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Estudo fitoquimico e avaliagao atividade antimicrobiana das folhas de Varronia dardani
(Taroda) J.S. Mill (Boraginaceae) e de seu 6leo essencial.

Veloso, C. A. G.

Pé6s-Graduagao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Dissertagdo de Mestrado, CCS/UFPB (2018).

RESUMO

O género Varronia pertence a familia Boraginaceae, anteriormente classificada
como Cordia, compreende cerca de 100 espécies. Algumas espécies sdo descritas
na literatura com atividades anti-inflamatoria, analgésica e cicatrizante. A espécie
Varronia dardani ndo possui relatos na medicina popular. O material vegetal foi
coletado em Serra Branca — PB, uma exsicata encontra-se depositada no hebario
Prof. Lauro Pires Xavier sob registro JPB 29509. As folhas de V. dardani foram secas
em estufa 40 °C, trituradas e extraidas com etanol a 95%, concentrado em
rotaevaporador obtendo-se o Extrato Etandlico Bruto (EEB), o qual foi
desengordurado com hexano e em seguida submetido a parti¢cao liquido/liquido (7:3
v/v) obtendo-se as fases hexanica, diclorometano, acetato de etila e n-butanol. As
estruturas quimicas foram identificadas através de espectroscopia de massa,
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e em comparag¢des com a literatura. A fase
diclorometano (Vd-FD) foi submetida a cromatografia liquida de média press&o de
onde foram isoladas seis substancias, sendo duas chalconas (pinostrobina chalcona
e gimnogrameno) e quatro flavanonas (pinocembrina, isosakuranetina, pinostrobina e
sakuranetina-4’-metil éter). O éleo essencial das folhas V. dardani (Vd-OE) foi extraido
por hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger e caracterizado por cromatografia
gasosa acoplada a espectroscopia de massas (CG-EM). A constituicdo quimica do
Oleo essencial de V. dardani foi de 97,2% de monoterpenos e sesquiterpenos. Sendo
os 0-Cadineno (8,71%), timol (7,43%), carvacrol (5,92%), y-cadineno (5,66%), p-
cimeno (5,25%) e d-cadinol (5,20%) os constituintes majoritarios. Foi investigada a
atividade antimicrobiana, através da da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e da
Inibicdo da Formacao de Biofiime (IFB), realizadas por microdiluicdo e utilizando o
EEB, sua fase diclorometano, o Vd-OE e de algumas flavanonas e chalconas isoladas
e/ou em misturas frente as espécies de microrganismos de interesse na odontologia.
O dleo essencial inibiu o crescimento de Enterococcus faecalis e Streptococcus
salivarius com a CIM de 2 mg/mL, Vd-EEB inibiu o crescimento de S. salivarius, Vd-
FD exibiu uma CIM frente as cepas de E. faecalis e S. salivarius, a pinostrobina
chalcona inibiu o crescimento de S. salivarius, e em mistura com o gimnogrameno,
apresentou CIM para as cepas E. faecalis e S. salivarius. A pinocembrina inibiu o
crescimento de E. faecalis e S. salivarius. A pinocembrina, a pinostrobina chalcona e
sua mistura com o gimnogrameno apresentaram inibigcdo da formagéao do biofilme de
S. salivarius na maior concentracao testada. A pinostrobina chalcona inibiu a formacéao
do biofilme de E. faecalis na sua menor concentracéo. Os resultados in vitro indicaram
gque a espeécie contém em sua composicdo quimica, substancias com potencial
antimicrobiano, necessitando assim, de estudos complementares visando buscar uma
nova terapia para infecgbes dentais utilizando a referida espécie.

Palavras-chave: Varronia dardani, 0leo essencial, fitoquimica, atividade
antimicrobiana.



Phytochemical study and evaluation of antimicrobial activity from leaves of Varronia dardani
(Taroda) J.S. Mill (Boraginaceae) and its essential oil.

Veloso, C. A. G.

Pé6s-Graduagao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Dissertagdo de Mestrado, CCS/UFPB (2018).

ABSTRACT

The genus Varronia belongs to the family Boraginaceae, previously classified
as Cordia, comprises about 100 species. Some species are described in the literature
with activities anti-inflammatory, analgesic and cicatrizant. The species Varronia
dardani has no reports in folk medicine. The vegetal material was collected in Serra
Branca - PB, a voucher specimen is deposited in the Prof. Lauro Pires Xavier
herbarium under registration JPB 29509. The leaves from V. dardani were dried in an
oven at 40 °C, crushed and extracted with 95% ethanol, concentrated in a
rotavaporator, obtaining the Ethanolic Crude Extract (ECE), which was degreased with
hexane and then partitioned liquid/liquid (7: 3 v / v) to give the hexane,
dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol phases. The chemical structures were
identified by mass spectroscopy, Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and in
comparisons from the literature. The dichloromethane phase (Vd-DP) was subjected
to medium pressure liquid chromatography from which six substances were isolated,
two chalcones (pinostrobin chalcone and gymnogrammene) and four flavanones
(pinocembrin, isosakuranetin, pinostrobin and sakuranetin-4'-methyl ether). The
essential oil from leaves of V. dardani (Vd-EQO) was extracted by hydrodistillation by
using a Clevenger apparatus and characterized by gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS). The chemical composition of V. dardani oil was 97.2%
monoterpenes and sesquiterpenes. The ©0-Cadinene (8.71%), thymol (7.43%),
carvacrol (5.92%), y-cadinene (5.66%), p-cymene (5.25%) and &- cadinol (5.20%) was
the major constituents. Antimicrobial activity was investigated by the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and the Inhibition of Biofilm Formation (IBF), performed
by microdilution and using the ECE, its dichloromethane phase, the Vd-EO and some
flavanones and chalcones isolated and/or in mixtures with species of microorganisms
of interest in dentistry. The essential oil inhibited the growth of Enterococcus faecalis
and Streptococcus salivarius with MIC of 2 mg/mL, Vd-ECE inhibited the growth of S.
salivarius, Vd-DP exhibited a MIC against strains of E. faecalis and S. salivarius,
pinostrobin chalcone inhibited the growth of S. salivarius, and in combination with
gymnogrammene, showed a MIC for strains E. faecalis and S. salivarius. Pinocembrin
inhibited the growth of E. faecalis and S. salivarius. Pinocembrin, pinostrobin chalcone
and its mixture with gymnogrammene showed inhibition of the formation of S. salivarius
biofilm in the highest concentration tested. Pinostrobin chalcone inhibited the formation
of the E. faecalis biofilm at its lowest concentration. The in vitro results indicated that
the species contains in its chemical composition substances with antimicrobial
potential, thus requiring complementary studies aiming to seek a new therapy for
dental infections using the species cited.

Keywords: Varronia dardani, essential oil, phytochemistry, antimicrobial activity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Distribuicdo geografica mundial da familia Boraginaceae. ............. 24
Figura 2 — Estrutura basica das flavanonas. ... 29

Figura 3 — A chalcona como intermediaria no metabolismo dos flavonoides...31

Figura 4 — Estrutura basica das chalconas. ............cccceoiiiiii 32
Figura 5 — Folhas de Varronia dardani (Taroda) J.S. Mill................coooeiieiin. 33
Figura 6 — Inflorescéncia de Varronia dardani (Taroda) J.S. Mill. .................... 33
Figura 7 — Espectro de RMN 3C (125 MHz, CD3OD) de Vd-1. ......cc..ccveeuneeee. 50
Figura 8 — Expansé&o do espectro de RMN 3C (125 MHz, CD30D) de Vd-1 na
regido de 119 — 150 PPM. i eeeeeeeees 50
Figura 9 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CD30D) de Vd-1..........c.ccueeuneeee. 51
Figura 10 — Expanséao do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDs0D) de Vd-1 na
regido de 6,90 — 8,50 PPIM. e eaeeeees 51
Figura 11 — Espectro de RMN 'H (400 MHz, CD30OD) da mistura Vd-1 e Vd-2.
.......................................................................................................................... 54
Figura 12 — Expans3o do espectro de RMN 'H (400 MHz, CD30D) da mistura
Vd-1 e Vd-2 na regido de 5,90 — 8,30 PPM. ..ceeiieiiiii i 54
Figura 13 — Expanséao do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDs0D) de Vd-2 na
regido de 3,30 — 4,00 PPN e eeeaeeeees 55
Figura 14 — Espectro de RMN *C (100 MHz, CD3s0D) da mistura Vd-1 e Vd-2.
.......................................................................................................................... 55
Figura 15 — Expanséo do espectro de RMN "3C (100 MHz, CDs0OD) da mistura
Vd-1 e Vd-2 na regido de 192,6 — 196,4 PPM. ..eeuiieriiiieeeee e 56
Figura 16 — Expanséo do espectro de RMN "3C (100 MHz, CDs0OD) da mistura
Vd-1 e Vd-2 na regido de 53,80 — 60 PPM...coommimiiiieieeieeee e 56
Figura 17 — Expansédo do espectro de HMBC (400 e 100 MHz, CD30OD) da
mistura Vd-1 e Vd-2 na regido de 3,90 — 3,74 e 174 - 157 ppm. .oeeveeeeeeeeeneenns 57
Figura 18 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CD3OD) de Vd-3...........ccccu...... 60
Figura 19 — Expanséao do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDs0D) de Vd-3 na
regido de 2,70 — 3,108 PPIM. e e e e e e e e e e eeeeeees 60

Figura 20 — Expanséao do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDs0D) de Vd-3 na
regido de 5,40 — 6,00 PPIM. i eaeeeees 61



Figura 21 — Expanséao do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDs0D) de Vd-3 na

regido de 7,24 — 7,60 PPIM. it e e e e e e e e eeeeeees 61
Figura 22 — Espectro de RMN '3C (125 MHz, CD30D) de Vd-3. ..................... 62
Figura 23 — Expansao do espectro de RMN 3C (125 MHz, CDs0D) de Vd-3 na
regido de 135 — 2710 PPM. i e e e e e e e e eeeeeees 62
Figura 24 — Expansao do espectro de RMN 3C (125 MHz, CDs0D) de Vd-3 na
(g=To [ E=ToRo (SIS Z At B 10 I o] o] o SRR 63
Figura 25 — Expansao do espectro de RMN 3C (125 MHz, CDs0D) de Vd-3 na
(f=To [ E=ToRo (ST 2 A S 7 N o] o] o NSRRI 63
Figura 26 — Espectro de RMN 'H (400 MHz, CD3OD) de Vd-4...........c........... 66
Figura 27 — Expanséao do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDs0D) de Vd-4 na
regi@o de 6,75 — 7,65 PPIM. i e e e e e aeeeees 66
Figura 28 — Expanséao do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDs0D) de Vd-4 na
regido de 5,30 — 6,05 PPM. e e 67
Figura 29 — Expanséao do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDs0D) de Vd-4 na
regido de 2,50 — 4,00 PPN oo eeaaeeees 67
Figura 30 — Espectro de RMN '3C (100 MHz, CD30D) de Vd-4. ..................... 68
Figura 31 — Expansao do espectro de RMN 3C (125 MHz, CDs0D) de Vd-4 na
regido de 144 — 204 PPIM. .o e et e e e e e e e e e e e e e e e aeeeeeeees 68
Figura 32 — Expansao do espectro de RMN 3C (125 MHz, CDs0D) de Vd-4 na
regido de 70 — 140 PPM. it a e e e e e e e e e e e e eeeeeees 69
Figura 33 — Expansao do espectro de RMN 3C (125 MHz, CDs0D) de Vd-4 na
(g=ToE=ToRo (=TGSRl S 2t I o] o] o NSRRI 69
Figura 34 — Expansao do espectro de HMBC (400 e 100 MHz, CD30D) de Vd-4
na regido de 3,10 — 4,60 € 178 - 142 PPM. ..eniiiiiieiieeee e 70
Figura 35 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls3) da mistura de Vd-5a e Vd-
o] o TS SRR URRRROPPPRR 74
Figura 36 — Expans&o do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) da mistura de
Vd-5a e Vd-5b naregido de 11,72 — 12,32 PPM. cooeeeeeeeieeeee e 74
Figura 37 — Expans&o do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) da mistura de
Vd-5a e Vd-5b na regido de 6,75 — 7,60 PPM. ..eeeiieri i 75

Figura 38 — Expans&o do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) da mistura de
Vd-5a e Vd-5b na regido de 5,10 — 6,20 PPM. ..eeeiiei e e 75



Figura 39 — Expans&o do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) da mistura de
Vd-5a e Vd-5b na regido de 5,00 — 6,62 PPM. ...euiieriiieeeeiee e 76
Figura 40 — Expans&o do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) da mistura de
Vd-5a e Vd-5b na regido de 3,52 — 3,98 PPM. ..eeiiiii i 76
Figura 41 — Expans&o do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) da mistura de
Vd-5a e Vd-5b na regido de 2,55 — 3,25 pPPM. ..eeeieii i 77
Figura 42 — Espectro de RMN '3C (125 MHz, CDCls) da mistura de Vd-5a e Vd-

