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RESUMO

O género Eugenia pertencente a familia Myrtaceae e compreende
aproximadamente 1.038 espécies com ampla distribuicdo no bioma Amazoénia.
Na Reserva Florestal Adolpho Ducke (RFAD), uma amostra representativa do
ecossistema Amazoénia de Terra Firme localizada no estado do Amazonas, €
possivel encontrar espécies desse género, como as Eugenia adenocalyx e
Eugenia lisboae. Devido a complexidade do ponto de vista botanico e
semelhancas entre tais espécies, este trabalho visou caracterizar a composicéo
quimica e avaliar as atividades antioxidante de Eugenia adenocalyx e Eugenia
lisboae, afim de discriminar a composi¢ao quimica e corroborar na identificacao
morfolégica dessas espécies. Os extratos obtidos dessas duas espécies de
Eugenia foram analisados empregando-se métodos espectrométricos auxiliados
por ferramentas quimiométricas. Essa metodologia mostrou-se eficiente na
diferenciacdo da composicdo quimica entre as duas espécies semelhantes, pois
direcionou o isolamento das substancias responsaveis pela diferenciacéo
quimica entre as espécies. A utilizacdo de técnicas cromatograficas e
espectrométricas hifenadas ou ndo, resultou na identificacdo do acido
rotundidico (1), dihidro-kempferol (2) e do dihridro-kampferol-3-O-[B-xilopiranosil-
(1->2)]-B-raminopiranosideo (3) a partir do extrato etandlico de folhas de Eugenia
lisboae, e de cinco alquilresorcinois glicosilados, 3-O-metil-5-(1’-hidroxipentil)-
resorcinol-4-O-B-glucopiranosideo (4), 3-O-metil-5-(1’-hidroxipentil)-resorcinol-4-
O-B—(6”-galoil)-glucopiranosideo (5), 3-O-metil-5-(1’-hidroxipentil)-resorcinol-4-
O-B-(4”, 6”-digaloil)-glucopiranosideo (6), 4-hidroxi-3-O-metil-5-pentilresorcinol-
1-O-[a-xilopiranosil-(1-2>6)]-B-glucopiranosideo (7)), 4-hidroxi-3-O-metil-5-
pentilresorcinol-1-O-[a-xilopiranosil-(1->6)]-B-(4"-galoil)-glucopiranosideo (8), a
partir do extrato etandlico de folhas de Eugenia adenocalyx. Dentre as oitos
substancias descritas nesse estudo, 3, 4, 5 e 8 ainda ndo foram descritas na
literatura. A identificacdo dessas substancias possibilitou constatar qual a
composicao quimica esta relacionada a cada espécie. A andlise estatistica dos
resultados da capacidade sequestrante frente ao radical livre DPPH" e o céation
radical ABTS™ evidenciou que os extratos etandlicos de Eugenia adenocalyx
(EF4-3, Clso=90,4 ug.mL1; EC4-3, mEqT=1914,7 ug.mL!) apresentam a melhor
atividade antioxidante. Esses potenciais antioxidantes se devem a presenca dos
alquilresorcinois em sua composicdo, cujas respostas antioxidantes para os
alquilresorcinois 5 séo Clso = 59,37 ug.mL* e mEQT = 1879,0 ug.mL?, e 8 sdo
Clso= 59,33 ug.mL?* e mEqT= 1802,3 ng.mL*. Portanto, este trabalho contribui
com o conhecimento quimico acerca do género Eugenia, bem como corroborou
com os estudos taxondmicos dessas duas espécies semelhantes amazoénicas.

Palavras-chaves: RMN, EM, QUIMIOMETRIA, CLAE, DPPH*, ABTS™.



ABSTRACT

The Eugenia genus belongs to the Myrtaceae family and comprises
approximately 1038 species with wide distribution in the Amazdénia biome. In the
Adolpho Ducke Forest Reserve (RFAD), a representative sample of the Terra-
Firme ecosystem of Amazoénia located in the Amazonas State, it is possible to
find species of this genus, such as Eugenia adenocalyx and Eugenia lisboae. The
Eugenia presents a botanical complexity and morphological similarity. This work
has aimed to characterize the chemical composition and evaluate the antioxidant
activities of Eugenia adenocalyx and E. lisboae in order to discriminate the
chemical composition and corroborate with morphological studies of these
species. The extracts obtained from these two Eugenia were analyzed using
spectrometric methods assisted by chemometric tools. This methodology has
proved to be efficient in chemical differentiation of these species, since it directs
to isolation of the substances responsible for the chemical differentiation. The use
of chromatographic and spectrometric techniques has resulted in the isolation
and identification of rotundioic acid (1), di-hydro-kaempferol (2) and of di-hydro-
kaempferol-3-O-[B-xylopyranosyl-(1->2)]-B-rhamnopyranoside (3) and from the
ethanolic leaves extract of E. lisboae, besides five alkylresorcinols glycosides, 3-
O-methyl-5-(1’-hydroxypentyl)-resorcinol-4-O-p-glucopyranoside  (4), 3-0-
methyl-5-(1’-hydroxypentyl)-resorcinol-4-O-B—(6"-galloyl)-glucopyranoside (5), 3-
O-methyl-5-(1’-hydroxypentyl)-resorcinol-4-O-p-(4”, 6”-di-galloyl)-
glucopyranoside (6), 4-hydroxy-3-O-methyl-5-pentylresorcinol-1-O-[a-
xylopyranosyl-(1-2>6)]-p-glucopyranoside (7), 4-hydroxy-3-O-methyl-5-pentyl-
resorcinol-1-O-[a-xylopyranosyl-(1->6)]-B-(4”-galloyl)-glucopyranoside (8) and
from the ethanolic leaves extract of E. adenocalyx. Among eight substances
described, (3-5) and (8) have not yet been described in the literature. The
identification of these substances permitted to verify which chemical composition
is related to each species. The statistical analysis of the results from DPPH and
ABTS methods have demonstrated that the ethanolic extracts of E. adenocalyx
(EF4-3, ICso = 90.4 ug.mL"1, EC4-3, mEQT = 1,914.7 ug.mL"?) have showed the
best antioxidant activities. Being this extract slightly rich in alkylresorcinols
derivative in their composition. The alkylresorcinol (5) presents range of values
of ICs0 = 59.37 ug.mL~* and mEqQT = 1,879.0 ug.mL™, and (8) indicates range of
ICs0 = 59.33 ug.mL™' and mEQT = 1,802.3 pg.mL™. Therefore, this chemical
study has contributed with the chemical knowledge about the Eugenia genus, as
well as corroborated with the taxonomic studies of both two similar Amazon
species.

KEY WORDS: NMR, MS, CHEMOMETRY, HPLC, DPPH’, ABTS™.
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1. Introducao

Myrtaceae constitui uma das mais importantes e maiores familias dentre
as Angiospermas localizadas no Brasil (Souza, 2015). As espécies de Myrtaceae
destacam-se pelo seu vasto potencial econémico, uma vez que seus frutos sao
muito utilizados na alimentacdo em forma de sucos, geleias, sorvete e mesmo
in natura, podendo-se destacar as espécies Psidium guajava e Eugenia uniflora,
conhecidas popularmente como goiabeira e pitangueira, respectivamente
(Lorenzi, 2006).

Dentre os géneros que constituem a familia Myrtaceae, Eugenia é o maior
em numero de espécies, com aproximadamente 73% de suas espécies
localizadas no Brasil (Souza, 2015). No bioma Amazdnia, constituido por varios
ecossistemas, dentre os quais 0 ecossistema da Amazonia de Terra Firme,
destaca-se a Reserva Florestal Adolpho Ducke (RFAD), uma amostra
representativa desse ecossistema. Essa area de protecdo ambiental esta
localizada na borda norte do perimetro urbano da cidade de Manaus (capital do
Estado do Amazonas), abriga varias dessas espécies, como a Eugenia
punicifolia usada no tratamento de problemas estomacais e diabéticos (Ribeiro
et al., 1999).

Espécies de Eugenia apresentam em sua composicdo gquimica taninos
condensados e hidrolisaveis, triterpenos, fenilpropanoides, flavonoides (Ghai et
al., 2014; Junior et al.,, 2014), compostos fendlicos (Dan et al., 2010) e
diglicosideos (Magina, 2008), cujas atividades antioxidantes e antitumorais, em
parte ja foram exploradas. No entanto, devido a grande diversidade de espécies
de Eugenia, 0 mesmo ainda carece de estudos sobre sua composi¢ao quimica

e suas atividades bioldgicas.

Poucos sdo os estudos sobre as espécies Eugenia adenocalyx e E.
lisboae, dentre os quais se destaca a dissertacdo de mestrado em Quimica
intitulado “Caracterizacdo Quimica e Atividades Bioldgicas dos Oleos Essenciais
das Folhas de Eugenia spp. (Myrtaceae) ocorrentes na Amazénia de Terra
Firme” desenvolvido por Azevedo (2014). Nesse estudo, Azevedo descreve a
composigdo quimica aos 0Oleos essenciais de Eugenia adenocalyx e E. lisboae,

cujos perfis cromatogréaficos sdo semelhantes (Pearson = 0,63), porém distinto
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visto que a E. adenocalyx apresenta teores significativos de monoterpenos
(17,94%, principalmente o- e B-pineno).

Outro trabalho envolvendo as espécies em destaque consiste no estudo
taxondmico de Eugenia spp. ocorrentes na RFAD, intitulado “Estudos em
Eugenia L. (Myrtaceae) na Amazbnia Central: taxonomia com 0 uso de
ferramentas morfoanatdmicas” (Souza, 2015). Esse estudo evidenciou a partir
de caracteres morfologicos e anatdbmicos que essas duas espécies, antes
denominadas afins por McVough (Mcvaugh, 1959) e nomeadas como Eugenia
citrifolia e E. aff. citrifolia, respectivamente (Souza, 2015), apresentam caracteres
morfolégicos e anatbmicos distintos, porém semelhantes. Souza (2015)
reclassificou-as como Eugenia adenocalyx e Eugenia lisboae, respectivamente,
sendo essa Ultima descrita como uma nova espécie de Eugenia (Souza, 2016).

Portanto, a proposta desse estudo € investigar a composicdo dos
constituintes quimicos fixos presentes nas espécies Eugenia adenocalyx e
Eugenia lisboae, empregando-se técnicas cromatograficas e espectrométricas,
visando discriminar como a composicdo quimica pode corroborar na
diferenciacdo botanica dessas duas espécies. Além disso, pretende-se
determinar os potenciais antioxidantes dos extratos e das substancias isoladas

a partir dessas matrizes.
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. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Estudar a composicdo quimica de duas espécies botanicas semelhantes:
Eugenia adenocalyx e Eugenia lisboae, bem como avaliar os potenciais
antioxidantes das substancias isoladas e dos extratos dessas espécies.

2.2. Objetivos Especificos
Analisar o perfil quimico dos extratos de Eugenia adenocalyx e Eugenia

lisboae por Espectrometria de Massas e de Ressonancia Magnética
Nuclear;

Isolar e caracterizar as substancias de Eugenia adenocalyx e Eugenia
lisboae responséaveis pelas semelhancas e diferencas espectrais;

Avaliar as atividades antioxidantes das substancias isoladas e dos
extratos das folhas e dos caules de Eugenia adenocalyx e Eugenia lisboae

obtidos em trés periodos distintos de coleta.
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3. Reviséao bibliogréfica

Com o0 avango da ciéncia nos ultimos anos, principalmente na area dos
produtos naturais, substancias bioativas presentes nas plantas tornaram-se
populares como agentes terapéuticos complementares ou alternativos para gerir
elou tratar doencas cronicas. Estudos tém mostrado que partes das plantas
como as folhas, os caules e as frutas tém diferentes substancias bioativas que
podem agir sozinhas ou juntas em varios fatores fisiopatolégicos alvos de
doencas cronicas, como antidiabéticos, anti-cancer, antioxidante e anti-
inflamatorio (Schmeda-Hirschmann et al., 2005; Vilar et al., 2008; Devalaraja et
al., 2011, Ferreira et al., 2014; Yi et al., 2015).

O Brasil apresenta uma ampla biodiversidade, com vérios biomas
distintos, destacando-se o bioma Amazlnia, o qual apresenta milhares de
espécies vegetais pertencentes a diversas familias, dentre as quais destaca-se
a familia Myrtaceae que constitui um grupo complexo que apesar de estar bem
representada em diversidade ainda apresenta poucos estudos (Souza, 2015;
Souza et al., 2016).

3.1. Consideracdes gerais sobre Myrtaceae

No atual sistema taxonOmico, Myrtaceae pertence ao grupo das
Angiospermas, cuja divisdo € Magnoliophyta, classe Magnoliopsida e ordem
Myrtales (Bremer et al., 2009). No mundo, a familia Myrtaceae compreende
cerca de 142 géneros com aproximadamente 5.500 espécies, sendo a segunda
maior familia da ordem. Essa familia apresenta uma distribuicdo predominante
nas regides tropicais e subtropicais, entretanto, a maior parte de suas espécies
concentra-se na regido neotropical (Figura 1), podendo ocorrer desde o México

até a Argentina (Romagnolo e Souza, 2006).
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Figura 1 Distribuicdo das espécies de Myrtaceae (Global Biodiversity Information Facility, 2017)

Do ponto de vista econémico, o Eucalyptus spp. (eucalipto) com diversas
espécies de rapido crescimento é cultivado principalmente para obtencdo de
madeira e utilizado para a produgéo de mourdes, postes, carvao e na fabricacéo
de papel. Ja os botbes florais de Syzygium aromaticum (cravo-da-india) séo
muito utilizados como especiaria na culinaria mundial (Figura 2) (Souza e
Lorenzi, 2008).

ad.wikimedia.org

¥ »\az.J A

’ N
E. jombolana M. tomentosa S. aromaticum E. grandis Psidium guajava
Jambol3o Goiaba-brava Cravo-da-india  Eycalipto rosa Goiabeira

Figura 2 Algumas espécies de destaque “econébmico” de Myrtaceae.

Representando uma das maiores familias da flora brasileira, Myrtaceae
distribui-se em 26 géneros com aproximadamente 1000 espécies ja catalogadas.

Dentre as regibes do Brasil, a Floresta Atlantica e as areas de Restinga
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apresentam o maior niumero de espécies pertencentes aos géneros Eugenia,

Marlierea, Gomidesia e Myrcia.

Quanto ao perfil quimico das espécies de Myrtaceae (Figura 3), 0 mesmo
caracteriza-se pela presenca de taninos, terpenos (mono-, sesqui- e triterpenos),
flavonoides, derivados do floroglucinol, cromenos, estilbenoides e outros (Cruz
e Kaplan, 2004).
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Figura 3 Perfil quimico da Familia Myrtaceae (Adaptado de CRUZ e KAPLAN, 2004).

Estudos relatam a presenca de substancias isoladas de folhas e caules
de espécies pertencentes a familia Myrtaceae, como a miricitrina, um flavonoide
isolado das folhas e caules de Myrcia splendens e Myrcia palustris. A miricitrina
e seus extratos de origem apresentaram capacidade sequestradora do radical
DPPH, onde foi constatado que os extratos brutos apresentam um potencial
antioxidante melhor do que a propria substancia isolada (Moresco et al., 2014).
Além da miricitrina, o acido betulinico, um triterpeno do tipo lupénico isolado a
partir de folhas de Eugenia grandis, possui atividade biologica e farmacologica
incluindo antioxidante, antitumoral, anti-HIV e anti-inflamatoério (Pisha et al.,
1995; Manoharan et al., 2007; Yi et al., 2015).

21



O fracionamento do extrato acetato de etila dos caules e das folhas de
Myrcia bracteata resultou no isolamento e na determinacédo estrutural de quatro
substancias glicosiladas pertencentes a classe dos flavonoides, sendo duas
dihidroflavonas a naringenina - 7-O-glucosideo e o eriodictiol-7-O-glucosideo, um
dihidroflavonol a astilbina e o flavonol quercitrina (Lopes, 2015).

Visando analisar os perfis cromatogréaficos e espectrométricos dos 6leos
esséncias de espécies de Eugenia, foi identificado o sesquiterpeno a-humuleno
como um dos constituintes da Eugenia magna e E. ramossi. Além deste, foi
isolado como constituinte majoritario o sesquiterpeno B-cariofileno, assim como
o a-humuleno apresenta atividades bioldgicas, tais como anti-inflamatoria e
anticancerigena (Potzernheim et al., 2006; Legault, 2007; Azevedo, 2014).

Dos Oleos essenciais de Eucalyptus citriodora foi isolado como
constituinte majoritario o monoterpeno citronelal. Para o 6leo essencial de
Eucalyptus grandis foram isolados como constituintes majoritarios o
B-pineno e o terpineno. Essas espécies apresentam propriedade antibacteriana
frente a bactérias Gram negativas (Estanislau et al., 2001). O Quadro 1 mostra
algumas substancias isoladas a partir de espécies pertencentes a diferentes

géneros de Myrtaceae.

Quadro 1 Algumas substancias isoladas a partir de espécies de Myrtaceae.

