenvolve. Os frutos sdo assencialmente
drupaceos, comumente ovoides e as vezes elipsdides. As sementes sdo em
numeros de 1-2 por fruto, providas de embrido com cotilédones plicados
(Leite, 2006)”.

Segundo Gibbs (1974), em estudo sobre membros da familia Boraginaceae, 0 género
Cordia é caracterizado pelas seguintes classes de substancias: quinonas, hidroquinonas,
terpendides, alcoois terpénicos, compostos fenolicos, flavonoides, saponinas, taninos,
esterdides e compostos nitrogenados. Inimeras espécies do género Cordia tem apresentado

estudos com destacada atividade biologica, com acdo anti-inflamatéria (Al-Awadi et al.,



26

2001), antimicrobiana, antioxidante (Okusa et al., 2007), antitumoral (Parisotto et al., 2011)

analgésica, antitlcera (Roldao et al., 2008) entre outras.

1.3 - Consideracdes sobre a espécie Varronia dardani (Taroda) J.S.Mill

Esta espécie tem como basionimo Cordia dardani Taroda, endémica da caatinga do
Brasil, sendo distribuida em Estados do Nordeste do pais como: Ceard, Pernambuco, Bahia,
Paraiba, Alagoas e Sergipe (Melo & Sales 2005a) e no Rio Grande do Norte (Melo et al.,
2012).

Varronia dardani (Taroda) J.S. Mill foi descrita por apresentar:

Ramos subcilindrico; Folhas alternas; peciolo sulcado, viloso. Inflorescéncia
espiciforme, congesta, terminal e axilar; peddnculo densamente viloso,
rufescente. Flores sésseis; célice obconico, tomentoso, lacinios diminutos,
ovados; corola tubularsalverforme, alva a creme, pubescente externamente,
internamente vilosa na regido do tubo, lobos diminutos, truncados; estames
subsésseis, anteras oblongas, divaricatas; ovario piriforme; ramos

estigmaticos, estigmas foliaceos, vilosos (Melo, 2012).

E uma espécie proxima de Varronia curassavica, com a qual pode ser facilmente
confundida por compartilharem, principalmente, habito e inflorescéncia espiciformes. No
entanto, Varronia dardani distingue-se de V. curassavica basicamente pelo formato da lamina
foliar, que € deltoide, oval-deltéide a oval-oblonga com base truncada enquanto que em V.

curassavica € lanceolada, oblongo-ovada a oblongo-lanceolada de base atenuada.
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Foto: Autoria prépria

Foto: Autoria propria

Foto: Autoria prépria

Figura 01 - Fotografia ilustrando folhas (A), inflorescéncia (B) e fruto (C) da V. dardani.
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1.4 - ESTUDO DO OLEO ESSENCIAL DA VARRONIA DARDANI

1.4.1 - Aspectos gerais dos 0leos essenciais

O termo “Oleo essencial” foi utilizado pela primeira vez no século XVI por
Paracelsus, quem nomeou o componente efetivo de uma droga, “quinta esséncia”. Por volta
do século 20, os mesmos eram utilizados em perfumes, cosméticos e aromas alimentares,
enquanto sua utilidade em preparag6es farmacéuticas tinha declinado (Edris, 2007).

Os Oleos essenciais também conhecidos como 0leos volateis, Oleos etéreos ou
simplesmente esséncias, sdo extraidos de plantas através das técnicas de arraste de vapor, na
maioria das vezes, e também pela prensagem do pericarpo de frutos citricos, que no Brasil
dominam o mercado de exportacdo (Bizzo, 2009). A I1SO (International Organization for
Standardization) os define como: “um produto obtido por destilagdo em agua ou vapor, por
destilacdo seca de materiais naturais ou por processos mecanicos de extragdo de pericarpos de
frutos citricos. Apds a destilacdo, o dleo essencial ¢ fisicamente separado da fase aquosa”
(1SO 9235:1997).

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis contidas em
6rgdos de plantas, e assim sdo denominados devido a composicdo lipofilica que se apresentam
quimicamente diferente da composicdo gliceridica dos verdadeiros 6leos e gorduras. Esta
diferenca esta relacionada a algumas caracteristicas fisico-quimicas dos mesmos, como, por
exemplo, geralmente serem liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente, serem
volateis e apresentarem aroma agradavel. De coloracdo, odor e viscosidade variados, os 6leos
volateis apresentam solubilidade limitada em agua e geralmente apresentam densidade menor.
Os Oleos estdo associados a varias funces necessarias a sobrevivéncia do vegetal, exercendo
papel fundamental na defesa contra microrganismos e predadores, como também atraindo
insetos e outros agentes fecundadores.

Os terpenoides sdo os constituintes predominantes dos 0leos essenciais de plantas,
mas muitos destes 6leos também sdo compostos por outros produtos quimicos como
fenilpropandides, podendo ser acrescidos de outras classes de compostos, como alcoois,
ésteres, aldeidos e cetonas de cadeia curtas. Quase todos 0s 6leos essenciais sdo extremamente
complexos na composi¢do, no que diz respeito a presenca de uma grande variedade de
entidades quimicas altamente funcionalizadas, que pertencem a diferentes classes quimicas
(monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanoides) metabolitos que conferem suas

caracteristicas organolépticas (Bizzo, Hovell & Rezende, 2009), mas dependendo do método
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de extracdo e da composicdo da planta, terpenos menos volateis podem aparecer na
composic¢do do 6leo, assim como os mais volateis podem se dispersar (Sangwan et al., 2001).
A composicdo quimica dos 06leos volateis produzidos por espécies distintas pode apresentar
constituintes em comum, assim como, a composicdo quimica de um 0leo obtido a partir da
mesma espécie pode variar, quando se levar em consideragdo o ambiente o qual o vegetal se
desenvolve, o tipo de cultivo e as influéncias climéticas (Sangwan et al., 2001).

A evolucdo de conhecimentos técnicos sobre os 6leos essenciais deu-se em meados
do século XVIII, quando se iniciaram 0s estudos para suas caracterizagdes quimicas.
Atualmente é bastante grande o numero de plantas conhecidas para a producdo de Oleos
essenciais em bases econémicas. Tal ocorréncia vai desde plantas rasteiras, como é o caso da
horteld, até plantas de porte arboreo, como é o caso do eucalipto (Vitti e Brito, 2003).

Os 0leos essenciais sdo comumente utilizados na medicina tradicional e encontram
sua maior aplicacdo bioldgica como agentes antimicrobianos. Possuem aplicacGes nas areas
de perfumaria, cosméticos, alimentos e como coadjuvantes em medicamentos, mas Sao
empregados principalmente como aromas e fragrancias (Bizzo, 2009).

Neste trabalho foi realizado o estudo dos constituintes quimicos volateis do 6leo
essencial das folhas da V. dardani, assim como a verificagdo da atividade antimicrobiana
(fungos e bactérias) do mesmo, frente a fungos filamentosos, leveduras e bactérias de

interesse médico veterinario.
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2-PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 - Métodos Cromatograficos

2.1.1 - Cromatografia de Adsorgao

As cromatografias de adsorcdo em coluna foram executadas utilizado gel de silica
60, com granulometria de 70-230 mesh, da marca Vetec (cromatografia gravitacional) e 230-
400 mesch da Merck para cromatografia sob média pressdo (cromatografia flash). O
comprimento e didmetro das colunas variaram de acordo com as aliquotas das amostras a
serem cromatografadas e com a quantidade de silica empregada. As colunas utilizadas na
cromatografia de adsorcdo sob média pressdo (cromatografia flash) foram de vidro resistente
a pressdo e continham bulbos no &pice, para armazenamento do solvente. Foi empregada nesta
técnica, bomba de ar comprimido modelo Inalar Compact N° 682403 de Ind. de aparelhos
médicos Ltda. Para a cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se cromatoplacas de
gel de silica 60, 5-40 pum, com indicador de fluorescéncia na faixa de 254 nm sobre
cromatoplacas de poliéster ou aluminio da Merck.

As revelacOes das substancias nas cromatoplacas analiticas foram realizadas através
da exposicdo destas a radiacdo ultravioleta (UV) em dois comprimentos de onda (254 e 365
nm) emitidos por lampada modelo UVSL-25 da mineral Light, pela pulverizacdo com solu¢édo
de vanilina e acido fosférico em agua ou com solucdo de p-anisaldeido, acido sulfdrico em
acido acético, seguindo de aquecimento em estufa em 105 °C por 5 minutos.

Os solventes utilizados nos procedimentos cromatograficos foram: Hexano,
diclorometano, acetato de etila, acetona, isopropanol, etanol e metanol, puros ou em misturas
binaria em propor¢des crescentes de polaridade. Os solventes eram de qualidade P.A.,
destilado ou grau CLAE.

A destilacdo dos solventes dos extratos e das fracdes resultantes das cromatografias

foi realizada em evaporador rotatério Fisatom 802.
2.1.2 - Cromatografia em Coluna (CC)
Nas separagdes por cromatografia em coluna foram utilizados como fase fixa os

adsorventes, gel de silica com granulometria de 70-230, da marca Vetec e Sephadex LH-20,

marca Pharmacia. Os comprimentos e didmetro das colunas variaram de acordo com as
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quantidades de amostras a serem cromatografadas e adsorventes utilizados. Como eluentes
foram usados hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona, metanol e &gua. Estes
solventes foram usados puros ou em misturas binarias programadas em ordem de polaridade
crescente. Todos os solventes foram de qualidade P.A. das marcas Vetec e MERCK, ou grau
CLAE.

2.1.3 — Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se placas de poliéster e
aluminio nas dimensfes 6 x 3,5 cm, com camada de silica 60, 5-40 um, com indicador de
fluorescéncia na faixa de 254 nm (Fzs4), MERCK. As revelagdes das substancias, nas placas,
foram realizadas por exposicdo em lampada de irradiacdo modelo UVSL-25 da Mineral Light
com dois comprimentos de onda (254 e 366 nm), pela pulverizagdo com uma solucédo de
vanilina e &cido fosforico em agua em ou solucdo de p-anisaldeido, acido sulfurico em &cido
acetico glacial, seguida por aquecimento em chapa aquecedora ou estufa a 105 °C ou por
vapores de iodo presentes em camara saturada. Como eluentes foram usados hexano,

diclorometano, acetato de etila, acetona e metanol, puros ou em misturas binaria ou ternaria.