Figura 43 — Expanséo do espectro de RMN 3C (125 MHz, CDCls) da mistura de
Vd-5a e Vd-5b na regido de 190 — 201 PPM. .ceeeeiiiiee e 78
Figura 44 — Expanséo do espectro de RMN 3C (125 MHz, CDCls) da mistura de
Vd-5a e Vd-5b na regido de 159 — 168,5 pPPM. ...eoeiii i 78
Figura 45 — Expanséo do espectro de RMN 3C (125 MHz, CDCls) da mistura de
Vd-5a e Vd-5b na regido de 123 — 141 PPM. oo 79
Figura 46 — Expanséo do espectro de RMN "3C (125 MHz, CDCls) da mistura de
Vd-5a e Vd-5b na regido de 93 — 115 PPM. oo 79
Figura 47 — Expanséo do espectro de RMN "3C (125 MHz, CDCls) da mistura de
Vd-5a e Vd-5b na regido de 73 — 83 PPM. oo 80
Figura 48 — Expanséo do espectro de RMN 3C (125 MHz, CDCls) da mistura de
Vd-5a e Vd-5b na regido de 53,9 — 56,9 pPM. ...eeiiii i 80
Figura 49 — Expanséo do espectro de RMN "3C (125 MHz, CDCls) da mistura de
Vd-5a e Vd-5b na regido de 38,5 — 47 PPM. .o 81
Figura 50 — Expanséo do espectro de HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) da mistura
de Vd-5a e Vd-5b na regido de 3,62 — 3,93 e 175 - 156 ppm.....ccevveveerreeennnnnnn. 81
Figura 51 — Cromatograma obtido por cromatografia gasosa (CG-EM) do 6leo

essencial de Varronia dardani. ... 82



LISTA DE ESQUEMA

Esquema 1 — Obtencéo e fracionamento do Extrato Etandlico Bruto (EEB) das

folhas de Varronia dardani.............oo. .o 42

LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Exemplos de compostos (flavonoides, terpenoides, alcaloides e
acidos fendlicos) isolados e identificados de partes (folhas, brotos e oleo
essencial) de espécies da familia Boraginaceae. ............ccccccovvviiiiiiiiiiiininnn. 25
Quadro 2 — Exemplos de compostos polifendlicos isolados de folhas e raizes de
eSPECIieS dO GENEIrO VarrONia. ...........ouuuuiiee e 28
Quadro 3 - Escore proposto por Peixoto e colaboradores (2017), para a

classificagao do percentual de inibicdo do biofilme. ...............ooiiiiiiiin, 46



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Método utilizado na cromatografia sob média pressdo da fase
diclorometano de Varronia dardani..................oooouuuiiiiiiiiieiiiiiceeee e 43
Tabela 2 — Dados de 'H, '*C (500 e 125 MHz, CD30D) de Vd-1, 2',6'-dihidroxi-
4'-metoxichalcona (pinostrobina chalcona) em comparagédo aos dados obtidos
por WEI e colaboradores (2013), nas mesmas condiges. ............cceeeeeeeeeenennns 49
Tabela 3 — Dados de 'H, 3C (400 e 100 MHz, CD3s0D) de Vd-1 (pinostrobina
chalcona) e Vd-2 (gimnogrameno), em comparagdo aos dados obtidos na
literatura (WEI et al., 2013; MILES & MAIN, 1985). .......oovviieiiiiiiiiiiiieeeee e, 53
Tabela 4 — Dados de 'H, C (500 e 125 MHz, CDsOD) de Vd-3, 5,7-
dihidroxiflavanona (pinocembrina) em comparagao aos dados de 'H, '3C (400 e
100 MHz, CD30D) por Ching e colaboradores (2007). .............uuuveeemimemiemenennnns 59
Tabela 5 — Dados de "H, "3C (400 e 100 MHz, CD3OD) de Vd-4, 5,7-dihidroxi-4'-
metoxiflavanona (isosakuranetina) em comparagao aos dados de 'H, '*C (500 e
125 MHz, CD30D) por Kim e colaboradores (1999). ...........uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 65
Tabela 6 — Dados de 'H, '3C (500 e 125 MHz, CDCls3) de Vd-5a (pinostrobina) e

Vd-5b (sakuranetina 4'-metil éter), em comparagdo aos dados obtidos na

literatura (ROMAN JUNIOR et al., 2017; OYAMA & KONDO, 2004)................ 73
Tabela 7 — Composicédo quimica do 6leo essencial das partes aéreas de Varronia
(o= 10 L= o] PPN 83

Tabela 8 — Concentracio Inibitéria Minima das amostras derivadas de Varronia
dardani, frente as cepas E. faecalis, S. salivarius € S. oralis............................ 86
Tabela 9 — indice de Inibicdo da Formagdo de Biofilme (IFB) das amostras
derivadas de Varronia dardani, frente a cepa de E. faecalis. Os valores sao
expressos em porcentagem de inibIGAO (196). ..oevvvveveiiiiiiiiiiiiii 88
Tabela 10 — indice de Inibicdo da Formagéo de Biofime (IFB) das amostras
derivadas de Varronia dardani, frente a cepa de S. salivarius. Os valores séo
expressos em porcentagem de inibIGAO (196). ..oevvvveveiiiiiiiiiiiiii 88



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E FORMULAS MOLECULARES

CDs0D
MHz
PPgPNSB
Bioativos
ppm

q
P.F.

PNMF
PNPIC
Rf

Teste de proton anexado

Brain Heart Infusion

Cromatografia em Camada Delgada Analitica
Cloroférmio deuterado

Cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas
Cloroférmio

Concentracgao inibitéria minima

Clinical and Laboratory Standards Institute
Espectroscopia de correlagao total

Dupleto

Diclorometano

Duplo dupleto

Extrato etandlico bruto

lonizagao por electrospray

Espectroscopia de massa acoplada a ionizagao por electrospray
Etanol

Correlagéo heteronuclear a multiplas ligagdes
Correlagéo heteronuclear de quantum multiplo
Porcentagem de inibigao

Inibicdo da formagéao de biofilme

Constante de acoplamento

Multipleto

Metanol deuterado

Megahertz

Programa de Pds-graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos

Partes por milh&do

Quadrupleto

Ponto de fuséo

Politica nacional de plantas medicinais e fitoterapicos
Politica nacional de praticas integrativas e complementares

Fator de retencao



RMN
RMN 3C
RMN 'H

sl
SuUSs
UEPB
UFPB

Ressonancia Magnética Nuclear

Ressonancia magnética nuclear de carbono treze
Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
Simpleto

Simpleto largo

Sistema unico de saude

Universidade Estadual da Paraiba

Universidade Federal da Paraiba

Deslocamento quimico



SUMARIO

g SR [ Y 11 270 010 0. o J 19
A © 1= N 1 I Y0 1 22
2.1. 7T - | 22
2.2. ESPECIfiCOS ..oiiiiieeciiiii it 22
3. FUNDAMENTAGAO TEORICA .........ccooeeeereeeereeeneeesseess e e essesasseseens e sasaens 24
3.1. Sobre a familia Boraginaceae..........cccccceeveiiiiiiiiiiiiiiinncsscseeeeeee e 24
3.2 Dados botanicos da familia Boraginaceae............cccoooiiiiiinninnnnnnninnninnn, 26
3.3. Sobre 0 género Varronia...............uueeeeeeiiiiiiieiiiiiesssssseeseeeeeee e 26
3.3.1. Principais classes de metabdlitos encontrados no género

VGITONIA. ....... ..ottt e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e eeannnn e e e eeeeaenees 27
3.3.2. Consideragdes sobre a espécie estudada ............eviiiiiiieiiiiiiinnnnnnn. 32
3.3.3. OlEOS ESSENCIAIS .......evveeeeeee e, 34
3.4. Biofilme dental............ e ————— 36
4. MATERIAL E METODOS.........oooeieeeeenecreeeseeseesessessessesssssssssssesssssssssssssssaees 39
4.1. Material e equipamentos utilizados ... 39
4.2, Material Vegetal........cccooii s 40
4.21. Coleta e identificagdo do material vegetal..............cooooeieiiiii. 40
422 Processamento do material vegetal de Varronia dardani.................... 40

4.3. Obtencao do extrato etandlico bruto (EEB) das folhas de V.

Lo =T o - 1 40
4.4. Fracionamento do extrato etandlico bruto (EEB) das folhas de V.
Lo =T o - 1 41
4.5. Processamento cromatografico da fase diclorometano por
Cromatografia Liquida sob Média Pressdo (CLMP)..........ccccceiiiiiiiiiiiicviivccnceeeen, 42
4.6. Processamento cromatografico das fragoes por Cromatografia em

Camada Delgada Analitica (CCDA) ... 43
4.7. Métodos espectromeétriCos.........ccoimmmimemrriiinir e 43
4.8. Obtencao do 6leo essencial e caracterizagao quimica...............cceeeeeeee 43
4.9. Atividade antimicrobiana..............————— 44
4.9.1. Cepas testadas ....... oo 44

49.2. MEIOS A€ CUIUIA ..o, 44



4.9.3. Determinag&o da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)..................... 45

494. Inibicdo da Formagé&o de Biofilme (IFB) ... 45
5. RESULTADOS E DISCUSSAQ .......oooicrcrceircreeererae st saesaesessesasses e ssssessessnns 48
5.1. Identificagao estrutural de Vd-1 ... 48
5.2. Identificagao estrutural de Vd-2.............ooe e 52
5.3. Identificagao estrutural de Vd-3............ccore e 58
5.4. Identificagao estrutural de Vd-4 ..............coorr e 64
5.5. Identificagao estrutural de Vd-5a e Vd-5b ..., 71
5.6. Identificagcao dos constituintes volateis de Varronia dardani. ............. 82
5.7. Ensaios microbiol0giCos ... 85
5.7.1. Determinag&o da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)..................... 85
5.7.2. Inibicdo da Formagé&o de Biofilme (IFB) ... 87
(T o 0] [0 LU £= 0 =3 90

REFERENCIAS .......oceoecireeteeccresssaeesesesssaseesessssssesssssssasseesssssssassassssssssnsesnsnasaes 92






VELOSO, Carlos A. Gouveia Introducdo 19

1. INTRODUGAO

As plantas sédo fontes significativas de compostos bioativos para a
sociedade, o uso destas com propriedades medicamentosas € tdo antigo quanto
a civilizagdo humana. Por séculos, produtos derivados de minerais, vegetais e
animais constituiram os unicos recursos para o alivio de enfermidades (ADAMS
et al., 2009; PROENCA DA CUNHA et al., 2010; RATES, 2001).

Nos primordios, 0 homem buscou na natureza varios recursos para aliviar
os distintos males que o afligia, sendo fisicos ou espirituais. Aos feiticeiros,
considerados intercessores entre os homens e os deuses cabia o dever de curar
os doentes, unindo-se, desse modo, a religido e a magia ao conhecimento
empirico das praticas de saude, como por exemplo, o uso de plantas medicinais.
Na antiguidade, outra abordagem foi realizada a partir da relagdo entre 0 modo
de vida e o ambiente o qual as pessoas viviam, assim, levando em conta o ditado
hipocratico, onde os métodos de cura deixaram de ser associados somente a
abordagem espiritual e mistica (TITONELLI ALVIM et al., 2006).

Embora a medicina alopatica tenha se desenvolvido a partir do século XX,
a populagdo carente ainda encontra barreiras para a sua utilizagdo. Isso,
combinado com a facilidade de aquisicdo e a vasta tradigdo do uso de plantas
medicinais, tornam-se importantes fatores que levam a utilizagao dessas plantas
pelas populagdes dos paises em desenvolvimento (VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

A flora do Brasil € uma fonte renovavel para o estudo de novos farmacos,
devido a relativa facilidade de coleta, ambiente favoravel para seu crescimento
e a vasta biodiversidade estrutural de compostos organicos, contribuindo assim,
para o isolamento e elucidagado de ativos, além de diversos outros itens que
podem ser aproveitados para fins sociais (BRAZ-FILHO, 2010).

A caatinga ocorre em uma area no Brasil de 845.000 km?, ocupando 9,9%
da area territorial brasileira, de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica — IBGE (BRASIL, 2017), sendo o unico bioma exclusivamente
brasileiro, ou seja, grande parte do patriménio biolégico dessa regidao nao é
encontrada em outro lugar do mundo além do Nordeste do Brasil (MMA, 2002).
Embora possua uma alta taxa de diversidade e endemismo, o bioma da caatinga
€ pouco estudado e o menos resguardado pelos Orgaos responsaveis de
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conservagao e protecdo, havendo enorme falta na informagdo acerca da
vegetacdo (MARANGON et al., 2016).

O Brasil possui elementos legais envolvendo a utilizagdo de plantas
medicinais, bem como programas de incentivo a pesquisa destas. Foram
publicadas no ano de 2006, algumas politicas voltadas para o setor: a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) e a Politica Nacional
de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Satde
(SUS) (CARVALHO, 2011).

A ampla variedade de compostos orgénicos isolados de plantas da flora
brasileira, o potencial destes para o desenvolvimento social e econdmico e a sua
contribuicdo para o avango cientifico e tecnolégico nos levam a compreender o
valor da pesquisa dos produtos naturais (BRAZ-FILHO, 1994).

A pesquisa de antimicrobianos oriundos de fontes naturais vem sendo
estimulada devido ao aumento da resisténcia dos microrganismos nocivos a
saude frente a maioria dos antimicrobianos ja conhecidos. Linhas de pesquisas
tém sido desenvolvidas por varios pesquisadores, fundamentadas nas
propriedades anti-infecciosas de muitas plantas utilizadas na medicina popular
(DUARTE, 2006).

O estudo fitoquimico é de grande importancia para a ampliagdo do
conhecimento do género Varronia e da familia Boraginaceae, especificamente
da espécie Varronia dardani (Taroda) J.S. Mill, através da identificagcdo de
compostos orgéanicos isolados na espécie, e também com a caracterizagéo
quimica e a analise da atividade antimicrobiana do seu 6leo essencial, visto que
a literatura apresenta poucos estudos descritos em relagdo a investigacéo
fitoquimica e bioldgica desta espécie.
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2. OBJETIVOS

2.1.Geral

Contribuir para o conhecimento quimico do género Varronia e da familia
Boraginaceae enfatizando os aspectos fitoquimico e biolégico das folhas de
Varronia dardani (Taroda) J.S. Mill, através da extracdo, isolamento e
identificacdo de seus compostos.

2.2_Especificos

e Estudar fitoquimicamente a espécie Varronia dardani, por meio do
isolamento e identificagdo estrutural dos constituintes quimicos, a fim de
obter modelos moleculares bioativos, bem como, tragar um perfil quimico
da planta;

e Extrair o éleo essencial das partes aéreas do vegetal e determinar a sua
composi¢cao quimica;

e Investigar uma possivel atividade antimicrobiana do extrato etanodlico
bruto de V. dardani (Vd-EEB), da sua fase diclorometano (Vd-FD), do 6leo
essencial (Vd-OE) e de flavanonas e chalconas isoladas e/ou em misturas

frente a espécies de microrganismos que infectam o biofilme dental.
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3. FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1.Sobre a familia Boraginaceae

A familia Boraginaceae reune mais de 2.000 espécies em cerca de 120
géneros (DRESLER et al., 2017b; TEKE & BINZET, 2017; LUEBERT etal., 2016)
com suas representantes distribuidas nas regides tropicais, subtropicais e
temperadas, poucas delas nas zonas temperadas do hemisfério Norte (Figura 1)
(BRITANNICA ACADEMIC, 2014; LSPV-FC-IECA, 2018).

