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RESUMO

A presente dissertacdo apresenta o estudo fitoquimico e avaliacdo biolégica do
extrato etandlico das folhas de Aegiphila integrifolia (Jacq.) pertencente a familia
Lamiaceae. O estudo fitoquimico realizado com eluato clorofémico do extrato
etanolico das folhas levou ao isolamento e identificacdo de uma mistura de &cidos
graxos na forma de seus ésteres metilicos, uma mistura de, p-sitosterol,
estigmasterol e lupeol glicosilados, um flavonoide conhecido como Pectolinarigenina.
As misturas de ésteres metilicos foram analisadas e determinadas por Cromatografia
Gasosa. As determinacfes estruturais foram realizadas por meio de métodos
espectrométricos mono e bidimensionais como 1V, RMN de 'H (500 MHz), RMN de
13C (125 MHz), HSQC, HMBC, ESI-EM e comparacdo com dados da literatura. O
estudo bioldgico do extrato etandlico apresentou um bom resultado quanto a
atividade antioxidante pelo método DPPH comparado ao padrdo quercetina. A
investigacdo da toxicidade, de acordo com o teste realizado frente a Artemia salina
indicou a baixa toxidade (DL 50% superior a 500 ug mL™) e quando comparado com
valores encontrados na Literatura confirma a baixa toxicidade do género Aegiphila
frente a Artemia salina. Os ensaios da MIC para os fungos filamentosos, bactérias
Gram-Positivas e Gram-Negativas e levedura, apresentaram baixa inibicdo
comparadas com os antibioticos Ampicilina, exceto a levedura Céandida albicans.
Esta apresentou inibicdo satisfatéria, 96% aproximadamente para a amostra RR05
(do flavonoide) e 92% para amostra R06 (extrato etandlico) comparando aos

antibiéticos Nistatina e Miconazol (91%).

Palavra-chave: Fitoquimica. Lamiaceae. Flavonoide. triterpenos.



ABSTRACT

This dissertation presents the phytochemical study and biological evaluation of the
ethanol extract of Aegiphila integrifolia (Jacg.) belonging to the family Lamiaceae.
The phytochemical study of clorofémico eluate of ethanol leaf extract led to the
isolation and identification of a mixture of fatty acids as their methyl esters, a mixture
of, B - sitosterol, stigmasterol and lupeol glycosylated a flavonoid known as
Pectolinarigenin. Mixtures of methyl esters were analyzed and determined by gas
chromatography. Structural determinations were made by means of spectroscopic
methods such as mono-and two-dimensional IR, 1H NMR (500 MHz), *C NMR (125
MHz), HSQC, HMBC, ESI-MS and comparison with literature data. The biological
study of the ethanol extract showed a good result for antioxidant activity by DPPH
method compared to standard quercetin. The investigation of the toxicity of the test
conducted according front Artemia salina indicated low toxicity (LD 50 % up to 500
mg mL™) and compared to values found in literature confirming the low toxicity of the
genus Artemia salina front Aegiphila. The MIC tests for filamentous fungi, Gram -
Positive and Gram-Negative Bacteria and yeast showed low inhibition compared with
Ampicillin antibiotics except the yeast Candida albicans. This inhibition was
satisfactory, approximately 96% to RR05 sample (the flavonoid) and 92% for sample

RO6 (ethanol extract) comparing antibiotic Nystatin and Miconazole (91%).

Keyword: Phytochemistry. Lamiaceae. Flavonoid. triterpenes.
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14

1 INTRODUCAO

Registros histéricos sobre a utilizacdo de plantas para o tratamento de
enfermidades existem desde 4000 a.C. O primeiro registro médico datado é de 2100
a. C. e esta depositado no Museu da Pensilvania. No qual inclui uma colecdo de
férmulas de trinta diferentes drogas de origem vegetal, animal ou mineral (DUARTE,
2006).

O registro de plantas medicinais existem a muito tempo, segundo Duarte
(2006), o Manuscrito Egipcio “Ebrs Papirus” (1500 a.C.), contém 811 prescri¢des e
700 drogas e o primeiro texto Chinés sobre plantas medicinais (500 a.C.) relata
nomes, doses e indicacdes de uso de planta para tratamento de doencas. Algumas
dessas plantas ainda sao utlizadas, como Ginseng (Panax ssp), Ephedra ssp,
Céssia ssp e Rheum palmatum L., inclusive como fontes para industrias
farmacéuticas.

A cura de varios tipos de enfermidades com plantas medicinais € conhecida
desde os tempos primordios onde o ser humano pela necessidade e a caréncia de
outros recursos, buscavam na natureza solu¢des para melhorar suas condicdes de
vida, aumentando suas chances de sobrevivéncia (JESUS, 2008).

Nos ultimos anos em funcdo do desenvolvimento de técnicas avancadas de
espectroscopia e cromatografia vem aumentado, significativamente, o estudo de
produtos naturais. As substancias naturais isoladas por meio de técnicas fornecem
matéria-prima de grande importancia na fabricacdo de diversos produtos
industrializados, o que requer um conhecimento de suas propriedades fisicas e
quimicas (JUNIOR, SOUZA, CHAVES, 2005).

A diversidade de plantas dos biomas brasileiros, tais como cerrado, a Floresta
Amazobnica e a Mata Atlantica tém sido empregadas como farmacos naturais pelas
populacdes locais no tratamento de muitas enfermidades tropicais, as quais incluem
esquistossomose, leishmaniose, malaria e infec¢des fungicas e bacterianas, dentre
outras. Portanto, muitas plantas exaticas foram inseridas na cultura brasileira desde
a colonizacgao e incorporadas na medicina popular (DUARTE, 2006).

O conhecimento sobre plantas medicinais representam, na grande maioria, 0
unico recurso terapéutico de diversas comunidades e etnias. Atualmente, em regides

mais carentes do nosso pais e até mesmo nos grandes centros brasileiros, plantas



medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e cultivadas
em residenciais (MACIEL, 2002).

Uso de plantas medicinais no Brasil pelos indigenas agregou-se ao
conhecimento trazido pelos colonizadores europeus, desenvolvendo assim a
fitoterapia. A utilizagdo das plantas medicinais, o decorrer do tempo necessitou de
aprofundamento dos estudos de suas técnicas, passando a exigir métodos e
técnicas que possibilitem maior aproveitamento das plantas. Métodos modernos
requerem a associacdo de profissionais de varias areas de conhecimento, como
biélogos, farmacologistas, quimicos, bioquimicos, dentre outros, que contribuem no
melhoramento e qualidade da pesquisa (BRAGA, 2011).

No Brasil, segundo Filho (2010), a relativa facilidade de coleta, a condicao
ambiental favoravel para desenvolvimento sustentavel, a biodiversidade estrutural de
substancias organicas naturais e a possibilidade de descoberta de principios ativos
entre tais constituintes quimicos permitem diagnosticar e destacar as plantas
brasileiras como a principal fonte renovavel para o surgimento e desenvolvimento de
novos farmacos, além de outros produtos que podem ser utilizados para finalidades
sociais adicionais.

Os produtos da flora brasileira tém despertado grande interesse econdémico
cientifico desde a época da colonizacdo até os dias atuais. A riqueza nacional é
desvendada, principalmente na flora amazoénica, onde sado descobertas plantas com
propriedades tintoriais, odorificas, estimulantes, condimentosas, alucinogénicas,
resinosas balsamicas, além disso, plantas utilizadas pelos indigenas na caca e na
pesca, além das que fornecem madeiras para fabricacdo de moéveis entre outros
fins, conseqlientemente, sujeitas a exploracdo (PACHU, 2007).

“A biodiversidade das florestas tropicais serve também como foco para a
descoberta de novas plantas medicinais. A interacdo entre plantas tropicais e seus
predadores naturais pode ser usada como suporte para a descoberta de substancias
ativas e, como consequéncia, orientar as investigagcdes farmacoldgicas” (FILHO,
2010, p. 231).

O conhecimento popular sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais
contribui de forma significativa para a divulgacdo dos beneficios terapéuticas dos
vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar

de ndo terem seus constituintes quimicos conhecidos. O interesse de pesquisadores
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pelos estudos em &reas multidisciplinares contribui enriquecendo os conhecimentos
sobre a inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial (MACIEL, 2002).

O metabolismo das plantas depende de sua fisiologia, portanto pode ser
dividida em metabolismo primério e secundario (PROBST, 2012).

Segundo Medina (2006), a avaliacdo do potencial terapéutico das plantas
medicinais e de alguns de seus constituintes, tais como flavonéides, alcaloides,
triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas, entre outros, tem sido objeto de
estudos, que comprovam suas ac¢fes farmacoldgicas por meio de testes pré-clinicos
com animais.

Nos paises industrializados observa-se uma crescente parcela da populacdo
gue utiliza plantas medicinais. Uma grande variedade de plantas é utilizada pelas
industrias no preparo de um vasto espectro de derivados de extratos com um alto
conteudo de constituintes ativos, com capacidade inclusive, de chegar a produtos
guimicamente puros para serem utilizados diretamente como medicamento ou como
componente na elaboracdo de outros produtos (CORNELIUS, 2006).

No passado, acreditava-se que 0s compostos secundarios eram produtos sem
valores, ou mesmo resultantes de erro metabodlico das plantas. Entretanto, a partir
da década de 50, apés varios estudos envolvendo diversas areas do conhecimento,
0 metabolismo secundario passou a ser bem compreendido e aceito (PROBST,
2012).

O estudo dos constituintes quimicos e das atividades biolégicas de espécies
vegetais vem tomando importantissimo lugar em pesquisas cientificas. Seja pelo
conhecimento das estruturas das substancias envolvidas na acdo dos
medicamentos das plantas, sejam para fazer modificagbes nas estruturas com
intencdo de adaptarem-se as atividades biol6gicas ao interesse da pesquisa
(MEDINA, 2006).

A quimica de produtos naturais tem por objetivo principal o esclarecimento e o
registro dos constituintes resultantes do metabolismo especiais dos seres vivos, por
meio do isolamento e elucidacdo de suas estruturas moleculares. Permitindo a
descoberta de fontes de substancias ativas, além de contribuir para o entendimento
da biodiversidade, facilitando os estudos de composicdo quimica de animais e
vegetais. Assim, contribuindo maiores nimeros de trabalhos publicados no campo
da fitoquimica (CORNELIUS, 2006).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o Estudo Fitoquimico e a investigacdo das atividades bioldgicas das

folhas da espécie Aegiphila integrifolia (Jacq.).
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar os fitoconstituintes do eluato cloroféormio do extrato etandlico da espécie
Aegiphila integrifolia (Jacq.), através de técnicas cromatograficas em coluna.
Monitorar as fracOes isoladas por meio de cromatografia em camada delgada de
comparativa.

Determinar a estrutura das substancias isoladas através da utilizacdo de técnicas
espectroscépicas mono e bidimensional de RMN de *H, *C, HMQC, HMBC e
espectrometria de massas.

Realizar testes biolégicos (teste de antioxidante por captura de DPPH, o teste
toxicidade frente a Artemia salina, Bioensaio de Minima Concentracao Inibitéria para
os Fungos Filamentosos, Bactérias Gram-Positivas, Gram-Negativas e Levedura)

com extratos e, fracdes da espécie em estudo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA LAMIACEAE

A familia Lamiaceae possui distribuicdo cosmopolitana incluindo cerca de 300
géneros e 7500 espécies. No Brasil ocorrem 26 géneros, com aproximadamente 350
espécies (ARAUJO et al., 2010).

Sao representadas por ervas, arbustos e arvores e possuem uma grande
importancia econémica tanto na horticultura quanto na medicina popular. Muitas das
espécies dessa familia sdo, particularmente, bem representadas nas regides
tropicais e temperadas, especialmente em climas com caracteristicas sazonais, tais
como na regido Mediterranea e nos planaltos das savanas tropicais. Enquanto
algumas espécies vivem em condi¢cdes semi-aridas, muitas outras estao adaptadas
em habitat umido, areas inundaveis ou ao longo das margens de rios fluviais (LIMA
et al., 2008). A figura 1 apresenta em destaque em amarelo, a familia Lamiaceae.

