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RESUMO

NASCIMENTO, Y. M. Estudo fitoquimico e atividade antioxidante de Zornia
brasiliensis. 2016. 114 pag. Dissertacdo (Mestrado em Farmacoquimica de Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2016.

Zornia apresenta em torno de 80 espécies distribuidas pelo mundo, possuindo
representantes na Oceania, América, Africa e na Asia, e este género pertence a
familia Leguminosae. A espécie estudada, Zornia brasiliensis, popularmente
conhecida como “urinaria”, “urinana” e “carrapicho” e possui uso popular relatado
como diurética e para tratamento de doencas venéreas, encontra-se distribuida em
varios estados do Brasil, sendo abundante no Nordeste. Diante disto, este trabalho
tem como objetivo contribuir com a ampliacdo do conhecimento quimico do género
Zornia através do estudo fitoquimico de Zornia brasiliensis Vogel, além de avaliar a
atividade antioxidante e quantificar os fendlicos totais. Para realizacdo do estudo, o
material vegetal, seco e pulverizado, foi submetido a extracdo e posteriormente a
procedimentos cromatograficos para isolamentos e purificacdo dos constituintes
quimicos. A elucidacao das estruturas quimicas das substancias foi determinada por
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H, **C e bidimensionais em comparacées com
dados da literatura. O fracionamento cromatografico da fracdo acetato de etila-
metanol 10% resultou no isolamento do isoflavonoide glicosilado: ononina, da fracao
acetato de etila-metanol 50% obteve-se um ciclitol: o D-pinitol, e duas flavonas
glicosiladas: a isoorientina e isovitexina. Com excec¢ao da ononina, 0S cOmpostos
estdo sendo isolados pela primeira vez no género Zornia. A atividade antioxidante do
extrato etandlico bruto (EEB) e das fracdes diclorometano, acetato de etila, acetato
de etila-metanol 10% e acetato de etila-metanol 50% foram verificadas através do
método do sequestro do radical DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) e da quantificacédo
de fendlicos totais (Folin-Ciocalteau), com comparac¢des dos resultados obtidos com
0s padrdes, acido ascorbico e acido galico, respectivamente. O estudo da atividade
antioxidante revelou uma maior atividade nas fracdes acetato de etila de etila,
acetato de etila-metanol 10% e EEB, resultado que pode ser associado ao fato
destas fracBes terem apresentado os maiores teores de compostos fendélicos entre
as fracOes testadas, e a fragdo diclorometano apresentou a maior CEsp € 0 menor
teor de fendlicos totais. Portanto, os compostos fendlicos provavelmente podem ser
responsaveis pelos melhores resultados da atividade antioxidante obtidos pelo teste
do sequestro do radical DPPH. Os resultados fitoquimicos relatados na literatura
mostram que os fendlicos isolados na fracdo diclorometano ndo apresentam o0s
determinantes estruturais responsaveis por esta atividade corroborando com os
resultados obtidos neste trabalho.

Palavras-chaves: Zornia brasiliensis. Atividade antioxidante. Fendlicos. Isoflavona
glicosilada. Flavonas glicosiladas. Flavonoides. Ciclitol. DPPH.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Y. M. Estudo fitoquimico e atividade antioxidante de Zornia
brasiliensis. 2016. 114 pag. Dissertacdo (Mestrado em Farmacoquimica de Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2016.

Zornia presents around 80 species distributed throughout the world, having
representatives in Oceania, America, Africa and Asia, and this genus belongs to
Leguminosae family. The species studied, Zornia brasiliensis, popularly known as
"urinaria”, "urinana" and "carrapicho" and has popular use reported as diuretic and
for treatment of venereal diseases, it is distributed in various states of Brazil, is
abundant in the Northeast. Thus, this study aims to contribute to the expansion of the
chemical knowledge of genus Zornia through phytochemical study Zornia brasiliensis
Vogel, and to evaluate the antioxidant activity and quantify the total phenolic. To
perform the study, the plant material, dried and pulverized, was subjected to
extraction and then to chromatographic procedures for isolation and purification of
the chemical constituents. The elucidation of the chemical structures was determined
by Nuclear Magnetic Resonance 'H, *C and bidimensional comparisons with
literature data. The chromatogram fractionation of the fraction ethyl acetate-methanol
10% resulted in the isolation of glycosylated isoflavonoid: ononin, the ethyl acetate-
methanol 50% fraction was obtained a cyclitol: D-pinitol, and two glycosylated
flavones: the isoorientin and isovitexin. Exception ononin, the compounds are
isolated for the first time in Zornia genus. The antioxidant activity of the crude
ethanolic extract (CEE) and dichloromethane fractions, ethyl acetate, ethyl acetate-
methanol 10%, ethyl acetate-methanol 50% were checked by the method of
sequestering radical DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl -hidrazil) and the quantification of
total phenolics (Folin-Ciocalteu), compared with the results obtained with the
standards, ascorbic acid and gallic acid, respectively. The study of antioxidant activity
showed greater activity fractions of ethyl acetate, ethyl acetate-methanol 10% and
CEE, a result that can be associated with the fact that these fractions have shown
the highest levels of phenolic compounds entres tested fractions, and the
dichloromethane fraction presented higher ECsy and lowest concentration  of
phenolic compounds. Therefore, phenolic compounds can probably be responsible
for the best results of antioxidant activity obtained by the test kidnapping of DPPH
radical. The phytochemicals results reported in the literature show that the phenolic
fraction isolated in dichloromethane not have the structural determinants responsible
for this activity corroborating the results of this study.

Keywords: Zornia brasiliensis. Antioxidant activity. Phenolic. Glycosylated
isoflavones. Glycosylated flavones. Flavonoids. Ciclitol. DPPH.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas para o tratamento de diversas doengas foi
documentado em todas as sociedades humanas, sendo esta utilizacdo parte da
cultura de cada povo (SIMOES; ALMEIDA, 2015).

O uso intenso destas espécies botanicas no decorrer dos anos possibilitou
que um vasto conhecimento fosse adquirido e acumulado pelas populagdes. A partir
disto, este conhecimento por vezes é passado pelas geracdes através da oralidade
(SILVA; ALMEIDA, 2013).

Duzentos anos atras, um farmacéutico de apenas 21 anos, chamado Freidrich
SertUrner, isolou das sementes de papoula, Papaver somniferum, o primeiro
composto puro farmacologicamente ativo chamado morfina. Este fato deu inicio a
uma nova era, onde substancias oriundas de produtos naturais podiam ser
purificadas, estudadas e administradas em doses precisas (LI; VEDERAS, 2009).

As plantas medicinais sdo utilizadas por 70% a 90% da populacdo nos paises
em vias de desenvolvimento no que se refere a Atencéo Primaria a Saude. De forma
semelhante no Brasil, cerca de 82% da populacéo brasileira utiliza produtos a base
de plantas medicinais nos seus cuidados com a saude. Em alguns paises
industrializados, o uso de produtos da medicina tradicional € igualmente significante,
como o Canada, Franca, Alemanha e Italia, onde 70% a 90% de sua populacdo tém
usado esses recursos da medicina tradicional (BRASIL, 2012). Desta forma, mesmo
com a evolucdo dos tratamentos alopaticos no século XX, o acesso facilitado as
plantas medicinais e a propria tradicdo de uso, perpetuam o habito de recorrer as
feiras, quintais e mercados populares (VEIGA JUNIOR et al., 2005 apud SZABO,
2015).

Contudo, as informacgdes técnicas ainda sdo insuficientes para a maioria das
plantas medicinais, de modo a garantir qualidade, eficacia e seguranca de uso das
mesmas (FIRMINO et al, 2011). Contudo os estudos desenvolvidos precisam ter
uma rigorosa identificacdo botanica da planta pesquisada e determinar o0s
parametros de qualidade necessérios a sua utilizacdo para que se possa garantir o
seu uso de uma forma seguro, prevenindo intoxicacbes ou 0 aparecimentos dos
efeitos colaterais relacionados a doses e utilizacbes inadequadas (PAULA et al.,
2008).
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Esses estudos podem ter sua seguranca aumentada se as pesquisas
fitoquimicas forem desenvolvidas conjuntamente com as investigacdes
farmacoldgicas que podem através de modelos experimentais constatarem possiveis
riscos toxicolégicos da utilizacdo dos produtos naturais investigados em diferentes
vias, doses e apresentacoes (SILVA, 2013).

As plantas superiores representam uma das fontes mais relevantes para o
descobrimento de novas substancias empregadas diretamente como agentes
medicinais, além disso, possibilitam o surgimento de modelos para modificacbes
estruturais e organizacdo de propriedades farmacologicas e bioquimicas, servindo
de inspiracdo para quimicos organicos na constru¢éo de novos arranjos moleculares
naturais. (MINGUZZI, BARATA, CORDELL, 2011).

O Ministério do Meio Ambiente afirma que o Brasil, por ocupar quase a
metade da América do Sul, é o pais com a maior diversidade de espécies no mundo,
espalhadas nos seis biomas terrestres e nos trés grandes ecossistemas marinhos.
Sao mais de 43.020 espécies vegetais conhecidas no pais. Suas diferentes zonas
climaticas favorecem a formacédo de zonas biogeograficas (biomas), a exemplo da
floresta amazonica, maior floresta tropical Umida do mundo; o Pantanal, maior
planicie inundavel; o Cerrado e a Caatinga (BRASIL, 2015).

Porém no Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com
pouca ou nenhuma comprovacédo de suas propriedades farmacolégicas, propagadas
por usudrios ou comerciantes. Muitas vezes essas plantas sdo, inclusive,
empregadas para fins medicinais diferentes daqueles utilizados pelos silvicolas
(VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Como grande parte das espécies nativas
brasileiras ndo tem estudos que permitam a elaboragéo de pesquisas completas, a
utilizacdo empirica destas espécies demonstra que em um pais como o Brasil, com
uma biodiversidade incomparavel, existe uma enorme lacuna entre a oferta de
plantas e as pesquisas aqui desenvolvidas (FOGLIO et al., 2006). De tal modo que
uma pouca quantidade de espécies existentes nessa biodiversidade brasileira foi
estudada (MESQUITA NETO; SOUZA; 2009; GUARIN NETO; MORAIS, 2003).

Perante esta pouca quantidade de pesquisas desenvolvidas, surgi uma das
possiblidades de estudo, que € a atividade antioxidante. Diversos produtos de
origem vegetal, como frutos, folhas, sementes e Oleos podem ser fontes de

substancias biologicamente ativas como os antioxidantes, por exemplo. Dentre o0s
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principais antioxidantes naturais estdo os compostos fenolicos, o acido ascorbico, o
a-tocoferol e os carotenoides (OLDONI, 2007).

Esta atividade tem recebido atencdo especial por apresentar capacidade de
sequestrar radicais livres. Sabe-se que estes radicais livres podem agir no corpo
humano e causar diversos danos celulares, como cancer, doencas
neurodegenerativas, anemias, isquemias além de oxida¢éo do LDL (lipidio de baixa
densidade), o que pode levar a problemas cardiovasculares (SALDANHA, 2005).

Diante do exposto, existe a necessidade de um envolvimento cientifico para
melhor aplicabilidade e uso das plantas medicinais garantindo qualidade, eficacia e
seguranca, e consequentemente atestando o uso etnofarmacologico destas drogas
de origens vegetais. Este trabalho se concentrou no aprofundamento do
conhecimento fitoquimico e na avaliacdo do potencial antioxidante em uma espécie

da familia Leguminosae: a Zornia brasiliensis Vogel.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Contribuir com a ampliagdo do conhecimento quimico do género Zornia

atraves do estudo fitoquimico de Zornia brasiliensis Vogel.

2.2 Objetivos Especificos

» Isolar substancias biologicamente ativas do extrato obtido das partes aéreas

de Zornia brasiliensis pelo uso de métodos cromatograficos;

» Identificar biometabdlitos de Zornia brasiliensis por métodos usuais de
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e '*C e bidimensionais (HMBC,
HMQC, COSY e NOESY);

» Quantificacdo de fendlicos totais do extrato etandlico bruto e das fracbes
diclorometano, acetato de etila, acetato de etila-metanol-10% e acetato de

etila-metanol-50% de Zornia brasiliensis através método Folin—Ciocalteu;

» Avaliar a atividade antioxidante do extrato etandlico bruto e das fracdes
diclorometano, acetato de etila, acetato de etila-metanol 10% e acetato de
etila-metanol 50% de Zornia brasiliensis através do método do sequestro de
radical DPPH.



CSfundamentagio
leorica
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Consideracdes sobre a familia Leguminosae

Leguminosae € uma grande familia, representada por aproximadamente 750
géneros e 19500 espécies (LEWIS et al., 2005), com excec¢io das regibes Artica e
Antértica, a familia encontra-se distribuida em florestas tropicais e desertos quentes
(Figura 1) (DUTRA; MESSIAS; GARCIA, 2005). No Brasil sua presenca € muito
ampla, encontrar-se distribuida em quase todas as vegetacOes brasileiras (LIMA,
2000). Na lista que trata das espécies presentes na flora brasileira, esta familia esta
contemplada por 210 géneros (15 endémicos) e contém maior nimero de espécies,
2697. Entre estas espécies, 1897 sdo presentes apenas no territorio brasileiro (LIMA
et al.,, 2010). Leguminosae € a familia que possui o0 maior nUmero de espécies na
flora do Brasil (FORZZA et al.,, 2010). No entanto, as espécies que compde esta
familia se diferenciam entre as areas, ndo s6 quanto a ocorréncia, mas, sobretudo,
guanto a abundancia (TUCKER, 2003).

Figura 1 Distribuicdo geogréafica da familia Leguminosae no mundo, representada pelas
areas em verde.

E |
) o
em *

1 P | | | EERER

Fonte: SILVA, 2013.

Os membros desta familia mostram uma grande diversidade de habito de
crescimento, desde pequenas ervas efémera a enormes arvores de vida longa

(SPRENT, 1999). Tal diversidade morfologica gera muitas controversias no que se
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refere & taxonomia dessa familia. Tradicionalmente Fabaceae foi reconhecida como
uma Uunica familia, com trés subfamilias (Faboideae ou Papilionoideae,
Ceasalpinioideae, e Mimosoideae), porém alguns autores preferiram optar por trés
familias distintas (Fabaceae, Ceasalpiniaceae e Mimosaceae) (IGNOATO, 2012).

E comum em muitas publicagdes observar o nome Fabaceae como
nomenclatura desta familia, entretanto, Leguminosae é um nome alternativo e aceito
pelo Cdédigo Internacional de Nomenclaturas Botanicas, uma vez que nhome
Fabaceae é ambiguo, sendo usadas tanto para designar o nome da familia que
possui trés subfamilias, como também para uma destas subfamilias, a
Papilionoideae (SILVA, 2013).