2.1.4 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada em aparelho da
marca SHIMAZDU, constituido de trés bombas de alta pressao, modelo LC-10Atvp, detector
com arranjo de diiédo e um forno termostatico para acomodacdo da coluna. Para as corridas
utilizou-se uma coluna semi-preparativa em fase reversa Supercosil LC-18 (LC, 250 x 10 nm,
5 um) e como fase movel os solventes diclorometano e metanol com grau HPLC, que foram
filtrados em membrana de nylon com poros de PTFE de 0,45 um e desgaseificados com gas
Hélio por 10 min. As amostras foram dissolvidas com os solventes usados na fase movel e

filtradas num sistema manual de membrana de teflon 0,45 pm da Whatman.
2.2 - Métodos Fisicos
Os espectros apresentados neste trabalho foram obtidos em equipamentos da Central

de Analitica do Departamento de Quimica Organica e Inorganica, e do Centro Nordestino de

Aplicacdo e Uso da Ressondncia Magnética Nuclear (CENAUREMN), da Universidade
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Federal do Ceard, e o ponto de fusdo das substancias isoladas foi obtido em equipamento no
Laboratorio de Catalise, Ambiente e Materiais (LACAM), da Universidade do Estado do Rio
Grande do Norte.

2.2.1 - Ponto de Fuséao
2.2.1.1 - Termogravimetria (TG/DSC)

A andlise termogravimétrica (TG/DSC) foi realizada com o intuito principal de
acompanhar a temperatura de fusdo e degradacdo dos materiais isolados. Para isso
aproximadamente 1 mg das amostras foi submetida a um aquecimento de 25 a 300 °C, a uma
razdo de aquecimento de 10%/min, sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 70 mL.min™. O

equipamento utilizado foi 0 modelo STA 449 Jupiter da Netzsch
2.2.2 — Espectrometria de Massa

A anélise qualitativa do 06leo essencial e dos constituintes ndo volateis foram obtidos
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) num GC composto
por: Auto-Injetor AOC-5000; Cromatdgrafo a Gas GC-2010 Plus; Espectrémetro de Massa
QP2010 Ultra; OCI/PTV-2010; FID-2010; Detector Splitting; Software NIST 11 MASS e
Software GCMS solution - Marca Shimadzu, equipado com coluna Rtx-5ms (polissiloxano
5%-difenil-95%-dimetil) de 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm. Os experimentos foram realizados
nas seguintes condicdes: ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV; hélio como géas de arraste
com fluxo de 1,22 ml.min; gradiente crescente de temperatura de 6 °C/min, de 30 a 300 °C.
As temperaturas do injetor e detector foram de 250 e 310 °C respectivamente. Os dados de
MS e FID foram simultaneamente adquiridos e empregados num sistema de divisdo de

detector; numa razéo de separagdo de escoamento de 1:1 (MS/FID).
2.2.3 — Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e carbono

13 (RMN *3C) uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrometro Bruker, modelos DRX-
500 e DPX-300, operando na frequéncia de 500 e 300 MHz para hidrogénio e 125 e 75 MHz
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para carbono-13, ambos pertencente ao centro Nordestino de aplicacdo e Uso da Ressonancia
Magnética Nuclear da Universidade Federal do Cearda (CERAUREMN-UFC).

Os solventes deuterados utilizados na dissolucdo das amostras e obtencdo dos
espectros foram: cloroformio (CDCI3), metanol (CD3OD) e piridina (CsDsN). Os
deslocamentos quimicos (o) foram expressos em parte por milhdo (ppm) e referenciados nos
espectros de RMN *H pelo pico de hidrogénio pertencente & fracdo ndo deuterada dos
solventes: cloroformio (dy, 7,27), metanol (o4, 4,87; 3,31) e piridina (dn, 8,74; 7,58; 7,22) e
para os espectros de RMN *3C pelos picos de carbono-13 dos solventes: cloroférmio &
(77,23), metanol 6 (49,15) e piridina ¢ (123,87; 135, 91 e 150,35)

As multiplicidades das absor¢Ges foram indicadas segundo a convencao: s (singleto),
sl (singleto largo) d (dubleto), dd (duplo dubleto), dl (dubleto largo), dt (dubleto triplo), td
(tripleto duplo), t (tripleto) e m (multipleto).

O padrdo de hidrogénio dos carbonos foi determinado através da utilizacdo da
técnica DEPT 135° e segundo convencdo: C (carbono ndo hidrogenado), CH (carbono

metinico), CH, (carbono metilénico) e CH3 (carbono metilico).

2.2.4 - Rotagdo Optica

As rotacdes Opticas foram obtidas em polarimetro digital da Perkin-Elmer 341 a

temperatura de 25 °C e concentragdo de 1mg.2mL™ de solvente.

2.2.5 - Indice de refracéo

O indice de refracdo do Oleo foi obtido utilizando um Abbe Refractometer da
QUIMIX, modelo WyA-15.

2.3 - Estudos dos Constituintes Quimicos Volateis das Folhas da Varronia dardani
2.3.1 - Extragdo do 6leo essencial das folhas da V. dardani

As folhas de Varronia dardani foram coletadas no municipio de Mossoré-RN e
levadas ao laboratorio de Cromatografia (UERN), onde foram pesadas (222,72 g) e

adicionadas em um baldo de 5,0 L, juntamente com 2 L de &gua destilada. Ao baldo foi

acoplado um doseador do tipo Clevenger e um condensador, e o sistema foi entdo submetido
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ao processo de hidrodestilacdo por 2 hs. Apos este periodo, a fase orgénica foi separada do
hidrolato, seca com sulfato de sodio anidro (Na,SQ,), e filtrada (Fluxograma 01), resultando
em oleo de aspecto amarelado, fluido e aromético, armazenados em frascos de vidro fechados
cobertos com papel aluminio e mantidos sob-refrigeracio a 5°C antes da anélise
cromatogréafica e testes antimicrobianos. Vale ressaltar que foram feitas cinco extracbes
consecutivas da mesma planta, cujos rendimentos dos 6leos encontram-se descritos na Tabela
01, calculados a partir da equacéo 1.

Equacéo 01:

Onde:
TO = teor de 6leo;
M 6leo = massa do 6leo obtida;

M folha = massa das folhas utilizada na extracéo.

Na tabela a seguir encontram-se 0s dados do 6leo essencial obtido da V. dardani.

Tabela 01 - Massa e rendimentos dos 6leos extraidos de V. dardani

Espécie (V. dardani)

Extracéo Massa (mg) Rendimento (%)
I 887,3 0,29
1 709 0,13
i 798 0,16
Y] 976 0,18

\ 800 0,17
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Fluxograma 01 - Método de extracdo do 6leo essencial da V. dardani.

Material Botanico
(Folhas)

1. Extracdo por hidrodestilacéo

\ 4
\ 4/
Torta + Decoto Oleo/Agua
1. Separagéo
v
v v
Fase Organica Fase Aquosa

1. Secagem com Na,SO4
2. Filtracéo
y Anadlise por CG/EM e CG/DIC

(Identificacao)

Oleo Essencial

Atividade Antimicrobiana

indice de Refracio

b 44

Rotagdo Especifica

2.3.2 - ldentificacdo e quantificacdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial da V.

dardani

O teor de cada componente foi determinado com base na area de cada pico
relacionada com a &rea total dos picos do cromatograma. Cada componente do Oleo foi
identificado com base no indice de retencdo (considerando-se uma série homologa de n-

alcanos C7-C30), corrigido por regressdo linear, também por comparagdo do padrdo de
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fragmentacédo proprio de cada componente, com espectros de massa de banco de dados virtual
(Biblioteca Nist/Epa/Nih, 2011) e, ainda, por comparacdo visual com espectros de massa

registrados na literatura (Adams, 2012).
2.3.3 - Atividade antifungica sobre fungos filamentosos

O teste da atividade antifingica do 6leo essencial de V.dardani foi realizado no do
Laboratorio de Cultura e Tecido Vegetal — LCTV da UERN, de onde foram obtidos o
Colletotrichum gloeosporioides (5522) e o Lasiodiplodia theobromae (435), fungos utilizado
no experimento.

Os fungos foram cultivados em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) e mantidos em
estufa (BOD) a 25 + 2 °C, sob alternancia luminosa (12 h claro / 12 h escuro) para obtencao
do indculo. O OE, extraido anteriormente, foi diluidos no meio BDA nas concentragdes 1; 2;
3 ¢ 4 ul.mL™, sendo adicionados ao meio ainda liquefeito (55 °C) ap6s autoclavacdo por 20
minutos.

Posteriormente, os meios foram levados & cdmara de fluxo laminar onde foram
vertidos em placas de petri. Discos de micelio do fungo com aproximadamente 3 mm de
didmetro foram retirados de culturas com 15 dias de crescimento e inoculados no centro da
placas contendo o meio BDA, identificando assim os seguintes tratamentos: T1 (meio de
cultura apenas com o meio, sem 6leo), controle negativo; T2 (meio com fungicida comercial
tiofanato metilico), controle positivo; T3 (1ul do OE de V.dardani); T4 (2 ul do OE de
V.dardani); T5 (3 uL do OE de V.dardani); T6 (4 ul do OE de V.dardani). Para o preparo do
controle positivo, foi diluido no meio 3 g.L™* do fungicida.

As avaliacdes tiveram inicio 24h posteriores a montagem do experimento, sendo
estas realizadas diariamente com o auxilio de um paquimetro, através de medicéo do diametro
do micélio (média de duas medidas perpendiculares). As avaliagcbes foram concluidas com o
total crescimento do fungo na placa correspondente ao tratamento controle negativo (T1).

O delineamento experimental utilizado foi do tipo inteiramente casualizado, sendo 6
tratamentos e 5 repeticdes, totalizando 30 placas. A percentagem de inibicdo foi determinada
através dos dados do crescimento micelial individual de cada fungo, sendo estes aplicados na
formula adaptada de Edington et al., (1971):

Equacéo 2:

L (CFC — CFT)

1
CFC x 100
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Onde:
| = porcentagem de inibicao;
CFC = crescimento do fungo no controle;

CFT = crescimento do fungo no tratamento.

