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Resumo

Allophylus edulis distribui se geograficamente em toda a América do Sul, tendo sua
incidéncia no Brasil, Bolivia, Paraguai, Argentina, Uruguai e na Guiana. Relatos da literatura
indicaram que suas folhas séo utilizadas no tratamento de diabetes, inflamacdes de garganta, e
problemas intestinais e digestivos. Trabalhos da literatura relatam o estudo fitoquimico e
atividade antioxidante, anticolienstrasica e toxicidade frente a artemia salina do extrato bruto
de A. edulis Entretanto, na literatura consultada, ndo existe estudos do 6leo essehcialde
edulis. Assim, propusemos extrair, investigar a composicao e isolar os principais constituintes
guimicos presentes no Oleo essencialdedulis, bem como avaliar a atividade de sequestro
de radicais livres.. Folhas de A. edulis foram coletadas em Dourados-MS e submetidas a
extracdo do Oleo essencial por hidrodestilacdo. A composi¢cdo do 6leo essencial foi realizada
por cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas (CG-EM) e o isolamento do
constituinte majoritario foi realizado por cromatografia em coluna (CC) e posterior
identificacdo por ressonancia magnética nuclear (RMNHde **C e comparacéo de dados
da literatura. A avaliacdo de sequestro de radical livre foi realizada pelo método de DPPH e
ABTS. Na analise por C&M foram identificados 41 compostos, representando 99.10%,
com predominancia de sesquiterpenos, revelando viridiflorol como constituinte majoritorio
(30.88%). O OEAE e o viridiflorol apresentaram efeito no sequestro de radical livre, quando

comparado ao do antioxidante comercial BHT e acido ascérbico.

Palavras Chave Allophylus edulis, 6leo essencial, sesquiterpeno, DPPH, ABTS
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1. INTRODUCAO

A importancia da biodiversidade vegetal pode ser avaliada pelo seu papel bioldgico,
evolutivo ou como recurso natural. Quando considerada como recurso natural, esta possui
uma vasta riqueza utilizada pelo ser humano em suas mais diversificadas formas, dentre estes
recursos, destacam-se a utilizacdo das plantas como fonte de alimento e para o tratamento de
enfermidades. Dessa forma, a interacdo homem-ambiente, tornou-se um fator relevante no
delineamento de novas atribuicbes ao papel das plantas dentro da sociedade, citando uma
destas atribuicdes como exemplo, destaca-se o uso de plantas com potencial biolégico na
medicina tradicional (VILA VERDE et al., 2003). Assim, catalogar e registrar corretamente
informac@es sobre o uso das plantas medicinais que ocorrem natureza comprovando seu valor
terapéutico é fundamental para a fitoterapia.

A medicina tradicional, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é a soma
total do conhecimento, habilidades e praticas baseadas nas teorias, crencas e experiéncias
indigenas de diferentes culturas, explicaveis ou ndo, usadas na manutencdo da saude, bem
como na prevencao, diagnostico, tratamento ou melhoria de doencgas fisicas e mentais. Os
termos medicina alternativa / complementar / ndo-convencional sao utilizados de forma
intercambiavel com a medicina tradicional em alguns paises (OMS, 2000). Deste modo, a
realizacdo de pesquisas com plantas medicinais pode contribuir para melhorar o uso dos
recursos vegetais utilizados pela populagéo local, bem como subsidiar indicadores para novas
e eficazes drogas no combate a diversas patologias (LEAO; FERREIRA; JARDIM, 2007).

Segundo estudos do inicio da década de 1990, a OMS constatou -@08668a
populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam de plantas medicinais como Unica
forma de acesso aos cuidados basicos a salde (AKERELE, 1993), além disso, as plantas com
compostos bioativos também s&o utilizadas como fonte de recurso para a sintese de novos
farmacos e demonstram grande diversidade de estruturas, propriedades fisico-quimicas e
atividades biolégicas dos produtos encontrados na natureza (WALL; WANI, 1996 Apud
VARANDA, 2006).