Papilionoideae apresenta cerca de dois tercos de todos o0s géneros e
espécies de Leguminosae (POLHILL, 1994), aproximadamente 478 géneros e
13.800 espécies (LEWIS et al., 2005). Considerada o grupo mais evoluido das
leguminosas, estdo distribuidas no mundo inteiro. As espécies sao reconhecidas, em
sua grande parte, pelas suas flores papilionaceas, além das folhas geralmente
alternas e compostas, mas nunca bipinadas (PEREZ, 2009).

Ha muitas leguminosas Uteis e diversas sdo cultivadas desde a antigiidade
como alimenticias (lentilha, ervilha, feijao); forrageiras (alfafa, trevos, ervilhacas);
oleaginosas (soja, amendoim); adubo verde (tremocos); tintéreas (indigo, pau-
brasil); tanicas (acacia-negra); fornecedoras de celulose (bracatinga); meliferas
(alfafa,trevos-de-cheiro); medicinais (pata-de-vaca, erva-de-touro); florestais
(canafistula, angico); ornamentais (guapuruvd, corticeiras). Algumas leguminosas
sdo toéxicas para o homem ou para o gado, pela presenca de principios nocivos
(tremocos, timbd); algumas sdo prejudiciais por seus aculeos (maricd, unha-de-
gato); outras prejudicam a |a das ovelhas por seus frutos pegajosos (pega-pegas) ou
gloquidiados (trevos-de-carretilna) (MIOTTO; LUDTKE; OLIVEIRA; 2008).

Ecologicamente esta familia €& importante em uma diversidade de
ecossistemas, algumas de suas subfamilias estdo presentes e muitas vezes
dominante, em quase todo tipo de vegetacdo da terra, de florestas tropicais a
desertos (LIRA, 2009)

A caatinga é um bioma predominante no Nordeste do Brasil, se estende do
Piaui a Minas Gerais. Sua vegetacdo apresenta-se extremamente heterogénea
incluindo pelo menos uma centena de diferentes tipos de paisagens Unicas, fazendo

dela um ambiente de extrema importancia biolégica (SILVA, T., 2013).
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O cariri paraibano contém um total de 396 espécies, distribuidas em 90
familias botéanicas, sendo 85 familias de Angisospermas. Porém a familia mais
diversa € a Fabaceae, com 71 espécies (BARBOSA et al., 2007).

Dados da literatura evidenciam a presenca de compostos que dao
caracteristicas a familia como &cidos graxos com cadeias de 20, 22 ou 24 carbonos,
nos 6leos das sementes. Ja foi relatado na literatura substancias pertencente a
classe das saponinas, dos terpenoides, dos taninos, dos alcaloides quinozilidinicos
além, das antraquinonas e alcaloides pirrolizidinicos; outra classe de metabdlitos
encontradas nessa familia é a dos flavonoides, apresentando uma distribuicdo mais
homogénea. Integrantes desta familia possuem n&do apenas flavonas e flavonais,
gue sao os esqueletos de flavonoides comumente achados em espécies de outras
familias, mas biossintetizam em especial, chalconas, 2,3-diidroflavonoides e
flavanonas, e outros flavonoides que sao considerardos raros, que ocorrem quase
que especificamente nesta familia: isoflavonoides e rotenoides (SILVA, 2013).

Ja foram comprovados cientificamente diversos efeitos bioldégicos ou
farmacoldgico para as espécies dessa familia, como efeito analgésico, anti-
inflamatorio, antifungico, antibacteriano e antidiabético (SILVA et al.,, 2008)
(OLIVEIRA et al., 2009)

3.2 Consideracfes sobre o género Zornia

Este género detém aproximadamente 80 espécies distribuidas pelo mundo,
com 41 espécies na América, 16 na Africa, 13 na Oceania e 7 na Asia
(MOHLENBROCK, 1961, FORTUNA-PEREZ, 2015), sendo considerado 0 segundo
género mais numeroso do clado Adesmia. No Brasil Zornia se encontra presente
desde a regido amazobnica até os “pampas” no Rio Grande do Sul (SCIAMARELLI &
TOZZI, 1996).

As principais caracteristicas das plantas que compdem o0 género Zornia séo
as flores agrupadas em inflorescéncias espiciformes e as folhas bi ou tetrafolioladas,
com os foliolos opostos muito proximos entre si (SCIAMARELLI, 1994).

O género Zornia esta representado por 36 espécies no territério brasileiro,
dentre as quais, 15 espécies sdo endémicas. Botanicamente possui flores solitarias
ou dispostas em inflorescéncias. As espécies que possuem flores solitarias estao
presentes apenas no Brasil, Z. myriadena e Z. echinocarpa. Outra caracteristica
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botanica marcante séo as folhas que podem ser: tetrafolioladas ou bifolioladas. As
demais espécies presentes no Brasil possuem flores em inflorescéncia, sendo: 12
espécies (10 existentes apenas neste territorio) tetrafolioladas e 22 espécies
bifolioladas (PEREZ, 2009).

As espécies pertencentes a Zornia estdo em todas as regides geograficas do
Brasil. Os estados da Bahia e Minas Gerais concentram o maior numero de espécies
(20 spp.), mas a Bahia € o Unico que possui toda a diversidade do género,
possuindo as espécies que apresentam as flores solitarias e pelas que apresentam
as flores dispostas em inflorescéncia, tanto as tetrafoliadas quanto as bifoliadas.
Outros estados que possuem a mesma caracteristica da Bahia, é o Rio Grande do
Sul (13 spp.), seguido de S&o Paulo (10 spp.) e Goias (10 spp) (SILVA, 2013).

Algumas especeis de Zornia jA foram estudadas quanto a sua atividade
farmacoldgica, estas atividades e as espécies avaliadas sao descritas na Tabela 1
(pag. 32).

Além dos estudos farmacoldgicos, estudos fitoquimicos ja foram relatados
para espécies pertencentes ao género Zornia, contudo sao estudos recentes e

limitados a poucas espécies como mostrado no Quadrol (pag. 33).



Tabela 1 - Atividades farmacol6gicas de espécies de Zornia.

Espécie Atividade Referéncia
Moluscicida DAVID, et al., 2007
Antitumoral

Zornia brasiliensis Vogel

Zornia diphylla (L) Perls.

Zornia elegans (L) Perls.

Zornia setosa Baker

Zornia tenuifolia Moric.

Zornia milneana Mohlenbr.

Zornia gibbosa Span.

Antinociceptiva

Toxicologica

Relaxante sobre musculo
liso

Atividade citotoxica

Atividade
anticonvulsionante

Potencial antioxidante

Anti-inflamatéria e
antibacteriana (Salmonella

typhi)

Antitumoral

Antibacteriana
(Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis,
Streptococus faecium)
Antimicobacteriana
Moluscicida
Antibacteriana (S. aureus
e Bacillus subtilis)
Citotoxica
Antibacteriana
(Aeromonas hydrophila, A.
sobria e A. caviae )

Anti-inflamatoria

Atividade antioxidante

Fonte: NASCIMENTO, 2016.

COSTA, et al, 2015
DA SILVA, et al, 2013
BATISTA, M. T., 2013.

ROJAS, et al.,1999

BELCAVELLO, et
2012

GREETHA; SHILPA;
MURUGAN, 2012

al.,

BRAHMACHARI, et
al.,2009

ARUNKUMAR,;
RAMESHKUMARL;
SUBRAMONIAM, 2014

ARUNKUMAR;

AJIKUMARAN;
SUBRAMONIAM, 2012

CHIAPPETA; DE MELLO,
1984

KLOQS, et al., 1987

DO NASCIMENTO; DE
MELLO; CHIAPPETA,
1985

OB, et al., 2007

LAXANE, et al, 2011

LAXANE, et al, 2008
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Quadro 1 - Substancias isoladas de espécies de Zornia.
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Espécie Substancia isolada

Referéncia

o) OCH; O
(7-metoxiflavona) (5,7-dimetoxiflavona)
H5CO HO OH ‘
Zornia O
brasiliensis SILVA, A, 2013
Vogel o4 O o
(5- hidroxi-7-metoxiflavona) (2’-4’-dihidroxichalcona)
HO l o]
2
OCH,4
(3-hidroxi-9- metoxipterocarpano)
_zornia LEUNER, et al.,
diphylla (L)
2012
Perls

OCHj

(7-hidroxi-4’-metoxiisoflavona)

HO
o)
HO 0.
HO
OH
H

OCHs

(7-B-D-glucosil-5,7-dihydroxi-4'-metoxiisoflavona)
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(7,4’ -dimetoxiisoflavona) (7 hidroxi-4’metoxiflavona)

\(’g\‘: O
OCHj;

(7-3'-diidroxi-4’metoxiisoflavona) (7,8-dihidroxi-4’'metoxiisoflavona)

REN, et al.,
2012

OCHj

(7,4 diidroxiisoflavona)

3.3 Consideracdes sobre a espécie Zornia brasiliensis Vogel

Conhecida popularmente como “urinaria”, “urinana” e “carrapicho”, a espécie
Zornia brasiliensis, possui uso popular como diurética e para tratamento de doencas
venéreas (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007). Esta presentes em diversos
estados brasileios, sendo abundante no Nordeste. Atingindo também a Venezuela
(AYMARD, 1999; MOHLENBROCK, 1961).

Suas carateristicas botanicas sdo: subarbusto de 60 cm altura; ramos
decumbentes, glabros a tomentosos, pontuados, as vezes avermelhados; folhas 4-
folioladas, digitadas; inflorescéncia espiciforme, geralmente axilar; lomento 4-5
articulado; articulos 2-3 mm comprimento, 1,5-2 mm largura, pubescentes, cébncavos
na parte superior, pontuados; aculeos 0,5-0,7 mm comprimento, ndo purpureos no
apice; semente 1,5-2 mm comprimento, testa lisa, marrom. Floresce e frutifica de

janeiro a agosto. (PEREZ, 2009).
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Figura 2 - Zornia brasiliensis Vogel.

Imagem: J. F. Tavares, 2009 (Serra Branca, 2009).

Mohlenbrock (1961) ao revisar o0 género Zornia atribuiu como uma
caracteristica de diferenciacdo de Zornia brasiliensis entre as espécies tetrafoliadas,
os articulos do lomento, que nesta espécie em estudo sdo dorsalmente céncavos e
desprovidos de glandulas, desta forma tornando ainda mais complexa a taxonomia

do género (Figura 3, pag. 35).

Figura 3 - Articulos do lemento do Z. brasiliensis.

Fortuna-Perez e colaboradores (2015) atribuem a distribuicdo limitada ao
pequeno tamanho dos articulos do lomento que apresentam pequenas cerdas.
Possivelmente tem o potencial de dispersdo de longas distancias reduzido, porque
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os articulos ndo aderem aos possiveis dispersores com tanto sucesso como nas
espécies que possuem cerdas longas e plumosas.

Zornia brasiliensis é confundida recorrentemente com Z. myriadena pois
ambas compartilham do mesmo aspecto vegetativo, forma dos foliolos, coloracéo
dos ramos e por muitas vezes ocorrerem simpatricamente. Porém, séo diferenciadas
quanto as suas flores, pois Z. brasiliensis apresenta flores em inflorescéncia e Z.
myriadena flores solitarias (Figura 4, pag. 37) (PEREZ, 2009).

Estudo quimico, toxicolégico e farmacoldgico ja foi executado neste programa
de pos-graduacdo com a espécie Zornia brasiliensis Vogel. As substancias ja
identificadas estdo no Quadro 1 (pag. 33) (SILVA, 2013). Foi ainda relatado o efeito
antinociceptivo da 7-metoxiflavona, o extrato etandlico das partes areas apresentou
baixa citotoxicidade, baixa toxicidade aguda e genotoxicidade in vivo (Ver Tabela 1,
pag.32). Este trabalho se concentrou no isolamento e caracterizacdo de outros
metabdlitos secundarios ainda nédo relatados, além da avaliacdo do teor de fendlicos

totais bem como da atividade antioxidante do EEB e das fracdes oriundas deste.
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Figura 4 - llustracdo dos aspectos anatdbmicos de Zornia brasiliensis.

A. Detalhe do ramo. B. Detalhe da estipula. C. Folha. D. Detalhe da inflorescéncia
mostrando as flores nas bractéolas. E. Bractéola. F. Calice G. Estandarte. H. Alas. |. Pétalas
da quilha. J. Ovério. K. Lomento. L. Detalhe do articulo do lomento. Fonte: (PEREZ, 2009).
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3.4 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo ubiquos no reino vegetal e sdo produtos
secundérios de plantas, isto é, produtos que ndo apresentam uma funcao direta nas
atividades bioquimicas primarias, responsaveis pelo crescimento, desenvolvimento e
reproducao (ALMEIDA, 2007).

Os fendlicos englobam desde moléculas simples até moléculas com alto grau
de polimerizacao. Estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a acucares
(glicosideos) e proteinas (BRAVO, 1998).

A maior parte dos compostos fendlicos ndo € encontrada no estado livre na
natureza, mas sob a forma de ésteres ou heterosideos sendo, portanto, sollveis em
agua e em solventes organicos polares. Por serem fendlicos, esses compostos sdo
muito reativos quimicamente e isso ndo deve ser esquecido quando do seu
isolamento dos vegetais. Assim, possuem, em geral, caracteristicas acidas, e podem
ser isolados através da sua solubilidade em solugbes fracamente basicas (por
exemplo, solugcdo de carbonato de sédio). Sendo compostos fendlicos podem formar
pontes de hidrogénio, e essas podem ser tanto intramoleculares como
intermoleculares. Essa ultima é importante na ligacdo com proteinas, caracteristica
utilizada no teste de identificacdo de taninos através da precipitacdo de gelatina, por
exemplo. Outra caracteristica importante € a propriedade de formar complexos com
metais, sendo que muitos desses quelatos metélicos sdo importantes em varios
sistemas biolégicos. Por serem compostos aromaticos, apresentam intensa
absorcdo na regidao de ultravioleta (UV). Os compostos fendlicos séo facilmente
oxidaveis, tanto por enzimas vegetais especificas ou por influéncia de metais (como
ferro ou magnésio), da luz e do calor, ou em meio alcalino, ocasionando
escurecimento de suas solucées ou dos compostos isolados (SIMOES, 2007).

O interesse nestes compostos prende-se com a sua atividade antioxidante,
que representa também um possivel mecanismo explicativo para muitos outros
efeitos destes constituintes (anti-aterosclerético, anti-inflamatério e antitumoral)
(APROTOSOAIE et al., 2013). A propriedade mais recentemente identificada nos
polifendis é o seu efeito nas complicacdes em longo prazo da diabetes, incluindo
retinopatia, nefropatia e neuropatia (BAHADORAN et al., 2013).

