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RESUMO

Pseudobrickellia brasiliensis (Spreng.) R.M. King & H. Rob (Asteraceae) ¢ uma
espécie de Asteraceae conhecida popularmente como arnica-do-mato, arnica-do-campo
ou simplesmente arnica. E utilizada na medicina popular contra machucados e dores no
corpo, porem a literatura carece de informacgdes cientificas, encontrando-se apenas um
artigo sobre estudo fitoquimico. Com o objetivo de contribuir para o estudo de P.
brasiliensis, esse trabalho relata o estudo fitoquimico e ensaios bioldgicos que
investigaram a atividade antiinflamatodria e antioxidante de extratos das folhas da planta.
As folhas foram coletadas na cidade de Diamantina, no Campus JK da UFVJM. Uma
parte das folhas ainda frescas foi utilizada para extracao de dleo essencial, e outra parte
do material vegetal foi seco e submetido a extracdo com solventes de diferentes
polaridades — hexano, acetato de etila, etanol e d4gua — obtendo-se quatro extratos. Os
constituintes do o6leo essencial foram identificados por CG-EM, encontrando-se 25
terpenos, sendo os majoritdrios os monoterpenos a-tujeno (17,21%) e a-pineno
(32,61%). Os extratos foram submetidos a técnicas cromatograficas classicas e suas
fragdes foram analisadas por CG-EM, IV, RMN de 'H e C, identificando-se o
diterpeno acido caurendico; os triterpenos B-amirina, acetato de B-amirina, a-amirina,
acetato de o-amirina, lupeol, acetato de lupeol, pseudotaraxasterol, taraxasterol; e
possivelmente uma lactona sesquiterpénica. Em ensaios de triagem fitoquimica
realizados com os extratos, foram detectadas as classes de metabdlitos secundarios:
cumarinas, flavonoides, taninos condensaveis, antocianinas, antraquinonas, saponinas,
compostos redutores e triterpenos/esterdides. A espécie apresentou um potencial
antiinflamatério, uma vez que os extratos aquoso e etandlico modularam a producao da
citocina IFN-y, envolvida diretamente na inicializagdo e amplificacdo da resposta
inflamatoria. Os extratos apresentaram baixo potencial antioxidante, nas concentragdes
avaliadas e nos ensaios de atividade de retirada de radical, e de poder de redu¢ao do ion
metalico Fe’”, apesar dos extratos aquoso e etandlico possuirem compostos fenolicos.
Sendo assim, o presente trabalho foi uma contribui¢do para o estudo fitoquimico e de

atividades biolodgicas desta planta.

Palavras-chave: Pseudobrickellia brasiliensis, fitoquimica, atividade antiinflamatoria,

atividade antioxidante.
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ABSTRACT

Pseudobrickellia brasiliensis (Spreng.) R.M. King & H. Rob (Asteraceae) is a
species of Asteraceae popularly known as arnica-do-mato, arnica-do-campo or arnica
simply. It is used in folk medicine against wounds and body aches, but there lack of
scientific literature and found only one article on phytochemical study. Aiming to
contribute to the study of P. brasiliensis, this work reports the phytochemical and
biological tests that investigated the anti-inflammatory and antioxidant activity of
extracts of the leaves. The leaves were collected in the city of Diamantina, in the
Campus JK of UFVJM. Part of the leaves still fresh, were used for extraction of
essential oil, and another part of the plant material was dried and subjected to extraction
with solvents of different polarities - hexane, ethyl acetate, ethanol and water - resulting
in four extracts. The constituents of the essential oil were identified by GC-MS and was
found 25 terpenes, of which the major was the monoterpenes a-thujene (17.21%) and o-
pinene (32.61%). The extracts were subjected to classical chromatographic techniques
and their fractions were analyzed by GC-MS, IR, 'H and ">C NMR, identifying the
diterpene kaurenoic acid, triterpenes B-amyrin acetate, f-amyrin, a-amyrin, o-amyrin
acetate, lupeol acetate, lupeol, pseudotaraxasterol, taraxasterol, and possibly a
sesquiterpene lactone. In tests conducted with phytochemical extracts were detected
classes of secondary metabolites, coumarins, flavonoids, condensed tannins,
anthocyanins, anthraquinones, saponins, reducing compounds and triterpenes/steroids.
The species had an anti-inflammatory potential, because the aqueous and ethanol
extracts modulate the production of the cytokine IFN-y, directly involved in the startup
and amplification of the inflammatory response. The extracts showed lower antioxidant
potential, and concentrations evaluated in the trials of withdrawal of radical activity, and
power reduction of Fe*" metal ion, despite the aqueous and ethanol extracts possess
phenolic compounds. Thus, the present work was a contribution to the study

phytochemical and biological activities of this plant.