Figura 1 - Mapa de distribuicdo da familia Lamiaceae em amarelo

Fonte: http://www.tropicos.org/Name/42000291 ?tab=maps

Em Lamiaceae estdo incluidas muitas ervas aromaticas cultivadas no Brasil,
como a lavanda (Lavandula angustifolia), erva-cidreira (Melissa officinalis), o poejo
(Mentha pulegium), a alfavaca (Ocimum basilicum), o alfavacdo (Ocimum
gratissimum), o orégano (Origanum vulgare), o boldo- brasileiro) (Plectranthus


http://www.tropicos.org/Name/42000291?tab=maps

barbatus), o alecrim (Rosmarinus officinalis), o tomilho (Thymus vulgaris) e a hortela
(Mentha spp.). Além disso, véarias espécies sdo cultivadas como ornamentais, com
destaque para a sdalvia (Salvia splendens), a lagrima-de-cristo (Clerodendron
thomsonae) e o céleus (Solenostemon scutellarioides). O rubim (Leonurus
japonicus) e o cordao-de-frade (Leonotis nepetifolia) sdo duas invasoras de culturas
comuns. Nos cerrados e campos rupestres brasileiros sao frequentes espécies de
Eriope e Hyptis. Entre as arvores destacam-se espécies de Aegiphila (Tamanqueira)
e Vitex (Taruma) (SOUZA e LORENZE, 2008, p.586).

Segundo Souza e Lorenze (2008), trabalhos recentes em filogenia
evidenciaram que Lamiaceae apenas formaria um grupo monofilético com a inclusao
de alguns géneros tradicionalmente reconhecidos em Verbenaceae, 0s quais
apresentam estilete terminal, caracteristica utilizada, anteriormente, para distingao
destas duas familias. Com isto, ampliou-se a circunscricdo e o numero de géneros
em Lamiaceae. De acordo com a circunscricdo atualmente aceita, Lamiaceae
poderia ser distinta de Verbenaceae por possuir inflorescéncia cimosa e pélen com
exina ndo espessada proximo as aberturas. O Quadro 1 p. 20, mostra varios

géneros nativos e introduzidos nessa familia.
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Quadro 1 — Géneros da Familia Lamiaceae

GENEROS NATIVOS

GENEROS INTRODUZIDOS

Aegiphila Aeolanthus
Amasonia Ajuga
Clinopodium Callicarpa
Cornutia Clerodendron
Cunila Glechoma
Eriope Gmelina
Eriopidion Holmskioldia
Eriothymus Hyssopus
Glechon Lamium
Hedeoma Lavandula
Hesperozygis Leonotis
Hoehnea Leonurus
(= Keithia) Leucas
Hypenia Marrubium
Hyptidendron Melissa
Hyptis Mentha
Lepechinia Molucella
Marsypianthes Nepeta
Monochilus Origanum
Ocimum Perilla
Peltodon Physostegia
Rhabdocaulon Plectranthus (=Coleus)
Rhaphiodon Pogostemon
Salvia Prunella
Satureja Romarinus
Scutellaria Solenostemon
Stachys Tectona
Teucrium Tetradenia (= Iboza)
Vitex Thymus

Fonte: Souza e Lorenzei (2008).

As espécies da familia Lamiaceae acumulam substancias com grandes
diversidades estruturais, tais como esteroides, flavonoides, iridoides e terpenoides,
incluindo os triterpenos pentaciclicos. Estes, Ultimos sdo conhecidos por
apresentarem atividades, antitumoral, anti-HIV, antiinflamatéria, antioxidante,
antimicrobiana, antifangica, entre outras Connlly Hill (2009 apud LEMES et al.,
2011).

As substancias descritas, Figura 2 p. 21, pertencem a familia Lamiaceae e
foram isoladas das folhas e caules de Hyptidendron canum. A mistura de sistosteral
(1) e estigmasterol (2), acidos betulinico (3), ursélico (4), do 2a,3a,19a-tri-hidréxiurs-
12-en-28-oico (&cido euscéfico) (5), 2a,3B-hidroxiurs-12-en-28-oico (6), flavona
salvigenina (7), espatulenol (8) e globulol (9) (LEMES, 2011) e Lignanas (10, 11 e
12), Figura 3 p. 22 mostra substancias isoladas de Eriope blanchetti (LIMA et al.,
2009).



Figura 2 - Substéancias isoladas das folhas e caules de Hyptidendron canum

1R=,22,23-diidro
2R=H, £

Fonte: Lemes (2011).
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Figura 3 - Lignanas isoladas de Eriope blanchetti

OCHg

OR3

10 R;=0OH, R,=H, R3=CHj 12
11 R;=0OGLIC, R,=H, Rs=H

Fonte: Lima et al. (2009)

Em diversas plantas da familia Lamiaceae ja foram isolados varios flavonoides.
Os flavonoides compreendem um grupo de metabdlitos amplamente distribuidos no
reino vegetal, pouco presente em algas com alguns representantes identificados em
bridfitas, existindo poucos relatos de ocorréncia em fungos. Em pteriddfitas, foram
encontrados também, mas a sua variabilidade estrutural é pequena. Todavia, estao
presentes em abundéancia em angiosperma, apresentando neste grupo uma enorme
variedade estrutural (LUCENA, 2012). Das folhas de Leonurus sibiricus foram
isolados os flavonoides Quercentina (13), Rutina (14), Hiperina (15), Isoquercentina
(16), como mostra a Figura 4 p. 23, (ALMEIDA, 2006).
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Figura 4 - Flavonoides isolados das folhas de Leonurus sibiricus

Fonte: Almeida (2006).

A familia Lamiaceae é relativamente bem estudada do ponto de vista
fitoquimico. Com respeito ao metabolismo especial, apresenta uma grande
variedade de classes. Como acido ursélico (17), acido oleanoico (18), acido
betulinico (19) e B-sitosterol glicosilado (20). Metabdlitos secundarios isolados de
partes aéreas se Hypenia salzmannii (Benth),espécies da familia Lamiaceae, Figura
5p. 24, (LUCENA, 2012).
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Figura 5 - Metabdlitos secundérios isolados de Hypenia salzmannii (Benth)

Fonte: Lucena (2012).

Alguns metabdlitos secundarios isolados de Rosmarinus officinalis da familia
Lamiaceae: acido rosmarinico (21), limonemo (22), acido oleandico (23), pireno (24),
canfora (25), a-amirina (26), acido ursélico (27), B-amirina (28), Figura 6 p. 25,
(MARCHIORI, 2004).
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Figura 6 - Metabolitos secundarios isolados de Rosmarinus officinalis
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Fonte: Marchiori (2004).
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Figura 7 - Apresenta as substancias isoladas da espécie Peltodon radicans

Fonte: Costa (2008).

A familia Lamiaceae tem grande importancia econdémica devido a sua
abundancia em espécies aromaticas (COSTA, 2008). Muitas espécies sao utilizadas
como condimentos na culinaria, sendo apreciadas pelo aroma ou pelo sabor nos
alimentos (MENEZES, 1994).

A éarea estimada cultivada, mundialmente, com plantas dessa familia € de 500

mil hectares, grande parte ocupada por Mentha arvenis L., Mentha x piperita L. e
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Mentha spicata L., com produgcédo anual de biomassa de 8.600, 2.367 e 880
toneladas, respectivamente (SIMOES, SPITZER, 2000).

3.2 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O GENERO AEGIPHILA

A Aegiphila é um género constituido de 180 espécies, distribuidas desde o sul
do México até o norte da Argentina e sul do Brasil Moldenke (1934 apud FERREIRA
et al. 2006).

As espécies deste género tém sido comumente utilizadas na medicina tropical
como remédio para picadas de cobra. Sdo poucas as informacfes sobre estudos
fitoquimicos deste género. A literatura reporta a presenca dos esteroides:
campesterol (36), estigmasterol (37) e p-sitosterol (38) isolados de Aegiphila
sellowiana, Figura 8, Corréa (1926 apud FERREIRA et al. 2006).

Figura 8 — Estrutura quimica esteroides: estigmasterol, campesterol e -

sitosterol

Fonte: Ferreira et al.( 2006).

Das folhas de Aegiphila ihotzkiana foram isolados véarios constituintes do 6leo

essencial conforme Tabela 2 p. 28.



Tabela 1 - Porcentagem e composicdo do 6leo essencial das folhas de Aegiphila

ihotzkiana
Constituintes IK %
Linalol 1092 3,4
Terpinen-4-ol 1173 0,3
a —Terpineol 1187 0,6
Geraniol 1256 0,2
Ciclosativeno 1371 0,3
a —Copaeno 1380 12,1
B-Bourbonene 1390 5,8
- Cariofileno 1428 27,5
B-Copaeno 1432 1,0
a-Humuleno 1457 6, 6
Germacreno D 1484 7,6
Biciclogermacreno 1496 4,8
o-Cardineno 1552 2,1
Germacreno B 1571 0,5
Espatulenol 1574 4,9
Oxido de cariofileno 1583 10, 5
Viridiflorol 1633 0,7
Epi- a-Muurolol 2,7

Fonte: Luciano et al. (2005).

IK: indice de Kovts.
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A Figura 9 apresenta aspecto da planta Aegiphila integrifolia em solo roraimense.

Figura 9 - Espécie Aegiphila integrifolia (Jacq.)

Fonte: Silva (2012).

3. 3 TAXONOMIA BOTANICA DA FAMILIA LAMIACEAE E DA ESPECIE Aegiphila

A classificacdo taxondmica proposta por Dahligren, a familia Lamiaceae
pertence a ordem Lamiales, superordem Lamiiflorae, que conta ainda com mais trés
ordens: Scrophulariales, Hippuridales e Hydrostachiales. Além da Lamiaceae,
Lamiales e constituida de duas outras familias, Verbenaceae e Callitrichaceae
(FALCAO, 2003).

A taxonomia de Aegiphila integrifolia (Jacq.) obedece ao sistema de
classificacdo proposto por (Jacq.) BD Jacks. Na Taxonomia série: 32229, conforme

mostrado no Quadro 1.
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Quadro 2 — Classificacao botanica de Aegiphila integrifolia

Reino Plantae
Divisdo Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Dillenidae
Subdiviséo Spermatophytina
Ordem Lamiales
Subordem Asteranae
Familia Lamiaceae
Género Aegiphila Jacq
Espécie Aegiphila integrifolia (Jacq.) BD Jacks

Fonte:http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search value=32229

Nome popular: cajuja, taruma. Arvores, de até 12 m, extremidade dos ramos
tomentosa, acinzentada, quadrangular; folha simples, oposta, sem estipula, peciolo
sulcado, 2 x 0,4 cm, tomentoso, lamina eliptica a oboval-eliptica, apice agudo, base
atenuada, 31-39 x 13-17 cm, margem inteira, irregular, subcartdcea a cartacea,
venacdo camptodroma, 12-14 pares de nervuras secundarias, paralelas,
conspicuas, esbranquicadas na face abaxial, venacao terciaria formando reticulo
conspicuo, face adaxial tomentulosa, abaxial tomentosa, esbranquicada (ELTINK, et
al. 2008).

3. 4 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA Aegiphila integrifolia

Possui registros para quase todos os estados do Brasil, exceto Tocantins,
Ceard, Rio Grande do Norte, Sergipe e Alagoas. Assim, € encontrada nos biomas
Amazobnia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. A tamanqueira € uma espécie nativa,
mas nao é endémica do Brasil.

Fonte: http://www.nossasarvores.greennation.com.br/content/tree specie/28
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 ESPECIFICACOES DE MATERIAIS, METODOS E INSTRUMENTOS
UTILIZADOS

Na preparacdo dos extratos hexanico e etandlicoa frio foram utilizados os
solventes: hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol o processo de maceragao
seguido de evaporacéao do solvente sob presséo reduzida em rotaevaporador.

As separacbes por cromatografia liquida em coluna classica (CL) foram
efetuadas usando-se silica gel 60 (gradualmente) da Merck como fase estacionaria.

Para a cromatografia em camada delgada comparativa (CCD) utilizou-se silica
gel 60 G (230 - 400 Mesh) da Merck, em suporte de vidro, ativada a 120 ° C por 30
minutos.

As revelagdes cromatograficas foram feitas com revelador de vanilina,ativada a
120 °C, luz ultravioleta em comprimento de ondaA = 254 nm e 365 nm.

A solucéo reveladora de vanilina sulfurica foi preparada pela mistura de uma
solucéo de 1% (p/v) de vanilina em metanol com uma solucéo de acido sulfurico 5%
(p/v) em etanol (ALVES, 2007).

Os solventes utilizados na cromatografia liquida em coluna foram das marcas
Vetec, Nuclear e Merck e Reagente Analitico, apresentando grau de pureza analitico
e foram destilados e bidestilados.