A atividade anticarcinogénica dos fenodlicos tem sido relacionada a inibicéo
dos céanceres de colon, es6fago, pulmédo, figado, mama e pele. Os compostos
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fenolicos que possuem este potencial sdo resveratrol, quercetina, acido caféico e
flavondis (PIMENTEL, FRANCKI, 2005).

Em torno de 40% dos compostos fendlicos provém da via do acetato-
polimalato, sendo os 60% restantes originados da rota do acido chiquimico, a partir
de carboidratos. Metabdlitos derivados do acetato sdo originados do processo de
condensacao da unidade iniciadora, o acetil-CoA com a unidade propagadora, o
malonil-CoA sendo a sua funcéo fornecer unidade C, para a sintese de acidos
graxos, prostaglandinas e polifendis, entre outros componentes (BRUNETON, 1991).
A sua biossintese € mais pronunciada durante o crescimento vegetal ou na fase de
diferenciacao celular (SIQUEIRA et al., 1991).

A origem biogenética determina o padrdo de substituicdo do composto
fendlico resultante. Dessa maneira, pela via do acido chiquimico obtém-se
compostos com grupos hidroxilas em posicdo orto, que se formam a partir do acido
cinamico. Por outro lado, a via do acetato-polimalato origina compostos com grupos
hidroxilas dispostos em meta. E importante ressaltar que uma caracteristica da
biogénese de derivados fendlicos é a capacidade que os vegetais tém de produzir
um mesmo composto a partir de diferentes intermediarios, isto €, os vegetais
apresentam rotas biogenéticas alternativas (SIMOES, 2007) (Ver Esquema 1, pag.
40).

Outra caracteristica importante é a possibilidade de ocorrerem acoplamentos
oxidativos que originam ligacdes C-C ou C-O intramoleculares com formacédo de

anéis, e intermoleculares com formacéo de polimeros (OLDONI, 2007).



Esquema 1- Via do chiquimato para biogéneses dos compostos fendlicos.
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Fonte: Dewick (2009) (Adaptacéo).
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Destacam-se como mais importantes os derivados de acido benzdico, acido
cafeico e outros fenilpropanoides simples, cumarinas, ligninas, taninos e flavonoides.
Os derivados do &cido benzoico, acido cafeico, fenilpropanoides simples e
cumarinas estdo relacionados a atividade fitotoxica. Os taninos, hidrolisaveis ou
condensados, podem ser alelopatico e comumente inseticidas e repelentes, pois
costumam formar complexos proteicos dificeis de serem digeridos por herbivoros
(NOVAES 2011).

A classificacdo dos compostos fendlicos pode ser realizada de acordo com
esqueleto principal, na Tabela 2 (pag. 41) abaixo o Cg corresponde ao anel do

benzénico e o Cx 0s substituintes com X atomos de carbono.

Tabela 2 - Classificagdo dos compostos fenolicos de acordo com seus esqueletos.

Esqueleto basico Classe de compostos fendlicos

Cs fenois simples, benzoquinonas

Cs-C1 acidos fenolicos

Cs-Co acetofenonas e acidos fenilacéticos

Ces-C3 fenilpropanoides: &cido cindmico e anélogos,

fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e cromonas

Cs-Cs naftoquinonas

Ce6-C1-Cs xantonas

Ce6-C2-Cs estilbenos e antraguinonas
Ces-C3-Cs flavonoides e isoflavonoides
(Ce-Ca)2 lignanas

(C6-C3-Co)2 biflavonoides

(Cé)n melaninas vegetais

(C6-C3)n lignanas

(C6-Cn taninos hidrolisaveis
(Cs-C3-Co)n Taninos condensados

Fonte: Simdes (2007)
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3.5 Flavonoides

Os flavonoides sdo a maior classe de compostos fendlicos existentes. Sao
compostos aromaticos de baixo peso molecular caracterizado por um ndcleo
flavanico e um esqueleto carbonado com esqueleto Cg-C3-Ce. A estrutura basica dos
flavonoides consiste em dois anéis de benzeno (A e B) ligados por um anel pirano
gue contém oxigénio (anel C). O anel aromatico A é derivado do ciclo acetato-
polimalato, enquanto o anel B é derivado da fenilalanina. A numeracao individual do
esqueleto flavonoide esta representada na Figura 5 (pag. 42) (MARTENS;
MITHOFER, 2005) (MERKEN; BEECHER, 2000).

Figura 5 - Estrutura e numeracao padréao dos flavonoides.

As variagcdes nas configuracbes de substituicdo do anel C resultam nas
diversas subclasses dos flavonoides: flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavondis,

flavandis (ou catequinas) e antocianidinas. (ANTAO, 2015).

Os flavonoides podem ocorrer na sua forma livres (agliconas), ligados a
acucares (glicosideos/heterosideos) (SANDHAR et al., 2011).

A explicagdo para a existéncia de uma grande diversidade estrutural de
flavonoides se da pelas modificacbes que tais compostos podem sofrer, como
hidroxilagdo, metilicdo, acilacdo, glicosilacdo, entre outras (LOPES et al, 2000). Os
flavonoides sao frequentemente hidroxilados nas posicées 3, 5, 7, 3’, 4’ e 5’. Alguns
desses grupos hidroxilas sao frequentemente metilados, acetilados ou sulfatados. As
prenilacbes geralmente ocorrem diretamente num atomo de carbono no anel

aromatico, mas O-prenila¢cfes ja foram relatadas (OLDONI, 2007).
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Nas plantas, estdo muitas vezes presentes como O-glicosideos ou C-
glicosideos. Os O-glicosideos possuem o0 substituinte agucar ligado a um grupo
hidroxilo (-OH) da aglicona, geralmente na posicdo C3 ou C7, enquanto os C-
glicosideos possuem os grupos de acUcar diretamente ligados a um carbono da
aglicona, geralmente C6 ou C8 (SANDHAR et al., 2011).

Os flavonoides sé&o utilizados por botanicos para classificagdo taxondmica.
Eles regulam o crescimento da planta pela inibicdo da exocitose da auxina (acido
indol acético), assim como pela inducdo da expressao génica e influenciam outras
células em numerosas vias (HAVSTEEN, 2002). As flavonas e flavonéis, geralmente,
absorvem luz em comprimentos de UV, podendo funcionar como atrativos aos
polinizadores e protetores de tecidos contra excesso de radiacdo (FERREIRA;
OLIVEIRA; SANTOS. 2008). As flavonas e os flavonois sdo descritos ainda como
alelopéticos mediadores da interagdo planta-bactérias simbiontes e do
desenvolvimento de vegetais competidores (EINHELLIG, 2004). As isoflavonas sao
descritas como inseticidas (ALMEIDA, 2010) e como repositores de estrogénio
humano (ESTEVES; MONTEIRO, 2001).

Flavonoides inibem o crescimento ou matam muitas cepas bactérianas,
inibem importantes enzimas virais como transcriptase reversa e proteases, bem
como destroem alguns protozoarios patogénicos. Todas essas atividades sao
exercidas com baixa toxicidade em células animais (HAVSTEEN, 2002).

Relatos apontam que os flavonoides possuem atividade anti-inflamatoria,
citotdxica antitumoral, efeitos no tratamento de doencas neurodegenerativas e acao
vasodilatadora. S&o ainda conhecidos por inibir em a peroxidagdo lipidica, a
agregacdao plaquetaria e a atividade enzimética das enzimas ciclooxigenases (COX)
e lipoxigenases (LOX) (ASIF; KHODADADI, 2013).

Além da atividade periférica, os flavonoides apresentam atividade sobre o
SNC, uma vez que podem também agir como agonistas dos receptores
adenosinérgicos e de receptores GABAA sensiveis aos benzodiazepinicos (MEDINA
et al., 1997; PALADINI et al., 1999; BLARDIR et al., 1999).

Os flavonoides atuam como antioxidantes primarios reagindo com os radicais
livres, e também como quelantes de metais. Flavonas e flavondis sdo as duas
principais classes de flavonoides encontradas universalmente na natureza. Os mais
comuns flavonois antioxidantes sdo canferol, quercetina e miricetina (HARBORNE;
WILLIAMS, 2000).
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Esquema 2 - Inter-relacdo entre as diferentes classes de flavonoides.
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45

3.6 Ciclitdis

Os ciclitdis sdo derivados cicloexanicos que contem pelo menos trés
hidroxilas no anel. Quando a estrutura basica for derivada do 1, 2, 3, 4, 5, 6-
hexaidroxiciclohexano, sédo genericamente denominada de inositol (IUPAC, 2006).
Assim como 0s monossacarideos, 0s inositois podem apresentar diversas
configuragbes em seus carbonos, todos assimeétricos, relacionados a orientacdo
axial/lequatorial das suas hidroxilas, resultando em diferentes tipos de inositois
(SILVA, T., 2013) (Ver Figura 6, pag. 45).

Figura 6 - Configurages dos esqueletos dos inositois.

OH OH OH OH OH CH OH OH
HO HO HO
OH HO OH
cis-inositol epFinositol alloinositol nec-inositol
OH OH OH OH OH OH OH
OH OH
HO HO OH HO OH HO
OH OH OH
myo-inositol muco-inositol chiro-inositol scylloinositol

Fonte: SILVA, T. (2013).

A maioria dos ciclitois é sintetizada a partir do myo-inositol, sendo um dos
mais comuns o pinitol (1-D-3-O-methyl chiro-inositol). Altas concentragcdes de pinitol
e de ononitol sdo encontradas em varias espécies de plantas osmotolerantes
(VERNON et al., 1993).

Os ciclitéis ou inositois tem como precursor a D-glicose (1). Esta é convertida
em myo-inisitol livre através de quatro reacbes enziméticas (Figura 7, pag. 46).
Inicialmente a glicose é convertida em D-glicose-6-P (2) pela hexoquinase (A),
sendo posteriormente ciclizada para 1L-myo-inositol-1-P (3) pela sintase 1L-myo-
inositol-1-P (B). No terceiro passo, a perda do fosfato através da monofosfatase de
myo-inositol (C), deixando assim o myo-inositol livre (SILVA, T., 2013).
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Figura 7 - Conversao da D-glicose em myo-inositol.
CH,OH CH,0PO%

H H H H
o] O " H H
WY OH A H/A OH B HOHC 0
HONGH B A4 HONOH  H AL HONQH  H A4 HO H
H OH H OH B OH - OH

[1] [2] [3] [4]

Fonte: Loewusa e Murthy (2000).

Atualmente, os ciclitois tém sido estudados principalmente em sementes, por

estarem relacionados a tolerancia a dessecacdo e a longevidade das mesmas,
promovendo, quando em solucdo, a formacao de um estado vitreo que protege as
estruturas macromoleculares durante a dessecacéao (SILVA, 2007).
Destaca-se que o0s inositéis, quando fosforilados, sdo importantes agentes de
comunicacéo intercelular em todos os organismos vivos, 0S quais participam da
transducéo de sinais (segundos mensageiros), atuam como mediadores na liberagcéo
de célcio e sdo constituintes das membranas fosfolipidicas (OLIVEIRA; EINICKER-
LAMAS, 2000; ALMEIDA et al., 2003).

Diversas fun¢cBes podem ser atribuidas ao myo-inositol e derivados. Além da
reserva de fosfato os myo-inositol fosfatos estdo envolvidos em muitos processos de
rotas celulares como, transducéo e regulacao de sinal, regulacdo da sintese de ATP
(adenosina trifosfato) (SAFRANY et al., 1999), transporte e estocagem de auxina,
biossintese de parede celular, endocitose e trafico de vesiculas (SAIARDI et al.,
2002) e producdo de moléculas relacionadas ao estresse (LOEWUS; MURTHY,
2000). Participam ainda, do remodelamento da cromatina, reparo e recombinagao de
DNA (YORK et al., 1999), expresséo de genes e exportacdo de mRNA (SHEN et al.,
2003).

O myo-inositol tem sido utilizado na terapia de varias patologias como
sindrome do ovario policistico, atuando na recuperacédo da ovulacéo e regulacéo das
alteracbes hormonais secundarias a essa patologia. Essas moléculas também
atuam na terapéutica da menopausa, atuando na diminuicdo da pressao arterial e
das lipoproteinas de alta densidade. Ainda atuam como protetor osmotico e na
homeostase das sinapses neuronais. Seu papel principal no equilibrio celular é

devido sua acdo regulatoria nas mudancas de osmolaridade celular, promovendo
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adaptacdo ao volume e consequentemente protegendo as funcdes celulares
(CARVALHO, 2013).

3.7 Importancia dos estudos da Atividade Antioxidante

Os seres vivos estdo a todo tempo sujeitos a sofrerem a acdo de radicais
livres. A acéo destes radicais livres geram reacdes de oxidagao, e diversos estudos
mostraram que essas reacoes estao ligadas a doencas como cancer, aterosclerose,
diabetes, artrite, maléria, AIDS, doencas cardiovasculares e doencas do
envelhecimento (DEGASPARI et.al., 2004).

Nos sistemas biolégicos, os &cidos graxos polinsaturados das membranas
sdo muito vulneraveis ao ataque de radicais livres, também sdo afetadas as
proteinas, e os acidos nucleicos que podem gerar alteracdes nas moléculas de DNA
gue resultam em aberracdes cromossOmicas, entre outros problemas genéticos
(SOARES, 2002).

Nesse contexto, os antioxidantes sdo substancias que impedem a formagéao

de radicais livres ou impedem a etapa de propagacdo dessas reacdes doando
hidrogénio de forma que a molécula alvo fique estavel e assim agem no retardo ou
na prevencao da oxidacdo (SOARES, 2002; BROINIZI et. al., 2007).
Os vegetais sdo uma grande fonte de metabdlitos que apresentam significante
atividade antioxidante. Dentre esses metabdlitos estdo os compostos fendlicos que
podem ser classificados entre flavonoides e néo flavonoides. Os compostos
fendlicos apresentam grupos benzénicos que possuem pelo menos um de seus
hidrogénios substituidos por um grupamento hidroxila (SOARES et al., 2008).

Os chés estdo presentes em abundancia na dieta da populacdo mundial,
estes chas feitos a partir do método de infuséo, que € o despejo de agua fervente
sobre a erva, auxiliam na extragdo dos compostos fendlicos (ACHKAR, et al., 2013).
Diversos estudos evidenciam o efeito protetor contra as espécies reativas de
oxigénio e aos danos causados pelas mesmas, devido ao consumo destes chas, e
estes efeitos tem sido atribuido a presenca de compostos antioxidantes, que s&o
produtos secundarios do metabolismo vegetal (GONCALVES, et al., 2015)..