Entretanto, apesar da crescente utilizacdo das plantas como forma alternativa para o
tratamento de enfermidades, também é necessario destacar a importancia dos estudos
fitoquimicos para a garantia de um produto seguro (JUNIOR; PINTO, 2005). Por esta razéo, a
avaliacdo fitoquimica torna se de grande importancia, pois a identificacdo, avaliacdo e
isolamento destes principios ativos, podem resultar em insumo de aplicacdo terapéutica.

Denota-se também, a importancia de se produzir um produto pelo qual sua atividade apresente



eficacia e seguranca aos paciend@sliando o potencial de risco e beneficio, de modo que o
uso da nova molécula suspenda os efeitos colaterais e adversos (KRISHNA; URDA; THEISS
1998).

Em virtude dos aspectos previamente discutidos, 0 nosso grupo de pesquisa vem
desenvolvendo o estudo do potencial quimico e biologico de plantas presentes na regido de
Dourados-MS. Das varias familias presentes nesta regido, destaca-se a familia Sapindaceae
por sua ampla distribuicdo no Cerrado, que é considerado por Ribeiro e Walter (1998) como o
segundo maior bioma brasileiro, ocupando cerca de 20% do territdrio nacional, e por ter
espécies ocorrentes ainda ndo estudadas cientificamente e amplamente utilizadas pela
populacao.

Assim, nos propusemos a investigar e isolar os principais compostos quimicos
presentes no 6leo essencialAlwphilus edulis, bem como a caracterizas constituintes e os
isolados por técnicas espectroscopicas e verificar o seu potencial sequestrador de radicais
livres (Figura 1).

Y Allophylus edulis

SRS
]

E I PN
Dourados - MS

Cerrado Brasileiro

Extracdo do Oleo Essencial

Caracterizagao
CG-MS

Isolamento
Compostos
majoritarios

Avaliacao da atividade antioxidante

Figura 1: Proposta de trabalho realizada éomdulis coletada em Dourados-MS.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Familia SAPINDACEAE

A familia Sapindaceae possui 133 géneros e € representada por aproximadamente
1.450 espécies distribuidas nas regides intertropicais, ocorrendo raramente entre as regides
subtropicais e temperadas (KLAASSEN, 1999). No Brasil sdo encontrados cerca de 20
géneros e 380 espécies, das quais, a maior parte destas encontram-se na regido da Florest
Amazobnica (BARROSO, 1991).

Morfologicamente é caracterizada por apresentar pétalas com apéndices glandulosos
ou escamosos, disco assimétrico extra-estaminal, ovério tricarpelar, sementes geralmente
dotadas de arilo e frutos comumente alados (SCHULTZ, 1985; SOUZA; LORENZ), 1992

Espécies pertencentes a esta familia, sdo amplamente utilizadas para o tratamento de
furanculos, Ulceras, problemas dermatolégicos, diarreia e disenteria (IWU, 1993; SOFIDIYA
et al., 2007), e pode-se citar airad@aullinia pinnata, na qual o seu extrato do caule, folhas e
raizes apresentaram significantes atividades antibacteriana e antioxidante (KOFI;
HOUGHTON, 2004; JIMOH et al., 2007). Outra espécie citada pela literatura é a
Lecaniodiscus cupanioides com atividade analgésica e atividade depressora do sistema
nervoso central (ADEYEMI; YEMITAN, 2004; ADEYEMI; YEMITAN; ADEOGUN, 2005;
YEMITAN; ADEYEMI, 2005), além disso, também se destaca pela sua importancia
econbmica para a producao de frutas tropicais e madeira (RODRIGUEZ, 1958).

A atividade antioxidante fora relatada por alguns autores com a espéeaaloea
cupana (Guarana), os quais evidenciaram a inibicdo do processo oxidativo esporithneos
vitro, devido ao alto indice de compostos fendlicos presente em sua composi¢ao, relacionando
principalmente a presenca de taninos (BASILE et al., 2005; MAJHENIC; SKERGET; KNEZ,

2007).