Os dados foram avaliados estatisticamente pela analise da variancia e as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

2.3.4 - Atividades antifungica e antibacteriana quanto a leveduras e bactérias de

interesse médico veterinario

O teste para avaliacdo da atividade antifungica e antibacteriana do 6leo essencial de
V.dardani foi realizado no Laboratério de Microbiologia Veterindria da UFERSA, a partir da
confec¢do de antibiogramas de acordo com o método de difusdo em &gar — técnica do poco

descrito por Silveira et al., (2009).

2.3.5 - Leveduras utilizadas e preparo do in6culo

Para o teste antifungico foram utilizadas duas espécies de leveduras: Candida
albicans (ATCC 10231) e Cryptococcus neoformans (LV 002), cepa padrdo e isolado de
ovino, respectivamente. Os discos liofilizados da C. albicans foram reidratados em caldo
Brain Heart Infusion (BHI), incubados por 24h a 35°C e posteriormente repicadas em agar
Sabouraud dextrose (SD). A cepa de C. neoformans estava estocada em temperatura de 5 °C
em agar SD e foi repicada em caldo BHI, incubadas por 48h a 35°C, sendo feito uma
semeadura em agar SD. Ambos os indculos foram preparados a partir da escolha de cinco
colonias, medindo aproximadamente 1mm de didmetro, da cultura de 24h para a C. albicans e
de 48h para C. neoformans em agar SD, as quais foram suspensas em 5 mL de solucéo salina
estéril 0,85%, e foram utilizadas quando observou-se uma solucdo-padrdo da escala de
McFarland 0,5. (NCCLS., 2002)

2.3.6 - Bactérias utilizadas e preparo do in6culo

No teste antibacteriano utilizou-se de trés espécies bacterianas: Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Escherichia coli (LM
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003), duas cepas da colecdo ATCC e a terceira, de amostra procedente de individuo com
infecgdo urinaria. As cepas padrdo foram reidratadas em caldo BHI, incubadas em estufa
bacterioldgica por 24h a 35°C antes dos procedimentos. A cepa de E. coli estava estocada a
5°C em caldo BHI coberto com glicerina, sendo posteriormente semeadas em caldo BHI e
incubada nas mesmas condic¢Bes das cepas anteriores. Os inoculos foram transferidos para
tubos de ensaio com solugdo salina 0,85% estéril, até obter a turvacdo de 0,5 da escala de
MacFarland (NCCLS., 2003)

2.3.7 - Confecgdo do antibiograma

Para confeccdo dos antibiogramas, utilizaram-se placas de Petri contendo apenas
agar Mueller Hinton para o teste em bactérias e agar Mueller Hinton com 2% de dextrose e
0,5 ug.mL™ de azul de metileno para o teste em leveduras, de acordo com o protocolo do
CLSI M44-A2. Foram perfurados pocos de 6mm de didmetro com auxilio de ponteiras
estéreis, sendo o fundo dos pogos vedados com o mesmo meio de cultura ainda liquefeito, no
intuito de ndo deixar extravasar as aliquotas do 6leo. Os in6culos, tanto as bactérias quanto as
leveduras, foram semeadas sobre a superficie de seus respectivos meios com auxilio de swab
estéril. Dispensou-se, utilizando-se pipeta automatica, em cada po¢o devidamente
identificado, 50 pL dos seguintes tratamentos: T1 OE de V. dardani; T2, T3, T4 e T5
correspondente as diluicdes do OE de V. dardani em DMSO, obtendo-se as concentracdes de
1, 2,3 e 4 pL.mL™ respectivamente; e T6 controle negativo (DMSO puro). O T7 controle
positivo utilizou-se de discos de gentamicina (10 ug) que foram dispostos, apds semeadura
dos indculos, sobre o meio de cultura sem perfuracdo de pogos. As placas foram incubadas em
estufa a 3521°C por 24 horas.

2.3.8 - Leitura e interpretacdo dos halos

Ap0s o periodo de incubacdo, foram medidos os halos de inibi¢cdo do crescimento
(mm), utilizando régua milimetrada, descartando-se o didmetro de leitura do pogo. Cada
tratamento foi testado em tréplica, sendo considerada a média da medicdo dos halos. Foram
considerados com halo de inibicao, aqueles que apresentavam diametro superior a 10 mm e
comparados ao controle positivos gentamicina para bactérias e cetoconazol e itraconazol para

leveduras.
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2.4 - Material vegetal

As raizes e as folhas da Varronia dardani (Taroda). J.S.Mill foram coletadas durante
seu estagio de floracdo, em marco de 2014, na serra do Lima, municipio de Patu no Estado do
Rio Grande Do Norte, Brasil, pelo Professor Jaécio Carlos Diniz, do Departamento de
Quimica da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte e pelo técnico em biologia,
Francisco Fabio Mesquita, do Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade do
Estado do Rio Grande do Norte. Além das raizes e folhas foram coletadas também, outras
partes da planta, tais como: galhos e flores para exsicata. A identificacdo da planta foi
realizada pelo Prof. Dr. José Iranildo Miranda de Melo pertencente ao Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Campina Grande. Uma exsicata correspondente a coleta
da planta (MOSS 13755) encontra-se arquivada no Herbario Dardano de Andrade Lima da
Universidade Federal Rural do Semiérido - UFERSA.

Todas as etapas referentes ao tratamento do vegetal, preparacdo dos extratos,
extracdo e isolamento dos metabdlitos secundarios foram executadas no laboratorio de
cromatografia da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte (UERN). Neste trabalho
realizou-se o estudo quimico das raizes e folhas, assim como a atividade biologica do 6leo
essencial extraido das folhas.

2.4.1 - Obtencédo do extrato diclorometano das raizes da V. dardani (EDRVD-DCM)

As raizes (70,30 g) secas a temperatura ambiente e trituradas mecanicamente, foram
submetidas a extracdo exaustiva com diclorometano a frio. A solucéo resultante foi filtrada e
em seguida destilada a pressdo reduzida, fornecendo 2,68 g de material, denominado
EDRVD.

2.4.2 - Fracionamento cromatografico do extrato EDRVD

2,68 g do extrato EDRV-D foram misturada a 13,18 g de gel de silica, pulverizados
em gral de porcelana e acondicionados sobre 20,60 g de gel de silica em coluna de 500 mL.
seguido de fracionamento cromatografico por eluicbes sucessivas com hexano,
diclorometano, acetato de etila, etanol e etanol/agua (1:1) (Fluxograma 2), resultou nas

fragcOes constantes na tabela 02 a seguir.
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Tabela 02 - Dados resultantes do fracionamento cromatogréafico de EDRVD

Eluente Fracdo Massa (mg)
Hexano EDRVD-H 84,7
Diclorometano EDRVD-DCM 930,5
Acetato de Etila EDRDV-ACeOEt 1029
Etanol EDRDV-EtOH 163,4
Etanol/Agua (50%) EDRVD-EtOH/H,0 45,5
TOTAL 2253,1

Fluxograma 2 - Rota de obtencg&o do extrato diclorometano da raiz da V. dardani.

Coleta da Planta

cata

Separacao

l

Folhas

Coluna Filtrante
diclorometano, acetato de etila,

|

Raiz

(hexano,

1. Pulverizacéo
2. Extragdo com Diclorometano (3x)
3. Evaporacéo do Solvente

Torta

etanol e etanol/agua (50%).

l

l

l

l l

EDRVD-H

EDRVD-DCM

EDRVD-FAC

EDRVD-EtOH EDRVD-EtOH/H,0 50%
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2.4.3 - Fracionamento cromatografico da fracdo EDRVD-DCM e isolamento de CPR-1 e
CPR-2

930,5 mg da fracdo EDRVD-DCM foi misturada em 17,5 g de gel de silica,
pulverizados e grau de porcelana e cromatografados sobre 47,7 g de silica em coluna de 300
mL. A eluigdo foi realizada com um sistema isocratico de hexano/acetona (30%), coletando
32 fracdes de 10 mL cada. Estas fracGes, apos comparagdo por CCD e reveladas com vapores
de iodo e p-anizaldeido, foram reunidas conforme descrito na Tabela 03 e Fluxograma 3. Na
fracdo 3-4 observou-se formagdo de um precipitado amarelo (solivel em acetona), o qual foi
separado por filtracdo da agua-mae (3-4 AM) e lavado com acetona. Apos analise por CCD,
este material (95,5 mg) revelou-se puro e foi denominado como CPR-1. Na fracdo 6 foi
observado um outro precipitado, o qual foi filtrado e lavado com acetona. Apos analise por
CCD, o material (60,6 mg) revelou-se puro, apresentando um fator de retencdo Rfs diferente
da amostra CPR-1, sendo esse novo material denominado de CPR-2.

Tabela 03 - Dados resultantes do fracionamento cromatografico de EDRVD-DCM

Eluente Fracdo Massa (mg)
Hexano/Acetona (30%) 1 1
Hexano/Acetona (30%) 2 100
Hexano/Acetona (30%) 3-4 AM 299,3
Hexano/Acetona (30%) 3-4 PPT* 95,6
Hexano/Acetona (30%) 5AM 237
Hexano/Acetona (30%) 5PPT 85,5
Hexano/Acetona (30%) 6** 60,6
Hexano/Acetona (30%) 7 20,3
Hexano/Acetona (30%) 8 10,4
Hexano/Acetona (30%) 9 58
Hexano/Acetona (30%) 10-32 10,5

TOTAL 926

*FracOes contendo um sélido amarelo denominado CPR-1

**Fracdo contendo um solido amarelo denominado CPR-2
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Fluxograma 03 - Isolamento dos constituintes quimicos CPR-1 e CPR-2 obtidos a partir do
extrato diclorometano das raizes de V.dardani.