Neste sentido, ha crescente interesse em identificar alimentos que contenham
compostos antioxidantes, e que possam ser comumente consumidos pelos
individuos, como parte habitual de suas dietas (GONCALVES, et al., 2015).
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3.8 Estresse oxidativo e Espécies reativas de oxigénio (EROS)

Durante o metabolismo basal das células aerObicas normais existe uma
producdo constante de EROS acompanhada pela sua continua inativacao, através
da acdo de antioxidantes, de forma a manter a integridade estrutural e funcional das
biomoléculas. A extensao e os tipos de dano causados pelas EROS dependem tanto
da quantidade como da qualidade ou natureza dos mesmos a que as células estédo
expostas, bem como das suas defesas antioxidantes (DAVIES, 1991). O
desequilibrio entre os mecanismos que causam condi¢cdes oxidativas e das defesas
antioxidantes celulares presentes nos organismos vivos, provoca uma variedade de
mudancas fisioldgicas, chamadas coletivamente de estresse oxidativo (CROFT,
1998).

Os radicais livres apresentam diferentes mecanismos de acédo, podem reagir
com moléculas circundantes pela doacao de elétrons, reducéo de radicais, recepcao
de elétrons e oxidacdo de radicais, através das seguintes reacfes: a) abstracdo de
hidrogénio; b) reacdo de adicdo; c) reacdo de auto aniquilacdo e; d) através da
dismutacéo (SLATER, 1984).

As espécies reativas de oxigénio (EROS) incluem os radicais livres como o
anion superéxido (O2"), o radical hidroperoxil (HO;), o radical hidroxil (OH’), o 6xido
nitrico e outras espécies reativas como perdxido de hidrogénio (H,O,), oxigénio
singlet(*0.), acido hipocloroso (HOCI) e o peroxido nitrito (ONOO’). S&o formadas
durante o metabolismo celular e das atividades funcionais, tem importante papel na
sinalizacao celular, apoptose, expressao génica e transporte i6nico. No entanto,
guantidades excessivas de EROS podem ter efeitos deletérios em muitas moléculas,
incluindo proteinas, lipidios, RNA e DNA, considerando que sdo excessivamente
pequenas e altamente reativas. As ROS podem atacar bases em acidos nucléicos,
cadeias de aminoacidos de proteinas e as duplas ligagdes dos acidos graxos
insaturados, nos quais o radical OH é um potente oxidante (CAMMERER, 2012).

Espécies reativas de nitrogénio sdo derivadas do 6xido nitrico através da
reacdo do anion superoéxido (O,") para formar peroxido nitrito (ONOQO). As espécies
reativas de enxofre (RSS) séo facilmente formadas a partir de tiols em reacdo com
EROS (RAHMAN, 2007).

Diversos autores citam o envolvimento das EROS em um grande namero de

doencas, como causa secundaria a doencas cronico-degenerativas, ao
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aparecimento de alguns tipos de cancer e ao processo de envelhecimento humano.
Neste sentido, & medida que as pessoas envelhecem, ocorre uma diminuicdo na
eficacia do sistema das enzimas antioxidantes, enquanto que a formacdo de EROS
se mantém ou € aumentada (GONCALVES, 2008).

3.9 Antioxidantes

Com o objetivo de prevenir ou reduzir o dano oxidativo causado pelas ROS, o
organismo humano e outros seres vivos, desenvolveram um sistema de defesa
antioxidante que inclui a atividade enzimatica, a quelacdo de minerais e a acao
sequestradora “scavenger” dos radicais livres, para neutralizar esses radicais depois
de serem formados. Além disso, a ingestdo de antioxidantes dietéticos pode auxiliar
na manutencdo de um adequado status antioxidante no organismo (CAROCHO;
FERREIRA, 2012).

Entre as principais enzimas responsaveis pela defesa antioxidante do
organismo destacam-se a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx), que constituem a primeira defesa enddgena de
neutralizacdo o das EROS. Através delas, as células tentam manter baixas as
quantidades do radical superéxido e de peroxidos de hidrogénio, evitando assim, a
formacéo do radical hidroxil (BOVERIS; CADENAS, 1997).

Considerando os antioxidantes ndo enzimaticos, podemos citar as vitaminas,
cofatores enzimaticos, compostos de nitrogénio e peptideo (PALLACE et al. 1999;
JEE et al.,, 2006). Além dos inumeros metabolitos secundarios de origem vegetal
com acdo antioxidante, como os compostos fendlicos, que podem ser classificados
em varias classes: fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides, taninos
condensados hidrolisaveis e ligninas (NACZK; SHAHIDI, 2004; SOUSA et al., 2007,
NUNES, et al., 2008).

De acordo com seu modo de acédo, os antioxidantes, podem ser classificados
em primarios e secundarios. Os primarios atuam interrompendo a cadeia da reacao
através da doacgédo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em
produtos termodinamicamente estaveis e/ou reagindo com os radicais livres,
formando o complexo lipidio-antioxidante que pode reagir com outro radiacal livre.Os
antioxidantes secundarios atuam retardando a etapa de iniciacdo da autoxidagéo,

por diferentes mecanismos que incluem complexacdo de metais, sequestro de
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oxigénio, decomposi¢cdo de hidroperéxidos para formar espécie ndo radical,
absorcdo da radiacdo ultravioleta ou desativagcao de oxigénio singlete (ANGELO;e
JORGE, 2007).

Os compostos fendlicos s&o incluidos na categoria de interruptores de
radicais livres, sendo muito eficientes na prevencdo da autoxidacdo (SHAHIDI;
JANITHA; WANASUNDARA, 1992).

A manutencdo das defesas antioxidantes quimicas e enzimaticas em
equilibrio dindmico com a formacao de espécies reativas de oxigénio € de extrema
importéncia para sobrevivéncia dos organismos. Assim o0s antioxidantes artificiais
COmo 0S nhaturais tém um papel importante por atuarem na inibicdo dos radicais
livres formados. A busca por antioxidantes naturais nos produtos vegetais tem sido
intensificada nos ultimos anos, por constituirem fontes naturais destas substancias,
além dos compostos fendlicos produzem como a vitamina C, E e B-caroteno. Varios
Oleos essenciais e componentes ndo volateis presentes em diferentes espécies
vegetais foram identificados como importantes agentes antioxidantes (LOLIGER,
1991; WENG & WANG, 2000).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Estudo fitoquimico de Zornia brasiliensis

4.1.1 Coleta do material botanico

Partes aéreas de Zornia brasiliensis foram coletadas em setembro de 2009, a
coleta foi realizada no municipio de Serra Branca, estado da Paraiba. A identificacédo
botanica foi realizada pela Prof2. Dra. Maria de Fatima Agra do Setor de Botanica do
Programa de Pos-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
(PPgPNSB) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Uma exsicata foi
depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier da UFPB, sob o nimero AGRA-
6833.

4.1.2 Obtencao e fracionamento do extrato etandlico bruto (EEB)

As partes aéreas de Z. brasiliensis (5 Kg) foram secas em uma estufa de ar
circulante, & uma temperatura de 45°C por 72 horas. O material seco (3 Kg) foi entéo
triturado com o auxilio de um moinho mecanico. O p6 seco foi submetido a extracéo
com etanol (EtOH) 95%, via maceracdo. O tempo de extracdo foi 72 horas, sendo
esse processo repetido por quatro vezes. A solugédo extrativa foi concentrada sob
presséo reduzida, em evaporador rotativo a uma temperatura de 40 °C, desta forma
obtendo-se o extrato etandlico bruto (EEB) (Esquema 3, pag. 53) (SILVA, 2013).

Uma parte do EEB (100,09) foi entdo submetido a uma cromatografia liquida
a vacuo (CLV) com 300 g de silica desativada(10% de agua destilada, v/v, e uma
hora em evaporador rotativo sob presséo reduzida a 45° C) como fase mével foi
usado hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol. As solu¢des extrativas
foram concentradas de forma semelhante ao descrito anteriormente resultado na
obtencdo de 0,73 g da fracdo hexanica; 20,0 g da fracdo diclorometano; 15,979 da
fracdo acetato de etila (AcOEt); 5,96 g da fracdo acetato de etila-metanol 10%
(AcOEt-MeOH10%); e 59,81g da fracdo acetato de etila-metanol 50% (AcOEt-MeOH
50%) como exposto no Esquema 3 (pag. 53) (SILVA, 2013).



Esquema 3 - Obtencéo e fracionamento do EEB de Z. brasiliensis.

Partes aéreas de Z. brasiliensis

(5 Kg)

P6 da planta
(3Kg)

Estufa com ar circulante
Temperatura 45°c
72 horas

Maceracgdo com etanol a 95%
Coletado a cada 72 horas (4x)
Evaporador rotativo

|

Extrato Etandlico Bruto

53

(EEB)
Aliguota de 100g

Cromatografia liquida a vacuo

(CLV) com silica desativada
= ~ Fracéo Fracao Fracéo
HI;;ag;na}ga o IFrac;aot Acetato de Acetato- Acetato-

(0.739) IC 3[306%6 ano etila metanol 10% metanol 50%

: (20.00g) (15.979) (5.960) (59.819)
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4.1.3 Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos de Zornia
brasiliensis

O isolamento e a purificacdo dos constituintes quimicos de Z. brasiliensis
foram realizados através de técnicas cromatograficas classicas, como a
cromatografia em coluna (CC) de adsorcdo e por exclusdo molecular. Como fase
estacionaria foi utilizada silica gel (ART 7734 da MERCK, de particulas com
dimensdes entre 0,060 — 0,200 mm e 70 - 230 mesh), e Sephadex® LH-20
(AMERSHAM BIOSCIENCES), colunas cilindricas de vidro com comprimentos e
didmetros variaveis de acordo com a quantidade de amostra submetida a
cromatografia.

A realizacdo da andlise do processo de isolamento e purificacdo das fracdes
obtidas foi realizada em cromatografia de camada delgada analiticas (CCDA),
utilizando cromatofolha de aluminio — silica gel 60 F254 da MERCK.

As substancias em analise foram reveladas através da exposicdo das
cromatoplacas a radiacdo ultravioleta (UV) sob os comprimentos de onda de 254 e
366 nm, em aparelho BOITTON (modelo BOIT-LUBO1), como também, por
impregnacdo das placas com o reagente especifico para flavonoides: NP (2-
aminoetoxi-difenilborano 98%, numa concentracdo 10mg/mL).

Ap6s analise da CCDA, as fracdes foram reunidas de acordo com o0s
semelhantes fatores de retencgéo (Rfs).

Como fases moveis foram utilizadas solventes organicos comerciais (Hexano,
Acetato de etila e Metanol) para eluicdo de placas e colunas, puros ou em misturas

binarias obedecendo a uma ordem crescente de polaridade.

4.1.3.1 Processamento cromatogréafico da fracdo acetato de etila-metanol 10%

Uma aliquota da fracdo acetato de etila-metanol 10% (3 g) foi submetida a CC
utilizando-se como fase estacionaria Sephadex® LH-20 e como fase mével metanol
(MeOH) puro.

Foram coletadas 29 fracbes que foram analisadas em CCDA utilizando
diversos sistemas de eluicdo. Apos revelacdo no UV, as fragcbes 9 a 16 foram

reunidas uma vez que apresentaram Rfs semelhantes.
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A Fr 9-16 foi submetida a uma nova CC utilizando Sephadex® LH-20 como
fase estacionaria e 0 MeOH como fase mével. Desta forma foram obtidas 9 fracdes,
que foram monitoradas por CCDA utilizando diversos sistemas de eluicdo, esta
placa foi revelada na luz UV e apoOs analises dos Rfs, as fracbes 9-16.2 a 9-16.7
foram reunidas.

Uma terceira CC em Sephadex® LH-20 e utilizando o MeOH como eluente,
foi realizada com a Fr 9-16.2-7, desta coluna foram obtidas 19 fracdes. As fracdes 9-
16.2-7.8, 9-16.2-7.9 e 9-16.2-7.10 apresentaram um precipitado branco, que foram
recristalizados em acetona separadamente. Os precipitados das trés fragdes foram
analisadas por CCDA e quando expostas a irradiacéo ultravioleta apresentaram-se
como manchas Unicas. A andlise dos fatores de retencdo mostrou valores
semelhantes nas trés fracfes analisadas o que as levou a serem reunidas (Fr 9-
16.2-7.8-10) e codificadas como Zb-1 (21 mg) e foi encaminhas para o0 RMN *H. (Ver
Esquema 4, pag. 56)

4.1.3.2 Processamento cromatogréafico da fracdo acetato de etila-metanol 50%

Uma aliquota da fracdo acetato de etila-metanol 50% (10 g) foi submetida a
CC utilizando como fase estacionaria silica gel 60 (300 g) e como fase moével hexano
(Hex) acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), puros ou em misturas binarias, em
gradiente crescente de polaridade.

Foram obtidas 21 fracdes de 250 mL cada, que foram concentradas em
evaporador rotativo a temperatura média de 40 °C. Em seguida, foram analisadas
através de CCDA utilizando diferentes sistemas de eluicdo e reveladas na luz UV
(Quadro 2, pag. 57; Esquema 5, pag. 60)

A Fr 13 foi submetida a uma CC em Sephadex® LH-20 com MeOH como
eluente. Foram obtidas 18 fragcdes que foram monitoradas por CCDA utilizando
diversos sistemas de eluigdo, esta placa foi revelada na luz UV e apés analises dos

Rfs, as fragOes 13.14 e 13.15 foram reunidas.
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Esquema 4 - Fracionamento da fase acetato-metanol 10% de Z. brasiliensis.

CC Sephadex®
Aliguota (3 g)
Eluente: MeOH
29 fracdes
CCDA

Fracdes 9-16

|

CC Sephadex®

Eluente: MeOH

9 fracdes

CCDA

Fracdes 9-16.2-7

\ 4
CC Sephadex®

Eluente: MeOH

Fr9-16.2-7.1 | [..] | Fr9-16.2-7.8 Fr9-16.2-7.9 || Fr9-16.2-7.10 | | Fr9-16.2-7.19

\/

CCDA
Recristalizacdo
RMN 'H
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Quadro 2 - Sistemas de eluicBes utilizados no fracionamento da fracdo acetato de etila-
metanol 50%.