Os critérios de pureza adotados foram:

- observacdo de uma mancha Unica por cromatografia em camada delgada
comparativa (CCD), variando-se o sistema de eluentes.

- observagdes dos sinais de espectros de RMN de **C, RMN de H,ponto de
fusdo, espectro de massas comparacao com a literatura.

Os espectros de absorcdo na regido do Infravermelho foram registrados em
espectrofotometroFT-IR Shimadzu, modelo Prestige 21, na regido de 4000 a 400 cm’
! em pastilhas de KBr.

As técnicas unidimensionais e bidimensionais de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN de 'H, *C, HMQC e HMBC) foram realizadas em espectrémetro
Bruker operado a 500 MHz para ‘H e 125 MHz para **C no Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Goias. Cromatografia Gasosa(CG).Os deslocamentos

quimicos foram registrados em unidade & (ppm) e as constantes de acoplamento (J)
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em Hz. Tetrametilsilano (TMS) foi empregado como padréo de referéncia interna,
tendo CDCl; como solvente.

As multiplicidades no espectro de RMN de 'H foram indicadas segundo as
convencdes: singleto (s), dupleto (d), duplo dupleto (dd), (tripleto (t), quarteto(q),
multipleto (m).

Os pontos de fusédo das amostras foram determinados em aparelho digital para
ponto de fusdo, marca Microquimica, modelo MQAPF-302 com bloco de aluminio
com temperatura que varia de 0-350 °C da Universidade Federal de Roraima. Os
valores obtidos foram comparados aos da literatura.

Os dados cristalogréaficos foram obtidos em um difratdmetro CAD 4, operando
sob radiacao de cobre (Cu) a temperatura ambiente pelo cristalografo Prof. Dr. José
Ricardo Sabino, professor do Instituto de Fisica da Universidade Federal de Goias.

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos em espectrémetro
LCMS-IT-TOF (Shimadzu), equipado com fonte deionizacdo por eletrospray do
Laboratério de Espectrometria de Massa do Nordeste da Universidade Federal do
Ceara.

O método de antioxidante por captura de DPPH se baseia segundo Brand-
Williams (1995), na reducdo do radical (DPPH")2,2 difenil-1-pricril-hidrazil [PM =
394,3], que ao fixar um H’ leva a uma diminuicdo da absorbancia, permitindo
calcular, apés o estabelecimento do equilibrio da reacdo, a quantidade de
antioxidante gasta para reduzir 50% do radical DPPH". (removido do antioxidante em
estudo), leva a uma diminuicdo da absorbancia, permitindo calcular, apés o
estabelecimento do equilibrio da reacdo, a quantidade de antioxidante gasta para
reduzir 50% do radical DPPH".

4.2 1ISOLAMENTOS DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE Aegiphila integrifolia
(JACQ.).

4.2.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

O material botanico de Aegiphila integrifélia (Jacq.), selecionado para o estudo
fitoquimico foi coletado no campus Cauamé pertencente ao Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal de Roraima, localizado no municipio de Boa Vista

- Roraima, em Julho de 2011. A identificacdo botanica foi feita pelo Prof. Dr.
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Reinaldo Imbrézio Barbosa, por comparagdo com o Herbario do Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazonia-INPA. Uma exsicata com n° 187448 encontra-se depositada
no Herbario do INPA em Manaus-AM.

A parte coletada (folhas) foi submetida a secagem a temperatura ambiente e

pulverizadas em moinho de facas, Esquema 1 pagina 36.

Esquema 1- Tratamento das folhas de Aegiphila integrifolia (Jacq.).

Aegiphila integrifolia (Jacq.)

Secagem
Moagem

3,130 Kg de Folhas

4.2.2 Extratos das folhas de Aegiphila integrifolia (Jacq.)

As folhas de Aegiphila integrifolia (Jacq.). (3,130Kg), ap0s a secagem a
temperatura ambiente, foram moidas e extraidas exaustivamente com hexano a frio
e com etanol, sob as mesmas condi¢cdes. Posteriormente, 0os extratos obtidos foram
filltrados e concentrados sob pressdo reduzida, em rotaevaporador, fornecendo

59,4509 de extrato hexanico e 455 g de extrato etandlico (Esquema 2) p. 34.
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Esquema 2 - Extratos das folhas de Aegiphila integrifolia (Jacq).

3,130 Kg Folhas

Extracdo com Hexano

ExtratoHexanico
59,450 g Torta

Extracdo com Etanol

ExtratoEtandlico Torta
455,000 g

Descarte

4.2.3 Coluna filtrante do extrato etandlico das folhas de Aegiphila integrifolia

(Jacq.)

Parte do extrato etandlico (150,000 g) foi adsorvido a 248,000 g de silica gel.
Mistura foi acondicionada em funil cilindrico de separacdo de 2000 mL sobre uma
camada de 400,000 g de silica gel. A Tabela 2 detalha os resultados obtidos da

eluicdo com hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol.

Tabela 2- Coluna filtrante do extrato etandlico de Aegiphila integrifolia (Jacq.)

Eluente Massa (g) Percentual
Hexano 0,030 0,020%
Cloroférmio 62,190 41,460%
Acetato de Etila 25,334 16,890%
Metanol 30,000 19,740%

Total 117,554 78,110%

34



4.2.4 Fracionamento cromatografico do extrato Cloroférmio das folhas de
Aegiphila integrifolia (Jacq.)

O Eluato Cloroférmico (62,190 ¢g) foi submetido ao fracionamento
cromatografico em coluna de silica gel, 60 G. Eluicdo com hexano, cloroférmio,
acetato de etila e metanol, intercalados com as respectivas misturas binarias de
modo a serem obtidas polaridades crescentes, fornecendo os resultados da Tabelas
3 e 4 p. 36 e 37. Foram coletadas 583 fracbes, as quais, apds comparacao em
cromatografia em camada delgada, CCD foram reunidas em 40 grupos conforme a
Tabela 4 p. 37. Desses, foram estudados os grupos 01, 06, 18, 34 por apresentarem
maiores quantidades de massas e menores graus de complexidades. Os demais
grupos serao analisados posteriormente.

A Figura 10 apresenta uma foto de uma coluna cromatogréfica classica com
eluato cloroférmico de Aegiphila integrifolia.

Figura 10 - Coluna cromatografica classica de Aegiphila integrifdlia (Jacq.)
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Tabela 3 - Fracionamento cromatografico do eluato cloroférmico das folhas de

Aegiphila integrifolia (Jacq.)

Eluente Fracbes
Hexano 1-2
Hexano / Cloroférmio 10% 3-6
Hexano / Cloroférmio 20% 7— 26
Hexano / Cloroférmio 30% 27 -29
Hexano / Cloroférmio 40% 30-33
Hexano / Cloroférmio 50% 34 -142
Hexano / Cloroférmio 60% 143 -150
Hexano / Cloroférmio 70% 151 - 161
Hexano / Cloroférmio 80% 162 — 182
Hexano / Cloroférmio 90% 183 -191
Cloroférmio 192 — 269
Cloroférmio / Acetato de Etila 10% 270 -352
Cloroférmio / Acetato de Etila 20% 353 -404
Cloroférmio / Acetato de Etila 30% 405 - 429
Cloroférmio / Acetato de Etila 40% 430 - 435
Cloroférmio / Acetato de Etila 50% 436 — 498
Cloroférmio / Acetato de Etila 60% 499 - 501
Cloroférmio / Acetato de Etila 70% 502 - 506
Cloroférmio / Acetato de Etila 80% 507 - 518
Cloroférmio / Acetato de Etila 90% 519 - 528
Acetato de Etila 529 — 542

Metanol

543 — 583
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Tabela 4 - Grupos originados do fracionamento cromatografico do eluato cloroférmio
das folhas de Aegiphila integrifolia (Jacq.)

Grupos Fracdes Massas (g)
01 1-29 1,957
02 30-50 2,725
03 51-61 4,212
04 62 — 87 0,647
05 88 —99 2,774
06 100 - 125 1,522
07 126 — 137 0,588
08 138 - 212 1,093
09 213 -215 0,018
10 216 — 117 0,051
11 218 — 236 0,976
12 237- 240 0,376
13 241 — 259 0,090
14 260 — 269 0,307
15 270 - 276 0,522
16 277 — 281 0,483
17 282 — 296 0,309
18 297 - 311 0,368
19 312-314 0,442
20 315 -322 0,538
21 323 - 326 0,277
22 327 - 341 0,961
23 342 - 344 0,165
24 345 - 353 0,205
25 354 - 372 2,263
26 373 - 387 0,757
27 388 — 390 0,153
28 391 - 404 0,175
29 405 - 407 0,427
30 408 — 411 2,997
31 412 - 419 2,577
32 420 - 434 0,675
33 435 -439 0,725
34 450 — 494 4,020
35 495 — 504 0,291
36 505 - 519 0,511
37 520 — 525 0,195
38 526 — 528 0,066
39 529 — 542 0,461
40 543 — 583 5,067

Massa total 42,96

4.2.4.1 Grupo 01

O Grupo 01 com aspecto de graxa esbranquicada foi submetido a esterificacado
e saponificacdo, conforme técnica descrita a seguir.

Dissolveu-se, em tubo criogénico de capacidade de 2 mL, aproximadamente 10
mg do Oleo em 100 uL de uma solucdo de etanol (95%)/hidréxido de potéssio
1mol.L™* (5%). Ap6s agitacdo em vértex por 10 segundo, o 6leo foi hidrolisado em

um forno de microbndas doméstico (Panasonic Piccolo), a poténcia de 80 W
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(Poténcia 2), durante 5 minutos. Apoés resfriamento, adicionou-se 400 pL de &cido
cloridrico a 20%, uma ponta de espatula de NaCl (~20 mg) e 600 uL de acetato de
etila. Apds agitagcdo em vortex por 10 segundo e repouso por 5 minutos, uma
aliquota de 300 uL da camada orgéanica foi retirada, colocada em tubos de
microcentrifuga e seco por evaporacdo, obtendo-se assim os acidos graxos livres.
(Adaptado de W. W. Christie, Gas Chromatography and Lipids, 1989, Pergamon)
(VANY FERRAZ, 2012).

Os &cidos graxos livres foram metilados com 100 ulLBFs/metanol (14%) e
aquecidos durante 10 minutos em banho de agua a 60°C. Foram em seguida
diluidos com 400 uL de metanol e analisados por Cromatografia Gasosa.

A mistura (AIEC-1) foi isolada como graxa esbranquicada devido a presenca de
impurezas. Este grupo foi submetido a saponificagdo e esterificagéo, fornecendo os
esteres metilicos, os quais foram analisados por Cromatografia Gasosa. Utilizou-se
uma coluna INNOWAX (HP) 15 m x 0,25 mm x 0,20 um com gradiente de
temperatura: 100°C, 0 minuto, 7°C/minutos até 220°C; injetor (split de 1/30) a 250°C
e detector a 260°C. Hidrogénio como gas de arraste (2 mL™minutos) e volume de
injecdo de 1uL (VANY FERRAZ, 2012).

4.2.4.2 Grupo 03

O Grupo 03 de massa 4,212g com aparéncia de um solido esverdeado foi
recromatografado em coluna de silica gel 60 G, fornecendo 87 fracdes. Utilizou-se
como eluentes os solventes, hexano, cloroformio, acetato de etila e metanol em

ordem crescente de polaridade (Tabela 5 p. 39).
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Tabela 5 - Fracionamento cromatogréafico do Grupo 03.

Eluente Fracdes

Hexano / Cloroférmio 60% 1-3

Hexano / Cloroférmio 70% 4-6

Hexano / Cloroférmio 80% 7-9
Hexano / Cloroférmio 90% 10-14
Cloroférmio 15-22
Cloroférmio / Acetato de Etila 10% 23-36
Cloroférmio / Acetato de Etila 20% 37 -44
Cloroférmio / Acetato de Etila 30% 45 — 47
Cloroférmio / Acetato de Etila 40% 48 — 53
Cloroférmio / Acetato de Etila 50% 54 - 56
Cloroférmio / Acetato de Etila 60% 57 -61
Cloroférmio / Acetato de Etila 70% 62 — 65
Cloroférmio / Acetato de Etila 80% 66 — 69
Cloroférmio / Acetato de Etila 90% 70-71
Acetato de Etila 72 -77
Metanol 78 — 87

Apés comparacdo em CCDs foram reunidas fracfes iguais em 12 subgrupos,
conforme a Tabela 6.