EDRVD-DCM (930,5 mg)

1. Coluna Cromatogréfica
2. Fracionamento Cromatografico

\ 4
\ 4 \ \ 4 \ 4
2 (100mg) 5 7 (20,3 mg) 9 (5,8 mg)
\ / v v
1 (1mg) 3-4 6** (60,6 mg) 8 (10,4 mg) 10-32 (10,5 mg)
AM (237 mg)
AM (299,3 mg) |—

1 PPT (85,5 mg)

PPT* (95,6 mg) p—

2.4.4 - Obtencao do extrato hidroalcodlico das folhas da V. dardani

As folhas (45,4 g), secas a temperatura ambiente e trituradas mecanicamente, foram
submetidas a extracdo exaustiva com uma solucdo etanol/agua (30%) a frio. A solucdo
resultante foi filtrada e em seguida rotaevaporada a pressdo reduzida seguida de secagem em
banho Maria até completa retirada de agua, fornecendo 24,6 g de material, denominado
EHIFVD.

2.4.5 - Tratamento Cromatografico do extrato hidroalcoolico das folhas de V. dardani
EHIFVD.

24,6 g do extrato EHiFVD foi misturado a 17,8 g de gel de silica, pulverizado em

gral de porcelana e acondicionado sobre 30,9 g de gel de silica em coluna de 500 mL. O
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material foi cromatogréfado utilizando elui¢cGes sucessivas com hexano, diclorometano,

diclorometano/metanol (10, 20 e 50% respectivamente), e metanol resultando apds secagem

nas fracdes constantes na Tabela 04.

Tabela 04 - Dados resultantes do fracionamento cromatogréfico de EHiFVD

Eluente Fracdo Massa (mg)
Hexano EHiFVD — H 28
Diclorometano EHiIFVD — DCM 2500
Diclorometano/metanol (10%) EHiFVD - DCM/MeOH 10% 2300
Diclorometano/metanol (20%) EHiIFVD - DCM/MeOH 20% 2500
Diclorometano/metanol (50%) EHiIFVD - DCM/MeOH 50% 3100
Metanol EHiIFVD — MeOH 6400
TOTAL 16828

Fluxograma 4 - Rota para obtencao do extrato hidroalcoo6lico das folhas da V. dardani.

Coleta da Planta

A\ 4

Material Botanico
(Folhas)

Pulverizagdo

Extracdo com Etanol/Agua (30%)

Rotaevaporacgéo

\ .
_/ Coluna  Filtrante  (hexano,
EHIFVD diclorometano/metanol (10,20 e
50%), diclorometano e metanol.
v v \l/ v v v

EHiFVD-H EHiFVD-DCM EHiFVD- EHiFVD- EHiFVD- EHiFVD-MeOH
DCM/MeOH DCM/MeOH DCM/MeOH
10% 20% 50%




45

2.4.6 - Fracionamento cromatogréafico da EHiFVD-DCM e isolamento de CPF-1 e CPF
2.

A fracdo EHIFVD-DCM (2,5g) foi submetida a lavagens sucessivas com hexano
grau HPLC, obtendo-se duas fragdes, uma sollvel, denominada (S-EHiFVD-DCM) e a outra

insoldvel (I-HiFVD-DCM).

Tabela 05 - Dados resultantes do fracionamento cromatografico de EHiFVD-DCM

Eluente Fracdo Massa ()
Hexano HPLC S-EHiIFVD-DCM 1,2
Hexano HPLC I-EHiIFVD-DCM 1,3

TOTAL 2,5

2.4.7 - Fracionamento cromatografico da fracdo I-EHiIFVD-DCM e isolamento de CPF-1
e CPF-2

Uma aliquota de 0,2896 g da fracdo I-EHiFVD-DCM foi misturada a 7,5 g de gel de
silica, pulverizados em grau de porcelana e cromatografados sobre 25,8 g de silica em coluna
de 300 mL. A eluicdo foi realizada com um sistema isocratico de hexano/acetato de etila
(14%), obtendo-se ap6s coleta 31 fragdes de 10 mL. Estas fracBes foram comparadas por
cromatografia em camada delgada, apds revelacdo com vapor de iodo e p-anizaldeido. As
fracdes que apresentaram o mesmo perfil cromatografico foram reunidas conforme descrito na
Tabela 06. A fragbes 5 (11,5 mg) cristalizou apds evaporacdo do solvente, e apds analise de
CCD revelou apenas um spot apresentando caracteristica de material puro sendo denominado
de CPF-1. Na fracdo 12 observou-se apds evaporacao a formacdo cristais, e apds a andlise por
CCD, este material (26,9 mg) revelou-se puro, sendo comparado com o CPF-1, o qual

apresentou diferentes Rfs, estes material foi denominado CPF-2.



Tabela 06- Dados resultantes do fracionamento cromatogréfico de I-EHiFVD-DCM

Eluente Fracao Massa (mg)
Hexano/AcOEt (14%) 1-4 54
Hexano/AcOEt (14%) 5* 11,5
Hexano/AcOEt (14%) 6-7 123,9
Hexano/AcOEt (14%) 8 13,1
Hexano/AcOEt (14%) 9 12
Hexano/AcOEt (14%) 10 14,3
Hexano/AcOEt (14%) 11 21,7
Hexano/AcOEt (14%) 12** 26,9
Hexano/AcOEt (14%) 13-16 26,2
Hexano/AcOEt (14%) 17-20 1,4
Hexano/AcOEt (14%) 21-31 15,9

TOTAL 278,3

*Fracdo contendo cristais, denominados CPF-1

**Fracdo contendo um material branco, denominados CPF-2
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 - Andlise cromatografica do dleo essencial da V. dardani

A extracdo do 6leo essencial das folhas de V. dardani forneceu um o6leo fluido e
amarelado exibindo as seguintes propriedades fisicas: [(x]ZOD + 22° (¢ = 0.008, CHCI3), n =
0,08 e d®*= 0,8873 g.mL™. O rendimento obtido do 6leo foi de 0,18 % calculado pela média
do percentual das extracdes calculado utilizando a equacéo 1.

A determinagdo dos constituintes quimicos presente no Oleo foi realizada por
cromatdgrafo gasoso acoplado a um espectrdbmetro de massas, enquanto o teor de cada
componente foi determinado por cromatografia gasosa equipado com detector de ionizacao de
chama. Na tabela 7 encontram-se os dados do 6leo essencial (OE).

A andlise por cromatografia gasosa do 6leo apresentou 30 substéncias, onde foram
identificados e quantificados 25 constituintes quimicos, totalizando um percentual de 83,33%
da composicdo quimica do 6leo. Dentre os 25 constituintes identificados, 13 pertencem a
classe dos monoterpenoides, onde sdo representados por 7 hidrocarbonetos monoterpenos
(53,84%), 3 monoterpenoides oxigenados (23,08%) e 3 monoterpenoides acetilados (23,08%).
Identificou-se ainda 11 substancias classificadas como sesquiterpenoides, dos quais 4 sé&o
hidrocarbonetos sesquiterpenos (36,36%), 6 sdo sesquiterpenoides oxigenados (54,54%) e 1
sesquiterpenoides acetilado (9,10%). Além disso, o 6leo apresentou tragos de um derivado
fenolico, representada por um Unico constituinte quimico o benzoato de benzila (0,47%). Na
Tabela 7, estdo sumarizados os constituintes quimicos identificados, seus teores e respectivos
indices retencao.

Dos hidrocarbonetos monoterpenos destaca-se o D-limoneno (20,02%) como sendo o
composto majoritario do 6leo, seguido pelos monoterpenos oxigenados o 1,8 cineol (13,25%),
linalol (12,27%), a-terpineol (6,48%) e o terpinen-4-ol (6,35%). Outros majoritarios Sdo 0s
derivados sesquiterpenos o 2E.6E acetato de farnesol (8,84%) e o 2E.6E-farnesol (8,68%). Os
demais constituintes apresentaram teores abaixo de 6%. Cinco substancias denominada NI-1,
NI-2, NI-3, NI-4 e NI-2 ndo foram identificadas, totalizando um percentual de 2,43% em

massa.



Tabela 7 - Composigdo do 6leo essencial (OE) da Varronia dardani

Constituintes® Tempo de Retencdo  IK® IK® OEVDY (%)

1 a-turgeno 10.883 924 928 2.412
2 a-pineno 11.117 932 935 1.433
3 0-cimeno 13.747 1022 1018 3.915
4 D-limoneno 13.895 1024 1023 20.025
5 1,8 cineol 13.998 1026 1027 13.250
6 -ocimeno(Z) 14.325 1032 1038 0.7748
7 (y)-terpineno 14.720 1054 1051 2.885
8 NI-1 15.575 NI-1 1081 0.404
9 Linalol 15.814 1095 1089 12.275
10 NI-2 17.806 NI-2 1163 0.826
11  terpinen-4-ol 18.116 1174 1174 6.350
12  a-terpineol 18.453 1186 1187 6.489
13  acetato de bornila 20.920 1284 1287 0.688
14  acetato de carveol 22.068 1365 1335 0.720
15 acetato de geraniol 23.055 1379 1378 1.288
16  a-copaeno 23.240 1374 1387 0.469
17  NI-3 25.951 NI-3 1511 0.372
18  a-muuroleno 26.087 1500 1518 0.554
19  (y)-muroleno 26.451 1478 1535 1.316
20 o-cadineno 26.588 1522 1542 1.749
21 Nerolidol (E) 27.211 1561 1572 0.263
22  Spathulenol 27.944 1577 1609 0.398
23  Ledol 28.540 1602 1639 0.399
24 NI-4 28.929 NI-4 1659 0.693
25  epi-a-cadinol 29.184 1638 1672 1.034
26  a-cadinol 29.482 1652 1687 0.877
27  2E.6E-farnesol 30.512 1742 1741 8.685
28  benzoato de benzila 31.643 1759 1802 0.478
29 2E.6E-acetato de farnesol 32.712 1845 1861 8.842
30 NI-5 39.145 NI-5 2244 0.136
Teor de monoterpeno 43.33

Teor de sesquiterpeno 36,66

Teor total identificado 83,33

®Constituintes quimicos listados de acordo com ordem de eluicdo em coluna Rtx-5ms.
°IK = indices de Kovats corrigido para os constituintes do 6leo essencial.

OEVD (%)? = percentual obtido por CG-DIC.

NI = Ndo Identificado
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3.2 - Avaliagdes do potencial bioldgico do 6leo essencial da V. dardani
Em busca por substdncias de origem natural com potencial biologico, foram
selecionados dois métodos, o de atividade antifingica sobre fungos filamentosos e

antibacterianos quanto a leveduras e bactérias de interesse medico veterinario.