2.2. GéneroAllophylus

O géneroAllophylus apresenta cerca de 170 espécies, das quais estdo amplamente
divididas desde arbustos a pequenas arvores, formando desta forma, um dos maiores grupos
dentro da familia Sapindaceae. (LEENHOUTS, J)96¥elatos da literatura apresentam
estudos fitoquimicos e biologicos de cinco espécies com uma grande diversidade de

compostos e propriedades biolégicas (Tabela 1).



Tabela 1: Compostos majoritérios isolados de espécies do ¢éloptaylus.
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R — Raiz, C- Caule, F- Folha, FI- Flor. 4/- estudos nao relatados na literatura.




2.3.Allophylus edulis (A.ST.-Hil.,Cambess.& A. Juss.) Radlk.

Allophylus edulis Radlk., popularmente conhecida como “Chal-Chal”, “Coccu”,
“Vacum”, “Vacunzeiro”, “Fruto de Pombo”, “Murta Vermelha”, “Pau de Pedreira”e
“Baga de Morcego” (CABRERA, 1976; LORENZI, 1992; CARNEVALI, 1994).
Distribui-se geograficamente na Ameérica do Sul, apresentando sua incidéncia no
Brasil, Bolivia, Paraguai, Argentina, Uruguai e na Guiana (CABRERA, 1976;
LORENZI, 1992). No Brasil, € tipica em Floresta Ambrofila Mista (Aluvial),
Floresta Estacional Descidual e da Floresta Estacional Semidescidual (LORENZI,
1992; LONGHI, 1995), sendo encontrado nos estados do Amazonas, Ceara, Bahia,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul (REITZ, 1980; BACKES; IRGANG, 2004). E
uma arvore relativamente de pequeno porte, que pode medir de 6 a 10 metros de
altura, suas folhas sdo alternadas, pecioladas, compostas e trifoliares, os foliolos
possuem comprimento médio de 3 a 10 cm longitudinais e cerca de 1 a 2,5cm de
espessura, sao sésseis ou levemente pediceladas, e com bordadura serrilhada, as

flores sdo geralmente Amarelo-esbranquicadas dispostas em ramos auxiliares, com

frutos s&o avermelhados e ovoides (Figura 3)(DIMITRI, 1980).

Fonte: Autoria propria

Figura 3: Folhas e frutos de edulis encontradas na fazenda Santa Madalena, Dourados, MS.

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta

Subdivisdo: Angiospermae
Classe:Equisetopsida C. Agardh
SubclasseMagnoliidae Novak ex Takht

Ordem: Sapindales Juss. ex Bercht. & J. Presl|



Superordem: Rosanae Takht.

Familia: Sapindaceae Juss.

Género: Allophylus L.

Espécie:Allophylus edulis

Fonte: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. 22 Abril 2016
<http://www.tropicos.org/Allophylusedulis/28601295>

Sua importancia econdmica esta relacionada a sua madeira de boa qualidade que
geralmente é utilizada para a producao de utensilios ou na producédo de carvao, e devido
ao seu crescimento rapido, bem como ndo possuir exigéncias a tipos especificos de
solos, é também utilizada para a regeneracdo de ecossistemas degradados e a
arborizacéo urbana (LORENZI, 1992; LONGHI, 1995).

Os frutos deA. edulis quando maduros sdo adocicados e comestiveis, e de
acordo com a literatura encontrada, tais frutos quando fermentados produzem uma
bebida conhecida como “chicha”, utilizada em rituais de pequenos grupos indigenas
(REITZ et al., 1988).

Relatos etnofarmacoldgicos indicam que a infusdo das folhas é utilizada no
tratamento de diabetes, (DIAZ et al., 2008), inflamacdes de garganta, e problemas
intestinais e digestivos (KORBES, 1995; FRANCO; FONTANA, 2001 Apud ABREU
et al., 2005). As folhas em cozimento séo utilizadas no tratamento de feridas e também
contra hipertensdo (KORBES, 1995; FRANCO; FONTANA, 2001).

Estudos fitoquimicos com o extrato das folhas e frutos relatam a presenca de
compostos fendlicos, tais como, cianoglicosideos, flavonoides, antraquinonas,
naftoquinonas, alcaloides, esteroides e triterpendides (Figura 4 a-g respectivamente)
(AICHHOLZ; SPITZER; LORBEER, 1997; YAJIA et al., 1999), e, de acordo com Diaz
et al (2008), fora isolado o L-quebrachitol (Figura 4h).