Figura 1 — Distribuicdo geografica mundial da familia Boraginaceae.

Fonte: Laboratorio de Sistematica de Plantas Vasculares da Faculdade de Ciéncias do
Instituto de Ecologia e Ciéncias Ambientais (LSPV-FC-IECA)
Disponivel em:
<www.thecompositaehut.com/www_tch/webcurso_spv/familias_pv/boraginaceae.html> Acesso
em jan. 2018.

Esta familia compreende um grupo de plantas que sado importantes para
a farmacologia e cosmetologia. Muitos compostos biologicamente ativos foram
isolados e determinados em plantas dessa familia, incluindo terpenoides,
naftoquinonas, alcaloides, flavonoides e fendis (Quadro 1, p. 25). Os
constituintes isolados destas plantas exibem atividades antimicrobiana,
antitumoral, antiviral, anti-inflamatéria, cardioténicas, antiplaquetaria e
contraceptiva (SHARMA et al. 2009; PAPP et al. 2011; TARAVATI et al. 2014;
DRESLER et al., 2017b).
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Quadro 1 — Exemplos de compostos (flavonoides, terpenoides, alcaloides e acidos fendlicos)

isolados e identificados de partes (folhas, brotos e 6leo essencial) de espécies da
familia Boraginaceae.
Espécie Substancias Referéncias
FOUSEKI et al.
(2016)

Cordia colloccoca

\\\\\o H

o “10H

OH

(Folhas)
W “IoH
OH
Afzelina Quercitrina
j
Varronia \ DE CARVALHO
curassavica JR. et al. (2004)
(Oleo essencial) . A
a-pineno
Trans-cariofileno
Aloaromadendreno
0 o}
Hi H HN
Echium vulgare Owo o ;< j )‘I\ DRESLER et al.
(0]
(Brotos) o Ho o N \ " (2017a)
H H
(o]
Acido rosmarinico AETISlE
HO HO
o
DAMIANAKOS et
[e]
al. (2016)

Cynoglossum
columnae (Folhas)

HO

N-6xido de rinderina

N-6xido de 3’-O-acetilrinderina
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A familia inclui um grande numero de plantas, como Cordia verbenacea
(erva-baleeira), Heliotropium (heliotropio), Mertensia virginica (bluebell da
Virginia), Phacelia (erva daninha escorpido), Pulmonaria (pulmonaria) e
Myosotis (ndo-me-esquecas). Algumas das mais tipicas boraginaceas mostram
alteracdes de cor da corola (pétalas) durante o envelhecimento, de amarelo ou
cor de rosa para azul ou amarelo a branco. Essa transformacéo é causada por
alteracdes de pH dos liquidos celulares. Muitas espécies sdo venenosas, mas
algumas espécies tém sido utilizadas medicinalmente, como Symphytum
officinale (confrei) e Borago officinalis (borragem) (BRITANNICA ACADEMIC,
2014; ABRANTES et al, 2004).

3.2.Dados botanicos da familia Boraginaceae

Esta familia é caracterizada por apresentar porte variado com folhas
simples e geralmente alternadas. Suas flores sdo hermafroditas e também de
sexos separados e possuem um calice gamossépalo, tubuloso, com lobos curtos
ou profundos, corola tubulosa, infundibuliformes, campanulada, hipocrateriforme
ou rotacea. O androceu tem cinco estames livres, excertos ou ndo, com filetes
curtos ou longos, antera bilocular, rimosa, com loculos globosos, ovéides,
oblongos. O gineceu é composto de dois a quatro carpelos, constituindo ovario
supero, com dois a quatro Iéculos, uniovulados, raro, uniloculares, com quatro
ovulos anatropos, estilete inteiro ou bipartido no apice. O fruto é indeiscente,
carnoso, sendo raramente seco, constituindo uma drupa com dois a quatro
I6culos ou pirenado por aborto ou um esquizocarpo dissolvido em quatro nuculas

livres ou concrescidas duas a duas, com estrutura drupacea (LEITE, 2006).

3.3.Sobre o género Varronia

O Género Varronia compreende cerca de 100 espécies neotropicais de
arbustos multi-ramificados com inflorescéncias condensadas e folhas
uniformemente serrilhadas. Ha cerca de 30 espécies de Varronia no Brasil, que
ocorrem em uma variedade de habitats de florestas, o "cerrado" e vegetagéo
"caatinga" (STAPF, 2010).
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Varronia tem sido descrito como um subgénero de Cordia (TARODA,
1984), no entanto, houve a segregacédo de Varronia dos outros membros de
Cordia, sendo classificado assim devido a sua significAncia morfologica e
evidéncias moleculares, corroborando para que Varronia seja um grupo
monofilético distinto, sendo tratada como irm& de Cordia e reconhecida a nivel
genérico (MILLER et al., 2007).

A nomenclatura de algumas espécies que antes estavam posicionadas
dentro do género Cordia foi atualizada para Varronia devido a mudanga na
filogenia, incluindo espécies como: Varronia curassavica Jacq.; Varronia globosa
Jacq.; Varronia leucocephala (Moric.) J.S. Mill e Varronia dardani (Taroda) J.S.
Mill, todas distribuidas no Nordeste do Brasil (MELO, 2012).

Algumas plantas do género possuem numerosos usos medicinais, como
anti-inflamatdério, analgésico e cicatrizante (LORENZI, 2008). Estas propriedades
farmacolégicas vém sendo comprovadas durante as duas ultimas décadas
(SERTIE et al., 1991; CARVALHO JUNIOR et al., 2004; MING et al., 2012) e a
industria farmacéutica manifestou um interesse crescente na obtencdo de
espécies deste género utilizadas como matéria-prima para a obtencdo de
fitoterapicos (MONTANARI, 2011; HOELTGEBAUM, 2017).

3.3.1. Principais classes de metabdlitos encontrados no género

Varronia

Varias pesquisas resultaram no isolamento e identificagdo de diferentes
classes de metabdlitos secundarios em diferentes partes de plantas do género
Varronia, como mostra o Quadro 2 (p. 28).
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Quadro 2 — Exemplos de compostos polifendlicos isolados de folhas e raizes de espécies do
género Varronia.

Espécie

Substancias

Referéncias

V. curassavica
(Folhas)

HO.

OH (¢}

Naringenina

Apigenina

AMEIRA et al. (2009)

V. leucocephala

(Raizes)

Cordiaquinona L

e}

DINIZ et al. (2009)

OLIVEIRA et al.
(2012)

RODRIGUES et al.
(2012)

V. sinensis (Folhas)

Quercetina-3-0-B-D-

glicopiranosideo

Rosmarinato de metila

Kaempferol-3-O-3-D-

glicopiranosideo

o

OH

HO!

Acido cafeico

AL-MUSAYEIB et al.
(2011)

DE SOUZA et al.
(2011)

QU etal. (2011)
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Quadro 2 — (Continuagao).

OCHs OH

=
V. globosa o0 PN O >
(Folhas) Ho O °
5-Hidroxi-4’, 7-dimetoxiflavanona o o

Eriodictiol

Na constituicdo quimica de espécies desse género destaca-se a presenga
de flavonoides, principalmente os que possuem estrutura do tipo favanonas
(Figura 2). Estes metabdlitos sdo caracterizados pela presenca de uma cadeia
de trés carbonos saturados e um atomo de oxigénio no C4 (D'ARCHIVIO et al,
2007). Ha algumas décadas, estes eram considerados apenas como grupos
menores de flavonoides (BOHM, 1994), como chalconas, di-hidrochalconas e
auronas. No entanto, durante os ultimos anos, o numero total de flavanonas
conhecidas aumentou ao ponto de que elas sdo agora consideradas uma das
principais classes de flavonoides, assim como as flavonas, isoflavonas, flavonois
e antocianidinas (VEITCH & GRAYER, 2006; KHAN & DANGLES, 2014).

Figura 2 — Estrutura basica das flavanonas.

Fonte: Simbes et al. (2017)

Como as flavanonas fazem parte do grupo dos flavonoides, elas
apresentam além do efeito antioxidante, diversos efeitos bioldgicos, como
atividade antiviral, antimicrobiana e antinflamatoria, inibem a agregacdo de

plaguetas, sdo antiulcerogénicas e antialergénicas (GATTUSO et al., 2007).

SILVA et al. (2010)
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Os flavonoides em geral fazem parte de um grande grupo de metabdlitos
naturais bem difundidos em plantas superiores. Eles sdo responsaveis pela cor
das flores em angiospermas, mas flavonoides incolores foram relatados. Nos
primordios das pesquisas com flavonoides, os mesmos foram considerados
subprodutos inuteis do metabolismo vegetal, no entanto, varias fung¢des
biolégicas na planta s&o exercidas por varios membros da série, por exemplo,
protecdo UV, modulagdo enzimatica e protegdo contra agentes infecciosos
(BUCKINGHAM; MUNASINGHE, 2015)

Estes metabdlitos secundarios sdo polifendlicos, derivados da via dos
fenilpropanoides e do acetato, baseados em uma estrutura com quinze carbonos
(CeC3Cs) (DORNAS et al., 2007). Possuem dois anéis fendlicos substituidos (A
e B) e um anel cromano (anel C) acoplado ao anel A. O anel C é heterociclico
com seis membros, pode ser encontrado com cinco membros (ex. auronas) ou
na sua forma aciclica (chalconas) (DI CARLO et al., 1999; SISA et al., 2010). Os
anéis (A, B e C) recebem a numeragdo com numeros ordinarios para os nucleos
A e C e 0os mesmos nimeros seguidos por uma linha () para o ntcleo B (SIMOES
et al., 2017).

Diversos estudos mostraram que estes metabdlitos promovem varias
atividades terapéuticas. Eles evitam a formacgao de radicais livres, exercem
atividade anti-inflamatoria por inibir enzimas da via do acido araquidénico (COX-
1, COX-2, 5-LOX) e outros mediadores da inflamagéao (elastase, histamina, etc.).
Além disso, outras atividades foram comprovadas, como anti-hemorragica,
espasmolitica, diurética e antitumoral (MIDDLETON et al., 2000; NIJVELDT et
al., 2001; REVANKAR et al., 2017). Sugeriu-se também que alguns flavonoides
diminuem o risco de doenga coronariana (MOJZISOVA et al., 2001; ISHIZAWA
et al., 2011), e dietas ricas de flavonoides tém efeitos benéficos contra a
resisténcia a insulina (CHUDNOVSKIY et al., 2014; BLUNDER et al., 2017).

3.3.1.1. Classificagao dos flavonoides

Alguns tipos de flavonoides podem ser tanto intermediarios na
biossintese, quanto produtos finais, os quais se acumulam no tecido vegetal.

Nestes, se incluem as chalconas (a primeira estrutura com 15 carbonos derivada
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do malonil-coenzima A e do 4-cumaril-coenzima A) (Figura 3), flavanonas,
flavanon-3-éis e flavan-3,4-diéis (BUCKINGHAM; MUNASINGHE, 2015).

A ampla diversidade estrutural exibida na classe nos flavonoides advém
de transformagdes quimicas que ocorrem na estrutura basica destes compostos,
as quais podem ser por meio de hidroxilagdo, metilagao, acilagéo, glicosilagao,
hidrogenagao, malonilagao e sulfatagdo (DI CARLO et al., 1999; MACHADO et
al., 2010).

Figura 3 — A chalcona como intermediaria no metabolismo dos flavonoides.

O
CoA
4-cumaril-CoA
CoA
+ S/
0 3 x malonil-CoA
HO (¢}

Flavonoides

Chalconas

o

Fonte: Adaptado de Simdes et al. (2017)

Um dos principais intermediarios da biossintese dos flavonoides s&o as
chalconas, que apresentam uma cadeia aberta possuindo uma estrutura basica
(Figura 4) formada por dois anéis aromaticos ligados por trés carbonos que
formam um sistema a,B-carbonila insaturada (AVILA, 2008).
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Figura 4 — Estrutura basica das chalconas.

Fonte: Simbes et al. (2017)

As chalconas tém uma gama de atividades biolégicas comprovadas
cientificamente, como por exemplo, efeito antimicrobiano, anticancer, anti-
inflamatdrio, antioxidante entre outros (LE BAIL et al., 2001). Estes efeitos foram
atribuidos a porgao cetona a,B-insaturada das moléculas (MING et al., 2017;
YADAV et al., 2011), a remogao desta caracteristica, mostrou ser capaz de
também anular as atividades. Isbmeros das flavanonas, elas se apresentam na
configuragéo cis- e trans-, e podem ser facilmente ciclizada para flavanonas
(SINGH et al., 2014). A ciclizagao geralmente consiste na reacao das chalconas
com 1-2% de acido e catalisadores basicos, seguida do fechamento do anel
(AKSOZ et al., 2011).

3.3.2. Consideragoes sobre a espécie estudada

Varronia dardani é endémica da caatinga do Brasil, distribuida em
Estados do Nordeste do pais como: Ceara, Pernambuco, Bahia, Alagoas,
Paraiba e Rio Grande do Norte. A espécie foi descrita por apresentar ramo
subcilindricos, folhas alternas (Figura 5), peciolo sulcado e viloso com
inflorescéncia espiciforme (Figura 6), congesta, terminal e axilar; pedunculo
densamente viloso (MELO, 2012).
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Figura 5 — Folhas de Varronia dardani (Taroda) J.S. Mill.

Fonte: DUARTE, 2015, p.19.

Figura 6 — Inflorescéncia de Varronia dardani (Taroda) J.S. Mill.

Fonte: The Field Museum, Tropical Plants Guide
Disponivel em: <www.fm2.fieldmuseum.org/plantguides/view.asp?chkbox=20798> Acesso em
jan. 2018.

