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NOTA PREVIA

A espécie vegetal estudada nesta pesquisa foi identificada botanicamente
como Calea hispida Baker, binbmio utilizado no decorrer de toda esta dissertagao.

Atualmente, no entanto, esta sendo feito um grande esforco cientifico no
Brasil para atualizar toda a nomenclatura das plantas nativas ou introduzidas (nomes
aceitos versus sindnimos) e sua distribuicdo geogréfica, incluindo outras importantes
informacdes sobre formas de vida, substrato e variagcdes de cada taxon. Trata-se do
projeto Lista de Espécies da Flora do Brasil, que foi iniciado em 2008 e ja conta
com expressivos resultados (REFLORA, 2014). Contando com a facilidade trazida
pela internet, todos os dados sdo de livre acesso e podem ser consultados na
pagina do projeto: <http://floradobrasil.jbrj.gov.br>.

Assim, o0 nome Calea hispida Baker é hoje considerado como um sinénimo
botanico heterotipico de Calea triantha (Vell.) Pruski, o que significa que este
segundo deve ter primazia sobre o primeiro. Esta informacdo deve se alastrar
lentamente pela literatura das outras areas cientificas.

Para a realizacdo do presente trabalho de pesquisa sobre a quimica dos
metabdlitos secundarios do material em estudo, inicialmente foram feitos
levantamentos bibliograficos usando as palavras-chave “Calea” e “Calea hispida”,
principalmente no banco de dados on-line do Chemical Abstracts. Para a palavra-
chave “Calea hispida”, foi encontrada somente uma referéncia bibliografica
relacionada a estudos quimicos (BOHLMANN et al., 1982). O uso da palavra-chave
“Calea triantha” ainda n&o resulta na recuperacdo de nenhuma referéncia

bibliografica na area da quimica.



RESUMO

O presente trabalho de pesquisa teve como objetivo estudar quimicamente as folhas
de Calea hispida Baker, Asteraceae que cresce in natura no Segundo Planalto do
Parand, avaliando a bioatividade potencial dos seus metabdlitos secundarios. Esta
pesquisa foi realizada por tratar-se de uma espécie vegetal pouco estudada e devido
a ocorréncia de compostos bioativos de diversas classes neste género botanico,
embora esta ndo seja conhecida como planta medicinal. As folhas foram
hidrodestiladas em triplicata para a obtencdo e analise de Oleos essenciais por
técnicas de CG/EM/DIC. Este foi o primeiro estudo quimico do 6leo essencial de C.
hispida, permitindo identificar diversos monoterpenos oxigenados em baixas
proporcdes (como a-terpineol, cis-sabinol, verbenona e bornilacetato),
sesquiterpenos nao-oxigenados em porcentagens individuais abaixo de 5,2% (como
B-cubebeno, germacreno D e p-selineno), e sesquiterpenos oxigenados que
totalizaram entre 7,86 a 11,46% nas replicatas (como (E)-nerolidol, espatulenol e
viridiflorol). Além destes, trés compostos contendo anel aromatico em suas
estruturas quimicas totalizaram entre 31,43 e 56,20% dos Oleos essenciais: 2,6-
dibutil-4-metilfenol (0,39 a 1,44%), (Z)-3-hexenilbenzoato (0,40 a 0,43%) e um
componente majoritario encontrado em proporcdes entre 30,21 e 54,76%, mas que
ndo pode ser identificado por CG/EM. A substancia volatii majoritaria néo
identificada foi isolada por fracionamento do Oleo essencial numa coluna
cromatografica, obtendo-se quantidade suficiente para a realizacdo de testes
biol6gicos e para estudo detalhado sobre sua estrutura quimica através da andlise
de seus espectros de UV-Vis, IV e RMN de 'H e *3C, que permitiram identifica-la
como 6-acetil-7-hidroxi-2,2-dimetilcromeno. Paralelamente, o cromeno isolado foi
fornecido para estudos da sua estrutura cristalina por métodos de difracdo de Raios-
X. Extracbes com cloroférmio das solucbes aquosas restantes apds as
hidrodestilacdes, destinadas a eliminar substancias menos polares, precederam a
obtencdo de extratos contendo substancias fendlicas. Assim, foram realizadas
extragcbes com acetato de etila e com acetato de etila/metanol 30% em pH 8 (para
obter concentrados de substancias fendlicas neutras) e em pH 4 (para obter
substancias fendlicas acidas). Um extrato obtido com acetato de etila/metanol em pH
8 apresentou uma substancia principal, a qual foi identificada como quercetina-3-O-
ramnopiranosideo por meio da andlise de seus espectros de UV-Vis, IV e RMN de
'H e °C. Anélises preliminares de extratos obtidos em pH 4 permitiram concluir que
as substancias fendlicas acidas sdo uma importante classe de compostos em C.
hispida, constituidas principalmente por derivados do acido cafeico, como os acidos
3,5-dicafeoilquinico e 4,5-dicafeoilquinico. Este trabalho permitiu também tragar um
perfil da bioatividade dos metabdlitos secundarios das folhas de C. hispida através
do fornecimento de extratos e compostos isolados para a realizacdo de testes
biol6gicos por outros grupos de pesquisa, tais como medidas do poder antioxidante
contra o radical DPPH e da protecdo de leucécitos num meio que provoca lise, e
avaliacdo das atividades fungitdxica, alelopética, antimicrobiana e inibitéria da
acetilcolinesterase.

Palavras-chave: Calea hispida. Oleos essenciais. Compostos fendlicos. 6-acetil-7-
hidroxi-2,2-dimetilcromeno. Quercitrina. Fungitoxicidade.



ABSTRACT

This research work aimed to study, chemically, the leaves of Calea hispida Baker,
Asteraceae, that grows in natura in the Second Plateau of Parana State by assessing
the potential bioactivity of its secondary metabolites. This research was carried out
because this is a poorly studied plant species and due to the occurrence of several
classes of bioactive compounds in plants of this genus, although this plant is not
recognized as medicinal. The leaves were hydrodistilled, in triplicate, to obtain the
essential oils and analyze their chemical composition by GC/MS/FID standard
techniques. This was the first chemical study of the essential oil from C. hispida,
allowing the identification of several oxygenated monoterpenes in low proportions,
such as a-terpineol, cis-sabinol, verbenone, and bornylacetate, not oxygenated
sesquiterpenes in individual percentages below 5.2%, such as (-cubebene,
germacrene D, and B-selinene, and oxygenated sesquiterpenes that totaled between
7.86 to 11.46% in the replicates, such as (E)-nerolidol, spathulenol, and viridiflorol.
Additionally, three compounds containing an aromatic ring in their chemical
structures totaled between 31.43 and 56.20% of essential oils: 2,6-dibutyl-4-
methylphenol (0.39 to 1.44%), (Z)-3-hexenyl benzoate (0.40 to 0.43%), and a major
compound found in proportions between 30.21 and 54.76% which could not be
identified by GC/MS. The major volatile unidentified substance was isolated by
fractionation of the essential oil by means of a chromatography column. Its chemical
structure was assessed by UV-Vis, FT-IR, *H and *C NMR spectra, which allowed
the identification of 6-acetyl-7-hydroxy-2,2-dimethylchromene. In parallel, the isolated
chromene was provided for studies of its crystal structure by X-ray diffraction
methods. Extractions with chloroform from aqueous solutions that remained after
hydrodistillation of leaves aimed to remove less polar substances, so extracts
containing phenolic compounds could be obtained. Thus, ethyl acetate and ethyl
acetate/methanol 30% extracts were obtained at pH 8 to achieve extracts containing
solid neutral phenolic substances, as well as at pH 4 (for acidic phenolic
compounds). An ethyl acetate/methanol extract at pH 8 presented only one main
phenolic substance which was identified as quercetin-3-O-rhamnopyranoside by
analysis of its UV, FT-IR, and 'H and *C NMR spectra. Preliminary analyzes of
extracts obtained at pH 4 showed that the acidic phenolic compounds are an
important class of substances in C. hispida, consisting mainly of caffeic acid
derivatives, such as 3,5-dicaffeoylquinic and 4,5-dicaffeoylquinic. This work also
allowed the determination of the bioactivity profile of the secondary metabolites from
leaves of C. hispida by providing extracts and isolated compounds for biological
tests, such as antioxidant capacity against DPPH radical, protection of leukocytes in
a medium that causes lysis, and evaluation of fungitoxic, allelopathic, antimicrobial,
and inhibitory acetylcholinesterase activities.

Keywords: Calea hispida. Essential oils. 6-acetyl-7-hidroxy-2,2-dimethylchromene.
Phenolic compounds. Quercitrin. Fungitoxicity.
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1 INTRODUCAO

O género Calea pertence a familia Asteraceae, com espécies que ocorrem em
diversos paises das Ameéricas, incluindo o Brasil. Diversas espécies desse género
tém sido estudadas quimicamente quanto aos seus 0Oleos essenciais, terpenoides,
acetofenonas, benzopiranos e flavonoides. As atividades bioloégicas dos
componentes isolados de espécies desse género despertam a atencdo pelas suas
intensidades e diversidades: sdo compostos ativos sobre o0 sistema nervoso central,
antiinflamatorios, vasodilatadores anti-hipertensivos, antileishmania, antioxidantes,
acaricidas, antifungicos, antimicrobianos, citotéxicos, etc. Os 6leos essenciais das
varias espécies Calea estudadas apresentam tanto terpenoides com atividades
biol6égicas moderadas, como compostos fendlicos derivados do timol, os quais séo
0S principais responsaveis pelas atividades biolégicas reportadas para as
substancias volateis. Também tém sido encontrados muitos germacranolideos
(lactonas sesquiterpénicas) com intensas atividades biolégicas. Dentre o0s
compostos isolados de espécies Calea, destacam-se o0s derivados da p-
hidroxiacetofenona, que podem apresentar atividades antiinflamatoria, tripanocida e
antifingica. Além desses, também € comum a ocorréncia de 5-desoxiflavonas livres
ou como glicosideos. Apenas em um trabalho relativamente mais recente foi
encontrado um derivado do acido quinico. A espécie Calea hispida (Figura 1), objeto
de estudo da presente pesquisa, ndo é conhecida por nenhum uso popular no
tratamento de doencas ou sintomas, e suas folhas e raizes ja foram anteriormente
objeto de estudo quimico. E apresentado a seguir um levantamento bibliografico
sobre as caracteristicas botéanicas, a quimica e as atividades biolégicas dos

metabolitos secundarios encontrados em espécies do género Calea.

FIGURA 1 - Partes aéreas de Calea hispida

Fonte: A autora



17

1.1 BOTANICA E OCORRENCIA NATURAL DAS ESPECIES Calea

A familia Asteraceae pertence ao grupo numeroso das Angiospermas,
abrangendo cerca de 1.535 géneros e aproximadamente 25.000 espécies, e
representa cerca de 10% da flora mundial (BREMER, 1996), sendo separadas em
trés subfamilias: Barnadesioideae, Cichorioideae e Asteroideae, com distribuicdes
bem representadas em regides tropicais, subtropicais e temperadas (BARROSO et
al., 1991; JOLY, 1991). A familia das Asteraceae vem sendo estudada ndo somente
quanto a sua morfologia, anatomia e ecologia, mas também quanto a sua quimica.

O género Calea pertence a tribo Heliantheae e a subtribo Melampodiinae, e a
maioria das espécies sdo encontradas nas regifes subtropicais do continente
Americano. Este género contém cerca de 110 espécies, com um grande numero de
ocorréncias no México, América do Sul, América Central inclusive no Brasil
(NASCIMENTO & SALVADOR, 2004).

1.2 ESTUDOS QUIMICOS SOBRE ESPECIES DO GENERO Calea

1.2.1 Oleos essenciais

Apenas trés estudos sobre a composicdo quimica de Oleos essenciais de
espécies do género Calea foram publicados. A Figura 1 apresenta exemplos de
substancias volateis encontradas nesse género botanico, as quais sdo geralmente
extraidas por arraste de vapor ou por hidrodestilacao.

Os constituintes do 6leo essencial de Calea pinnatifida Banks ex Steud. foram
determinados, obtendo-se rendimento de 0,2%. Monoterpenos tais como a-pineno 1,
sabineno, B-pineno, mirceno e a-felandreno, e os sesquiterpenos a-copaeno 2,
cariofileno, humuleno e a-cadineno foram identificados, além dos volateis contendo
anel aromético p-cimeno, o-cimeno e O-metiltimol (KATO et al., 1994).

O odleo essencial de Calea serrata Less. foi analisado para determinagcéao da
composi¢cao quimica, obtendo-se um rendimento de 0,1%. Foram identificadas 18
substancias totalizando 99,1% da composicdo do Oleo essencial, formado
principalmente por sesquiterpenos, mas que apresenta 29,6% do cromeno
precoceno Il 3 (RIBEIRO et al., 2011).
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Foram realizados estudos sobre a composi¢cdo quimica de Oleos essenciais
de Calea clematidea Baker obtido por hidrodestilacdo das folhas e flores. Um
composto com atividade antifingica que aparece em maior propor¢do nas folhas
nessa espécie vegetal foi identificado como clemateol 4. Outros compostos foram
detectados nas folhas em menor propor¢cdo, tais como o alcool monoterpénico
yomogi 5, 0s monoterpenos a-terpineno 6, m-cimeno, o0s hidrocarbonetos
sesquiterpénicos germacreno B, cariofileno e a-gurjuneno, o sesquiterpeno
oxigenado espatulenol 7, além de o-vanilina 8. No 6leo essencial das flores de C.
clematidea apareceu em maior proporcdo o0 O-metiltimol, detectando-se os

monoterpenos clemateol 4 e o-cimeno 9 em menor proporgao (FLACH et al., 2002).

FIGURA 2 - Compostos presentes em 0leos essenciais de espécies do género Calea

Fonte: A autora

Em alguns estudos, substancias volateis ndo foram extraidas pela técnica de
arraste de vapor ou hidrodestilagdo, mas sim por fracionamento de extratos obtidos
com solvente organico. Por exemplo, alguns sesquiterpenos foram isolados a partir
do extrato éter de petrdleo no estudo das folhas de C. hispida: germacreno D,
cariofileno, humuleno, biciclogermacreno (BOHLMANN et al., 1982). Em outro caso,

0 sesquiterpeno (+)-4a,7pB-aromadendranodiol foi obtido de um extrato
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diclorometéanico das folhas de Calea platylepis Sch.Bip ex Baker (NASCIMENTO et
al., 2004a).

Compostos com estruturas de cromenos apresentam importantes
bioatividades (item 1.3). Como comentado acima, o precoceno Il 3 foi obtido com
uso da técnica da hidrodestilacdo (RIBEIRO et al., 2011), normalmente utilizada no
estudo de O6leos essenciais. O uso das técnicas de arraste de vapor ou
hidrodestilacdo pode ser considerado recomendavel no estudo de cromenos
presentes em espécies Calea, evitando-se a utilizacdo de extratos com solventes, 0s
quais geralmente levam a obtencdo de substancias de diversas classes de

compostos naturais, causando dificuldades nas fases de isolamento e andlise.

1.2.2 Lactonas sesquiterpénicas

Alguns estudos sobre a composicdo quimica de lactonas sesquiterpénicas
presentes em espécies do género Calea foram publicados, incluindo a espécie C.
hispida (BOHLMANN et al., 1982), planta estudada na presente pesquisa. As
Figuras 3 e 4 apresentam exemplos de lactonas sesquiterpénicas e sesquiterpenos
acetilados encontrados nesse género botanico.

Um estudo quimico sobre Calea prunifolia Kunth revelou como principais
constituintes varias lactonas sesquiterpénicas ja identificadas em espécies de outros
géneros botanicos (PUEBLA et al., 2011).

Do extrato obtido com éter de petrdleo-metanol das partes aéreas de Calea
harleyi H.Rob. foram isolados os germacranolideos angelato de 8-desacilacetilcha-
pliatrina 10, caleharloide-8-O-[ent-2’,3’-epoxi-2’-metilbutirato] e caleharloide-8-O-[2’-
hidroxi-2’-metil-but-3"-enoato] (BOHLMANN et al., 1984).