Parte
Espécie da Estrutura quimica das substancias Referéncia
planta
Myrcia
splendens e (Moresco et
Myrcia Folhas al., 2014)
palustris
HO ; CHg4
OH
(miricitrina)
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OH

OH
]
HO o
HO OH

Myrcia OH (Lopes,
Folhas
bracteata 2015)
OH CH,
(eriodictiol 7-O-B-D-glicosideo)
CHj
H;C
: YCH,4
i CH
Eugenia 3
magna e (o-humuleno) (Azevedo,
_ Folhas
Eugenia 2014)
ramosii
Eugenia (Manohara
grandis Folhas netal.,
2007)
H
HsC CHg
(&cido betulinico)
CH,
Eucalyptus (Estanislau
o Folhas A
citriodora o) et al., 2001)
HsC CH,
(citronelal)
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i
Eucalyptus (Estanislau
_ Folhas CHj
grandis et al., 2001)
CHg
(B-pineno)
3.1. Eugenia

Eugenia é um dos maiores géneros de Myrtaceae, constituido por

aproximadamente 1038 espécies, das quais cerca de 390 encontram-se no

Brasil, sendo 302 endémicas (Sobral, 2015). Na Figura 4 encontram-se algumas

espécies frutiferas pertencentes ao género Eugenia. Apresentando uma ampla

distribuicAo no bioma Amazbnia, Eugenia ocorre majoritariamente em

ecossistema de Terra Firme (Morais et al., 2014), e em também em ecossistema
de Véarzea (Carim et al., 2008; Souza et al., 2009)

http://www .apremavi.org.br

E. dysenterica
Cagaita

http://crfg.org http://www frutosatrativosdocerrado.bio.br

E. punicifolia
Pitomba Cereja-do-cerrado

E. luschnathiana

http:// www belizespicefarm.com

http://www tradewindsfruit.com

X

E. Uniflora E. stipitata
Pitanga Araca-Boi

Figura 4 Espécies frutiferas de Eugenia ocorrentes no Brasil.
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3.1.1. Classificagéo taxondmica de Eugenia
A classificacdo taxonémica de Eugenia, descrita por Cronquist, é
apresentada a seguir (Cronquist, 1981):
REINO: Plantae
Classe: Magnoliopsida
SUBCLASSE: Rosidae
ORDEM: Myrtales
FAMILIA: Myrtaceae
SUBFAMILIA: Myrtoideae
TRIBO: Myrtae
SUBTRIBO: Eugeniinae
GENERO: Eugenia

Localizada no estado do Amazonas, a Reserva Florestal Adolpho Ducke
(RFAD), local cujo levantamento floristico ainda esta sendo realizado pelo
Projeto Flora da Reserva Ducke (INPA-DFID), relata que metade das espécies
de Myrtaceae pertencentes ao género Eugenia. Algumas dessas espécies
pertencentes a esse género sao utilizadas para a prevencgao e tratamento de
doencas, como exemplo, para o tratamento de diarreia, reumatismo, febre,

colesterol, diabetes, resfriado e males do figado (Cruz e Kaplan, 2004).
3.1.2. Complexidade morfologica do género Eugenia

Estudos sobre a morfologia das espécies de Eugenia evidenciam a
presenca de espécies pertencentes ao mesmo complexo morfolégico, como a E.
adenocalyx que faz parte do complexo morfolégico da Eugenia lisboae, E.
conduplicata, E. dittocrepis, E. ochrophloea, E. peregrina e E. schottiana. A
grande semelhangca morfolégica entre essas espécies acaba por dificultar a
identificacdo das mesmas, resultando em espécimes comumente incluidas ou

identificadas como “aff.” (afins) ou “cf.” (Souza, 2015).

Apos analises taxondmicas recentes e novas comparacdes com especies

desse complexo morfoldgico foi possivel definir as diferencas morfologicas entre
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espécies Eugenia adenocalyx e Eugenia lishoae (Souza, 2015). No entanto,
estudos sobre a composicdo quimica dessas espécies sdo Uteis para detalhar
ainda mais as suas diferencas, além de contribuir para os estudos posteriores
sobre espécies de Eugenia. O Quadro 2 lista as principais diferencas do ponto
de vista morfolégico entre as espécies Eugenia adenocalyx e E. lisboae.

Quadro 2 Caracteristicas morfologicas das espécies Eugenia adenocalyx e E. lisboae (adaptado
de Souza, 2015).

Eugenia adenocalyx Eugenia lisboae

R . ) Ramulos cilindricos, estriados, cinza ou
Ramulos achatados, lisos, cinza.

marrons.
Folhas largo-elipticas ou ovaladas, apice Folhas elipticas, estreitadas, apice agudo a
acuminado. acuminado.

. i Inflorescéncias fasciculadas, pedicelos
Inflorescéncias glomeruladas, pedicelos 3 ] i
. ] >5mm de comprimento; pétalas
mm de comprimento; pétalas obovadas. )
unguiculadas.

Frutos globosos, oblatos, ca. 15-18 mm o
N ) Frutos (sub)globosos ou elipsoides, 8-10 x
diametro., pericarpo glandular-rugoso, ) ~ .
6-7 mm; pericarpo nao glanduloso, nédo
suculento.
suculento.

3.1.3. A gquimica de Eugenia

Na Amazobnia, Eugenia apresenta um elevado numero de espécies,
resultando em sua complexidade do ponto de vista botanico e quimico. Eugenia
apresenta inumeros estudos quimico, visando assim agregar valor cientifico,
uma vez que, os estudos podem auxiliam na diferenciacdo das espécies do
ponto de vista quimico, de forma a compreender como 0s metabdlitos
secundarios podem influenciar na classificacdo botanica Com isso, iniUmeros
séo os estudos que visam identificar os metabalitos secundarios das plantas com
a finalidade de determinar suas estruturas e, consequentemente, suas atividades
guimicas e bioldgicas (Villas-B6as e Gombert, 2006; Devalaraja et al., 2011;
Junior et al., 2014).

Eugenia apresenta em sua composicdo quimica (Quadro 3) uma
guantidade elevada de compostos fendlicos, como flavonoides e taninos, além

de substancias como os terpenos e seus derivados. Essas classes de
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substancias séo as responsaveis por diversas atividades quimicas e bioldgicas,
com destaque para as atividades antioxidantes e antitumorais (Rique et al., 2002;
Sousa et al., 2007).

Os compostos fendlicos em grande parte sdo conhecidos por
apresentarem atividade antioxidante, atribuida a presenca de grupos hidroxilas
fendlicas que podem doar atomos de hidrogénios para os radicais livres
estabilizando assim os mesmos. O radical livre formado no atomo de oxigénio é
estabilizado por ressonancia com o anel aromatico (Huang et al.,, 2005).
Compostos fendlicos incluem os fendlicos simples, os &cidos fendlicos, acidos
hidrocinamicos, estilbenos, flavonoides e proantocianidinas (Ferreira e
Matsubara, 1997; Lelono e Tachibana, 2013).

Visando identificar a presenca de substancias fendlicas com atividades
qguimicas e bioldgicas que do extrato etandlico das flores de E. caryophyllate foi
isolado o flavonoide 2-O-(6’-O-galoil)-s-D-glucopiranosilbenzoato de metila. E.

caryophyllate € amplamente conhecida por seu uso tradicional na medicina

caseira para o tratamento de vémito e nausea (Dan et al., 2010).

A partir do extrato bruto das flores de E. caryophyllus foi isolado o
flavonoide gosipetina 7-O-ramnopiranosideo. Estudos sobre os extratos dessa
espécie constatam a presenca da atividade antiestresse, analgésica e inibicao

mais potente que a da aspirina contra a coagulacao (Ghai et al., 2014).

Das folhas de E. uniflora foram isolados oito compostos, dos quais dois
sao os triterpenos (acido betulinico e centelloside C), trés flavonoides (miricitrina,
miricetina  3-O-(4”-O-galoil)-a-L-ramnopiranosideo e miricetina 3-O-3-D-
glucopiranosideo) e dois megastigmanes: actinidioionosideo e (6S,9R)-
roseosideo, sendo que os flavonoides miricitrina e miricetina 3-O-(4"-O-galoil)-
a-L-ramnopiranosideo apresentam atividade antibacteriana contra S. aureus
(Samy et al., 2014).

As substancias miricitrina e miricetina 3-O-B-D-glucopiranosideo

apresentam potencial antioxidante frente ao teste do radical DPPH'. Os

compostos miricitina 3-O-(4"-O-galoil)-a-L-ramnopiranosideo e miricetina 3-O-f3-

D-glucopiranosideo apresentam moderada atividade inibidora de crescimento de
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linhagens de células cancerigenas humanas do pulmao (A549) (Samy et al.,
2014).

A partir do fruto de E. pyriformis foi isolado compostos fenélicos como
acido galico e quercetina. Atualmente, o acido géalico tem recebido muita atencéo
devido a sua potencialidade frente a eliminacdo de radicais livres e atividade
antioxidante, jA& o flavonoide quercetina destaca-se por suas propriedades
antioxidantes que resultam em sua capacidade de eliminacdo de metais radicais
e ions quelantes livres. Estas propriedades permitem a quercetina inibir a

peroxidacao lipidica (Haminiuk et al., 2014).

A partir de folhas de E. jambolana foram isolados e identificados dois
glicosideos flavonol acetilados e quinze polifendis, sendo dois relatados pela
primeira vez, mearnsentina 3-O-(4"-O-acetil)-a-L-ramnopiranosideo e o
miricetina 3-O-4"-O-acetil-2"-O-galoil, além de substancias como o &cido galico,
galato de metilo, kaempferol, miricetina, acido elagico, acido 3-O-metilelagico,
miricetina 3-0-(4”-O-acetil)-a-L-ramnopiranosideo (miricetrina 4”-O-acetato),
miricetina 4’-metil éter 3-O-a-L-ramnopiranosideo, miricitrina, acido clorogénico,
quercetrina 4”-O-acetato, quercetina 3-O-a-L-ramnopiranosideo, kaempferol 3’-
-D-glucuronopiranosideo, miricetina 3-O-B-D-glcuronopiranosideo, anelagitanino
e nilocitina. Das substancias isoladas dessa espécie, o kaempferol € utilizado na
inibicdo da atividade de acidos graxos, inibindo assim, a lipogénese, além de
apresentar atividade antidiabética por diminuir o glicogénio na corrente
sanguinea (Mahmoud et al., 2001). De seus frutos também foram isolados dois
novos galataninos hidrolisaveis: jamutaninos A e B (Omar et al., 2012).

O acido 3B-trans-p-coumaroiloxi-2a,23-dihidroxiolean-12-en-28-oico
isolado do extrato de cloroférmio de Eugenia sandwicensis mostrou uma
atividade inibitéria significativa (79.2% a 4 mg.ml') em um 7,12-
dimetilbenzantraceno induzido por cultura de 6rgdos mamarios de ratos (Gu et
al., 2001).

A partir das cascas da E. polyantha foram isolados e identificados a
catequina o acido galico e a rutina. As substancias isoladas foram submetidas

aos testes de atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH. O catequina foi
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obtido da fracéo de butanol (81%), o acido galico foi isolado da fracéo de acetona
(40%) e sua atividade antioxidante foi de 94,68% frente ao radical DPPH'. A
rutina foi isolada da fracao de acetato de etila. Da classe dos flavonoides, a rutina
apresenta acdo protetora do endotélio vascular, anti-inflamatoria e

antiedematosa (Lelono e Tachibana, 2013).

A fracdo de diclorometano proveniente do fruto ndo maduro de Eugenia
umbeliflora foram isolados o eugenial A e B e dois novos terpenoides, eugenial
C e D, cujos dados obtidos da atividade antibacteriana dessas substancias
evidenciaram uma potente atividade contra as bactérias Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus, semelhante a dos antibioticos utilizados em terapias

antimicrobianas (Faqueti et al., 2015).

A analise direta do extrato bruto da Eugenia catharinae possibilitou a
identificacdo de seis novas substancias pertencentes ao grupo dos
alquilresorcinois glicosilados (Wubshet et al., 2015). Algumas substancias
pertencentes a esse grupo sao descritas na literatura com atividades quimicas e
bioldgicas, dentre estas podemos destacar as atividades antioxidantes frente os
ensaios de DPPH' e FRAP; e biologica, uma vez que, auxiliam na inibicao do
crescimento de células de cancer do célon humano, como as linhagens de
células HCT-116 e HT-26 na faixa de concentracédo de 5-50 mg.mL* (Zhu et al.,
2011).
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Quadro 3 Substéancias isoladas a partir de algumas Eugenia spp.

(centelloside C)

Espécie Parte Estrutura quimica das substancias Referéncia
da
planta
O_CH3
O0—
Eugenia Flores (Dan et al.,
caryophyllate O 2010)
HO OH|_|
(2-O-(6’-O-galoil)-s-D-glucopiranosilbenzoato de
metilo)
HO
OH
Rha
o] o~
Eugenia HO (Ghai et al.,
Flores
caryophyllus 2014)
HO I
0] OH
(gosipetina 7-O- ramnopiranosideo)
Folhas
, , ORha
O
(mlrlcetma 3-0-(4”-0O-galoil)-a-L-
ramnoplran03|deo)
OH
. . (Samy et
Eugenia uniflora | Folhas al., 2014)
b 1
Folhas
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Folhas

Folhas

Eugenia (Haminiuk

pyriformis Frutos etal., 2014)
(quercetina)
OH
OMe
| OH

Eugenia (Mahmoud

jambolana Folhas ” ? et al., 2001)
OH
Me o
AcO
HO

OH
(mearnsentina 3-O-(4"-O-acetil)-a-L-*Cs-
ramnopiranosideo)
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OH

OH
| OH
Eugenia Folhas o ” ?
jambol
jambolana . oH
Me
AcO OH
HO o
OH
(0]
(miricetina 3-O-(4"-O-acetil-2"-O-galoil )-a-L-1Cs-
ramnopiranosideo)
. Eugenia Folhas
jambolana \M
(miricetina 3-O-(4” O acetll) o-L-1Cs-
ramnop|ran05|deo)
HO
0
HO {
0
HO
HO
Eugenia HO (Omar et
jambolana Frutos al., 2012)

(5-(5-carboximetil-2-oxociclopentil)-3Z-
2S-pentenil-B-(6-0O-galloil)glucopiranosideo-
amutanino A)
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OH

HO O
; OH
Eugenia
Casca
polyantha
OH
OH
(catequina)
OH
HO (Lelono e
. OH Tachibana,
Eugenia Casca 2013)
polyantha
|| O—rutinose
OH ©
(rutina)
O OH
N
Eugenia Casca
polyantha
HO OH
OH
(4cido galico)
O§ H
HO 0 CHg
H;CH,CH,C CHs
O OH CHs
Eugenia Frutos (Eugenial A) (Faqueti et
umbellif lora O§ CH,CH,CH4 al., 2015)

CHy

O

O OH

(Eugenial B)
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HsCH,CH,C

H.C
OH 3

H,;C
(Eugenial C)

CHj

O§ OH

Eugenia
catharinae

Folhas

5-(2-oxopentyl)resorcinol 4-O-f3-D-
glucopyranoside

HO OH

OH

5-pentylresorcinol 4-O-[a-Dapiofuranosyl-
(1—6)]-B-D-glucopyranoside
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3.2. Atividade antioxidante

Substancias oxidantes e radicais livres sdo apontadas como o0s
causadores do envelhecimento precoce e de doengas degenerativas
relacionadas ao envelhecimento, como cancer, doencas cardiovasculares,
declinio do sistema imune e disfuncdes cerebrais. Estudos sobre substancias
antioxidantes que apresentam como principal funcdo a capacidade de
eliminacdo ou neutralizacdo de moléculas de radicais livres presentes em
sistemas biologicos tém atraido a atencdo de pesquisadores de areas como
bioquimica, quimica de materiais e quimica de produtos naturais (Huang et al.,
2005; Sousa et al., 2007; Magina, 2008).

Com base nas reacfes quimicas envolvidas, 0s ensaios de capacidade
antioxidante podem ser divididos em duas categorias de reacfes: ensaio
baseados nas reagdes de Transferéncia de Atomo de Hidrogénio (HAT) e ensaio
baseado na reagéo de Transferéncia de Elétrons (ET) (Huang et al., 2005). Os
ensaios baseados em ET medem a capacidade de um antioxidante em reduzir
um oxidante, que ao ser reduzido adquire uma coloracao diferente. A maioria
dos ensaios baseados em HAT aplica um esquema de reacdes competitivas, nas
guais antioxidante e substratos competem por radicais gerados termicamente

através da decomposicdo de compostos azos. De acordo com o método
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proposto para analisar a atividade antioxidante, os ensaios ET e HAT podem ser
utilizados para determinar a atividade antioxidante de diferente classe de
compostos, com base nisso esses ensaios sao realizados de diferentes
maneiras com basicamente a mesma finalidade. No Quadro 4 estéo
classificados os principais tipos de ensaios antioxidantes de acordo com seus

mecanismo quimico (Re et al., 1999; Huang et al., 2005).

Quadro 4 Principais tipos de ensaios antioxidante baseados em HAT e ET.

Ensaios baseados em HAT Ensaios baseados em ET

¢ Inibicdo induzida de auto oxidag&o de e Determinacdo dos fendis totais por
lipoproteinas de baixa densidade reagente de Folin-Ciocalteu (RFC)

e Capacidade de absorcdo de radical e Poder antioxidante de reducdo do
oxigénio (ORAC) Ferro (FRAP)

e Pardmetro antioxidante total de e Potencial antioxidante total utilizando
aprisionamento radical (TRAP) o ion Cu (Il) como oxidante

e Ensaios de branqueamento da e Captura do radical DPPH’
crocina. e Monitoramento do decaimento do

cation radical ABTS*

Dos ensaios listados no Quadro 4 destacam-se 0s que tem sido mais
utilizado para determinar a capacidade antioxidante dos extrato e substancias

das espécies de plantas, aos quais incluem-se o método com DPPH' (2,2-difenil-
lpicril-hidrazil) e com ABTS* [2,2"azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico)] (Magalhaes et al., 2008; Dudonne et al., 2009; Tresina et al., 2012).

Como base nos aspectos quimicos, o método DPPH' se baseia na captura

do radical DPPH' por antioxidantes (Figura 5), produzindo um decréscimo da
absorbéancia a 515 nm (Rufino et al., 2007b; Magalhaes et al., 2008).

cor: violeta-escura cor: violeta-clara

Figura 5 Estabilizac&o do radical DPPH' por um antioxidante (Rufino et al., 2007b).
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O ensaio de descoloracéo do cétion radical ABTS*, baseia-se na reducéo

do cation radical ABTS* por antioxidantes dos extratos de plantas testados
(Figura 6) (Huang et al., 2005; Rufino et al., 2007a; Magalhaes et al., 2008).

o)
HO™ Y s g ABTS

O’/ “OH

cor: verde-escura

//
o /@:NﬁN ‘jN cor: verde-clara
g v
HO™ 3y s < :
& ~oH ABTS
Figura 6 Estabilizac&o do radical ABTS™ por um antioxidante (Rufino et al., 2007a).