Sao poucos os estudos relacionados a Varronia dardani. A triagem
fitoquimica realizada por Duarte, no ano de 2015, identificou a presenga de

taninos flabobénicos, flavonondis, catequinas, flavanonas e quinonas em sua



VELOSO, Carlos A. Gouveia Fundamentacdo Tedrica 34

composicdo. A analise cromatografica do O6leo essencial da V. dardani
possibilitou a identificacdo de compostos como o limoneno, 1,8-cineol e o linalol,
cujos estudos relatam uma contribuicdo relevante nas areas: biologica,
farmacéutica e cosmética. O 6leo essencial desta espécie também mostrou
eficacia no teste antifungico e larvicida (DUARTE, 2015).

O estudo realizado por De Oliveira em 2016, investigou a composi¢céo
quimica do oleo essencial de V. dardani e a avaliagcdo de seu potencial
antimicrobiano frente as cepas de importancia principalmente na medicina
veterinaria. Através da caracterizacdo do 6leo essencial, destacaram-se como
compostos majoritarios o d-limoneno, 1,8 cineol, linalol, a-terpineol, terpinen-4-
ol, 2E,6E acetato de farnesol e o 2E,6E-farnesol. Este 6leo apresentou uma
atividade antimicrobiana frente aos microrganismos  Colletotrichum
gloeosporioides, Lasiodiplodia theobromae, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Candida albicans e Cryptococcus neoformans. Ainda no mesmo estudo,
foram relatados os isolamentos de duas naftoquinonas (cordiaquinona A e
cordiaquinona B) do extrato diclorometano das raizes e de dois flavonoides do
extrato hidroalcodlico das folhas (pinocembrina e sakuranetina 4’-metil éter).

3.3.3. Oleos essenciais

Ha muito tempo, os Oleos essenciais sdo utilizados como bactericidas,
fungicidas, larvicidas, inseticidas, em aplicagdes cosméticas e farmacéuticas, na
agricultura e industria alimenticia (BAKKALI et al, 2008; DOSSOUKPEVI et al.,
2016). Esses 6leos, também chamados de 6leos volateis, etéreos ou esséncias,
sdo misturas complexas volateis, lipofilicas, com baixo peso molecular,
comumente liquidas e odoriferas (MORAIS, 2009), podem ser extraidos dos
vegetais mediante destilagao por arraste a vapor e sdo comumente encontrados
nos tricomas glandulares que se projetam da epiderme e agem como
“adverténcia” sobre a toxicidade do vegetal, repelindo potenciais herbivoros,
mesmo antes que ataquem as plantas (TAIZ et al. 2017; BIZZO et al, 2009).

O numero de componentes de um 6leo volatil costuma variar de 20 a 200,
a maioria apresenta estrutura terpenoidica ou fenilpropanoidica, as primeiras

possuem, geralmente, em seu esqueleto carbénico multiplos de cinco atomos de
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carbono: 10 atomos de carbono (monoterpenos), 15 atomos de carbono
(sesquiterpenos) e 20 atomos de carbono (diterpenos). A volatilidade dos
terpenos esta associada ao tamanho da cadeia carbénica, sendo assim os
monoterpenos sao muito volateis, os sesquiterpenos apresentam meédia
volatilidade e os diterpenos s&o, praticamente, nao volateis. Ja os
fenilpropanoides possuem como caracteristica molecular um anel fenila ligado a
uma cadeia lateral com trés atomos de carbono (ALMEIDA, 2015; HEINZMANN
et al, 2017).

As composicdes de Oleos essenciais obtidos a partir de diferentes
espécies de vegetais refletem a resposta do metabolismo as condi¢des
ambientais especificas, como solo, clima, altitude e luminosidade (CARVALHO
et al., 2006). Os vegetais produzem metabolitos primarios, responsaveis por
processos imprescindiveis a vida, logo, moléculas comuns no reino vegetal,
como 0s agucares simples, os aminoacidos, as proteinas e os acidos nucléicos.
Além disso, produzem metabdlitos secundarios, derivados de componentes do
metabolismo basal, cuja fung&o individual ndo é considerada fundamental a
sobrevivéncia das células, e podem apresentar potencial relevancia terapéutica
(WOLFFENBUTTEL, 2007; KREIS et al., 2017).

A analise da composi¢ao de um oleo essencial, pode ser realizada através
da cromatografia gasosa, na qual a operagdo basica consiste na volatizagao da
amostra apos a injecdo no equipamento (SPARKMAN, 2011). O acoplamento
com o espectrOmetro de massas associa 0s beneficios da cromatografia
(elevada seletividade) com os da espectrometria de massas (auxilio na obtengao
de dado estrutural) (VEKEY, 2001).

Na familia Boraginaceae, diversas espécies foram estudadas quanto a
composi¢cdo quimica dos seus O6leos essenciais, incluindo-se nestas a Cordia
verbenacea DC. (erva-baleeira), a qual originou os fitoterapicos Acheflan®,
formulado pela Aché Pharmaceutical Laboratories no Brasil, e contém cerca de
2,3 — 2,9% de a-humuleno e é indicado para o tratamento de tendinite crénica e
dores miofasciais (DE OLIVEIRA et al., 2017; DUTRA et al., 2016; QUISPE-
CONDORI et al., 2008); e o Rowachol®, formulado pela Rowa Pharmaceuticals
na Irlanda, é uma mistura de terpenos (a-pineno, B -pineno, mentol, mentona,

canfeno, borneol e cineol) que aumenta a solubilidade do colesterol, carbonato
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de calcio e fosfato de calcio, o que o torna um agente potente colerético (HAN et
al., 2016; LEE et al., 2011).

3.4.Biofilme dental

O biofilme dental pode ser definido como sendo uma comunidade
microbioldgica, caracterizada por desenvolver-se sobre a superficie dentaria,
sendo envolvida por uma matriz extracelular formada de polimeros, a qual pode
ser de origem microbiana (exopolissacarideos — EPS) e/ou do proprio
hospedeiro (HOJO et al., 2009; MARSH, 2004; DONLAN & COSTERTON,
2002). Esses microrganismos exibem um comportamento de grupo coordenado,
essencial no desenvolvimento das doencas periodontais e das caries dentarias
(BASAVARAJU et al., 2016; MOORE & MOORE, 1994).

Alguns dos microrganismos causadores de doengas na cavidade oral e
com capacidade para formar biofilmes sao Enterococcus faecalis, Streptococcus
salivarius e Streptococcus oralis (KAWADA-MATSUO & KOMATSUZAWA, 2017;
TINOCO et al.,, 2016). Estas espécies sdo as principais causadoras de
endocardite e sdo frequentemente associadas com a falha do tratamento
endododntico (FAN et al., 2018; RICUCCI & SIQUEIRA, 2010; DOUGLAS et al.,
1993).

A resisténcia aos antibidticos pelas células bacterianas presentes em um
biofilme foi estabelecida como sendo 1.000 a 1.500 vezes maior do que a
resisténcias das bactérias “livres”, chamadas de células plactonicas (HUANG et
al., 2011; LEVY, 1998). A presenga de matriz extracelular, em conjunto com o
impedimento das barreiras locais e o microambiente oral alterado, reduz o
acesso ao farmaco utilizado no tratamento, desencadeando a resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos, aumentando assim, a estabilidade mecanica
dos biofilmes, tornando-os dificeis de tratar ou remover (GAO et al, 2016; DE
OLIVEIRA et al., 2018).

Baseado nestas informagdes, torna-se extremamente importante a

pesquisa de novos tratamentos envolvendo tanto a inibicdo do crescimento
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microbiano, quanto a desestabilizagdo dessa matriz (EPS), a fim de aumentar a
eficacia do tratamento da doenca dentaria (FERNANDES et al., 2018; HALL-
STOODLEY et al., 2004).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Material e equipamentos utilizados

Para as analises das amostras em Cromatografia em Camada Delgada
(CCDA) foram utilizadas placas de silica gel 60 PF254 7749 (Merck).

As visualizagdes das placas foram realizadas através da exposicédo a
ldmpada de irradiagao ultravioleta com dois comprimentos de onda (254 e 366
nm) por meio de aparelho MINERALIGHT, modelo UVGL-58. Além disso foi
utilizado como revelador uma camara saturada com vapores de iodo. As fragdes
foram reunidas de acordo com os seus perfis cromatograficos observados por
esta técnica.

Os pontos de fusao das amostras foram determinados em aparelho digital
da marca Microquimica, modelo MQAPF-302, com bloco de platina em
microscépio Ooptico tipo Kopfle, marca REICHERT, modelo R3279, com
temperatura que variava de 0 a 350° C.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN de 'H) e de
13C (RMN de '3C) e HMBC foram obtidos em espectrémetros das marcas Varian-
System e Bruker, operando a 500 MHz ('H) e 125 ('3C) e (400 MHz ('H) e 100
("3C) respectivamente. As amostras para analise foram preparadas
solubilizando-as em solvente deuterado da Cambridge Isotope Laboratories
(CDCI3 e CD3OD). Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes
por milhdo (ppm) e foram referenciados para RMN de 'H pelos picos
caracteristicos dos hidrogénios pertencentes as fragdes ndo deuteradas destes
solventes: cloroformio (0w 7,24) e metanol (dn 3,30). Para os espectros de RMN
de '3C, estes mesmos pardmetros foram utilizados: cloroférmio (3¢ 77,00),
metanol (5c 49,00). As multiplicidades no espectro de RMN 'H foram indicadas
segundo as convengdes: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo
dupleto), m (multipleto).

Um aparelho de Média Pressdo (BUCHI Sepacore® Easy Purification
Systems) foi utilizado para cromatografar a fase diclorometano do extrato

etandlico bruto de Varronia dardani.
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Para obtencédo dos espectros de massas foi utilizado um espectrémetro
da Bruker lon-Trap AmazonX.

Foi utilizado para a caracterizagdo quimica do oleo essencial da espécie
em estudo, um cromatégrafo CG-EM (Cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massa) QP2010 Ultra - Shimadzu, equipado com coluna
apolar de silica Rtx-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). Realizou-se a consulta a
biblioteca NIST Mass Spectral Library (National Institute of Standards and
Technology) e a literatura para a identificagdo dos compostos.

4.2. Material Vegetal

4.2.1. Coleta e identificacao do material vegetal

O material vegetal (partes aéreas) de Varronia dardani foi coletado no
municipio de Serra Branca, estado da Paraiba, em 25 de janeiro de 2016 e a
exsicata desta espécie encontra-se catalogada no Herbario Prof. Lauro Pires
Xavier (JPB) do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza — UFPB, sob registro
JPB 29509 sendo identificado pelo botanico Prof. Dr. José Iranildo de Melo do

Departamento de Ciéncias Biolégicas — UEPB.

4.2.2. Processamento do material vegetal de Varronia dardani

O material vegetal (folhas), foi desidratado em estufa com ar circulante a
temperatura de 40 °C durante 72 horas. Apos secagem, foi submetido a um
processo de pulverizagdo em moinho mecanico, obtendo-se 1,3 kg do po planta.

4.3.0Obtencao do extrato etandlico bruto (EEB) das folhas de V. dardani

O material vegetal seco e pulverizado foi submetido @ maceragédo com
etanol (EtOH) a 95 %. Foram feitos trés processos de extragdo em um intervalo
de 72 horas cada. A solucido etandlica obtida foi filtrada, realizando-se, em
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seguida, a evaporagao do solvente com o auxilio de um rotaevaporador sob
pressao reduzida a uma temperatura média de 40 °C. Apds esse processo de

evaporacao do solvente, obteve-se o extrato etandlico bruto (EEB) (Esquema 1).

4.4.Fracionamento do extrato etanélico bruto (EEB) das folhas de V.
dardani

Uma parte do extrato etandlico bruto (130 g) foi submetida a um
desengorduramento com hexano, a parte soluvel foi concentrada sob presséo
reduzida resultando na Primeira Fase Hexanica de V. dardani (VDFH1) (52,3 g).
Ja a parte insoluvel retida em papel filtro, chamada de Extrato Etandlico Bruto
Desengordurado (EEBD) (77,7 g), foi diluida em uma solugdo de metanol/agua
(600 mL, 7:3 v/v) e homogeneizada sob agitacdo mecanica durante
aproximadamente 60 minutos. Essa solugao hidrometandlica foi submetida a
uma particao liquido/liquido, em uma ampola de separagéo, sob agitacdo manual
utilizando consecutivamente solventes de polaridades crescentes, obtendo-se
as fases: hexanica (segunda fase), diclorometano, acetato de etila e butandlica.

As solugdes obtidas no processo de particao foram tratadas com NaxSO4
anidro, para que fosse retirado o excesso de agua, e submetidas a filtragdo sob
pressao reduzida. Apos esse processo, 0s solventes foram evaporados em
evaporador rotativo sob pressao reduzida a uma temperatura média de 40 °C,
obtendo-se: 8,3 g da segunda fase hexanica; 10,4 g da fase diclorometano; 13,3

g da fase acetatica; 28,9 g da fase butandlica e 12,5 g da fase aquosa (Esquema

1).
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Esquema 1 — Obtengéo e fracionamento do Extrato Etandlico Bruto (EEB) das folhas de
Varronia dardani.

)

Secas em estufa de ar circulante a 45°C por 72 h

Folhas frescas ekl § A
Pulverizacdo em moinho mecanico

P6 da planta (1,3 Kg) Macerag&do com EtOH 95%
Concentracdo sob pressdo reduzida

EEB (141,6 g)

EEB (130 g)

r ) )

Solubilizagdo com 600 mL de MeOH:H2O (7:3 v/v)
Particio com solvente de polaridade crescente EEBD (77,7 9) Vd-FH1 (52,3 g)

2 2 2 2 2
L VdFH2 L Vd-FD L Vd-FA L Vd-FB L Vd-FAq
(8,3 9) (10,4 g) (13,3 9) (28,9 9) (12,5g)

Legenda: EEBD - Extrato etandlico bruto desengordurado; Vd-FH1 — Primeira fase hexanica de
V. dardani; Vd-FH2 — Segunda fase hexanica de V. dardani; Vd-FD — Fase diclorometano de V.
dardani; Vd-FA — Fase acetética de V. dardani; Vd-FB — Fase butandlica de V. dardani; Fase
aquosa de V. dardani.