Vérias lactonas sesquiterpénicas, como calealactona C, caleina D, caleina A,
calealactona E e 8B-angeloxi-9a-acetiloxicaliculatolideo, foram isoladas de Calea
zacatechichi Schitdl. (WU et al., 2011).

As folhas de Calea urticifolia DC. também produzem compostos
sesquiterpénicos com estruturas quimicas do grupo dos germacranolideos tais como
a 2,3-epoxi-calealactona A 11 e partenolideo 12 (NAKAGAWA et al., 2005).
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FIGURA 3 - Lactonas sesquiterpénicas de C. harleyi, angelato de 8-desacilacetil-

chapliantrina 10, e de C. urticifolia, 2,3-ep0Oxi-calealactona A 11 e
partenolideo 12
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Fonte: A autora

Do extrato obtido com éter de petréleo das folhas de C. hispida foram isoladas

algumas lactonas sesquiterpénicas: os furanoheliangolideos 13-15, o heliangolideo

16, e um interessante derivado contendo um grupo mirtenila 17. Também foram

encontrados dois sesquiterpenos acetilados derivados do farnesol: 15-acetoxi-5-
hidroxifarnesilacetato 18 e 15-acetoxi-5,10-diidroxi-12,13-desidro-10,11-diidrofarne-
silacetato 19 (BOHLMANN et al., 1982).

FIGURA 4 - Alguns compostos presentes em C. hispida: os furanoheliangolideos 13-

15, heliangolideo 16, derivado mirtenila 17 e 0s sesquiterpenos
acetilados 18 e 19
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1.2.3 Derivados do timol

Apenas trés estudos sobre a composicdo quimica de timéis presentes em
espécies do género Calea foram publicados, incluindo um trabalho sobre C. hispida,
objeto de estudo na presente pesquisa. A Figura 5 apresenta exemplos de derivados
do timol encontrados nesse género botanico.

Das partes aéreas de Calea nelsonii B.L.Rob. & Greenm. foram isolados
compostos derivados de timol tais como isobutirato de 10-acetoxi-8,9-desidrotimol
20, 10-acetoxi-8-hidroxi-1,9-diisobutiriloxitimol e 7,9-diisobutiriloxi-8-metoxitimol, com
uso de extracBes em sequéncia com hexano, cloroférmio e acetona (MALDONADO
et al.,1992).

Um estudo quimico sobre C. harleyi revelou como principais constituintes
varios derivados de timol ja identificados em espécies de outros géneros botanicos
(BOHLMANN et al., 1984).

No Unico estudo quimico realizado anteriormente sobre as raizes de C.
hispida, foram encontrados os derivados de timol 21-24, que ja haviam sido
relatados para outras espécies de Calea (BOHLMANN et al., 1982).

FIGURA 5 - Estruturas quimicas de derivados de timol de C. nelsonii, isobutirato
de 10-acetoxi-8,9-desidrotimol 20, e de C. hispida 21-24

20 22

Fonte: A autora.

1.2.4 Derivado eudesmeno

No Unico estudo quimico realizado anteriormente sobre as raizes de C.

hispida, foi encontrado o derivado eudesmeno 25 (Figura 6), cuja ocorréncia ainda
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nao foi relatada em nenhuma outra espécie vegetal. Essa € uma estrutura incomum
formada pela juncdo entre o p-hidroxicinamato e o sesquiterpeno eudesmeno

(BOHLMANN et al., 1982).

FIGURA 6 - Derivado p-hidroxicinamato 25 presente em C. hispida
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Fonte: A autora

1.2.5 Benzofuranos

Apenas um estudo sobre os compostos da classe dos benzofuranos foi
realizado no género Calea, mais especificamente na espécie botanica C. platylepis.
Os compostos isolados, a partir do extrato diclorometanico das raizaes da planta,
sao os benzofuranos euparina 26, caleprunina A 27, caleprunina B 28 e euparona
29, cujas estruturas sao mostradas na Figura 7 (NASCIMENTO et al., 2004a).

FIGURA 7 - Benzofuranos isolados de C. platylepis: euparina 26,
caleprunina A 27, caleprunina B 28 e euparona 29
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1.2.6 p-Hidroxiacetofenonas

Trés estudos sobre a presenca de p-hidroxiacetofenonas em espécies do
género Calea foram publicados. Um desses relatos é aquele ja& mencionado artigo
de Bohlmann e colaboradores (1982) sobre C. hispida. A Figura 8 apresenta
exemplos de derivados de p-hidroxiacetofenonas encontrados no género Calea.

A partir do extrato diclorometanico das raizes de Calea uniflora Less. foram
isolados quatro derivados da p-hidroxiacetofenona novos e duas substéancias ja
conhecidas, o 2-senecioil-4-(hidroxietil)-fenol 30 e 2-senecioil-4-(angeloxietil)-fenol,
além de duas novas substancias: o 2-senecioil-4-(metoxietil)-fenol e 2-senecioil-4-
(pentadecanoiloxietil)-fenol 31 (NASCIMENTO et al., 2004b).

Ha um relato sobre a presenca de dois derivados de p-hidroxiacetofenona nas
partes aéreas de C. harleyi, os quais foram isolados do extrato éter de petréleo: 9-o-
diidrocalefoliona 32 e angelato de 9-o-diidrocalefoliona (BOHLMANN et al., 1984).

No estudo anterior sobre a composi¢do quimica de partes aéreas de C. hispida,
foi isolado e identificado um derivado novo da p-hidroxiacetofenona, a
diidroxidesidromentona 33 (BOHLMANN et al., 1982).

FIGURA 8 - Substancias presentes em C. uniflora: 2-senecioil-4-(hidroxietil)-fenol

30 e 2-senecioil-4-(pentadecanoiloxietil)-fenol 31; em C. harleyi: 9-0-
diidrocalefoliona 32; e em C. hispida: diidroxidesidromentona 33
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Fonte: A autora
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1.2.7 Benzopiranos

Dois estudos sobre a composicdo quimica do grupo dos benzopiranos de
espécies do género Calea foram publicados, incluindo a espécie C. hispida, planta
de interesse para esta pesquisa. A Figura 9 apresenta exemplos de benzopiranos
encontrados no género Calea.

Os cromenos sao derivados de benzopiranos, 0s quais representam uma
classe de produtos naturais importante pelas suas propriedades biol6gicas. Um
estudo das folhas e caules de C. serrata foi realizado a fim de isolar o precoceno Il 3
do 6leo essencial dessa espécie (RIBEIRO et al., 2011).

De particular importancia para a pesquisa desenvolvida no presente estudo,
foram isolados derivados de cromenos das raizes de C. hispida: 1-(2,2,7-
trimetilcromen-6-il)-propan-1-ona 34, 6-acetil-7-hidroxi-2,2-dimetilcromeno 35, 2-
hidroxi-1-(2,2,7-trimetilcromen-6-il)-etanona 36 e 2-hidroxi-1-(7-hidroxi-2,2-dimetilcro-
men-6-il)-etanona 37 (BOHLMANN et al., 1982). Essa classe de compostos foi
encontrada somente nas duas mencionadas espécies do género Calea.

FIGURA 9 - Cromenos de C. hispida: 1-(2,2,7-trimetilcromen-6-il)-propan-1-ona 34, 6-acetil-

7-hidroxi-2,2-dimetilcromeno 35, 2-hidroxi-1-(2,2,7-trimetilcromen-6-il)-etanona
36 e 2-hidroxi-1-(7-hidroxi-2,2-dimetilcromen-6-il)-etanona 37
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1.2.8 Flavonoides do género Calea

Os flavonoides sdo os compostos de maior ocorréncia, sendo considerados
bons marcadores quimiotaxondmicos para os mais baixos niveis hierarquicos da
familia Asteraceae (VERDI et al., 2005).

Aproximadamente 2% de todos os carbonos fotossintetizados por plantas
sdo convertidos em flavonoides, sendo os taninos também convertidos nestas
substancias. Os flavonoides sdo constituintes do largo grupo que reudne o0s
chamados fendis naturais. Os flavonoides ocorrem em variadas formas estruturais,
incluindo as que estéo ligadas a moléculas de carboidratos. As hidroxilas presentes
em certas posicoes, tais como C; e C3, tem grande probabilidade de glicosilacao por
uma ou mais moléculas de acucar (MARKHAM, 1982).

No estudo do extrato diclorometanico-etandlico das partes aéreas de C.
uniflora foram isolados e identificados quatro glicosideos de flavonoides: 3",4",7-
triidroxiflavona-7-O-B-glucopiranosideo; 2°,4-diidroxi-3-metoxichalcona-4"-O-3-gluco-
piranosideo e quercetina-3-O-p-glucopiranosideo 38, também conhecida como
isoquercitrina (Figura 10). As estruturas desses glicosideos foram determinadas com
base nos espectros de RMN *H e *C (NASCIMENTO & SALVADOR, 2004).

Foi isolado do extrato etandlico das folhas de C. prunifolia o flavonol
glicosideo rutina 39 (Figura 10), identificado por comparagédo dos espectros de RMN
'H e ¥C com dados publicados (PUEBLA et al., 2011).

FIGURA 10 - Glicosideos de espécies Calea: isoquercitrina 38 de C. uniflora e
rutina 39 de C. prunifolia

Fonte: A autora
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1.2.9 Acidos cafeoilquinicos

Até agora, somente em um estudo publicado sobre o género Calea foram
encontrados acidos cafeoilquinicos. O fracionamento do extrato etandlico das folhas
de C. prunifolia permitiu o isolamento e identificacdo do acido 3,5-di-O-[E]-
cafeoilquinico 40 (Figura 11) por comparacdo dos dados espectroscopicos de RMN
'H e *3C com resultados publicados (PUEBLA et al., 2011).

FIGURA 11 - Acido 3,5-di-O-[E]-cafeoilquinico 40, isolado de C. prunifolia
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Fonte: A autora

1.2.10 Toxicidade

Alguns estudos foram publicados sobre os componentes de espécies do
género Calea que apresentam efeitos toxicos e/ou citotoxicos em seres Vivos.

Estudos sobre a toxicidade de C. serrata foram realizados, especialmente a
respeito dos precocenos, 0s quais tém se mostrado causadores de hepatotoxicidade
em ratos. A toxicidade de C. serrata foi atribuida aos cromenos ou as interagdes
sinérgicas entre estes componentes e outros constituintes do 6leo essencial da
planta (RIBEIRO et al., 2011).

Em ensaios de citotoxicidade utilizados na procura por substancias
anticancerigenas possivelmente presentes em diversas espécies de diferentes
géneros, extratos da espécie Calea glomerata Klatt incluida naquele estudo
apresentaram resultados negativos (ROYERO et al., 2010).

O estudo quimico de C. urticifolia foi realizado, testando-se a atividade

biolégica de seis lactonas sesquiterpénicas em ensaios de citotoxicidade. Os
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germacranolideos apresentaram atividade contra varias culturas de células de
cancer humano. Os arucanolideos induziram maior citotoxicidade, inclusive superior
ao partenolideo 12, que tem sido considerado potencialmente anticancerigeno.
Segundo o autor, os arucanolideos sao agentes citotoxicos mais potentes que o
germacranolideo partenolideo 12 (NAKAGAWA et al., 2005).

A toxicidade encontrada para o extrato n-hexanico de C. serrata pode estar
associada a presenca de precoceno Il 3, pois este é o principal componente do
extrato. Este composto inibiu in vitro a AChE (acetilcolinesterase) em diversas as
areas do cérebro de ratos Wistar, sugerindo-se a ocorréncia de efeitos colaterais e

toxicidade em mamiferos devidos a esse extrato (RIBEIRO et al., 2012).

1.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE

Calea

O género Calea é conhecido por algumas atividades farmacol6gicas de seus
extratos e substancias isoladas, tais como atividades antimicrobiana, vasodilatadora,
antiinflamatéria (GOMEZ et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2004a). Uma
investigagdo quimica da espécie C. prunifolia foi realizada com objetivo de utiliza-la
no tratamento de hipertensédo arterial, febre alta e malaria. Alguns compostos foram
reportados pela primeira vez para essa espécie e sao importantes para a
guimiotaxonomia da familia Asteraceae (PUEBLA et al., 2011).

O estudo quimico das folhas e caules de C. zacatechichi levou ao isolamento
de germacranolideos com importante atividade antileishmania. Estes compostos
foram avaliados biologicamente com ensaios antimicrobianos e antiprotozoarios. A
planta € empregada contra distlrbios gastrointestinais, disenterias, antitérmico, e
também sdo citadas algumas informacfes sobre efeitos psicotropicos, 0s quais
deram origem ao interesse pelos constituintes do género botanico (WU et al., 2011).

Os extratos vegetais e 0leos essenciais de C. serrata tém mostrado atividades
diversas contra algumas espécies de carrapatos. Essa planta apresenta cromenos
(eupatoriocromeno e precoceno Il 3) como componentes principais do extrato n-
hexéanico. O precoceno Il 3 pode afetar o sistema enddcrino dos insetos e tem um

grande potencial acaricida (RIBEIRO et al., 2012). O extrato hexanico de C. serrata
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apresentou atividade contra fémeas de acaros e esse efeito pode ser atribuido aos
cromenos encontrados na planta (RIBEIRO et al., 2008).

Os agentes antifiUngicos atualmente utilizados em tratamentos terapéuticos
tém efeitos toxicos severos, possuem baixa atividade e baixa solubilidade, e muitas
vezes nao sdo eficazes por originarem cepas resistentes (NASCIMENTO et al.,
2004a). O desenvolvimento de drogas resistentes a fungos, a interacéo
medicamentosa e biodisponibilidade insuficiente de drogas antifungicas convencio-
nais tém incentivado a pesquisa por novas alternativas entre os produtos naturais
(ROYERO et al., 2010).

As plantas sdo geralmente utilizadas na medicina popular como agentes
antimicrobianos e os 0Oleos essenciais e extratos de C. glomerata sdo conhecidos
por possuir atividade antifingica (ROYERO et al., 2010). O 6leo essencial das folhas
de C. clematidea também foi avaliado como antifUngico e apresentou atividade
moderada (FLACH et al., 2002).

Os compostos derivados de p-hidroxiacetofenona sé&o ativos contra fungos,
parasitas de tecidos queratinizados tais como cabelos e unhas. Os extratos
diclorometéanicos de folhas e flores de C. platylepis mostraram atividade antimicrobi-
ana contra um amplo espectro de microorganismos (bactérias e fungos)
(NASCIMENTO et al., 2004a). Dois compostos derivados de p-hidroxiacetofenonas
isolados do extrato bruto de C. uniflora apresentaram atividade contra Trypanosoma
cruzi. Esses resultados corroboram os efeitos tripanocidas de outros derivados de p-
hidroxiacetofenonas obtidos de Senecio graveolens Wedd. (NASCIMENTO et al.,
2004b).

Um estudo sobre o uso de plantas medicinais no tratamento de hipertensao
relacionado a atividades vaso-relaxadoras incluiu extratos de C. glomerata que

apresentaram resultados promissores (GUERRERO et al., 2002).
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2 JUSTIFICATIVA

A espécie brasileira Calea hispida foi anteriormente estudada apenas uma
vez, relatando-se a ocorréncia de varias substancias novas (BOHLMANN et al.,
1982). Aquele estudo foi realizado na Alemanha com material vegetal coletado no
nordeste brasileiro, ndo tendo sido especificados com exatiddo o local e a época de
coleta. Essa espécie vegetal ocorre nos Campos Gerais do Parana, sendo encon-
trada na regido de Ponta Grossa. Um novo estudo quimico dessa espécie vegetal,
muito embora ndo seja conhecida como planta medicinal, justifica-se por tratar-se de
uma planta pouco estudada e pela ocorréncia de compostos bioativos em outras
espécies do género. Devido ao crescente interesse pelo desenvolvimento de medi-
camentos, a ocorréncia de substancias bioativas em plantas tem sido amplamente
estudada nos ultimos anos por meio de analises quimicas e ensaios de atividades
biolégicas. O aumento do conhecimento cientifico sobre a flora brasileira facilita o
estabelecimento de a¢des que objetivem a conservacdo ambiental.