Devido sua praticidade e baixo custo, ensaios antioxidante como a
captura do radical DPPH e monitoramento do decaimento do cation radical

ABTS™ tornaram-se ferramentas usuais e extremamente necessarias na selecéo
inicial de substancias que possam ser utilizadas como farmacos (Sousa et al.,
2007). Além disso, estes ensaios podem auxiliar na escolha das espécies de
planta para estudos quimicos e farmacolégicos e comprovar a presenca de
substancias antioxidantes em alimentos como frutas, legumes e bebidas. Na
area dos produtos naturais esses ensaios sdo muito utilizados para se
determinar a atividade antioxidante de extrato e substancias isoladas como:
compostos fendlicos em geral, fenilpropanoides, flavonoides, cumarinas,
quitosana com diferentes pesos moleculares, antocianinas, carotenoides, rutinas
e kaempferol (Re et al., 1999; Borges et al., 2011).

3.3. Aimportancia das técnicas cromatogréaficas e espectrométricas

no estudo dos Produtos Naturais

BN

Os avancos relacionados a quimica dos produtos naturais sempre
estiveram ligados ao desenvolvimento tecnolégico de técnicas cromatograficas
e espectrométricas. Com o passar dos anos houvesse a necessidade de
caracterizar substancias de interesses em misturas complexas, uma vez que,

métodos classicos baseados no isolamento dos constituintes quimicos séo
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dispendiosos de tempo e matérias cromatograficos. Com a finalidade de diminuir
o tempo de andlise e o0 custo relacionado as mesmas, investiu-se em
metodologias que fazem uso de técnicas cromatograficas hifenadas ou ndo a
técnicas espectrométricas modernas, as quais poderdo aumentar de forma
consideravel a sensibilidade e a seletividade da andlise estrutural dos compostos
de interesse (Queiroz e Hostettmann, 2006).

Dentre as técnicas cromatogréficas, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) € uma das técnicas mais utilizadas para analise e isolamento
de produtos naturais. A CLAE tem sido utilizada de maneira rotineira como
“piloto” para o isolamento em escala preparativa de produtos naturais pela
otimizacdo das condicbes experimentais, pelo controle de diferentes fracdes
obtidas durante o isolamento e pelo controle da pureza final dos compostos
isolados (Queiroz e Hostettmann, 2006; Thammana, 2016).

A utilizacdo da CLAE hifenada (Figura 7) com detectores de ultravioleta
(CLAE-UV) e/ou espectrometria de massa (CL-UV-EM), proporcionou um grande
avanco na quimica dos produtos naturais, uma vez que a unido dessas técnicas
possibilitou o estudo de matrizes complexas, ao mesmo tempo em que se €
realizada a medida dos comprimentos de absorcdo e o monitoria dos ions

presentes nas matrizes de estudo (Lindon et al., 1997).

HPLC || Desviagso dependente

bomba [ do o donterace. J Espectros
Adigdo pos-coluna utilizada em LC/MS ‘
de reativos para M S
Lome lixo / } ‘

e L
1 LC/MS Uv

HPLC INTERFACE
bomba [~O—_colunaHPLC [—{ UV ’

Figura 7 Sistema utilizado para o acoplamento de CLAE-UV e CLAE-EM (Adaptado de Queiroz
e Hostettmann, 2006).

Dentre as técnicas espectrométricas, a Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) e a Espectrometria de Massas (EM) destacam-se, revolucionando a

elucidacéo de estrutura de substancias oriundas de produtos naturais ao ponto
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de que algumas estruturas agora podem ser determinadas em pouco tempo com
1 mg ou menos de amostra. A unido dessas duas técnicas espectrométricas e
espectroscopicas tornou-se um meio extremamente poderosa e muito utilizada
para elucidacao estrutural de compostos orgénicos nos ultimos anos (Junior,
2007; Breton e Reynolds, 2013).

A crescente complexidade dos compostos oriundo de matrizes naturais e
seus derivados tem resultado na utilizacdo da RMN e EM n&o unicamente para
elucidagdo estrutural de moléculas organicas, mas sim para 0 Seu USO
juntamente com quimiometria auxiliando na desreplicagdo de matrizes. A
aplicacdo da quimiometria aos dados de RMN de 'H e EM permite utilizar a
covariancia e métodos de Analise da Componente Principal (PCA) da matriz de
correlagdo para investigar e discriminar os padrbes quimica presente nas
amostras analisadas. Assim como o PCA, outro método formal de explorar os
padrées de dados envolvem a Andlise dos Componentes Hierarquicos (HCA),
onde o objetivo do método € detectar o grau de semelhancas entre as amostras
analisadas (Kim et al., 2005; Mahrous e Farag, 2015).

Portanto, a quimiometria pode ser aplicada para resolver diferentes
problemas sendo eles quimicos ou biolégicos, dentre eles pode-se destacar
estudos que séo realizados com a finalidade de determinar a autenticidade da
origem dos alimentar, bem como os que visam identificar se a composicéo
quimica afeta ou ndo na similaridade morfolégicas entre espécies botanicas
(Belton et al., 1998; Kim et al., 2005; Daolio et al., 2008; Souza e Poppi, 2012;
Yan et al., 2016). Portanto, o uso da RMN e a EM como ferramenta
quimiométrica tem contribuido significativamente para o estudo da metabolémica
de maneira a permitir que um complexo volume de dados possa ser comprimido
sem que haja perda da relevancia das informacdes originais, porém facilitando a

compreensao e interpretacao da correlacdo dos mesmos.
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4. Metodologia

4.1. Reagentes e solventes

Os solventes hexano, acetato de etila e etanol da marca Tedia® (High
Purity Solventes) foram utilizados nos procedimentos de extracao para obtencao
dos extratos. O sistema de filtracdo dos extratos foi composto por suportes

universais, funis simples e papel de filtro.

Metanol Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA) grau CLAE e agua Milli-Q
(Millipore®) foram utilizados como fase mével em experimentos de CLAE.

O 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH" Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA))
foi utilizado na determinacdo da atividade sequestradora de radicais livres, e
quercetina (Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA)) foi utilizada como padréo.

No preparo das amostras para os experimentos de RMN foram utilizados
solventes de deutério (CD3sOD, CDCls e DMSO-d6) (299.9% D), adquiridos da

Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (CIL, Andover, Massachusetts, EUA).

4.2. Coleta e identificacdo do material Vegetal

A primeira coleta das folhas e caules de Eugenia adenocalyx (exsicata
4597) e E. lisboae (exsicatas 3471) ocorreu no dia 02 de abril de 2015 na
Reserva Florestal Adolpho Ducke localizada na cidade de Manaus/AM. A
localizacdo das espécies foi feita seguindo os mapas de trilhas do Projeto Flora
da Reserva Ducke (INPA). A identificacao foi revisada pela botanica Dra. Maria
Andlia Duarte de Souza mediante comparag¢do com as exsicatas depositadas no
herbario do INPA. A segunda e a terceira coleta das folhas e dos caules dos
mesmos individuos ocorreram no dia 29 de agosto de 2016 e no dia 15 de
dezembro de 2016, respectivamente.

4.3. Preparo dos extratos de Eugenia adenocalyx e E. lisboae

As folhas e os caules de Eugenia adenocalyx e E. lisboae foram
primeiramente secas separadamente durante uma semana a temperatura
ambiente e em seguidas secas em estufa com circulagéo de ar forgcada (marca
De Leo Equipamentos Laboratoriais) com temperatura e 40°C pelo periodo de
14 horas. Posteriormente as folhas foram trituradas em liquidificador (marca

BLACK & DECKER®) e os caules moidos em moinho de duas facas (marca
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Fortinox® do tipo Willye e modelo STAR FT-50). As folhas e caules apés
triturados foram devidamente pesados em balanca semi-analitica (marca
Shimadzu modelo BL3200H com precisao de 0,01 g), em seguida 600,0 g das
folhas e dos caules da Eugenia adenocalyx e 500 g das folhas e dos caules da
Eugenia lisboae foram submetidas a extragdo por maceracdo exaustiva
sucessiva a frio, utilizando como solventes extratores na seguinte ordem de
polaridade, hexano (H), acetato de etila (A) e etanol (E). O processo de extracao
foi repetido trés vezes. Os extratos assim obtidos foram concentrados em
evaporador rotatério (FISATOM®, 801) com banho-maria (FISATOM®, 550),
equipado com bomba de vacuo (TECNAL®, Te-058) e um sistema resfriador de
liquidos de circuito fechado (marca FISATOM e modelo 850), secados em capela
de exaustdo, pesados em balanca analitica (ORBITAL, AY220) com precisédo de
0,001 g e armazenado sob refrigeracéo (8°C), totalizando um total de 36 extratos
brutos, sendo 12 extratos por coleta. O procedimento geral da obtencdo dos
extratos esta representado no Figura 8 e o cbdigo dos extratos obtidos estéo

dispostos na tabela 1.

Tabela 1 Cédigo dos extratos obtidos por coleta.

Espécie Parte da Solvente Caodigos Codigos Caédigos
planta extrator 1°coleta 2° coleta 3° coleta
(Abril/15) (Agosto/16) (Dezembro/15)

E. adenocalyx Folhas hexano HF4-1 HF4-2 HF4-3
E. adenocalyx Folhas acetato de etila AF4-1 AF4-2 AF4-3
E. adenocalyx Folhas etanol EF4-1 EF4-2 EF4-3
E. adenocalyx Caules hexano HC4-1 HC4-2 HC4-3
E. adenocalyx Caules  acetato de etila AC4-1 AC4-2 AC4-3
E. adenocalyx Caules etanol EC4-1 EC4-2 EC4-3
E. lisboae Folhas hexano HF3-1 HF3-2 HF3-3
E. lisboae Folhas acetato de etila AF3-1 AF3-2 AF3-3
E. lisboae Folhas etanol EF3-1 EF3-2 EF3-3
E. lisboae Caules hexano HC3-1 HC3-2 HC3-3
E. lisboae Caules acetato de etila AC3-1 AC3-2 AC3-3
E. lisboae Caules etanol EC3-1 EC3-2 EC3-3

41



Figura 8 Fluxograma do preparo dos extratos de folhas e caules das espécies Eugenia adenocalyx e E. lisboae.

Material vegetal
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onoTw
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4.4. Determinacao das atividades antioxidantes
4.4.1. Determinacdo da capacidade sequestradora do radical
DPPH*

A determinacdo da atividade antioxidante dos extratos de Eugenia foi
realizada utilizando o radical livre de DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). Uma
solucdo metanolica de DPPH" a 60 mM foi previamente preparada. As solugdes
das amostras foram preparadas nas concentragées de 1,0 mg.mL* e do padréo
quercetina a 0,05 mg/mL Adicionou-se a microplaca de 96 pocos 20 uL da
amostra ou padrao e realizada a diluicdo em série para obter 5 concentracdes.
Apés foi adicionada 180 uL da solucao de DPPH*. A microplaca foi incubada por
30 min a 25°C em ambiente escuro e posteriormente realizada a leitura da
amostra em leitora de microplaca (Biotek®, EIx800) no comprimento de onda de

515 nm. Os valores de absorbéncia foram calculados conforme a Equacéo 1:
Equacéo 1. Calculo do valor da concentragdo Inibitéria a 50%.

Acontrole - Aamostra

Inibicao (%) = ]xlOO

Acontrole

Onde Acontrole representa a absorbancia da reagdo do controle € Aamostra
representa a absorbancia da reacao da amostra.

Os valores da Concentracao Inibitéria a 50% - Clso das amostras e do
padrao foram calculados com base na interpelacao da curva de calibragcéo a 50%

de inibic&o do radical DPPH'. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.4.2. Determinacdo da capacidade sequestradora do cétion
radical ABTS*™

O ensaio da capacidade sequestrante do ABTS™ consistiu em medir a
descoloracéo da solucédo de ABTS pela presenca de extratos antioxidantes, de
acordo com o método descrito por Re et al. (1999). Foram adicionados 30 L da
amostra em 300 pL da solucdo de ABTS (absorvancia de 0,70 a 750 nm). Apdés
o tempo reacional de 6 minutos as absorvancias foram mensuradas em Leitor de
Microplacas (EIx800, Biotek) a 750 nm. O ensaio foi realizado em triplicata, o
padrdo foi o Trolox e os resultados expressos em mmol de equilaventes de

Trolox por grama de amostra (TEAC).
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4.4.3. Andlise estatistica

A distribuicdo de dados de antioxidante para radical DPPH® e o cation
radical ABTS* foi avaliada utilizando o teste de normalidade (Kolmogorov-
Smirnov) seguido pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para os dados
cuja distribuicdo ndo é normal. A comparacdo de dados multiplos, cuja
distribuicdo é normal, foi realizada utilizando ANOVA paramétrica (analise de
variancia) com o teste de Tukey com um nivel de significancia de 5%. Os
coeficientes de correlacdo de Pearson foram obtidos com o p < 0,05. O software
Minitab ™ 13.0 foi empregado para realizar essas andlises.

4.5. Analise espectroscépica e espectrométrica
4.5.1. Andlise por espectroscopia de RMN de *H

Os experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram
realizados no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear (NMR Lab) da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Os espectros de RMN
unidimensionais (*H, 3C e DEPT135 - Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer) e bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC) foram obtidos
em espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (Bruker Avance IIIHD,
500,13 MHz, sonda BBFO Plus SmartProbe ™). Os deslocamentos quimicos
foram expressos em ppm (8) e as constantes de acoplamento (J) foram
registradas em (Hz). Foi utilizado o programa TopSpin 3.5 para a manipulacdo
dos espectros de RMN.

Para a determinacao do perfil quimico dos extratos hexanicos da 1° coleta
foi utilizado uma aliquota (20,0 mg) solubilizada em 500 uL de CDCls e padréo
TMS. O preparo de amostra dos extratos de acetato de etila e etanol foi realizado
com afinalidade de obter-se o perfil quimico para analise quimiométrica, portanto
o preparo foi padronizando, sendo uma aliquota (15,0 mg) de cada extrato
dissolvida com o auxilio de uma pipeta automatica em 600 uL de CD30OD ja com
padrao de Tetrametilsilano (TMS), mais a adi¢cao de 2,5-dimetilfurano (DMFu) na

concentracéo de 0,16 molar.
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4.5.2. Andlise por Espectrometria de Massas

As analises por espectrometria de massas de baixa resolucdo foram
realizadas no Laboratorio de Espectrometria de Massas da Central Analitica do
Centro de Apoio Multidisciplinar da Universidade Federal do Amazonas - UFAM.

Os espectros de massas de baixa resolucdo foram obtidos em um
Espectrdmetro de Massas da marca Thermo Scientific, modelo LCQ FLEET
equipado com dispositivo de insercao direta das amostras via analise por injecao
em fluxo continuo. As amostras foram analisadas no modo de ionizacao por
eletrospray (ESI) realizado em um analisador do tipo ion-trap (IT). O modo
negativo foi escolhido para a geracdo e analise dos espectros de massas em
primeira ordem (MS), bem como para os demais experimentos em multiplos
estagios (MS"), sob as seguintes condi¢des: voltagem do capilar 35 V, voltagem
do spray 3,14 kV, temperatura do capilar 240 °C, gas de arraste (N2) fluxo 12
(unidades arbitrarias). A faixa de aquisicao foi m/z 100-1000. As fragmentacdes
foram feitas utilizando energia de coliséo entre 1 a 30 eV. O software Xcalibur®
versao 1.0 (Thermo scientific®) foi utilizado durante a aquisicdo e
processamento desses dados espectrométricos.

As andlises no espectrometro de massas de alta resolucdo foram
realizadas no Laborat6rio de Bioquimica do departamento de ciéncias biolégicas
da Universidade Federal de Curitiba.

Os espectros de massas de alta resolugdo foram obtidos em um
Espectrometro de Massas da marca Bruker™, modelo micrOTOF-Q Il equipado
com dispositivo de insercao direta das amostras. As amostras foram analisadas
no modo de ionizacao por eletrospray (ESI) realizado em um analisador do tipo
Quadrople Time of Fligth (Q-TOF). Os modos negativo e positivo foram
escolhidos para a geracdo e analise dos espectros de massas em primeira
ordem (MS), bem como para os demais experimentos em multiplos estagios
(MS"). Os espectros foram adquiridos de acordo com as seguintes condi¢des:
voltagem do capilar 4,5kV, gas nebulizador: nitrogénio (4L.mint), temperatura
do gas nebulizador 170°C (4L.min™!) e faixa de aquisicdo de 100 a 1000 m/z. O
software dataanalysis versdo 4.1 (Bruker) foi utilizado durante a aquisicéo e

processamento dos dados espectrométricos de massas de alta resolucéo.
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4.5.3. Andlise quimiométrica dos dados de RMN de 'H e EM

Para analise quimiométrica dos dados por RMN de 'H a sequéncia pulso
utilizada foi NOESYGGPPR1D com sinal de supressédo de agua, pontos de
dados do dominio de tempo de 64k, largura espectral de 10 kHz, atraso de
relaxamento de 42,3 segundos (D1), tempo de aquisicédo de 13,38 segundos
(AQ), 16 numeros de varreduras com DS de 2, resolucdo de decomposicéo de
0,31 Hz, um ganho do receptor constante a 32 com frequéncia de deslocamento
ajustado 2425,23 Hz. O pulso de calibragdo (P1 9,945 us) com PLW9 de
7,183.10°°W. O valor de D1 (42.13 s) foi estimado em sete vezes o valor de T1
para o sinal do DMFu (5,80 ppm). As linhas de base e as fases dos espectros de
RMN de 'H das amostras foram corrigidas automaticamente empregando
TOPSPIN 3.5. Para confirmar as atribuicfes, os experimentos do tipo COSY,
HSQC e HMBC foram realizados utilizando a biblioteca de programas de pulso
padréo de Bruker™,

Os dados espectrais entre 6 3,50 a 8,00 foram exportados para o software
RStudio 1.0.44, cujos dados foram tabulados usando o algoritmo OBA, apds
alinhamento seguido da exclusdo das regides espectrais do DFMu e sinais de
agua. O algoritmo OBA foi usado com buckets de 0,03 (grau de liberdade de
50%). Depois disso, 0 método paretto foi empregado. Os dados foram analisados
por dois métodos multivariados ndo supervionados no programa quimiomeétrico
the Unscrabler 10.3: Analise de Componentes Principais (PCA) e Analise
Hierarquica de 4 Cluster (HCA). A PCA foi realizada empregando-se o algoritmo
NIPALS devido aos pequenos fatores de dados, conjuntamente com validagéo
cruzada e peso 1,00 para todos os pontos, os quais foram centrados na média.
A HCA foi empregada utilizando o método de Wards.