4.5. Processamento cromatografico da fase diclorometano por
Cromatografia Liquida sob Média Pressdo (CLMP)

Uma aliquota da fase diclorometano (2 g) foi submetida a cromatografia
em coluna sob média presséao, utilizando como fase estacionaria, 51 g de silica
gel 60 (7734 Merck - 0,063 — 0,200 mm) e uma coluna de vidro cilindrica
adequada. Como fase movel, foram utilizados hexano, diclorometano (DCM) e
metanol (MeOH), em sistema gradiente e isocratico, distribuidos em nove ciclos,
todos com o fluxo a 15 mL/min (Tabela 1). Foram coletadas 13 fragbes com 100
mL cada, as quais foram concentradas em evaporador rotativo a vacuo a

temperatura média de 40 °C.
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Tabela 1 — Método utilizado na cromatografia sob média pressdo da fase diclorometano de
Varronia dardani.

Ciclo Método Fragoes coletadas

1° Isocratico - 100% Hexano Vd-FD-FR1

2° Gradiente - Hexano e DCM (1:0 — 4:1) Vd-FD-FR2 — Vd-FD-FR3
3° Gradiente - Hexano e DCM (4:1 — 1:1) Vd-FD-FR4 - Vd-FD-FR5
4° Gradiente - Hexano e DCM (1:1 — 1:4) Vd-FD-FR6

5° Gradiente - Hexano e DCM (1:4 — 0:1) Vd-FD-FR9

6° Gradiente - MeOH e DCM (0,1:9,9 — 1:19) Vd-FD-FR8 — Vd-FD-FR9
7° Gradiente - MeOH e DCM (1:19 — 1:9) Vd-FD-FR10

8° Gradiente - MeOH e DCM (1:9 — 3:7) Vd-FD-FR11 — VDFR-12
9° Gradiente - MeOH e DCM (3:7 — 1:1) Vd-FD-FR13

Legenda: DCM - Diclorometano; MeOH — Metanol.

4.6.Processamento cromatografico das fragcoes por Cromatografia em
Camada Delgada Analitica (CCDA)

Ao solubilizarem-se as 13 fragcbes em metanol para a realizagdo da
CCDA, algumas apresentaram precipitados de cor alaranjada, os quais foram
separados, obtendo-se assim 16 fragdes ao todo.

Apos a analise por CCDA, foram reunidas algumas fragdes de acordo com

0s seus respectivos fatores de retengéo (Rfs).

4.7.Métodos espectrométricos

4.8.0btencao do 6leo essencial e caracterizagao quimica

O oleo essencial foi obtido utilizando equipamento tipo Clevenger
(Marconi, modelo M480) através da metodologia padréo de arraste por vapor
d’agua.

A caracterizagdo quimica do 6leo foi realizada em Espectrofotdmetro de
Massas acoplado a Cromatografo Gasoso (CG-EM), GCMS/QP2010 Ultra -
Shimadzu, equipado com coluna RTX-5MS (5% Diphenyl / 95% dimethyl

polysiloxane) (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). Os experimentos foram realizados



VELOSO, Carlos A. Gouveia Material e Métodos 44

nas seguintes condigdes: ionizagdo por impacto de elétrons a 70 eV; hélio como
gas de arraste e fluxo de 1,7 mL/min; injetor no modo split (1:100); gradiente
crescente de temperatura de 4 °C/min, de 40 a 180 °C e 20 °C/min de 180 a 280
°C. As temperaturas do injetor e detector foram de 250 e 290 °C,
respectivamente. Os espectros foram obtidos numa faixa m/z 10 — 460 Da.

A identificacdo dos compostos presentes no 6leo essencial foi realizada
através da analise dos espectros de massa, consulta a biblioteca NIST Mass
Spectral Library (National Institute of Standards and Technology) e com base na

literatura.

4.9. Atividade antimicrobiana

A avaliagdo da atividade antimicrobiana foi realizada no Laboratorio de
Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos (LABDEM) situado no
Departamento de Farmacia da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), sob
orientagcdo da Prof2 Dr? Ana Claudia Dantas de Medeiros.

4.9.1. Cepas testadas

Os microrganismos utilizados foram Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
Streptococcus salivarius (ATCC 7073) e Streptococcus oralis (ATCC 10557).
Padronizou-se o inoculo microbiano utilizando a espectrofotometria, no
comprimento de onda de 625 mn de modo a obter a transmitancia de 85%,

conforme determina a CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute (2012).

4.9.2. Meios de cultura

Foram empregados meios de cultura desidratados, disponiveis no
comércio, os quais foram reconstituidos com agua destilada, conforme as
especificagdes do fabricante. Para realizacdo dos testes antimicrobianos foram
utilizados os meios agar e caldo Mueller Hinton (HIMEDIA®), caldo BHI
(HIMEDIA®).
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4.9.3. Determinagao da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

A determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato
etandlico bruto de Varronia dardani (Vd-EEB), da sua fase diclorometano (Vd-
FD), do 6leo essencial (Vd-OE), das flavanonas e chalconas isoladas e/ou em
misturas foi realizada através da técnica da microdiluicdo em caldo, proposta
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), com algumas
modificagdes.

O in6culo foi padronizado em tubos contendo 5 mL de solucédo salina
(NaCl 0,9%) esteéril. A suspensao microbiana foi ajustada em espectrofotdmetro,
no comprimento de onda de 625 nm, a qual equivalente a 108 UFC/mL. Para
essa etapa, as amostras foram solubilizadas em DMSO 10%. Cem microlitros de
cada amostra foram diluidos em série com caldo Brain Heart Infusion (BHI), em
uma placa de 96 pogos, assim como o controle positivo (Clorexidina a 0,20% -
Sigma-Aldrich). Dez microlitros do in6culo com o microrganismo foi adicionado
nos pocos. As placas foram incubadas a 37 £ 0,5 °C, por 24 horas. O crescimento
bacteriano foi indicado pela adigao de 20 uL da solugdo aquosa de resazurina
(Sigma-Aldrich) a 0,01% com posterior incubagao a 37 + 0,5 °C, por duas horas.
Bactérias viaveis reduziram o corante, mudando sua coloragao para rosa € a
CIM foi definida como a menor concentragao da substancia que inibiu a mudanca
de coloracédo da Resazurina®.

4.9.4. Inibicdo da Formacao de Biofilme (IFB)

As mesmas cepas citadas anteriormente foram utilizadas para avaliacdo da
inibicdo da formagao de biofilme (IFB) das amostras. Para tanto, o in6culo foi
padronizado em tubos contendo 5 mL de solugdo salina a 0,9% estéril. A
suspensao microbiana foi ajustada em espectrofotémetro, no comprimento de
onda de 625 nm, a qual equivalente a 108 UFC/mL. Para essa etapa, as amostras
foram solubilizadas em DMSO 10%. Cem microlitros de cada amostra em uma
concentragédo de 4,0 mg/mL foram diluidas em série em caldo Mueller-Hinton
enriquecido com 15% de sacarose em uma placa de 96 pogos, bem como o
controle positivo (clorexidina a 0,20%). Cem microlitros do in6culo foi colocado
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nos pogos. A placa foi entdo encubada a 37,0 £ 0,5 °C por 48 horas. Apds esse
periodo, a placa foi lavada duas vezes com solucéo salina a 0,9% e secas na
estufa a 37,0 £ 0,5 °C por 45 minutos. Ao término do tempo, adicionou-se 100
ML de cristal violeta a 0,4% em cada poco, esperou-se mais 45 minutos para
lavar a placa quatro vezes com agua destilada, secar a temperatura ambiente e
adicionar 200 pL de etanol 95° em cada poco. Decorridos 45 minutos, 100 yL de
cada poco foi retirado e colocado em uma nova placa de 96 pocos para a leitura
em um espectrofotdmetro (EZ Read 2000 — Biochrom) em um comprimento de
onda de 590 nm.

O percentual de inibicdo da formacao de biofilme foi calculado conforme
equacao abaixo e classificado segundo o escore (Quadro 3) proposto por
Peixoto e colaboradores (2017).

| loo = [(Aam-Acn)/(Acp-Acn)]x100 |

Quadro 3 - Escore proposto por Peixoto e colaboradores (2017), para a classificagédo do
percentual de inibicdo do biofilme.

0 <25% Sem inibicao
1 25<x<50 Fraca inibicéo
0 50<x=<75 Inibicdo moderada
3 75<x<100 Forte inibicdo
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.ldentificacao estrutural de Vd-1

A substancia codificada como Vd-1 foi isolada na forma de cristais
alaranjados e soluveis em MeOH com P.F.= 162 — 164 °C. O espectro de massas
obtido por ESI-MS mostrou o pico do ion molecular em m/z 269.41 [M-HJ]
compativel com a formula molecular C16H1404.

No espectro de RMN de 3C APT (125 MHz, CDs0D) (Figuras 7 e 8, p.
50) foi possivel observar a presenga de 12 sinais correspondentes a 16 atomos
de carbono. Os sinais foram atribuidos a seis carbonos n&o hidrogenados, nove
carbonos metinicos, um carbono metilico e nenhum sinal foi atribuido a carbonos
metilénicos. Os sinais com deslocamentos quimicos em &c 194,32; 128,78 e
143,15 quando comparados com a literatura (WElI et al., 2013), sugeriram tratar-
se de um esqueleto de flavonoide do tipo chalcona, e foram atribuidos aos
carbonos C-9 (carbonilico), C-8 (a-carbonila), e C-7 (B-carbonila),
respectivamente. A presenca dos sinais em 6c 167,81 e 165,83 inferiu uma
oxigenagao nos carbonos C-4’, C-2’ e C-6’, respectivamente. Observou-se ainda
um sinal de carbono metilico em &¢c 55,86 que de acordo com a literatura foi
atribuido ao carbono de uma metoxila (OCHs). Os demais dados de carbonos
estdo compilados na Tabela 2 (p. 49).

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CD3s0D) (Figuras 9 — 10, p. 51) mostrou
um simpleto largo em dn 3,76 integrando para trés hidrogénios, caracteristico de
metoxila ligada a anel aromatico. Os hidrogénios e carbonos das posi¢des 3’ e
5’, foram atribuidos aos mesmos deslocamentos quimicos, sugerindo assim,
uma simetria molecular do anel A da chalcona. Sendo assim, com base nestes
dados, foi possivel inferir que a metoxila estaria entdo na posi¢ao para, enquanto
haviam duas hidroxilas, cada uma substituindo uma posicdo meta entre si do
anel A. Na regido desprotegida do espectro encontraram-se sinais de
hidrogénios aromaticos on 7,38 — 7,36 (m, 3H) € 7,59 (dd, 2H; J=8 Hze J=2
Hz) que sugeriram a presenga de um anel aromatico monossubstituido (anel B).
Em o6x 8,18 (d; 1H; J=15,5Hz) e &1 7,71 (d; 1H; J = 15,5 Hz), foram observados
os sinais referentes aos carbonos alfa (Ca) e beta (CB) que caracterizam a
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ligacdo dupla das chalconas com uma geometria trans (J = 15,5). Os demais
sinais estdo compilados na Tabela 2.

Assim, apds comparagao dos dados de RMN de Vd-1 com os descritos
na literatura, foi possivel concluir que o composto se trata da pinostrobina
chalcona (2',6'-dihidroxi-4'-metoxichalcona), a qual € derivada do flavonoide
pinostrobina. Esse composto esta sendo relatado pela primeira vez na familia
em estudo. O composto pinostrobina chalcona ja foi isolado em espécies das
familias Piperaceae (MARQUES et al.,, 2015, MARQUES et al., 2013),
Zingiberaceae (CHAURASIYA et al., 2017; MALEK et al., 2011), Juglandaceae
(CAQO et al., 2011), entre outras.

Tabela 2 — Dados de 'H, '*C (500 e 125 MHz, CD3OD) de Vd-1, 2',6'-dihidroxi-4'-metoxichalcona
(pinostrobina chalcona) em comparagao aos dados obtidos por WEI e colaboradores
(2013), nas mesmas condigoes.

Posicao Vd-1 Referéncia
OH Oc OH Oc
1 - 136,95 136,96
2 7,59 (dd; 2H; J=8e 2Hz) 129,92 7,59 (dd; 2H; J=8Hz e 1,5 129,97
Hz)
3 7,38 — 7,36 (m; 3H) 129,32 7,37 — 7,36 (m; 3H) 129,36
4 7,38 — 7,36 (m; 3H) 131,09 7,37 — 7,36 (m; 3H) 131,15
5 7,38 — 7,36 (m; 3H) 129,32 7,37 — 7,36 (m; 3H) 129,36
6 7,59 (dd; 2H; J=8e 2Hz) 129,92 7,59 (dd; 2H; J=8 e 1,5 Hz) 129,97
7 7,71 (d; 1H; J= 15,5 Hz) 143,15 7,71 (d; 1H; J= 15,5 Hz) 143,20
8 8,18 (d; 1H; J = 15,5 Hz) 128,78 8,19 (d; 1H; J = 15,5 Hz) 128,75
9 - 194,32 - 194,30
1 - 106,63 - 106,60
2 - 165,83 - 165,89
3 5,94 (sl; 2H) 94,60 5,93 (s; 2H) 94,56
4 - 167,81 - 167,84
5 5,94 (sl; 2H) 94,60 5,93 (s; 2H) 94,56
6’ - 165,83 - 165,89
4’-OCH3 3,76 (sl; 3H) 55,86 3,76 (sl; 3H) 55,88

OH o}

Pinostrobina chalcona
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Figura 7 — Espectro de RMN '3C (125 MHz, CD30D) de Vd-1.
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Figura 8 — Expans&o do espectro de RMN 3C (125 MHz, CDsOD) de Vd-1 na regido de 119 —
150 ppm.
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Figura 9 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDsOD) de Vd-1.
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5.2.ldentificagao estrutural de Vd-2

O composto codificado como Vd-2 apresentou-se em forma de cristais
alaranjados com P.F.= 153 — 171 °C. O espectro de massas obtido por ESI-MS
mostrou dois picos, um em m/z 269.44 [M-H] compativel com a férmula
molecular C16H1404 € outro em m/z 299.63 [M-H] compativel com a férmula
molecular C17H160s, condizente com parametros de uma mistura.