Tabela 6 -Subgrupos originados da cromatografia do Grupo 03

Subgrupos Fracdes Massa (g)
1 1-2 0,074
2 3-10 0,029
3 11-13 0,279
4 14 -15 0,455
5 19-25 3,073
6 26 - 34 0,524
7 35-40 0,526
8 41-50 0,891
9 51-55 0,047
10 56 — 63 0,157
11 64 —78 0,211
12 79-87 0,431

Massa Total 4,138

Apés analisados por CCDS as fracbes 19-25 e a 26-34 foram
recromatografadas, conforme Tabelas 7 e 8 p. 40. As demais, ndo foi possivel
purifica-las por serem muito impuras.

a) FracOes 19-25

As fracdes 19-25 de massa 3,073g com aparéncia de um solido esverdeado foi

recromatografado em coluna de silica gel 60 G, fornecendo 44 fracdes.



Tabela 7 - Fracionamento cromatogréfico das fracbes 19-25, proveniente do

Grupo 03

Eluente Fracbes

Hexano / Cloroférmio 50% 1-9
Hexano / Cloroférmio 60% 10-11
Hexano / Cloroférmio 70% 12-14
Hexano / Cloroférmio 80% 15-18
Hexano / Cloroférmio 90% 19-20
Cloroférmio 21-24
Cloroférmio / Acetato de Etila 10% 25-27
Cloroférmio / Acetato de Etila 20% 28 -30
Cloroférmio / Acetato de Etila 30% 31-32
Cloroférmio / Acetato de Etila 40% 33-34
Cloroférmio / Acetato de Etila 50% 35-36
Cloroférmio / Acetato de Etila 60% 37 -38
Cloroférmio / Acetato de Etila 70% 39-40
Acetato de Etila 41 - 42
Metanol 43 — 44

Apés comparacdo CCDS as amostras continuaram apresentando-se

complexas e nao levou ao isolamento de substancia pura.

b) Fracdes 26-34

As fracbes 26-34 de massa 5,240 g com aparéncia de um sélido esverdeado foi

recromatografado em coluna de silica gel 60 G, fornecendo 45 fracdes.

Tabela 8 -Fracionamento cromatografico das fracbes 26-34, proveniente do Grupo 03

Eluente Fracdes

Hexano / Cloroférmio 90% 1-2

Cloroférmio 100 3-6
Cloroférmio / Acetato de Etila 10% 7-19
Cloroférmio / Acetato de Etila 20% 20-21
Cloroférmio / Acetato de Etila 30% 22-24
Cloroférmio / Acetato de Etila 40% 25-27
Cloroférmio / Acetato de Etila 50% 28— 30
Cloroférmio / Acetato de Etila 60% 31-32
Cloroférmio / Acetato de Etila 70% 33-34
Cloroférmio / Acetato de Etila 80% 35-37
Cloroférmio / Acetato de Etila 90% 38 - 40
Acetato de Etila 41 - 42
Metanol 43 — 45

Apbés comparacdo em CCDS das fracbes coletadas apresentaram misturas

complexas com alto grau de impurezas.



4.2.4.3 Grupo 06

O Grupo 06 de massa 1,522 g com aparéncia de um soélido de cor esverdeado,
foi cromatografado em coluna de silica gel 60 G e obtido 132 frag6es. Utilizou-se
como eluentes os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol com

polaridades crescentes, Tabela 9.

Tabela 9 - Fracionamento cromatogréafico do grupo 06.

Eluente Fracbes
Hexano / Cloroférmio 60% 1-3
Hexano / Cloroférmio 65% 4-5
Hexano / Cloroférmio 70% 6—26
Hexano / Cloroférmio 75% 27 - 38
Hexano / Cloroférmio 80% 39-45
Hexano / Cloroférmio 90% 46 - 75
Cloroférmio 76 — 84
Cloroférmio / Acetato de Etila 10% 85 - 88
Cloroférmio / Acetato de Etila 20% 89 — 93
Cloroférmio / Acetato de Etila 30% 94 -101
Cloroférmio / Acetato de Etila 40% 102 — 105
Cloroférmio / Acetato de Etila 50% 106 — 108
Cloroférmio / Acetato de Etila 60% 109 - 110
Cloroférmio / Acetato de Etila 70% 111 -113
Cloroférmio / Acetato de Etila 80% 114 - 116
Cloroférmio / Acetato de Etila 90% 117 - 120
Acetato de Etila 121 -124
Metanol 125 -132

Apés comparacdo em CCDS as fracbes foram reunidas em 14 subgrupos.
Subgrupo 02 forneceram 70 mg de um solido puro. Subgrupo 06 forneceram 60 mg
de um sdlido amarelo, codificado como AIEC-2 ambos foram enviadas para analise

espectroscopica. Os demais subgrupos terdo estudo continuado.

4.2.4.4 Grupo 18

O Grupo 18 de massa 0,376 g com aparéncia de um soélido esverdeado foi

recromatografado fornecendo 177 fracdes, reunidas em 14 subgrupos, Tabela 10 p.
42,



Tabela 10 - Fracionamento cromatogréafico do grupo 18

Eluente Fracdes
Hexano / Cloroférmio 60% 1
Hexano / Cloroférmio 70% 2-22
Hexano / Cloroférmio 80% 23-29
Hexano / Cloroférmio 90% 30-46
Cloroférmio 47 -91
Cloroférmio / Acetato de Etila 10% 92 -104
Cloroférmio / Acetato de Etila 20% 105 -115
Cloroférmio / Acetato de Etila 30% 116 — 126
Cloroférmio / Acetato de Etila 40% 127 - 136
Acetato de Etila 137 - 149
Metanol 150 - 177

Ap0s analisadas por CCDS as fracdes 2-9 e 101-109 foram recromatografadas.

a) Fracbes2-9

As Fracdes 2-9 de massa 0,241mg com aparéncia de um solido amarelado foi

recromatografada, fornecendo 58 fracdes, Tabela 11.

Tabela 11 - Fracionamento cromatografico das fracdes 2 - 9, proveniente do
Grupo 18

Eluente Fracdes

Hexano / Cloroférmio 85% 1-33
Hexano / Cloroférmio 90% 34-35
Cloroférmio 36 —43
Acetato de Etila 44 — 55
Metanol 56 — 58

Apés comparacdo em CCDS as fragcdes 01-15 (51mg) e 16-30 (32 mg)
apresentaram solido puro de cor amarelo e foram enviadas para andlise

espectroscopicas.

b) Fracbes 101 - 109
As Fracbes 101-109 de massa 0,035 mg com aparéncia de um sdlido
amarelado foi recromatografado em coluna de silica gel 60 G, fornecendo 94

fracOes, Tabela 12 p. 43.



Tabela 12 - Fracionamento cromatografico das fragdes 101-109, proveniente do

Grupo 18
ELUENTE FRAQOES

Cloroférmio / Acetato de Etila 10% 1-16
Cloroférmio / Acetato de Etila 20% 17 -23
Cloroférmio / Acetato de Etila 30% 24 - 34
Cloroférmio / Acetato de Etila 40% 35-44
Cloroférmio / Acetato de Etila 50% 45 - 54
Cloroférmio / Acetato de Etila 60% 55 -64
Cloroférmio / Acetato de Etila 70% 6574
Cloroférmio / Acetato de Etila 80% 75-79
Cloroférmio / Acetato de Etila 90% 80 -84
Acetato de Etila 100% 85 - 88
Metanol 100% 89 -94

ApoOs comparacdo em CCDS as fragBes foram reunidas em 11 subgrupos,
conforme a Tabela 13.

Tabela 13 - Grupos originados do fracionamento cromatografico das fragcbes 101-
109, proveniente do grupo 18

Subgrupos Fracbes Massas (Q)
01 1 0,002
02 2-3 0,019
03 4-10 0,001
04 11- 23 0,001
05 24 - 34 0,001
06 35-44 0,002
07 45 - 54 0,001
08 55 - 64 0,002
09 65—-74 0,002
10 75-88 0,001
11 89-94 0,002

Massa Total 0,034

O subgrupo 02 forneceram 19 mg de um solido puro de cor amarelo cristalino.
Andlise espectroscépica permitiu identifica-lo com um flavonoide denominado AIEC-

3. Os demais subgrupos seréo estudados posteriormente.

4.2.4.5 Grupo 34
O Grupo 34 de massa 402mg foi recromatografado, fornecendo 130 fracdes,
Tabela 14 p. 44.



Tabela 14 - Fracionamento cromatografico do grupo 34

Eluente Fracbes
Hexano / Cloroférmio 80% 1-10
Hexano / Cloroférmio 90% 11-15
Cloroférmio 16
Cloroférmio / Acetato de Etila 20% 17 -31
Cloroférmio / Acetato de Etila 30% 32 -53
Cloroférmio / Acetato de Etila 40% 54 — 58
Cloroférmio / Acetato de Etila 50% 59 - 64
Cloroférmio / Acetato de Etila 60% 65 -91
Cloroférmio / Acetato de Etila 70% 92 -93
Cloroférmio / Acetato de Etila 80% 94 - 97
Cloroférmio / Acetato de Etila 90% 98 — 102
Acetato de Etila 103 -121
Metanol 122 - 130

Apos analise por CCD as fracdes foram reunidas em 16 subgrupos, Tabela 15.

Tabela 15 - Subgrupos originados da cromatografia do grupo 34

Subgrupos Fracbes Massas (Q)
01 1-10 0,018
02 11-16 0,005
03 17 -23 0,038
04 24 - 31 0,008
05 32-42 0,099
06 43 - 53 0,007
07 54 - 57 0,005
08 58 - 64 0,008
09 65—-73 0,019
10 74 -175 0,036
11 76 -80 0,024
12 81-91 0,010
13 92 - 102 0,010
14 103 -112 0,001
15 113 -121 0,006
16 122 - 130 0,005

Massa total 0,299

Apés analisadas as amostras por CCD, as fracdes 74-75 apresentaram um
sélido branco puro por CCD. Anélises dos espectros permitiram concluir tratar-se de
uma mistura de B-Sitosterol, Estigmasterol e Lupeol glicosilados denominados AIEC-

4. Os demais Subgrupos terdo seus estudados continuados.

425 Resumo do estudo fitoquimico do extrato etandlico das folhas de
Aegiphilaintegrifolia (Jacq.)
O Esquema 03 sumariza a elaboracdo fitoquimica e os fitoconstituintes

isolados do extrato etandlico das folhas de Aegiphila integrifolia (Jacq.).



Esquema 03- Fracionamento e substancias isoladas do extrato etandlico de
Aegiphila integrifolia

Extrato Etandlico

Eluato cloroférmico

F (583)
40 Grupos
F (1-29) | F (100-125) | F (297-311) F (450-494)
G-1 G-6 G-18 G-34
AIEC-3 AIEC-4
AIEC-1 AIEC-2 Flavonoide B-Sitosterol Glicosilado
Mistura de Esteres Sélido amarelo Pectolinarigenina Estigmasterol Glicosilado

Lupeol Glicosilado

Figura 11- Fitoconstituintes isolados da espécie A. integrifolia

OCHy

OH O

OH

Estigmasterol Glicosilado

OH

Lupeol glicosilado
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4.3 DADOS FiSICO-QUIMICOS DE SUBSTANCIA E MISTURAS ISOLADAS

4.3.1 AIEC-1(Mistura de Esteres)

Aspecto: Graxa esbranquicada.

4.3.2 Flavonoide: AIEC-3 (Pectolinarigenina)

O flavonoide isolado da espécie Aegiphila integrifolia denominado

pectolinarigenina apresenta sua estrutura na Figura 12.

Figura 12 - Estrutura quimica Pectolinarigenina

OCHg

Formula Molecular: C17H1406
Aspecto fisico: Agulhas amarelas
Faixa de fusdo: 216,9-220,0 °C
Solubilidade: Cloroférmio

Massa molar: 314 g mol™

a) IV (KBr,): y (cm™) (3500, 3329, 3057, 2946, 2843, 1662, 1605, 1514, 1357, 1273,
1186, 1079, 1021, 831, 643, 570, 593, 486.

b) RMN de *H (500 MHz, CDCls) & (ppm): 6,58 (s, H-3); 6,60 (s, H-8,); 7,85 (d,
J=8,65; H-2"); 7,03 (d, J=8,80; H-3"); 7,03 (d, J=8,80; H-5"); 7,85 (d, J=8,65; H-6");
4,05 (s, OMe-6); 3,90 (s, OMe-4’); 13,00 (s, OH-5); 6,51(s, OH-7)

c) RMN de °C (125 MHz, CDCls) & (ppm): 160,3 (C-2): 103,0 (C-3); 186 (C-4); 152
(C-5): 130,4 (C-6); 154,2 (C-7); 95,0 (C-8); 154,2 (C-9); 104,9 (C-10); 123,0 (C-1");

46



47

128,1 (C-2): 114,0 (C-3'); 162,0 (C-4'); 114,0 (C-5); 162,0 (C-6); 114,0 (OMe-6);
128,1 (OMe-4'); 56,0 (OH-5); 60,5 (OH-7).

d) ESI-MS (70 eV): 337 [M+Na]"; 315; 274.