1 Hex-AcOEt 40:60
2 Hex-AcOEt 30:70
3 Hex-AcOEt 20:80
4-5 Hex-AcOEt 10:90
6 AcOEt 100
7 AcOEt-MeOH 99:1
8 AcOEt-MeOH 95:5
9-10 AcOEt-MeOH 90:10
11 AcOEt-MeOH 80:20
12 AcOEt-MeOH 60:40
13 AcOEt-MeOH 50:50
14-15 AcOEt-MeOH 30:70
16 AcOEt-MeOH 20:80
17 AcOEt-MeOH 10:90:
18-21 MeOH 100

Esta fracdo 13.14-15 foi submetida a uma nova CC tendo como fase
estacionaria Sephadex® LH-20 e como fase mével MeOH. Foram obtidas 8 fracGes
desta coluna que foram devidamente monitoradas por CCDA em diversos sistemas
de eluicdo. Apos revelacdo em luz UV, as fracdes 13.14-15.5 e 13.14-15.6 foram
encaminhas para realizacdo de RMN H, ent&o foram reunidas e codificadas como
A-1.

A fragcdo 14 foi submetida a uma CC em Sephadex® LH-20 tendo como
eluente o0 MeOH. Foram obtidas 20 fragOes. A Fr.14.12 apresentou-se como cristais
transparentes na forma de agulhas, esta fracdo foi codificada como Zb-2 e foi
encaminhada para RMN *H e *C. As demais fracdes foram monitoradas com CCDA
em diferentes sistemas de elui¢do e reveladas em luz UV. Pode-se constatar que a
Fr 14.20 apresentava-se como uma mancha Unica apos ser revelada, entdo foi
encaminhada para andlises em RMN 'H, observou-se que esta fracdo possuia o
espectro de hidrogénio semelhante a fracdo A-1, estas foram entdo reunidas e
codificadas como Zb-3 e encaminhadas para RMN *H e * C.

Foi ainda observado apos a revelagdo em luz UV que o intervalo entre as Fr
14.16 e 14.19 possuiam Rfs semelhantes, desta forma foram reunidas. Esta Fr

14.16-19 foi submetida a uma CC com Sephadex® LH-20 e tendo como eluente o
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MeOH. Foram obtidas 5 frages, que foram monitoradas por CCDA. A Fr 14.16-19.4
e Fr 14.16-19.5 foram reunidas e codificadas como sendo Zb-4, esta foi
encaminhada para realizacdo de andlises em RMN 'H. O espectro de hidrogénio
revelou a existéncia de uma mistura de substancias. Entdo Zb-4 foi submetida a
uma analise em Cromatografia Liquida de Alta Performance (CLAE) acoplada a um
detector de arranjo de diiodo (DAD), a fim de se obter o perfil cromatografico desta

fracao.

4.1.4 Caracterizacédo do perfil cromatografico da fracédo Zb-4

Para a caracterizagdo do perfil cromatografico da Zb-4 foram utilizados os
padrées quimicos isoorientin e isovitexin, obtidos da Sigma Aldrich, com teor de
pureza > 98%. Os solventes utilizados foram metanol grau HPLC obtido no
comércio local (Tédia®, Brasil) e 4gua ultra-pura obtida por sistema de purificacdo
Milli-Q Millipore®.

As andlises cromatograficas foram realizadas utilizando um sistema de
cromatografia liquida de alta performance (CLAE) da Shimadzu (Prominence)
equipado com modulo de bombeamento de solvente binario LC-20AT, autoinjetor
SIL-20A, um sistema de degaseificacdo DGU-20As, detector SPD-M20A diode array.
A coluna utilizada foi Phenomenex Gemini® C18 (250 mm x 4.6 mm d.i. preenchido
com particulas 5 um), com pré-coluna SecurityGuard Gemini® C18 (4 mm x 3.0 mm
d.i. preenchido com particulas 5 um) adqurido da Maxcrom Instrumentos Cientificos
Ltda (Sao Paulo, SP, BR). A fase movel consistiu de uma mistura de metanol e agua
acidificada com 1,0% de &cido acético, na proporc¢ao inicial de (5:95) MeOH/H,0. A
fase movel foi eluida com em modo gradiente de 5 a 52% em 16 min, permanecendo
isocratico até 20 min, finalizando com gradiente a 95% de metanol no tempo de 25
min. O volume de injecédo foi de 20 uL, com fluxo de fase movel constante de 1,0 mL
min™? e a deteccéo foi realizado utilizando detector de arranjo fotodiodo (DAD). O
software LC Solution® (Shimadzu, Japdo) foi utilizado para o controle do
equipamento, aquisicao e analise dos dados.

A amostra da Zb-4 e os padrées quimicos foram diluidos em metanol até a

concentracéo final de 1 mg/mL e 100 pug/mL, respectivamente.
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4.1.5 Caracterizagao estrutural dos constituintes quimicos isolados

Os constituintes quimicos foram estruturalmente determinados através do
método espectroscopico de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e *C e
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um detector de arranjo de
diiodo (CLAE-DAD).

As analises de RMN foram realizadas em espectrometro VARIAN-NMR-
SYSTEM 500 MHz, operando a 500 MHz para RMN *H e 125 MHz para RMN *°C. E
VARIAN-MERCURY-NMR-SYSTEM 200 MHz, operando a 200 MHz para RMN He
50 MHz para RMN *C. Ambos no Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo e
Andlise (LMCA) da UFPB. As amostras foram preparadas utilizando solventes
deuterados como: dimetilsufoxido (DMSO-ds) e piridina (py-ds) ambos da Cambridge
Isotope Laboratories.

Os picos caracteristicos de 'H e *C dos solventes utilizados nas anélises
serviram como padrédo interno durante a obtencéo dos espectros. Os deslocamentos
quimicos (0) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de
acoplamento (J) em Hz, e as multiplicidades de RMN de *H indicadas segundo a
convencao: s (singleto), sl (singleto largo), d (dubleto), dl (dubleto largo), dd (duplo
dubleto), t (tripleto), q (quarteto) e m (multipleto).



Esquema 5 - Fracionamento da fase acetato-metanol 50% de Z. brasiliensis.

CC Silica gel 60
(10 9)

[..]

CC Sephadex®
Eluente: MeOH

CC Sephadex®
Eluente: MeOH

[.]

20 fracdes
18 fragdes CCDA
CCDA
Fr 13.14-15 Fr 14.12 Fr 14.16-19 Fr 14.20
(él(jesrﬁghai%xs ¢ CC Sephadex® RMN 'H

- Eluente: MeOH
8 fracdes -

CCDA - > fragoes

CCDA
Fr 13.14-15.5 Fr 13.14-15.6 Fr 14.16-19 4 Fr 14.16-19.5
RMN ‘H RMN *H | |

v

60
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4.2 Estudo da atividade antioxidante e determinacé&o do teor de fendlicos totais
de Zornia brasiliensis

Os ensaios de determinacdo do teor de fenodlicos totais e da atividade
antioxidante foram realizados nas fracdes diclorometano, acetato de etila, acetato de

etila-metanol 10%, acetato de etila metanol 50% e no EEB de Zornia brasiliensis.

4.2.1Determinacao do teor de fendlicos totais

Para realizacdo deste ensaio de quantificacdo de fendlicos totais nas
amostras de Zornia brasiliensis, foi utilizado o método fotocolorimétrico Folin-
Ciocalteau, com adaptacoes (CABRAL et al. 2009).

Foi entdo construida uma curva de calibracéo utilizando o padrao acido galico
(SIGMA-ALDRICH) em soluc6es hidrometandlicas (1:1 v/v) com concentracfes entre
7,5 e 150 ug/mL.

Um eppendorf de 2 mL foi utilizado para que fossem misturados 120 pyL de
cada solugdo padrédo com 500 pL de solucdo a 10% de Folin-Ciocalteau (SIGMA-
ALDRICH). Apdés 8 minutos, foram adicionados 400 pyL de solucdo de Na,COg3
(SIGMA-ALDRICH) a 7,5%. Para o branco foi utilizado 100 pyL da solugdo padrao
com 100 uL da solugao hidrometandlicas (1:1 v/v). Apés 2h foi medida a absorbéancia
a 765 nm em espectrofotdmetro (Biotek Multideteccdo Synergy HTX). Obtendo-se
uma curva de calibracdo com coeficiente de regressao linear > 0,99.

As amostras analisadas foram preparadas, do EEB e das fracles
diclorometano, acetato de etila, acetato de etila-metanol 10%, acetato de etila
metanol 50%, solugbes diluidas em MeOH:H,O (1:1 v/v), com concentracdes
variando entre 75 e 150 pg/mL, e em seguida submetidas ao mesmo procedimento
descrito para as solucdes padrdo de acido galico. Estes procedimentos foram
realizados em triplicata.

O teor de fendlicos totais no EEB e das fracbes diclorometano, acetato de
etila, acetato de etila-metanol 10%, acetato de etila metanol 50% foi determinado por
interpolacdo da absorbéncia das amostras contra uma curva analitica construida
com padrdes de acido galico e expresso como mg de equivalentes de acido galico

por g de amostra (mg EAG/ g amostra).
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4.2.2 Teste do sequestro do radical livre DPPH

Para realizacdo deste ensaio de determinacdo do sequestro do radical livre
DPPH foi empregado o teste de reducdo do radical DPPH pelo método de
microdiluicdo, adaptado de Garcez et al., 2009.

Foi preparada a solucdo de 0,03 mM de DPPH (SIGMA ALDRICH) (11,82 mg
de DPPH em 100 mL de MeOH). A solucdo do padrédo &cido ascorbico (SIGMA
ALDRICH) foi preparada em 5 concentragdes diferentes ente 3 e 18 ug/mL e das
amostras-teste (variando de 200 a 800 pg/mL, de acordo com a amostra testada)
todas em MeOH.

Uma aliquota de 100 pyL de cada concentracdo, tanto da substancia padrao
(controle positivo) quanto da amostra-teste, foi distribuida em placa de 96 pocos,
adicionando-se em seguida 100 pyL da solugdo de DPPH. Desta forma, em cada
poco a concentracdo das amostras foi diluida 1:1, bem como a concentracdo do
DPPH. O controle negativo foi realizado com adi¢cado de 100 yL de MeOH em 100 uL
de DPPH. E o branco com adicdo de 100 uyL de MeOH em 100 uL das amostras
analisadas Este procedimento foi realizado em triplicata.

Apos 30 min de incubacdo da reacdo a temperatura ambiente, protegida de
luz, foi realizada a leitura da absorbancia a 518 nm, em espectrofotdmetro (Biotek
Multidetecc@o Synergy HTX). Desta forma avaliando o decréscimo da concentragédo
do radical DPPH.

A capacidade de sequestro do radical DPPH, ou seja, a % da atividade

antioxidante foi calculada através da equacéao:
%AA= {[ABScontrole negativo — (ABSamostra - ABSbranco)] X 100} / ABScontroIe negativo

Onde:

ADbScontrole negativo = absorbancia do controle negativo (DPPH incubado apenas com

metanol);
Absamostra = absorbancia da substancia-teste (amostra incubada com DPPH).

Os resultados obtidos foram expressos através da concentracdo efetiva para
sequestrar 50% dos radicais livres (CEso) que foi determinada de acordo com o

método de regressao linear.
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4.2.3 Andlise estatistica

Para andlises dos dados foi utilizado o método da Andlise de Variancia
(ANOVA) para avaliar os resultados obtidos, sendo considerados estatisticamente
diferentes aqueles que apresentaram nivel de significancia menor que 5% (p < 0,05).
Foi utilizado o teste de Tukey para determinar as diferencas significativas entre as
médias. Estas analises foram realizadas usando o programa Minitab Statistical
Software 17.



(Resulladas e

discussio
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao estrutural de Zb-1.

A substancia codificada como Zb-1 foi isolada na forma de um cristal branco
com massa de 21 mg (0,0007% da massa do material vegetal seco).

No espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, DMSO-dg) (Figura 8, pag. 69)
foram observados 20 sinais referentes a 22 carbonos. Dos 20 sinais observados
sete foram referentes a carbonos nao hidrogenados, um referente a carbono
metilénico (CHy), onze para carbonos metinicos (CH) e um para carbono metoxilico
(OCHs). A presenca de 13 sinais atribuidos a 15 carbonos sp? dentre eles os
deslocamentos quimicos em &¢ 153,7(CH), &c 123,4(C) e &¢ 174,8(C) sugeriram um
esqueleto carbdnico de uma isoflavona para Zb-1 e esses sinais foram atribuidos a
C-2, C-3 e C-4, respectivamente (YU et al., 2005). Observou-se ainda sinais para
carbonos metinicos sp? em 8¢ 127,0 (C-5), 115,7 (C-6) e 103,5 (C-8) além do sinal
para carbono n&o hidrogenado em 161,5 (C-7) que permitiram sugerir a presenca de
um anel A com oxigenagao na posi¢cdo 7. Foram observados ainda, sinais intensos
em &¢ 113,7 (C-2'/C-5’) e em &¢ 130,1 (C-2°/C-6’) além do sinal em &¢ 159,1 (C-4’),
desta forma revelando outra oxigenacao na molécula, no C-4’ corroborando para um
sistema AA’'BB’ no anel B (YU et al., 2005). Foram observados sinais compativeis
com a proposta da presenca da unidade osidica na substancia, como um sinal em &¢
100,0 atribuido ao carbono anomérico C-1”. Além das absorgdes na regiao entre &c
69,6 e 77,2 condizentes com carbonos carbindlicos. Um sinal em 8¢ 60,7 atribuido
ao carbono metilénico oxigenado confirmou a presenca da unidade osidica, a glicose
(YU et al., 2005).

O espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg) (Figura 9, pag. 69) e suas
expansodes de Zb-1 (Figura 10-11, pag. 70) apresentaram deslocamentos quimicos
que corroboraram com a proposta do espectro de RMN *3C (Figura 8, pag. 69).
Apresentou um singleto em &y 8,41 com integral para um hidrogénio atribuido a
posicdo H-2, assim propondo a existéncia de um esqueleto flavonoidico do tipo
isoflavona. O padréo de substituicdo para este esqueleto de isoflavona € confirmado
com os deslocamentos: um duplo dubleto em &4 7,15 (J = 2,0 e 9,0 Hz) acoplando

orto com &y 8,05 (J = 9,0 Hz) e meta &y 7,23 (J = 2 Hz) que sé&o condizentes com 0s
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hidrogénios H-6, H-5 e H-8, respectivamente, revelando um padrdo de hidrogenacao
do tipo ABX ou que o a anel A é tri-substituido e as absor¢des na forma de um
dubleto em &y 6,99 (J = 8,5 Hz) acoplando orto com o dubleto em &4 7,52 (J = 8,5
Hz) ambos com integrais para dois hidrogénios, atribuidos respectivamente aos H-
3'/5’ e H-2'/6°, corroborando com a existéncia de um sistema AA’BB’ ou uma para-
substituicdo no anel B. Neste mesmo espectro foi possivel observar um conjunto de
absorcdes na regido de hidrogénios alifaticos entre 64 3,18 e 3,71. Que associados a
presenca de um dubleto em &y 5,09 (J = 7,0 Hz) caracteristico com um hidrogénio
anomérico, permitiu confirmar que a unidade osidica se ligada ao esqueleto da
isoflavona € a [-glicose. A presenca de um singleto em &y 3,77 com integral para
trés hidrogénios forneceu a informacdo da presenca de uma metoxila na molécula
(FEDOREYEV et al., 2008).