3.2.1 - Avaliacdo do potencial antimicrobiano do 6leo essencial da V. dardani

3.2.2 - Atividade antifungica sobre fungos filamentosos

3.2.3 - Resultados e Discussao

No presente estudo, a atividade antifingica do 6leo essencial de Varronia dardani foi
avaliada e comparada com tiofanato metilico, um antifungico comercial, utilizado nas
operacfes de combate aos fungos pds-colheita L. theobromae (435) e C. gloeosporiodes
(5522). O OE demonstrou claramente atividade antifungica, sendo que a anélise de variancia
mostrou que o crescimento radial micelial foi significativamente influenciado pela
concentracdo do OE (p < 0,0001; F=83,7819), da espécie (p<0,002; F=11,0391), assim como
da interacdo significativa entre os dois fatores (p<0,0011; F = 5,1724) (Figura 02).

Figura 02 - Inibicdo do crescimento micelial (ICM, %) dos fungos pds colheita L.
theobromae (435) e C. gloeosporiodes (5522), em funcédo de diferentes concentracdes do 6leo
essencial de Varronia dardani. Médias seguidas de mesma letra, minGscula para concentracao
de 6leo essencial e maiuscula para fungo, ndo diferem estatisticamente entre si pelo post hoc
de Tukey (ANOVA two-way; p<0,01, n = 4). Asbarras representam o desvio-padréo da
media.
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O oOleo essencial da V. dardani, quando testada contra o L. theobromae (435),
mostrou uma atividade dose-dependente, cuja maior concentracdo (4 pL.mL™) mostrou uma
eficacia estatisticamente similar ao controle positivo, tiofanato metilico (Figuras 03 e 04). Da
mesma forma, o OE mostrou uma atividade fungitoxica sobre o C. gloeosporiodes (5522),
cuja inibicdo mostrou-se similar a induzida pelo fungicida controle (Figuras 05 e 06).
Analisando a eficicia do 6leo essencial sobre os fungos, os resultados mostram que, até a
concentracdo de 3pL.mL™, o percentual de inibic&o é estatisticamente similar entre os dois
fungos, embora um aumento na concentracdo do 6leo essencial ndo resulte em inibicdo do
crescimento do C. gloeosporiodes (5522) (Figuras 05 e 06).

A maioria dos 6leos essenciais possui algum grau de atividade antimicrobiana. Essa
atividade é atribuida a acdo das substancias presentes em sua composi¢do como 0s compostos
fenolicos, monoterpenos e terpendides (Gilles et al., 2010). O mecanismo de acdo dos
monoterpenos envolve, principalmente, efeitos toxicos a estrutura e a fungdo da membrana
celular (Oliveira et al., 2011; Seixas et al., 2011). Esses compostos, avaliados em sua forma
pura, mostram acdo antimicrobiana em diferentes estudos (Dan et al., 2010; Hussain et al.,
2010; Pereira et al., 2011; Combrinck et al., 2011).

Essa atividade bioldgica dos dleos essenciais e de seus constituintes pode atuar como
agentes fungistaticos e/ou fungicida, chamada de atividade antifingica, dependendo das
concentragdes utilizadas. O mesmo 6leo pode ser ativo contra um amplo espectro de espécies
de microrganismos, porém as concentracbes minimas inibitérias (CMI) podem variar
(Antunes & Cavacob, 2010). Alguns autores discutem que a atividade antifungica dos 6leos
essenciais testados advém, provavelmente, do resultado da penetracdo de quitina na parede
das hifas, prejudicando a lipoproteina da membrana citoplasmatica, levando a este
extravasamento do citoplasma, bem como ao esvaziamento e murchamento das hifas, e
presenca de filamentos (Zambonelli et al., 1996; Caccioni & Guizzardi, 1994; Dos Santos et
al., 2013). As propriedades antimicrobianas dos 0leos essenciais deve-se a sua caracteristica
lipofitica (Bakkali et al., 2008). A hidrofobicidade do 0leo essencial permite uma interagéo
entre o 6leo e os lipideos da membrana celular, interferindo na sua permeabilidade e causando

alteracdes em sua estrutura (Costa et al., 2011).
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Figura 03 - Crescimento micelial do Lasiodiplodia theobramae (435) em funcdo das
diferentes concentragdes do 6leo da V.dardani.
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Figura 04 - Crescimento micelial do Lasiodiplodia theobramae (435) em funcdo das
diferentes concentracdes do 6leo da V.dardani.
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Figura 05 - Crescimento micelial do Colletotrichum gloeosporioides (5522) em funcao das
diferentes concentragdes do 6leo da V.dardani.
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Figura 06 - Crescimento micelial do Colletotrichum gloeosporioides (5522) em fungéo das
diferentes concentracdes do 6leo da V.dardani.
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3.3 - Atividades antifungica e antibacteriana quanto a leveduras e bactérias de interesse

médico veterinario

3.3.1 - Resultados e Discussao

A Tabela 08 apresenta os resultados da atividade antimicrobiana de diferentes micro-
organismos, leveduras e bactérias na presenca do 6leo essencial de V. dardani e dos controles
positivo utilizando como antimicrobiano bactericida, a gentamicina e fungicida, itraconazol,

cetoconazol e negativo DMSO.

Tabela 08 - Diametro de halos de inibigdo quanto ao 6leo essencial V. dardani e controles
positivo e negativo em cepas de bactérias e leveduras de interesse médico veterinario em
milimetros.

Halos de inibicdo (mm)

Tratamentos ATCC ATCC LM003  ATCC  LMO002

i 25923 27853 10231

Oleo bruto 29,3 0,0 10,0 17,5 21,0
1 uLml™? 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 uLml™ 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 pLml™ 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 pLml™ 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Gentamicina* 20,3 22,3 12,0 0,0 0,0
Cetoconazol* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Itraconazol* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
DMSO** 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

*Controle positivo gentamicina (10 pg.mL™) utilizada para S.aureus, P. aeruginosa e E.
coli e cetoconazol (16 pg.mL™) e itraconazol (16 pg.mL™) utilizados contra C. albicans e
C. neoformans.

**Controle negativo dimetilsulfoxido

O OE bruto da V. dardani promoveu inibicéo frente as cepas bacterianas de S. aureus
(ATCC 25923) e E. coli (LM 003), com excecao da P. aeruginosa (ATCC 27853) , e para as
leveduras C. albicans (ATCC 10231) e C. neoformans (LM 002). Entretanto, as
concentracdes 1, 2, 3, 4 pL.mL™" do 6leo testado ndo inibiram os micro-organismos em
estudo. O halo formado pela fracdo bruta do Oleo essencial para S. aureus foi superior se

comparado ao controle positivo testado, bem como os halos formados para as leveduras,
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sendo que as cepas de leveduras foram resistentes aos antiflngicos utilizados como controle
positivo.

O mecanismo de acdo dos Oleos essenciais tem sido bastante discutido (Bona et al.,
2012) devido a quantidade e variedade dos compostos quimicos presentes, o que dificulta a
atribuicdo de um mecanismo de agdo especifico para a atividade antimicrobiana (Carson, Mee
& Riley, 2002). Dorman & Deans (2000) relataram que a maioria dos 6leos essenciais
provavelmente exerce efeito antimicrobiano, afetando a estrutura da parede celular bacteriana,
desnaturando e coagulando proteinas. Podem também alterar a permeabilidade da membrana
plasmaética, causando a interrupgdo de processos vitais da célula, como transporte de elétrons,
translocacdo de proteinas, fosforilagdo e outras reacGes, resultando em perda do controle
quimio osmotico, levando a morte celular.

De acordo com Moreira et al., (2010) e Steurer (2008), a atividade antimicrobiana
dos 6leos essenciais € clara, mas o mecanismo de agdo antimicrobiana ainda ndo esta
completamente elucidado. Ha consenso de que os compostos aromaticos e fendlicos sdos 0s
principais responsaveis pela atividade antimicrobiana, onde exercem seus efeitos diretamente
na membrana citoplasmatica, provocando alterac@es na sua estrutura e funcdes. Os mesmos
autores afirmam que componentes presentes em menor quantidade também desempenham um
papel importante, envolvendo-se em interagdes sinérgicas com os compostos fenolicos. Ainda
de acordo com Steurer (2008), esses mecanismos ndo funcionam como alvos separados e
podem ocorrer em consequéncia dos outros.

A acdo antimicrobiana do 6leo de V. dardani observada foi maior nas cepas de o S.
aureus do que nas E. coli, pois segundo Kalemba & Kunicka (2003), por serem gram-
positivas, tendem a apresentar maior susceptibilidade a acdo dos 6leos essenciais do que
bactérias gram-negativas. A P. aeruginosa possui um mecanismo de defesa complexo,
apresentando baixa sensibilidade a maioria dos antimicrobianos. Palleroni (2010) & Dorman
& Deans (2000) relatam que a resisténcia de algumas bactérias gram-negativas aos 0leos
essenciais pode estar relacionada a presenca de moléculas hidrofilicas nos 6leos, que impede a
sua acdo sobre a membrana externa lipofilica destes micro-organismos, que pode justificar o
resultado obtido quanto a auséncia de inibigdo desta bactéria. Embora tenha sido observado
boa inibicdo do bacilo gram-negativo da E.coli, que pode estar relacionado a agdo de
particulas hidrofébicas presentes nos Oleos, apresentando a capacidade de difusdo na
membrana externa formada por lipideos da parede celular desses agentes. (Tortora, Funke,
Case, 2010). As bactérias gram-negativas, apesar de possuirem uma estrutura de parede

celular menos rigida do que as gram-positivas tém uma parede celular quimicamente mais
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complexa, sendo que um dos constituintes dessa parede, o lipopolissacarideo, determina a
antigenicidade, toxicidade e patogenicidade desses microrganismos. Além disso, esse grupo
de bactérias possui um teor lipidico maior do que as gram-positivas. Tais caracteristicas
podem estar envolvidas com o0 menor diametro apresentado no antibiograma pelo 6leo testado
(Vargas et al., 2004).