Observando o espectro de RMN "3C APT (100 MHz, CD3s0D) (Figura 14,
p. 55), foram identificados 22 sinais referentes a 33 carbonos, sugerindo tratar-
se de uma mistura de dois compostos com esqueleto flavonoidico.

O espectro de RMN 'H de Vd-2 (400 MHz, CDs0D) (Figura 11, p. 54),
quando comparado com Vd-1 mostrou uma semelhanga de sinais, porém foram
observados dois simpletos integrando para dois hidrogénios cada, ausentes em
Vd-1, caracteristicos de metoxila ligada a anel aromatico. O espectro exibiu
ainda dois dupletos em &1 7,60 e dn 6,98, integrando para dois hidrogénios cada,
0 que permitiu sugerir um sistema AA'BB’. Esses dados corroboraram com a
hipétese de que Vd-2 estraria em mistura com Vd-1. Os demais deslocamentos
quimicos exibidos nos experimentos de RMN de 'H e '3C estdo compilados na
Tabela 3 (p. 53).

As posic¢des das metoxilas no composto Vd-2, foram evidenciadas atraves
da analise do espectro bidimensional de correlacéo heteronuclear HMBC (Figura
17, p. 57), onde foi observada uma correlagéo entre os dois simpletos em on 3,85
e 3,81, correspondentes aos hidrogénios das metoxilas e o sinal para carbono
nao hidrogenado e oxigenado em &¢ 163,03 e d¢c 167,85, respectivamente.

Diante disso, através dos dados espectrais de RMN 'H e '3C, HMBC e
ESI-EM, bem como, com comparacdes utilizando dados encontrados na
literatura, foi possivel identificar o composto Vd-2 como sendo 2',6'-dihidroxi-4,4'-
dimetoxichalcona, ou gimnogrameno, relatado pela primeira vez na espécie

Varronia dardani.
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Tabela 3 — Dados de 'H, '3C (400 e 100 MHz, CD30OD) de Vd-1 (pinostrobina chalcona) e Vd-2 (gimnogrameno), em

comparacgao aos dados obtidos na literatura (WEI et al., 2013; MILES & MAIN, 1985).

Posicao Vvd-1 vd-2
OH OH
1 - -
2 7,64 (dd; 2H; J=9,6 e 2,4 Hz) 7,60 (d; 2H; J = 7 Hz)
3 7,45 - 7,40 (m; 3H) 6,98 (d; 2H; J = 7 Hz)
4 7,45 - 7,40 (m; 3H) -
5 7,45 - 7,40 (m; 3H) 6,98 (d; 2H; J = 7 Hz)
6 7,64 (dd; 2H; J=9,6 e 2,4 Hz) 7,60 (d; 2H; J = 7 Hz)
7 7,77 (d; 1H; J = 15,6 Hz) 7,73 (d; 1H; J = 15,6 Hz)
8 8,22 (d; 1H; J = 15,6 Hz) 8,11 (d; 1H; J = 15,6 Hz)
9 - -
1 - -
2 - -
3 5,99 (s; 2H) 5,98 (s; 2H)
4 - -
5 5,99 (s; 2H) 5,98 (s; 2H)
6’ - -
4’-OCHs 3,81 (sl; 3H) 3,81 (s; 3H)
4-OCHs - 3,85 (s; 3H)

Vd-1 e Vd-2
Oc
136,98; 129,58
129,96; 126,26
129,33; 115,43
131,13; 163,03
129,33; 115,43
129,96; 126,26
143,19; 143,47
128,78
194,34; 194,36
106,63; 106,63
165,84; 165,82
94,60; 94,62
167,82; 167,85
94,60; 94,62
165,84; 165,82

'55,90; 55,90
55,86

Referéncia !
oc
136,96

129,97

129,36
131,15
129,36
129,97
143,20
128,75
194,30
106,60
165,89
94,56
167,84
94,56
165,89

55,88

Referéncia 2
oc
129,10

131,00

115,30
163,60
115,30
131,00
143,20
125,90
193,50
106,30
165,30
94,60
167,10
94,60
165,30

55,80
55,80

Referéncia' — Pinostrobina chalcona — RMN 'H, "*C (400 e 100 MHz, CDsOD) — (WEI et al., 2013)
Referéncia? — Gimnogrameno — RMN 'H, 3C (90 e 22,5 MHz, (CD3)2CO) — (MILES & MAIN, 1985)

Pinostrobina chalcona (Vd-1)

Gimnogrameno (Vd-2)

53
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Figura 12 — Expanséo do espectro de RMN 'H (400 MHz, CD3sOD) da mistura Vd-1 e Vd-2 na
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Figura 13 — Expans&o do espectro de RMN "H (400 MHz, CDsOD) de Vd-2 na regido de 3,30 —

4,00 ppm.
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Figura 14 — Espectro de RMN '3C (100 MHz, CD3sOD) da mistura Vd-1 e Vd-2.
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Figura 15 — Expansao do espectro de RMN 3C (100 MHz, CDsOD) da mistura Vd-1 e Vd-2 na
regido de 192,6 — 196,4 ppm.
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Figura 16 — Expansio do espectro de RMN 3C (100 MHz, CDsOD) da mistura Vd-1 e Vd-2 na
regido de 53,80 — 60 ppm.
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Figura 17 — Expansao do espectro de HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) da mistura Vd-1 e Vd-2
na regido de 3,90 — 3,74 e 174 - 157 ppm.
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5.3.ldentificagao estrutural de Vd-3

O composto Vd-3 foi isolado na forma de um p6é amorfo amarelo com
P.F.= 198 — 200 °C. O espectro de massas obtido por ESI-MS mostrou o pico do
ion molecular em m/z 255.29 [M-H] compativel com a férmula molecular
C15H1204.

Foram observados no espectro de RMN 'H (500 MHz, CD3OD) (Figura
18, p. 60) trés deslocamentos em dx 5,44 (dd; 1H; J=12,5Hz e J = 3 Hz), 3,07
(dd; 1H; J=125Hze J=17 Hz) e em 2,76 ppm (1H; dd; J=17 Hz e J = 3 HZ),
caracteristicos dos hidrogénios alifaticos H-2, H-3ax e H-3eq de uma flavanona.
O valor da constante de acoplamento J = 17 Hz corresponde ao acoplamento
geminal (H-3ax / H-3eq), J = 12,5 Hz ao acoplamento axial-axial (H- 2 / H-3ax) e
J = 3,0 Hz ao acoplamento axial-equatorial (H-2 / H-3eq) (IGNOATO et al., 2012;
SILVA, 2007).

Este mesmo espectro mostrou ainda deslocamento caracteristico de um
anel B monosubstituido, um multipleto em cerca de 7,40 ppm.

No espectro de RMN '3C APT (125 MHz, CDs0D) (Figura 22, p. 62) foram
observados deslocamentos em &c 80,42; 44,16 e em 197,33, que foram
atribuidos aos carbonos C-2; C-3 e C-4, respectivamente, sendo estes
deslocamentos, tipicos do anel C de uma flavanona. O sinal em d¢ 197,33,
atribuido ao carbono carbonilico (C-4), é tipico da presenca de uma hidroxila
quelada (C-5), ja que na auséncia da mesma, o deslocamento quimico passa a
ser entre 190,0 e 192,0 ppm (AGRAWAL et al., 1989).

Neste mesmo espectro, foi possivel observar a existéncia de dois
deslocamentos em 8¢ 96,23 e &¢ 97,17, atribuidos a C-6 e C-8, respectivamente.
Os sinais em d¢c 165,47 e d 168,40 foram atribuidos aos carbonos oxigenados
C-5 e C-7 (REIDEL, 2014; NAPAL et al, 2009). Os demais sinais de RMN de 'H
e '3C estdo reunidos na Tabela 4 (p. 59).

Apds a analise dos dados espectrais de RMN 'H e '3C e ESI-EM, bem
como, comparagdes com as informagdes apresentadas na literatura foi possivel
identificar Vd-3 como sendo 5,7-dihidroxiflavanona, ou pinocembrina. O
isolamento da pinocebrina na espécie Varronia dardani ja foi relatado na
literatura anteriormente (DE OLIVEIRA, 2016).
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Tabela 4 — Dados de 'H, "*C (500 e 125 MHz, CDsOD) de Vd-3, 5,7-dihidroxiflavanona
(pinocembrina) em comparagéo aos dados de 'H, *C (400 e 100 MHz, CDs0D)
por Ching e colaboradores (2007).

Posicao vd-3 Referéncia

OH Oc OH Oc
2 544 (1H,dd,J=125e3 80,42 5,33(1H,dd,J=12,8e3,6 80,40

Hz) Hz)
3 3,07 (dd; 1H; J=17 e 44,16 298 (1H,dd, J=17,4 ¢ 44,10

12,5 Hz) 12,8 Hz)
2,76 (dd; 1H; J=17e 3 2,67 (1H, dd, J= 16,9 e 3,6

Hz) Hz)
4 - 197,33 - 197,30
5 - 165,47 - 165,40
6 5,93 (d; 1H; J= 2 Hz) 96,23 5,87 (2H, d, J = 1,8 Hz) 96,20
7 - 168,40 - 168,30
8 5,89 (d; 1H; J= 2 Hz) 97,17 5,87 (2H, d, J = 1,8 Hz) 97,20
9 - 164,65 - 164,60
10 - 103,39 - 103,30
1 - 140,39 - 140,30
2 7,40 (5H, m) 127,31 7,34 (5H, m) 127,30
3 7,40 (5H, m) 129,60 7,34 (5H, m) 129,60
4 7,40 (5H, m) 129,68 7,34 (5H, m) 129,70
5 7,40 (5H, m) 129,60 7,34 (5H, m) 129,60
6’ 7,40 (5H, m) 127,31 7,34 (5H, m) 127,30

OH

Pinocembrina
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Figura 18 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDsOD) de Vd-3.
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Figura 19 — Expans&o do espectro de RMN "H (500 MHz, CDsOD) de Vd-3 na regido de 2,70 —

3,16 ppm.
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Figura 20 — Expans&o do espectro de RMN "H (500 MHz, CDsOD) de Vd-3 na regido de 5,40 —

6,00 ppm.
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Figura 21 — Expansao do espectro de RMN 'H (500 MHz, CD30OD) de Vd-3 na regido de 7,24 —

7,60 ppm.
o~ 0 m (=2 o — ~ o~
0 o - (=] 0 o < o
NN N m M o™
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
| | | | | |
|
|
|
| |
\‘\ “
1l I
| “
\ [
\ \‘

I “ ‘

|

.

\‘ \‘ "\ A

/| ||
: | \
[l | | [
[ 1 ] ‘ | | | \‘
| I | |
[ ] W F
[ ] /1 |
] | | [
| | ‘ [ |
Y L[|
RV (U] 1
| ' | | |
| | | |
‘«“ \ f \/
/ \ / A
L B T T

v o~ <

wn m <

(=] o [}

— ~ o
T
7.58 7.56 7.54 7.52 7.50 7.48 7.46 7.44 f714(2 )7.40 7.38 7.36 7.34 7.32 7.30 7.28 7.26 7.24

ppm
-____________________________________________________________________________________________________________




VELOSO, Carlos A. Gouveia

Resultados e DiscussGo 62

Figura 22 — Espectro de RMN '3C (125 MHz, CDs0OD) de Vd-3.
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Figura 23 — Expans&o do espectro de RMN "3C (125 MHz, CDsOD) de Vd-3 na regido de 135 —

210 ppm.
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Figura 24 — Expansao do espectro de RMN '3C (125 MHz, CD30OD) de Vd-3 na regido de 94 —

130 ppm.
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Figura 25 — Expansao do espectro de RMN '3C (125 MHz, CD30OD) de Vd-3 na regido de 42 —
84 ppm.
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5.4.ldentificagao estrutural de Vd-4

O composto Vd-4 foi obtido em forma de cristais amarelo-claro com P.F.=
189 - 191 °C.

No espectro de RMN 'H (400 MHz, CDs0D), foi possivel observar dois
dupletos, um em o4 7,41 (H-2° e H-6') e outro em on 6,96 (H-3' e H-5),
caracteristico de sistema AA’BB’ do anel B de um flavonoide. Este mesmo
espectro mostrou ainda um simpleto integrando para trés hidrogénios em on 3,82
(4’-OCHj3), caracteristico de prétons de metoxila, a qual pode ser confirmada pelo
deslocamento quimico em &¢ 55,74 (4’-OCHs) no espectro de RMN 3C APT (100
MHz, CDsOD). Outros dados dos experimentos de RMN de 'H e '3C estéo
compilados na Tabela 5 (p. 65).

No espectro de HMBC (Figura, 34, p. 70), foi possivel observar a
correlagdo entre os sinais dos hidrogénios dx 3,82 (4’-OCHz) com o carbono dc
161,39 (C-4’), sendo possivel confirmar entdo, que uma metoxila estaria inserida
no carbono da posi¢ao 4’, do anel B.

Apos analises dos dados espectrais, paralelamente com a analise da
literatura, foi possivel concluir Vd-4 como sendo 5,7-dihidroxi-4' metoxiflavanona,
ou isosakuranetina (KIM et al., 1999), identificada pela primeira vez no género
Varronia, porém, ja identificada na familia Boraginaceae, como consta no estudo

de Nogueira e colaboradores (2013), envolvendo a espécie Cordia exaltata.
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Tabela 5 — Dados de 'H, *C (400 e 100 MHz, CDsOD) de Vd-4, 5,7-dihidroxi-4'-
metoxiflavanona (isosakuranetina) em comparagéo aos dados de 'H, '3C (500 e 125
MHz, CD3OD) por Kim e colaboradores (1999).