No espectro bidimensional *H x *3C — HSQC (DMSO-ds, 500/125 MHz) (Figura
12, pag. 71) foram observadas mapas de contornos dos sinais &y 8,41/ 8. 153,7; &y
8,05/ &¢ 127,0; dy 7,15/ d¢c 115,7; &y 7,23/ &¢ 103,7; dy 7,52/ 6¢ 130,1 € &y 6,99/ dc
130,1 (Figura 13, pag. 71) confirmando os carbonos sp? hidrogenados 3¢ 153,7 (C-
2); 127,0 (C-5); 115,7 (C-6); 103,5 (C-8); 113,7 (C-2'/6’); 130,1 (C-3/5’). Outro mapa
de contorno importante foi &y 5,09 (H-1") com o carbono &c 100,0 (C-17)
corroborando com a presenca do carbono anomérico da unidade osidica. Ainda foi
possivel detectar também um mapa de contorno entre o sinal em &y 3,77 e 0
carbono em 55,2 ppm atribuido a metoxila (Figura 14, pag. 72).

No espectro de HMBC (Figura 15, pag. 72) foi possivel observar mapas de
contornos entre o hidrogénio anomeérico foi &y 5,09 (H-1”) com o sinal de carbono em
Oc 161,5 (C-7) confirmando a insercdo da unidade osidica em C-7 e um outro mapa
de contorno entre o sinal em 6y 3,77 (OCH3) e o sinal de carbono em 8¢ 159,1
confirmando a insercdo da metoxila na posicdo C-4’ (Figura 17, pag. 73). Foi
observada os mapas de contornos entre o hidrogénio dy 8,41 (H-2) com os sinais de
carbono em 8¢ 174,8, &¢c 157,1 e &¢ 123,4 sendo possivel atribuir estes sinais para
as posi¢cdes C-4, C-9 e C-3 (Figura 16, pag. 73). Os demais dados de RMN estéao
compilados na Tabela 4 (pag. 68). Apos analises desses foi possivel identificar Zb-1

como sendo a ononina isolada pela primeira vez em Zornia brasiliensis.
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OCH;

Tabela 3 - Dados comparativos de RMN **C e *H de Zb-1 em DMSO-ds (125 e 500 MHz,
respectivamente) e da ononina em DMSO- dg (125 e 500 MHz, respectivamente) (Fedoreyev

et al., 2008).
Zb-1 Fedoreyev et al., 2008

N©° ISC lH 13C 1H

2 153,7 8,41 (s) 153,7 8,43 (s)

3 123,4 - 123,4 -

4 174,8 - 174,7 -

5 127,0 8,05 (d, J =8,5Hz) 126,9 8,06 (d, J = 8,8 Hz)

6 115,7 7,15 (dd, J=2,0 e 9,0 Hz) 115,7 7,15 (dd, J=2,2 e 8,8 Hz)

7 161,5 - 161,5 -

8 103,5 7,23 (d, J=2,0 Hz) 103,5 7,24 (d, J=2,2 Hz)

9 157,1 - 157,1 -

10 118,5 - 118,5 -

1’ 124,0 - 1241 -

2 130,1 7,52 (d, J=8,5Hz) 131,1 7,53 (d, J=9,0 Hz)

3 113,7 6,99 (d, J =8,5Hz) 113,7 7,00 (d, J=9,0 Hz)

4 159,1 - 159,1 -

5 113,7 6,99 (d, J =8,5Hz) 113,7 7,00 (d, J=9,0 Hz)

6’ 130,1 7,52 (d, J=8,5Hz) 131,1 7,53 (d, J=9,0 Hz)

1” 100,0 5,09 (d,J=7,0Hz) 100,1 511(d,J=7,2Hz)

2” 73,2 3,31 (m) 73,8 3,31 (m)

3” 76,4 3,33 (M) 76,2 3,32 (m)

4” 69,6 3,18 (m) 69,7 3,19 (m)

5” 77,2 3,46 (M) 77,3 3,46 (m)

” 3,71 (m) 3,72 (m)

6 01 3.47 (m) 07 3.47 (m)

OCH3 55,2 3,77 () 55,2 3,79 (s)
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Tabela 4 - Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e correla¢des para Zb-1, verificados nos
espectros de RMN *H e *3C (500 e 125 MHz, respectivamente) e bidimensionais em DMSO-

ds.

HSQC HMBC
No H B¢ 2 Jen 3Jch
2 8,41 (s) 153,7 C-3 C-4/C-9
3 - 123,4 - -
4 - 174,8 - -
5 8,05 (d, J = 8,5 Hz) 127,0 - C-4/C-7/C-9
6 715(dd,J=2,0e9,0Hz) 1157 C-7 C-8/C-10
7 - 161,5 - -
8 7,23 (d, J = 2,0 Hz) 103,5 C-7/C-9 C-6/C10
9 - 157,1 - -
10 - 118,5 - -
1’ - 124,0 - -
2’ 7,52 (d, J = 8,5 Hz) 130,1 C-1'/C3’ C-3/C-4'/C-6’
3 6,99 (d, J = 8,5 Hz) 113,7 C-4’ C-1/C-5
4 - 159,1 - -
5 6,99 (d, J = 8,5 Hz) 113,7 C-4’ C-1/C-3
6’ 7,52 (d, J = 8,5 Hz) 130,1 C-1/C-5 C-3/C-4'/C-2
17’ 5,09 (d, J = 7,0 Hz) 100,0 C-7/C-5" -
2” 3,31 (m) 73,2 - -
3” 3,33 (m) 76,4 C-2’/C-4” C-1”/C-5”
4” 3,18 (m) 69,6 C-5 C-6”
5” 3,46 (m) 77,2 - -
” 3,71 (m) R ,
6 3.47 (m) 60,7 C-4’/C-5 C-1
OCH3 3,77 (s) 55,2 c-4
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Figura 10 - Expansdo do espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg) de Zb-1 na regido

Figura 11 - Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg) de Zb-1 na regi&o
de 5,2-2,2 ppm.
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Figura 12 - Espectro de HSQC (500 MHz e 125 MHz, em DMSO-d¢) de Zb-1.
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Figura 13 - Expanséo do espectro de HSQC (500 MHz e 125 MHz, em DMSO-dg) de Zb-1
na regiao (8,5-6,9) X (156-95) ppm.
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Figura 14 - Expanséo do espectro de HSQC (500 MHz e 125 MHz, em DMSO-dg) de Zb-1
na regiao (5,3-2,4) X (105-35) ppm.
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Figura 15 - Espectro de HMBC (500 MHz e 125 MHz, em DMSO-dg¢) de Zb-1.
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Figura 16 - Expanséao do espectro de HMBC (500 MHz e 125 MHz, em DMSO-d¢) de Zb-1

na regiao (8,8-6,7) X (175-95) ppm.

LA Yo
= =
sl =
o ol =)
B -
& @ =
frosced o=
I - ——
o=
:
F
= -
= == o= o
— o= =
_f Ra=ad =
1_
3
— v fommm =
E
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
BB &7 86 B85 B84 83 82 81 80 R VB A7 W6 PS5 74 73 72 W1 70 69 68 67

12 (ppem)

Figura 17 - Expanséo do espectro de HMBC (500 MHz e 125 MHz, em DMSO-d;) de Zb-1

na regiao (5,5-2,8) X (165-45) ppm.
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5.2 Determinacéao estrutural de Zb-2.

A substancia codificada como Zb-2 foi isolada na forma de um cristal branco
com massa de 18 mg (0,0006% do peso de material vegetal seco).

O espectro de RMN de *C-APT (50 MHz, DMSO-dg) (Figura 19, pag. 77) e
suas expansdes (Figura 20, pag. 77) revelaram a presenca de 7 sinais com
absorcdes na regido caracteristica de carbonos alifaticos oxigenados. Um destes
com deslocamento quimico em &¢ 59,7 sugerindo a presenca de metoxila (OCHy3).
Estas informacfes foram compativeis com o esperado para um metil-hexosideo, no
entanto, os deslocamentos de RMN de **C n&o indicaram a presenca de carbono
anomérico. Este composto também poderia ser confundido com um agucar redutor,
com grupo metilico em outra posicdo. Contudo, para isso seriam esperados dois
sinais de carbonos anoméricos (o e ) entre ¢ 90-100 (KIATKOSKI, 2011). Desta
forma Zb-2 poderia se tratar de uma substancia semelhante a um monossacarideo
(hexose) metilado, compativel com os polialcodis ciclicos, como os inositéis (ciclitol).
De acordo com Poongothai e Sripath (2013) a substancia D-pinitol, um derivado
metilado do inositol apresenta deslocamentos de RMN *3C (100 MHz, DMSO-ds): 8¢
83,75 (C-3), 72,54 (C-4), 72,36 (C-6), 71,92 (C-1), 70,84 (C-5), 70,02 (C-2), 59,63
(OMe) (YU et al., 2005), compativeis com os dados encontrados para Zb-2. (Ver
Tabela 5, pag. 76)

OCHj4

HO OH

HO OH

OH

Figura 18 - Estrutura de um poliélcool ciclico metoxilado.

O espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d¢) (Figura 21, pag. 78) e suas
expansdes de Zb-2 (Figura 22-23, pag. 78-79) apresentaram deslocamentos
quimicos que corroboraram com a proposta do espectro de RMN de **C (Fig., pag.).
Foram observados absorcbes entre &y 2,90 a 3,70 ppm caracteristicos de

hidrogénios alifaticos ligados a carbono carbindlicos, os cinco sinais observados
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nesta regiao correspondem a 9 hidrogénios. Outro fato relevante foi a auséncia do
sinal referente ao hidrogénio anomeérico, 0s sinais existentes na sua regido
caracteristica de absorcdo observados neste espectro foram todos atribuidos a
hidroxilas (-OH), corroborando com a proposta de Zb-2 ser um polialcool
ciclohexanico (POONGOTHAI; SRIPATH, 2013). Na expansé&o do espectro de RMN
de 'H (500 MHz, DMSO-dg) de Zb-2 (Figura 23, pag. 79) o tripleto em &y 3,010-2,973
foi atribuido ao H-3, os multipletos em &y 3,352-3,306 referente ao H-2 e &4 3,510-
3,473 ao H-4, os singletos largos em &y 3,619 e dy 3,427 foram atribuidos ao H-5/H-
6 e a H-1/metoxila (OCH?3), respectivamente. Os dubletos presentes na regidao de oy
4,709-4,312 foram atribuidos as cinco hidroxilas (-OH) existentes na estrutura
proposta (Figura 22, pag. 78). Diante destes dados de RMN de 'H e '3C, e em
comparacao com os dados da literatura, foi possivel identificar Zb-2 como sendo o

D-Pinitol (3-O-metil-D-chiro-inositol), isolado pela primeira vez no género Zornia.

OCH,

D-Pinitol
OH

O D-pinitol € um ciclitol abundante em algumas plantas sendo um
componente importante das familias Pinaceae, Leguminosae e Caryophylaceae.
Sua rota biosintética tem sido elucidada nas gimnospermas e em plantas
leguminosas, incluindo o myo-inositol como seu precursor (KIATKOSKI, 2011).

Seu papel fisioldégico parece estar relacionado a adaptagdo das plantas a
condi¢cdes osmoticas drasticas, sendo um soluto organico osmoticamente ativo: o D-
pinitol € um dos mais importantes constituintes de numerosas espécies de mangue,
e grandes quantidades tém sido relatadas em folhas do arbusto de jojoba
(Simmondsia chinensis) no deserto (NGUYEN; LAMANT, 1988; CARVALHO et al,
2006).

O D-pinitol apresenta propriedades farmacologicas como: agente anti-

diabético exercendo um efeito semelhante a insulina, resultando em niveis mais
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baixos de acucar no sangue e aumento da disponibilidade de glicose para o
metabolismo celular (e aumenta a retencé@o de creatinina pelas células musculares
(GREENWOOD et al,, 2001; OSTLUND; SHERMAN, 1996; BATES, JONES,
BAILEY, 2000). O D-pinitol, portanto, parece desempenhar um papel na regulacéo
da energia celular, resultando em niveis de energia maiores e reducdo da fadiga
(VAN WYK; ALBRECHT, 2008). Outras atividades estudadas deste composto sao
descritas na literatura, como: anti-inflamatério (SINGH et al, 2000) e larvicida
(CHAUBAL et al, 2005).

HO

D-Pinitol

OH

Tabela 5 - Dados comparativos de RMN **C e 'H de Zb-2 em DMSO-ds (50 e 500 MHz,
respectivamente) e do D-pinitol em DMSO-ds (100 e 400 MHz, respectivamente) (Yu, et al.,
2005; Raporu, 2011).

Zb-2 Yu, et al., 2005/ Raporu, 2011
No© 13C lH 1BC lH
1 72,03 3,42 (sl, 4H) 71,92 3,44 (m)
2 70,13 3,35 (m, 1H) 70,02 3,35
3 83,85 3,01 (t,J=8,5, 1H) 83,75 3,01(t, J =9,0 Hz)
4 72,65 3,51 (m) 72,54 3,50 (m)
5 70,95 3,61 (sl, 2-H) 70,84 3,63 (m)
6 72,47 3,61 (sl, 2-H) 72,36 3,62 (m)

OCH; 59,74 3,42 (s, 4-H) 59,63 3,43 (s)
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Figura 20 - Expansdo do espectro de RMN de *C-APT (50 MHz, DMSO-ds) de Zb-2 na
regiao de 86-57 ppm.
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Figura 23 - Expansdo do espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg) de Zb-2 na regido
de 3,7-2,3 ppm.
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5.3 Determinacao estrutural de Zb-3.

A substancia codificada como Zb-3 foi isolada na forma de um sélido amorfo
amarelado com massa de 16 mg (0,000533 % do peso de material vegetal seco).