Os resultados quanto as leveduras Candida albicans e Cryptococcus neoformans
apresentaram didmetros nos antibiobramas superiores a bactéria gram-negativas,
provavelmente devido as estruturas da parede celular desses micro-organismos, pois de
acordo com Adams (2004) a composicdo quimica da parede celular é bastante complexa,
constituida principalmente por polissacarideos, ligados ou ndo a proteinas ou lipideos,
polifosfatos e ions inorganicos, formando a matriz de cimentacdo. Quitina, glucanas,
galactomananas e proteinas sdo 0s compostos mais frequentes, embora sua quantidade varie
entre as diferentes espécies de fungos. Ainda de acordo com Aguilar-Uscanga & Francois
(2003) a parede celular de leveduras apresenta como componentes polimeros de manose
(constituindo manoproteinas), glicanas (principalmente betaglucanas, galactanas) e polimeros
de N-acetilglucosamina. Esse ultimo constituinte apresenta-se com um percentual de 90% de
parede celular de bactéria gram positiva, justificando a acdo do 6leo da V. dardani que deve
apresentar compostos capazes de degradacdo dos polissacarideos presentes na parede celular
de leveduras e bactérias gram positivas descritas.

A acdo de V. dardini tem potencial para miniminzar os indices das enfermidades de
cryptococose (Moreira et al., 2006), candidiase (Playford, 2008), dermatites (Gasparetto et
al., 2013) e gastroenterites (Sthetty et al., 2012).

3.4 - Determinacao estrutural das naftoquinonas isoladas das raizes de V. dardani
3.4.1 — Determinacéo estrutural de CPR-1

O composto denominado CPR-1 isolado a partir do extrato diclorometano EDRVD-
DCM das raizes de V. dardani foi obtido como uma resina amarela soltvel em acetona.

O espectro de RMN *H 300 MHz, CDCl; (Figuras 08 e 09) apresentou na regido de
aromaticos sinais em ¢ 7,99 (d, J =7,8 Hz); 7,90 (d, J = 1,6 Hz) e 7,57 (dd, J = 7,8 ¢ 1,6 Hz)
correspondentes a um sistema do tipo AMX. Apresentou também um singleto intenso com
integracdo para dois hidrogénios em ¢ 6,95, correspondente a hidrogénios magneticamente

equivalentes, além de uma série de sinais correspondentes a hidrogénios de grupamentos
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metilénicos e metinicos. Adicionalmente foram observados sinais para trés grupos metilas,
dois ligados a carbono ndo hidrogenado em ¢ 1,75 (s, CH3-19) e 1,71(s, CH3-18) e um ligado
a carbono metinico ¢ 1,02 (d, J = 6,9 Hz, CH3-16).

O espectro de RMN **C 75 MHz, CDClI; (Figura 10) apresentou vinte e uma linhas
espectrais, que quando comparado com o espectro DEPT 135° (Figura 11), demonstrou a
existéncia de seis carbonos metinicos, cinco carbonos metilénicos e trés carbonos metilicos.
Por subtracdo dos sinais dos respectivos espectros foram observados sete carbonos néo
hidrogenados, entre eles, dois correspondentes a grupos carbonilicos em ¢ 185,6 (C-4), 185,1
(C-1). Na regido de aromaéticos foram verificadas oito linhas espectrais na faixa de ¢ 150,3 a
126,9 que aliadas aos sinais dos carbonos carbonilicos em ¢ 185,6 e 185,1 caracterizaram um
sistema naftoquindnico. Os espectro bidimensional heteronuclear HSQC (Figuras 12 a 14)
permitiu associar os sinais das ligaces de cada hidrogénio ao seu respectivo carbono.

Os espectros de HMBC (Figuras 15 a 18) mostrou correlagdes entre o sinal em ¢
6,95, (H-2 e H-3) com as carbonilas em ¢ 185,6 e 185,1 bem como um sinal de hidrogénio em
0 2,77 (2H 9) com o sinal de carbono aromatico em ¢ 151,4 (C-6) configurando uma cadeia
lateral ligada ao anel quinénico. Verificaram-se também correlagbes dos hidrogénios em 6
7,99 (d, J=7,8 Hz, H-8) ¢ 7,90 (d, J = 1,6 Hz) em com o carbono carbonilico em ¢ 185,6 (C-
4) e 185.1 (C-1). Observaram-se correlagdes dos hidrogénios das metilas em ¢ 1,71 (3H-18),
1,75 (3H-19) com o sinal do carbono 126,9 (C-17), e da metila 6 1,02 (d, J = 6,9 Hz 3H-16)
com os sinais dos carbonos em ¢ 35,9 (C-12), 31,4 (C-13). Os principais deslocamentos
quimicos estdo listados na Tabela 09 e as correlacBes observadas estdo descritas na Tabela 10.

A combinacdo das informacées obtidas dos espectros de RMN *H e *C, uni e
bidimensionais, nos espectros COSY (Figuras 19 a 21) e comparagdo com dados da literatura
levaram a concluir que CPR-1 tratava-se da cordiaquinona A (Figura 07), anteriormente
isolada das raizes de C. corymbosa (Bieber, et al., 1990 & Bieber et al., 1994), C. curassavica
(loset et al.,1998). Cordiaquinona A possui propriedade antifingica contra Cladosporium
cucumerinum e Candida albicans, assim como efeito larvicida contra 0 mosquito da dengue,

Aedes aegypti (loset, et al., 1998).

C21H2603
326.44
326.188195
C77.27% H 8.03% O 14.70%

O

Figura 07: Estrutura da Cordiaquinona A



Tabela 09 - Deslocamentos quimicos () de RMN **C e *H (CDCl;) de CPR-1

HSQC HSQC *L.it

oc OH oc OH
C
4 185,6 - 185,36
1 185,1 - 184,85
6 150,3 - 149,97
11 134,8 - 134,46
4a 132,3 - 131,97
8a 130,2 - 129,94
17 126,9 - 126,76
CH
2 139,0 6,95 () 138,73 6,95 ()
3 138,8 6,95 () 138,49 6,95 ()
7 1340 7,57 (dd;7,8;1,6) 133,79 7,58 (dd; 8,0; 1,8)
8 127,0 7,99 (d; 7,8) 126,76 8,01 (d; 8,0)
5 126,1 7,90 (d; 1,6) 125,83 7,90 (d; 1,8)
12 35,9 2,75 (m) 35,63
CH;
15 63,4 3,62 (t; 6,2) 63,19 3,62 (t; 6,5)
9 37,0 2,77 (m) 36,78 2,77 (m)
10 31,9 1,40 (m) 31,71 2,21 (m); 2,30 (m)
13 31,4 1,52 (m) 31,14 1,41 (m)
14 29,8 2,21 (m) 29,63 1,50 (m)
CHs;
19 21,3 1,75 (s) 21,13 1,71 (s)
18 20,4 1,71 (s) 20,16 1,75 (s)
16 19,9 1,02 (d; 6,9) 19,69 1,04 (d; 7,0)

Deslocamentos quimicos (6C e oH) em ppm e constante de acoplamento ( J)

em (Hz)

*Dados de RMN 1H e 13C (CDCls), (Bieber et al., 1990).
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Tabela 10 - Correlacdes a longa distancia *H, **C — HMBC de CPR-1

HMBC

oc e e
C
4 185,6 H-3 H-3
1 185,1 H-2 H-2
6 150,3 2H-9 2H-9
11 134,8 H-12 H-12
da 132,3 - -
8a 130,2 - -
17 126,9 3H-18; 3H-19 3H-18; 3H-19
CH
2 139,0 - -
3 138,8 - -
7 134,0 - -
8 127,0 - -
5 126,1 - -
12 35,9 - -
CH;
15 63,4 - -
9 37,0 - -
10 31,9 2H-9 2H-9
13 31,4 H-12 H-12
14 29,8 - -
CH3
19 21,3 - -
18 20,4 - -

16 19,9 H-12 H-12
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Figura 09 - Espectro de RMNH [500 MHz, CDCI3] de CPR-1
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Figura 12 - Espectro de RMN *H, *C — HSQC [500 MHz, CDCl5] de CPR-1
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3.4.2 — Determinagéo estrutural de CPR-2

Ap0s fracionamento cromatograficos do extrato diclorometano da raiz da V. dardani,
incluindo colunas cromatograficas sobre gel de silica foi isolado 60,6 mg de um solido
amarelo, soluvel em acetona, denominado de CPR-2.

O espectro de RMN *H [300 MHz, CDCl;] (Figuras 23 e 24) apresentou um sinal em
on 6,96 (s, H-2 e H-3) com integracdo para dois hidrogénios, compativel com anel quindnico,
trés sinais tipicos de um sistema AMX em ¢ 7,88 (d, J = 1,5 Hz, H-5), 8,0 (d, J = 7,9 Hz, H-8)
e 7,55 (dd, J = 7,9 e 1,5 Hz, H-7). Mostrou ainda trés sinais na regido de hidrogénios
metilicos, sendo um singleto em 6 0,62 (s, 3H-18) indicando a presenca de um grupo metila
ligado a carbono ndo-hidrogenado e dois dupletos em 6 0,98 (d, J = 7,8 Hz, 3H-17) e 1,00 (d,
J = 6,3 Hz, 3H-19) correspondentes a grupos metilas ligados a carbono terciario. Sinais
referentes a hidrogénios metilénicos e metinicos em oy 2,80 (td J = 5,4 Hz, H-15), 2,64 (td J =
5,1 Hz, H-15), 1,66 (m, 2H-10), 2,38 (m, 2H-14), 1,91 (m, H-9), 1,68 (m, H-9), 2,60 (q, J =
6,5 Hz, H-12), e 2,14 (m, H-16) foram ainda observados.

O espectro de RMN **C-CPD [75 MHz, CDCIs] (Figura 25) apresentou vinte e uma
linhas espectrais, onze das quais na regido de carbonos sp? incluindo trés carbonilas (dc
213,1; 185,4 e 184,9). Ap6s a comparacéo com o espectro de RMN **C-DEPT 135° (Figura
26) verificou-se a presenca de sete carbonos metinicos, cinco dos quais sdo carbonos de
dupla; quatro carbonos metilénicos; trés carbonos metilicos e sete carbonos nao-hidrogenados,
conforme dispostos na Tabela 11.