Keywords: Pseudobrickellia brasiliensis, phytochemistry, anti-inflammatory activity,

antioxidant activity.

viii



1. Introducdo



1. INTRODUCAO

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do mundo, estimada em cerca
de 20% do numero total de espécies do planeta (CALIXTO, 2003). Com a grandeza de
seu litoral, de sua flora e, sendo o detentor da maior floresta equatorial e tropical imida
e de outros biomas tinicos no planeta, nao pode abdicar de sua vocacgdo para o estudo de
produtos naturais (PINTO et al., 2002).

Esse imenso patrimdnio genético tem valor econdmico-estratégico inestimavel
no campo do desenvolvimento de novos medicamentos. Estima-se que 25% dos
medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos a partir de plantas
(CALIXTO, 2003). Além disso, muitas plantas sdo utilizadas por diversas populagdes
com fins terapéuticos.

Segundo a RDC n° 10 de 9 de marco de 2010 (BRASIL, 2010) plantas
medicinais sdo espécies vegetais, cultivadas ou ndo, utilizadas com propositos
terapéuticos. Podem ser usadas como chas, extratos brutos ou suas fragdes padronizadas
em preparagdes farmacéuticas, como tinturas, extratos fluidos, em pd, comprimidos e
capsulas; seus compostos isolados podem ser usados diretamente na composi¢do de
medicamentos ou como precursores em processos de sintese ou semi-sintese de
farmacos (RATES, 2001).

A utiliza¢ao de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevengao
de doengas, ¢ uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade
(VEIGA Jr. et al.,2005). As observagdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas
medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacao das virtudes terapéuticas
dos vegetais, tornando validas informagdes que foram sendo acumuladas durante
séculos (MACIEL et al., 2002).

Esta comprovado hoje, que grande parte da populagdo mundial, principalmente
aquelas de paises em desenvolvimento usa como remédios as preparagdes oriundas de
plantas (MONTANARI & BOLZANI, 2001). Isso ocorre porque o conhecimento sobre
essas plantas representa muitas vezes o Unico recurso terapéutico de muitas
comunidades e grupos étnicos (MACIEL et al., 2002).

As pesquisas com plantas medicinais envolvem varias etapas de investigagdo: 1-
a medicina tradicional; 2- isolamento, purificagdo e caracterizacdo de principios ativos;
3- investigagdo farmacoldgica e toxicoldgica de extratos e dos constituintes quimicos

isolados; 4- transformacgdes quimicas de principios ativos; 5- estudo da relagdo
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estrutura/atividade ¢ dos mecanismos de acdo dos principios ativos (MACIEL et al.,
2002).

Essas pesquisas tém diversos objetivos, sendo os mais comuns, aqueles voltados
para o descobrimento de estruturas quimicas com as quais se possam desenvolver novos
produtos terapéuticos. No entanto, segundo Kong et al. (2011), na atualidade a
descoberta de moléculas novas e interessantes do ponto de vista estrutural e de atividade
biologica esta se tornando dificil mesmo com grandes avancos nas técnicas de
purificacdao e analise estrutural. Assim, atualmente, o foco de uma parte das pesquisas
na area de produtos naturais ¢ o estudo das plantas medicinais (seus principios ativos,
marcadores quimicos, a comprovagdo de sua atividade farmacologica, a verificagdo de
sua toxicidade, e a realizagdo de ensaios biologicos diversos) para fornecer subsidios
para o desenvolvimento de fitoterapicos ou para validagdo de seu uso popular ou ainda
conhecer potenciais atividades biologicas de seus extratos.

Dentre os biomas brasileiros, o Cerrado se destaca como um dos mais ricos €
ameacados ecossistemas mundiais, sendo considerado um dos ‘hotspots’ para a
conservacgao da biodiversidade, devido a 54,9% de sua area ter sido devastada até o ano
de 2002 (MYERS et al., 2000; MACHADO et al., 2004; KLINK & MACHADO,
2005). Possuindo uma flora estimada em aproximadamente 7 mil espécies, € o segundo
bioma brasileiro de maior diversidade vegetal (MENDONCA et al., 1998). Ocupava
originalmente uma 4rea de aproximadamente 1,8 milhdo de km? cerca de 21% do
territorio nacional, cortando diagonalmente o pais no sentido nordeste-sudoeste
(AGUIAR & CAMARGO, 2004).

No bioma ocorrem diferentes formagdes vegetais, florestais, savanicas, lenhosas
e campestres, com varias fitofisionomias denominadas de cerrado, cerradao, mata de
galeria, campo, vereda, entre outros (AGUIAR & CAMARGO, 2004).

O uso de plantas do Cerrado na medicina popular brasileira ¢ muito difundido,
sendo utilizadas aproximadamente 270 espécies com diversos fins terapéuticos
(VIEIRA & MARTINS, 2000). Muitas plantas medicinais e alimenticias sdo usadas e
comercializadas, gerando alimentos alternativos e renda adicional para as comunidades.
Arnica, casca-de-barbatimao, velame, frutos de sucupira, mangaba, pequi, sempre-
vivas, folhas e palmitos de palmeiras estdo entre as principais coletadas (AGUIAR &
CAMARGO, 2004).