Os dados espectrométricos de alta resolucdo obtidos dos extratos da
primeira coleta foram exportados para o Excel onde foram pré-tratados (insercao
de valores nulos para auséncia de medidas de massas) e em seguida exportado
para o software quimiométrico the Unscrabler 10.3. A matriz de dados foi
transposta e normalizada por area total. Os dados de intensidade relativa dos
ions transpostos e normalizados foram analisados por dois métodos
multivariados nao supervionados: Analise de Componentes Principais (PCA) e
Andlise Hierarquica de 4 Clusters (HCA). A PCA foi realizada empregando-se o

algoritmo NIPALS devido aos pequenos fatores de dados, conjuntamente com
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validacéo cruzada e peso 1,00 para todos os pontos, os quais foram centrados

na média. A HCA foi empregada utilizando o método de Wards.

4.6. ldentificagdo dos constituintes quimicos da Eugenia lisboae.

Os experimentos de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia hifenada aos
detectores de Arranjos de Diodos e Espectrometros de Massas (CLAE-DAD-EM)
foram realizados em um cromatégrafo (Thermo Scientific, Acella®) hifenados em
linha aos detectores de Arranjo de Diodos (Thermo Scientific, Acella®) e
Espectrometro de massas (Thermo scientific, LCQ FLEET). Foi usada uma
coluna de fase reversa modelo C18 (2) 100 A Phenomenex® (150 x 4,6 mm, 5
Mm) com uma coluna de guarda de mesma fase.

Aliguota de 10 g do extrato bruto de acetato de etila da E. lisboae (AF3-1)
foi fracionado em coluna cromatogréfica aberta, utilizando-se gel de silica 60A
(70-200 um) e silica flash (40-60 um), e como eluentes uma mistura de hexano
e acetato de etila e acetato de etila e metanol com gradiente crescente de
polaridade. Desta coluna foram obtidas 26 fragfes, das quais as fracOes de 17 a
20 foram reunidas devido suas similaridades através da analise de suas
cromatoplacas. Aliquota de 760 mg da fracdo F17X proveniente da unido das
fragcbes F17 a F20, bem como 800 mg da fracdo F23 foram fracionadas em
coluna aberta utilizando como fase estacionéario silica Flash (40-60um) em
sistema de eluigcdo com mistura de cloroférmio/metanol, com gradiente crescente
de polaridade.

O fracionamento das fracdes F17X gerou 32 subfracfes, enquanto, que a
F23 originou 28 subfracfes. Das 32 fracdes obtidas do fracionamento da fracdo
F17X, a fracdo F10 teve seu perfil cromatogréfico obtido por CLAE-DAD-EM em
escala analitica (C18, MeOH->H20, 5-95% em 30 min, 200-600 nm e 100-1000
m/z) empregando uma aliquota de 1,0 mg.mL™?, volume de injecdo da amostra

foi de 10 pL e a taxa de fluxo foi mantida a 1,0 mL.min2.

Obtido o perfil cromatografico da fracdo F10 por CLAE-DAD-EM, 10 mg
da amostra foi diluida em metanol e fracionada por CLAE. Utilizou-se o0 mesmo
método cromatografico de separacdo empregado na escala analitica (C18,
MeOH->H20 5-95% em 35 min, 208 e 271 nm) com um fluxo de 1 mL.min* e

volume de inje¢cdo de 10 pyL. Os picos individuais eluidos da coluna foram
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coletados por multiplas injec6es O pico majoritario eluido da coluna resultou na

substancia 1 com um total de massa de 2 mg.

Do fracionamento da fracdo F23 pode-se identificar em mistura a
substancia 2, presente na subfracdo 21. A mesma foi identificada por RMN em
mistura a partir da andlise do espectro de 'H, 13C, DEPT135 e dos mapas de
correlagbes COSY, HMBC e HSQC. Para obter-se os dados de RMN, 30 mg da
subfracdo 21 foi devidamente pesado, solubilizado em DMSO-de, filtrada e
transferida para um tubo de RMN de 5 mm de diametro. A Figura 9 descreve a
sistematica para isolamento e identificacdo dos constituintes a partir do extrato

de acetato de etila da Eugenia lisboae.
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Figura 9 Fluxograma do isolamento dos constituintes do extrato de acetato de etila da Eugenia lisboae (AF3-1).
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O extrato EF3-1 (5 g) foi submetido ao processo de fracionamento em
sistema de filtracdo acoplado a bomba de vacuo. A fase estacionaria utilizada foi
silica 60A, e o sistema de eluicdo consistiu em trés fases, 100% hexano, 100%
acetato de etila e 100% metanol, na respectiva ordem. O fracionamento deu
origem a trés fracdes, hexanica (EF3h), acetato de etila (EF3a) e metandlica
(EF3m), donde a fracdo metandlica foi fracionada em coluna aberta, utilizando
como fase estacionaria silica de fase reversa (C18), sistema de eluicéo gradiente
de metanol->4gua (35-100%), em ordem crescente de polaridade, coletando-se
entdo um total de 14 fracdes, que posteriormente foram concentradas em

evaporador rotatorio sob vacuo, e em seguida liofilizadas.

A fracdo F8 proveniente do extrato EF3m teve seu perfil cromatografico
obtido por CLAE-DAD-EM em escala analitica (C18, MeOH->H20, 20-100% em
20 min, 200-600 nm e 100-1000 m/z) empregando uma aliquota de 2,0 mg/mL,
volume de injecdo da amostra foi de 5 pL e a taxa de fluxo foi mantida a 1,0

mL.min1,

Obtido o perfil cromatografico da fragdo EF3m_F8 por CLAE-DAD-EM,
40 mg da mesma foi solubilizado em 100 yL de DMSO e posteriormente foi
fracionada por CLAE-UV-semi-preparativa (C18, MeOH->H20, 35-100% em 35
min, 292 e 293 nm) com um fluxo de 4,7 mL.min! e volume de injecdo de 200
pL (Figura 10).

my
1 500-{DETECTar A CHT Z03nm
yefector A Ch2 207nn

1250 /
Substancia 3

100H

7504

5004 (\/\
250 !
b
]

00 25 50 75 100 125 150 17.5 200 225 250 75 300 325 min

Figura 10 Cromatograma da amostra EF3m_F8. Substéancia 3 isolada com tempo de retencéo
de 15.80.
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O pico majoritario eluido da coluna foi devidamente coletado, resultando
na substancia 3 com um total de massa de 8 mg. A Figura 11 descreve a
sistematica para isolamento e identificacdo do constituinte a partir do extrato

etandlico da Eugenia lisboae.

EF3-1
58

a. Fracionou-se em sistema de filtragdo acoplado a bomba de vacuo (60A,
100% hexano, 100% acetato de etila e 100% metanol

EF3h EF3a EFm

b. Fracionou-se em coluna aberta (C18,MeOH—=H,0 20-100%)

| |
EF3m_F1-F7 EF3m_F8

c. Fracionou-se por CLAE-UV-analitica (C18, MeOH=>H20 20 — 100% em 35 min, 292 e 293 nm)

EF3m_F8-1
8 mg

Substéancia 3

EF3m_F8-2

Figura 11 Fluxograma do fracionamento do extrato etandlico da Eugenia lisboae (EF3-1).

4.7. ldentificacdo dos constituintes quimicos da Eugenia adenocalyx.

O fracionamento do extrato EF4-1 (5 g) deu origem a trés fracdes,
hexanica (EF4h), acetato de etila (EF4a) e metandlica (EF4m), donde a fracdo
metanolica foi fracionada em coluna aberta, utilizando como fase estacionéria
silica de fase reversa (C18), sistema de eluicdo gradiente de metanol-> agua,
em ordem crescente de polaridade (20->100%), coletando-se entdo um total de

seis fracoes.

A fracdo EF4m_F5 proveniente do extrato EF4m teve seu perfil
cromatografico obtido por CLAE-DAD-EM em escala analitica (C18,
MeOH->H20, 35-70% em 35 min, 200-600 nm e 100-1000 m/z) empregando
uma aliquota de 1,0 mg.mL™, volume de injecdo da amostra foi de 10 L e a taxa

de fluxo foi mantida a 1,0 mL.min™1.

Obtido o perfil cromatografico da fragdo EF4m_F5 por CLAE-DAD-EM,

90 mg da mesma foi solubilizado em 200 yL de DMSO e posteriormente foi
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fracionada por CLAE-UV-semi-preparativa (C18, MeOH:H20, isocratico, 35:65
em 35 min, 234 e 304 nm) com um fluxo de 4,7 mL.min! e volume de injecéo de
200 pL (Figura 12). Os picos eluidos da coluna foram devidamente coletados,

resultando na substancia 4 e 5 com um total de massa de 6,7 mg e 1,3 mg.

v
Defeclor ATRZ.Z34nm

7 Substancia 4

2004
175 DMSO Substancia 5
1507
1257

100

Figura 12 Cromatograma da amostra EF4m_F5. Substancia 4 isolada com tempo de retencéo
de 12,31, e substancia 5 isolada com tempo de reten¢éo de 16,03.

A fracdo EF4m_F6 também proveniente do extrato EF4m teve seu perfil
cromatografico obtido por CLAE-DAD-EM em escala analitica (C18, MeOH:H20,
isocréatico, 48:52 em 35 min, 200-600 nm e 100-1000 m/z) empregando uma
aliquota de 1,0 mg.mL%, volume de inje¢do da amostra foi de 10 uL e a taxa de
fluxo foi mantida a 1,0 mL.min".

Obtido o perfil cromatografico da fracdo EF4m_F6 por CLAE-DAD-EM,
100 mg da mesma foi solubilizado em 200 uL de DMSO e posteriormente foi
fracionada por CLAE-UV-semi-preparativa (C18, MeOH:H-0, isocratico, 46:54
em 35 min, 228 e 282 nm) com um fluxo de 4,7 mL.min! e volume de injecéo de
200 uL (Figura 13).
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Figura 13 Cromatograma da amostra EF4m_F5. Substancia 7 isolada com tempo de retencéo
de 4,61, e substancia 8 isolada com tempo de retencéo de 5,32.

Os picos eluidos da coluna foram devidamente coletados, resultando na
substancia 7 e 8 com um total de massa de 20,9 mg e 3,7 mg. A Figura 14
descreve a sistematica para isolamento do constituinte a partir do extrato
etandlico da Eugenia adenocalyx.

Todas as fracbes obtidas da fragdo EF4m foram analisadas no
espectrobmetro de massas no modo negativo afim de localizar os ions

responsaveis pela distingdo quimica entre as espécies.
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Figura 14 Fluxograma do isolamento dos constituintes a partir do extrato etandlico da Eugenia adenocalyx (EF4-1).
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5. Resultados e discussao

As figuras referentes aos espectros de RMN dos extratos e das
substancias isoladas encontram-se em anexo a partir da pagina 101 até a 150.
Na pagina 151 estdo as estruturas de todas as substancias identificadas nessa

dissertacgéo.

5.1. Rendimento dos extratos vegetais

As massas dos extratos foram determinadas, e seu rendimento percentual
foi calculado em relacdo a massa do material seco utilizado para obten¢éo dos
extratos (Tabela 2). Com base nos valores de rendimentos dos extratos, conclui-
se gue independente da época do ano em que o material botanico foi coletado,
uma vez mantido a proporcdo do solvente durante o processo de extracdo o

rendimento percentual permanecera na faixa de 0,05 até 5,00 %.

Tabela 2 Rendimento dos extratos por coleta.

1° coleta (9 (%) 2°coleta (g) (%) 3°coleta (g) (%)

HF4-1 6,09 121 HF4-2 0,06 045 HF4-3 0,32 2,17
AF4-1 5,46 1,08 AF4-2 0,14 0,95 AF4-3 0,22 151
EF4-1 20,46 4,08 EF4-2 0,44 2,97 EF4-3 0,63 4,20
HC4-1 0,36 0,07 HC4-2 0,05 0,37 HC4-3 0,03 0,23
AC4-1 3,49 0,68 AC4-2 0,06 0,40 AC4-3 0,03 0,21
EC4-1 2,67 0,52 EC4-2 0,09 0,62 EC4-3 0,04 0,32
HF3-1 6,89 1,01 HF3-2 0,15 1,05 HF3-3 0,29 1,95
AF3-1 13,98 2,33 AF3-2 0,19 1,30 AF3-3 0,21 1,40
EF3-1 15,64 2,60 EF3-2 0,52 3,50 EF3-3 048 3,21
HC3-1 2,81 0,45 HC3-2 0,05 0,39 HC3-3 0,06 0,39
AC3-1 3,41 0,54 AC3-2 0,06 044 AC3-3 0,08 0,56
EC3-1 3,19 0,51 EC3-2 0,08 0,55 EC3-3 0,09 0,63

5.2. Analise preliminar do perfil quimico dos extratos

A analise do perfil guimico foi realizada com a finalidade de discriminar de
forma preliminar as provaveis classes de compostos quimicos presentes nos
extratos obtidos das duas espécies, com base nos compostos quimicos ja

descritos para o género Eugenia, bem como, avaliar se o0 processo de
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maceragao exaustiva a frio foi eficaz na separagao dos extratos com base na

polaridade quimica de seus constituintes.

Os espectros de RMN de H dos extratos hexanicos (Figura S 1 — 2, pag.
101) e de acetato de etila (Figura S 3 — 4, pag. 102) das folhas e dos caules da
Eugenia adenocalyx e E. lisboae apresentaram uma quantidade elevada de
sinais como singletos e dubletos na regido entre 0 a 6 2, referentes a presenca
de metilas e metilenos de compostos alifaticos. No entanto, os extratos de
acetato de etila das folhas mostrou um perfil espectral diferente do extrato
hexéanico na regido de ¢ 3-5, sinais intensos nessa regido evidenciam a grande
quantidade de compostos metoxilados, carbindlicos e vinilicos. Na regiao de 6 3-
8 apenas os extratos de acetato de etila apresentam sinais intensos, no entanto
com uma intensidade relativa muito inferior aos sinais na regido de 6 0-3 0 que
evidenciam que os compostos alifaticos nos extratos de acetato de etila sédo
superiores a quantidade de compostos apolares. Portanto, com base nos
constituintes quimicos ja descritos para o género e no processo de extrato
utilizado, conclui-se que a presenca de acidos graxos prevalece sobre os acidos
organicos e dos flavonoides e seus derivados (Manoharan et al., 2007; Samy et
al., 2014).

Os extratos etanolicoS (Figura S 5 — 6, pag. 103) de ambas as espécies
apresentaram uma quantidade de sinais menor na regido de 0 a 385,
comprovando que o processo de maceracdo exaustiva a frio auxilio na remocéao
dos &cidos graxos. Contudo, a presenca de sinais nessa regido se da devido a
alguns dos compostos presentes serem de terpenos caracteristicos ao género.
No entanto, observa-se sinais um pouco mais desblindados, o que evidencia a
presenca de compostos alifaticos mais polares do que o0s presentes nos extratos
de acetato de etila. Quanto a regido de 85 a 68, observa-se dubletos com
constantes de acoplamento de 2 Hz referente a sistemas aromaticos com
acoplamento do tipo meta, tetrassubstituidos. Apresentou também dubletos na
regido entre 34 e 35 com constante de acoplamento de 7 Hz caracteriza a
presenca de composto como carboidratos (Wubshet et al., 2015). Portanto, os
extratos etanodlicos apresentam a menor quantidade de compostos alifaticos,

logo o processo de maceracao foi eficiente, o que ajudou a aumentar a
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intensidade relativa dos sinais caracteristicos dos compostos aromaticos e

carbinolicos.
5.3. Andlise quimiométrica por RMN de 'H

Com a finalidade de discriminar quais as substancias responsaveis pelas
semelhancas e diferencas entre as espécies Eugenia adenocalyx e E. lisboae,
obteve-se os espectros de RMN de 'H dos extratos das trés coletas, com
excec¢do dos hexanicos, e analisou os dados por PCA e HCA. Através da analise
de PCA (Figura 15) dos dados pode-se observar a presenca de trés grupos
distintos de loadings, podendo entdo por PC1 separar os extratos etandlicos dos
extratos de acetato de etila (gru, e por PC2 separar os extratos etandlicos de

folhas (grupo I1) e dos caules (grupo III).
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Figura 15 Grafico Bi-plot da andlise dos extratos de acetato de etila e etanol por PCA (PC1 =
60%; PC2 = 21%) dos espectros de RMN de H.

Quanto a analise de HCA (Figura 16), os resultados estdo de acordo com
agueles anteriormente descritos no PCA. O maior grupo foi formado pelo extrato
de acetato de etila, e as outras amostras foram agrupadas no dendrograma de
acordo com a parte da planta com excecdo da EF3-1 que apresentou uma
composicdo mais semelhante com dos extratos etandlicos dos caules. O
agrupamento dos extratos de acetato de etila se deu devido a exclusdo dos
sinais na regido entre 0 e 3 3.5, regido esta caracteristica das substancias mais

alifaticas, como os terpenos e acidos graxos.
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Ward's method using Squared Euclidean distance
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Figura 16 Dendrograma dos extratos de acetato de etila e etanol por HCA dos espectros de RMN
de H.