4.3.3 AIEC-4 (Mistura de B-Sitosterol, Estigmasterol e Lupeol glicosilados)

A mistura de B-sitosterol glicosilado (1), estigmasterol glicosilado (2) e lupeol

glicosilado (3) de Aegiphila integrifélia (Jacg.), encontra-se na Figura 13.

Figura 13 - Mistura de B-sitosterol glicosilado (1), estigmasterol glicosilado (2) e
lupeol glicosilado (3) de Aegiphila integrifolia (Jacq.)

H
H o o] ~
1
H H

OH

OH 3

Aspecto fisico: solido branco em pé
Solubilidade: cloroférmio
Faixa de fusao: 273 — 276,8 °C

a) B-Sitosterol glicosilado
RMN de *3C (125 MHz, CDCls) & (ppm): 36,09 (C-1); 29,12 (C-2); 76, 28 (C-3);

20,43 (C-4); 140, 07 (C-5); 121,01 (C-6): 25,04 (C-7); 31, 28 (C-8); 51, 23 (C-9); 36,
69 (C-10); 39,70 (C-12); 41,61 (C-13); 56,12 (C-14); 28,10 (C-16); 56,12 (C-17);



b)
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11,74 (C-18); 19, 74 (C-19); 36,09 (C-20): 38,23 (C-22); 31,25 (C-23); 49,47 (C-24);
29,12 (C-25); 19,00 (C-26); 18,90 (C-27); 23,72 (C-28); 11,82 (C-29); 100,73 (C-1’);
78,45 (C-2); 78,12 (C-3); 77,13 (C-4'); 73,22 (C-5); 61,08 (C-6").

Estigmasterol glicosilado

RMN de *C (125 MHz, CDCls) & (ppm): 36,09 (C-1); 29,12 (C-2); 73,22 (C-3); 41, 61
(C-4); 140,07 (C-5); 121,01 (C-6); 31,25 (C-7); 31,28 (C-8); 51,23 (C-9); 36,69 (C-
10); 20,43 (C-11); 39,70 (C-12); 40,12 (C-13); 56,12 (C-14); 28,10 (C-16); 55,14
(C-17); 11,62 (C-18); 19,74 (C-19); 36,09 (C-20): 136,58 (C-22); 129,32 (C-23):
49,47 (C-24); 29,12 (C-25); 21,00 (C-26); 18,90 (C-27); 23,72 (C-28); 11,74 (C-29);
100,73 (C-1'); 78,45 (C-2'); 78,12 (C-3'); 77,13 (C-4’); 76,28 (C-5'); 62,08 (C-6').

Lupeol glicosilado

RMN de 3C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 36,09 (C-1); 29,12 (C-2); 73,22 (C-3); 38,86
(C-4); 55,14 (C-5); 18,90 (C-6); 31,25 (C-7); 31,28 (C-8); 51,23 (C-9); 36,69 (C-
10); 20,43 (C-11); 25,04 (C-12); 38,23 (C-13); 41,61(C-14); 27,00 (C-15); 55,14
(C-17); 49,47 (C-18); 47,00 (C-19); 147,42 (C-20): 29,00 (C-21); 40,12 (C-22); 28,10
(C-23); 11,74 (C-27); 19,74 (C-28); 109,42 (C-29); 100,73 (C-1'); &: 78, 45 (C-2); 78,
12 (C-3); 77,13 (C-4’); 76,28 (C-5'); 61,08 (C-6").



5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DETERMINACOES ESTRUTURAIS DE SUBSTANCIA E MISTURAS ISOLADAS

5.1.1 Misturas de ésteres (AIEC-1)

A mistura (AIEC-1) foi isolada como aspecto de graxa esbranquicada devido a
presenca de impurezas. Este grupo foi submetido a saponificacdo e esterificacéo,
conforme técnica descrita na p. 37, fornecendo os ésteres metilicos, os quais foram
analisados por Cromatografia Gasosa. As comparacdes diretas dos tempos de
retencdo de padrdes de ésteres metilicos (Figura 14) indicaram ser uma mistura
constituida principalmente de ésteres especificados nas Tabelas 16 e 17 p. 50,
conforme laudo de analise da Dra. Vany Ferraz, Laboratorio de Cromatografia do

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais.

Figura 14 - Cromatograma dos ésteres metilicos em 6leo de Aegiphila integrifoia
(Jacq.)
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Neste trabalho foi realizada a quantificacdo dos &cidos graxos por
Cromatografia Gasosa e por meio do cromatograma dos ésteres metilicos do 6leo
de Aegiphila integrifolia (Jacg.), foi obtido o perfil dos acidos graxos saturados e

insaturados presentes no o6leo. A composi¢do qualitativa foi determinada por
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comparacao dos tempos de retengcao dos picos com os dos respectivos padrdes de

acidos graxos. A composicao quantitativa foi realizada por normalizacdo de area,

sendo expressa como porcentagem em massa. Os ésteres metilicos de acidos

graxos para a andlise foram obtidos de acordo com o laudo da Dra. Vany Ferraz.

Tabela 16 - Tempo de retengéo por CG de ésteres metilicos

Area
Nome RT (min) Formula AIEC-1
Acido Miristico C14:0 5,63 C14H250, 134935
Acido Palmitico C16:0 8,10 C16Hz20> 7456707
Acido Palmitoleico
Cl6:1 8,32 C15H3002 136883
Acido Margarico C17:0 9,38 - 322614
Acido Estearico C18:0 10,49 CigH3602 3315763
Acido Oleico C18:1 w9 10,73 C1aH3402 464502
Acido Linoléico C18:2 C1gH3,05
) w6 11,16 164683
Acido Linolénico C18:3 C1gH3005
] w3 11,84 219471
Acido Eicosandico CH3(CH,)15CO,H
C20:0 12,81 50715
Areasidentificadas 12266273
Area total 15118770

Fonte: Vany Ferraz (2012).

Tabela 17 - Normalizacdo da area do Tempo retencado de ésteres metilicos

Normalizac&o de Area (%)

Nome RT (min) AIEC-1
C14.0 5,63 0,89
C16:0 8,10 49,32
Ci16:1 8,32 0,91
C17:.0 9,38 2,13
C18:0 10,49 21,93
C18:1 10,73 3,07
C182w9 11,16 1,09
C183 w6 11,84 1,45
C20:0 w 3 12,81 0,34
% identificados 81,13

% total 100,00

Fonte: Vany Ferraz (2012).
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Conforme andlise da Tabela 17, 6leo de Aegiphila integrifolia mostra uma
composicdo em média de 66,67% para os &cidos graxos saturados e 33,33% para
os insaturados, portanto o acido graxo saturado encontrou-se em maior quantidade.

Os &cidos graxos sdo nomeados de acordo numero de carbonos e o niumero
de ligagBes duplas presentes. Sua classificagdo € de acordo com as instaura¢des ou
duplas ligacdes presentes em sua estrutura. Assim, os insaturados possuem ligacao
dupla e os saturados ligacdes simples o que os determinam, como mostra a Figura
15 (SILVA, 2011).

Figura 15- Estrutura de &cidos graxos saturados e insaturados

O
H3C/\/\/\/\/\/\/\<
OH
Saturados
O
H4C = = =
Insaturados OH

Fonte: Silva (2011).

Os acidos graxos 6mega-9 e 6mega-3 mostrou uma composi¢cao em média de
0,761%. Eles sdo muito importantes para a saude.

Segundo Paido (2010), revelou que os acidos graxos insaturados 6mega-3 e
Omega-9 ndo apenas interrompem, mas também reverte o processo inflamatério
causado por dietas ricas em gorduras saturadas numa regido do cérebro chamada
hipotalamo. O hipotalamo é responsavel pelo controle da fome e do gasto
energético. O processo inflamatério ocasiona a perda deste controle neural e abre
espaco para o desenvolvimento da obesidade. O estudo revelou ainda, em
descricdo inédita na literatura, que o 6mega-9, ao contrario do que se sabia até o
momento, € mais potente em reverter essas condicdes do que o dmega-3,
reconhecido como um classico antiinflamatorio.

Apenas uma pequena parcela da fracao do lipidio total, segundo Venter (2003),
obtido por meio da extragdo com uso de um solvente apolar consiste de acidos
carboxilicos de cadeia longa. A maior parte € encontrada como ésteres de glicerol.

Os acidos graxos mais conhecidos encontrados na natureza sdo de alto peso
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molecular, e em geral de cadeia linear, saturada ou insaturada. Também € possivel

terem substituintes na cadeia, como grupos metilicos, hidroxilicos ou carbonilicos.
5.1.2AIEC-3 (Pectolinarigenina)

A substancia Pectolinarigenina codificada como AIEC-3 foi obtida como um
sélido amarelo cristalino, com faixa de fusdao entre 216,9 - 220,0 °C. Em CCD
apresentou uma Unica mancha quando eluida com diferentes sistemas de solventes.

O espectro na regiao do infravermelho de AIEC-3, Figura 16, obtido em
partilhas de KBr, apresentou absor¢do caracteristica de hidroxila fendlica devido a
presenca de uma banda em 3329 cm™, referente & deformacéo axial de ligacdo O-
H que corrobora com o sinal em 1273 cm™, caracteristico de estiramento C-O
fendlico. Uma banda em 1662 cm™ compativel com uma carbonila conjugada,
bandas em 1606 e 1514 cm™ referentes as vibracées de deformacéo axial de ligacdo
C=Caom. € bandas em 1186 e 1079 cm™ caracteristicas de deformacdo axial de

ligacédo C-O.

Figura 16 - Espectro na regido do Infravermelho de AIEC-3

O espectro de massas de alta resolucdo HR-ESI-MS a 70 eV, Figura 17 p. 53,
forneceu o pico correspondente ao ion molecular com razdo massa/carga(m/z) de

337,0700, [M +Na]* compativel com a formula molecular C17H140s.
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Figura 17 - Espectro de massas de pectolinarigenina (HR-ESI-MS a 70 eV)
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A identificacdo dos substituintes nos anéis A e B foram sugeridas a partir dos
espectros de RMN de *H, Figura 18 p. 54 e comparac&o com a Literatura Tabela 19
p. 57. E as informacfes obtidas nos espectros bidimensionais de correlacéo
heteronuclear HSQC, HMBC Figuras 19 e 20 p.55 e 56 e comparacdo com a
literatura, Tabela 20 p. 58.

No espectro de RMN de *H foi possivel observar o sinal em 6413,00 atribuido
ao hidrogénio da hidroxila quelada com a carbonila.