A presencga de L-quebrachitol pode justificar a utilizagdoAdadulis no
tratamento de diabetes, pois tal molécula atua no organismo como um potente
substituinte de acucar (DIAZ et al., 2008). Além disso, para o tratamento de doencas
cardiovasculares como a hipertenséo, a presenc¢a de compostos fendlicos pode justificar
sua utilizagdo popular, pois estas moléculas possuem o potencial de inibicdo da enzima
de conversédo da angiotensina em angiotensina Il, a qual sua fungcéo atribui se a de

regulacdo da pressédo sanguinea por vasoconstricdo (ARISAWA et al, 1989).



Estudos da literatura realizados com os frutoé\.delulis mostram atividade
antioxidante, anticolinesterasica e baixa toxicidadetamia salina, indicando assim,
esta espécie para o tratamento doencas relacionada a presenca de radicais livres (UMEO
et al., 2011). Estudos em paralelo relataram a utilizac#@o eldulis como repelente de
insetos da familia doafidios Myzus persicae) e coleopteraHpilacna paenu lata)
(CASTILLO et al., 2009), atividade genotdxica (YAJIA et al., 1999) e atividade anti-
hepatdxica (HOFFMANN-BOHM et al., 1992).
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d. o-Lapachona

HiC CHs HsC~ CHs H
e. Cafelina f. Cicloartenol g Lanosterol h. L-Cherbrachitol

Figura 4: Exemplo de compostos presentes na espedieedulis, a. cianoglicosideos, b. ,flavonoides, c.
antraquinonas, d. naftoquinonas, e. alcaloides, f. esteroides, g. triterpéndidpsbrachitol

2.4. Oleos Essenciais

Originados do metabolismo secundario das plantas, os 6leos essenciais s&o um
dos constituintes dos elementos volateis, sua funcdo no vegetal baseia se na defesa
contra micr-organismos, atuando assim, como um antifingico e/ou antibiotico (SIQUI
et al., 2000). Segundo indicacBes populares os Oleos essenciais sdo utilizados na
producdo de antissépticos topicos, dessa forma, o que desperta investigacbes e
comprovacgdes cientificas (ALMEIDA et al., 2006; ARRUDA et al., 2006).

A biossintese dos 6leos essenciais € influenciada por fatores climaticos como o
foto periodo, temperatura, umidade, precipitacdo e intensidade da radiacdo solar
(TAVEIRA et al.,, 2003), e suas composi¢cOes quimica sdo complexas, das quais
destacam-se a presenca de duas classes de metabolitos secundarios de diferentes origens
biossintéticas (GONCALVES et al., 2008ILVA et al., 2003; BAKKALI et al., 2008),
nos quais, sdo basicamente compostos por terpenos (monoterpenos e sesquiterpernos
sendo oxigenados ou ndo) (TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014). Devido a



presenca destes elementos, 0s 6leos essenciais possuem estruturas das quais favorecem

a atividade sequestradora de radicais livres.

2.5. Atividade Sequestradora de Radical Livre

Quando nos retratamos de respiracao celular, aproximadamente 5% do oxigénio
utilizado pelos organismos, via metabolismo oxidativo, ndo é usado nos ciclos
mitocondriais, esse oxigénio excedente tende a perder dois elétrons na sua Ultima
camada, produzindo o radical superéxido ou, também, por acbes enzimaticas e
metabolicas adicionais, pode formar outros tipos de moléculas desemparelhadas de
oxigénio, que sdo genericamente conhecidas como espécies reativas de oxigénio
(EROs)(DROGE, 2002 Apud GOTTLIEB; MORASSUTTI; CRUZ, 2011)

Estas espécies reativas de oxigénio (EROSs), tais como radicais hid@hi)a (
anion radical superoxido ¢0O) e peroxila (ROQ, possuem papéis importantes nas
reacfes bioquimicas e fisiolégicas no corpo humano. Entretanto, se houver a producao
excessiva destes radicais livres causados por fatores externos (fumo, bebidas alcodlicas)
ou nado (problemas fisiopatolégicos, tais como, a obesidade, distarbios de ansiedade,
hipertensdo), podem resultar no estresse oxidativo (HUANG; PRIOR, 2005;
MOLYNEUX, 2004; SOUSA et al., 2007).