Uma vez excluido os extratos de acetato de etila pode-se observar que
por PC2 h& a separacdo das folhas dos caules, ja por PC3 a separacao das
espécies (Figura 17). Com base na separacdo das espécies por PCA pode-se
identificar os loadings responsaveis pelas substancias que diferenciam
quimicamente os extratos etandlicos, podendo entdo diferenciar a composi¢cao
quimica da Eugenia adenocalyx e E. lisboae. Os loadings 20 (A 6 7,06 - 5 7,01),
22 (A 86,97- 6 7,04), 24 (A 56,89- 66,96), 37 (A 56,29- 56,34), 64 (A 64,98-
§5,06), 77 (A & 4,40- § 4,45), 90 (A 5 3,80- 5 3,84), 95 (A & 3,53- & 3,60) foram 0s
principais responsaveis pela diferenciacdo quimica da E. adenocalyx. Enquanto,
os loadings 14 (A 87,35 - 6 7,41), 27 (A 6 6,74- § 6,82), 30 (A § 6,60- & 6,68), 33
(A8 6,46- 5 6,55), 35 (A 5 6,37- 8 6,45), 44 (A § 5,96- 5 6,04), 45 (A 5 5,91- § 5,96),
57 (A 65,29- 565,37), 91 (A 63,89- 63,97) foram os responsaveis pela da
E. lisboae. Esses deslocamentos quimicos podem ser atribuidos a presenca de
substancias aromaticas, tais como, os flavonoides, resorcinois e seus derivados
metoxilados ligados a sistemas aromaticos e/ou carboidratos (Omar et al., 2012;
Ghai et al., 2014; Haminiuk et al., 2014; Wubshet et al., 2015).
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Figura 17 Grafico Bi-plot da analise dos extratos etanélicos por PCA (PC-2 = 28%; PC-3 = 22%)
dos espectros de RMN de H.

No dendrograma (Figura 18) pode-se identificar a formacédo de dois

grupos como ja se era esperado, o primeiro formado pelas folhas e o segundo

pelos caules. No entanto, dentro do grupo folhas se observa a formacao de dois

subgrupos, um referente a Eugenia adenocalyx e outro a E. lisboae. Portanto,

em tal momento do seu processo de maturacao, a producdo dos metabdlicos

secundéarios da Eugenia adenocalyx e E. lisboae influenciou em suas

caracteristicas morfologicas.
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Figura 18 Dendrograma dos extratos etanélicos por HCA dos espectros de RMN de H.
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5.4. Analise quimiométrica por EM

Os dados obtidos por espectrometria de massa de alta resolu¢do no modo
negativo [M-H]~ dos extratos de acetato de etila e etandlicos da 1° coleta foram
analisados por quimiometria. Como mostrado no biplot (Figura 19), o PCA dos
dados [M-H]-, como esperado, apresentou a formacéo de trés grupos distintos
de loadings, o grupo I constituido pelos loadings responséveis pela semelhanca
quimica entre as duas espécies de Eugenia, sendo que os extratos de acetato
de etila dos caules foram o0s que apresentam a composicdo quimica mais
semelhante. O grupo II e III sdo os responsaveis pela diferenciacdo das
espécies de Eugenia, sendo o grupo II formado pelos loadings caracteristicos da

E. lisboae e o grupo III pelos loadings caracteristicos da E. adenocalyx.

Bi-plot
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E. adenoccjlyx

Figura 19 Gréfico Bi-plot da analise dos extratos de acetato de etila e etanol por PCA (PC-1 =
39%; PC-2 = 33%) dos espectros de massas no modo negativo.

A analise por HCA foi realizada usando-se o método de Ward com o0s
mesmos dados espectrométricos utilizados para andlise por PCA. No
dendrograma (Figura 20), observa-se que o agrupamento das espécies esta de
acordo com resultados anteriormente encontrado usando PCA. Os extratos AF4-
1, AF3-1, EC4-1 e EC3-1 apresentaram uma COmMpOSIiCA0 quimica muito
semelhante, e néo tao diferente da composicéo dos extratos AC4-1 e AC3-1. No
entanto, os extratos EF4-1 e EF3-1 além de serem diferentes entre si, séo

diferentes de todos os outros extratos. Com bases nos dados obtidos, se fez
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necessario identificar as substancias responsaveis pelos loadings na EM e RMN
que foram capazes de proporcionar semelhancas e diferencas entre as duas

Eugenia.

Ward's method using Squared Euclidean distance

EF3-1

AC4-1

AC3-1

AF3-1

EC4-1

EC3-1

0 1 2 3 4 5 B 7 8 g 10
Relative distanca

Figura 20 Dendrograma dos extratos de acetato de etila e etanol por HCA dos espectros de
massas no modo negativo.

5.5. Identificacdo dos constituintes quimicos de Eugenia

5.5.1. Determinacgao estrutural da substancia 1.

A subfragdo SF10 obtida do fracionamento da fragdo F17X foi analisada
no espectrémetro de massas de baixa resolucdo com analisador ion-trap e fonte
de ionizacdo ESI no modo negativo (Figura 21). A partir do espectro de massas
observa-se os ions de m/z 193 e 501. O ion de m/z 501 loading do grupo I foi
fragmentado gerando os fragmentos m/z 483, 439 e 421 (Figura 22). O padrdo
de fragmentacéo do ion m/z 501 também foi observado no espectro de massas
de alta resolucdo (Q-TOF no modo negativo) do extrato AC4 (Figura 23) e se
mostrou condizente com 0 ja observado no espectro de massas de baixa
resolucdo da fragcdo SF10. Com base na analise da massa exata, cujo erro de
massa foi de 4,3 ppm, e no padrédo de fragmentagéo [aAgua (18u), monodxido de
carbono e agua (56u) e dioxido de carbono e agua (62u)], pode-se propor a

estrutura de um triterpeno insaturado pentaciclico.
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Figura 21 Espectro de massas da subfragdo SF10.
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O tipo de triterpeno, bem como a posi¢ao das metilas e dos substituintes
foi atribuida com base nos deslocamentos quimicos de 'H e 13C obtidos pelos
experimentos, COSY, HSQC e HMBC (Figura S 7-24, pag. 104 — 111).

No espectro de RMN de *H, observou-se um tripleto em § 5,33, seis sinais
metilicos (50,74, 60,80, 50,95, 61,20, 61,28, 61,34) e um sinal em & 3,96
referente a um hidrogénio carbindlico. O gréafico de correlacdes HMBC mostrou
uma correlacdo do singleto em 61,34 (H-24) com o carbono carboxilico e
o 184,6 (C-23), e o singleto em & 2,54 (H-18) correlacionando com os carbonos
5 185,7 (C-28), 572,84 (C-19), §129,5 (C-12) e 5 138,0 (C-13). O tripleto em
8 5,33 (H-12) correlacionando com os carbonos em 4 46,1 (C-9) e 5 53,4 (C-18).
Com base na analise desses dados pode-se concluir que o triterpeno apresenta
um sistema dicarboxilado, além de uma insaturagéo caracteristicas das posicées

C-12 e C-13 de sistema ursdlico.

Portanto, a partir dos valores de deslocamento quimico de RMN (Tabela
3) e do padrdo de fragmentacdo do ion de m/z 501 pode-se propor que a
substancia 1 apresenta a estrutura do acido rotundioico (Figura 24), cujos dados
espectroscopicos estdo semelhantes com os ja descritos na literatura (Nakatani
et al., 1989). O &cido rotundidico ainda ndo apresenta estudo que descreva a

sua presenca em espécies de Myrtaceae.
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Figura 24 Estrutura da Substancia 1 (&cido rotundioico).

Tabela 3. Dados de RMN de 3C e H da substancia 1 (11,7 T, CDCIs). Posi¢Ges nédo definidas

(*).
Posicao Substancia 1
13C 13C (literatura) IH (mult, J em Hz) HMBC (*H-13C)
(Nakatani et al.,
1989) — CsDsN
1 33,1 38,5 1,31 (m) H-3, H-25
2,35 (m)
2 26,1 26,9 1,58 (m)
2,40 (m)
3 70,6 73,3 3,95 (t, 5,4) H-3, H-24
4 47,5 52,2
5 49,6 49,6 1,48 (m) H-3, H-25
6 19,2 19,5 1,66 (m)
7 32,2 34,5 *
8 40,9 39,8 H-6
9 46,1 45,9 1,66 (m) H-12
10 37,5 36,8 H-6
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11 23,6 24,3 1,85 (m)

2,02 (d, 6,7)

12 129,5 125,6 5,33 (t, 6,7) H-18
13 138,0 137,6 H-18, H-27
14 40,9 40,0 H-12, H-18
15 30,9 31,1 *
16 27,6 254 * H-27
17 47,6 45,7 H-21
18 53,4 52,3 2,54 (s)
19 72,8 70,4 H-18
20 41,2 39,8 1,45 (m) H-29, H-30
21 25,8 24,8 1,76 (m) H-18

2,10 (m)
22 37,2 36,1 1,25 (m) H-21
23 184,7 178,2 1,34 (s) H-24
24 23,6 9,8
25 12,5 13,8 0,80 (s)
26 16,7 14,4 0,74 (s)
27 24,7 24,6 1,28 (s)
28 185,7 178,3
29 27,2 26,9 1,20 (s) H-18
30 16,0 14,8 0,95 (d, 6,6)

5.5.2. Determinagéao estrutural da substancia 2.

A andlise do espectro de 'H juntamente com os mapas de correlacées
HMBC e HSQC da subfracdo SF21 sugere a presenca do esqueleto
dihidroflavonoidico (Figura S 25 — 30, pag. 112 — 114), caracterizado pelo dubleto
em 6 5,22 (H-2, d, 11 Hz) correlacionando com o carbono carbinolico em 6 77,1
e 0 dubleto em 64,76 (H-3) correlacionando com o carbono carbinélico em
6 81,7, atribuidos ao anel C nas posi¢des C-3 e C-2, respectivamente. O anel A

apresenta um sistema tetrassubstituido, caracterizado pelos dubletos em & 5,82
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e 6 5,92 com constante de acoplamento meta de 2,1 Hz, respectivamente nas
posicdes C-6 (6 96,0) e C-8 (6 95,0). Os dubletos aromaticos pertencentes ao
anel B em 4 7,34, 6 6,80 correlacionam por HSQC com os carbonos em 6 127,8
(C-2’), 6115,5 (C-3’), 6 115,5 (C-5’) e 6 127,8 (C-6’). A correlagdo por HMBC do
hidrogénio em & 7,34 (H-2’) com o carbono em 5 157,8 (C-4’) comprova que o
anel B apresenta uma hidroxila na posicdo C-4’. Observar-se também a
correlacdo dos sinais H-2 e H-3 com o carbono em & 195,1 (C-4), caracteristico
da carbonila do dihidroflavonois. Com bases nos valores de RMN (Tabela 4)
descrito na literatura pode-se confirmar que a posicao C-2 apresenta sua
configuracdo absoluta como sendo S, logo a configuracdo de C-3 é R, uma vez
gue H-2 estd em trans em relacdo a H-3 (Kwak et al., 2009). Portanto, sugeri que

a substancia 2 tem a estrutura do dihidro-kempferol (Figura 25).

Figura 25. Principais correlagbes observadas no HMBC para substancia 2.
Tabela 4. Dados de RMN de 3C e 'H da substancia 2 (11,7 T, DMSO-ds).
Posicéo Substancia 2
13C 13C (literatura) 1H (mult., J em HMBC (*H-13C)
(Kwak et al., 2009) Hz)
DMSO-ds

2 81,7 82,9 5,22 (d, 11,0) H-2’, H-6’

3 77,1 715 4,76 (d, 11,0) H-2

4 195,1 197,9 H-2, H-3

5 163,2 166,9 H-6
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6 96,0 96,0 5,92 (d, 2,1) H-8

7 166,8 163,3 H-6, H-8
8 95,0 95,0 5,88 (d, 2,1) H-6

9 162,5 162,6 H-8

10 100,7 100,4 H-6, H-8
1 126,4 127,6 H-2’, H-6’
2 128,8 129,5 7,34 (d, 8,4) H-3’, H-6’
3 114,5 1149 6,80 (d, 8,4) H-2', H-5’
4 157,8 157,8 H-2’, H-6’
5 114,9 114,9 6,80 (d, 8,4) H-3’, H-6’
6’ 128,8 129,5 7,34 (d, 8,4) H-2', H-5’

5.5.3. Determinacéao estrutural da substancia 3.

O espectro de 'H da substancia 3 evidenciou sinais caracteristico de um
sistema flavonoidico, dois dubletos referentes ao anel C em 64,57 (H-2) e
6 5,09 (H-1) com constante de 11,4 Hz ligados com os carbonos em 4 79,9 (C-2)
e 6 84,0 (C-1), respectivamente. A presenca de quatro sinais aroméaticos, sendo
dois referentes ao anel A [65,89 (H-6) e 65,92 (H-8) com constante de
magnitude de 2,2 Hz], e dois referentes ao anel B [6 6,86 (H-2’, H-6’) e 6 7,57 (H-
3’, H-5’) com constante de magnitude de 8,5 Hz] (Figura S 31- 32, pag. 115).
Com base nos deslocamentos quimicos de 'H pode-se identificar o mesmo

dihidroflavonol referente a substancia 2 (Tabela 5).

A partir do espectro de 3C dessa substancia pode-se identificar um total
de 26 atomos que juntamente com o espectro de DEPT 135 auxiliou a identificar
a presenca de Unico carbono metilico em § 17,8, um metilénico em 6 67,2 e cinco
carbindlicos em 5 70,9, 71,9, 74,2, 75,9 e 77,6, além de apresentar dois atomos
de carbonos anomérico em §101,7 e §107,4. A andlise dos dados de 13C,
juntamente com o de DEPT 135, possibilitou constatar que o flavonoide poderia

estar ligado a pelo menos dois glicosideos (Figura S 33 — 34, pag. 116).
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O tipo de glicosideo, bem como a posi¢cdo que 0S mesmos se encontram
ligados ao flavonoide foi atribuida com base nas correlacdes observadas nos
experimentos de COSY, HSQC e HMBC (Figura S 35 — 48, pag. 117 -122). No
mapa de correlacées HMBC observa-se a correlagdo do C-1” (6 101,7) com o H-
2 (6 4,57,d, 11,4 Hz) do anel C do dihidroflavonol. O mapa de correlacdo HSQC
mostrou a ligagcédo do carbono em 6 101,71 (C-1") com o hidrogénio em & 4,24
(H-1”, d, 1,6 Hz). Com base no valor da constante de acoplamento do hidrogénio
pode-se constatar que o mesmo se refere ha um hidrogénio anomérico que esta
presente na posi¢cao equatorial, logo o substituinte flavonoidico encontra-se em

axial.

Pelo HMBC também pode-se observar a correlacdo dos carbonos C-3”
(670,9) e C-5” (667,5) com o H-1" (6 4,24, d, 1,6 Hz), além da correlacdo por
COSY do H-1” com H-2” (6 3,41, q, 1,6 Hz). O carbono C-5” estava ligado a dois
hidrogénios, em & 3,69 (Hb, m) e 6 3,02 (Ha, dd, 10,5 Hz, 11,6 Hz), sendo que o
Hb correlaciona por HMBC com C-3” (6 70,9) e C-4” (5 77,6), apresentando
também correlagbes por COSY com Ha e H-4” (6 3,35, dd, 1,6 Hz, 10,5 Hz). A
posicdo H-2” (5 3,41, q, 1,6 Hz), foi identificada através da correlagcéo presente
no COSY entre o mesmo e o H-1". Pelo HSQC o H-2” encontra-se ligado ao
carbono em 82,6 (C-2”). A partir desses deslocamentos quimicos pode-se definir
que o glicosideo ligado ao dihidroflavonol apresenta sua estrutura idéntica a da

xilose.

A presenca, bem como a posicdo pela qual o segundo glicosideo
encontrava-se ligado foi confirmada através da correlacdo por HMBC do H-2”
com o carbonoem § 107,4 (C-1""
de C-2” com H-1" (53,85, d, 7,5 HZ). Por COSY definiu-se o deslocamento
quimico de H-2" (5 3,09, dd, 7,5 Hz, 9,1 Hz), H-3" (5 3,71, m), H-4™ (5 3,28, t,
9,6), H-5" (6 4,36, dd, 6,1 Hz, 9,6 Hz) e H-6"" (6 1,19, d, 6,1 Hz). A partir das
colecdes presentes no HSQC determinou-se que os hidrogénios H-2"’, H-3"”, H-
4 H-5" e H-6"" estéo ligados com os carbonos em & 75,3 (C-2""), 71,9 (C-3"),

74,2 (C-4), 70,6 (C-5") e 17,8 (C-6""), respectivamente. Portanto, o segundo

). Pelo HMBC também se observou a correlacéo

glicosideo foi identificado como sendo uma ramnose ligada pela posicao C-1

com a C-2” da xilose.
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A substancia 3 foi identifica como sendo o dihridro-kampferol-3-O-[}-
xilopiranosil-(1->2)]-p-raminopiranosideo (Figura 26). Na literatura ainda ndo ha
estudo referente a essa substancia. Logo, € necessério realizar experimentos de
rotacdo especifica e/ou de dicroismo circular para definir a configuragcéo absoluta
das posicoes C-2 e/ou C-3.

Figura 26. Principais correlagbes observadas no HMBC para substancia 3.

Tabela 5 Dados de RMN de *3C e *H da substancia 3 (11,7 T, MeOD).

Posicéo substancia 3
13C 1H (mult., J em Hz) HMBC (*H-13C)
2 84,0 5,09 (d, 11,4) H-2, H-2’, H-6’
3 79,9 4,57 (d, 11,4) H-1, H-1’
4 196,2 H-1, H-2
5 165,5 H-5
6 97,5 5,92 (d, 2,1) H-7
7 168,6 H-5, H-7
8 96,3 5,89 (d, 2,1) H-5
9 164,3 H-7
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10 102,4 H-5, H-7

17 128,6 H-1, H-2, H-2’, H-
3, H-5", H-6’

2 130,2 7,37 (d, 8,6) H-3’, H-6’

3 116,5 6,86 (d, 8,6) H-2’, H-5

4 159,5 H-2’, H-3', H-5', H-

6!