Os hidrogénios em 6y 7,85 (d; J=8,65 Hz; H-2’) e 7,85 (d; J= 8,65 Hz; H-6")
foram relacionados ao sistema AA'’XX no anel B. O dupleto em 64 7,85 foi
relacionado aos hidrogénios H-2' e H-6’desprotegidos devido ao efeito de
conjugacdo com a carbonila, o dupleto em &y 7,03 (J=8,80) foi relacionado aos
hidrogénios H-3’ e H-5'.
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No espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear HSQC, Figura 19, p.55,
foi possivel observar as correlacdes via'J C-H entre os hidrogénios e seus
respectivos carbonos. Nesse espectro foi observado o acoplamento entre o
hidrogénio em 6y 6,58 (H-3) com o carbono e &¢ 103,0 (C-3), do hidrogénio em &y
6,60 (H-8) com o carbono em ¢ 95,0 (C-8), dos hidrogénios em &y 7,85 (H-2’ € H-6")
com os carbonos em 6¢ 128,1 (C-2’ e C-6’), dos hidrogénios em 6y 7,03 (H-3' e H-5')
com os carbonos em &c 114,0 (C-3' e C-5) assim como, dos hidrogénios
metoxilados em &y 4,05 e 3,90 com os carbonos em &c 56,0 (6-OCHs3) e 60,0 (4'-

OCHy), respectivamente.
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Figura 19 - Mapas de contornos HSQC de AIEC-3 (d, 500 X 125 MHz, CDCls)
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A partir da analise do mapa de contornos HMBC, Figura 20, p. 56, que mostra
as correlacdes C-H (J) e (*J) foi possivel confirmar o posicionamento do grupo
metoxila em &y 3,90 j& que foi observada uma correlacao via (*J) com o carbono em
dc 162,0. A correlacdo via (*J) entre os hidrogénios metilicos em &y 4,05 com o
carbono em &¢ 130,4 permitiu localizar outra metoxila em C-6. Ainda nesse espectro
foi possivel confirmar as correlacbes dos hidrogénios e carbonos mostrados na
Tabela 18 p. 56.
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Figura 20 - Mapas de contornos HMBC de AIEC-3 (8, 500 x125 MHz, CDCls)
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Tabela 18 - Correlacdes observadas no mapa de contornos HMBC de AIEC-3
4 3
1H 13\2: 13\2:

H-3 56,58 5160,3 (C-2) 5123,0 (C-1)
5186,0 (C-4) 5104,9 (C-10)
H-8 66,60 5154,2 (C-7) 5 186,0 (C-4)
5154,2 (C-9) 5104,9 (C-10)
H-2' e H-6' 57,85 5123,0 (C-1") 5128,1(C-6)
5114,0 (C-3) 5162,0 (C-4)
H-3' e H-5' 57,03 5128,1 (C-2) 5123.0(C-1)
5162,0 (C-4) 5 114,0(C-5')
OMe-665 4,05 - 5 130,4 (C-6)
OMe-4’ 6 3,90 - 5 162,0 (C-4)

As Tabelas 19 e 20 p. 57 e 58 mostram os dados de RMN de 'H e **C para

AIEC-3 e os descritos na Literatura (BECCHI et al.,1980).
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Tabelal9

Comparacdo dos dados

Pectolinarigenina

de RMN de 'H de AIEC-3

N° H AIEC-3 Pectolinarigenina
&'H? (multiplicidade, J Hz) o'HP (multiplicidade, J Hz)
2 - -
3 6,58(s) 6,58 (s)
4 - -
5 - -
6 - -
7 ) -
8 6,60(s) 6,60 (s)
9 - -
10 - -
1’ - -
2 7,85 (d, 8,65) 7,84 (dd, 2,2; 9,0)
3 7,03 (d, 8,80) 7,02 (dd, 2,0; 9,0)
4 - -
5 7,03 (d, 8,80) 7,02 (dd, 2,0; 9,0)
6’ 7,85 (d, 8,65) 7,84 (dd, 2,2; 9,0)
OMe-6 4,05 (s) 4,05 (s)
OMe-4’ 3,90 (s) 3,90 (s)
OH-5 13,00 (s) 13,11 (s)
OH-7 6,51 (s) 6,51 (s)

a: registrado a 500 MHz, em CDCl;
b: dados de BECCHI et al.,1980

e
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Tabela 20 - Comparacdo dos dados de RMN de *C (HMBC) de AIEC-3 e
Pectolinarigenina

Ne C AIEC-3 Pectolinarigenina
5c? 5°c”
2 160,3 163,8
3 103,0 103,7
4 186 183,0
5 152 152,1
6 130,4 130,4
7 154,2 154,8
8 95,0 93,3
9 154,2 154,1
10 104,9 105,8
1 123,0 123,4
2 128,1 128,0
3 114,0 114,5
4 162,0 162,7
5 114,0 114,5
6’ 128,1 128,0
OMe-6 56,0* 60,8
OMe-4’ 60,5* 55,5
OH-5 -
OH-7 -

a: registrado a 125 MHz, em CDCl3
b: dados de BECCHlet al.,1980
*podem estar trocados

A estrutura da substancia também foi analisada por difracdo de raios-X de
monocristal. O diagrama ORTEP da estrutura cristalina deste composto esta
representado na Figura 21 p. 59. Segundo Marques (2009) em 1965, Carrol K.
Johnson do Oak Ridge National Laboratory (ORNL) criou o ORTEP, software
desenvolvido na linguagem de programacdo FORTRAN, para desenhar estruturas
moleculares. Rapidamente ele se tornou o programa preferido dos cristalégrafos
para a geracao de ilustracées de estruturas para publicacbes e apresentagdes em

conferéncias.
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Figura 21- Programa Ortep do monocristal de AIEC-3
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Comparando os dados obtidos com os da Literatura (BECCHlet al.,1980), foi

possivel propor que AIEC-3 trata-se do flavondide 5,7-dihidroxi-6,4’-dimetoxi flavona

conhecido como Pectolinarigenina, com caracteristicas antiinflamatoria, inédito na

espécie Aegiphila integrifolia, mas descrito anteriormente nas espécies Santolina

chamaecyparissus (Asteraceae) (BECCHI et al., 1980) e Clerodendron siphonenthus

(Tenebrionidae: Coleoptera) (SRIKUMAR et al., 1989).

Figura 22— Flavonoide (AIEC-3)

Os flavonoides constituem um grupo de pigmentos vegetais de ampla

distribuicdo na natureza. Sua presenca nos vegetais parece estar realacionada com

funcdes de defesa (protecdo contra raios ultravioletas, acdes antifungica e

antibacteriana) (SIMOES et al., 2004).
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5.1.3 MISTURA DE B-SITOSTEROL, ESTIGMASTEROL E LUPEOL
GLICOSILADOS (AIEC-4)

AIEC-4 apresentou-se como cristais brancos de ponto de fuséo 273 - 276,8°C.
A andlise do espectro de RMN de 'H, Figura 23, permitiu identificar sinais
caracteristicos de uma mistura -sitosterol, estigmasterol e lupeol glicosilados como:
on 5,00 referente ao hidrogénio da posicao 6 no B-sitosterol e no estigmasterol; oy
3,00 - 4,00 envelope de sinais de hidrogénios da glicose + hidrogénios carbindlicos;
On 4,20 relativo ao hidrogénio anomérico da glicose (H-1’); além do envelope de
sinais das metilas entre 640,68 - 1,10.

Figura 23 - Espectro de RMN de 'H de AIEC-4 (d 500 MHz,CDCls)

SpinWorks 2.5: LHA121
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A andlise do espectro de RMN de *3C, Figura 24 p. 61, sugere que AIEC-4 é
uma mistura de [B-sitosterol, estigmasterol e lupeol glicosilados, nesse espectro,
verificam-se seis sinais, os quais estdo condizentes com a unidade glicosidica. O
sinal em 6c100,73 é tipico de carbono anomérico. Os sinais em é¢c 140,07 e 121,01,
foram atribuidos aos carbonos olefinicos C-5 e C-6 de ambos os esteroides, em 0&c¢
136,58 e 129,32, atribuidos a olefina C-22 e C-23 do estigmasterol e em 6c 147,42 e
109,42 atribuidosa olefina C-20 e C-29 do lupeol.

Os esterbéides como o estigmasterol e sitosterol sdo compostos de grande

importancia médica, usados no tratamento de muitas enfermidades, apresentando



propriedades analgésicas, antiinflamatérias e anticoncepcionais (OLIVEIRA &
BUENO; BLOCK et al.,; BATISTA, CHIARI,OLIVEIRA (1996, 1998 e 1999 apud
SILVA, R. Z, 2000).

Figura 24 - Espectro de RMN de **C de AIEC-4 (5 125 MHz, CDCL5)
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Estigmasterol difire do sitosterol somente pela presenca de uma ligacédo dupla
em C-22 na cadeia lateral (ROCHA et al., 2007).



Figura 25 - Estrutura quimica do B-sitosterol Glicosilado (1) e
Estigmasterol Glicosilado (2)
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Figura 26 - Lupeol Glicosilado
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Esse triterpeno € uma substancia com potencial citotéxico para diferentes tipos
de células cancerigenas (BEZERRA et al., 2011).

A comparacéo dos deslocamentos quimicos de RMN de *H e **C com os dados

da Literatura, Tabela 21 p. 63, confirma as atribuicdes para AIEC-4.
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Tabela 21- Comparacdo dos dados de RMN de *3C da mistura de AIEC-4com (-
Sitosterol glicosilado, Estigmasterol glicosilado e Lupeol glicosilado.

C AIEC-4 B-Sitosterol AIEC-4 Estigmasterol AIEC-4 Lupeol
ppm glicosilado glicosilado glicosilado
(MANTRUC (MANTRUCCIO, (FALCAO,
CIO, et al. et. al 2005) D. Q., 2003)
2005)

1 36, 09 37,30 36, 09 37,1 36, 09 38, 69

2 29, 12 29,79 29,12 31,5 29, 12 27, 40

3 76, 28 75,11 73, 22 71,7 73, 22 78, 90
4 20, 43 21,09 41, 61 42,1 38,86 38, 83

5 140, 07 140, 76 140, 07 140, 6 55,14 55, 28

6 121,01 121, 69 121,01 121, 6 18,90 18, 31

7 25, 04 26, 27 31,25 31,8 31,25 34, 27

8 31, 28 31, 90 31, 28 31,8 31, 28 40, 81

9 51, 23 50, 20 51, 23 50,0 51, 23 50, 42
10 36, 69 36, 74 36, 69 36, 4 36, 69 37,20
11 - 22,70 20, 43 21,1 20, 43 20, 492
12 39, 70 39,79 39,70 39,7 25, 04 25,12
13 41, 61 42, 30 40, 12 42,1 38,23 38,04
14 56, 12 56, 66 56, 12 56, 7 41,61 42, 80
15 - 24, 32 - 24,2 27,00 27,41
16 28,10 28, 34 28,10 28,8 - 35, 57
17 56, 12 56, 10 55, 14 55,9 55, 14 42, 99
18 11, 74 11, 79 11, 62 11,9 49, 47 48, 28
19 19, 74 19, 77 19, 74 19,3 47, 00 47, 98
20 36, 09 36, 20 36, 09 40, 4 147,42 150, 96
21 - 19,23 - 21,1 29,00 29,83
22 38, 23 34, 06 136,58 138, 2 40,12 40, 00
23 31, 25 30, 07 129,32 129, 1 28,10 27, 98
24 49, 47 45, 90 49, 47 51,1 - 15, 37
25 29, 12 29, 29 29, 12 31,8 - 16, 20
26 19,00 19,04 21,00 21,0 - 16,11
27 18,90 18, 83 18, 90 18,9 11, 74 14,52
28 23,72 23,23 23,72 25,3 19,74 17,99
29 11, 62 11, 97 11, 74 12,1 109,42 109, 32
30 - - - - - 19,30
1 100, 73 102, 40 100, 73 - 100, 73 -

2 78, 45 78, 38 78, 45 - 78, 45 -

3 78, 12 78, 22 78, 12 - 78, 12 -

4 77,13 77,94 77,13 - 77, 13 -

5 73, 22 74, 99 76, 28 - 76, 28 -

6’ 61, 08 62, 67 61, 08 - 61, 08 -

Fonte: Mantruccio, et. al. 2005; Falcéao, D. Q., 2003.



6 ENSAIOS BIOLOGICOS

6.1 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DO DPPH

O termo antioxidante segundo Ferreira e Costa (2011), se refere a compostos
gue tema finalidade de reagir diretamente com os agentes oxidantes, assim como,
os radicais livres. Esses compostos possuem a capacidade de doar elétrons,
provendo uma inativacao dos radicais livres.

Substancias que combatem os radicais livres, diminuindo o seu poder de
reacdo quimica, agem no organismo como mecanismo de defesa. Deste modo, em
constante atividade estdo esses antioxidantes, pois a producdo de energia no
organismo € uma das principais causas da formacédo dos radicais (RAMALHO;
JORGE, 2006).

Os antioxidantes presentes em extratos de plantas segundo Costa e Ferreira
(2011) vém atraindo, cada vez mais, a atencdo dos consumidores, assim como uso
de plantas com propriedades terapéuticas, também, chama a atencdo dos
pesquisadores. Extratos de frutas, cereais, e de diferentes vegetais e, seus produtos
derivados tém mostrado atividades antioxidantes efetivas em diferentes sistemas
modelos. A atividade antioxidante de compostos organicos € dependente de
algumas caracteristicas estruturais, que incluem, na maioria dos casos, a presenca
de grupamentos fendlicos. Desta forma, flavonoides, fenilpropanoides e outros
compostos aromaticos sao os principais alvos da busca por antioxidantes.