Por serem moléculas altamente reativas, 0 organismo controla a sua degradacéo
através de dois sistemas antioxidantes integrados: um enddgeno enzimético, diretamente
relacionado a degradacdo do superoxido em agua, e outro exdgeno nao enzimatic
(Catalase, Glutatinona Peroxidase, Peroxiredoxinas), no qual compostos antioxidantes
presentes na dieta (tocoferdis (vitamina E), acido ascorbico (vitamina C), polifendis,
selénio e carotenoides) atuam sobre as ERO produzidas pelo organismo. Deste modo,
estresse oxidativo € visto como um desbalanco entre a producdo de ERO e sua
degradacdo pelos antioxidantes segundo a necessidade de cada célula. (HASLAM,
1996; VALKO et al., 2004; MINISTERIO DA SAUDE, 2007 Apud GOTTLIEB;
MORASSUTTI; CRUZ, 2011)

Antioxidantes séo substancias que retardam a velocidade da oxidacado, através de
um ou mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres e complexacéo de metais
(PIETTA, 2000). Eles podem ser sintéticos ou naturais e, para serem utilizados em
alimentos, devem ser seguros para a saude. Alguns dos antioxidantes sintéticos mais
importantes séo hidroxianisol de butila (BHA) e o hidroxitolueno de butila (BHT) e

entre os naturais destacamacido ascorbico, vitamina E e f-caroteno (RICE-EVANS,



1996). Os compostos fendlicos também séao potentes antioxidantes, podendo agir como
redutores de oxigénio singleto, atuando nas reacdes de oxidacéo lipidica, assim como na
quelacdo de metais (SATUE-GARCIA, 1997; HOPIA, 1999).

Quando relatado sobre a familia Sapindaceae as propriedades antioxidante, anti-
inflamatoria e anti-diabética sdo comumente apresentadas em estudos farmacologicos
(MUTHUKUMRAN; BEGUMAND, 2011; SOFIDIYA et al., 2008; SIMPSON et al.,

2010; VEERAMANI et al., 2010). Estas atividades na maior parte dos casos estao
correlacionadas a presenca de metabdlitos secundarios (NIU et al.,, 2010), mas em
alguns casos, ainda sdo desconhecidos quais os principios ativos que atribuem estes
efeitos (BURKILL, 2000).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar as atividades antioxidantes
in vitro, de maneira a permitir uma rapida selecdo de substancias e/ou misturas
potencialmente interessantes, podendo implicar em novas formas de prevencdo de
doencas crbénico-degenerativas (ALVES et al., 2010). Dentre estes métodos destacam-
0os métodos de sequestro de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e ABTS

(2,2’-azino-bis-3-etilbenzenotiazolina-6-sulfénjco

3. OBJETIVO GERAL
Avaliar a composicéo e atividade antioxidante do 6leo essendhaledalis.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extracdo e caracterizacdo do 6leo essencial das follasddis;

¢ Isolamento e identificacdo do principal componente presente no 6leo essencial,

e Avaliar a atividade sequestradora de radical livre do éleo essencial e composto

isolado.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta e identificagdo do material vegetal

Folhas deéA. edulis foram coletadas na cidade de Dourados, Mato Grosso do Sul
(22°11°43.7S, 54°56°08.5” O e 430 m) em Margo de 2015, e identificada pela Préf
Dra. Zefa Valdevina Pereira. Posteriormente, uma exsicata (DDMS342) foi depositada
no Herbario da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambienta@BA) da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Dourados, MS.



4.2. Extragdoe caracterizacao do 6leo essencial

As folhas frescas (200 g) foram submetidas a hidrodestilacdo (4 h) num aparelho
tipo Clevenger para obtencdo do 6leo essencial (rendimento 6.5% m/v) (Figura 5),
seguindo metodologia proposta pela Farmacopeia Portuguesa (2002). O Gleo essencial
(OEAE) obtido, foi seco com sulfato de sédio anidro e apos filtracdo, conservado a 6 °C
até posterior analise quimica e biolégica.