Posicao vd-4 Isosakuranetina
OH Oc OH Oc
2 537 (1H,dd, J=12,8¢ 80,24 5,34 (1H, dd, J = 9,1 80,24
2,8 Hz) e 2,2 Hz)
3 3,11 (dd; 1H; J=17,2¢ 43,99 2,80 (1H, dd, J=17,1e 9,1 44,00
12,8 Hz) Hz)
2,76 (dd; 1H; J=17,2 e 2,69 (1H,dd, J=17,1e 2,2
3,2 Hz) Hz)
4 - 197,60 - 197,59
5 - 165,43 - 165,46
6 5,90 (d; 1H; J = 2 Hz) 97,09 5,89 (d; 1H; J= 2 Hz) 97,12
7 - 168,34 - 168,36
8 5,92 (d; 1H; J = 2 Hz) 96,18 5,90 (d; 1H; J= 2 Hz) 96,21
9 - 164,76 - 164,78
10 - 103,34 - 103,38
1 - 132,28 - 132,32
2 7,41 (2H, d, J= 8,4 Hz) 127,32 7,39 (2H, d, J= 8,7 Hz) 128,91
3 6,96 (2H, d, J = 8,8 Hz) 114,98 6,94 (2H, d, J= 8,7 Hz) 115,02
4 - 161,39 - 161,43
5 6,96 (2H, d, J = 8,8 Hz) 114,98 6,94 (2H, d, J= 8,7 Hz) 115,02
6’ 7,41 (2H, d, J= 8,4 Hz) 127,32 7,39 (2H, d, J= 8,7 Hz) 128,91
4’-OCHs 3,82 (3H, sl) 55,74 3,80 (3H, sl) 57,50

Isosakuranetina
(Vd-4)
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Figura 26 — Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDs0D) de Vd-4.
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Figura 27 — Expanséao do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDs0D) de Vd-4 na
regido de 6,75 — 7,65 ppm.
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Figura 28 — Expanséao do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDs0D) de Vd-4 na
regiao de 5,30 — 6,05 ppm.
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Figura 29 — Expanséao do espectro de RMN 'H (400 MHz, CD3s0D) de Vd-4 na
regido de 2,50 — 4,00 ppm.
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Figura 30 — Espectro de RMN "3C (100 MHz, CD3;0D) de Vd-4.
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Figura 31 — Expansao do espectro de RMN "3C (125 MHz, CD3z0D) de Vd-4 na

regiao de 144 — 204 ppm.
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Figura 32 — Expansao do espectro de RMN "3C (125 MHz, CD3z0D) de Vd-4 na

regiao de 70 — 140 ppm.
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Figura 33 — Expansao do espectro de RMN "3C (125 MHz, CD3z0D) de Vd-4 na

regiao de 38 — 61 ppm.
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Figura 34 — Expanséo do espectro de HMBC (400 e 100 MHz, CD30D) de Vd-4
na regido de 3,10 — 4,60 e 178 - 142 ppm.
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5.5.ldentificacao estrutural de Vd-5a e Vd-5b

Os compostos Vd-5a e Vd-5b foram obtidos como cristais amarelo-claro
e com P.F.=179 - 186 °C.

No espectro de RMN de 3C APT (125 MHz, CDCls) (Figura 42, p. 77)
foram observados 29 sinais referentes a 33 carbonos que permitem sugerir a
presenga de dois compostos com o esqueleto flavonoidico. Através de alguns
deslocamentos norteadores, d8C 79,03 (C-2-Vd-5a), 6C 42,97 (C-3-Vd-5a) e
195,57 (C-4-Vd-5a); 6C 78,81 (C-2-Vd-5b), 6C 43,16 (C-3-Vd-5b) e 195,84 (C-4-
Vd-5b) (ROMAN JUNIOR et al., 2017; NYOKAT et al., 2017; OYAMA & KONDO,
2004; BANDONI et al., 1978), caracterizando a auséncia da insaturagao entre os
carbonos C-2 e C-3 em ambos os compostos, foi possivel sugerir que esses
flavonoides seriam entdo do tipo flavanona. Observaram-se também, a presenca
de trés sinais caracteristicos de carbonos metoxilicos (Figura 48, p. 80) em &c
55,49 (7-OCHs-Vd-5a), 55,47 (7-OCH3-Vd-5b) e 55,17 (4’-OCHs-Vd-5b).

No espectro de RMN "H (500 MHz, CDCIs) e suas expansdes (Figura 35
a 41, p. 74) foram observados deslocamentos quimicos, corroborando com o
espectro de RMN "3C, sendo um dos compostos (Vd-5a) com um anel B livre,
assinalado pelo multipleto em &4 7,36 — 7,43 integrando para cinco hidrogénios,
e o outro composto (Vd-5b) com um anel B em um sistema AA’BB’, evidenciado
pela presenca de dois dupletos em o4 7,34 (2H, d, J =7 Hz, H-2’ e H-6’) e dH
6,92 (2H, d, J=7 Hz, H-3’ e H-5’). Neste ultimo caso, foi levado em consideragao
as constantes de acoplamento (J) entre os protons do anel B, provando assim,
o acoplamento em em orto entre H-2’ e H-3’, e H-5" e H-6' (YARIPOUR et al.,
2017; GOSSAN et al., 2015).

O espectro de HMBC (Figura 50, p. 81), indicou uma correlagédo entre os
protons metoxilicos em o 3,76 (7-OCH3 de Vd-5a), 61 3,75 (7-OCH3 de Vd-5b)
e On 3,79 (4’-OCHs de Vd-5b) com os carbonos oxigenados dos flavonoides em
dc 167,80 (C-7-Vd-5a), 6¢c 167,76 (C-7 de Vd-5b) e d¢c 159,88 (C-4’ de Vd-5b),
respectivamente, confirmando a inser¢do de uma metoxila na posigao C-7 no
composto Vd-5a e de duas metoxilas no composto Vd-5b, uma na posi¢céo C-7
e outra em C-4".

Com essas analises e suas comparagdes com os dados obtidos na
literatura, foi possivel identificar o composto Vd-5a como sendo a 5-hidroxi-7-
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metoxiflavanona, ou pinostrobina (ROMAN JUNIOR et al., 2017) e Vd-5b, sendo
a 5-hidroxi-4',7-dimetoxiflavanona, ou sakuranetina 4'-metil éter (OYAMA &
KONDO, 2004). A pinostrobina esta sendo relatada pela primeira vez na espécie,
porém o composto sakuranetina 4’-metil éter ja havia sido isolado em V. dardani,
como consta no estudo de De Oliveira, em 2016.
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Tabela 6 — Dados de 'H, "*C (500 e 125 MHz, CDCls) de Vd-5a (pinostrobina) e Vd-5b (sakuranetina 4-metil éter), em
comparacgao aos dados obtidos na literatura (ROMAN JUNIOR et al., 2017; OYAMA & KONDO, 2004).

Posicdo Vd-5a Vd-5b Vd-5a e Vd-5b Referéncia' Referéncia 2
OH OH Oc Oc Oc
2 5,36 (1H, dd, J= 13 e 3 Hz) 5,30 (1H, dd, J= 13 e 3 Hz) 79,03; 78,81 80,20 79,00
3 3,05 (dd; 1H; J= 17,5e 13 Hz) 3,02 (dd; 1H: J= 17 e 13 Hz)  42,97; 43,16 46,52 43,20
2,71 (dd; 1H; J=17,5e 3 Hz) 2,77 (dd; 1H; J= 17 € 3 Hz)

4 - - 195,57; 195,84 191,88 196,00
5 6,02 (d; 1H; J= 2,5 Hz) 6,00 (d; 1H; J= 2,5 Hz) 163,99; 163,97 166,67 164,10
6 - - 94,98; 94,91 97,28 95,10
7 6,04 (d; 1H; J= 2,5 Hz) 6,03 (d; 1H; J= 2,5 Hz) 167,80; 167,76 164,48 167,90
8 - - 94,10; 94,05 94,41 94,20
9 - - 162,62; 162,74 167,28 162,90
10 104,84; 102,97 106,20 103,10
1 - - 138,30; 130,29 141,13 130,40
2 7,36 — 7,43 (5H, m) 7,34 (2H, d, J=7 Hz) 125,99; 127,57 129,79 127,70
3 7,36 — 7,43 (5H, m) 6,92 (2H, d, J=7 Hz) 129,69; 114,06 129,51 114,20
4 7,36 — 7,43 (5H, m) - 128,68; 159,88 129,78 160,00
5 7,36 — 7,43 (5H, m) 6,92 (2H, d, J=7 Hz) 129,69; 114,06 127,33 114,20
6’ 7,36 — 7,43 (5H, m) 7,34 (2H, d, J=7 Hz) 125,99; 127,57 127,39 127,70

7-OCHs 3,76 (3H, s) 3,75 (3H, s) 55,49 56,31 55,30

4’-OCH;s - 3,79 (s; 3H) 55,47 - 55,60

5-OH 12,02 (1H, s) -

Referéncia ' — Pinostrobina — RMN 'H, 13C (400 e 100 MHz, CDCls) — (ROMAN JUNIOR et al., 2017)
Referéncia 2 — Sakuranetina 4’-metil éter — RMN 'H, "*C (500 e 125 MHz, CDClI3) — (OYAMA & KONDO, 2004)

OCH;,

OH o Oh 0O o
Pinostrobina Sakuranetina 4’-metil éter

(Vd-5a) (Vd-5b)
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Figura 35 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCIs) da mistura de Vd-5a e Vd-5b.
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Figura 36 — Expanséo do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) da mistura de Vd-5a e Vd-5b
na regido de 11,72 — 12,32 ppm.
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Figura 37 — Expanséo do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) da mistura de Vd-5a e Vd-5b
na regido de 6,75 — 7,60 ppm.
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Figura 38 — Expanséo do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) da mistura de Vd-5a e Vd-5b
na regido de 5,60 — 6,40 ppm.

—6.039

_6.004
~-5.999

40 6.35 6.30 6.25 6.20 6.15 6.10 6.05 5.95 5.90 5.85 5.80 5.75 5.70 5.65 5.6C

6.00
f1 (ppm)




VELOSO, Carlos A. Gouveia

Resultados e Discussdo 76

Figura 39 — Expanséo do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) da mistura de Vd-5a e Vd-5b

na regido de 5,05 — 5,60 ppm.

oN N o m
NN e —
mm mm mm
B w oA
\ / \ Y/ \/
1
1
i |
1
| \ |
‘ \
|
\
S
w
«
o
T T T T T
5.55 5.50 5.45 5.40 5.35
f1 (ppm)

| 1.085-

~5.293
~5.287

0.125+

- — —
5.20 5.15 5.10

Figura 40 — Expanséo do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) da mistura de Vd-5a e Vd-5b

na regido de 3,52 — 3,98 ppm.

—3.792
—3.763
—3.755

4 5.528

98 3.96 3.94 3.92 3.90 3.88 3.86 3.84 3.82 3.80 3.78 3.76
f1 (ppm)

3.74 3.72 3.70 3.68 3.66 3.64 3.62 3.60 3.58 3.56 3.54 3.




VELOSO, Carlos A. Gouveia Resultados e DiscussGo 77

Figura 41 — Expanséo do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) da mistura de Vd-5a e Vd-5b

na regido de 2,55 — 3,25 ppm.
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Figura 42 — Espectro de RMN "3C (125 MHz, CDClz) da mistura de Vd-5a e Vd-5b.
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Figura 43 — Expansao do espectro de RMN "*C (125 MHz, CDClI3) da mistura de Vd-5a e Vd-5b

na regido de 190 — 201 ppm.
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Figura 44 — Expansao do espectro de RMN "*C (125 MHz, CDClI3) da mistura de Vd-5a e Vd-5b

na regido de 159 — 168,5 ppm.
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Figura 45 — Expansao do espectro de RMN "*C (125 MHz, CDClI3) da mistura de Vd-5a e Vd-5b

na regido de 123 — 141 ppm.
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Figura 46 — Expansao do espectro de RMN "*C (125 MHz, CDClI3) da mistura de Vd-5a e Vd-5b

na regido de 93 — 115 ppm.
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Figura 47 — Expansao do espectro de RMN "*C (125 MHz, CDClI3) da mistura de Vd-5a e Vd-5b
na regido de 73 — 83 ppm.
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Figura 48 — Expansao do espectro de RMN "*C (125 MHz, CDClI3) da mistura de Vd-5a e Vd-5b
na regido de 53,9 — 56,9 ppm.
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Figura 49 — Expansao do espectro de RMN '*C (125 MHz, CDClI3) da mistura de Vd-5a e Vd-5b
na regido de 38,5 — 47 ppm.
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Figura 50 — Expanséo do espectro de HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) da mistura de Vd-5a e Vd-
5b na regido de 3,62 — 3,93 e 175 - 156 ppm.
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5.6.ldentificacao dos constituintes volateis de Varronia dardani.

O Oleo essencial das partes aéreas de V. dardani foi obtido por
hidrodestilacdo com rendimento de 0,18% em relagao ao peso do material fresco
utilizado. Pela analise em CG-EM foi possivel identificar 82 constituintes (Figura
52) correspondendo a 97,2% do total do éleo em uma mistura complexa. Sendo
que o 0-Cadineno (8,71%), timol (7,43%), carvacrol (5,92%), y-cadineno
(5,66%), p-cimeno (5,25%) e o&-cadinol (5,20%) foram os constituintes
majoritarios (Tabela 7).

Duarte, em 2015, identificou no dleo essencial de V. dardani, coletada no
municipio de Patu — RN, como sendo o composto majoritario, o d-limoneno
(27,49%) seguido pelo 1,8 cineol (13,23%), linalol (10,54%), a-terpineol (6,27 %),
(E,E) farnesol (6,34%) e o (E,E) acetil de farnesol (6,67%). No estudo de De
Oliveira (2016), a espécie V. dardani foi coletada no municipio de Mossoro — RN,
e a caracterizagao quimica do seu 6leo essencial, apresentou como compostos
majoritarios o d-limoneno (20,02%), 1,8 cineol (13,25%), linalol (12,27%), a-
terpineol (6,48%), terpinen-4-ol (6,35%), 2E,6E acetato de farnesol (8,84%) e o
2E,6E-farnesol (8,68%). A maior parte destes compostos foram identificados no
presente estudo, porém n&o foram considerados como majoritarios.

As condigdes genéticas e geograficas podem alterar profundamente a
composi¢céo quimica e a produg¢ao de um oleo essenciai (MORSHEDLOO et al.,
2018; SAEIDI et al., 2018), levando a uma notavel diversidade de compostos na
mesma espécie (URBIZU-GONZALEZ et al., 2017). Isto explica a diferenca na
composi¢cdo quimica, principalmente dos compostos majoritarios identificados
nas espécies coletadas na regido do Rio Grande do Norte e Paraiba.