O fato de que as plantas de ocorréncia natural contém compostos bioativos nos
levou a procurar interacdo com outros grupos de pesquisa para a realizacdo de
testes com extratos e substancias isoladas neste trabalho (Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais; Laboratério de Bioquimica
Toxicologica da Universidade Federal de Santa Maria; Laboratério de Fitopatologia
do Departamento de Agronomia da UEPG; e Laboratério de Purificacdo de Proteinas
do Departamento de Quimica da UEPG). Os testes de atividades proporcionados
por essas parcerias sdo: potencial antioxidante e viabilidade de leucdcitos,
atividades antifungica, alelopética, antimicrobiana, inibitéria da acetilcolinesterase,
além da possibilidade de estabelecimento de estruturas cristalinas. Os compostos
isolados que sao testados com atividades biolégicas podem trazer conhecimento
cientifico suficiente para o desenvolvimento de novos produtos nas mais diversas
areas. Pela ampla ocorréncia de compostos volateis e fenélicos no género Calea,
este estudo permitira testar a utilizacdo de métodos de fracionamento de extratos
desenvolvidos nos dltimos anos em nosso laboratorio especificamente para espécies
do género Baccharis, também pertencente a familia Asteraceae. O desenvolvimento
da presente pesquisa vai permitir o0 uso e o aprendizado de técnicas analiticas e

preparativas, tais como CG/EM/DIC, fracionamento de extratos em colunas
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cromatograficas e identificacdo de compostos isolados por técnicas

espectrométricas como UV, IV, RMN *H e *3C.
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3 DELIMITACAO DO PROBLEMA

A espécie Calea hispida foi aqui estudada quimicamente com propésito de
isolar e identificar compostos quimicos das folhas da planta.

As plantas foram coletadas em locais proximos ao Campus, na Rodovia PR-
513, Ponta Grossa — Itaiacoca e no Capao da Onga, e identificadas no Herbario da
Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Na primeira parte da pesquisa foram estudados os metabdlitos secundarios
volateis de C. hispida obtidos por hidrodestilacdo em triplicata do 6leo essencial das
folhas, totalizando trés amostras do dleo essencial.

Conforme o método utilizado na obtencéo de extratos, apds a obtencdo dos
Oleos essenciais por hidrodestilacdo, as aguas restantes foram extraidas com
cloroformio (para obter extratos com terpenoides, livrando a fase aquosa da
presenca de substancias pouco polares); acetato de etila em pH 8 (para obter
extratos flavonoidicos e outros fendis neutros); acetato de etila/metanol em pH 8
(para obter extratos contendo glicosideos de flavonoides ou compostos neutros mais
polares), acetato de etila em pH 4 (para obter extratos contendo 4cidos) e acetato de
etila/metanol em pH 4 (para obter compostos acidos ainda mais polares).

Os compostos volateis foram analisados por CG/EM/DIC, prevendo-se o
isolamento de componentes para a determinacdo completa da estrutura quimica por
métodos espectroscopicos como UV, IV, RMN 'H e *C unidimensionais e
bidimensionais. Da mesma forma, constituintes fendlicos isolados foram analisados
pelos mencionados métodos espectroscopicos. O isolamento de componentes foi
realizado por cristalizacao direta a partir do 6leo essencial, ou a substancia foi obtida
com bom grau de pureza na propria fragdo organica por extracao liquido-liquido, ou
por fracionamento cromatografico de extratos em colunas de silica analisando-se as
fracOes por CCD (cromatografia de camada delgada).

Foi prevista também a determinacdo da estrutura cristalina de substancias
isoladas por difracéo de Raios-X.

Com algumas substancias isoladas e extratos brutos foram realizados testes
quimicos (potencial antioxidante) e biolégicos in vitro (viabilidade de leucécitos,

atividades antifangica, alelopatica, antimicrobiana e inibitéria da acetilcolinesterase).
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4 HIPOTESES

A principal hipétese deste estudo referiu-se a identificacdo de substancias
com atividade biolégica potencial, que podem vir a tornar-se uma alternativa aos
produtos sintéticos atualmente utilizados ou ainda servindo como prototipos para
inddstria quimica.

Como espécie Calea hispida ndo tinha estudos quimicos sobre o seu 6leo
essencial, havia a possibilidade de contribuir com informacdes relevantes para
possiveis aplicacdes em farmacos, fragrancia em cosméticos, aromatizantes de
alimentos, bebidas e produtos de utilidade doméstica, novos inseticidas, fungicidas,
acaricidas e antimicrobianos.

Tendo em vista o0 método de fracionamento dos componentes presentes no
vegetal em estudo, havia a possibilidade de se obter substancias novas ou
diferentes das ja encontradas na pesquisa anteriormente publicada sobre C. hispida.

Outra hipétese em questdo era a possibilidade da separacao de flavonoides
e derivados do acido cafeoilquinico em extratos especificos, sendo considerada
possivel a identificacdo dos compostos fendlicos principais presentes em C. hispida
utilizando métodos espectroscépicos como UV, IV e RMN de 'H e *3C.

Também surgiu como hipotese neste estudo que a aplicacdo de ensaios
quimicos e de bioatividade de compostos isolados, tais como potencial antioxidante
e viabilidade de leucdcitos, atividades antifungica, alelopéatica, antimicrobiana,
inibitéria da acetilcolinesterase, poderia trazer conhecimento cientifico suficiente
para encorajar o desenvolvimento de novos produtos.

Como existem varios fatores que contribuem para a alteragcdo dos
metabolitos secundarios presentes nas espécies vegetais em geral, as coletas de
espécies botanicas feitas no mesmo local ou em locais proximos, devem levar a
obtencdo de extratos com composi¢cdes qualitativamente e quantitativamente
similares entre si, supondo-se que espécimes da mesma espécie vegetal crescendo

préoximos entre si devem apresentar similaridade genética e metabdlica.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Estudar quimicamente as folhas da espécie Calea hispida Baker,
especialmente seus compostos volateis e fendlicos, contribuindo para o
conhecimento cientifico a respeito dos metabdlitos secundarios produzidos por esta
espécie vegetal crescendo ao natural no Segundo Planalto do Parana.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estudar por CG/EM/DIC o Oleo essencial das folhas de C. hispida,
identificando qualitativamente e quantitativamente os seus componentes volateis em
triplicatas, incluindo a aplicacdo de analise estatistica dos dados;

- Fracionar o extrato aquoso das folhas de C. hispida, visando o isolamento e
a identificagdo de substancias fendlicas neutras e &cidas;

- Isolar e identificar flavonoides ou outros compostos fendlicos neutros
presentes em extratos obtidos em pH 8 e compostos fendlicos acidos de extratos
obtidos em pH 4;

- ldentificar os componentes quimicos isolados por meio de técnicas
espectroscopicas de UV-Vis, IV, RMN *H e *C, e difracdo de Raios-X;

- Complementar o estudo quimico de compostos isolados e de extratos,
encaminhando amostras para testes quimicos de seu poder antioxidante contra o
radical livre DPPH e viabilidade de leucécitos, atividades antifungica, alelopética,

antimicrobiana e inibitéria da acetilcolinesterase.
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6 EQUIPAMENTOS E REAGENTES

Os reagentes e solventes utilizados tiveram procedéncias variadas:
Nuclear®, Merck®, Reagen® e Synth®. A &gua utilizada foi purificada no ultra-
purificador Gehaka. Resistividade: 18,2 Mohm cm a 25 °C; condutividade: 0,054
puS/cm a 25 °C; TOC: < 3 ppb; bactérias heterotroficas: < 0,1 UFC/mL; particulas
menores que 0,05 um < 1 particula/mL; endotoxina: < 0,125 EU/mL (<0,001EU/mL
com filtro apirogénico opcional).

As analises por espectrofotometria UV-Vis foram realizadas num
espectrofotdbmetro CARY- 50 Varian® e as andlises de infravermelho obtidas num
espectrdometro Shimadzu IR Prestige-21® com Transformada de Fourier, software IR
Solution®, em pastilhas de KBr. Esses equipamentos pertencem ao Complexo de
Laboratérios Multiusuarios da Universidade Estadual de Ponta Grossa (C-LABMU-
UEPG).

Os espectros de RMN *H e '3C das substancias isoladas de C. hispida foram
obtidos na Universidade Estadual de Ponta Grossa no espectrofotdmetro da Bruker
modelo AVI11400, operando a 400 MHz para 'H e 100 MHz para **C. Todos os
espectros foram registrados utilizando-se tetrametilsilano (TMS) como padrédo de
referéncia interno e utilizando-se cloroférmio ou metanol deuterados como solventes.
Os deslocamentos quimicos (8) sdo expressos em ppm (partes por milhdo) e as
constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

As cromatografias em camada delgada foram realizadas sobre
cromatofolhas de aluminio pré-preparadas com silica gel HF-254, Macharey &
Nagel.

As amostras de Oleo essencial foram analisadas por CG/EM/DIC
(cromatografia a gas acoplada a detectores de massa e de ionizacdo de chama)
num cromatégrafo GCMS-QP2010 Plus Shimadzu, software GC Solution® GC/MS
Workstation 5.51, e num cromatografo GCFID 2010 Shimadzu, no Laboratério de

Cromatografia da Fundacéo Universidade Regional de Blumenau.
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7 METODOS

7.1 COLETA, IDENTIFICACAO E PREPARO DE MATERIAIS VEGETAIS

Foram obtidas amostras botanicas as margens da Rodovia PR-513, Ponta
Grossa — Itaiacoca, no dia 03 de dezembro de 2012 as 9:00 horas em condi¢des
climéaticas de alta umidade e temperatura de 17 °C. A coleta foi realizada na posi¢ao
das coordenadas 25°06'25” sul 50°02°14” oeste, a 1.030 m de altitude, em solo de
caracteristicas de boa fertilidade.

A segunda coleta foi realizada no dia 22 de marco de 2013 entre as 9:30h e
10:30 horas, com temperatura em torno de 22 °C, tempo seco com umidade relativa
do ar de 57%. A coleta foi realizada nas coordenadas 25°06’16” sul 50°01°33” oeste,
a 980 m de altitude. As amostras foram coletadas em solo arenoso sobre uma
camada de arenito em que escorre agua constantemente, em Ponta Grossa - Capao
da Onga.

A identificacdo botanica de exsicatas foi realizada pelo Herbéario da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, Parana, depositando-se
uma amostra sob o numero 19062.

As folhas livres de impurezas foram acondicionadas em frascos
hermeticamente fechados, sendo uma porgéo processada imediatamente. As outras
duas porcbes foram armazenadas em geladeira a 7 °C, sendo processadas em

poucos dias.

7.2 OBTENCAO DE OLEOS ESSENCIAIS

A massa bruta do material vegetal coletado foi de 2,24 kg. Apds a separacao
do material, a massa das partes aéreas foi determinada resultando em 252 g de
caules, 70 g de flores e 728 g de folhas. As folhas foram separadas em trés porgdes
de 262 g cada uma.

De cada porcao de folhas de C. hispida, foram triturados em liquidificador

aproximadamente 120 g e hidrodestilados por duas horas e trinta minutos em um
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baldo de 2 L acoplado a uma aparelhagem de vidro conforme Stahl & Schild (1981)
contendo 1 L de agua destilada, obtendo-se triplicatas do 6leo essencial. Os 6leos
essenciais foram recolhidos em éter etilico, decantando-se os restos de agua e
evaporando-se o solvente a temperatura ambiente. Apds a evaporacao do solvente,
os 6leos foram pesados para obter o rendimento e refrigerados a 7 °C até o envio

para andlise.

7.3 ANALISE DE OLEOS ESSENCIAIS

Os o6leos essenciais obtidos de trés amostras de folhas de Calea hispida
foram submetidos a andlises por CG/EM e CG/DIC, realizando-se trés injecdes para
as determinacfes quantitativas com o detector DIC.

Para a identificacdo qualitativa por CG/EM dos componentes presentes nos
Oleos essenciais, as amostras foram diluidas em éter e injetadas (1 ulL), usando-se
uma coluna capilar apolar RTx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), hélio como gas de
arraste num fluxo de 1 mL min?, injecdo em modo split com razdo de 1:20;
espectrometro operando em modo de varredura (scan) de 40 a 550 uma (unidades
de massa atébmica) por impacto de elétrons (70 eV). O programa de aquecimento
utilizado foi: temperatura do injetor e da fonte de fons, 250 °C; temperatura da
interface, 280 °C; temperatura do forno de 60 °C por 5 min seguido de aquecimento
de 3 °C min™ até 240 °C, permanecendo ai por 5 min. Cada pico dos cromatogramas
obtidos por CG/EM foi analisado com o mesmo software do equipamento,
identificando-se qualitativamente os componentes pelos seus espectros de massas
associados aos respectivos indices de retencao relativos (IRR) calculados com base
nos tempos de retencao (R;) de uma série de n-alcanos (Cy-Cys).

Para a identificacdo quantitativa por CG/DIC, as amostras foram diluidas em
éter e injetadas (1 puL) usando-se uma coluna capilar apolar OV-5 (30 m x 0,25 mm x
0,25 um), hélio como gas de arraste num fluxo de 1 mL min™, injecdo em modo split
com razao de 20:1. O programa de aquecimento utilizado foi: temperatura do injetor,
250 °C; temperatura do detector, 280 °C; temperatura do forno de 60 °C por 5 min
seguido de aquecimento de 3 °C min™ até 240 °C, permanecendo ai por 5 min.
Foram calculados novamente os IRR de cada componente usando a mesma série

de n-alcanos. Os IRR das substancias identificadas qualitativamente (CG/EM)
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serviram para encontrar e quantificar cada composto presente nos cromatogramas
obtidos por CG/DIC.

Para o tratamento de dados estatisticos referentes as amostras de 0leos
essenciais utilizou-se o teste de normalidade por meio do resultado de pyaor, teste t
(Student) e teste F com auxilio do software Action 2.5.

Os espectros de infravermelho foram obtidos com uso de 1 mg de amostra
em pastilhas de 100 mg de KBr na faixa de 4.000 cm™ a 450 cm™.

Na andlise de UV-Vis, o cloroférmio ou metanol foram utilizados como
solventes ajustando-se a intensidade da absorbancia a um nivel inferior a 1,0. Os

espectros foram geralmente medidos entre comprimentos de onda de 200 a 800 nm.

7.4 FRACIONAMENTO DO EXTRATO AQUOSO DE C. hispida

Apoés a obtencao dos 6leos essenciais da primeira e da segunda amostra de
folhas, os materiais vegetais contidos nas respectivas solu¢cdes aquosas foram
filtrados obtendo-se solu¢gBes aquosas limpidas (Figura 12). Cada solu¢do aquosa
obtida foi primeiro extraida com duas porc¢des de 200 mL de CHCI3, lavando-se pelo
menos uma vez com agua as fases organicas reunidas e secando-se com Na,SO,
anidro, concentrando-se a secura em evaporador rotativo a vacuo e calculando-se o
rendimento em relacdo a massa do material vegetal.

Apos as extragbes com CHCI;, foi medido o pH das solugbes aquosas
restantes em cada caso e adicionando-se solucdo de NaOH 6 mol/L até pH 8. As
extracbes foram realizadas com trés por¢cbes de 200 mL com AcOEt. As fases
organicas foram concentradas em evaporador rotativo e pesadas.

Para cada uma das amostras, a solucdo aquosa basica foi submetida a trés
extracbes com porcdes de 200 mL de uma mistura de AcOEt/MeOH 30%,
concentrando-se as fases organicas em evaporador rotativo.