5 116,5 6,86 (d, 8,6) H-3’, H-6’

6’ 130,2 7,37 (d, 8,6) H-2’, H-5

1”7 101,7 4,24 (d, 1,6) H-2

27 82,6 3,41 (q, 1,6) H-1"

3” 70,9 3,37 (dd, 1,6, 10,5) H-17, H-2”, Ha, Hb

4” 77,6 3,35 (dd, 1,6, 10,5) H-3”, Ha, Hb

5” 67,2 3,02 Ha (dd, 10,5, 11,6) H-17, H-3”, H-4"

3,69 Hb (m)

17 107,4 3,85 (d, 7,5) H-2”, H-2"”, H-3”

2 75,3 3,09 (dd, 7,5, 9,1) H-1"

3!” 7179 3,71 (m) H_4m

4’ 74,2 3,28 (t, 9,6) H-5", H-6"

5 70,6 4,36 (dd, 6,1, 9,6) H-3”, H6™”

6’ 17,8 1,19 (d, 6,1) H-4, H-5"

5.5.4. Determinacéao estrutural da substancia 4.

Através da andlise do espectro de 3C juntamente com o DEPT 135
(Figura S 51 — 52, pag. 124) pode-se determinar que a substancia cujo ion é o
m/z 387 apresentou um total de 18 atomos de carbonos, sendo pelo menos seis
referentes a um sistema aromatico, cinco a carbonos carbinolicos e um
anomérico. A analise do espectro de RMN de 'H (Figura S 49 — 50, pag. 123)
permitiu identificar dois a&tomos de hidrogénios aromaticos em 6 6,24 (H-6, d, 2,8
Hz) e 6 6,35 (H-2, d, 2,8 Hz). Portanto, pode-se determinar a presenca de um
sistema aromatico meta-substituido trioxigenado. A posicéo dos substituintes foi

atribuida com base nos mapas de correlagdo HMBC, cujo mesmo apresentou
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correlagdes do H-2 com os carbonos em 6 110,3 (C-6), 138,5 (C-4), 153,8 (C-3)
e 155,1 (C-1), o do H-6 com os carbonos em 6 99,9 (C-2), 138,5 (C-4), 155,1 (C-
1) e 40,4 (C-2’) sendo que este ultimo revelou a presenca de um grupo ligado ao
anel aromatico. Pelo HMBC (Figura S 63 — 68, pag. 128 — 129) também foi
possivel identificar a correlagdo de metoxilica em & 3,78 com a posicdo C-3
(Figura 27).

A analise por HSCQ (Figura S 58 — 62, pag. 126 — 128) possibilitou
determinar que o C-2’ estava ligado a dois atomos de hidrogénios, [ 2,57 (Ha-
2’, dd, 6,5 Hz, 13,4 Hz) e 5 3,06 (Hb-2’, dd, 6,5 Hz, 13,4 Hz)], sendo que Ha-2’
correlaciona com C-1’ (6 72,1), C-5, C-3’, e 0 H-2" com o C-1’, C-3’ (5 40,1), C-
5’ e C-4. Com bases nesses dados pode-se propor um sistema aromatico do tipo
alquilresorcionol, apresentando uma unidade alquil formada por cinco atomos de
carbono, uma vez que o HMBC apresentou correlacdes do Ha-3’ (6 1,38, m) e
Hb-3’ (6 1,49, m) com C-4’ (5 20,0) e C-5’ (6 14,5), definindo as posi¢cdes de cada
atomo da cadeia lateral. No entanto, a posicdo C-1’ da cadeia lateral apresenta
uma hidroxila, uma vez que, apresenta um unico hidrogénio carbindlico (H-1’,
§3,97, m).

A posicéo do glicosideo referente ao sistema alquilresorcinol foi atribuida
através da correlacdo do H-1" (64,79, d, 7,5Hz) com a posicdo C-4 do anel
aromatico. O hidrogénio anomérico também apresentou correlagcdes com os
carbonos C-2” (675,9) e C-5" (678,2) do glicosideo, este ligados aos
hidrogénios em 6 3,43 (H-2”, m) e 6 3,19 (H-5”, m) respectivamente. O H-2”
apresenta correlacbes como 6 77,9 (C-3”) e 6 105,5 (C-1”), e 0 H-5” com 0 62,6.
O carbono em & 62,6 € referente a posicao C-6” do glicosideo, esse estava ligado
aos hidrogénios em 63,79 (Hb-6”) e 63,66 (Ha-6”), que por sua vez
correlacionam com a posigédo C-4” (6 71,5) ligado ao 6 3,37 (H-4”) e C-5” (6 78,2)

fechando entéo todas as posi¢cdes do glicosideo do tipo glucose.

A partir do valores de RMN das substancias do grupo dos alquilresorcinois
ja descritas para espécies de Eugenia (Bokesch et al., 1997; Wubshet et al.,
2015; Sun et al., 2016) foi possivel identificar a substancia 4 (Tabela 6) como

sendo o 3-O-metil-5-(1’-hidroxipentil)-resorcinol-4-O-B-glucopiranosideo (Figura
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27). Na literatura ainda ndo ha estudo referente a essa substancia. Portanto,

ainda se faz necessario realizar experimentos de rotacdo especifica e/ou de

dicroismo circular para definir a configuracéo absoluta da posi¢cdo C-1’.

H

CHs

e

5|

Figura 27. Principais correlagbes observadas no HMBC para substancia 4.

Tabela 6 Dados de RMN de 13€ e H da substancia 4 (11,7 T, MeOD).

Posicado substancia 4
13C 1H (mult., J em Hz) gHMBC (*H-13C)
1 155,1 H-2, H-6
2 99,9 6,35 (d, 2,8) H-6
3 153,8 H-2, O-CHs
4 138,5 H-2, H-6, Hb-2’, H-1”
5 135,6 H-1’, Ha-2', Hb-2’
6 110,3 6,24 (d, 2,8) H-2, H-2'
1’ 72,1 3,97 (m) Hb-2’, Hb-3’, Ha-4’
2 40,4 2,57 Ha-2’ (dd, 6,5, 13,4) H-6, Ha-4’, Hb-4’
3,06 Hb-2’ (dd, 6,8, 13,4)
3 40,1 1,38 Ha-3’ (m) H-5, Ha-2', Hb-2’
1,49 Hb-3’ (m)
4 20,0 1,34 Ha-4’ (m) Ha-3’, H-5
1,50 Hb-4’ (m)

72



5 14,5 0,88 (t, 7,2) Ha-4’, Hb-4’
O-CHj 56,3 3,79 (s)

17 105,5 4,79 (d, 7,5) H-2", H-5"

27 75,9 3,43 (m) H-1", H-3"

3” 77,9 3,42 (m) H-2”, H-4”

4’ 715 3,37 (M) Hb-6"

57 78,2 3,19 (m) H-1", Ha-6", Hb-6"

6” 62,6 3,67 Ha-6" (dd, 2,4, 12,0) H-4”, H-5"

3,79 Hb-6” (dd, 2,4, 12,0)

A fragmentacdo da substancia 4 (m/z 387) gerou o fragmento m/z 225

(Figura 28). Com base na estrutura da substéancia 4 pode-se determinar que o

ion m/z 255 é referente a perda da glucose (-162 Da) e formacdo do

alquilresorcinol em sua forma ibnica (Figura 29) estabilizada pela deslocalizacéo

da carga negativa com o sistema aromatico.

MS EF4m F5 fracoes LC negativo fragementacao 1,5 2#466 RT. 625 AV. 1 NL: 1,37E2

T: ITMS - ¢ ESI Full ms2 387,00@cid15,00 [105,00-388,00]
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Figura 28 ESI(-)-MS/MS do ion de m/z 387.
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Figura 29 Estrutura do fragmento de m/z 225 observado no ESI(-)-MS/MS do ion de m/z 387.

5.5.5. Determinacéao estrutural da substancia 5.

A andlise do espectro de *H da substancia 5 permitiu identificar dois sinais
aromaticos referente ao H-2 (6 6,59, d, 2,5 Hz) e H-6 (6 6,47, d, 2,5 Hz), indicando
a presenca de um sistema aromatico tetrassubstituido caracteristicos da
estrutura do alquilresorcinol identificado na substancia 4. A posicdo dos
substituintes do alquilresorcinol foi atribuida com base no mapa de correlacao
HMBC, o mesmo apresentou uma correlagdo do H-2 com os carbonos em
8112,7 (C-6), 6151,9 (C-4), 56 149,0 (C-3) e 8 141,3 (C-4), j& o hidrogénio em
0 6,24 (H-6) apresentou correlagdo com os carbonos em & 101,9 (C-2), 6 151,9
(C-1), 6 141,3 (C-4) e 5 39,5 (C-2’), sendo que este ultimo indicou a presenga de
um grupo alquil ligado ao anel aromatico. Pelo HMBC também foi possivel
identificar a correlacéo de do hidrogénio metoxilico em 6 3,69 (s) com o carbono

em & 149,9 (C-3) do sistema aromatico.

Com base nos mapas de correlacdes HMBC, HSQC e COSY (Figura S 69
— 84, pag. 130 — 134) pode-se determinar a posicao de todos os atomos de
hidrogénio e carbonos pertencentes ao grupo alquil. A posicdo H-5 (5 0,87, m)
ligada ao carbono em & 14,5 (C-5’) apresentava correlagdo com os carbonos em
6 20,1 (C-4’) e 6 40,1 (C-3’) estando estes ligados com os hidrogénios em & 1,32
(Ha-4’ e Ha-3’) e 6 1,41 (Hb-4’ e Hb-3’), a correlacdo deste com o carbono em
39,5 (C-2’) ligado aos hidrogénios em & 2,49 (Ha-2’, m) e 6 2,62 (Hb-2’) pode

auxiliou na definicdo da posi¢éo da hidroxila alfa benzilica, uma vez que, Ha-2’
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e Hb-2’ por HMBC correlacionavam com C-1’ (6 72,5). Por HSQC definiu-se que

o carbono alfa benzilico esta ligado ao hidrogénio H-5" (6 3,82, m).

O HMBC evidenciou que havia um glicosideo ligado pela posi¢cdo C-1 do
alquilresorcinol. Por COSY observou-se a correlacao de H-1” (6 4,47, d, 7,3 Hz)
com H-2” (5 3,45, m), além da correlacdo dos hidrogénios metilénicos [Ha-6"
(64,41, m) e Hb-6” (5 4,61, m)] com o H-5" (5 3,71, m), além da correlagdo por
HMBC com o carbono carboxilico em 8168,6 (C=0). A demais posi¢cao do
glicosideo foi definida com base nas correlagées por HMBC e HSQC. O sinal em
6 168,6 apresentava correlagédo por HMBC com o singleto em 6 7,08 (C-2"" e C-
6’”), caracterizando assim a presenca de uma unidade de acido gélico ligado a
posicdo C-6" do glicosideo. A posi¢cdo dos atomos de carbono do &cido galico
foi definida através das correlacdes por HMBC com o sinal em & 7,08. Com esses
dados pode-se determinar a estrutura da substancia 5 (Tabela 7) como sendo o
3-O-metil-5-(1’-hidroxipentil)-resorcinol-4-O-p—(6"-galoil)-glucopiranosideo
(Figura 30).

Figura 30 Principais correlagfes observadas no HMBC para substancia 5.
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Tabela 7 Dados de RMN de 3C e 'H da substancia 5 (11,7 T, MeOD).

Posicéo substancia 5
13C 1H (mult., J em Hz) HMBC (*H-13C)
1 151,9 H-2, H-6, H-1”
2 101,9 6,59 (d, 2,5) H-6
3 149,0 H-2, O-CHs
4 141,3 H-2, H-6
5 127,2 Ha-2’, Hb-2’
6 112,7 6,47 (d, 2,5) H-2, Hb-2’
1 72,5 3,82 (m) Ha-2’, Hb-2’
2 39,5 2,49 Ha-2' (m) H-6, Hb-3’, Hb-4’
2,62 Hb-2’ (m)
3 40,1 1,32 Ha-3’' (m) Ha-2’, Hb-2’, H-5’
1,41 Hb-3’ (m)
4 20,1 1,32 Ha-4’ (m) H-5
1,41 Hb-4’ (m)
5 14,5 0,87 (m) Ha-4’
O-CHs 56,4 3,69 (s)
1” 104,1 4,74 (d, 7,3) H-2”
27 75,1 3,45 (m) H-3”
3” 77,7 3,42 (m) H-2”
4” 71,8 3,42 (m)
5” 75,7 3,71 (m) Ha-6”
6” 65,0 4,41 Ha-6” (m)
4,61 Hb-6" (m)
1” 121,3 H-2"”, H-6"”
2”7 110,2 7,08 (s) H-6"
3 146,8 H-2"
4!1! 140,1 H-2m, H'6”’
5 146,8 H-6"
6’ 110,2 7,08 (s) H-2"

C=0 168,6 Ha-6", Hb-6", H-2""




A fragmentacéao da substancia 5 (m/z 539) gerou os ions de m/z 313 (-226

Da), m/z 285 (—255 Da) e m/z 225 (-314 Da) (Figura 31). Com base na estrutura

da substancia 5 conclui-se que esses fragmentos caracteristicos da perda do

grupo alquilresorcinol (Figura 33) sado gerados devido a estabilidade do mesmo,

uma vez que, 0 mesmo se apresenta de forma estavel tanto na sua forma neutra

guando na forma iénica.

MS_EF4m_F5_fracoes_LC_negativo_fragementacac_5 #80-82 RT: 0,87-0,99 AV: 3 NL: 1,33E3
T: TMS - ¢ ESIFull ms2 539,00@cid21,00 [145,00-540,00]
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Figura 31 ESI(-)-MS/MS do ion de m/z 539, CID = 21 eV.
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Com base na estabilidade do grupo alquilresorcinol pode se propor as

estruturas descrita na Figura 33 para os fragmentos observados em MS!. No

entanto, o0 MS? mostrou que o ion de m/z 313 apresenta a perda de 144 Da

(Figura 32) referente a uma unidade de glicose, formando entéo o ion 169 que é

caracteristico do acido galico (Figura 34). De acordo com os dados de EM e RMN

concluiu-se que a substancia 5 é um derivado da substancia 4, apresentando em

sua estrutura uma unidade a mais de acido gélico na posi¢cédo C-6".

MS_EF4m_F5_fracoes_LC_negativo_fragementacac_5#117 RT: 1,51 AV:1 NL: 1,71E2
T: [TMS - ¢ ESIFull ms3 539 00@cid21,00 313,00@cid23,00 [85,00-314,00]
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Figura 32 ESI(-)-MS/MS do ion de m/z 313, CID = 23 eV.
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Figura 33 Estrutura do fragmento de m/z 225 observado no ESI(-)-MS/MS do ion de m/z 539.
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Figura 34 Estrutura do fragmento de m/z 225 observado no ESI(-)-MS/MS do ion de m/z 313.
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5.5.6. Determinagao estrutural da substancia 6.

A andlise do padrédo de fragmentacdo por espectrometria de massas dos

alquilresorcinois além de auxiliar na confirmacao das estruturas analisadas por

RMN, também possibilitou a identificacdo do ion de m/z 691. A analise do padrao

de fragmentacdo dos ions m/z 387, m/z 539 e m/z 691 possibilitou determinar

que a substancia 6 apresenta uma unidade de acido galico (m/z 169) a mais que

a substancia 5. A Figura 35 mostra o padrao de fragmentacao do ion 691, tento

0 mesmo como perda principal o fragmento m/z 539 (Figura 38). A fragmentacéo

desse ion(Figura 36) apresentou o padrdo de fragmentacdo semelhante ao da

substéancia 5 (Figura 37). Portanto, a substancia 6 foi identificada como sendo o

3-O-metil-5-(1’-hidroxipentil)-resorcinol-4-O-p-(4”, 6”-digaloil)-glucopiranosideo.

Assim como a substancia 4 e 5, a 6 ainda n&o possui relatos na literatura.

MS EF4m F5 fracoes LC negatw fragementacac € 4355 RT: 4,29 AV:1 NL:7,38E2
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Figura 35 ESI(-)-MS/MS do ion de m/z 691, CID = 21 eV.
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Figura 36 ESI(-)-MS/MS do ion de m/z 539 referente a substancia 6, CID = 21 eV..
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Figura 37 ESI(-)-MS/MS do ion de m/z 539 referente a substancia 5, CID = 21 eV.
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Figura 38 Estrutura do fragmento de m/z 539 observado no ESI(-)-MS/MS do ion de m/z 691.
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5.5.7. Determinagao estrutural da substancia 7.

A substancia 7 foi analisada por massas de baixa resolugdo no modo
negativo, podendo-se constatar a presenca do ion m/z 503. O ion m/z 503 foi
entdo fragmentado, e seu padréo de fragmentacdo comparado com o padréo
obtido no massas de alta resolu¢cdo. Uma vez que o padrdo de fragmentacéo
observado em ambas as técnicas foi semelhante pode-se aferir que a massa
exata da substancia 6 € m/z 503,2157, e que em conjunto com os dados de RMN
13C e DEPT 135 (Figura S 87 — 88, pag. 137) correspondeu a férmula molecular
de C23Hz6012 (Erro = 4,5 ppm).

O espectro de RMN de 'H (Figura S 85 — 86, pag. 136) mostrou um
sistema aromatico com dois dubletos, um em & 6,48 e outro em 5 6,64, ambos
com constante de acoplando da magnitude de 2,6 Hz caracterizando entdao um
sistema aromatico do tipo resorcinol tetrassubstituido. Com base nos dados de
13C, DEPT 135 e nas correlacées de HMBC pode-se identificar a presenca de
um grupo alquil formado por cinco atomos de carbono ligado na posi¢cado C-5 do
sistema aromatico, tento estes como deslocamento quimico & 14,4 (C-5’), 6 23,6
(C-4%), 632,8 (C-3’), 30,6 (C-2’) e 631,0 (C-1°). Os deslocamentos de seus
hidrogénios foram atribuidos através das correlacées de HSQC sendo 6 0,89 (H-
5 t,6,9 Hz), § 1,34 (H-4’, m), 8 1,32 (H-3', m), § 1,57 (H-2’, m) e § 2,56 (H-1’, dd,
6,6 Hz, 8,4 Hz), respectivamente. Além dos sinais caracteristicos do grupo alquil,
atravées do HMBC observou-se que a metoxila em 63,84 apresenta uma

correlagcdo com C-3 (& 148,8) do sistema aromatico,

No espectro de H ainda é possivel identificar dois dubletos referentes a
hidrogénios anoméricos com deslocamento quimico em 64,24 (H-1"", d, 6,8
Hz) e 64,78 (H-1”, d, 7,3 Hz). O espectro de carbono junto com o de DEPT135
evidenciou a presenca de seis metilenos, sendo 4 (6 23,64, 5 32,80, 6 30,68 e
6 31,01) pertencentes a cadeia lateral do alquilresorcinol. Os outros dois
metilenos absorvendo a 6 69,38 (C-6") caracteristico da glicose, e outro em

0 66,75 (C-5"") caracteristico da ramnose (Wubshet et al., 2015).