Com a intencdo de inibir ou adiar a oxidacao lipidica de Oleos, gorduras e
alimentos gordurosos, sao utilizados compostos quimicos conhecidos como
antioxidantes. O desenvolvimento de compostos indesejaveis oriundos da oxidacao
lipidica € um importante problema a ser resolvido a fim de se obter uma prorrogagao
da vida saudavel de 6leos, gorduras e alimentos gordurosos. Portanto, tem surgido
uma série de estudos para avaliar o potencial antioxidante de varios compostos para
avaliar-se a concentracdo adequada, a influéncia do sistema lipidico e da
temperatura, existindo também forte tendéncia de substituicio dos antioxidantes
sintéticos por antioxidantes naturais, visto que as pesquisas tém demonstrado a
possibilidade dos sintéticos apresentarem algum efeito toxico (RAMALHO; JORGE,
2006)
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Antioxidantes sintéticos BHA, BHT, PG e TBHQ sao os antioxidantes sintéticos
mais utilizados na industria de alimentos (RAMALHO; JORGE, 2006).

A estrutura fendlica destes compostos, Figura 27, permite adoacdo de um
préton a um radical livre, regenerando, assim molécula do acilglicerol e
interrompendo o mecanismo de oxidagdo por radicais livres. Dessa maneira, 0S
derivados fendlicos transformam-se em radicais livres. Entretanto, estes radicais
podem se estabilizar sem promover ou propagar reagdes de oxidagdo Buck (1981
apud Ramalho; Jorge, 2006).

Figura 27- Estrutura fendlica dos antioxidantes sintéticos

H H
C(CH) 3 (CH ) SC\ LC{CH) 3
H3

butil- hldrOXI anlsol (BHA) butil-hidroxi-tolueno (BHT)
H
HO. CH
COOCH, H
galato de propil (PG) terc-butil-hidroquinongTBHQ)

Fonte: Ramalho e Jorge (2006).

Os antioxidantes presentes em extratos de plantas vém despertando o
interesse de pesquisadores. A atividade antioxidante de compostos organicos é
dependente de algumas caracteristicas estruturais, que incluem, na maioria dos
casos, a presenca de grupamentos fendlicos. Desta forma, flavonoides,
fenilpropanoides e outros compostos aromaticos sdo os principais alvos da busca
por antioxidantes (FERREIRA, COSTA, 2011). Entre os antioxidantes naturais mais
utilizados podem ser citados tocoferois, acidos fendlicos e extratos de plantas.

Os flavonoides sédo segundo Behling (2004), uma classe de compostos naturais
de consideravel interesse cientifico e terapéutico. Eles sdo um grupo de substancias
naturais com estrutura fenolica variavel. A quercetina (3,5,7,3’-4’-pentahidroxi
flavona) é o principal flavonoide presente na dieta humana. Varias propriedades

terapéuticas dos flavonoides, principalmente, da quercetina, tém sido estudadas nas
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tltimas décadas, destacando-se o potencial antioxidante, anticarcinogénico e seus

efeitos protetores aos sistemas renal, cardiovascular e hepético.

Figura 28 - Estrutura basica dos flavonoides

Fonte: Behling (2004).

Segundo Rufino et al. (2007) e (SILVA, 2011), a avaliacdo ocorre
principalmente em meio organico e a absorbancia méaxima do radical DPPH" é
medida em 515 nm. A sua coloracao, inicialmente, violeta muda para amarelo
guando ocorre a captura do hidrogénio radical hidroxila, e logo se observa a

diminuicdo da absorbancia, Figura 29.

Figura 29 - Estabilizacdo do Radical Livre DPPH’

N—R bN02 H* N—N NO,
@ NO, @ NO,

cor: violeta-escura cor: violeta-clara
2,2-dipropil -1-(2,4,6-trinitrofenil)hidrazinil 1,1-dipropil -2-(2,4,6-trinitrofenil)hidrazinil

Fonte: Silva (2011).

A Atividade Antioxidante foi realizada no Laborat6rio de Quimica Analitica sob
supervisdo da Técnica de laboratério da UFRR, Elenilda Reboucas.

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada in vitro através do teste de
DPPH’ e com utilizacdo do espectrofotdbmetro UV-Visivel por comparacdo adaptada
com a metodologia de (RUFINO et al., 2007).

A partir da soluco inicial de DPPH" (60 pmol.L™") obtiveram-se solucdes com

as concentragées de 10 pmol.L™ a 50 umol.L™ conforme a Tabela 22 p. 67,
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Tabela 22 - Preparo das solucdes para a curva analitica do DPPH’

Solugdo de DPPH' (mL) Alcool metilico (mL) Concentracéo final DPPH’ (umol.L™)

0 10 0

1,7 8,3 10
3,3 6,7 20

5,0 5,0 30

6,7 3,3 40

8,3 1,7 50

10 0 60

Fonte: Rufinoet al. (2007).

A determinacdo da percentagem de reducdo do DPPH’ foi realizada com a
referéncia quercetina e o extrato da planta Aegiphila integrifélia em diferentes
concentracdes (10 mg.L™, 20 mg.L™?, 30 mg.L™", 40 mg.L™", 50 mg.L™" e 60 mg.L™)

diluidas em metanol e a leitura em espectrofotdmetro a 515 nm.
6.2 DETERMINAQAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

A partir do extrato obtido das folhas de Aegiphila integrifolia (5,0 mg), preparou-
se em tubos de ensaio cinco diluicdes diferentes em triplicatas. Em ambiente escuro,
transferiu-se uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo do extrato para tubos de
ensaio com aproximadamente 4,0mL do radical DPPH 6x10° mol.L?,
homogeneizou-e em tubos de ensaio.

A atividade sequestrante do radical livre DPPH’ foi expressa em termos de
ECso (concentragdo minima necessaria para o antioxidante reduzir em 50% da
concentracdo inicial do DPPH’), por meio da média obtida nos graficos que
relacionam o percentual de atividade contra a concentracdo da substancia ensaiada.
Desta forma, segundo Ferreira, (2010), quanto menor o seu valor, maior é a

capacidade antioxidante das substancias presentes.
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Figura 30 - Curva analitica da Concentragao de DPPH" X Absorbancia

Absorbdncia (515 nm)

Conc. DPPH

Tabela 23 - Valores de ECs5y do DPPH

Regressaolinear Para DPPH

Y=A+B*X
Parametro Valores Erros
A 0,00118 0,01002
B 0,0086 2, 77925 E -4
R SD N P
0,9974 0,01471 7 <0,0001

SD: Desvio padréo.
N: Nimero de amostras.

6.3 CALCULO DE CALIBRACAO DO DPPH

Absorcéo igual 0,510 nm.
0,510=0,00118+0,0086X
X=59,165 umol.L™ ou 0,023 g reduzindo a 50% igual DPPH=0,012 g.L™.
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Figura 31 - Curva analitica da Cocentracdo de Quercetina X Absorbancia

—&— Quercetina
8 —— Coeficiente Angular

Absorbancia (515nm)

0.0 . , . , . , . . - |
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,028

Concentracdo (maglL)

Tabela 24 - Valores de EC 50 da Quercetina

Regressao Linear
para Quercetina

Y=A+B*X
Parametro Valores Erros
A 9,83726 E-4 3,65289 E-4
B 21,87033 0,0266
R SD N P
1 5,35318 E-4 6 <0,0001

SD: Desvio padréo.
N: Nimero de amostras
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Figura 32 - Curva analitica da Concentracdo de Aegiphila integrifolia X
Absorbancia

0,50 m  Aegiphila integrifolia
Coeficiente Angular

0,48 —

Absorbancia (515nm)

0,40 ’ : . | . | . | T T
0,018 0,019 0,020 0,021 0,022 0,023

Concentracdo (mg/L)

Tabela 25 - Valores de ECs, do extrato etandlico de Aegiphila integrifolia
Regressao linear Aegiphila integrifolia

Y = A+B*X
Parametro Valores Erros
A - 0,03025 0,03953
B 23,27784 1,91743
R SD N P
0,9867 0,0067 6 2,64157E-4

SD: Desvio padréo.
N: NUmero de amostras

A analise foi feita com extrato etandlico da Aegiphila integrifolia. O valor de
ECso foi de 59,165 pmol.L™. Portanto sdo necessarios 0,012 g.L™* de DPPH’ para
reduzir 0,242 g.L'do extrato etandlico de Aegiphila integrifoliae 0,257 g.L™ do
padrao quercetina.

O teste antioxidante mostrou-se positivo nos extratos etandlico de Aegiphila

integrifolia comparados ao padrao quercetina.

7 BIOENSAIO PRELIMINAR COM EXTRATO ETANOLICO AEGIPHILA
INTEGRIFOLIA

7.1 ENSAIO DE TOXICIDADE FRENTE AO MICROCRUSTACIO: Artemia Salina

A analise de toxicidade de substancias e extratos aos nauplios de Artemia

salina Leach é um método simples, rapido e de baixo custo para determinacdo da



toxicidade e para sugestdo de compostos bioativos, que se baseia na viabilidade
remanescente desses microcrustaceos ap0s exposicdo ao tratamento em estudo. O
método pode ser considerado um teste inicial para prever atividades farmacolégicas
de substancias puras e extratos, os quais podem ser submetidos posteriormente a
ensaios mais elaborados para determinar atividades biolGgicas especificas. Sao
consideradas téxicas aos nauplios de artemia todas as substancias ou extratos que
apresentam CLso<1000 pg.mL™* (MEYERet al., 1982).

Bioensaio preliminar tem como objetivo de avaliar ou prever os efeitos de
substancias téxicas nos sistemas biologicos, classificar a toxidade de uma
substancia quimica. O teste possui carater agudo-letal, que consiste de uma analise
apos curta exposicao (24 - 48) do composto com o organismo bioindicador. Neste
teste obtém-se uma taxa de sobrevivéncia deste ao produto testado, ou seja,
observam-se os danos causados ao organismo teste e a concentragdo que provoca
a morte de 50% dos mesmos, representada pela sigla LCsp ou DLsp (MEYEREet al.,
1982).

A utilizacdo da Artemia salina como bioindicador em testes de toxicidade aguda
€ devido a sua capacidade para formar cistos dormentes, sua praticidade de
manuseio e cultivo, por ser um método rapido e barato, além de ser bioindicador
capaz em uma avaliacdo toxicolégica pré-clinica Hildebrandtet al. (2013 apud
BARBOSA et al. 2003).

7.2 METODOLOGIA EMPREGADA

A toxicidade sobre Artemia salina empregou a metodologia segundo Mayer et
al. (1982) e McLaughlin et al. (1993).

7.2.1 Incubacéao

Em um aquéario de forma arredondada que serviu como incubadora, foi
adicionada uma solucéo salina artificial (40 g de sal marinho para 1 Litro de agua
destilada) com o pH ajustado entre 8 e 9. A incubadora foi iluminada artificialmente
com uma lampada fluorescente com aeracdo. Em um dos lados da incubadora,
foram colocados aproximadamente 100 mg de cisto de Artemia salina. Parte do

sistema foi coberto com papel aluminio para que 0s organismos ao nascerem,
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permanecessem isolados em um dos lados do aquéario devido a diferenca de
iluminacdo. Durante a incubacéo, a temperatura foi monitorada em torno dos 28° C

entre 24 e 48 horas para eclodirem.
7.2.1 Exposicao

O tempo de exposicéo partiu de uma solucéo de 11 mL contendo 10 pg.mL™
da amostra do extrato etandlico de Aegiphila integrifélia solubilizada 1% de tween 80
e completado com agua salina.

Apo6s o periodo de incubacéo de 24 horas,o0s organismos (nauplios de Artemia
salina), foram selecionados e expostos em tubos de ensaios com diferentes
concentracdes diluidas de 6,87: 13,75: 27,5: 55,0: 110,0 e 220 (ug.mL™) da amostra.
Em cada tubo, foram transferidos com pipeta de Pastero1l0 nauplios de Artemia. Os
testes foram feitos em triplicata para cada concentracédo. Utilizou-se uma solugéo

salina como controle positivo também em triplicata.
7.3 INTERPRETACAO DOS RESULTADOS DO TESTE DE TOXICIDADE

Considerar-se baixa toxicidade quando a dose letal 50% (DLso) foi superior a

500 pg.mL™?; moderada para DLso entre 100 a 500 ug.mL™ e muito téxico quando a
DLsy foi inferior 100 ug.mL™.

Na leitura apés 24 horas foi constatada auséncia de mortalidade e apds 48

horas os resultados obtidos encontram-se na Tabela 26.