A cada solucao aquosa basica foi acidificado HCI concentrado até pH 4. No
caso da primeira amostra, a solugcédo aquosa acida foi extraida com trés por¢cdes de
200 mL da mistura de AcCOEt/MeOH 30%, utilizando-se apenas AcOEt nas extracdes
da segunda amostra. As fases organicas foram reunidas e evaporadas em
evaporador rotativo, obtendo-se os extratos AcCOEt/MeOH 30% (primeira amostra

tratada) e ACOEt (segunda amostra) em pH 4.
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FIGURA 12 - Esquema de obtencéo de 6leos essenciais e fragcdes organicas de C. hispida

Material vegetal

Hidrodestilacdo 2 h e 30 min

Oleo essencial Material vegetal + solucéo aquosa
(CHOE)
Filtracéo
Liofilizado (20 mL) — | Solug&o aquosa (CHEA) Material vegetal extraido

Extracdo com CHCI,

Extrato CHCl; Solucao aquosa

— Terpenos Solucdo de NaOH 6 mol L™

Solucéo aquosa pH 8

Extragcdo com AcOEt

Solucdo aquosa bésica Extrato AcOEt, pH 8
Extragdo com AcOEt/MeOH 30% — Fendis neutros apolares
Solugéo aquosa, pH 4 Extrato AcCOEt/MeOH 30%, pH 8 (CHAM)
HCI conc. —> Fenadis neutros polares

Solucéo aquosa acida

Extracdo com AcOEt

Extrato AcCOEt, pH 4 Solucao aquosa acida

— Acidos fendlicos

Solugéo aquosa Extrato ACOEt/MeOH 30%, pH 4

Descarte — Acidos fenoélicos polares
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Apoés a ultima extracdo com AcOEt como descrito na Figura 12, a solucao
aguosa acida da segunda amostra foi submetida a extracdo com trés porcdes de
200 mL da mistura de AcOEt/MeOH 30% e as fases organicas foram reunidas e
concentradas, obtendo-se o respectivo extrato em pH 4.

Os extratos obtidos com AcOEt e com a mistura de ACOEt/MeOH 30% em
pH &cido e basico foram analisados por UV-Vis na faixa de comprimentos de onda
de 200 a 450 nm utilizando-se metanol como solvente e 0s reagentes de
deslocamento AcONa, H3BO3, solugdo aquosa saturada de AICl; e de HCI 4 mol/L, e
os dados foram interpretados de acordo com a literatura (MARKHAN,1982). O
fluxograma da Figura 12 representa esquematicamente o processo de obtencéo do
Oleo essencial e em seguida dos extratos com CHCl;, AcCOEt e a mistura de
AcOEt/MeOH 30% em pH 8, com AcOEt e a mistura de AcCOEt/MeOH 30% em pH 4.

Os extratos obtidos no fracionamento descrito acima foram analisados por
CCD com uso de varios sistemas eluentes constituidos por misturas de
CHCI3/MeOH (10:0; 9,9:0,1; 9,8:0,2; 9,5:0,5; 9,0:1,0) e de AcOEt/MeOH/H,O
(8,0:1,5:0,5; 7,0:2,5:0,5) sobre placas de silica pré-preparadas. Apdés o
desenvolvimento, o0s cromatogramas foram observados e registrados
fotograficamente sob luz UV de 254 e 360 nm e em seguida revelados primeiro com
H,SO4/MeOH (1:1) seguindo-se aquecimento sobre chapa térmica a 120 °C por 10
minutos ou entdo com uma solucao de FeCls a 5% em metanol.

Os extratos obtidos da amostra coletada em dezembro de 2012 (12 amostra,
item 7.1) com a mistura de ACOEt/MeOH 30% em pH 4 e pH 8 foram analisados por
CCD utilizando sistema eluente AcOEt/MeOH/H,0 (8,0:1,5:0,5) em comparac¢do com
padrbes dos acidos 3-cafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico e 4,5-dicafeoilquinico. As
placas prontas foram observadas e fotografadas sob luz UV de 254 e 360 nm,
reveladas com H,SO,/MeOH (1:1) e com solu¢cdo metandlica de FeCls. O extrato
obtido com a mistura de AcOEt/MeOH 30% em pH 4 apresentou uma Unica mancha
na placa cromatografica, substancia que recebeu o cdédigo CHAM. Os espectros de
RMN *H e *3C (CDs;OD), UV-Vis e IV da substancia CHAM e estes sdo apresentados
nos itens 7.7.3 e 8.3, na Tabela 6, Figuras 20 e 21 e Anexos 6 a 11.
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7.4.1 Fracionamento do extrato obtido com acetato de etila em pH 4

Parte do extrato obtido com AcOEt em pH 4 conforme o0 esquema mostrado
na Figura 12 (~1,4 g, segunda amostra) foi fracionado em coluna cromatografica
montada com 100 g de Silica gel 60 (0,04 - 0,063 mm, 23-240 mesh ASTM) de 2,5
cm de didmetro e 20 cm de altura. Uma suspenséo de silica foi preparada em 80 mL
de uma mistura de AcOEt/MeOH/H,O (8,0:2,0:0,5). A amostra do extrato foi
dissolvida em 5 mL da mistura de solventes e a solucéo foi adicionada ao topo da
coluna, a qual foi eluida com ~250 mL da mesma mistura de solventes com um fluxo
de 5 mL min®, coletando-se 25 fracbes de 10 mL cada uma. Em seguida, a
polaridade do eluente foi aumentada usando-se ~300 mL de uma mistura de
AcOEt/MeOH/H,0 (7,0:2,5:0,5), coletando-se mais 25 fracdes de 10 mL. As fracdes
foram aplicadas sobre placas cromatograficas eluidas com AcOEt/MeOH/H,O
(8,0:2,0:0,5), visualizando-se os cromatogramas sob luz ultravioleta de 254 e 360
nm, revelando-se em seguida com H,SO,/MeOH (1:1) seguindo-se o aquecimento
em chapa térmica a 120 °C por 10 minutos. As fracdes que apresentaram manchas
similares por CCD foram agrupadas, evaporadas e seus respectivos rendimentos
foram calculados.

O composto fendlico mais polar presente no extrato bruto foi observado
entre as fracdes 36 a 39 (Rf = 0,44, 83,5 mg, ~ 6% de rendimento em relacdo ao
extrato) e codificado como CHA4E, apresentando-se com impurezas.

Os dados dos espectros de RMN 'H e *C, UV-Vis e IV da substancia
CHAA4E sao mostrados nos itens 7.7.4 e 8.4, Figuras 25 e 26.

7.5 FRACIONAMENTO DO OLEO ESSENCIAL DE Calea hispida

Analises preliminares por CCD foram realizadas para determinar as
condi¢des para o fracionamento em coluna cromatografica visando o isolamento da
principal substancia presente no 6leo essencial. Os cromatogramas prontos foram
visualizados sob luz ultravioleta de 254 e 360 nm, revelando-se com uma mistura de
H.SO4,/MeOH (1:1) e aquecendo-se em chapa térmica a 120 °C por 10 minutos ou
com solucao de FeCl; 5% em metanol.

O Oleo essencial da primeira coleta foi fracionado numa coluna

cromatografica de 1,5 cm de diametro e 12 cm de altura montada com de uma
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suspensdo de ~100 g silica gel 60 (0,04 - 0,063 mm / 23-240 mesh ASTM) em
mistura de hexano:CHCI; (1:1). Uma massa de 340 mg de porc¢des reunidas do Oleo
essencial foi diluida em 3 mL de éter etilico utilizando-se mais 2 mL desse solvente
para lavagem. Inicialmente a coluna foi eluida com 250 mL do mesmo eluente. O
fluxo da coluna foi de 5 mL min™, colhendo-se 25 fracdes de 10 mL cada uma. A
polaridade da mistura de solventes foi aumentada usando-se mais ~300 mL de uma
mistura de hexano:CHCI; (7,0:3,0). O composto principal presente no éleo essencial
foi isolado em forma cristalina nas fragcdes 19 a 35 (150 mg, ~44,12% de rendimento
em relacdo ao 6leo essencial). A substancia sdlida isolada apresentou um Rf = 0,35
e foi codificada como CHCR.

A mesma substancia CHCR também cristalizou de amostras do préprio 6leo
essencial, sendo dai separada, lavando-se os cristais com hexano frio, totalizando
mais 120 mg do composto isolado. Os dados dos espectros de UV-Vis, IV, RMN *H
e *C, DEPT90 e DEPT135 (CDCls) da substancia isolada CHCR s&o apresentados
nos itens 7.7.2 e 8.2, Tabela 4, Figuras 16 e 17, e Anexos 1 a 5.

7.6 AVALIACAO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS

7.6.1 Acéo fungitoxica contra Fusarium graminearum e Sclerotinia sclerotiorum

Foram realizados dois experimentos visando avaliar a acdo fungitoxica com
substancias isoladas (CHAM, item 7.4; CHCR, item 7.5) e extratos (CHEA e CHOE,
item 7.4) sobre o crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos Fusarium grami-
nearum (experimento 1) e Sclerotinia sclerotiorum (experimento 2). Os experimentos
foram realizados no Laboratorio de Fitopatologia da UEPG, Departamento de
Fitotecnia e Fitossanidade. As solu¢ées com concentracdo de 0,1 mg mL™ foram
preparadas pesando-se 0,3 mg de cada substéancia, as quais foram dissolvidas em 3
mL de solvente (agua para CHEA e CHAM,; éter etilico para CHOE e CHCR). Cada
solucéo concentrada foi utilizada para obter diluicées a 10, 30, 50, 70 e 100 ppm.

Discos de micélio de 0,7 cm de diametro dos fungos cultivados em meio de
cultura Batata Dextrose Agar (BDA), foram transferidos para o centro de placas de
Petri de 90 mm de diametro, contendo meio BDA. Foram depositados em quatro

pontos equidistantes de cada placa, 5 yL de cada solucéo diluida das substancias
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nas varias concentracfes testadas. Foi utilizada como testemunha agua destilada
esterilizada. Os tratamentos constaram de 5 repeticdes, sendo cada placa com as
colonias considerada como uma repeticdo, no delineamento inteiramente ao acaso
no arranjo fatorial 5 (doses) x 4 (substancias). As placas foram vedadas e incubadas
em DBO (Demanda Bioldgica de Oxigénio) a 20 + 2 °C, em fotoperiodos de 12 horas
de claro e 12 horas de escuro. As avaliacbes foram realizadas diariamente
determinando-se o didmetro médio das colbnias em milimetros em duas medidas
diametralmente opostas, com auxilio de régua até o tratamento testemunha atingir
os bordos da placa de Petri.

Os dados de crescimento das colénias (mm) foram utilizados para o calculo
do indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) utilizando-se a férmula

adaptada por Oliveira (1991), descrita abaixo:

IVCM = ¥ (D-Da)/N

Onde: IVCM = indice de Velocidade de Crescimento Micelial;
D = diametro médio atual;
Da = diametro médio anterior;

N = NUumero de dias apds repicagem.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias
de IVCM, quando significativas, foram comparadas com o teste de Tukey a 5% de
probabilidade para as substancias e analise de regressdo para as concentracdes,
com auxilio do software ASSISTAT Versdo 7.7 beta. Os dados de IVCM foram

transformados em log ().

7.6.2 Avaliacdo da bioatividade de substancias volateis

Uma avaliacdo da bioatividade do 6leo essencial CHOE e da substéancia so-
lida isolada CHCR foi realizada em colaboracdo com pesquisadores do Laboratério
de Bioquimica Toxicolégica da UFSM por testes do poder antioxidante contra o radi-
cal livre DPPH e viabilidade de leucdcitos.

Para a avaliacdo da atividade antioxidante, foi usado o método

fotocolorimétrico do DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila) com base no método de Choi e
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colaboradores (2002), usando de acido ascorbico como padrdo de comparacdo. A
porcentagem de inibicdo de cada substancia testada frente ao DPPH foi

determinada pela seguinte equacao:

% |n|b|gé.0 = [100 = (&amostra — Ab branco) X 100]
Ab controle
Onde:

ADb amostra = @bsorbancia da amostra;
AD pranco = absorbancia do branco;
AD controle = absorbéancia do controle.

O controle foi feito com 1,0 mL da solu¢cdo de DPPH 0,3 mM mais 2,5 mL de
etanol. O branco foi a propria solugdo em cada concentracdo a ser testada. Foram
preparadas solugdes de 125; 62,5; 31,25; 15,6 e 7,8 pg/mL de cada amostra em
etanol. Adicionou-se 1 mL da solu¢cdo de DPPH 0,3 mM em etanol a 2,5 mL das
solucdes de cada amostra. Apés 30 minutos foram feitas leituras das absorbancias a
518 nm. Uma solucédo de DPPH (1 mL, 0,3 mM) em etanol (2,5 mL) foi usada como
controle negativo e uma preparacédo de &cido ascérbico foi utilizada como padrao
(controle positivo) nas mesmas concentracdes das fracdes. O etanol foi usado para
zerar o espectrofotdbmetro (Shimadzu, UV-1021), tendo como brancos as solucdes
testes de cada fracdo (sem a adicdo do DPPH). As determinacfes foram efetuadas
em triplicata, sendo determinados o desvio padrdo e o coeficiente de variacao
percentual (CV%) para cada uma das determinacdes.

Para a avaliagdo da viabilidade celular, foi utilizado o método do Tripan blue.
Para o isolamento dos leucécitos foi pipetado 2 mL de dextrana 0,5% (1 g/20 mL de
PBS). O frasco foi deixado inclinado 45° esperando-se 35 min, e entdo mais 10 min
na vertical. ApGs retirar o sobrenadante, o frasco foi centrifugado a 2.000 rpm por 10
min, e 0 sobrenadante resultante foi descartado. Foi precipitado foi re-suspenso em
1 mL de solugdo lisante (NH4,Cl 150 mM; NaHCO; 10mM; EDTA 1 mM),
homogeneizado, deixado na vertical por 5 minutos em repouso, centrifugado por 2
min a 2.000 rpm, descartando-se o sobrenadante; a operacéo foi repetida 3 vezes
sem deixar em repouso, mas descartando o sobrenadante. Por fim, o precipitado foi
re-suspenso em 2 mL de solucdo de Hank. Uma amostra de 25 pL foi passada para
um frasco Eppendorf e adicionado 500 puL do reagente de Turk, homogeneizado, e

realizada a contagem em Camara de Neubauer, na objetiva de aumento de 40
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vezes, pipetando 10 pL da amostra na camara e ajustando o volume para que
contivesse 2.000 leucdcitos na amostra. Utilizou-se a formula:
Ci V,=Cs Vi

Onde:
N° de leucdcitos da amostra: Vi = 2.000 x 500 pL

Vi = x uL /amostra (multiplicar pelo n® de amostras + 1)

A incubacéo foi realizada colocando-se 497,5 uL da amostra de leucécitos
diluida com solucdo de Hank em um frasco Eppendorf e adicionando-se 2,5 pL do
composto na concentracao desejada. Foi incubado por 3 horas a 37 °C.

Apoés a incubacdo foram retirados os frascos Eppendorf do banho-maria e
passados para outros frascos limpos, em duplicata para cada amostra: 30 pL da
solugdo de Hank + 40 pL de amostra + 50 pL de Tripan blue, esperando-se 5
minutos para realizar a contagem das células viaveis e nao viaveis, expressando-se

a viabilidade celular em porcentagem.

7.6.3 Avaliacdo da bioatividade do composto fendlico isolado CHAM

Uma interacdo com o grupo de pesquisas do Departamento de Quimica,
Universidade Federal de Minas Gerais, permitiu a avaliagdo da bioatividade do
composto fendlico isolado CHAM 41 através da determinacdo das atividades
antimicrobiana, inibidora da acetilcolesterase e alelopéatica.

A atividade inibidora de acetilcolinesterase foi medida pelo método
colorimétrico de Ellman adaptado para microplacas de 96 pocos em ensaios a 25 °C
(Ellman et al., 1961).