No espectro de RMN de **C-BB (125 MHz, DMSO-dg) (Figura 25, pag. 83)
foram observados 20 sinais referentes a 21 carbonos. Dos 20 sinais observados dez
foram referentes a carbonos nao hidrogenados, um referente a carbono metilénico
(CH,) e dez para carbonos metinicos (CH). A presenca de 14 sinais para carbonos
sp? dentre eles os deslocamentos quimicos em 3¢ 163,7(C), d¢c 102,8(CH) e d¢
181,8(C) diferem dos valores observados para Zb-1 (isoflavona), e esses sinais
foram atribuidos a C-2, C-3 e C-4, respectivamente, sugerindo um esqueleto
carbOnico de uma flavona para Zb-3 (HUANG et al., 2015). Observou-se ainda um
sinal para carbono metinico sp? em dc 93,6 (C-8), e sinais para carbono nao
hidrogenado em 108,9 (C-6), 160,7 (C-5) e 163,7(C-7) que permitiram sugerir a
presenca de um anel A com oxigenacdo nas posicoes 5 e 7. Foram observados
ainda, sinais para carbonos metinicos sp® em d¢ 113,2 (C-2’), d¢c 116,1 (C-5') e d¢
119,0 (C-6’), além dos sinais em &¢ 145,8 (C-3’) e &¢ 149,8 (C-4’) (Figura 26, pag.
83), desta forma revelando outras duas oxigenacdes na molécula. De tal modo que,
o anel B é tri-substituido (sistema ABX) e o anel A é penta-substituido. Neste
espectro ainda foram observados sinais compativeis com a proposta da presenca da
unidade osidica na substancia, como um sinal em &c 73,1 atribuido ao carbono
anomeérico C-1”, este deslocamento é sugestivo de ligagcado do tipo carbono-carbono
(C-C) ao esqueleto flavonoidico. Além das absorgdes na regido entre d¢c 70,2 e 81,6
condizentes com carbonos carbindlicos. Um sinal em &¢ 61,5 atribuido ao carbono
metilénico oxigenado confirmou a presenca da unidade osidica, a glicose (Figura 27,
pag. 84) (HUANG et al., 2015).

O espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d¢) (Figura 28, pag. 84) e suas
expansdes de Zb-3 (Figura 29-30, pag. 85) demostraram deslocamentos quimicos
que corroboraram com a proposta do espectro de RMN *C (Fig. 25, pag. 85).
Apresentaram dois singletos em 8y 6,64 e d4 6,46, ambos com integral para um
hidrogénio cada, atribuidos as posi¢des H-3 e H-8, assim reforcando a existéncia de
um esqueleto flavonoidico do tipo flavona, bem como, corroborando com a insercéao

da unidade osidica na posi¢ao 6 (ver Figura 24, pag. 81).
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Figura 24 - Deslocamentos quimicos de RMN *H para os hidrogénios H-3 e H-8, em DMSO-
de, para as flavonas glicosiladas orientina e isoorientina (RINALDO et al., 2007).

Isoorientina

Orientina

O padrao de substituicdo para este esqueleto de flavona é confirmado com os
deslocamentos: um duplo dubleto em & 7,41 (J = 2,0 e 8,0 Hz) acoplando orto com
oy 6,88 (d, J = 8,5 Hz) e meta &y 7,37 (d, J = 2 Hz) que sdo condizentes com 0s
hidrogénios H-6', H-5 e H-2’ respectivamente, confirmando a tri-substituicdo
existente no anel B proposta pelos dados de RMN *3C ja que este é um padréo de
hidrogenagao do tipo ABX. Outro sinal em &y 13,53 (s) é atribuido a hidroxila na
posicdo 5 quelada com a carbonila em 4, confirmando que o anel A encontra-se
penta-substituido. Neste mesmo espectro foi possivel observar um conjunto de
absorcdes na regido de hidrogénios alifaticos entre 64 3,11 e 3,67. Que associados a
presenca de um dubleto em &H 4,57 (J = 9,5 Hz) caracteristico com um hidrogénio
anomérico, permitiu confirmar que a unidade osidica se ligada ao esqueleto da
flavona por uma ligacédo do tipo C-C e que esta é a 3-glicose. (CALIS et al., 2006).
Os demais dados de RMN estdo compilados na Tabela 6 (pag. 82). Apés analises
desses foi possivel identificar Zb-3 como sendo a isoorientina (Luteolina-6-C-G-

glicopiranosideo) isolada pela primeira vez no género Zornia.
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Tabela 6 - Dados comparativos de RMN **C e 'H de Zb-3 em DMSO-ds (125 e 500 MHz,
respectivamente) e da isoorientina em DMSO-ds (125 e 300 MHz, respectivamente) (Huang
et al., 2015 e Calis et al., 2006).

Zb-3 Huang et al., 2015/ Calis et al., 2006

No 13C 1H 13C lH

2 1637 i 1634 -

3 102,8 6,64 (s) 102,3 6,66 (S)

4 181,1 i 181,4 ;

5 160,7 i 160,5 .

6 108,9 i 108,8 .

7 1637 i 163,4 ;

8 93,6 6,46 (s) 93,7 6,48 (s)

9 156,2 i 156,2 ;

10 1037 : 102,7 ;

1 121,4 i 1215 ;

2 1132 7,37 (d, J = 2,0 H2) 112,9 7,39 (d, J = 2,2 H)

3 1458 : 1459 ;

& 149,8 i 150,4 ]

5 116,1 6,88 (d, J = 8,5 Hz) 116,0 6,89 (d, J = 8,3 Hz)

6 119,0 7,40 (dd, J = 8,0 e 2,0 Hz) 1188  7,41(dd, J=83e 2,2 Hz)

17 73,1 4,57 (d, = 9,5 Hz) 73,1 4,58 (d, J = 9,8 H)

27 70,6 4,04 (t, J=9,8 e 9,3 Hz) 70,5 4,03 (dd, J=9,8 e 9,3 Hz)

3” 79,1 3,20-3,11 (m) 78,9 3,22-3,11 (m)

47 70,2 3,20-3,11 (m) 70,1 3,22-3,11 (m)

5” 81,6 3,20-3,11 (m) 81,3 3,22-3,11 (m)

" 3,68(dd,J=11,8e1,5Hz

6 61,5 3,68 (d, J = 10,5 Hz) 613 oo Edd’ JoirecEs HZ;

5-OH i 13,53 (s) ; 13,57 (s)
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Figura 25 - Espectro de RMN de *C-BB (125 MHz, DMSO-d;) de Zb-3
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Figura 26 - Expans&o do espectro de RMN de **C-BB (125 MHz, DMSO-dg) de Zb-3 na
regido de 195-100 ppm.
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Figura 27 - Expanséo do espectro de RMN de *C-BB (125 MHz, DMSO-dg) de Zb-3 na
regido de 106-52 ppm.
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Figura 28 - Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg) de Zb-3.
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Figura 29 - Expansé&o do espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d) de Zb-3 na regi&o
de 7,5-6,3 ppm.
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5.4 Determinacao estrutural de Zb-4.

A substancia codificada como Zb-4 foi isolada na forma de um soélido amorfo
amarelado com massa de 2,5 mg (0,0000833% do peso de material vegetal seco).

O espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds) (Figura 32, pag. 90) e suas
expansbes de Zb-4 (Figura 33-34, pa&g. 90-91) demostraram deslocamentos
quimicos que sao semelhantes aos de Zb-3 (Fig. 28, pag. 84), além de outras
absorcdes compativeis com outro padrdo de substituicdo, revelando que Zb-4 se
trata de uma mistura.

Esta proposta € evidenciada, ja que foram observados dois singletos em &y
6,63 e 0y 6,43, ambos com integral para um hidrogénio cada, atribuidos as posicées
H-3 e H-8 da isoorientina como identificado na fracdo Zb-3. Além disso, foram
observados outros dois singletos em &y 6,75 e &y 6,47, assim demostrando que a
outra substancia da mistura Zb-4 possui um esqueleto flavonoidico do tipo flavona.
Neste mesmo espectro foi possivel observar um conjunto de absor¢cdes na regidao de
hidrogénios alifaticos entre 64 3,09 e 4,04, que associados a presenca de um
dubleto em &4 4,57 (J = 10,0 Hz) com integral para dois hidrogénios, caracteristico
com o hidrogénio anomérico, possibilitou confirmar que as unidades osidicas estédo
ligadas ao esqueleto das flavonas por uma ligacéo do tipo C-C e que estas sdo a f3-
glicose (CALIS et al.,, 2006). Estas informacfes corroboram com uma mistura de
flavonoides com o mesmo esqueleto, e que a ligacdo osidica estd na mesma
posicdo em ambas as substancias, sugerindo uma mistura entre a isoorientina e
isovitexina (RINALDO et al., 2007) (ver Figura 31, pag. 87).

A mistura da isoorientina e isovitexina em Zb-4 é refor¢cada pelos padrdes de
substituicdo encontrados no espectro. Um duplo dubleto em &4 7,40 (J = 2,0 e 8,0
Hz) acoplando orto com &y 6,86 (d, J = 8,5 Hz) e meta dy 7,37 (d, J = 2 Hz) que sao
condizentes com os hidrogénios H-6’, H-5" e H-2’ respectivamente, confirmando a tri-
substituicdo existente no anel B, existente na isoorientina (confirmado em Zb-3), um
padrdo de hidrogenac&o do tipo ABX. E observado ainda, absor¢des na forma de um
dubleto em &y 6,92 (J = 9,0 Hz) acoplando orto com o dubleto em &4 7,92 (J = 9,0
Hz) ambos com integrais para dois hidrogénios cada, atribuidos respectivamente
aos H-3'/5’ e H-2'/6’, corroborando com a existéncia de um sistema AA'BB’ ou uma
para-substituicdo no anel B compativel com a proposta da isovetexina (MOHAMMED
et al, 2014). Outros sinais em &y 13,53 (s) e &y 13,55 (s) séo atribuido a hidroxila na
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posicdo 5 quelada com a carbonila em 4 para isoorientina e isovitexina,
respectivamente (ver Tabela 7, pag. 89).

Figura 31 - Deslocamentos quimicos de RMN *H para os hidrogénios H-3 e H-8, em DMSO-
de, para as flavonas glicosiladas orientina. Isoorientina, vitexina e isovitexina (RINALDO et
al., 2007).

Isoorientina

Vitexina Isovitexina

ApoGs a eluicdo de Zb-4 em CLAE-DAD, foi obtido o perfil cromatografico
(Figura 35, pag. 92) apresentando dois picos com tempos de reten¢gdo em 13 min 39
s e 15 min 09 s, ambos com o indice de pureza igual a 0,99999. Os tempos de
retencdo foram semelhantes aos dos padrdes também eluidos: isoorientina e
isovitexina, respectivamente. A comparacao dos espectros de absorbancia dos picos
dos padrbes com os picos correspondentes na fracdo Zb-4 e a avaliacao do indice
de similaridade de 0,99995 e 0,99994 para os flavonoides isoorientina (Luteolina-6-
C-B-glicopiranosideo) e isovitexina (Apigenina-6-C-B-glicopiranosideo),

respectivamente, confirmam a presenca destes na fracdo Zb-4.

A proporgéo de cada um destes flavonoides na mistura pode ser calculada
pela integral dos picos. A integral de H-3 da isoorientina mais a integral de H-3 da

isovitexina correspondem a 100% da area referente a um hidrogénio na mistura, e
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desta forma, pode-se descobrir a propor¢do de cada uma das substancias na
mistura, pois se pode calcular quanto cada integral dessas contribui para o 100% da
aérea referente a um hidrogénio na mistura.

Desta forma Zb-4 é composta por isoorientina e por isovitexina, ambos

relatados pela primeira no género Zornia.

Isoorientina Isovitexina



Isoorientina

Isovitexina

Tabela 7 - Dados comparativos de *H de Zb-4 em DMSO-ds (500 MHz) e da isoorientina e isovitexina, ambas em DMSO-ds (300 e 500 MHz,
respectivamente) (Mohammed et al., 2014 e Calis et al., 2006)

89

Isoorientina Isovitexina
(o] - -

N Zb-4 (Calis et al., 2006) Zb-4 (Mohammed et al, 2014)

2 - - - -

3 6,63 (S) 6,66 (S) 6,75 (s) 6,71 (s)

4 - - - -

5 - - - -

6 - - - -

7 - - - -

8 6,43 (s) 6,48 (S) 6,47 (S) 6,50 (s)

o] - - - -

10 - - - -

1’ - - - -

2’ 7,37 (d, J = 2,0 H2) 7,39 (d, J=2,2H2) 6,92 (dd, J = 9,0 Hz) 6,89 (dd, J = 8,4 Hz)

3 - - 7,92 (dd, J =9,0 Hz) 7,86 (dd, J = 8,4 Hz)

4 - - - -

5 6,90 (d, J =8,5Hz) 6,89 (d, J = 8,3 Hz) 7,92 (dd, J =9,0 Hz) 7,86 (dd, J = 8,4 Hz)

6’ 7,40 (dd, J=8,0 e 2,0 Hz) 7,41 (dd, J=8,3 e 2,2 Hz) 6,92 (dd, J = 9,0 Hz) 6,89 (dd, J = 8,4 Hz)

1” 4,57 (d, J =9,5 Hz) 4,58 (d, J =9,8 Hz) 4,57 (d, J =9,5 Hz) 4,54 (d, J =9,8 Hz)

2” 4,04 (t,J=9,8¢e 9,3 Hz) 4,03 (dd, J=9,8 € 9,3 Hz) 4,04 (t, J=9,8e 9,3 Hz) 4.0

3” 3,20-3,09 (m) 3,22-3,11 (m) 3,20-3,09 (m) 3,7-3,1 (m)

4” 3,20-3,09 (m) 3,22-3,11 (m) 3,20-3,09 (m) 3,7-3,1 (m)

5” 3,20-3,09 (m) 3,22-3,11 (m) 3,20-3,09 (m) 3,7-3,1 (m)

" _ 3,68 (dd, J=11,8e 1,5 Hz) _

6 3,68 (d, J =10,5 Hz) 3.40 (dd. J = 11.8 € 6.0 Hz) 3,68 (d, J=10,5 Hz) 3,7-3,1 (m)

5-OH 13,55 (s) 13,57 (s) 13,53 (s) -
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- Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg) de Zb-4.