O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear HSQC (Figuras 27 a 29)
permitiu associar seguramente as correlacées, a uma ligacdo, dos sinais de cada hidrogénio ao
seu respectivo carbono (Tabela 11). Através deste experimento foi possivel atribuir de forma
inequivoca os deslocamentos quimicos dos sinais de hidrogénios ligados aos carbonos
metilénicos C-9, C-10, C-14 e C-15 e carbonos metinicos C-12 e C-16.

O espectro *H, 'H — COSY (Figuras 34 a 36), mostrou acoplamento orto entre 0s
sinais de hidrogénios aromaticos em ¢ 7,55 (dd, J=7,9e 1,5 Hz, H-7) ¢ 8,0 (d, J = 7,9 Hz, H-
8), assim como acoplamentos geminal e vicinal envolvendo hidrogénios metinicos e
metilénicos com deslocamentos quimicos em ¢ 2,80 (td, J = 5,4 Hz) e 2,64 (td 5,1 Hz, H-9a /
H-9b); em & 2,60 (q, J = 6,5 Hz, H-12) com ¢ 1,00 (d, J = 6,3 Hz, H-19) em 6 2,14 (m, H-16)
com ¢ 0,98 (d, J = 7,8, H-17). Através deste experimento também foi possivel verificar os
acoplamentos de hidrogénios homotopicos axial e equatorial em ¢ 1,66 (m, H-10a e H-10b)
com oy 1,91 e 1,68 (m, 2H-9).
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O espectro bidimensional de correlacéo heteronuclear a duas (°J CH) e a trés ligacdes
(J CH), HMBC (Figuras 30 a 33) foi importante para confirmar e verificar possiveis
atribuicbes dos deslocamentos quimicos de carbono. Através deste experimento, observaram-
se correlacdes entre o hidrogénio em ¢ 8,00 (H-5) com o carbono em ¢ 185,4 (C-1); assim
como do hidrogénio em ¢ 7,88 (H-8) com o carbono em ¢ 184,9 (C-4) e do hidrogénio em ¢
7,55 (H-7) com o carbono 6 126,1 (C-8) justificando assim a posi¢cdo dos hidrogénios
metinicos e das carbonilas caracteristicos do anel quinbnico. As posi¢cdes dos trés grupos
metilicos foram confirmadas atraves das correla¢des do sinal de hidrogénio em ¢ 0,62 (H-18)
com os carbonos em ¢ 36,5 (C-16) e 43,9 (C-11); do sinal de hidrogénio em ¢ 1,00 (H-19)
com os carbonos em ¢ 43,9 (C-11) e 50,6 (C-12) e do sinal de hidrogénio em ¢ 0,98 (H-17)
com o carbono em ¢ 29,7 (C-15), e 36,5 (C-16). Outras correlacdes justificadas foram as dos
hidrogénios metilénicos em ¢ 2,60 (2H-9) com o carbono em § 149,7 (C-6), demonstrando a
ligacdo do grupo metilénico ao anel quinbnico. Além das correlagBes descritas, o espectro
apresentou outras correlacbes como apresentadas na (Tabela 12).

Com base nos resultados discutidos acima e comparacdo com dados da literatura
chegou-se a estrutura de CPR-2 tratava-se de uma naftoquinona de natureza terpénica,
conhecida por cordiaquinona B (Figura 22), uma substancia previamente isolada das espécies
Cordia linnae e Cordia curassavica (loset et al., 1998 e 2000). Através do espectro HSQC foi
possivel determinar com seguranca os deslocamentos quimicos referentes aos carbonos C-5 e
C-8, os quais, conforme a literatura pode ser permutada (loset et al., 1998). Conforme as
referéncias citadas, o composto apresenta atividade antifingica contra Cladosporium

cucumerinum e Candida albicans e atividade larvicida contra o inseto Aedes aegypti.

C22H2503
340.46
340.203845
C 77.61% H 8.29% O 14.10%

Figura 22: Estrutura da Cordiquinona B
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Tabela 11 - Deslocamentos quimicos (6) de RMN **C e *H (CDCl;) de CPR-2

HSQC HSQC * Lit

5C 5H 5(: éH
C
13 213,1 - 213,1 -
1 185,4 - 185,2 -
4 184,9 - 184,7 -
6 149,7 - 149,5 -
4a 132,3 - 132,0 -
8a 130,3 - 130,0 -
11 43,9 - 43,6 -
CH
2 138,9 6,96 (s) 138,7 6,97
3 138,7 6,96 (S) 138,5 6,97
7 134,0 7,55 (dd; 7,9; 1,5) 133,9 7,57 dd (7,8; 1,7)
5 127,1 7,88 (d; 1,5) 126,8 7,89d (1,9)
8 126,1 8,00 (d; 7,9) 125,9 8,02d (7,8)
12 50,6 2,60 (g; 6,5) 50,3 2,60 q (6,8)
16 36,5 2,14 (m) 36,2 2,14 m
CH,
14 41,7 2,38 (M) 41,5 2,41 m
10 39,0 1,66 (m) 38,8 1,66 m
9 31,0 2,80 (td; 5,4); 2,64 (td; 5,1) 29,4 2,80 td (13,1; 4,9)
15 29,7 1,91 (m); 1,68 (m) 30,8 1,93 m
CHs
19 7.9 1,00 (d; 6,3) 7,7 1,03 d (6,8)
17 15,4 0,98 (d; 7,8) 15,1 1,01 d (6,4)
18 15,4 0.62 (s) 15,2 0,63s

Deslocamentos quimicos (3¢ e dy) em ppm e constante de acoplamento (J ) em (HZ)
*Dados de RMN *H e *3C (CDCI5), (loset et al., 1998).
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Tabela 12 - Correlacdes a longa distancia *H, **C — HMBC de CPR-2

HMBC

oc OH e *Jen
C
13 213,1 - - -
1 185,4 - H-2 H-3, H-8
4 184,9 - H-3 H-2, H-5
6 149,7 - 2H-9 H-8, 2H-10
4a 132,3 - - H-3, H-8
8a 130,3 - - H-2, H-5, H-7
CH
2 138,9 6,96 (S) H-3 i
3 1387 6,96 (S) H-2 i
7 134,0 7,55 (dd; 7,9; 1,5) - H-5; 2H-9
5 127,1 8,00 (d; 7,9) - H-7, 2H-9
8 126,1 7,88 (d: 1.5) H-7 i
12 50,6 2,60 (q; 6,5) 3H-19 i
16 36,5 2,14 (m) H-15, 3H-17 2H-10, 2H-14, 3H-18
CH;
14 41,7 2,38 (M) - i
10 39,0 1,66 (m) . 3H-18
9 31,0 1,91 (m); 1,68 (m) 2H-10 H-5, H-7, 3H-18
15 20,7 2,80 (td: 5,4): 2,64 (td: 5,1) 2H-14 3H-17
CH3
19 7,9 1,00 (d; 6,3) H-12 -
17 15,4 0,98 (d; 7,8) - 2H-15
18 15,4 0,62 (s) - 2H-10, H-12, H-16
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Figura 23 - Espectro de RMN *H [500 MHz, CDCls] de CPR-2
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Figura 24 — Expansdo 1 do espectro de RMN *H [500 MHz, CDCl;] de CPR-2
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Figura 26 - Espectro de RMN **C-DEPT 135° [125 MHz, CDCI3] de CPR-2
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Figura 32 - Expansdo 2 do espectro de RMN *H, **C - HMBC [500 MHz, CDCl5] de CPR-2
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Figura 34 - Espectro de RMN *H — COSY [500 MHz, CDCl;] de CPR-2
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3.5 - Determinacdo estrutural dos flavondides isolados das folhas da V. dardani

3.5.1 - Determinacao estrutural de CPF-1

O composto CPF-1 (11,56 mg) foi isolado da fragdo diclometano, resultado da
coluna filtrante do extrato hidroalcodlico das folhas da Varronia dardani, sob forma de um

solido branco, com ponto de fusdo de 99 °C (Figura 37).

DSC /(mW/mg)
Temp. I°'C

| exo

Peak: 99.4 °C, D.9086 mW/mg

-0 1
0

Man  2016-04-05 1026 User. LACAM

Time /min

Figura 37 — Andlise de TG/DSC (ponto de fusdo) determinado para CPF-1

O espectro de RMN *H (Figuras 41 e 42) apresentou sinais de um nonoanel fenila ¢
7,43 (s largo, H-3’, H-4’ ¢ H-5") e 7,45 (s largo, H-2> ¢ H-6"). O Espectro de RMN *H
mostrou também sinais de protons compativeis com acoplamento de hidrogénios meta
posicionados a aromatico em ¢ 6,09 (s largo, H-6) e 6,08 (s largo, H-8), proton oxialquilo em
05,43 (d, J = 11,30 Hz, H-2), e protons alifaticos em ¢ 3,10 (dd, J = 2,5, 17,0 Hz, H-3) e 2,84
(d, J=17.1 Hz, H-3) . Além disso, o espectro de RMN *H apresentou sinais para o grupo
metoxilo a ¢ 3,82 (s, 3H), e um proton de hidroxila em ¢ 12,03 (s, OH). A ligacdo entre
prétons e os carbonos correspondentes foi estabelecido pelo HSQC (Figura 45).
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O espectro de RMN **C-CPD [500 MHz, CDCL3] (Figura 43) apresentou treze
linhas espectrais, das quais 10 correspondem a 4tomos de carbonos com hibridagdo sp® e trés
a 4tomos de carbono com hibridacdo sp®. A analise comparativa entre os espectros de RMN
13C-CPD e DEPT 135° (Figura 44) revelou a presenca de um carbono metinico & 79,45 (C-2),
um carbono metilénico 6 43,60 (C-3) e um carbono metilico ligado a a&tomo de oxigénio,
caracteristicos de grupos metoxila em ¢ 55,92 (O-CHj). Por subtracdo dos espectros,
constatou-se a presenca de cinco carbonos nao hidrogenados, dos quais o sinal em 6 196,0
(C=0 C-4) foi compativel com uma carbonila de cetona conjugada, enquanto os sinais em o
168,21 (C-7), 163,01 (C-9) foram inferidos a carbonos ndo hidrogenados ligados a atomos de
oxigénio, como descrito na (Tabela 13). O espectro de RMN **C mostrou um sinal de carbono
ligado a hidroxila em ¢ 164,36 (C-5), e mais seis de carbono aromatico ¢ 95,36 (C-6), 94,49
(C-8), 103,36 (C-10), 138,58 (C-1"), 126,36 (C-2°, C-4’ ¢ C-6’), 129,10 (C-3 e C-5).