Figura 5: Metodologia utilizada para extracdo do 6leo essencialetelis.

As analises do OEAE foram realizadas por CG capilar eERIGAs analises
por GC-EM foram realizadas empregando um cromatografo gasosG Q=010 Plus,
Shimadzu, Kyoto, Japao), com detector de massas (GC-MS Ultra 2010), usando uma
coluna capilar OV-5 (Ohio Valley Specialty Company, Marietta, OH, USA) 5% de fenil
dimetilpolisiloxano (30 m comprimento x 0.25 mm diametro x 0.25 mm de espessura).
Foram utilizadas as seguintes condi¢cdes de andlise: gas carregador de hélio (99,999% e
velocidade de fluxo de 1,0 mL/min); a injecéo del1foi realizada com split (1:20); e
uma temperatura inicial do forno de 50°C a 3°C/min até 280°C. A temperatura do
injetor, detector e da linha de transferéncia foram de 280°C. Os parametros de varredura
do EM incluiram uma voltagem de ionizacdo por impacto de elétrons de 70 eV, uma
faixa de massa de 40 a 500 m/z e um intervalo de varredura de 0,3s. O indice de
retencdo para cada pico foi calculado usando a mistura de parafinas nogtaig (C
como referencia externa. O indice de retencdo da amostra e 0 espectro de massa obtido
foram comparados com Adams, 2001.

A érea relativa foi determinada utilizando um cromatografo a gas com detector

de ionizacdo de chama (Thermo Scientific - Foco GC, San Jose, CA, EUA), com coluna



capilar de OV-5 (Ohio Valley Specialty Company, Marietta, OH, USA), 5% fenil
dimetilpolisiloxano (30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro x 0,25 mm de
espessura de filme). O volume de injecao foi gé& tom split (1:20), com temperatura
inicial de 50°C até 280°C a 3°C/min. O injetor e detector foram mantidos a uma
temperatura de 280°C, utilizande Bomo gas carregador (99,999 % e velocidade de
fluxo 1,0 ml/min). Os cromatogramas foram registrados pelo programa Chrom Quest

5.0 e analisados pelo programa Workstation Chrom Data Review.

4.3. Isolamento e identificacdo do composto majoritario presente no 6leo essencial

O OEAE foi fracionadeem coluna comatrografica de gel de silica flash eluida
com n-hexano,n-hexano:cloroférmio (9: 1, 8: 2, 7: 3, 1: 1) e cloroférmio obtendo 45
fracdes de 5 mL cada. Ap6s comparacdo em cromatografia em camada fina (TLC), as
fracbes com os padrbes similares foram agrupados em 18 sub-fracdes. A fracédo- 6
eluida com de-hexano: cloroférmio (7: 3) forneceu o composto viridiflorol (Figura 6).
O composto isolado foi identificado com anélise dos seus dados de RMN. As medicdes
de RMN foram realizadas num espectrometro Varian Mercury Plus BB operando a 300
MHz para’H e 75,5 MHz para®C usando CDGlcomo solvente e tetramethylsilane

(TMS) como padréo interno.

Figura. 1. Estrutura quimica do viridiflorol isolado das folhas.delulis.
Viridiflorol: *H NMR (CDCk, 300 MHz):84 1.14 (3H, s), 1.02 (3H, s), 1.00
(3H, s), 0.91 (3H, d, J = 6.0 Hz), 0.58 (1H, td, J =10.2, 6.5 Hz), 0.10 (1H, t, J = 8.7 Hz).

13C NMR (75.5 MHz, CDGJ): 5¢ 74.51 (C), 58.4 (CH), 41.44 (CH), 39.20 (CH), 37.45



(CHy), 32.92 (CH), 30.26 (CH), 29.04 (CH), 28.34 (CH), 26.42 (CH, 22.13 (CH),

18.92 (CH), 18.02 (C), 16.61 (C¥), 16.01 (CH).