Tabela 26 - Letalidade frente a Artemia salina
Conlcentragéo Ng 1000 500 250 125 62,5 31,25 Controle Controle

mL 1 2
Amostra 3 1 0 0 0 0 0 0
Duplicata 3 1 0 0 0 0 0 0
Triplicata 2 1 0 0 0 0 0 0
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Figura 33 - N° de nauplios mortos x Concentracéo do E.E. da A. integrifolia
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Tabela 27- Valores de DL 5o frente a Artemia salina
Parametro  Valores Erros

A -3,25672  1,4403

B 0,02852 0,00306

R SD N P

0,9778 2,53276 6 7,3405E-4

SD: Desvio padréo.
N: Nimero de amostras

7.4 CALCULO DE CALIBRACAO FRENTE A Artemia salina
Y= A+B*X

50=-3,25672+0,02852*X

X=1867,346 ou 1,867x10°

O extrato etandlico da planta Aegiphila integrifélia de acordo com o teste
realizado frente a Artemia salina é considerado de baixa toxidade (DL 50% superior
a 500 pug.mL™) tendo sido encontrado o valor de DL de 1,867x10%ug.mL™.

O resultado encontrado estd em acordo segundo Oliveira apud Zuque (2004),
com valores encontrados na literatura onde é citada a baixa toxicidade do género

Aegiphila frente a Artemia salina.
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8 BIOENSAIO DE MIC (Minima Concentracdo Inibitoria) PARA
MICROORGANISMOS (Fungos Filamentosos, Bactérias Gram-Positivas, Gram-

Negativas e Levedura)

Os Fungos Filamentosos: Aspergillus flavus e Fusarium proliferatum. As
Bactérias Gram-Positivas utilizadas no teste foram S. aureus (ATCC 25923) e S.
sanguinis (ATCC 49456), Gram-Negativas foram Escherichia coli e Salmonella
tiphymurium. O antibidtico testado para as Bactérias Gram-Positivas e Gram-
Negativas foi Ampicilina. E para leveduras Candida albicans os antibidticos
comparados foram Nistatina e Miconazol.

Todos os ensaios da atividade biologica descritos abaixo foram realizados no
Laboratorio de Biotecnologia e Bioensaios no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) com a supervisdo da Prof* Dra.

Jacqueline Aparecida Takahashi.

8.1 METODOLOGIA PARA OS FUNGOSFILAMENTOSOS

Fungos: Aspergillus flavus e Fusariumproliferatum.

Solvente utilizado para o preparo das amostras: Dimetilsulfoxido.
Concentracdo das amostras no teste: 250 pg.mL™.

Meio utilizado para o crescimento dos micro-organismos: Caldo Sabouraud.
Concentracdo da suspenséo de esporos: 5 x 10 esporos mL™.

Tempo de incubacao das amostras: 48 horas.

8.2 DADOS DA LEITURA:

Realizada em leitor de placas de microtitulacéo.

Comprimento de onda utilizado na leitura: 490nm.

8.3 TRATAMENTO DOS DADOS:

Teste de outlier: Teste de Grubbs, com nivel de significancia de 95%.
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Célculo da porcentagem de inibicdo: Realizado por meio da formula

(EC —CC) x 100
CH—-CM

%inibicao = 100 —

sendo EC a absorbancia do teste, CC a absorbancia do controle da amostra, CH a
absorbancia do controle do fungo e CM a absorbéncia do controle do meio de

cultura.

8.4 METODOLOGIA EMPREGADA PARA AS BACTERIAS GRAM-POSITIVAS E
GRAM-NEGATIVAS E LEVEDURA

As amostras foram pesadas e solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO),
resultando em uma solucdo com concentracdo de 50 mg.mL(extratos) el2,5
mg.mL™ (substancias puras). Pipetaram-se 40 pL desta solucdo para um frasco
contendo 960 pL de meio de cultura BHI (solucéo de trabalho). Foi preparado um
pré-indculo no qual as bactérias (leveduras) estocadas em tubos de ensaio foram
transferidas com alca de platina e inoculadas em tubos de ensaios contendo 3,0 mL
de meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion, Infuso de cérebro e coracao). Em
seguida, os tubos foram incubados em estufa a 37 °C por 18 horas. Com o auxilio de
uma micropipeta, 500 pL do pré-indculo foram transferidos para tubos de ensaio
contendo 4,5 mL de agua destilada estéril. Os tubos foram homogeneizados e a
concentragcdo ajustada comparando-se com o tubo 0,5 da escala de McFarland de
turbidez padr&o (10® UFC mL), obtendo-se assim, os inéculos utilizados no teste.

Os testes foram realizados em placas de 96 micropoc¢os, em duplicata. Em
cada poco foram adicionados 100 pL do meio de cultura BHI. No poco 1 foram
adicionados também 100 pL da solucéo de trabalho. Homogeneizou-se a solucéo e
100 pL foram transferidos para o0 prOXimo poco e assim sucessivamente.
Desprezaram-se os 100 pL finais. Foram testadas oito concentracdes de cada
amostra. A seguir, 100 pL do in6culo do micro-organismo a ser testado foram
adicionados a cada poco. Foram realizados dois controles, um para controle de
crescimento do micro-organismo, no qual ndo houve adicdo da solugao de trabalho
(para verificar a viabilidade celular) e o branco, em que néo se adicionou o inéculo

(para se eliminar o efeito da coloragéo da solucao de trabalho). Uma placa controle
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contendo 100 pL de meio de cultura BHI e 100 pL de agua destilada estéril foi
adicionada ao experimento como de controle de esterilidade do meio de cultura BHI.

As microplacas foram submetidas a primeira leitura em leitor de placa de Elisa
(492 nm) imediatamente apds a execucdo do experimento (leitura a Ohoras).
Posteriormente, foram incubadas em estufa a 37 °C e apés 24 h foi realizada nova

leitura das mesmas, encerrando o teste.

8.5 INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

O bioensaio da Minima Concentracdo Inibitéria (MIC) para as Bactérias
Staphylococcus aureus, Streptococcus sanguinis, Escherichia coli, Salmonella
do
pectolinarigenina (RR05) e no extrato etandico (RR06) apresentaram 0s seguintes

tiphymuriume Candida albicans realizado com amostras flavonoide

resultados na Tabela 28.
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Tabela 28 - Bioensaio de MIC das amostras RR05 e RR06

Concentracdo  S. aureus S. sanguinis E. coli S.tiphymurium C. albicans
RRO5 RR0O6 RRO5 RR06 RRO5 RR0O6 RR05 RRO06 RRO5 RRO06

% de inibicdo

01 (500 pg) 25,886 40,453 93,827 47,798 0,000 65,782 0,000 100 92,473 92,086

% de inibicdo

02 (250 pg) 22,638 28,740 34,998 32,365 0,000 30,917 0,000 71,425 95410 91,339

% de inibicdo

03 (125 ug) 20,079 19,094 34,725 32,093 0,000 20,572 18,727 36,431 95,820 91,185

% de inibicdo

04 (62,5 ug) 15,748 10,433 26,827 23,196 1,125 14,952 23,593 39,640 96,202 91,601

% de inibicdo

05 (31,25 ug) 14,075 5,610 21,289 18,293 8,735 8,834 31,772 14,068 96,299 91,932

% de inibicdo

06 (15,625 ug) 11,024 0,591 19,383 15,933 13,012 11,371 33,635 46,888 97,200 92,194

% de inibicdo

07 (9,375 ug) 12,795 5,512 26,555 12,574 13,559 13,509 43,678 56,413 97,964 92,741

% de inibicdo

08 (3,90625

ug) 0,000 0,000 0,000 0,000 15,250 17,687 56,102 42,953 96,892 91,960

Célculo das médias do Bioensaio de Minima Concentracao Inibitéria para os

Fungos Filamentosos (250 pg.mL™), as Bactérias Gram-Positivas, Gram-Negativas e
a Levedura (500 pg, 250 pg, 125 pg, 62,5 pg, 31,25 pg, 15,625 pg, 9,375 pg, 3,906

Hg) apresenta-se o percentual de inibicdo na Tabela 29 p. 77.



7

Tabela 29 - MIC para os Fungos Filamentosos e Bactérias Gram-Positivas, Gram-

Negativas e Levedura

FUNGOS

S. flavus 250 (ug.mL™)
(RRO5) 0%
(RRO6) 38%

S. proliferatum 250 (ug.mL™)
(RRO6) 0%
(RRO6) 20%

BACTERIAS GRAM- POSITIVASBACTERIAS GRAM-NEGATIVAS LEVEDURA
S. Antibiotico S. Antibidtico E. coli Antibidtico S. Antibiético C. Antibittico
aureus  Ampicilina  sanguinis  Ampicilina Ampicilina  tiphymurium  Ampicilina albicans  Nistatina e
Miconazol
(RRO5) (RRO5) (RRO5) (RRO5) (RRO5)
0 0 0
15% 79% 32% 13% 06% 96% 26% 100% 9% 910
(RRO6) (RRO6) (RRO6) (RRO6) (RRO6)
14% 23% 23% 51% 92%

As médias das concentracbes das amostras do flavonoide (RR05) e do extrato

etandlico (RRO0), referente as bactérias e fungos, foi observado baixa inibicdo, pois a

maioria dos testes a inibicéo foi inferior a 50% comparadas ao antibiotico ampicilina.

A levedura Céandida albicans apresentou uma inibicdo satisfatoria de 96%

para amostra (RR05) e 92% (RRO06) comparadas aos antibiéticos Nistatina e

Miconazol.



10 CONCLUSAO

O estudo Fitoquimico do eluato cloroférmio do extrato etandlico realizado das
folhas de Aegiphila integrifolia (Jacqg.) coletadas no Campus Caumé das Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal de Roraima.

A partir do eluato cloroférmio, isolou-se, purificou-se e caracterizou-se um
flavonoide denominado Pectolinarigenina inédito na familia Lamiaceae e no género
Aegiphila. Além desse, foram isoladosuma mistura de ésteres metilicos saturados e
insaturados e uma mistura B-sitosterol, estigmaterol e lupeol glicosilados. Neste
trabalho foram utilizadas varias técnicas de isolamento e purificacdo do extrato
etandlico numa etapa preliminar, esse extrato foisubmetido ao fracionamento por
meio de técnica de cromatografia em coluna de silica Gel 60 e através de
associacéo de técnicas espectroscépicas como IV, RMN de *H, RMN de *C, HMQC,
HMBC, bem como espectrometria de massas em comparagao com a literatura.

Para identificacdo dos ésteres metilicos foi utilizada a técnica de CG em
comparacao com padroes.

Os Ensaios bioldgicos mostraram que: o extrato etanolico de Aegiphila
integrifolia (ECso 0,242 g.L™) possui um bom potencial antioxidante comparado ao
padrdo quercetina (ECsp 0,257 g.L™), por se tratar de um extrato bruto. E o teste com
a Artemia Salina apresentou baixa toxicidade, pois houve baixa mortalidade,
condizente com a Literatura desse género.

Foram submetidos ao ensaio da Minima Concentracao Inibitoria (MIC), fungos
os Aspergillus flavus e Fusarium proliferatum com as amostras do flavonoide (RR05)
e extrato etandlico (RR06). A amostra pura (RR05) ndo apresentou atividade
antifangica. E a amostra do extrato etandlico (06) apresentou uma atividade inferior
a 50%. Nao foi encontrado relato sobre esses fungos na Literatura.

As Bactérias testadas no bioensaio da Minima Concentracao Inibitoria (MIC) foram
S. aureus, S. sanguinis, Escherichia coli e Salmonella tiphymurium. A inibicdo das
amostras (RR05) e (RR06) testadas com essas bactérias foi insatisfatoria, pois a
maior parte delas néo atingiu o nivel de inibicdo de 50%, comparado ao antibiético
ampicilina. Dessas bactérias apenas a S. tiphymurium inibiu mais de 50% para a
amostra (RR06). J& a levedura Candida albicans apresentou inibicdo de mais 90%

satisfatéria para ambas as amostras comparados aos antifingicos Nistatina e
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Miconazol. Também nao foi encontrado relato sobre esses bioensaios no género
Aegiphila.

Este trabalho contribui com o estudo Fitoquimico das Lamiaceae fornecendo
dados sobre o género Aegiphila e mediante a divulgacdo de novos dados sobre
Aegiphila integrifolia na Literatura. Posteriormente podera servir como referéncia
para outros trabalhos.

As demais amostras se encontram depositadas no Laboratério de Produtos
Naturais da UFRR. Terdo se estudo continuado.
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