Um apoio adicional para a estrutura foi obtido a partir de anélise dos espectros de
HMBC (Figuras 46 a 49), onde a posicdo da metoxila presentes na estrutura foi verificada e
confirmada, sugerindo que o composto tratava-se de uma flavanona substituida com um grupo
metoxila e hidroxilo. Mas as evidéncias para a estrutura atribuida ao composto veio da
comparacdo dos seus dados espectrais com os relatados na literatura.

Através da comparacdo entre os dados espectroscdpicos discutidos anteriormente e
os dados registrados na literatura (Atun et al., 2013) chegou-se a conclusdo que CPF-1
tratava-se do composto 5-Hidroxi-7-methoxiflavanona (Figura 38), com formula molecular de

C16H1404, cuja pureza e a massa molecular foram confirmadas por CG/EM (Figuras 39 e 40).

C16H1404
270.28
270.089209
C 71.10% H 5.22% O 23.68%

Figura 38: Estrutura de CPF-1 (5-hidroxi-7-Metoxiflavanona)
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Figura 40: Espectro de massa de CPF-1



Tabela 13 - Deslocamentos quimicos () de RMN *C e *H (CDCls) de CPF-1
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HSQC HMBC HSQC *Lit

oc OH 2Jeh *Jen oc OH
C
4 196,00 - 2H-3 H-4 195,93 -
7 168,21 - H-6; H-8 H-3 168,30 -
9 164,36 - H-3 H-2; H-5 164,30 -
5 163,01 - Ha-9; Hb-9 H-8 163,14 -
1> 138,58 - H-4; H-2’; H-6’ H-3; H-3’; H-5’ 138,54 -
10 103,36 - - H-5; H-7 103,30 -
CH
3 129,10 7,43 - - 129,00 7,42 (S)
4 126,36 7,43 - - 126,36 7,43 (S)
5° 129,10 7,43 - - 129.00 7,42 (S)
2 126,36 7,45 H-3° H-4; H-4’ 126,30 7,43 (s)
6 126,36 7,45 H-3° H-4; H-4’ 126,30 7,43 (s)
6 9536 6,00 i 2H-10 95,30 6,04 ()
8 94,49 6,08 - 2H-10; 2H-14; H-12 94,43 6,04 (s)
2 7945 5,43 H-3 . 7745 543 (d);12,0
CH;
3 4360  2,83(d,J=17,1 Hz): 4350 3,08 (d); 12,0

3,10 (dd, J = 17, 2,5 H)
CHs
55,92 3,82 5585 3,815 (3H)

Deslocamentos quimicos (6C e 0H) em ppm e constante de acoplamento (J ) em (Hz)
*Dados de RMN *H e °C (CDCls), (Atun et al., 2013).
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Figura 43 - Espectros de RMN **C-CPD [125 MHz, CDCL3] de CPF-1

Figura 44 - Espectro de RMN **C-DEPT 135° [125 MHz, CDCL3] de CPF-1
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Figura 46 - Espectro de RMN *H, **C - HMBC [500 MHz, CDCls] de CPF-1
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3.5.2 — Determinacéo estrutural de CPF-2

87

A substancia identificada como CPF-2 (26,9 mg) também foi isolada da fracéo

diclorometano, resultado da filtracdo cromatografica do extrato hidroalcoolico das folhas V.

dardani, sob forma de um sélido branco cristalino, com ponto de fuséo de 119 °C (Figura 50).
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Figura 50 — Anélise de TG/DSC (ponto de fusdo) determinado para CPF-2
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Os espectros de RMN *C-CPD e 'H (Figuras 54 e 55) apresentaram deslocamentos

quimicos préximos aos encontrados para o composto CPF-1, previamente discutido,

mostrando semelhancas entre as estruturas. A presenca de um sinal a mais correspondente a

um grupo metoxila observado nos espectros de RMN *H e °C, constituiu a principal

diferenca entre os compostos designados por CPF-2 e CPF-1.

O espectro de RMN **C 300 MHz, CDCl; (Figura 56) mostrou sinais de quinze

linhas espectrais, e semelhantes aos deslocamentos observados para 0 composto CPF-1, onze

também estdo associadas a atomos de carbono com hibridacdo sp? revelando, portanto a

natureza flavonoidica do composto, e dois encontram-se na regido de grupos metoxilas. Apos

analise comparativa entre os espectros RMN *C-CPD e DEPT 135° (Figura 57) verificou-se a

presenca de um carbono metinico e sete carbonos néo-hidrogenados todos com hibridagao sp.
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Destes, o sinal em ¢ 196,19 (C=0, C-4) foi compativel com uma carbonila de cetona
conjugada, enquanto os sinais em ¢ 168,13 (C-7); 164,32 (C-5); 163,08 (C-9); 160,23 (C-4°);
foram associados a carbonos sp? ligados a &tomo de oxigénio, conforme os dados
apresentados na (Tabela 14).

A anélise dos sinais do espectro de RMN **C (Figura 56) de CPF-2 levou a uma
proposta estrutural para esta flavanona. Os sinais de ¢ 79,18 e 43,36 foram atribuidos aos
carbonos (C-2 e C-3, respectivamente) do anel heterociclico. O espectro RMN 1D-DEPT
confirmou a multiplicidade do carbono C-3 como sendo um grupo metilénico. Os dois sinais
em ¢ 55,84 e 6 55,54 foram caracterizadas como duas metoxilas. A anélise do conjunto de
sinais nos espectros de HSQC e HMBC (Figuras 58 e 59) confirmou na molécula a presenca
de dois anéis aromaticos e um anel central que corresponde a uma estrutura C6-C3-C6’,
Caracteristico de um flavanona. As atribui¢fes dos atomos ¢ 94,4 (C-6), 95,26 (C-8), 163,08
(C-9) e 103,32 (C-10) foram efetuadas com base nos espectros de HMBC. A localizagdo dos
grupos metoxilos na molécula foi determinada mediante HMBC (Figura 59), destacando as
correlagdes proton-carbono metoxilico ¢ 3,83 e ¢ 7,43 (H-3', H-5, com um carbono
quaternario ¢ 160,23 (C-4"), prétons ¢ 6,96 (H-2', H-6") com o carbono ¢ 130,59 (C-1); e
observado também outra correlacéo entre o préton ¢ 3,80 com carbono ¢ 168,13 (C-7).

Com base nos dados apresentados e comparagdo com os dados registrados (Erika et
al., 2008), chegou-se a conclusdo que CPF-2 tratava-se do composto 5-Hidroxi-7,4’-
dimethoxiflavanona (Figura 51), com férmula molecular C17H160s, cuja pureza e a massa
molecular foram confirmadas também por CG/EM (Figuras 52 e 53). As substancias CPF-1 e
CPF-2 sdo metabolitos secundarios comuns encontrados e isolados nos géneros da familia
Boraginaceae, mas foram isolados e caracterizados pela primeira vez no género Varronia

dardani.

C17H160s
300.31
300.099774
C 67.99% H 5.37% O 26.64%

OH O

Figura 51: Estrutura de CPF-2 (5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavanona)
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Tabela 14 - Deslocamentos quimicos () de RMN **C e *H (CDCl;) de CPF-2
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HSQC HSQC * Lit

Jc OH 2Jeh 3Jeh oc OH
C
4 196,19 - 2H-3 H-4 196,21 -
7 168,13 - H-6; H-8 3H- 168,10 -
5 164,32 - H-3 H-2; H-5 164,28 -
9 163,08 - Ha-9; Hb-9 H-8 163,05 -
4 160,23 - H-4; H-2’; H-6’ H-3; H-3’; H-5° 160,19 -
1’ 130,59 - - H-5; H-7 130,52 -
10 103,32 - - 103,05 -
CH
2 79,18 7,45 H-3’ H-4; H-4° 79,16 3,11
2 11441 6,96 (d, J = 8,61 Hz) - i i i
3 12791 7.43(d, =858 Hz) i i 12790 7,39
5° 127,91 7,43 (d, J = 8,58 Hz) - - - -
6 94,40 6,08 H-3° H-4; H-4° 94,37 6,05
6’ 114,41 6,96 (d, J = 8,61 Hz) - 114,37 6,96
8 95,26 6,08 - 95,23 6,08
CH,
3 4336 2,83 (dd); 3,10 (dd) i i 4630 2,79
CHs
OCHy’ 55,84 3,83 (5) 55,83 3,81
OCHj; 55,36 3,80 (s) 55,53 3,84

Deslocamentos quimicos (Jc e d4) em ppm e constante de acoplamento (J ) em (HZ)
*Dados de RMN 'H e *3C (CDCls), (Erika et al., 2008).
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Figura 57 - Espectro de RMN **C-DEPT 135° [125 MHz, CDCL3] de CPF-2
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CONCLUSOES

Este trabalho resultou no isolamento, purificacdo e caracterizacdo de quatro
substancias, presentes no extrato diclorometano da raiz e no extrato hidoalcoolico das folhas
da Varronia dardani.

Do extrato diclorometano foram isoladas duas naftoquinonas: Cordiaquinona A e
Cordiaquinona B.

Do extrato hidroalcodlico das folhas foram isolados dois flavonoides: 5-Hidroxi-7-
methoxiflavanona e 5-Hidroxi-7,4’-dimethoxiflavanona

O estudo do 6leo essencial resultou em 30 substancias, onde foram identificados e
quantificados 25 constituintes quimicos, totalizando um percentual acima de 83% da
composicao quimica do 6leo.

Ainda referente ao estudo do o6leo essencial, o potencial antimicrobiano foi
significante aos dois métodos testados neste trabalho, frente a fungos filamentosos e
atividades antiflngica e antibacteriana quanto a leveduras e bactérias de interesse médico
veterinario do dleo essencial.

As substancias isoladas, apesar de serem metabdlitos secundéarios comuns
encontrados na literatura, foram isolados pela primeira vez no género Varronia dardani, bem
como o estudo do potencial antifingico e antibacteriana quanto a leveduras e bactérias de

interesse médico veterinario do 6leo essencial.
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