4.4. Atividade Sequestradora de Radical Livre

4.4.1. DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

A atividade antiradical livre foi verificada a partir do clareamento da solugéo de
metanol de cor roxa com DPPH (Figura 7a) (Cét@l., 2003). Véarias concentracdes
OEAE e viridiflorol foram adicionados a 2 mL de solu¢cdo de metanol-DPPH
previamente preparado (0,004%). Apdés 30 min, foi medida a absorbancia a 517 nm. O
branco contém todos os reagentes, exceto as amostras de teste. Os ensaios foram
realizados em triplicata. O hidroxitolueno butilado (BHT) (Figura 7b) foi utilizado
como controle positivo. O Kg (a concentracdo necessaria para inibicdo de 50% de
DPPH) foi calculado utilizando o grafico de %l (percentagem de inibicdo). A
percentagem de inibicdo de DPPH (%l) foi calculada usando a seguinte equacéo: % | =
(AO - A/A0) x 100, onde AO € a absorbancia de DPPH (controle), e A é a absorbancia

da amostra com DPPH apés os 30 min.

4.4.2. ABTS (2,2’-azino-bis-3-etilbenzenotiazolina-6-sulfénicp

O radical pré-formado monocation de ABTS gerado por oxidacdo de ABTS
com persulfato de potassio e € reduzida na presenca de doadores de hidrogénio
(SHANDI et al., 2001). ABTS (Figura 7c) (7.0 mM) e de persulfato de potassio (140
mM) foram misturados e mantidos no escuro durante 16h a temperatura ambiente. 3 mL
da solucdo de ABTS foi adicionada a 30 mL de diferentes concentracdes do OEAE e
do viridiflorol (5-250 ug/mL). Depois de 30 min a absorbancia foi lida em 734 nm
usando espectrofotbmetro de luz (biospectro, espectrofotbmetro SP-220).

A atividade foi calculada usando a seguinte equacao: ABTS (%) = A/A0)
x 100; A0 é a absorbancia da solucdo do branco (metanol) e A é absorbancia das

amostras. BHT e acido ascorbico (Figura 7d) foram utilizados como controle positivo.
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Figura 7: Formula estrutural do DPPH (a), BHT (b), ABTS (c) e acido ascddjiadilizado no teste

antioxidante.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise por CG-EM foram identificados 41 compostos, representando
99,10% do Oleo essencial, com predominancia de sesquiterpenos, revelando viridiflorol
como constituinte principal (30.88%) (Tabela 1). Os outros compostos,conufeno,
cariofileno, B-selineno, bicyclogermacrené;cadineng p-atlantol, a-cadinol e ledol
estavam presentes em concentracoes entre 7,87 e 3,02%. Os constituintes restantes
estavam presentes em concentragdes inferiores a 3,0% (Tabela 1).

Tabela 3: Caracterizagdo do 6leo essencidl. @dulis por CG capilar e CG&EM.

indice de retencdo )
Tempo de Area

N° Nome indice indice ~
_ Retencédo (%)
Calculado Literatura

1 Salveno 857 858 5,379 0,99
2 Metil tiglato 862 863 5,577 1,06
3 a-Thujona 925 924 7,439 4,69
4 Canfora 1141 1141 16,012 0,95
5 P-Menta-1,5-dien-8-ol 1165 1166 17,008 0,2

6 Mirtenol 1194 1195 18,346 0,13
7 Verbenona 1207 1204 18,919 0,19
8 a-Copaeno 1374 1374 26,218 0,23
9 a-Gurjuneno 1409 1409 27,697 0,41
10 Cariofileno 1418 1418 28,08 7,87




11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

31

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

Aromadendreno
a-Humuleno
Dehidro Aromadendreno
Ar-curcumeno
B-Selineno
Epi-Cubenol
Biciclogermacreno
Epizonareno
Y-Cadineno
d-Cadineno
o-Cupreno
E-Isocroweacin
Germacreno B
Germacren D-4-ol
Spathulenol