O mapa de correlagbes HMBC comprovou através da correlagao entre o

hidrogénio anomeérico em & 4,78 (H-1") com o carbono em ¢ 151,78 (C-1) a
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presenca de um glicosideo ligado diretamente ao alquilresorcinol. O mapa de
correlagdog HSQC mostrou a ligagéo do carbono em 6 103,7 (C-1") com o H-1".
O hidrogénio anomérico H-1”" além da correlagdo com o alquilresorcinol também
correlacionava com os carbonos em 6 77,77 (H-3") e 0 6 76,95 (H-5"), bem como
por COSY com o H-2" (6 3,42, m) que estava ligado ao 674,97 (C-27). Ja o
carbono metilénico estava ligado aos hidrogénios em 6 3,79 (Ha-6", dd, 5,6 Hz,
11,4 Hz) e 6 4,10 (Hb-6", dd, 2,0 Hz, 11,4 Hz), sendo que Ha-6" correlaciona com
C-5” e C-1"" e 0 Hb-6"com C-4” e C-5”, além de acoplarem entre si pelo COSY.
A correlagdo do Ha-6"com o carbono em §$104,9 evidenciou que a xilose
encontrava-se ligada através da posicédo C-1"" com a C-6” da glucose (Figura S
89 — 102, pag. 138 — 143).

Através da analise dos mapas de correlacbes HMBC e HSQC pode-se
determinar as posicdes dos hidrogénios e carbonos pertencentes a xilose, sendo
os hidrogénios 6 3,57 (H-2"), 6 3,49 (H-3"), 6 3,78 (H-4"") os carbindlicos e o
63,46 (H-5) e 6 3,83 (H-5"") os metilénico. O & 4,27 (H-1"") correlacionava com
0874,2(C-3")e0866,7 (C-5"),e083,57 (H-2"”) com 0 4 74,2 (C-3"), portanto
foi atribuida a ramnose os carbonos 6 104,4 (C-1""), 6 72,3 (C-2"), 8 74,2 (C-3"),
569,48 (C-4") e 666,75 (C-5"). Portanto, a partir da analise do dados de RMN
(Tabela 8) pode-se identificar a substancia 7 (4-hidroxi-3-O-metil-5-
pentilresorcinol-1-O-[a-xilopiranosil-(1->6)]-B-glucopiranosideo)  (Figura 40),
substancia essa ja descrita na literatura para a Eugenia lambertiania (Bokesch
et al., 1997).

Figura 40. Principais correlagbes observadas no COSY e HMBC para substancia 7.
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Tabela 8 Dados de RMN de *3C e *H da substancia 7 (11,7 T, MeOD).

Posicéo substancia 7
13C 13C (literatura) 1H (mult., J em Hz) HMBC (*H-
(Bokesch et al., 13C)
1997) DMSO-ds
1 151,7 150,2 H-6, H-1"
2 101,0 99,6 6,64 (d, 2,6) H-6,
3 148,9 147,7 H-2, H-6""
4 140,7 138,9 H-2, H-6, H-1’
5 130,6 129,3 H-1’, H-2’
6 111,5 109,2 6,48 (d, 2,6) H-2, H-1"
1 31,0 29,8 2,56 (dd, 6,6, 8,4) H-6, H-2’
2 30,6 29,3 1,57 (m) H-1’
3 32,8 31,3 1,32 (m) H-4', H-5'
4 23,6 22,2 1,34 (m) H-2’, H-3", H-5'
5 14,4 14,2 0,89 (t, 6,9) H-3', H-4’
O-CHs 56,4 56,0 3,84 (s)
1” 103,6 101,7 4,78 (d, 7,3) H-2
27 74,9 73,4 3,42 (m) H-3”
3” 77,7 76,7 3,45 (m) H-17, H-4”
47 71,3 70,1 3,44 (m) H-5", Ha-6"
5" 76,9 75,7 3,58 (m) H-1”
6” 69,3 68,3 3,79 Ha-6” (dd, 5,6, H-4, H-1”
11,4)
4,10 Hb-6” (dd, 2,0,
11,4)
17 104,9 103,5 4,27 (d, 6,8) Hb-6", H-2""
27 72,3 70,7 3,57 (m) H-3"
3 74,2 72,8 3,49 (dd, 3,4, 9,0) H-1"”, H-2"
4 69,4 67,4 3,78 (m) Hb-5'
5 66,7 64,9 3,46 Ha-5"" (m) H-1"
3,83 Hb-5"" (m)
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A fragmentacao da substancia 7 (m/z 503) (Figura 41) gerou os ions de
m/z 371 (-132 Da) referente a perda de uma unida de ramnose, m/z 293 (-210
Da) referente a perda do grupo alquilresorcinol, m/z 209 (-294 Da) que ocorreu
devido a quebra da ligacdo da glucose com o alquilresorcinol, bem com a
formacdo do ion m/z 195 (-308 Da) que é proveniente da perda dos dois
glicosideos seguido da perda de uma metila (Figura 37). As estruturas dos

fragmentos observados para o ion 503 estéo presentes na Figura 42.
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Figura 41 ESI(-)-MS/MS do ion de m/z 503 referente a substancia 7, CID = 18 eV.
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Figura 42 Estruturas dos fragmentos observados para ion de m/z 503.
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5.5.8. Determinagao estrutural da substancia 8.

A substancia 8 (m/z 655) teve seu padréo de fragmentacdo de baixa
resolucdo comparado com o padrdo obtido no massas de alta resolucdo. Uma
vez que o espectro observado em ambas os espectrometros foram semelhantes
pode-se aferir que a massa exata da substancia 8 € m/z 655,2272, e que em
conjunto com os dados de RMN de *3C correspondeu a férmula molecular de
C30H40016 (Erro = 13,7 ppm).

O espectro de 2C (Figura S 105, pag. 145) da substancia 8 apresentou
um perfil semelhante ao da 7, uma vez que, 0 mesmo apresentou seis sinais na
regido dos aromaticos oxigenado e ndo oxigenado, sendo estes 0s sinais
referentes ao esqueleto do resorcinol, com sinais em 6 101,1 (C-2), 6 111,6 (C-
6), 6130,5 (C-5), 5140,9 (C-4), §148,9 (C-3) e §151,7 (C-1), cinco sinais
referentes a cadeia lateral ligada ao resorcinol, 6 14,43 (C-5’), 6 23,65 (C-4’),
632,82 (C-3’), 630,68 (C-2’), 31,05 (C-1’), bem como os sinais 6 103,5 (C-17),
875,3 (C-27), 6 75,7 (C-3"), 8 72,3 (C-4"), 5 75,2 (C-57), 8 69,2 (C-6") referentes
a glucose e os sinais 6 104,8 (C-1"), 6 72,3 (C-2"), 6 74,2 (C-3"), 6 69,4 (C-4""),
8 66,7 (C-5") referentes a xilose. Através do HSQC e do COSY (Figura S 106 —
115, pag. 145 — 148) pode-se atribuir os hidrogénios referente a cada carbono

do alquilresorcinol e de ambos os glicosideos.

A posicdo do grupo alquil foi atribuida com base na correlacdo do H-1’
com as posicoes C-4, C-5 e C-6 do resorcinol, ja a posicéo da glucose e da xilose
foi atribuida com base no hidrogénio anomérico, sendo que o anomérico da
glucose H-1" (56 4,87) correlacionado com a posicdo C-1 do resorcinol, e 0

anomeérico da ramnose H-1
C-6" da glucose. No HMBC (Figura S 116 — 121, pag. 148 -150) também se

(6 4,15, d, 6,7 Hz) correlacionando com a posicao

observou a correlagdo do H-4” (8 5,05, m) com o carbono carboxilico em & 167,5,
que faz parte da estrutura do acido galico, estrutura esta que foi comprovada
pela presenca H-2"" (7,09, s) e H-6"" (7,09, s) correlacionando com as posi¢oes
C-1"” (121,1), C-2”” (110,4), C-3"” (146,5), C-4”” (140,2), C-5"" (146,5), C-6""
(110,4) e com a propria carboxila em 6 167,5. Portanto, definiu-se que a estrutura

do &cido galico se encontra ligado na posi¢do C-4” da glucose, determinando-se
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a estrutura da substancia 8 (Tabela 9) como sendo o 4-hidroxi-3-O-metil-5-

pentilresorcinol-1-O-[a-xilopiranosil-(1->6)]-B-(4"-galoil)-glucopiranosideo

(Figura 43). A substancia 8 ainda nédo apresenta relatos na literatura.

Figura 43. Principais correlages observadas no HMBC para substancia 8.

Tabela 9 Dados de RMN de 13C e H da substancia 8 (11,7 T, MeQOD).

Posicéo substancia 8

3C H (mult., J em Hz) HMBC (*H-3C)
1 151,7 H-2, H-6, H-1”
2 101,1 6,66 (d, 2,6) H-6
3 148,9 H-2, O-CHs
4 140,9 H-2, H-6, H-1’
5 130,5 H-1’
6 111,6 6,50 (d, 2,6) H-2, H-1"
1 31,0 2,57 (M) H-6, H-2’
2 30,6 1,57 (m) H-1’
3 32,8 1,32 (m) H-1’, H-2' H-4’, H-5’
4 23,6 1,33 (m) H-2’, H-3’, H-5’
5’ 14,4 0,90 (t, 6,9) H-4'

O-CHs 56,8 3,86 (s)

17 103,5 4,87 (d, 7,6) H-2", H-5"
2” 75,3 3,53 (m) H-1", H-3", H-4"
3” 75,7 3,76 (m) H-2", H-5"
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4 72,3 5,05 (m) H-3", H-5"
5” 75,2 3,93 (M) H-1", H-3"
6" 69,2 3,65 Ha-6" (m) H-5", H-1"
3,87 Hb-6" (M)
17 104,8 4,15 (d, 6,7) Ha-6", Hb-6", H-3"
2 72,3 3,54 (m) H-1"", Hb-5"
3 74,2 3,44 (dd, 3,6, 8,7) H-2"", Hb-5"
4 69,4 3,73 (m) Ha-5""
57 66,7 3,37 Ha-5"" (m) H-1"
3,77 Hb-5"" (m)
177 121,1 H-2", H-6""
2" 110,4 7,09 (s) H-6"
3 146,5 H-2"
47 140,2 H-2", H-6""
5 146,5 H-6"
6“” 110,4 7,09 (s) H-2"
C=0 167,7 H-4", H-2"", H-6""

No espectro de EM da substancia 8 (Figura 44), se observa o ion m/z 655

como sendo o majoritario, a fragmentacao desse ion gerou dois ions o ion de

m/z 445 e o m/z 293. A fragmentacdo do ion m/z 445 gerou os fragmentos m/z
342, m/z 283, m/z 293 e m/z 169 (Figura 45). Com base na estrutura da

substancia 8 pode-se propor as estruturas de seus fragmentos (Figura 46 e

Figura 47).

fracoes_teste_Ic_f6_10_03_17_frag_655#241 RT: 3,51 AV: 1 NL: 522E2 -210Da
T: MTMS - ¢ APCI corona Full ms2 655,00@cid23,00 [180,00-656,00]
1004 448
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80
704
g 60
B
2 50
)
H |
8
30 -372Da
4 283
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B 343
10 427 459
] 237 417
J 193 z;g H 301 313 357 399 ‘ ‘ 471 489
0T b b b bbb T T T T T
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Figura 44 ESI(-)-MS/MS do ion de m/z 655 referente a substancia 8, CID = 23 eV.
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fracoes_teste_kc_f6_10_03_17_frag_655 #349 RT: 520 AV:1 NL: 1,06E3

T: ITMS - ¢ APClcorona Full ms3 655,00@cid23,00 445,00@cid20,00 [120,00-447,00)
169
100

E -276 Da
90

80

70

60

E -162Da
] -252Da

405 193

Relative Abundance
a
=1
I

187 301

A S e

T T
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
miz

Figura 45 ESI(-)-MS/MS do ion de m/z 445, CID = 20 eV.

y
HO ___W o

T
340

-372
HO

jon 655 ~©

Figura 46 Estruturas dos fragmentos observados no ESI(-)-MS/MS para ion de m/z 655.
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Figura 47 Estruturas dos fragmentos observados no ESI(-)-MS/MS para ion de m/z 445.

5.6. Analise dos potenciais antioxidantes dos extratos e substancias

isoladas de Eugenia adenocalyx e Eugenia lisboae.

Os valores dos potenciais antioxidantes (Tabela 10) juntamente com a

analise dos graficos boxplots dos mesmos (Figura 48, Figura 49) revelou que 0s
extratos etandlicos das folhas da Eugenia adenocalyx das trés coletas

apresentaram o0s melhores resultados frente ao método de capacidade

sequestrante do radical livre DPPH- e do cation radical ABTS*.

Tabela 10 Valores de Clso (ug.mL1) e mEqT(ug.mL1) para os extratos.

Amostras CI50 (ug.mL™?) mEQT (png.mL™?)
AC3-1 625,10 + 3,82 1.56,9 £ 22,2
AC3-2 629,70 £ 6,56 252,5+54,0
AC3-3 352,93 + 0,40 191,3+ 0,0
AC4-1 613,63 + 17,26 212,4+10,2

89



AC4-2 619,03 + 15,58 209,1£19,0
AF4-3 352,80 + 1,87 1.095,8 + 21,7
EC3-1 371,53 + 10,37 228,0+10,0
EC3-2 371,70+ 7,78 282,4+11,7
EC4-1 214,37 + 6,16 401,3+10,0
EC4-2 215,43 +5,90 228,0+52,4
EC4-3 202,83 + 0,67 19147+ 14,5
EF3-1 367,03+7,72 752,5+6,9
EF3-2 363,83 + 11,27 812,4+17,1
EF3-3 196,03 + 1,60 1083,6 + 21,4
EF4-1 111,87 + 4,06 952,4+8,4
EF4-2 112,03 £ 4,23 1.128,0+ 12,0
EF4-3 90,47 +2,04 708,0 + 23,3

A elevada atividade antioxidante desses extratos esta relacionada com as

distingées encontradas nos espectros de RMN de 'H, uma vez que a partir dos

dados de RMN do extrato EF4-1 foi possivel identificar quatro substancias do

grupo dos alquilresorcinois. Os valores de Clso e mEQT obtidos para os

alquilresorcinois (Tabela 11) isolados estdo de acordo com os valores obtidos

para os estratos etandlicos das folhas das trés coletas da E. adenocalyx. A

elevada atividade das substancias 5 e 8 pode ser atribuida a presenca uma

unidade de &cido galico em suas estruturas. Substancias do grupo dos

alquilresorcinois e o &cido galico séo descritos na literatura com média a elevada

atividade antioxidante (Soares et al., 2007; Landberg et al., 2014).

Tabela 11 Valores de Clso (ug.mL1) e mEqT(ug.mL1) para as substancias isoladas.

Amostras Clso (ug.mL?) £ DP mEqT (ug.mL1) + DP
Substéncia 4 318,05 + 1,02 722,3+3,8
Substéncia 5 59,34 + 0,57 1.879,0+ 3,3
Substéncia 7 114,25 + 0,56 552,3£3,8
Substéncia 8 59,33+1,16 1.802,3+1,9

Os extratos etanolicos das folhas da Eugenia lisboae apresentam uma

baixa atividade antioxidante. Contudo, a magnitude dessa atividade deve-se a

presenca de substancias do tipo flavonoidicas (Rio et al., 2010), dentre estas,
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pode-se destacar as substancias 2 e 3 as quais foram identificadas por RMN e

EM.

A andlise da atividade antioxidante também evidenciou que ha uma
melhor resposta para os extratos obtidos da terceira coleta, sendo que o extrato
EC4-3 apresentou a melhor resposta frente o cation radical ABTS*. Portanto,
conclui-se que a época da terceira coleta favoreceu a producgéo alquilresorcinois.
Esse periodo também influenciou nos valores de ICso, cujo os extratos de folhas
da Eugenia adenocalyx e Eugenia lisboae proveniente da terceira coleta também

apresenta um potencial antioxidante mais elevado que os demais.

RESPOSTA ANTIOXIDANTE PELO METODO ABTS
(As médias sdo indicadas pelos circulos)
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Figura 48 Boxplot da Andlise de Variancia dos valores de Clso obtidos a partir dos extratos
etandlicos e de acetato de etila de Eugenia adenocalyx e E. lisboae.
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RESPOSTA ANTIOXIDANTE PELO METODO DPPH

(As médias s3o indicadas pelos ciculos)
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Figura 49 Boxplot da Analise de Variancia dos valores de mTeq obtidos a partir dos extratos
etandlicos e de acetato de etila de Eugenia adenocalyx e E. lishoae.



6. Conclusao

O estudo do perfil quimico dos extratos das folhas e dos caules de
Eugenia adenocalyx e Eugenia lisboae empregando-se técnicas
espectrométricas auxiliadas por ferramentas quimiométricas mostrou-se
eficiente na diferenciacdo da composicdo quimica entre tais espécies. A
metodologia empregada direcionou o isolamento das substancias responsaveis
pela diferenca quimica observada nos espectros de RMN e de Massas.