Umas das familias com maior relevancia no cerrado ¢ a Asteraceae. A familia ¢

uma das mais importantes como fonte de espécies vegetais de valor medicinal dentro da
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ordem Asterales. Inclui espécies arbustivas, arboreas, trepadeiras e ervas, sendo que a
maioria sdo espécies de pequeno porte (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002).

Asteraceae ¢ a familia que contém o maior nimero de espécies de plantas do
planeta, 24.000-30.000, distribuidas em 1.600-1.700 géneros que ocorrem em todos os
continentes exceto na Antartida, o que equivale a 10% do total de plantas existentes no
mundo (FUNK et al., 2005).

Dentre as espécies da familia Asteraceae que sdo endémicas do cerrado,
podemos destacar a Pseudobrickellia brasiliensis (Spreng.) R.M. King & H. Rob. Essa
planta medicinal ndo apresenta nenhum estudo de suas atividades bioldgicas, havendo
somente um estudo da composi¢ao quimica de seu extrato apolar realizado em 1984 por
Bohlmann e colaboradores.

Apesar do aumento de estudos na area de produtos naturais nas ultimas décadas,
apenas um pequeno percentual de plantas conhecidas foram estudadas quanto ao seu
potencial medicinal e/ou sua composi¢do quimica. Assim, as plantas endémicas ainda
sdo pouco conhecidas e se constituem num fascinante assunto de pesquisa académica e
de desenvolvimento de novos farmacos ou fitoterapicos (SOEJARTO, 1996; PINTO et
al., 2002).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho objetivou o estudo fitoquimico e a realizagdo de ensaios
biologicos de extratos de folhas de Pseudobrickellia brasiliensis (Spreng.) R.M. King &
H. Rob. (Asteraceae).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Coleta de folhas de P. brasiliensis e preparo de extratos brutos de diferentes
polaridades;

» Extracdo, identificacdo e quantificagdo dos componentes quimicos do oOleo
essencial das folhas de P. brasiliensis por CG-EM;

* Determinagdo qualitativa dos principais grupos de metabdlitos secundarios nos
extratos da planta, através de ensaios cromogénicos, de precipitagao e CCD;

* Fracionamento e isolamento de metabdlitos secundarios de extratos de P.
brasiliensis;

» Identificacdo dos compostos quimicos isolados através de técnicas
espectrométricas e hifenadas (CG-EM, IV, RMN 'H e RMN "*C);

= Avaliagdo do potencial antiinflamatorio de extratos de P. brasiliensis;

= Avaliagdo do potencial antioxidante de extratos de P. brasiliensis.
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3.REVISAO DE LITERATURA

3.1. Pseudobrickellia brasiliensis

O género Pseudobrickellia ¢ composto por trés espécies endémicas, de
ocorréncia apenas no Brasil: P. angustissima (Spreng. ex Baker) R.M. King & H. Rob.,
P. brasiliensis (Spreng.) R.M. King & H. Rob., e P. irwinii R.M. King & H. Rob.
(FORZZA et al., 2010).

A espécie Pseudobrickellia brasiliensis (Spreng.) R.M. King & H. Rob. ¢ uma
planta pertencente a tribo Eupatorieae, derivada da familia Asteraceae, que ¢ encontrada
nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Goias, Mato Grosso, Bahia e Pernambuco, em
regides de cerrado, campo rupestre, € campo sujo (RIBEIRO et al., 2001; ALMEIDA et
al., 2004; BRASIL, 2004; MUNHOZ, 2007; VIANA, 2007; HATTORI &
NAKAIJIMA, 2008; KAMINO et al., 2008; REIS, 2008).

Conhecida popularmente como arnica-do-mato, arnica-do-campo, ou
simplesmente arnica, suas folhas, o caule, ou a planta inteira macerada ou curtida no
alcool sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento de machucados e dores no
corpo (RIBEIRO et al., 2001; REIS, 2008; CARNEIRO, 2009).

Sua descrigao botanica segundo Hattori & Nakajima (2008) consiste em:

Subarbusto de 1,3 m de altura; ramos cilindricos, costados, glabros. Folhas
simples, alternas, densamente espiraladas, sésseis, limbo 9-21 x 0,5 mm,
linear; apice agudo, margens ciliadas, base obtusa; ambas as faces glabras.
Capitulos discoides, pedunculados, em corimbos; invélucro campanulado, 4—
6 mm de comprimento, 1,5-3 mm didmetro; bracteas involucrais 13, 4-
seriadas, 2-6 x 1-1,5 mm, lanceoladas, apice agudo, margens inteiras,
glabras; receptaculo plano, epaledceo, glabro. Flores 5, creme, monoclinas,
corola tubulosa, tubo 44,5 mm de comprimento, 1,2 mm didmetro,
internamente glabro, fauce infundibuliforme, lobos 1 x 0,4 mm, glabros;
anteras com apéndice apical obtuso, base obtusa; ramos do estilete
clavelados, curto-papilosos, apice arredondado, sem pilosidade abaixo do
ponto de bifurcagdo. Cipsela cilindrica, 2,5-3 mm de comprimento, 0,9 mm
de diametro, setosa, 10-costada, costas ciliadas; papilho cerdoso, 2-seriado,
série interna 5 mm, série externa 1,2 mm.