Figura 32
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Figura 34 - Expansdo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) de Zb-4 na regido
de 8,1-6,3 ppm.
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Figura 35 - Cromatograma da fracdo Zb-4(A) e dos padrdes: isoorientina(B) e isovitexina(C).
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5.5 Avaliacdo do teor de fendlicos totais e da atividade antioxidante do EEB e
fracOes de Zornia brasiliensis

5.5.1 Determinacdo do Teor de Fendlicos Totais

A realizacdo da quantificacdo do teor de fenodlicos das amostras a serem
testadas foi realizada utilizando o método fotocolorimétrico Folin-Ciocalteau. Foi
obtida uma curva padrao de acido galico, para posterior interpolacédo dos valores de
absorbancia obtidos nas amostras testadas. ApOs a regressao linear das
concentracdes de 4cido galico em funcdo da absorbancia foi fornecida a equacéo da
curva de calibracdo: y = 0,0075x + 0,013, onde y € a absorbancia a 765 nm, x € a
concentracdo de acido galico. O coeficiente de correlacdo (R?) obtido foi de 0,9977.
(Figura 36, pag 93).

Os dados foram analisados por ANOVA e o poOs-teste aplicado foi o de Tukey.
A andlise estatistica mostra que as concentracbes de fendlicos das amostras
testadas sao diferentes com o valor de p<0,001. Os dados do pds-teste mostraram
que as fracbes acetato de etila e acetato de etila-metanol 10% e as fracdes
diclorometano e acetato de etila-metanol 50% n&o apresentam diferencas

estatisticas significativas (Ver Figura 37, pag. 97).

Figura 36 - Curva analitica da relacéo entre as médias das concentracdes da solugcédo do
acido galico versus as absorbancias (765 nm) para o ensaio de Folin-Ciocalteau.
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bY

Foi observado nos valores encontrados referentes a quantificagdo de
fendlicos totais (Ver Tabela 8, pag. 94), que as entre amostras analisadas, as que
exibiram maiores concentracdes desses compostos foram: a fracdo acetato de etila
(133,39 + 3,34 mg EAG/ g) e a fracdo acetato de etila-metanol 10% (119,5 + 5,68 mg
EAG/ g). Entre as fracOes testadas a fase acetato de etila, acetato de etila-metanol
10% e EEB apresentaram a maior concentracdo de compostos fendlicos e a melhor
atividade antioxidante entre as amostras testadas. Estes compostos provavelmente
podem ser 0s responsaveis por este resultado.

Tabela 8 - Concentracao média + coeficiente de variagdo de fendlicos totais encontradas no
EEB e nas fragcbes de Zornia brasiliensis.

Amostra Teor de Fendlicos Totais
(mg EAG*/ g)
EEB 61,48 + 8,33
Fracao diclorometano 34,19 £ 8,92
Fracdo acetato de etila 133,39 + 3,33
Fracdo acetato de etila-metanol 10% 119,05 + 5,68
Fracdo acetato de etila-metanol 50% 42,69 + 18,05

*Equivalente de acido gélico.

Figura 37 - Valores das concentracdes de fendlicos expressa em mg EAG / g do EEB e
fragcdes Zornia brasiliensis.

Acetato - DICLORO
Act-Met10% - DICLORO

Act-Met50% - DICLORO

EEB - DICLORO

{

Act-Met10% - Acetato

Act-Met50% - Acetato P

EEB - Acetato A

Act-Met50% - Act-Met10% ——

EEB - Act-Met10%

{

EEB - Act-Met50%

|

-100 -50 50 100

Se um intervalo nado contiver o zero, as médias correspondentes serdo significativamente diferentes.
Teste de Tukey (p<0,05).
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A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais € um importante
parametro de avaliacdo da atividade antioxidante, pois esses compostos sao objeto
de estudo em inumeros relatos encontrados na literatura, onde sdo os principais
responsaveis nos vegetais pela atividade antioxidante apresentada (RAMOS, 2015).

Contudo, acredita-se que a atividade antioxidante de um extrato ndo pode ser
explicada apenas com base em seu teor de fendlicos totais, sendo necessaria
também, a caracterizacdo da estrutura do composto ativo (SOUZA et al.,2007;
MELO et al.,, 2008; MORAIS et al., 2009). Assim, as diferentes caracteristicas
estruturais, os diversos mecanismos de acdo dos compostos bioativos das amostras
(MELO et al., 2008; SILVA et al., 2010) e a dependéncia das caracteristicas do
ambiente em que se encontram (pH e solubilidade) (PORTO, 2012), sdo possiveis
explicacbes para os distintos resultados entre varios estudos (GONCALVES;
SANTOS; MORAIS, 2015).

5.5.2 Atividade Antioxidante

Os valores das concentracbes da CEsp das amostras testadas e do acido
ascorbico, analisados pelo método do sequestro do radical DPPH estédo
demonstrados na Tabela 9 (pag. 96). Foi obtida uma curva padrdo de acido
ascoérbico como demonstrado na Figura 38 (pag. 95). Os dados foram analisados por
ANOVA e o pés-teste aplicado foi o de Tukey. A analise estatistica mostra que os
valores da CEsp das amostras testadas e do padrdo sdo diferentes com o valor de
p<0,001. Os dados do pGs-teste mostraram que o EEB e as fracdes acetato de etila
e acetato de etila-metanol 10% néo apresentam diferengas estatisticas significativas
(Ver Figura 39, pag. 96).

Figura 38 - Curva padréo para o teste de DPPH — 4cido ascorbico.
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Tabela 9 - Determinacdo da CExya partir do teste de sequestro do DPPH.

Amostra

CEso+ DP (ng/mL)

Acido Ascérbico
EEB
Fracdo diclorometano
Fracdo acetato de etila
Fracdo acetato de etila-metanol 10%

Fracdo acetato de etila-metanol 50%

9,23+0,29
322,64 + 2,65
2272,19+ 4,18
284,59 + 0,77
350,19 + 0,85
478,25+ 1,34

CEsp: Concentracéo efetiva para o antioxidante reduzir 50% do radical DPPH.

DP: Desvio padrao.

Figura 39 - Valores das CEs, expressa em pg/mL do acido Ascérbico, do EEB e fragbes

Zornia brasiliensis.
EEB - Ac. Ascorbic
Acetato - Ac. Ascorbic
Act. MEt 10 - Ac. Ascorbic
Act. Met 50 - Ac. Ascérbic
Dicloro - Ac. Ascorbic
Acetato - EEB
Act. MEt 10 - EEB
Act. Met 50 - EEB
Dicloro - EEB
Act. MEt 10 - Acetato
Act. Met 50 - Acetato
Dicloro - Acetato
Act. Met 50 - Act. MEt 10
Dicloro - Act. MEt 10
Dicloro - Act. Met 50
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Se um intervalo ndo contiver o zero, as médias correspondentes serdo significativamente diferentes.

Teste de Tukey (p<0,05).

Todas as amostras testadas ndo apresentaram atividade antioxidante

significativa comparada com o padrao utilizado, o acido ascorbico.

A frag&o diclorometano apresentou a maior CEsg = 2272,34 + 4,2 ug/mL, desta

forma apresentou uma atividade antioxidante irrelevante frente ao padréo utilizado
no teste. Algumas caracteristicas sdo fundamentais para a capacidade de sequestro
de radicais na estrutura dos flavonoides, como a presenca de um grupo catecol no
anel B, ja que a oxidacdo ocorre no anel B quando este grupo esta presente, além

de ter grande capacidade de doacdo de elétrons (BORS et al., 1999). Resultados
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fitoquimicos dessa fragdo revelou o isolamento de trés flavonas: 7-metoxiflavona
5,7-dimetoxifavona e 5- hidroxi-7-metoxiflavona (Quadro 1, pag. 33) (SILVA A,
2013). Os dados fitoquimicos corroboram com os resultados da atividade
antioxidante da fracdo diclorometano, uma vez que nenhum destes flavonoides
isolados desta fracao apresenta hidroxilas fendlicas localizadas no anel B.

A fracdo acetato de etila apresentou menor CEsy = 284,59 £+ 0,7 pg/mL. As
substancias isoladas por Silva, A. (2013) nesta fracdo: 3-hidroxi-9-
metoxipterocarpano e 2’-4’-dihidroxichalcona (Quadro 1, pag. 33), ndo apresentam
os determinantes estruturais responsaveis por esta atividade nos flavonoides. Desta
forma, faz-se necessario um maior aprofundamento fitoquimico nesta fracéo a fim de
determinar quais substancias fendlicas que podem esta relacionada com esta
atividade antioxidante, tendo em vista que esta fracdo apresentou o maior teor de
fendlicos totais.

A fragdo acetato de etila-metanol 10% exibiu uma CEsy = 350,19 * 0,8 pug/mL
e apresentou o teor fendlicos totais semelhante a fracdo acetato de etila. Neste
trabalho relatamos o isolamento de uma isoflavona glicosilada nesta fracdo: a
ononina (ver pag. 67). As isoflavonas possui o anel B na posicdo 3 do anel
heterociclico, afetando grandemente a capacidade de sequestro de radicais, de tal
forma que se tornam mais potentes. O grupo 4’-hidroxi é necessario para a atividade
de sequestro, sendo também importante a presenca das substituicdes 5,7-diidroxi no
anel A, contudo a metilacdo diminui a poténcia de atividade. Outro aspecto € a
glicosilacdo dos flavonoides, que por sua vez, influencia de forma negativa a
capacidade de sequestro de radical (OLDONI, 2007). A ononina por se tratar de uma
isoflavona glicosilada, metoxilida e ndo possuir hidroxilas fenélicas ndo tem potencial
de sequestrar radicais livres. A existéncia deste composto fendlico ou de outros com
as mesmas carateristicas nesta fracdo acetato de etila-metanol 10% podem
contribuir para com a diminui¢cdo da atividade antioxidante, contudo é necessario um
maior aprofundamento fitoquimico nesta fracdo a fim de determinar quais
substancias fenodlicas que podem esta relacionada com esta atividade antioxidante,
tendo em vista que esta fracdo apresentou o maior teor de fendlicos totais.

A fracdo acetato de etila-metanol 50% exibiu uma CEso = 478,25 *+ 1,3 ug/mL,
uma atividade ndo expressiva comparada com o acido ascérbico. Nesta fracdo
foram isoladas as flavonas: isoorientina e isovitexina (ver pag. 89). Apesar de estas

flavonas possuirem umas dupla na posicao 2 e 3 conjugada com uma carbonila em
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4, o qual é responsavel pelo deslocamento de elétrons no anel B (BORS et al, 1999)
e hidroxilas fendlicas neste mesmo anel, em 4’(isoorientina) e 3’,4’ formando o grupo
catecol (isovitexina), mas a glicosilacdo, como em todos os flavonoides, reduz
grandemente esta capacidade de sequestrar radicais (PIETTA, 2000). Esta reducao
da atividade antioxidante da fracdo acetato de etila-metanol 50% em relacdo a
fracdo acetato de etila, € apoiada nos resultados encontrados na determinacdo dos
fendlicos totais, além disto, esta diminuicdo de atividade pode estar relacionada com
a presenca destes compostos isolados ou de outros compostos glicosilados
presentes nesta fracdo acetato de etila-metanol 50%.

O EEB apresentou uma CEsp = 322,64 + 2,6 yg/mL e o teor de fendlicos totais
(61,48 + 8,33 mgEAG/ @). Esta atividade antioxidante em extratos brutos é
relacionada com as caracteristicas estruturais dos constituintes fendlicos que
estejam presentes neste extrato (SOUZA et al.,2007; MELO et al., 2008; MORAIS et
al., 2009) e suas concentracdes, ja que esses compostos fendlicos podem atuar
como agentes antioxidantes em baixas doses e pro-oxidantes em altas doses
(ATSUMI et al., 2001; FUJISAWA et al., 2002; SAKIHAMA et al., 2002). Outro fator
que pode ser determinante na atividade € o ambiente em que se encontram (pH e
solubilidade) esses constituintes (PORTO, 2012). Além do mais, quando se trata de
extratos, um ponto a ser considerado é o tipo de solvente utilizado na extracéo,
entdo a selecdo de uma metodologia de extracdo apropriada pode aumentar a
concentracdo de compostos antioxidantes, potencializando o efeito, no entanto nédo
existe uma que seja considerada mais eficiente (GONCALVES, SANTOS, MORAIS,
2015). Diante disto, o efeito antioxidante de um extrato bruto, provavelmente seja
uma resultante desses fatores que podem influenciar favoravelmente ou de forma
negativa a capacidade de sequestrar radicais livres e consequentemente a atividade
antioxidante. Neste estudo, o EEB n&o apresentou diferencas estatisticas
significativas para a fracdo acetato de etila e acetato de etila-metanol 10%, sendo
provavel que estes constituintes presentes nestas duas fracdes sejam responsaveis

pela atividade demonstradas pelo EEB.
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6 CONCLUSAO

O estudo fitoquimico das partes aéreas de Zornia brasiliensis resultou no
isolamento de quatro substancias. Da fracdo acetato de etila-metanol 10% foi
isolado um isoflavonoide glicosilado, a ononina. Da fracdo acetato de etila-metanol
50% foram isolados o D-pinitol, a isoorientia e a isovitexina. Com excecao da
ononina, os compostos foram isolados pela primeira vez no género Zornia.

O teste de avalicdo do teor de fendlicos totais apresentou uma maior
concentracdo destes compostos na fracdo acetato de etila e acetato de etila-metanol
10%. O estudo da atividade antioxidante através do método do sequestro do radical
DPPH revelou uma maior atividade nas fracbes acetato de etila, acetato de etila-
metanol 10% e EEB, resultado que pode ser associado ao fato destas fracoes terem
apresentado os maiores teores de compostos fendlicos entres as fracdes testadas,
sendo provavel que os constituintes presentes nestas duas fracbes sejam
responsaveis pela atividade demonstradas pelo EEB. Os compostos fendlicos
relatados na literatura das fragcdes diclorometano, e os obtidos neste estudo nas
fracbes acetato de etila-metanol 10% e acetato de etila-metanol 50% corroboram
com os resultados obtidos na atividade antioxidante.

As substancias relatadas nesta pesquisa ja sdo conhecidas na literatura,
contundo este trabalho contribuiu evidenciando que esta espécie é bioprodutora de
compostos fendlicos, principalmente os flavonoides como demonstrado neste estudo
fitoquimico corroborando com a quimiotaxonomia do género Zornia e da familia
Leguminosae. Apesar de ja existir relatos da atividade antioxidante do EEB de Z.
brasiliensis, este € o primeiro trabalho no qual as fragfes oriundas do EEB também
sao avaliadas.

E necessario que outros estudos fitoquimicos sejam realizados a fim de
diminuir a escassez de relato de substancias encontradas no género Zornia. Espera-
se dar continuidade aos estudos de prospeccéo fitoquimica em Z. brasiliensis, além
da padronizacdo do EEB. Serdo realizados os testes de atividades antigenotoxica e
de citoprotecdo com diferentes extratos de Z. brasiliensis, uma vez que estas

atividades séo relacionadas aos compostos fendlicos.
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