Viridiflorol
Ledol
B-Atlantol
1-epi-Cubenol

Y-Eudesmol

Cariofila-4(12),8(13)-dien-

5a-ol
a-epi-Muurolol
a-Muurolol
a-Cadinol
Valerianol
Allohimachalol
Lyral
Bulnesol
Apiol
Ishwarone

Acorenona B

1439
1452
1460
1480
1488
1493
1499
1501
1513
1523
1542
1553
1560
1575
1578
1592
1602
1608
1628
1630

1638

1641
1645
1653
1657
1661
1666
1671
1678
1680
1697

1439
1452
1460
1480
1489
1493
1500
1501
1513
1522
1542
1553
1559
1574
1577
1592
1602
1608
1627
1630

1639

1640
1644
1652
1656
1661
1665
1670
1677
1680
1697

29,087
29,473
29,771
30,598
30,913
31,146
31,294
31,382
31,933
32,307
33,052
33,445
33,839
34,381
34,483
34,915
35,506
5,657

36,342
36,421

36,749

36,858
37,018
37,329
37,446
37,591
37,81

37,931
38,201
38,301
38,965

2,16
1,49
0,42
0,55
3,27
0,34
3,02
0,8
1,21
5,79
1,1
1,95
1,07
2,29
1,73
30,88
6,88
3,35
0,26
0,43

0,21

2,75
0,53
4,71
0,2

0,38
0,08
1,19
1,17
0,44
1,73




A composicao do oleo essencial Aeedulis e presenca do viridiflorol como o
principal componente foi descrita pela primeira vez. O viridiflorol, um &alcool
sesquiterpénico, derivado de alloaromadendrene (a mesma configuracdo no C-1), foi
isolado por bioensaio guiado pelo fracionamento do 6leo essencial e elucidado usando
dados espectrais de uni e bidimensionais de RMN e comparacdo de seus dados com
literatura (GIJSEN et al., 1992; BOMBARDA et al., 2001). A identificacéo foi dificil
porque sua estereoquimica ser muito semelhante do isémero ledol, na C-10. O
experimento de NOE demonstrou interacao entre o metil (C-14) com H-1.

O OEAE e o viridiflorol foram avaliados a sua possivel atividade sequestrado
de radical livre utilizando ensaios de DPPH e ABTS. Estes ensaios sdo métodos
colorimétricos que sdo amplamente utilizados paraaliacdo da atividade antioxidante
total de solucdes de mistura e substancias puras (RICE-EVANS; MILLER, 1995;
MILLER, 1996). O dleo essencial e o viridiforol apresentaram efeito de sequestro de
radical em ambos os ensaios quando comparado aos antioxidantes BHT e &acido
ascoérbico (Tabela 4). Quando comparamos os resultados do 6leo essencial com o
composto isolado, nota-se que o efeito da lipofilizacdo afeta positivamente a atividade
antiradicalar, provavelmente devido ao incremento da sua solubilidade em meio

organicos.

Tabela 4: Ensaios do 6leo essencial Aeedullis (OEAE) e viridiflorol resultados de DPPH expressos

emlCsy e porcentagem de atividade do ABTS.

Amostra DPPH ABTS
IC 50 pg/mL (95 % Limite de Confianca) (%)

OEAE 82.9 (68.2-105.6) 44.33 + 4.55

Viridiflorol 74.7 (63.2-81.4) 5755 +6.12

BHT 16.7 (14.1-18.8) 97.6 + 3.22

Acido

_ 21.66 (19.2223.23) 81.2 +4.46

Ascoérbico

Os valores foram expressos como a média + 5B B); IC50 = concentracdo que
resulta em 50% de inibicdo de DPPH, derivado a partir do grafico de 1% (percentagem
de inibicdo) em relacdo a concentracdo em g/mL; (%) = ABTS atividade sequestradora

de radicais livres.

6. CONCLUSAO



Em concluséo, nosso estudo demonstrou pela primeira vez a composicao quimica e
0 potencial antioxidante do 6leo essencial das folhas ddulis coletadas no cerrado
na regido de Dourados-MS. O efeito de sequestro de radical livre pode ser atribuido a

presenca do principal composto, viridiflorol.
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