A utilizacdo de técnicas cromatograficas e espectrométricas hifenadas ou
nao, possibilitou o isolamento e identificacdo de trés substancias a partir da
Eugenia lisboae: acido rotundidico (1), dihidro-kaempferol (2), dihridro-
kampferol-3-O-[B-xilopiranosil-(1->2)]-B-raminopiranosideo (3) e cinco
substancias a partir da Eugenia adenocalyx: 3-O-metil-5-(1’-hidroxipentil)-
resorcinol-4-O-B-glucopiranoside (4), 3-O-metil-5-(1’-hidroxipentil)-resorcinol-4-
O-B-(6"-galoil)-glucopiranosideo (5), 3-O-metil-5-(1’-hidroxipentil)-resorcinol-4-
O-B-(4”,6”-digaloil)-glucopiranosideo (6), 4-hidroxi-3-O-metil-5-pentilresorcinol-
1-O-[a-ramnopiranosil-(1->6)]-B-glucopiranosideo (7) e 4-hidroxi-3-O-metil-5-
pentilresorcinol-1-O-[a-ramnopiranosil-(1->6)]-B-(4”-galoil)-glucopiranosideo
(8). A identificacdo dessas substancias possibilitou observar diferenciacdo
guimica entre essas espécies, corroborando com as diferencas morfolégicas

observadas para Eugenia adenocalyx e Eugenia lisboae.

A analise estatistica dos resultados da capacidade sequestrante frente ao
radical livre DPPH" e o cétion radical ABTS* evidenciou que o0s extratos
etandlicos da Eugenia adenocalyx apresentaram a melhor atividade
antioxidante. A elevada atividade antioxidante desses extratos foi atribuida a
presenca dos alquilresorcinois em sua composi¢ao, destacando-se as estruturas
esterificadas com acido galico 5 e 8, cujos valores de Clso = 59,37 ug.mL* e
mEQqT = 1.879,0 ug.mL?, e Clso= 59,33 ug.mL* e meEqT= 1.802,3 pg.mL?,
respectivamente, evidenciam as melhores respostas.

Portanto, este estudo mostra-se relevante para o conhecimento cientifico
acerca do género Eugenia, pois descreve o isolamento e a determinacéo

estrutural de oito substancias, das quais cinco substancias séo inéditas (3, 4, 5,
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6, 8), além da substancia 1, descrita pela primeira vez em Myrtaceae. Assim
sendo, esse estudo contribui com outros estudos que visa diferenciar espécies
botanicas semelhantes a partir de sua composi¢cdo quimica. E importante
ressaltar que as espécies em destaque ainda ndo apresentam estudos quimicos
envolvendo seus constituintes fixos. Finalmente, este trabalho contribui com o
conhecimento da quimica de produtos naturais de matrizes vegetais da

Amazobnia.
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8. Anexo
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Figura S 1 Espectros de RMN de 'H dos extratos HF3-1 e HF4-1 (11,7 T, CDCls, TMS).
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Figura S 2 Espectros de RMN de 'H dos extratos HC3-1 e HC4-1 (11,7 T, CDCls, TMS).
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Figura S 3 Espectros de RMN de 'H dos extratos AF3-1 e AF4-1 (11,7 T, CDCls, TMS, DMFu).
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Figura S 4 Espectros de RMN de 'H dos extratos AC3-1 e AC4-1 (11,7 T, CDCls, TMS, DMFu).
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Figura S 6 Espectros de RMN de 'H dos extratos EC3-1 e EC4-1 (11,7 T, CDCls, TMS, DMFu).
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Figura S 7 Espectro de RMN de 'H da substéancia 1 (11,7 T, CDCls, TMS).
S
—— T b J b fin

——llcosy tH1H o
: Amostra & =
= |cocn , : T
Cp. Lidhia i . o
ﬁﬂ.f. T = “ o
- —

] = - L
o
=]
D | T T T T T | T I T T T | T T T | T T

10 8 4 2 F2 [ppm]

Figura S 8 Espectro de COSY da substancia 1 (11,7 T, CDClz, TMS).
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Figura S 10 Ampliag&do do espectro de COSY da substancia 1 (11,7 T, CDClsz, TMS).
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Figura S 11 Ampliagéo do espectro de COSY da substancia 1 (11,7 T, CDCls, TMS).
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Figura S 12 Ampliagédo do espectro de COSY da substancia 1 (11,7 T, CDClsz, TMS).
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Figura S 13 Ampliag&do do espectro de COSY da substancia 1 (11,7 T, CDClsz, TMS).
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Figura S 14 Espectro de HSQC da substancia 1 (11,7 T, CDCls, TMS).
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Figura S 15 Ampliacédo do espectro de HSQC da substancia 1 (11,7 T, CDCls, TMS).
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Figura S 16 Ampliagdo do espectro de HSQC da substancia 1 (11,7 T, CDClz, TMS).
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Figura S 17 Ampliag&o do espectro de HSQC da substéncia 1 (11,7 T, CDCls, TMS).
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Figura S 18 Ampliagéo do espectro de HSQC da substancia 1 (11,7 T, CDClz, TMS).
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Figura S 19 Ampliacédo do espectro de HSQC da substancia 1 (11,7 T, CDCls, TMS).
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Figura S 20 Espectro de HMBC da substancia 1 (11,7 T, CDClz, TMS).
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Figura S 21 Ampliacédo do espectro de HMBC da substancia 1 (11,7 T, CDCls, TMS).
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Figura S 22 Ampliagédo do espectro de HMBC da substancia 1 (11,7 T, CDClsz, TMS).
U B PR S VW | % §
RMN HMBC
Amosira & -
COCI3
O Joe!
I:l T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T |
3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 F2 [ppm]
Figura S 23 Ampliagédo do espectro de HMBC da substancia 1 (11,7 T, CDCls, TMS).
O
RMN HMBC
amostra &
cooiz
Op. Joe!
|:| | T T T T | T T T T | T T T T | T T T
5.5 5.4 5.3 5.2 F2 [ppm]

Figura S 24 Ampliag&do do espectro de HMBC da substancia 1 (11,7 T, CDCls, TMS).
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Figura S 25 Espectro de RMN de 'H da substancia 2 (11,7 T, DMSO-d6, TMS).
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Figura S 26 Ampliacédo do espectro de RMN de *H da substancia 2 (11,7 T, DMSO-d6, TMS).
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Figura S 28 Ampliacédo do espectro de HSQC da substancia 2 (11,7 T, DMSO-d6, TMS).
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Figura S 30 Ampliacédo do espectro de HMBC da substancia 2 (11,7 T, DMSO-d6, TMS).

114



[1=4]

o0

GgsL'L
086l —

.

TH_30

Amostra: EF3m-Fo-1

Solv. MeQD
Op. Lidia

98FZ ¥
eSrEr
9LGE
SroC'r
BaLE ¥
FESS ¥
€985 ¥
LLBO'S —
6601°5
6E68°5
28685
BECE"S
ZBZE"S
60989 —
LBLB'9 —
699£°L —

[ppm]

Figura S 31 Espectro de RMN de 'H da substancia 3 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 33 Espectro de 3C da substancia 3 (11,7 T, CD30D, TMS).
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Figura S 34 Espectro de DETP 135 da substancia 3 (11,7 T, CD3sOD, TMS).
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Figura S 35 Espectro de COSY da substancia 3 (11,7 T, CD30D, TMS).
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Figura S 36 Ampliacédo do espectro de COSY da substancia 3 (11,7 T, CD30D, TMS).
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Figura S 37 Ampliacdo do espectro de COSY da substancia 3 (11,7 T, CD3:0D, TMS).
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Figura S 38 Ampliacédo do espectro de COSY da substancia 3 (11,7 T, CDz:0D, TMS).
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Figura S 39 Espectro de HSQC da substéncia 3 (11,7 T, CD3sOD, TMS) .
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Figura S 40 Ampliagédo do espectro de HSQC da substéncia 3 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 41 Ampliagéo do espectro de HSQC da substéncia 3 (11,7 T, CDsOD, TMS).
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Figura S 42 Ampliagéo do espectro de HSQC da substéncia 3 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 43 Ampliagédo do espectro de HSQC da substéncia 3 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 44 Espectro de HMBC da substancia 3 (11,7 T, CDs:0OD, TMS).
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Figura S 45 Ampliagédo do espectro de HMBC da substancia 3 (11,7 T, CDs:OD, TMS).
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Figura S 46 Ampliacédo do espectro de HMBC da substancia 3 (11,7 T, CD3:OD, TMS).
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Figura S 47 Ampliagéo do espectro de HMBC da substéncia 3 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 48 Ampliacéo do espectro de HMBC da substancia 3 (11,7 T, CDz0OD, TMS).
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Figura S 49 Espectro de RMN de H da substancia 4 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 50 AmpliacGes do espectro de RMN de 'H da substancia 4 (11,7 T, CDz0D, TMS).
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Figura S 51 Espectro de RMN de *3C da substancia 4 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 52 Espectro de DEPT 135 da substancia 4 (11,7 T, CD3sOD, TMS).
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Figura S 53 Espectro de COSY da substancia 4 (11,7 T, CDz:0OD, TMS).
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Figura S 54 Ampliacdo do espectro de COSY da substancia 4 (11,7 T, CDs:0OD, TMS).
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Figura S 55 Ampliacédo do espectro de COSY da substancia 4 (11,7 T, CDs:OD, TMS).

125



ol by

o o SN

S

COsY_fH-TH
Arnostra: EFRdm- F5-2
Saiv.. MeOD

Co. Lidia

VJ,U | U%JV\/J
COsSY_1H-1H
Amostra: ERdm- 52
PSoi. MeOD

Op. Lidia
]

2.6 F2 [ppm]

Figura S 57 Ampliacdo do espectro de COSY da substancia 4 (11,7 T, CDz:0OD, TMS).
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Figura S 58 Espectro de HSQC da substancia 4 (11,7 T, CDsOD, TMS).

126

F1 [ppm]

2.0

F1 [ppm]

3.0

45 4.0

5.0

F1 [ppm]

100 50

150



_JVL J& )
HSOQC fH-13C

Amoastra ERdm - F5-2
Solv. MeOD

Cp. Lidhia ':3 P

6.35 6.30 6.25 6.20 F2 [ppm]

Figura S 59 Ampliagédo do espectro de HSQC da substéncia 4 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 60 Ampliacdo do espectro de HSQC da substancia 4 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 61 Ampliacdo do espectro de HSQC da substéncia 4 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 62 Ampliacédo do espectro de HSQC da substancia 4 (11,7 T, CDsOD, TMS).
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Figura S 63 Espectro de HMBC da substéancia 4 (11,7 T, CDsOD, TMS).
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Figura S 64 Ampliacédo do espectro de HMBC da substancia 4 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 65 Ampliacdo do espectro de HMBC da substancia 4 (11,7 T, CD30D, TMS).
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Figura S 66 Ampliacdo do espectro de HMBC da substancia 4 (11,7 T, CD30D, TMS).
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Figura S 67 Ampliacdo do espectro de HMBC da substancia 4 (11,7 T, CDz:0OD, TMS).
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Figura S 68 Ampliacdo do espectro de HMBC da substancia 4 (11,7 T, CD30OD, TMS).
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Figura S 69 Espectro de RMN de !H da substancia 5 (11,7 T, CDsOD, TMS).
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Figura S 70 Ampliagcéo do espectro de RMN de 'H da substancia 5 (11,7 T, CDsOD, TMS).
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Figura S 71 Ampliacdo do espectro de RMN de 1H da substancia 5 (11,7 T, CDsOD, TMS).
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Figura S 72 Espectro de COSY da substancia 5 (11,7 T, CDz:0D, TMS).
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Figura S 73 Ampliacédo do espectro de COSY da substancia 5 (11,7 T, CDz0D, TMS).
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Figura S 74 Ampliacdo do espectro de COSY da substancia 5 (11,7 T, CDz:0D, TMS).
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Figura S 75 Ampliagdo do espectro de COSY da substancia 5 (11,7 T, CDz:0D, TMS).
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Figura S 76 Ampliacdo do espectro de COSY da substancia 5 (11,7 T, CD3:0D, TMS).
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Figura S 77 Espectro de HSQC da substancia 5. (11,7 T, CD30OD, TMS)
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Figura S 78 Ampliacédo do espectro de HSQC da substéncia 5 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 79 Ampliagédo do espectro de HSQC da substéncia 5 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 80 Espectro de HMBC da substancia 5 (11,7 T, CD3:0D, TMS)
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Figura S 81 Ampliacéo do espectro de HMBC da substancia 5 (11,7 T, CDz0OD, TMS).

134



e Y "6 SN V| N

HMBC_1H-13C - = IE
Amostra: EF4dm_F5-5 - = = &
Sl MaOD - . [
Op. Felipe = = B = Eimal-T L F o
= L
s
, . 8
- '_ 3
T @ o L
- - - o
- e
D T T T T | T T T T | T T T T | T T T __
4.5 4.0 35 F2 [ppm]
Figura S 82 Ampliagédo do espectro de HMBC da substancia 5 (11,7 T, CDs:OD, TMS).
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Figura S 83 Ampliagédo do espectro de HMBC da substancia 5 (11,7 T, CDz0OD, TMS).
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Figura S 84 Ampliacédo do espectro de HMBC da substancia 5 (11,7 T, CDz0OD, TMS).
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Figura S 85 Espectro de RMN de 'H da substancia 7 (11,7 T, CDsOD, TMS).
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Figura S 86 Ampliacdes do espectro de RMN de 'H da substancia 7 (11,7 T, CDz0D, TMS).
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Figura S 87 Espectro de RMN de 2C da substancia 7 (11,7 T, CDs0D, TMS).
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Figura S 88 Espectro de DEPT 135 da substancia 7 (11,7 T, CDsOD, TMS).
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Figura S 89 Espectro de COSY da substancia 7 (11,7 T, CDz0D, TMS).
A -
COSY_TH-1H C
Amosira, EfrrrEg=— = e Pa—_ —
Sofv. MeQD C
Op. Lidia C
e = %
s.elis I I I I s.tlso I I I I s.|55 I I I I s.lso I I I I F2 [|Iopm]
Figura S 90 Ampliacédo do espectro de COSY da substancia 7 (11,7 T, CDs:0OD, TMS).
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Figura S 91 Ampliacédo do espectro de COSY da substancia 7 (11,7 T, CDs:OD, TMS).
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Figura S 92 Ampliacéo do espectro de COSY da substancia 7 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 93 Ampliacdo do espectro de COSY da substancia 7 (11,7 T, CDz0OD, TMS).
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Figura S 94 Espectro de HSQC substancia 7 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 95 Ampliacédo do espectro de HSQC da substéancia 7 (11,7 T, CD3sOD, TMS).
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Figura S 96 Ampliacédo do espectro de HSQC da substancia 7 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 97 Ampliacédo do espectro de HSQC da substancia 7 (11,7 T, CDsOD, TMS).
[
44444__j&L_ MM ‘)F&\__ __;pu_
HEOO fH-130C r
Armosira EF4m-FS-4 -
Solv s MeOr —
O, Lidia “ - C
—_— =] =] ;
—— =y [ -
P =] == C
25 25 15 1b ézmpEJ
Figura S 98 Ampliacédo do espectro de HSQC da substancia 7 (11,7 T, CDsOD, TMS).
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Figura S 99 Espectro de HMBC da substancia 7 (11,7 T, CD30OD, TMS).
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Figura S 100 Ampliagcédo do espectro de HMBC da substancia 7 (11,7 T, CDsOD, TMS).
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Figura S 101 Ampliacdo do espectro de HMBC da substancia 7 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 102 Ampliagao do espectro de HMBC da substéancia 7 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 103 Espectro de RMN de 'H da substancia 8 (11,7 T, CDsOD, TMS).
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Figura S 104 Espectro de RMN de 'H da substancia 8 (11,7 T, CDsOD, TMS).
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Figura S 106 Espectro de COSY da substancia 8 (11,7 T, CD3:0OD, TMS).
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Figura S 105 Espectro de RMN de 'H da substancia 8 (11,7 T, CD3z0OD, TMS).
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Figura S 107 Ampliacédo do espectro de COSY da substancia 8 (11,7 T, CDz0OD, TMS).
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Figura S 108 Ampliagédo do espectro de COSY da substancia 8 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 109 Ampliacédo do espectro de COSY da substancia 8 (11,7 T, CDz0OD, TMS).
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Figura S 110 Ampliagédo do espectro de COSY da substancia 8 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 111 Espectro de HSQC da substancia 8 (11,7 T, CDsOD, TMS).
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Figura S 112 Ampliagéo do espectro de HSQC da substancia 8 (11,7 T, CDsOD, TMS).

147

10 F1 [ppm]

2.0 15

25

F1 [ppm]

100 50

150

70 F1 [ppm]

100 90 20

10



N

]
A N L_,_JJ\"\\

HZOC C

Amosira; EF4m FE-5 C

Sofv. MelD C

O ASH & ) E

@ b

T | T T T T | T T T T | T T T T | T T
2.5 2.0 1.5 1.0 F2[ppm]

Figura S 113 Ampliagdo do espectro de HSQC da substancia 8 (11,7 T, CD30OD, TMS).
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Figura S 114 Ampliagcéo do espectro de HSQC da substancia 8 (11,7 T, CDsOD, TMS).

JL; )
HZQCo L
Amosira: EF4m FG-5 -
Sole - Men C
Q0 ASH O
= o) C
C

o L

T T | T T T | T T T | T T T | T T .

7.0 6.8 6.6 6.4 F2 [ppm]

Figura S 115 Ampliagéo do espectro de HSQC da substéncia 8 (11,7 T, CDsOD, TMS).
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Figura S 116 Espectro de HMBC da substancia 8 (11,7 T, CDz:0D, TMS).
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Figura S 117 Ampliagcédo do espectro de HMBC da substancia 8 (11,7 T, CDzOD, TMS).
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Figura S 118 Ampliagc&o do espectro de HMBC da substancia 8 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 119 Ampliagdo do espectro de HMBC da substancia 8 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Figura S 120 Ampliagcéo do espectro de HMBC da substancia 8 (11,7 T, CD30OD, TMS).
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Figura S 121 Ampliagcéo do espectro de HMBC da substancia 8 (11,7 T, CD3OD, TMS).
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Substancia isoladas da Eugenia adenocalyx e Eugenia lisboae 5' OH
H;C
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