A Tabela 1 (pag. 9) indica a taxonomia da espécie.

A espécie em questdo possui somente um estudo de Bohlmann e colaboradores
(1984), em que os pesquisadores fizeram extracdo das partes aéreas de P. brasiliensis
com ¢éter etilico e éter de petroleo 1:2. Apds fracionamento e isolamento
cromatografico, os autores puderam verificar a presenga dos sesquiterpenos 4f3-
hidroxigermacra-1(10),5-dieno, espatulenol, y-cadineno, a-cadinol, oplopanona, ¢ dos
triterpenos, lupeol, isomero de lupeol, acetato de f-amirina, 11a-hidroxi-a-amirina e

provavelmente 11a-hidroxi-f-amirina (Fig. 1, pag. 10).



Tabela 1. Taxonomia de P. brasiliensis.

Taxons
Classe Equisetopsida
Subclasse Magnoliidae
Superordem Asteranae
Ordem Asterales
Familia Asteraceae
Tribo Eupatorieae
Subtribo Alomiinae
Género Pseudobrickellia
Espécie P. brasiliensis

Fontes: KING & ROBINSON, 1972; BOHLMANN et al., 1984;
www.tropicos.org/Name/2716144

3.2. METABOLISMO VEGETAL E PESQUISA FITOQUIMICA

O conjunto de reagdes quimicas que ocorrem em um organismo ¢ chamado de
metabolismo. Além do metabolismo primério, responsavel pela producao de celulose,
lignina, proteinas, lipidios, agucares e outras substancias que realizam suas principais
fungdes vitais, as plantas também apresentam o chamado metabolismo secundario, do
qual resultam substancias de baixo peso molecular, as vezes produzidas em pequenas
quantidades (ALVES, 2001).

Os metabolitos secundarios ¢ que sdo, em sua maioria, responsaveis pelos efeitos
medicinais, ou toxicos das plantas, além de apresentarem grande importancia ecologica,
pois atraem potenciais agentes polinizadores ou dispersores de sementes, e estdo
relacionados com a defesa quimica do vegetal contra estresse ambiental, atuando em sua
sobrevivéncia e preservagdo (BALADRIN et al., 1985; DI STASI, 1996; SIMOES et
al., 2007).

Eles tem uma distribui¢do restrita no reino vegetal, ou seja, nem todos os
metabolitos secundéarios sdo encontrados em todos os grupos de plantas. Sdo
sintetizados de forma n3o generalizada, tendo muitas vezes a sua produ¢do restrita a
uma determinada familia, um género ou mesmo uma espécie (GARCIA & CARRIL,
2009).

O acumulo e a composi¢do dos metabolitos secundarios em plantas podem ser

influenciados por diversos fatores, os principais sdo: sazonalidade, ritmo circadiano,
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Figura 1. Terpenos identificados por Bohlmann et al. (1984) em extrato apolar de

partes aéreas de P. brasiliensis
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altitude, temperatura, indice pluviométrico, radiacio UV, composi¢do atmosférica,
agua, nutrientes, herbivoria e ataque de patdogenos (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).
Além disso, a genética e o desenvolvimento individual também influenciam no
metabolismo secundario (BUTER, 1998; SUDATTI, 2004).

O uso das plantas para fins medicinais tem despertado um grande interesse pelo
conhecimento da composi¢do quimica dos vegetais. Para o estudo da composi¢iao
quimica de um determinado vegetal, sdo coletados 6rgaos (folhas, flores, frutos, caule
e/ou raizes), dos quais sdo obtidas drogas derivadas, tais como, extratos, tinturas, 6leo
essencial, mucilagem (CSEKE et al., 2006; SIMOES et al., 2007).

A pesquisa fitoquimica tem por objetivos conhecer os constituintes quimicos das
espécies vegetais ou avaliar sua presenca nos mesmos. Quando ndo se dispde de estudos
quimicos sobre a espécie de interesse, a triagem fitoquimica pode identificar a presenca
de grupos de metabolitos secundarios relevantes (SIMOES et al., 2007).

A triagem fitoquimica normalmente ¢ realizada através de ensaios qualitativos
(reagdes cromogénicas e de precipitagcdo, e analise por CCD) que indicam a possivel
presenca ou auséncia de grupos de metabolitos secundarios (COSTA, 2002; SIMOES et
al., 2007). Os principais metabolitos secundarios de plantas pesquisadas nos ensaios de
triagem sdo cumarinas, flavondides, taninos, antocianinas, derivados de
antracenosideos, alcaldides, saponinas, triterpenos e esterdides (Fig. 2, pag. 12).