O composto CHAM 41 também foi avaliado quanto a sua atividade contra
estirpes dos microorganismos Bacillus cereus (ATCC 11778); Listeria
monocytogenes (ATCC 15313); Staphylococcus aureus (ATCC 29212); Candida
albicans (ATCC 18804); Escherichia coli (ATCC 25922); Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853); Salmonella typhimurium (ATCC 14028) e Candida glabrata (isolada
no préprio laboratorio) (LANA et al., 2003).
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A atividade alelopatica do composto fendlico CHAM 41 foi avaliada de acordo
com a metodologia de Vieira e colaboradores utilizando Lactuca sativa L. (VIEIRA et
al., 2005).

7.6.4 Atividade tripanocida e estrutura cristalina

Uma interagdo com pesquisadores do Departamento de Quimica - UEPG,
Laboratério de Purificagcdo de Proteinas, permitiu desenvolver um estudo visando
determinar a estrutura cristalina da substancia CHCR 35 por difracdo de Raios-X e
encaminhamento de amostras para avaliacdo de atividades antimicrobianas,
incluindo atividade tripanocida.

Foi selecionado um monocristal para a coleta de dados por difracdo de Raios-
X. Os dados foram obtidos num difratbmetro Bruker modelo D8 Venture, com
radiacdo monocromatica CuKalpha. A estrutura cristalina esta sendo resolvida por
métodos diretos usando o programa SHELX 97 (SHELDRICH, 1997) e refinando
anisotropicamente com o programa HELXL-97 do pacote de programas WingX.

7.7 DADOS ESPECTROSCOPICOS

7.7.1 Oleo essencial

IV (KBr, cm™): 3.052, 2.970, 2.930, 1.647, 1.577, 1.439, 1.266, 825 cm™.
UV-Vis: Amax (MeOH, nm): 256,3; 349,6.

Amax (MeOH+NaOH, nm): 259,0; 357,6.

Amax (MeOH+NaOH+HCI, nm): 257,7; 348,8.

7.7.2 Composto CHCR isolado do oleo essencial

IV (KBr, cm'l): 3.056, 2.969, 2.922, 1.649, 1.582, 1.489, 1.281, 826.
UV-Vis: Amax (MeOH, nm): 256,6; 349,2.

Amax (MeOH+NaOH, nm): 262,0; 372,8.

Amax (MeOH+NaOH+HCI, nm): 257,4; 349,2.
RMN *H e *3C: Tabela 4, item 8.2, Anexos 1 a 5.
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7.7.3 Extrato AcOEt/MeOH em pH 8, CHAM

IV (KBr, cm™): 3.381, 2.921, 1.698, 1.658, 1.606, 1.507, 1455, 1.272, 1.067.
UV-Vis: Amax (MeOH, nm): 259,1; 348,6.

Amax (MeOH+AcONa, nm): 264,1; 352,8.

Amax (MeOH+AcONa+H3BO3, nm): 261,3; 366,1.

Amax (MeOH+AICI3, nm): 270,3; 385,7.

Amax (MeOH+AICIz+HCI, nm): 269,0; 402,8.
RMN 'H e 1*C: Tabela 6, item 8.3, Anexos 6 a 11.

7.7.4 Fracdo CHA4E do extrato AcCOEt/MeOH em pH 4

IV (KBr, cm™): 3.397, 2.929, 1.696, 1.602, 1.448, 1.273, 1.073, 1.606, 1.515.
UV-Vis: Amax (MeOH, nm): 271,2; 330,8.

Amax (MeOH+AcONa, nm): 268,1; 330,1.

Amax (MeOH+AcONa+H3BO3, nm): 288,0; 328,3.

Amax (MeOH, nm): 294,8; 329, 4.

Amax (MeOH+AICI3, nm): 271,1; 333,9.

Amax (MeOH+AICIs+HCI, nm): 298,7; 330,8.
RMN 'H e *C: Item 8.4.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 ANALISE DO OLEO ESSENCIAL

O oleo essencial de C. hispida, cuja analise ndo foi reportada na literatura
anteriormente, apresentou coloracdo amarela clara, com odor forte e caracteristico
da planta. A Tabela 1 apresenta os dados das amostras em triplicatas: quantidade
de material vegetal e rendimentos dos 6leos essenciais calculados em relagéo as

massas de material vegetal apds a secagem.

TABELA 1 - Rendimento das triplicatas do 6leo essencial

AMOSTRA MATERIAL VEGETAL (g) | RENDIMENTO (%)

CHOE1 121,0 0,21
CHOE2 150,0 0,29
CHOE3 160,0 0,36
Cv (%) - 26,2

Nota: CHOEL; CHOEZ2; CHOES3; Cy = coeficiente de variacéo.

O coeficiente de variagdo percentual do rendimento em relagéo a proporcao
de material vegetal utlizada foi de 26,2%, sendo considerado médio
(MONTGOMERY, 2004). A Vvariabilidade encontrada nos rendimentos €,
provavelmente, devida a diversos fatores, principalmente a época e ao local de
coleta (item 7.1). A amostra CHOEL foi coletada as margens da rodovia PR-513
(inicio de dezembro), enquanto que CHOE2 e CHOE3 cresceram em solo arenoso e
umido (coletadas no final de marco).

A Tabela 2 apresenta os resultados das andlises de 6leos essenciais por
CG/EM/DIC das amostras de folhas em triplicata, com seus indices de retencao
relativos calculados (IRR¢y) e indices de retencdo relativos da literatura (IRRjy)
(ADAMS, 1995; AHMAD et al., 2003; CAREDDA et al., 2002; YUSUF et al., 1998).

Os sesquiterpenos oxigenados (repeticao 1: 14,07%; repeticao 2: 24,53% e
repeticdo 3: 22,32%) apareceram como O0S constituintes majoritarios. Os
sesquiterpenos ndo-oxigenados seguem na sequéncia como a segunda classe dos
principais componentes do 06leo essencial nas trés repeticdes (7,86%, 11,46% e
10,96%). Em propor¢cdo minoritaria, estdo presentes no 6leo essencial da planta os
monoterpenos oxigenados, respectivamente 1,41% e 1,57% da composicao total da

segunda e da terceira amostra (Tabela 2).



TABELA 2 - Composicdo quimica dos 6leos essenciais de folhas de C. hispida

COMPONENTES 1 | 2 | 3 IRRcaL* | IRRuT**
%
eucaliptol - - 0,09 1.030 1.033
artemisia alcool - - 0,12 1.083 1.083
cis-sabinol - 0,11 0,10 1.137 1.140
cis-verbenol - 0,23 0,19 1.143 1.140
terpinen-4-ol - 0,30 0,30 1.175 1.177
a-terpineol - 0,15 0,15 1.189 1.189
verbenona - 0,50 0,51 1.207 1.204
bornilacetato - 0,12 0,11 1.285 1.285
B-cubebeno 5,19 3,89 3,74 1.389 1.390
[-cariofileno - 0,91 0,80 1.418 1.418
cis-thujopseno - 0,09 0,08 1.428 1.429
humuleno - 0,14 0,13 1.452 1.454
alloaromadendreno - 0,38 0,33 1.460 1.461
B-cadineno - 0,50 0,44 1.474 1.473
germacreno D 0,52 1,35 1,07 1.480 1.480
B-selineno - 0,74 0,70 1.485 1.485
biciclogermacreno 0,81 2,37 2,27 1.496 1.494
(S)-(2)-a-bisaboleno 1,18 0,61 0,56 1.504 1.504
a-amorfeno - - 0,13 1.506 1.506"
o-cadineno 0,16 0,48 0,44 1.523 1.524
1,4-cadinadieno - 0,17 1.531 1.532
3,7-selinadieno - - 0,10 1.542 1.542
2,6-dibutil-4-metilfenol 1,44 0,39 0,79 1.512 1.512
(E)-nerolidol 5,29 0,20 - 1.563 1.564
(2)-3-hexenilbenzoato - 0,40 0,43 1.567 1.570
espatulenol 2,43 6,35 6,54 1.578 1.576
B-oplopenone 1,94 4,59 4,61 1.584 1.579"
viridiflorol 0,45 3,43 3,48 1.592 1.590
M* = m/z 218 (ni) 0,82 0,98 - 1.602 -
M"™ = m/z 220 (ni) - 0,95 0,42 1.623 -
cis-isolongifolanona 0,58 - 0,97 1.603 1.606
M"™ = m/z 222 (ni) - - 0,61 1.613 -
dillapiol - - 0,29 1.619 1.622
M* = m/z 220 (ni) - - 0,95 1.636 -
M* = m/z 218 (ni) 2,46 11,08 11,25 1.646 -
M* = m/z 220 (ni) - - 2,49 1.648 -
M* = m/z 202 (ni) 4,32 2,47 4,60 1.652
a-cadinol 2,29 8,19 4,15 1.657 1.653"
M* = m/z 220 (ni) 0,79 1,79 1,85 1.668 -
14-hidroxi-9-epi-p-cariofileno - - 0,20 1.664 1.663
M" = m/z 206 (ni) - 2,05 2,11 1.670 -
cis-a-santalol - - 0,29 1.679 1.678
M*™ = m/z 220 (ni) - 0,85 0,88 1.686 -
M = m/z 222 (ni) - 0,55 0,56 1.691 -
M"™ = m/z 220 (ni) 0,73 0,43 0,44 1.705 -
M* = m/z 220 (ni) 0,46 0,40 0,42 1.710 -
cis-p-santalol 1,09 1,77 1,79 1.716 1.720
M"™ = m/z 218 (ni) 54,76 30,96 30,21 1.769 -
Monoterpenos oxigenados 0,00 1,41 1,57
Sesquiterpenos ndo-oxigenados 7,86 11,46 10,96
Sesquiterpenos oxigenados 14,07 24,53 22,32
Aromaéticos 1,44 0,79 1,22
Total identificado 23,37 38,19 36,07

Nota: * IRRca = média dos indices de retencdo relativa calculados para cada componente; ** IRRj; =
indices de retencéo relativa publicados (ADAMS, 1995); 1.506" (AHMAD et al., 2003); 1.579%
(CAREDDA et al., 2002); 1.653" (YUSUF et al., 1998); 1 = primeira amostra; 2 = segunda
amostra; 3 = terceira amostra; % = porcentagens relativas dos componentes (médias
calculadas para os resultados de trés injecdes de cada amostra no CG/DIC).
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Ndo foram detectados monoterpenos nédo-oxigenados nas réplicas
analisadas (Tabela 2). As analises dos 6leos essenciais mostraram um componente
principal, o qual apresentou ion molecular M™ = m/z 218, correspondendo a formula
molecular C,3H1403. Esse componente atingiu uma proporcao relativa de quase 55%
em CHOEL e acima de 30% em CHOE2 e CHOE3. A identificacdo nao foi possivel
por meio dessas analises porque esse componente ndo se encontra nos bancos de
dados de espectros de massas utilizados pelo software GCMSsolution® (item 6:
NIST21, NIST107 e WILEYS8). O indice de retencdo relativo desse composto foi
calculado pela primeira vez nesta pesquisa (Tabela 2) e para o estabelecimento da
estrutura quimica foi necessario isolar essa substancia, que passou a ser codificada
como CHCR (itens 7.5 e 8.2).

Nenhum monoterpeno oxigenado foi detectado na primeira réplica do 6leo
essencial. Na segunda réplica, foram detectados cis-sabinol, cis-verbenol, a-
terpineol, terpinen-4-ol, verbenona e bornilacetato, todos presentes em pequenas
propor¢cfes. Na terceira réplica, foram encontrados 0os mesmos compostos da
segunda, além de eucaliptol e artemisia alcool em propor¢cdes minimas.

Dentre o0s sesquiterpenos nao-oxigenados, destacam-se em maior
proporcdao o [-cubebeno, germacreno D e biciclogermacreno, e 0s outros
componentes foram detectados em propor¢cdo menor que 1%.

Foram identificados varios sesquiterpenos oxigenados em propor¢cdes
variaveis entre 0,45% e 8,19%: espatulenol 7, B-oplopenone, viridiflorol, a-cadinol e
B-santalol. (E)-nerolidol também foi encontrado em porcentagem pouco acima de 5%
na primeira amostra. Diversos outros sesquiterpenos oxigenados, que nao foram
identificados, apareceram em porcentagens abaixo de 1%, destacando-se uma
substancia com ion molecular M™ = m/z 222 (CisH20 e IRRca = 1.646) em
propor¢cdes acima de 11% nas amostras CHOE2 e CHOES.

Foram aplicados testes estatisticos para os dados analiticos do 6leo essencial
analisado em triplicata. Para analise quantitativa dos dados foram aplicados: o teste
de normalidade; o teste F, que permite calcular homocedasticidade das variancias; e
o0 teste t para determinar a homocedasticidade das médias entre as repeticdes. Cada
amostra da triplicata foi analisada trés vezes por CG/DIC, estabelecendo-se um nivel

de confianca de 95% nos trés testes estatisticos mencionados.
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TABELA 3 - Tratamento estatistico dos resultados dos testes de normalidade, teste F e
teste t do 6leo essencial

COMPONENTES | 1 | 2 ] 3 | 4 ] 5
cis-sabinol - 0,41 0,11 0,05 13,27
cis-verbenol - 0,48 6,25 0,05 12,61
terpinen-4-ol - 1,00 1,00 0,00 488,22
a-terpineol - 0,66 3,06 0,01 90,83
verbenona - - - 0,01 106,20
bornilacetato - 0,28 20,25 0,04 17,90
-cubebeno 0,18 - - 0,01 9,26
B-cariofileno - 0,92 1,27 0,04 15,25
cis-thujopseno - - - 0,02 34,44
humuleno - 1,00 1,00 0,03 19,68
alloaromadendreno - 0,75 2,25 0,05 14,01
B-cadineno - - - 0,04 17,00
germacreno D 0,63 - - 0,06 4,04
B-selineno - 0,35 12,25 0,01 44,72
biciclogermacreno 0,11 - - 0,07 3,62
(S)-(2)-a-bisaboleno - - - 0,06 3,95
O-cadineno - - - 0,10 2,87
1,4-cadinadieno 0,24 - - 0,07 3,61
3,7-selinadieno - 0,41 9,00 - -
2,6-dibutil-4-metilfenol 0,14 - - - -
(E)-nerolidol - 0,01 29070,25 0,48 1,08
(2)-3-hexenilbenzoato - 0,59 4,00 0,02 29,70
espatulenol 0,08 - - 0,06 3,82
-oplopenone 0,01 - - 0,05 4,19
viridiflorol 0,03 - - 0,13 2,46
M"™ = m/z 220 (IRR¢a = 1.623) - 0,65 3,24 - -
cis-isolongifolanona - - - 0,06 11,28
M"™ = m/z 222 (IRRca = 1.613) - - - 0,16 4,01
M" = m/z 222 (IRRcqy = 1.646) 0,03 - - 0,10 2,85
M = m/z 202 (IRR¢a = 1.652) 0,23 - - 0,19 3,32
a-cadinol 0,60 - - 0,11 2,81
M"™ = m/z 220 (IRR¢a = 1.668) 0,10 - - 0,05 4,33
M"™ = m/z 206 (IRRa = 1.670) - 0,21 0,03 0,01 75,06
M"™ = m/z 220 (IRR¢a = 1.686) - 0,52 0,18 0,01 74,37
M"™ = m/z 222 (IRR¢a = 1.691) - 0,41 9,00 0,00 214,35
M" = m/z 220 (IRRcy = 1.705) 0,08 - - 0,03 5,48
M" = m/z 220 (IRRcy = 1.710) 0,60 - - 0,00 24,62
cis-B-santalol 0,03 - - 0,02 6,80
M" = m/z 218 (CHCR 35) 0,05 - - 0,04 4,79

Nota: 1 = pyaor NOrmalidade; 2 = pyaor teste F; 3 = Feaicuiado; 4 = Puator t€Ste t; 5 = Tearculado

Para dados em que o componente do 6leo essencial ndo apareceu nas trés
amostras, mas somente em duas, utilizou-se o teste F para calcular se havia
possibilidade de semelhanca ou diferenca entre duas variancias. Se o valor de
Fealculado < Frabelado, NA0 h& diferenca significativa entre as variancias; mas se Fcajculado
> Fabelado, €XiSte diferenca significativa entre as variancias. Apos calcular o teste de
normalidade e o teste F, foi calculado o teste t (Student) para verificar se ha
homocedasticidade entre os valores das médias das triplicatas e duplicatas. Se
tealculado < trabelado, NAO ha diferenca significativa entre as médias das triplicatas ou
duplicatas; se tcaculado > twbelado, ha diferenca significativa entre as meédias das

triplicatas ou duplicatas.
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A Tabela 3 apresenta os dados estatisticos calculados, destacando-se alguns
valores em caracteres negrito e italico que serdo discutidos logo a seguir, excluindo-
se dos calculos os componentes que sé aparecem em uma das amostras.