VELOSO, Carlos A. Gouveia

Resultados e Discussdo 83

Figura 51 — Cromatograma obtido por cromatografia gasosa (CG-EM) do 6leo essencial de

Varronia dardani.
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Tabela 7 — Composicdo quimica do 6leo essencial das partes aéreas de Varronia dardani.

CONSTITUINTES IK OEVD (%)
1 2-Hexanol 803 0,29
2 (E)-2-Hexenal 852 0,03
3 (Z)-3-Hexenol 856 0,06
4 1-Hexanol 870 0,04
5 a-Turgeno 939 4,33
6 a-Pineno 934 3,62
7 Canfeno 949 0,04
8 Sabineno 974 0,68
9 B-Pineno 977 0,09
10 | Mirceno 994 0,61
11 | ao-Felandreno 1006 0,04
12 | 3-Careno 1012 0,04
13 | a-Terpineno 1018 0,38
14 | p-Cimeno 1026 5,25
15 | d-limoneno 1030 1,40
16 | 1,8 cineol 1033 1,16
17 | Trans-o-cimeno 1051 0,04
18 | y-Terpineno 1061 0,02
19 | Oxido de cis-linalool 1075 0,03
20 | a-Terpinoleno 1091 0,12
21 Linalol 1103 3,96
22 | 4-(1-Metiletil)-1-metil-2-ciclohexenol 1124 0,34
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23 | Isopulegol 1148 0,03
24 | Umbelulona 1177 0,02
25 Terpinen-4-ol 1181 3,24
26 | p-Cimen-8-ol 1190 0,11
27 | a-Terpineol 1195 0,91
28 | Piperitol 1212 0,12
29 | p-Citronelol 1233 0,33
30 | Eter metil timol 1239 0,05
31 | Carvona 1249 0,03
32 | Geraniol 1259 0,90
33 | Geranial 1275 0,04
34 | Carvacrol 1300 5,92
35 | Timol 1310 7,43
36 | d-elemeno 1342 0,03
37 | a-Cubebeno 1354 0,25
38 | Acetato de citronelila 1358 0,03
39 | a-Copaeno 1381 1,41
40 | Acetil-geraniol 1388 0,15
41 B-Elemeno 1397 0,15
42 | a-Gurjuneno 1416 0,27
43 | a-cis-Bergamoteno 1421 0,04
44 | Isocariofileno 1426 5,41
45 | B-Gurjuneno 1436 0,23
46 | a-trans-Bergamoteno 1442 1,32
47 | a-Cariofileno 1461 1,07
48 | Aromadendreno 1468 1,07
49 | Cadina-1(6),4-dieno 1481 0,13
50 | ®-Muuroleno 1484 0,76
51 | Germacreno-D 1488 0,16
52 | Germacreno-A 1492 0,12
53 | B-Selineno 1494 0,07
54 | Epibiciclosesquifelandreno 1500 0,17
55 | Cubebol 1503 0,63
56 | a-Muuroleno 1508 2,13
57 | B-Bisaboleno 1516 0,71
58 | y-Cadineno 1523 5,66
59 | Isogeraniol 1528 0,37
60 | 5-Cadineno 1532 8,71
61 | a-Cadineno 1546 0,78
62 | a-Calacoreno 1552 0,03
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63 | a-Elemol 1557 0,33
64 | trans-Nerolidol 1570 0,50
65 | Palustrol 1577 0,51
66 | Espatulenol 1587 1,76
67 | Oxido de cariofileno 1592 1,23
68 | Viridiflorol 1605 1,30
69 | Epoxido de Humuleno I 1608 0,18
70 | 1,10-di-epi-Cubenol 1610 0,53
7 B-Eudesmol 1611 0,23
72 | Rosifoliol 1613 0,10
73 | Epicubenol 1615 1,21
74 | y-Eudesmol 1617 0,22
75 | 6-Cadinol 1620 5,20
76 | p-Cadin-4-en-10-ol 1623 0,51
77 | Cadin-4-en-10-ol 1626 3,18
78 | 6-isopropenil-4,8a-dimetildecahidro-1-naftalenol 1641 4,01
79 | Oplopanona 1659 0,05
80 | Benzoato de benzila 1668 0,86
81 | Ledol 1684 1,39
82 | Fitol 1930 0,07

IK = indice de Kovats; Componentes identificados em CG-EM com base no indice de Retengéo
(IR) em comparagao com a biblioteca NIST Mass Spectral Library (National Institute of Standards
and Technology) e a literatura. Os compostos foram listados de acordo com a ordem de eluigéo

na coluna RTX-5MS (5% Diphenyl / 95% dimethyl polysiloxane) com 30 metros de comprimento.

5.7.Ensaios microbiolégicos

5.7.1. Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima foi determinada para as cepas
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Streptococcus salivarius (ATCC 7073) e
Streptococcus oralis (ATCC 10557) pelo método de microdiluicdo em caldo com
o uso de Resazurina® (Tabela 8). Foram testados o 6leo essencial de Varronia
dardani, o extrato etandlico bruto de V. dardani (Vd-EEB), a sua fase
diclorometano (Vd-FD), as substancias pinostrobina chalcona isolada (Vd-1) e
em mistura com a chalcona gimnogrameno (Vd-2), e a flavanona pinocembrina
isolada (Vd-3).
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Tabela 8 — Concentragao Inibitéria Minima das amostras derivadas de Varronia dardani, frente
as cepas E. faecalis, S. salivarius e S. oralis.

CIM (mg/mL)

Espécies de microrganismos testadas

Amostras Enterococcus faecalis  Streptococcus salivarius — Streptococcus oralis
Vd-OE 2 2 -
Vd-EEB - 2 -
Vd-FD 1 1 -
Vd-1 - 0,25 -
Vd-1 e Vd-2 0,5 0,5 -
Vd-3 0,25 0,25 -

O crescimento da cepa de S. oralis nao foi impedido por nenhuma das
amostras. O oleo essencial de V. dardani (Vd-OE) inibiu o crescimento de E.
faecalis e S. salivarius na concentragdo maxima testada (2 mg/mL), ja o extrato
etanolico bruto de V. dardani (Vd-EEB) néo inibiu o crescimento de E. faecalis,
porém foi capaz de inibir o crescimento da cepa de S. salivarius na concentragéo
maxima (2 mg/mL). A fase diclorometano, exibiu uma CIM de 1 mg/mL frente as
cepas de E. faecalis e S. salivarius. O diclorometano pode extrair mais
compostos apolares, os quais penetram mais facilmente a parede celular da
bactéria, favorecendo assim a sua atividade antimicrobiana (MOREIRA et al.,
2013).

A pinostrobina chalcona isolada (Vd-1) teve somente a CIM estabelecida
frente a cepa de S. salivarius (0,25 mg/mL), enquanto que em mistura com o
gimnogrameno (Vd-1 e Vd-2), apresentou CIM para as cepas E. faecalis e S.
salivarius (0,5 mg/mL). Esse aumento de inibicdo pode ter ocorrido por diversos
fatores, como sinergismo ou até mesmo a maior lipofilicidade do gimnogrameno,
devido a inserg¢ao de outra metoxila @ molécula. Pelo fato da parede celular das
bactérias conter uma alta quantidade de lipidios, tais como o acido micélico,
substancias lipofilicas sdo susceptiveis de penetrar com facilidade na célula
(PALOMINO et al., 2002).

Com relagdo a flavanona pinocembrina (Vd-3), a mesma inibiu o

crescimento das cepas de E. faecalis e S. salivarius (0,25 mg/mL).
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5.7.2. Inibicdo da Formacao de Biofilme (IFB)

Este experimento avaliou a capacidade das amostras derivadas de V.
dardani de inibir a formagdo de biofiime com as cepas de E. faecalis e S.
salivarius, visto que estas foram as unicas que apresentaram crescimento
afetado no teste de determinagcdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM), a
qual serviu de base para a determinacdo da concentragdo inicial de cada
amostra testada.

Observando os resultados deste teste para E. faecalis, expressos em
porcentagem de inibigdo (1%) na Tabela 9, e seguindo o escore (Quadro 3, p.
46) proposto por Peixoto e colaboradores (2017), foi possivel determinar uma
forte inibicdo (escore 3) nas concentragdes de 4 mg/mL para o extrato etanolico
bruto (Vd-EEB), 2 mg/mL para a fase diclorometano (Vd-FD) e o 6leo essencial
(Vd-OE), enquanto que para a pinostrobina chalcona isolada (Vd-1) e sua
mistura com o gimnogrameno (Vd-1 e Vd-2), a menor concentragdo que
apresentou uma forte inibigdo foi a maior concentragao testada (1 mg/mL). Para
a flavanona pinocembrina isolada (Vd-3), a menor concentragdo que exibiu uma
forte inibicdo do biofilme da cepa de E. faecalis foi 1 mg/mL.

Ao analisar os dados do teste para S. salivarius, os quais estdo expressos
em porcentagem de inibigao (1%) na Tabela 10, foi possivel determinar uma forte
inibicdo (escore 3) nas concentragcdes de 4 mg/mL para o extrato etandlico bruto
(Vd-EEB), para a fase diclorometano (Vd-FD) e para o dleo essencial (Vd-OE).
Para a pinostrobina chalcona isolada (Vd-1), a menor concentragdo com forte
inibicdo da formagao do biofilme foi de 0,25 mg/mL, enquanto que sua mistura
com o gimnogrameno (Vd-1 e Vd-2), a menor concentragéo foi 1 mg/mL. Com
relagcdo a flavanona pinocembrina isolada (Vd-3), a menor concentragdo que
exibiu uma forte inibicdo do biofilme da cepa de S. salivaris foi 0,5 mg/mL. No
biofilme formado com a cepa de S. salivarius, observou-se uma maior inibicao
da sua formacédo quando se utilizou isoladamente a pinostrobina chalcona e a
flavanona.

Essa forte inibicdo apresentada por algumas das amostras testadas,
mostra que as mesmas conseguem inibir a formagéo de biofilme, tornando a

bactéria mais vulneravel para a acao de um determinado antimicrobiano.
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Tabela 9 — indice de Inibigdo da Formagao de Biofilme (IFB) das amostras derivadas de Varronia dardani, frente & cepa de E. faecalis. Os valores s&o expressos
em porcentagem de inibigdo (l%).

Concentragéo (mg/mL) Vd-EEB (%) Vd-FD (%) Vd-OE (%) Vd-1 (%) Vd-1 e Vd-2 (%) Vd-3 (%)

4,00000 75<146<100 75<1%4 <100 75<I% <100 - - -
2,00000 25<1%,<50 75<I%,<100 75<I%<100 - - -
1,00000 25<1%,<50 50<l%,=<75 25<l%b<50 75<I1%<100 75<I%<=<100 75 <1% <100
0,50000 l% <25% 50< 1%, <75 1% <25% 25<1%b<50 50<I% <75 50 <14 <75
0,25000 l% <25% l% <25% l% <25% l% <25% 50 <1y <75 25<1y% =50
0,12500 lo, <25% lo, <25% lo, <25% lo, <25% 25 <1y <50 lo, <25%
0,06250 - - - l% <25% l% <25% l% <25%
0,03125 - - - l% <25% l% <25% l% <25%

Tabela 10 — indice de Inibigdo da Formagado de Biofilme (IFB) das amostras derivadas de Varronia dardani, frente & cepa de S. salivarius. Os valores s&o
expressos em porcentagem de inibig&o (l%).

Concentragéo (mg/mL) Vd-EEB (%) Vd-FD (%) Vd-OE (%) Vd-1 (%) Vd-1 e Vd-2 (%) Vd-3 (%)

4,00000 75<1%4<100 75<1%<100 75<Il%=<100 - - -
2,00000 50<l%=75 25<l4u<50 25<l% <50 - - -
1,00000 25<1% <50  Il% <25% l <25% 75<1% =100 75 <l1% =100 75 <1% =100
0,50000 l <25% l <25% l <25% 75<1%4<100 50<l%<75 75 <1% =100
0,25000 l <25% l <25% l <25% 75<1% =100 25<ly% =50 50<l% <75
0,12500 l <25% l <25% l <25% 50<lu=75 25<l% =50 25<1% <50
0,06250 - - - 50<1l% =75 % <25% 25<1% <50

0,03125 - - - l <25% l <25% l% <25%
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6. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico de Varronia dardani levou ao isolamento de trés
compostos e duas misturas, que foram identificados por Espectrometria de
Massas e Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 3C e bidimensional.

Foram identificadas duas chalconas - pinostrobina chalcona e
gimnogrameno; e quatro flavanonas - pinocembrina, isosakuranetina,
pinostrobina e sakuranetina-4’-metil éter, sendo os dois ultimos compostos ja
descritos na literatura. Com excecdo destes, todos os outros estdo sendo
relatados pela primeira vez na espécie em estudo.

O dleo essencial da espécie foi caracterizado por CG-MS, sendo possivel
a identificacdo de 82 constituintes, sendo os majoritarios o 6-Cadineno, timol,
carvacrol, y-cadineno, p-cimeno e o 6-cadinol.

O dleo essencial de V. dardani inibiu o crescimento de E. faecalis e S.
salivarius, ja o extrato etandlico bruto de V. dardani ndo inibiu o crescimento de
E. faecalis, porém foi capaz de inibir o crescimento da cepa de S. salivarius,
porém a fase diclorometano, exibiu uma CIM menor frente as cepas de E.
faecalis e S. salivarius. Das substancias isoladas da fase diclorometano, a
pinocembrina, foi capaz de inibir, com a menor concentragdo, o crescimento
tanto da cepa de E. faecalis quanto a da S. salivarius.

A pinocembrina, a pinostrobina chalcona e sua mistura com o
gimnogrameno apresentaram uma forte inibigdo da formac&o do biofilme de E.
faecalis na maior concentracéo testada. A pinostrobina chalcona foi capaz de
inibir fortemente a formacgao do biofilme de S. salivarius na menor concentragéo.

Em resumo, os resultados in vitro indicam que a espécie V. dardani
contém em sua composicao quimica, substancias com potencial antimicrobiano,
sendo a espécie forte candidata a estudos complementares, que visam buscar

uma nova terapia para infecgcdes dentais.
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