A identificacdo estrutural dessas substancias em um extrato de planta ¢ feita,
geralmente, a partir de procedimentos exaustivos de isolamento, purificacao e analises

através de métodos cromatograficos e espectrométricos (PATITUCCI et al., 1995).

3.3. OLEO ESSENCIAL

Os o6leos essenciais sao misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, e
geralmente odoriferas e liquidas. Geralmente possuem um sabor acre e picante;
normalmente sdo incolores ou levemente amarelados; apresentam densidade geralmente
menor do que a agua; sdo pouco estaveis, principalmente na presenga de ar, luz, calor,
umidade e metais; a maioria possui indice de refragdo e sdo opticamente ativos
(SIMOES et al., 2007).

Quimicamente, a maioria dos O6leos volateis ¢ constituida de derivados
fenilpropanoides ou de terpendides, sendo que esses ultimos preponderam (SANGWAN
et al, 2001; SIMOES et al, 2007). O perfil terpénico apresenta normalmente

substancias constituidas de moléculas de dez e de quinze carbonos (monoterpenos e
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sesquiterpenos), mas, dependendo do método de extracdo e da composicao da planta,
terpenos menos volateis podem aparecer na composi¢ao do 6leo essencial (assim como
podem se perder os elementos mais leves) (SIANI ez al., 2000).

Geralmente sdo encontrados em folhas e flores, mas também podem estar em
outros orgdos vegetais. Sao utilizados em industrias farmacéuticas, de cosméticos,
perfumaria, de domissaneantes e alimenticias (SANGWAN et al., 2001).

Um método muito comum de analise da composicao quimica do 6leo essencial &
a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). Em geral, para
a identifica¢do dos componentes quimicos, analisa-se o espectro de massas e o Indice de
Retencdo Relativo (IRR) de cada componente da amostra (ADAMS, 1995;
BABUSHOK & ZENKEVICH, 2009).

O IRR pode ser determinado através de CG, co-injetando a amostra do oleo
essencial com uma série homologa de hidrocarbonetos lineares e alifaticos. Apos a
obtencdo do cromatograma com os tempos de reten¢do dos componentes do 6leo e dos
hidrocarbonetos, sdo aplicados calculos para obtencao de IRR de cada componente do
oleo (VAN DEN DOLL & KRATZ, 1963). Cada IRR calculado ¢ comparado com o
IRR na literatura para um determinado componente do 6leo essencial (ADAMS, 1995;

BABUSHOK & ZENKEVICH, 2009).

3.4. ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA

As respostas imunes sdo estimuladas quando o organismo estd ameagado. A
ativacdo do sistema imune frente a colonizacdo por agentes infecciosos propaga o
disturbio na balanca fisioldgica do hospedeiro o qual dispde de mecanismos reguladores
para o retorno a homeostase, no entanto, em algumas situacdes esse poderd estar
prejudicado (HOLLAND & VIZI, 2002).

Os imunomoduladores sdo agentes capazes de modificar a resposta imune,
podendo o efeito ser estimulatério ou inibitério (DUTTA, 2002). Os imunoestimulantes
estimulam os mecanismos que envolvem tanto a imunidade inata quanto a imunidade
adquirida, através da ativagdo de células e mediadores, enquanto os imunossupressores
agem seletivamente sobre os mecanismos envolvidos na imunidade adquirida
deprimindo-os (STITES & TERR, 1995).

Com a descoberta dos imunomoduladores tornou-se possivel a manipulagdo do
sistema imune na tentativa de reduzir os efeitos associados a quimioterapia, a rejei¢ao

de enxertos, a doengas alérgicas, e a doengas cancerigenas (DUTTA, 2002) .
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Dentre os imunomoduladores, destacam-se os produtos de origem vegetal e
microbiana, as drogas sintéticas, além das proteinas derivadas da ativagdo do proprio
sistema imune (MASIHI, 2000).

Dentre os mediadores endogenos, liberados, primeiramente, pelas células
residentes e, posteriormente, pelas células recrutadas para o foco infeccioso, as citocinas
desempenham um papel primordial na resposta do hospedeiro (BENJAMIM, 2001).

Citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular produzidas por diferentes tipos
celulares do sistema imune. A producao de citocinas ¢ desencadeada quando as células
sao ativadas por diferentes estimulos, como agentes infecciosos, tumores ou estresse. As
citocinas atuam na comunicacdo entre as células, promovendo a indugdo ou regulagdo
da resposta imune (BILATE, 2007).

As citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IFN-y sdo respectivamente importantes
na resposta inflamatdéria aguda a bactérias gram-negativas € outros microorganismos
infecciosos e responsavel por muitas complicagdes sistémicas de infec¢des graves; € na
ativacdo de macrofagos e exercicio de fungdes criticas na imunidade natural e na
imunidade adquirida mediada por células contra microorganismos intracelulares
(ABBAS et. al., 2008).

A citocina antiinflamatoria IL-10 ¢ um inibidor de macrofagos e células
dendriticas ativados e esta, portanto, envolvida no controle das reacdes da imunidade
natural e da imunidade mediada por células (ABBAS et. al., 2008).

Inflamagao ¢ um mecanismo de defesa do organismo caracterizado por uma
série de alteragdes bioquimicas, fisiologicas e imunoldgicas para responder a estimulos
agressivos. A reacdo inflamatdria produz calor, rubor, tumor, dor e perda de funcao do
tecido lesionado. Apesar de ser um mecanismo de defesa, o complexo de eventos e os
mediadores envolvidos no processo inflamatério, podem manter ou agravar muitas
doengas. Por isso, em alguns casos, ha a necessidade de utilizagdo de antiinflamatdrios
(FALCAO et al., 2005).

A citometria de fluxo vem sendo uma ferramenta importante no estudo dos
eventos celulares envolvidos na resposta imunoldgica e inclui métodos para a avaliagao
de efeitos sobre a populacdo analisada, como, por exemplo, ativagdo e proliferacao
celulares, para a identificacdo de eventuais modificagdes que ocorrem dentro e fora das
células e na andlise das substancias produzidas e secretadas pelas células em estudo

(SHAPIRO, 1985).
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3.5. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A oxidagdo ¢ parte fundamental da vida aerdbica e do nosso metabolismo e,
assim, os radicais sdo produzidos naturalmente. No organismo, encontram-se
envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizagdo intercelular e sintese de substancias bioldgicas importantes (BARREIROS ef
al., 2006).

No entanto, em excesso, os radicais e outros oxidantes, tais como espécies
reativas de oxigénio, espécies reativas de nitrogénio, radicais derivados de tidis,
espécies reativas de cloro, espécies reativas de carbono e complexos de metais de
transicao, principalmente Fe, Cu, Mn e Cr, causam danos ao DNA ou podem oxidar
lipidios e proteinas. Estdo envolvidos no processo de envelhecimento e nas doengas
degenerativas associadas ao envelhecimento, como cancer, doencas cardiovasculares,
catarata, declinio do sistema imune e disfungdes cerebrais (SOUSA et al, 2007;
OLIVEIRA et al., 2009).

O excesso de radicais no organismo ¢ combatido por antioxidantes enddgenos,
destacando-se as superoxido dismutases, consideradas como a linha de frente de defesa
antioxidante, a catalase e as glutationas peroxidases; ou absorvidos da dieta, como as
vitaminas C, E e A, carotenoides, flavonoides, outros polifendis, furanodides e tidis e
produtos sintéticos (ex.: N-acetilcisteina) (BARREIROS et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2009).

Antioxidantes sdo as substancias que presentes em concentragdes baixas,
comparadas ao substrato oxidavel, retardam significativamente ou inibem a oxidagdo do
substrato. Os radicais formados a partir de antioxidantes ndo sdo reativos, sendo
neutralizados por reagdo com outro radical, formando produtos estaveis ou podem ser
reciclados por outro antioxidante (SOUSA et al., 2007).

Os compostos fendlicos de origem vegetal sdo considerados agentes
antioxidantes e se enquadram em diversos grupos de metabdlitos secundarios, como
fenodis simples, acidos fenolicos (derivados de acidos benzoico e cindmico), cumarinas,
flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas
(SOUSA et al., 2007).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um
papel importante na neutralizacdo ou seqiiestro de espécies radicalares e quelacao de

metais de transi¢ao, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do processo
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oxidativo. Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos sao
relativamente estaveis, o elétron desemparelhado entra em ressondncia com a nuvem
eletronica do anel aromatico (SOUSA et al., 2007).

A quantificacdo de compostos fenolicos em extratos vegetais € realizada por
meio de uma variedade de métodos; todavia, o que utiliza o reagente de Folin-
Ciocalteau ¢ o mais extensivamente empregado (ABDILLE et al., 2005).

O reagente de Folin-Ciocalteau consiste de uma mistura dos 4cidos
fosfomolibidico e fosfotunguistico, na qual o molibdénio e o tungsténio se encontram
no estado de oxidacdo 6 (cor amarela no complexo Na;Mo004.2H,0); porém, em
presenga de certos agentes redutores, como os compostos fendlicos, formam-se os
chamados complexos molibdénio-tungsténio azuis [(PMoW;,04)*], nos quais a média
do estado de oxidagdo dos metais esta entre 5 e 6 e cuja coloracdo permite a
determinagdo da concentracdo das substancias redutoras (SINGLETON et al., 1999;
HUANG et al., 2005).