O teste de normalidade Shapiro-Wilk foi calculado quando as trés réplicas
apresentavam qualitativamente a mesma substancia, como por exemplo, no caso do
B-cubebeno, germacreno D, biciclogermacreno, 1,4-cadinadieno, 2,6-dibutil-4-metil-
fenol, espatulenol, B-oplopenone, viridiflorol, a-cadinol, cis-B-santalol, M = m/z 222
(ni, IRRca = 1.646), M* = m/z 202 (ni, IRRey = 1.652), M™ = m/z 220 (ni, IRRcy =
1.668), M™ = m/z 220 (ni, IRR¢y = 1.705), M™ = m/z 220 (ni, IRR¢y = 1.716) e do
composto M™ = m/z 218 (ni, CHCR, IRRcy = 1.769). Observando os resultados de
Pvaior (Tabela 3) do teste de normalidade, verifica-se que as porcentagens relativas
dos componentes B-oplopenone, viridiflorol, cis-B-santalol e M*™ = m/z 222 (ni, IRRcq
= 1.646) ndo seguem a normalidade, pois apresentam pyaor menor que 0,05.

O teste F foi calculado quando duas réplicas apresentavam qualitativamente
0 mesmo composto. Os resultados de pyaor € Fealculado (COlUNas 2 e 3 da Tabela 3)
demonstram se h& diferencga significativa das varidncias entre os valores de cada
composto do 6leo essencial nas réplicas. O valor de Fiapelado para o grau de liberdade
€ oo = 1,00 é 19,00 (95% de confiabilidade). Os compostos que estdo presentes
somente em duas réplicas sdo: cis-sabinol, cis-verbenol, terpinen-4-ol, a-terpineol,
bornilacetato, B-cariofileno, humuleno, alloaromadendreno, B-selineno, (E)-nerolidol,
3,7-selinadieno, (Z)-3-hexenil-benzoato, M = m/z 220 (IRR¢a = 1.623), M" = m/z
206 (IRRca = 1.670), M = m/z 220 (IRRca = 1.686) € M™ = m/z 222 (IRR¢q = 1.691).
O resultado de pyaior € 0 Valor de Feaculado MOStram que os compostos bornilacetato e
(E)-nerolidol ndo seguem a normalidade, pois apresentam pyaior < 0,05 e valores de
Fealculado < Ftabelado-

O teste t tem por finalidade determinar se ha diferenca significativa entre os
valores das médias das triplicatas ou duplicatas, pelo resultado de pyaior € tealculado
(Tabela 3), calculados quando as réplicas apresentam qualitativamente 0 mesmo
composto. O valor de tgpeado para o grau de liberdade o = 1,00 € 12,704 (compostos
com duplicatas, 95% de confiabilidade) e para o grau de liberdade o = 2,00 é 4,303
(compostos com triplicatas, 95% de confiabilidade). Todos os compostos que
apresentam duas ou trés réplicas, tém valores de Ppvaor € tcaculado Mostrados na

Tabela 3. Os valores de pyaior € tealculado N80 foram calculados nos casos em que 0s
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componentes foram detectados em apenas uma das réplicas. O resultado de pyaior €
o valor de tcacuiado MOStram que as porcentagens de cada um dos compostos (Tabela
2) cis-sabinol, terpinen-4-ol, a-terpineol, verbenona, bornilacetato, B-cariofileno,
humuleno, cis-thujopseno, B-cadineno, [-selineno, (Z)-3-hexenilbenzoato,
alloaromadendreno, M = m/z 206 (IRRcy = 1.670), M™ = m/z 220 (IRR.y = 1.686) e
M*™ = m/z 222 (IRRcy = 1.691) e M™ = m/z 220 (IRRcy = 1.710) apresentam
diferencas significativas entre as médias de cada réplica, pois apresentam Pyaior
menor ou igual a 0,05, e valores de tcajculado > tiabelado-

O espectro de UV-Vis do 6leo essencial (Figura 13) apresenta absorcdes
gue confirmam a presenca de componentes fendlicos, nomeadamente o conhecido
antioxidante 2,6-dibutil-4-metilfenol e o (Z)-3-hexenilbenzoato, que aparecem em
baixas porcentagens relativas (entre 0,39 e 1,44%) e a substancia principal CHCR
35 (entre 30,21 e 54,76%). Observam-se nos espectros de UV-Vis, a ocorréncia de
deslocamento batocrémico apdés a adicdo da solucdo diluida de NaOH, que é
anulado pela adicdo de HCI. A utilizacdo de uma base forte propicia a formacao de
fenolato, como observado no espectro pelo deslocamento da banda de absorgcéo a
349,6 nm, que passa para 357,6 nm. A adicdo de HCI forma novamente o grupo OH
fendlico e o espectro retorna a posigéo inicial. Com adi¢cdo da solucdo diluida de
NaOH observa-se também uma diminuicdo da intensidade de absor¢cdo e um
pequeno deslocamento da banda em 256,3 nm para 259,0 nm, efeito que também é
anulado com adicédo de HCI (NAME et al., 2013a).

O espectro de IV do 6leo essencial (Figura 14) ndo mostra a esperada
banda de absorcéo que seria devida ao grupo OH fendlico sugerido pelos espectros
de UV-Vis e revelacdo de cromatogramas especificamente para fenois. Em vista da
grande propor¢cdo do composto CHCR 35 no dleo, as absor¢cdes mais intensas
observadas no espectro de IV provavelmente se devem a esta substancia,
permanecendo a duvida sobre a presenca de uma hidroxila fendlica na estrutura.
Observa-se também uma banda forte de absorcdo em 1.647 cm™, atribuida a uma
carbonila. A banda de absorcdo em 3.052 cm™ pode ser atribuida as vibracdes
axiais de ligacBes C-H sp®. As vibracdes das ligacdes C=C de anel aromético sdo
observadas em 1.577 cm™. A banda a 1.266 cm™ pode ser atribuida a vibracées
axiais das ligacdes simples C-O. Observam-se também bandas em 2.970 cm™ e
2.930 cm™ relativamente mais fracas, e em 1.439 cm™, devidas a vibragdes axiais e

deformacdes angulares de ligaces C-H sp® respectivamente (NAME et al, 2013b).
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Os dados dos espectros de UV-Vis e IV do oOleo essencial podem ser
considerados como devidos principalmente a presenca de alta proporcdo do com-

posto CHCR 35.

FIGURA 13 - Espectros de UV-Vis do 6leo essencial de C. hispida
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Fonte: A autora

FIGURA 14 - Espectro infravermelho do 6leo essencial de C. hispida
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8.2 ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO CHCR

As analises de Oleo essencial por CG/EM/DIC (item 8.1) indicaram a
presenca de uma substancia fendlica como componente principal nas trés amostras
(54,76%, 30,96% e 30,21%). A Figura 15 apresenta analises cromatogréaficas
comparando amostras dos 0leos essenciais CHOE1 e CHOEZ2 sobre placas de silica
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HF254 utilizando como fase movel uma mistura de hexano:CHCI; (1:1). Sob luz UV
de 254 nm, a substancia principal aparece como manchas de fluorescéncia azul com
Rf de ~ 0,35 (cromatograma a).

Quando os cromatogramas foram revelados com a mistura de H,SO,/MeOH
(1:1) seguido de aquecimento a ~120°C, o componente principal apresentou
coloragdo amarelada, observando-se também manchas de componentes mais
polares e menos polares (cromatograma b). O uso do revelador de FeCl; a 5% em
MeOH (cromatograma c¢) comprovou que a substancia principal contém hidroxila
fendlica, mostrando manchas de coloracao indigo.

Por meio destas andlises também foi estabelecido o sistema eluente para
utilizacdo no fracionamento cromatografico visando o isolamento da substancia
principal. Uma amostra do 6leo essencial CHOEL foi submetida a um fracionamento
em coluna de silica (item 7.4), permitindo obter quantidade suficiente para a
realizagdo de analises visando 0 estabelecimento da estrutura quimica do
componente principal e realizagédo de testes para avaliacdo da bioatividade. Nesse
primeiro estudo sobre componentes volateis de C. hispida foi possivel isolar pela

primeira vez a substancia CHCR 35 a partir do 6leo essencial das folhas.

FIGURA 15 - CCD de ¢6leos essenciais de Calea hispida (vide
texto para detalhes)

a: sob luz de 254 nm; b: revelador H,SO,/MeOH
aguecimento; c: revelador FeCly/MeOH; 1: CHOEZ,;
2: ponto misto; 3: CHOEZ2. Fonte: a autora.

O espectro de UV-Vis de CHCR 35 isolado (Figura 16) esta de acordo com o

espectro do 6leo bruto mostrado na Figura 13 (item 8.1), apresentando absorcdes
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muito similares e confirmando a presenca de uma hidroxila fendlica na estrutura,
como indicado pela reacdo com FeCl; e pelos deslocamentos batocrdmicos
observados apés a adi¢do da solugéo diluida de NaOH, os quais sdo anulados pela
adicao de HCI. A utilizacdo de uma base forte propicia a formacao de fenolato, como
pode ser observado no espectro pelo deslocamento da banda de absorcéo a 349,2
nm passando para 372,8 nm. A adicdo de HCI forma novamente grupo OH fendlico e
0 espectro retorna a posi¢do inicial. Com adicdo da solucdo diluida de NaOH
observa-se uma diminuicdo da intensidade de absorcdo e um deslocamento
batocrémico da banda a 256,6 nm para 262,0 nm, retornando a 257,4 nm apdés
adicédo de HCI.

FIGURA 16 - Espectros de UV-Vis da substancia CHCR isolada do 6leo essencial
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FIGURA 17 - Espectro de IV do composto CHCR isolado do 6leo essencial
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Da mesma forma, o espectro de IV do CHCR 35 isolado (Figura 17) esta de
acordo com o espectro do 6leo bruto mostrado na Figura 14 (item 8.1). No espectro
de IV da substancia isolada também ndo aparece a esperada banda causada por
uma provavel hidroxila fendlica como sugerido pela revelacdo de cromatogramas
com FeCl; em solucdo metandlica e pelos espectros de UV-Vis.

A banda em 3.056 cm™ pode ser atribuida a vibraces axiais de ligacées C-H
sp?, observando-se também as bandas em 2.969 cm™, 2.922 cm™ e em 1.489 cm™
devidas a vibragdes axiais e deformacées angulares de ligagcdes C-H sp°. Observa-
se uma banda forte de absorcdo em 1.649 cm™, atribuida a uma carbonila ligada a
ligacdes duplas conjugadas ou a anel aromatico, ou apresentando fortes ligacdes de
hidrogénio. As vibracées das ligacdes C=C s&o observadas em 1.582 cm™. A banda
a 1.281 cm™ pode ser atribuida & vibragéo axial de ligacdes simples C-O.

Bohimann e colaboradores (1982) isolaram diversas substancias fendlicas a
partir de extratos preparados com mistura de éter etilico/éter de petréleo (1:2) das
raizes e das partes aéreas de C. hispida: timol 21 e 2-isopropil-4-metilfenol 24 (item
1.2.3); o p-hidroxicinamato 25 (item 1.2.4); e os cromenos 35 e 37 (item 1.2.7). Nas
analises por CG/EM/DIC realizadas na presente pesquisa, o composto CHCR 35
apresentou M+ = m/z 218, correspondente a formula molecular C13H1403. Dentre as
substancias fendlicas isoladas de C. hispida anteriormente, sé o 6-acetil-7-hidroxi-
2,2-dimetilcromeno 35 tem esta formula molecular (BOHLMANN et al., 1982).

O composto 35 ja havia sido isolado anteriormente ao mencionado primeiro
estudo de C. hispida, a partir de um extrato preparado com a mistura de éter
etilico/éter de petroleo (1:2) das raizes da Asterdcea Helianthella uniflora A.Grey e
sua estrutura quimica foi entdo estabelecida com base em espectros de UV, IV, EM
e RMN 'H (BOHLMANN & GRENZ, 1970).

Os espectros de UV, IV, EM e RMN *H do composto CHCR 35, este dltimo
medido agora a 400 MHz (Tabela 4), coincidem com os obtidos por Bohlmann e
Grenz (1970). Os deslocamentos quimicos e respectivas constantes de acoplamento
dos hidrogénios H3 (6 5,57 d, J = 10 Hz) e H4 (5 6,28 d, J = 10 Hz) dao suporte a
posicdo da ligacdo dupla do anel B do cromeno 35. E da mesma forma que a
auséncia da absorcdo tipica para a hidroxila fendlica no espectro de IV, os
deslocamentos quimicos dos singletos de H5 (8 7,30) e H8 (& 6,32) estdo de acordo
com os grupos OH e CH3;CO em posi¢éo relativa orto no anel aromético, indicando
que estes dois hidrogénios sé podem estar na Unica possivel posi¢ao relativa para.
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Desde entdo, estudos quimicos sobre trés espécies de géneros diferentes
dessa familia botanica também levaram ao isolamento de 35. Foram isolados de
Lagascea rigida Stuessy, além de varias p-hidroxiacetofenonas, também alguns
cromenos, incluindo 35 (BOHLMANN & JAKUPOVIC, 1978). Quatro cromenos
conhecidos, entre eles o composto 35, além de um cromeno-glicosideo novo, foram
isolados de Tithonia diversifolia A.Gray (ZHAI et al., 2010). Num estudo mais
recente, a substancia 35 e outro cromeno similar foram isolados das raizes de
Ageratina arsenei R.M.King & H.Rob., sendo suas estruturas determinadas por
andlises espectroscopicas e por difracdo de Raios-X (GOMEZ-HURTADO et al.,
2012).

As atribuicbes dos deslocamentos quimicos observados nos espectros de
RMN *H e *3C do cromeno 35 isolado de C. hispida s&o comparados na Tabela 4
com os dados publicados nos ultimos anos para o 6-acetil-7-hidroxi-2,2-dime-
tiicromeno 35, observando-se uma total concordancia (ZHAI et al., 2010; GOMEZ-
HURTADO et al., 2012). As atribuicdes de deslocamentos quimicos dos espectros
de CHCR 35 foram facilitadas pela analise dos espectros DEPT90 e DEPT135.

Em conjunto, os dados analisados acima levaram ao estabelecimento da
estrutura do 6-acetil-7-hidroxi-2,2-dimetilcromeno 35 para a substancia cristalina

CHCR 35 isolada do 6leo essencial de C. hispida (Figura 18).

FIGURA 18 - Estrutura quimica do 6-acetil-7-hidroxi-2,2-dimetilcromeno 35

Fonte: A autora
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TABELA 4 - Deslocamentos quimicos nos espectros de RMN 'H e *C do composto CHCR (CDCls)
0 6-acetil-7-hidroxi-2,2-

isolado,

dimetilcromeno 35

em comparacdo com dados publicados para

RMN *H (8) RMN °C (ppm)
Posicao CHCR REF! REF’ CHCR REF' REF’
2C - - - 77,89 78,2 77,9
3 CH 5,57 d,1H,J =10 Hz 557d,1H,J=10,2Hz  557d,J=996Hz 128,88 129,1 128,8
4 CH 6,28 d, 1H, J =10 Hz 6,27 d, 1H, J=10,2 Hz 6,26d,J=996Hz 120,99 1214 120,9
5 CH 7,30 s 7,31d,1H,J=18Hz 7,29 s 128,57 129,7 128,5
6C 113,93 114,6 1139
7C - - - 165,10 165,1 165,0
8 CH 6,32's 6,33d,1H,J=1,8Hz 6,33 s 104,48 104,5 104,4
9C 160,45 160,7 160,4
10C 11355 114,0 1135
11C 202,32 203,1 202,3
12 CHs 2,53 s, 3H 2,54 s, 3H 252s 26,19 26,3 26,2
13 e 14 CHs 1,44 s, 6H 1,45, 6H 1,43s 28,54 28,4 28,5
OH 12,70 s, 1H 12,70 s - - -

Nota: REF" = ZHAl et al., 2010; REF> = GOMEZ-HURTADO et al., 2012.

8.3 ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO CHAM

Para tornar possivel uma comparacdo preliminar, sdo apresentados na
Tabela 5 os rendimentos dos extratos contendo componentes fendlicos neutros
obtidos em pH 8 com a mistura ACOEt/MeOH (30%) a partir das fases aquosas apés
a hidrodestilacdo das folhas coletadas em dezembro de 2012 e com AcOEt e a
mistura AcCOEt/MeOH (30%) da coleta feita em marco de 2013 (item 7.4).

TABELA 5 - Rendimentos de todos os extratos obtidos em pH 8

Rendimentos

12 Coleta
90 mg (0,07%)
160 mg (0,13%)

23 coleta
218 mg (0,14%)
153 mg (0,10%)

Fracdes
AcOEt pH 8
AcOEt/MeOH pH 8

A solugdo aquosa restante apos a hidrodestilagdo das folhas da primeira
coleta, quando extraida com a mistura AcCOEt/MeOH 30% em pH 8,0, produziu um
extrato com rendimento de 0,1% (0,1531g). Analise cromatografica desse extrato por
CCD demonstrou a presenca macica de um componente, como mostram 0s

cromatogramas revelados com solucdo de H;SO,/MeOH (1:1) seguido de
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aguecimento e depois com solucdo de FeCl; 5% em MeOH (Figura 19). A maior
polaridade do solvente necessario para extrair essa substancia a partir da solugéo
aquosa em pH 8 sugeriu tratar-se de um composto neutro contendo em sua
estrutura um grande numero de grupos hidroxila.

FIGURA 19 - Andlises por CCD da substancia isolada CHAM reveladas com
H,SO,/MeOH (esquerda) e com FeCl:/MeOH (direita)

- -~

Fonte: a autora.

A Figura 20 mostra o espectro de UV-Vis da substancia CHAM 41 obtido em
MeOH, que apresenta absorcdes caracteristicas de flavonoide, possivelmente um
flavonol, principalmente pela banda Il em 259,1 nm e banda | em 348,6 nm. Os
demais espectros foram obtidos com adicdo de reagentes de deslocamento que
permitem realizar uma abordagem inicial sobre o tipo de esqueleto carbonico e
distribuicdo de hidroxilas fendlicas na estrutura (MARKHAM, 1982).

Na segunda medida, o deslocamento da banda Il para 264,1 nm com adicao
de AcONa (+5 nm) indicou a presenca de OH na posi¢cao C7 do anel A. Em seguida,
com a adicdo de H3BO3; a solucdo metandlica contendo AcONa, observou-se um
deslocamento batocrémico de +17,5 nm da banda | em relacdo ao espectro medido
em metanol, indicando dois grupos orto-di-OH no anel B. Na quarta medida,
adicionou-se uma gota de solucdo aquosa de AICI; 10% a uma nova porgcdo da
solucdo metandlica da amostra, causando um deslocamento da banda | de +37,1 nm
e confirmando a presenca de grupos orto-di-OH no anel B. Por ultimo, repetiu-se a
medida do espectro apds adicdo de HCI, destruindo o complexo formado pelo AICl;
com as hidroxilas do anel B e confirmando a presenca de OH na posicdo 5

(MARKHAM, 1982). As observacdes feitas na analise dos espectros de UV-Vis
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permitem propor que o composto CHAM 41 tem a estrutura de uma flavona com
pelo menos quatro hidroxilas fendlicas localizadas nas posi¢cées C3’, C4’, C5 e C7.

O espectro de infravermelho do flavonoide CHAM 41 (Figura 21) mostrou
uma forte absorcdo em 3.381 cm™ caracteristica de vibracées axiais de ligacdes O-H
que encobre a esperada banda devida aos grupos C-H sp? em torno de 3.080 cm™.
As bandas de absorcdo observadas em 2.921 cm™ e em ~2.850 cm™, devidas as
vibrages de estiramento das ligacdes C-H sp®, indicam a presenca de carbonos
saturados de um substituinte ligado ao flavonoide. A banda de absorcédo em 1.658
cm™ foi atribuida & aril-cetona ligada por ligagéo de hidrogénio & hidroxila em C5, e
em 1.606 cm™ e 1.507 cm™ devidas as ligacdes C=C do sistema aromatico. As
bandas em 1.272 e 1.067 cm™ podem ser atribuidas a deformacdes angulares de
ligacdes C-O (NAME et al, 2013b).

FIGURA 20 - Espectros de UV-Vis da substancia CHAM em metanol e
com adicdo de reagentes de deslocamento

MeOH + CHAM

MeOH + CHAM + AcONa

MeOH + CHAM  + AcOMa + H BO,
MeOH + CHAM  + AICL

MeOH + CHAM + AICIs + HCI

Absorbancia

Comprimento de onda {nm})

Fonte: a autora.

FIGURA 21 - Espectro de infravermelho da quercitrina 41 isolada, medido em KBr
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O flavonoide isolado foi analisado por RMN *H e **C (CDsOD, Anexos 6 a
11). Os dois sinais de protons do anel A apareceram como dubletos em & 6,30 (H6)
e & 6,36 (H8) com constante de acoplamento de 2,0 Hz caracteristica de
acoplamento meta. No anel B, o préton H2’ (6 7,33) aparece como dubleto com J =
2,0 Hz e 0 H5’ (3 6,91) também como dubleto com J = 8,4 Hz, enquanto que o H6’ (5
6,21) forma um duplo dubleto com constantes de acoplamento de 8,4 Hz e 2,0 Hz,
confirmando a substituicao por duas hidroxilas nas posigdes C3’ e C4’. N&o é visto o
sinal correspondente a um préton na posicdo C3, passando-se a supor que esta
posicdo deveria estar portando um acuUcar, o que conferiria a observada maior
polaridade ao composto. A presenca dos dubletos em & 0,94 (3H) com constante J =
6 Hz e em 4 5,34 (1H) com J = 1,6 Hz, sugeriu tratar-se de um 3-O-ramnosideo.

Assim, considerando todos os dados analiticos obtidos para a substancia, os
demais sinais do espectro de RMN *H (CDs;OD) foram atribuidos em comparacéo
com a literatura para a quercetina-3-O-ramnopiranosideo, também conhecido como
quercitrina 41 (JUNG & PARK, 2007). Os deslocamentos quimicos dos espectros de
RMN **C do flavonoide isolado, inclusive espectros DEPT, também foram
comparados dados da literatura obtidos no mesmo solvente (CD3;OD), mostrando
total concordancia (JUNG & PARK, 2007; WU et al., 1994).

Os dados referentes aos espectros de RMN *H e *3C da quercitrina 41
isolada neste trabalho estdo dispostos na Tabela 6, ao lado de valores de
deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento publicados. A Figura 22
apresenta a estrutura do flavonoide glicosideo, bem como a numeracdo de seu

esqueleto carbénico.

FIGURA 22 - Estrutura quimica do quercetin-3-O-ramnopiranosideo 41
e numeracédo usual de sua cadeia carbbnica

Fonte: a autora.



TABELA 6 - Deslocamentos quimicos nos espectros de RMN *H e **C da quercitrina 41 isolada

de C. hispida, em comparacéo com dados publicados (CD;OD)

RMN *H (8) RMN C (ppm)

Posicéo 41 REF! 41 REF?
2C 157,92 158,5
3C 134,85 136,3
4 C=0 178,26 179,6
5C 161,81 163,2
6 CH 6,30d, 1H,J=2,0 Hz 6,24d,1H,J=2,2 Hz 98,41 99,9
7¢C 164,45 165,8
8 CH 6,36 d, 1H,J=2,0 Hz 6,41d,1H,J=2,2 Hz 93,32 94,8
9C 157,13 159,4
10C 104,51 105,9
1C 121,47 123,0
2" CH 7,33d, 1H,J=2,0 Hz 7,38d, 1H,J=2,1 Hz 114,98 116,4
3C 145,01 146,4
4°C 148,39 149,8
5°CH 6,91d,1H,J=8,4Hz 6,95d, 1H,J=8,3 Hz 115,55 117,0
6'CH 7,30dd, 1H,J=8,4; 2,0 Hz 7,35dd, 1H,J=8,4; 2,0 Hz 121,58 123,0
1”"CH 534d,1H,J=1,6 Hz 5,40d,1H,J=1,7Hz 102,15 103,6
2"°CH 4,22dd, 1H,J=1,6; 3,2 Hz 426dd,1H,J=1,7;3,4Hz 70,63 72,0
3"CH 3,75dd, 1H,J=3,2; 9,2 Hz 3,79dd, 1H,J=3,4;9,3Hz 70,73 72,1
4”CH 3,32-3,37m, 1H 3,37d,1H,J=9,6 Hz 71,86 73,3
57CH 3,38-3,46 m, 1H 3,46 dq, 1H, J = 6,0; 9,6 Hz 70,50 71,8
6" "CHjs 0,94d,3H,J=6Hz 0,98d,3H,J=6Hz 16,25 17,7

Nota: REF' = JUNG & PARK, 2007; REF* = WU et al., 1994.

8.4 CONSTITUINTES FENOLICOS ACIDOS DE Calea hispida
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Os rendimentos dos diversos extratos obtidos em pH 4 com AcOEt e com a

mistura AcOEt/MeOH 30% a partir de solugbes aquosas restantes apos as

hidrodestilacdes das folhas da primeira e da segunda coletas (dezembro de 2012 e

margo de 2013, respectivamente; item 7.4) sdo mostrados na Tabela 7.

TABELA 7 - Rendimentos de todos os extratos obtidos em pH 4

Frac8es

Rendimentos

12 Coleta

22 coleta

ACOEt pH 4
ACOEt/MeOH 30% pH 4

1,88 g (1,55%)

1,39 g (0,93%)
7,60 g (5,16%)
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A partir da solucdo aquosa restante apés a obtencdo do Oleo essencial por
hidrodestilacdo das folhas da segunda coleta botanica, foi obtido o extrato obtido
com AcOEt em pH 4 (CHAA4, item 7.4), obtendo-se um rendimento de 0,92% (1,398
g). Uma andlise cromatografica desse extrato por CCD é mostrada na Figura 24, em
comparacdo com o composto CHAM (quercitrina 41, item 8.2). O flavonoide 41
apresentou Rf = 0,90 e aparece como componente minoritario no extrato CHA4,
como se observa pelo ponto misto, além de trés outros componentes fendlicos com
Rf de 0,82, 0,70 e 0,50. Uma comparacédo desse extrato por CCD com os acidos 3,5-
dicafeoilquinico 40 e 4,5-dicafeoilquinico 42 isolados anteriormente de Baccharis
uncinella DC. em nosso laboratério (JASINSKI, 2010), permitiu identificar
tentativamente os componentes de polaridade intermediaria: 40 (Rf = 0,82) e 42 (Rf
=0,70).

FIGURA 23 - Estruturas quimicas dos &cidos 3,5-dicafeoilquinico 40, 4,5-dicafeoil-
guinico 42 e 3-cafeoilquinico 43
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Fonte: A autora

O composto fendlico mais polar do extrato (Rf = 0,50, Figura 24) mostrou-se
cromatograficamente semelhante ao acido 3-cafeoilquinico 43, embora os Rfs de
ambos nao coincidissem totalmente nas condi¢cfes analiticas utilizadas.

A massa de 1,3 g do extrato AcOEt obtido em pH 4 (CHA4) foi fracionada
em coluna cromatogréfica visando isolar este componente. As fracées da coluna de
fracionamento foram analisadas por CCD, agrupadas conforme Tabela 8 e seus
respectivos rendimentos foram calculados. A tentativa de isolar o componente
fendlico mais polar do extrato CHA4 levou a obtencdo de uma substancia codificada
como CHA4E contendo impurezas, reunida nas fracbes 11 a 15 (83 mg, 5,97% de

rendimento).
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FIGURA 24 - CCD sobre placas de silica comparando a

quercitrina 41 (CHAM) e o extrato CHA4

41 M CHA4

41 M CHA4

Eluente: AcOEt/MeOH/H,0 (8,0:2,0:0,5);
a esquerda: revelador FeCly/MeOH 5%;
a direita; CCD revelada com mistura de
H,S0O,/MeOH (1:1) e aquecimento.
Fonte: a autora.

TABELA 8 - Frag6es da coluna cromatografica do extrato CHA4

Fracao /?:J(:]?;r;s Massa (mg) Rendimento (%)
CHA4A 1-2 11,00 0,76
CHA4B 3 292,00 20,90
CHA4C 4-7 704,50 50,37
CHA4D 8-10 152,20 10,88
CHA4E 11-15 83,50 5,97
CHA4F 16 — 23 5,07 3,63
CHA4G 24 -50 3,23 2,34

Nota: Rendimento das fracdes em relagdo a amostra inicial.

A Figura 25 mostra os espectros de UV-Vis da substancia CHA4E utilizando-

se os reagentes de deslocamento normalmente empregados para flavonoides

(MARKHAM, 1982). O primeiro espectro, medido em metanol sem nenhum aditivo, é

tipico do cromoéforo formado pelas conjugagfes da estrutura do acido cafeico,

apresentando maximo de absor¢cdo em 330,8 nm e um ombro em préximo de 300

nm (SDBS, 2013). Com adicdo de AcONa, ndo houve alteracdo em comparagao

com o espectro medido em metanol, sugerindo a inexisténcia de algum grupo OH

acidico, como ocorre por exemplo nas 7-hidroxiflavonas. O terceiro espectro foi

medido apds a adicdo de H3BO3; e deu origem as seguintes absor¢ées: uma banda
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mais intensa em 288,0 nm e um ombro em 328,3 nm, 0 que ndo se observa nos
sistemas orto-di-OH de flavonoides (MARKHAM, 1982) ou de acidos dicafeoilquini-
cos (BESTEN, 2012; SIMIONI, 2013). A adicao de AICIs/HCI ndo causou nenhuma
alteracdo em relacdo ao espectro inicial obtido em metanol, sugerindo a existéncia

de um substituinte em uma das hidroxilas do grupamento orto-di-OH.

FIGURA 25 - Espectros de UV-Vis da fracdo CHA4E (Tabela 8)
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Fonte: A autora

O espectro de infravermelho (Figura 26) da fragdo CHA4E mostrou uma
banda forte em 3.397 cm™ caracteristica de vibraces axiais de ligacdes O-H. Foi
também observada uma banda de absorcdo em 2.929 cm™ devida & vibracdo de
ligacbes C-H sp®. A banda em 1.696 cm™ refere-se & vibracdo axial de carbonila a,p-
insaturada, podendo ser devida a um éster, ja que ndo se observa a banda larga
caracteristica da ligacdo O-H de acido carboxilico. Observa-se uma banda forte em
1.606 cm™ e outra de média intensidade em 1.515cm™, devidas & vibracdo axial das
ligacdes C=C de sistema aromatico. A banda em 1.273 cm™ pode ser atribuida as
deformac@es angulares de ligagdes C-O.