A Figura 3 mostra a desprotonagdo do acido galico (composto fendlico de
origem vegetal) em meio basico, gerando os anions fenolatos. A partir dai, ocorre uma
reacdo de oxirreducao entre o anion fenolato e o reagente de Folin-Ciocalteau, na qual,
segundo Singleton e colaboradores (1999) o molibdénio, componente do reagente, sofre
reducdo e o meio reacional muda de coloragdo amarela para azul (absor¢cdo no

comprimento de onde de 765 nm).
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Figura 3. Reacdo do 4cido géalico com molibdénio, componente do reagente Folin-

Ciocalteu
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Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante in
vitro, de forma a permitir uma rdpida selecdo de substincias e/ou misturas
potencialmente interessantes. Dentre estes métodos destaca-se o0 método de seqiiestro de
espécies radicalares (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

O radical DPPH ¢ um cromoforo muito estavel, com um pico de absor¢do no
comprimento de onda de 517 nm, em meio alcodlico, apresentando solucdo de
coloragao violeta intensa (BLOIS; 1958; ARNAO et al., 2000).

O método consiste em avaliar a atividade seqiiestradora do radical 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila (DPPH"), de coloragdo violeta. Por acdo de um antioxidante ou uma
espécie radicalar (R"), o DPPH’ é reduzido formando 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-
H), de coloracdo amarela (Figura 4), com conseqiiente decréscimo da absorbancia em

517 nm (OLIVEIRA et al., 2009).

e SO

+ R-H ¥ R
OgM NOy OsN N0
NOa WO
DPPH" DPPH-H
Violeta Amarelo

Figura 4. Reagdo de redu¢ao do DPPH

Os métodos baseados na reducio do Fe™, que determinam o poder redutor sdo
também utilizados para avaliacdo do potencial antioxidante. Tais métodos avaliam a
capacidade de compostos fendlicos reduzirem o Fe™, com conseqiiente formagdo de um
complexo colorido com Fe"? (ROGINSKY & LISSI, 2005).

Substancias fenolicas reagem com o ion ferricianeto [Fe(CN)s]* e sdo oxidadas,
enquanto [Fe(CN)s]> ¢ reduzido ao ion ferrocianeto [Fe(CN)¢]*. O fon [Fe(CN)s]*
entdo reage com o fon férrico (Fe’") para formar ferrocianeto férrico ou hexacianeto de
ferro III (Fe4[Fe(CN)g]3), conhecido como Azul da Prussia (Fig. 5, pag. 18). Deste
modo, a formacao da coloragdo azul medida a 700 nm pode ser usada para monitorar a

concentracio de Fe*” (GRAHAM, 1992).
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[Fe(CN)6]3 "+ Compostos Redutores = [Fe(CN)6]4'

Ferricianeto Ferrocianeto

3 [Fe(CN)s]* + 4 Fe' > Fey[Fe(CN)gl3
Ferrocianeto Ferrocianeto férrico
Azul da Prussia

Figura 5. Reacdo de formagdo do Azul da Prussia através de compostos redutores
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS, EQUIPAMENTOS E TECNICAS UTILIZADAS
4.1.1. Solventes

Foram utilizados solventes organicos de grau comercial para o preparo dos
extratos, particdo, fracionamento por CCC, andlise por CCD, limpeza e unidao das
fragdes. Os solventes PA eram das marcas Dindmica®, Impex®, Isofar®, Proquimios®

e Vetec®. A 4gua foi destilada em Destilador Quimis®.

4.1.2. Concentracio de solventes
Os solventes contidos nos extratos, fases e fracdes foram concentrados em
evaporador rotativo Fisatom® 802 a 40-50°C sob pressdo reduzida, e/ou secagem por

exposi¢ao a temperatura ambiente.

4.1.3. Balanca
Para pesagem de todos os reagentes, materiais, frascos e extratos deste trabalho,

utilizou-se balanga analitica Shimadzu® AY220.

4.1.4. Liofilizador
O extrato aquoso ¢ as fases hidroalcoolicas foram liofilizados em liofilizador

Liotop® L101.

4.1.5. Cromatografia em coluna classica (CCC)

As fases estacionarias usadas nas CCC foram Silica Gel 60 0,060 — 0,200 mm
(Acros-Organics®), e Sephadex® LH-20 (GE Healthcare®). Nas colunas de silica gel, a
fase movel foi por gradiente crescente de polaridade com os solventes hexano, acetato
de etila e etanol, e misturas dos mesmos. Ja nas colunas de Sephadex®, a fase movel foi

isocratica usando metanol.

4.1.6. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para a CCD foram empregadas placas de Silica Gel 60 Whatman® 20 x 20 cm,
espessura 250 um. A fase movel foi preparada com os solventes hexano, acetato de etila
e etanol, e misturas dos mesmos de acordo com as caracteristicas de polaridade de cada

amostra analisada. Como agentes reveladores foram usadas luz UV (A = 254 ¢ 366 nm)
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(lampadas Sankyo Denk®), vanilina sulfurica seguida de aquecimento da placa a 100-

110°C e vapor de iodo.