Considerando todos os dados discutidos acima relativos ao composto
fendlico da fracdo CHAJ4E, pode-se sugerir que se trata de um éster do acido
cafeico. No espectro de infravermelho (Figura 26), ndo € observada a banda larga
entre 3.300 e 2.500 cm™ tipica de &cidos carboxilicos. Isto afasta também a

possibilidade de se tratar de um éster cafeoil do acido quinico, sugerindo que as
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fortes absorcdes no espectro de infravermelho devidas as ligacbes O-H se devem
ndo sO a sua natureza fendlica, mas também a presenca de uma porcdo de acgUcar

na molécula do principal componente da fracdo CHA4E.

FIGURA 26 - Espectro de infravermelho da fracdo CHA4E medido em KBr
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Fonte: A autora

Os espectros de RMN 'H e C da fracdo CHA4E sdo de dificil analise,
parecendo mostrar a presenca de varias substancias. Nos espectros de 'H, os sinais
aparecem acumulados em multipletos, sugerindo a presenc¢a de mistura de isbmeros,
mas distribuidos em deslocamentos quimicos caracteristicos dos ésteres do acido
cafeico (CHOI et al., 2004). Os dubletos em & 6,29 e & 7,56 com constantes de
acoplamento J=15,6 Hz podem ser atribuidos aos hidrogénios da dupla ligacéo trans
entre o anel aromatico e a carbonila. Os sinais em 6 7,05s, 3 6,78d J=76 Hze &
6,94 d J = 7,2 Hz caracterizam o anel aroméatico do éster cafeoil. A complexidade do
espectro nas regibes entre 6 3,0e 64,5, onde absorvem os prétons de diversos
acucares, ndo permite uma atribuicdo especifica. Além disto, os sinais complexos
entre 8 2,7 e 56 0,7 também ndo podem ser atribuidos.

No espectro de RMN **C s&o observados sinais que podem ser atribuidos a
carbonos sp? de um éster do acido cafeico (CHOI et al., 2004): 167,47, 115,15 e
145,68 ppm atribuiveis a uma carbonila o,B-insaturada; 113,83, 113,92 e 121,63
ppm que sdo os sinais dos trés carbonos aromaticos ligados a hidrogénios; 126,42,
145,46 e 148,13 ppm, trés carbonos aromaticos quaternarios. Acucares podem estar
ligados a uma das hidroxilas fendlicas na forma de glicosideo e ao oxigénio do éster.

Os espectros DEPT90 e DEPT135 confirmaram a presenga dos quatro

carbonos quaternarios, trés grupos CH arométicos e mais dois CH sp? da dupla
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trans, todos atribuiveis a um éster cafeoil. Dois carbonos saturados CH, em 61,34 e
61,06 ppm, sdo possivelmente de porcdes de acucares, e um terceiro CH, saturado
em 36,93 ppm, o qual isoladamente ndo pertence a alguma por¢édo de acido quinico
em estruturas de 4cidos cafeoilquinicos conhecidos (TATEFUGI et al., 1996).

Desta forma, os dados dos espectros de RMN *H e *3C apenas confirmaram
claramente a existéncia do éster cafeoil ligado a acucar, sem permitir maiores

esclarecimentos sobre a estrutura do composto principal presente na fragdo CHA4E.

8.5 ACAO FUNGITOXICA DE Calea hispida

Este estudo teve como propdésito avaliar a inibicdo do crescimento micelial
dos fitopatdgenos Fusarium graminearum e Sclerotinia sclerotiorum, testando-se as
substancias isoladas 6-acetil-7-hidroxi-2,2-dimetilcromeno 35, quercitrina 41, o 6leo
essencial CHOE e o extrato aquoso CHEA (itens 7.2, 7.4 e 7.5).

Estudos anteriores sobre 6leos essenciais e extratos aquosos de outras
plantas pertencentes ao género Calea demonstraram acdo fungitéxica sobre
diferentes fitopatégenos. Os oOleos essenciais de C. glomerata (ROYERO et al.,
2010) e C. clematidea (FLACH et al., 2002) sdo conhecidos por possuir atividade
antifingica. O extrato aquoso de C. glomerata também possui atividade antifingica
conforme relato pelos autores Royero e colaboradores (2010).

Conforme mostrado no esquema para a obtencédo de extratos adotado na
presente pesquisa (item 7.4, pagina 38), o extrato aquoso de C. hispida (CHEA) ja
estava destituido dos componentes do 6leo essencial, como o cromeno 35.

Até o momento ndo foi encontrado nenhum relato de estudo de acgéo
fungitoxica do cromeno 35. No presente estudo, o Oleo essencial de C. hispida
apresentou este cromeno em alta proporcéo e este foi isolado do 6leo, permitindo a
realizagdo de testes com esta substancia isolada. O flavonoide quecitrina 41, em
concentracdes abaixo de 225 ppm apresentou apenas atividade moderada in vitro
contra Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (CURIR et al., 1996).

Um experimento preliminar foi realizado utilizando as quatro amostras de
substancias de C. hispida contra o fitopatégeno F. graminearum. N&o houve efeito
inibitério do crescimento micelial causado por nenhuma das substancias nas

concentragOes avaliadas, de 10 ppm, 30 ppm, 50 ppm, 70 ppm e 100 ppm.
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O segundo experimento foi realizado utilizando as quatro substancias contra o
fitopatdgeno S. sclerotiorum constatando-se uma boa relacdo dose-efeito e
resultados estatisticamente significativos, como mostrado na Tabela 9.

TABELA 9 - Resultado do teste de Tukey do efeito do 6leo essencial (CHOE), extrato
aquoso (CHEA), 6-acetil-7-hidroxi-2,2-dimetilcromeno 35 e quercitrina 41

no experimento sobre o indice de velocidade de crescimento de Sclerotinia
sclerotiorum em diferentes concentracdes

Concentracdo (ppm)

Substancia
10 30 50 70 100
CHOE 15,50 aAB 18,10 abA 15,68 aAB 14,85 bB 16,90 aAB
CHEA 13,65 aA 16,35 bcA 15,10 aA 15,47 bA 14,67 aA
35 10,45 bC 13,55 CB 16,45 aB 19,83 aA 14,55 aB
a1 13,30 abc 19,55 aA 17,43 aAB 15,67 bBC 14,92 aBC
CV.% 11,02

NOTA: Médias seguidas da mesma letra mindscula na mesma linha e mailscula na
mesma coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; C.V.= coeficiente de variagéo.

Observou-se inibicdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum causado pelo
Oleo essencial CHOE, pelas substancias 35 e 41, mas nao pelo o extrato aquoso
CHEA. O efeito de 35 nas doses 10 ppm e 30 ppm foi estatisticamente mais
significativo, mas a 50 ppm e 100 ppm nenhuma substéncia difere entre si
estatisticamente. Na concentracédo 70 ppm, CHOE, CHEA e 41 nao diferem entre si
estatisticamente, mas diferem estatisticamente de 35.
FIGURA 27 - indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) em vérias concentracdes

das quatro substancias testadas in vitro contra Sclerotinia sclerotiorum, com
resultados significativos no teste de Tukey
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O efeito fungitéxico da quercitrina 41 sobre o desenvolvimento de S.
sclerotiorum foi observado somente na concentracdo de 10 ppm, enquanto que para
0 0Oleo essencial (CHOE) observou-se somente na concentragdo a 70 ppm (Tabela 9
e Figura 27). No presente estudo, o extrato aquoso de C. hispida néo teve efeito
antifingico nas concentracdes testadas.

Embora os resultados obtidos in vitro sejam favordveis ao emprego destas
substancias (CHCR, CHAM e CHOE) no controle do fungo fitopatogénico S.
sclerotiorum, estudos futuros desenvolvidos a campo serdo necessarios para a

avaliacdo da fungitoxicidade das substancias in vivo.

8.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS DA QUERCITRINA 41

Os resultados dos testes bioldgicos apresentados a seguir para a quercitrina
41 foram realizados em cooperacdo com um grupo de pesquisas do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais.

A atividade inibidora de acetilcolinesterase in vitro foi medida para a
quercitrina 41, que apresentou 93,16 + 0,4 % de inibicdo, bem proximo ao resultado
obtido para a eserina usada como controle positivo (93,6 + 0,3%). Por tratar-se de
uma substancia polar, que nao ultrapassa as barreiras de protecédo cerebral, estes
resultados sugerem que derivados menos polares de 41 poderiam servir, por
exemplo, para tratamento sintomatico da doenca de Alzheimer (YANG et al., 2012).

A quercitrina 41 também foi avaliada quanto a sua atividade contra diversas
estirpes de microorganismos, apresentando-se muito ativa contra C. glabrata em
comparagao com o controle, como mostrado na Tabela 10.

A atividade alelopatica do composto fendlico quercitrina 41 foi avaliada com
uso de um teste que mede o crescimento radicular de Lactuca sativa e liberagao
dessa substancia no solo pela planta. Numa concentracdo de 0,01 mmol L-1, 41
apresentou uma atividade estimulante do crescimento radicular entre 30 e 35%
maior em relacéo ao branco. Foi observado um efeito estimulador da germinacéo de
L. sativa utilizando a mesma concentracdo de 41. De acordo com Macias e
colaboradores (2000), substancias alelopaticas testadas em bioensaios tendem a ter
efeitos inibidores (potenciais herbicidas), apenas em doses mais elevadas. Em
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concentracfes mais baixas, normalmente o efeito inibidor diminui e, por vezes, pode
alcancar um efeito estimulador (Macias et al., 2000).
TABELA 10 - Resultados das determinac¢des da concentracao inibitéria minima em

porcentagem (CIM) da quercitrina 41 in vitro contra varias estirpes
de bactérias e leveduras, comparando com padréo de cloranfenicol

Microorganismo 41 Cloranfenicol
Bacilus cereus 17,1+ 0,30 94,2+ 1,55
Listeria monocytogenes 54,0+£1,25 89,7+111
Staphylococcus aureus 24,7 £ 3,40 96,4 £5,16
Candida albicans 19,2 + 0,98 72,8 £9,21
Escherichia coli 21,6 £0,33 97,7+ 1,04
Pseudomonas aeruginosa 18,1 +1,58 94,5 + 3,38
Salmonella typhimurium 255+1,17 95,1 +5,02
Candida glabrata 40,9 £ 1,23 45,9 + 1,27

Nota: 5 ug mL™ de quecitrina 41 e de cloranfenicol.

8.7 AVALIACAO DA BIOATIVIDADE DE SUBSTANCIAS VOLATEIS

Os resultados da avaliacdo do poder antioxidante do 6leo essencial de C.
hispida (CHOE) e do cromeno 35 (CHCR) isolado do éleo sédo apresentados na
Figura 28. O composto fendlico 35 mostrou um maior poder antioxidante contra o
radical livre DPPH do que o 6leo essencial bruto, sugerindo que a atividade desse
ultimo se deve a presenca maci¢a do cromeno.

FIGURA 28 - Porcentagem de inibicdo do radical DPPH versus concentracdo do 6leo essencial
(CHOE) do cromeno 35 em comparacgdo com o controle de vitamina C
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No teste da viabilidade celular, uma maior atividade indica que a substancia
testada protege os leucocitos contra condicdes que levam a lise (item 7.6.2).
Geralmente, as substancias fenodlicas sao protetoras das células devido a sua
atividade antioxidante, mas observa-se neste caso, que nem o cromeno 35 e nem o
Oleo essencial apresentam efeitos positivos nas doses testadas. Pelo contrario,
diminuem a viabilidade celular de modo similar nas trés doses (Figura 29).

FIGURA 29 - Viabilidade celular de leucécitos versus concentracdo de
substancias volateis (6leo essencial CHOE e CHCR 35)
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Os resultados preliminares dos testes apresentados acima foram realizados

em cooperacao com pesquisadores da Universidade Federal de Santa Maria.
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9 CONCLUSOES

Os métodos empregados para as coletas, preparacdo dos materiais
vegetais, obtencao e andlise dos 6leos essenciais e substancias isoladas do extrato
aquoso de C. hispida permitiu observar algumas similaridades entre as amostras de
Oleos essenciais das folhas. No entanto, a primeira coleta de material vegetal foi
feita em local e época diferente das outras duas coletas, observando-se diferencas
notaveis nas porcentagens relativas de alguns componentes dos 6leos essenciais
guando sdo comparados os volateis das duas proveniéncias.

O 6leo essencial das folhas de C. hispida foi estudado pela primeira vez
nesta pesquisa. Pela primeira vez, o cromeno 6-acetil-7-hidroxi-2,2-dimetilcromeno
35 foi obtido por hidrodestilacdo de um material vegetal.

Com os métodos empregados nessa pesquisa para extracdo dos
metabolitos secundarios, foi possivel obter a quercitrina 41 com um bom grau de
pureza numa fracdo do extrato aquoso separada com solvente organico. Assim, 0
método de extracdo permitiu separar flavonoides e acidos fendlicos ja nos extratos
brutos. Os métodos quimicos utilizados permitiram mostrar que C. hispida € uma
fonte vegetal importante para a obtencdo dos compostos fenodlicos 35 e 41.

O extrato obtido com acetato de etila em pH 4 a partir das folhas de C.
hispida permitiu demonstrara ocorréncia de &acidos cafeoilquinicos, classe de
compostos naturais anteriormente encontrada em apenas uma outra espécie desse
género. Assim, o método de fracionamento empregado no presente estudo, que foi
inicialmente desenvolvido em nosso laboratério para o estudo quimico de espécies
do género Baccharis, abre caminho para a pesquisa de compostos fendlicos dessa
classe presentes em espécies de outros géneros da familia Asteraceae.

O desenvolvimento da presente pesquisa permitiu também tracar um perfil da
bioatividade da C. hispida através da realizacdo de testes biologicos tanto de
extratos brutos (6leo essencial e extrato aquoso) como de suas respectivas
substancias majoritarias. Os resultados do presente estudo demonstraram um bom
potencial para a quercitrina 41, para o 6-acetil,7-hidroxi-2,2-dimetilcromeno 35 e
para o proprio 6leo essencial bruto no controle alternativo do Mofo Branco por

apresentarem efeitos fungitéxicos diretos sobre Sclerotinia sclerotiorum.
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11 ANEXOS

ANEXO 1 - Espectro de RMN *C de 6-acetil-7-hidroxi-2,2-dimetilcromeno 35
(CHCR, CDClIs;, Tabela 4, item 8.2)
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ANEXO 2 - Ampliacdes do espectro de RMN **C de 6-acetil-7-hidroxi-2,2-
dimetilcromeno 35 (CHCR, CDCl3, Tabela 4, item 8.2)
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ANEXO 3 - Espectro de RMN *C DEPT135 de 6-acetil-7-hidroxi-2,2-
dimetilcromeno 35 (CHCR, CDCl3, Tabela 4, item 8.2)
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ANEXO 4 - Espectro de RMN 'H de 6-acetil-7-hidroxi-2,2-dimetilcromeno 35
(CHCR, CDClIs, Tabela 4, item 8.2)
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ANEXO 5 — Ampliacdo do espectro de RMN 'H de 6-acetil-7-hidroxi-2,2-

dimetilcromeno 35 (CHCR, CDCl3, Tabela 4, item 8.2)
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ANEXO 6 - Espectro de RMN '*C de quercetin-3-O-ramnopiranosideo 41
(CHAM, CD30D, Tabela 6, item 8.3)
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ANEXO 7 — Ampliacbes do espectro de RMN *C de quercetina-3-O-
ramnopiranosideo 41 (CHAM, CD;0D, Tabela 6, item 8.3)
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ANEXO 8 - Espectro de RMN *C DEPT90 de quercetina-3-O-
ramnopiranosideo 41 (CHAM, CD;0D, Tabela 6, item 8.3)
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ANEXO 9 — Ampliacéo do espectro de RMN **C DEPT90 de quercetina-3-O-
ramnopiranosideo 41 (CHAM, CD;0D, Tabela 6, item 8.3)
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ANEXO 10 - Espectro de RMN 'H de quercetina-3-O-ramnopiranosideo 41

(CHAM, CD30D, Tabela 6, item 8.3)
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ANEXO 11 — Ampliagdes do espectro de RMN 'H de quercetina-3-O-

ramnopiranosideo 41 (CHAM, CD;0D, Tabela 6, item 8.3)
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