4.1.7. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

O dleo essencial e fragdes pouco polares dos extratos foram analisados por
Cromatdgrafo Gasoso acoplado a Espectometro de Massas (CG-EM) Shimadzu® CG-
EM-QP2010 do Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais e Sintéticos da FCFRP/USP.

4.1.7.1. Coluna e condicoes de analise do dleo essencial

Espectdmetro equipado com coluna capilar DB-5-MS Agilent (30 m X 0,25 mm,
0,25 um de espessura). Empregou-se o hélio como gés de arraste a uma pressdo de
81,90 kPa, e fluxo de 1,33 mL/min. A temperatura no injetor foi de 250°C, a
temperatura do forno aumentou de 60 até 240°C a 3°C/min. O modo de ionizacao

utilizado foi ionizacdo por elétrons a 70 eV.

4.1.7.2. Coluna e condicdes de analise dos demais terpenos
As amostras contendo terpenos foram analisadas em coluna DB-5-MS Agilent®
(30 m X 0,25 mm, 0,25 um de espessura) ou DB-17-MS Agilent® (30 m X 0,25 mm,
0,25 wm de espessura), sob as seguintes condi¢des:
= DB-5-MS: utilizou-se o hélio como gés de arraste a uma pressao de 182,20 kPa,
e fluxo de 1,50 mL/min; a temperatura no injetor foi de 260°C; a temperatura inicial da
coluna era 250°C (permanecendo por 12 min), aumentando para 280°C a 6°C/min
(sendo conservado por 20 min). O modo de ioniza¢do utilizado foi ioniza¢do por
elétrons a 70 eV.
= DB-17-MS: empregou-se o hélio como gés de arraste a uma pressao de 114,10
kPa, e fluxo de 1,40 mL/min; a temperatura no injetor foi de 260°C; a temperatura
inicial da coluna era 120°C, aumentando para 260°C a 20°C/min (permanecendo por 5
min), aumentando para 280°C a 2°C/min (sendo conservado por 9 min), aumentando
para 290°C a 2°C/min (permanecendo por 20 min). O modo de ionizagdo utilizado foi
ionizagao por elétrons a 70 eV.
O 5-a-colestano (SIGMA®) foi usado como padrio interno. Os constituintes das
amostras foram identificados através de andlise dos espectros de massas e comparagdo
de seus IRR calculados com o IRR de padrdes de terpenos (isolados de extratos de

diversas plantas e identificados por RMN'H ¢ RMN"C. A quantifica¢io de cada
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constituinte da mistura foi realizada através da darea relativa dos picos dos

cromatogramas.

4.1.8. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Foi utilizado espectrometro Bruker® Avance DPX-200 para analise de algumas
amostras em solventes deuterados, com TMS como referéncia interna. Foram
registrados espectros de RMN'H (200 MHz), RMN"*C (50 MHz) ¢ DEPT-135 do
Departamento de Quimica da UFMG.

4.1.9. Infravermelho (IV)
Para anélise de uma fracao, foi utilizado o Espectrometro Shimadzu® IR-408 do
Departamento de Quimica da UFMG. Para soélidos, os espectros sao obtidos utilizando

pastilhas de KBr [1% (m/m)].

4.1.10. Ultravioleta-Visivel (UV-VIS)
Nos ensaios de atividade antioxidante dos extratos, foi utilizado

espectrofotometro UV-VIS Quimis® modelo Q798U2VS.

4.1.11. Citometria de fluxo
No teste de potencial antiinflamatério dos extratos, foi utilizado citdmetro de

fluxo FACScan® (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

4.2. COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

No dia 21 de abril de 2010, as 7 horas e 45 minutos, foram coletadas folhas de P.
brasiliensis (Fig. 6, pag. 23), na cidade de Diamantina (Fig. 7, pag. 23), estado de Minas
Gerais, em darea situada no Campus JK da Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri (UFVIM). A espécie estd localizada em area de campo rupestre,
na altitude de 1.384 m, nas coordenadas Sul 18°12,164° ¢ Oeste 43°34,398°. Uma
exsicata foi depositada no Herbario DIAM/UFVIM sob o numero 1296.
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Figura 6. Pseudobrickellia brasiliensis (A- Planta inteira; B- Folhas)

Fotos: Wilson Muanis Godinho — com permissao

Figura 7. Cidade de Diamantina no estado de Minas Gerais

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Diamantina

4.3. ESTUDO FITOQUIMICO

4.3.1. Oleo essencial

4.3.1.1. Extracao do dleo essencial

Os componentes volateis foram extraidos mediante hidrodestilacdo por 2 horas e
20 minutos de 84,4912g de folhas frescas de P. brasiliensis, utilizando aparato de
Clevenger. O 6leo foi coletado e armazenado em freezer até a andlise. O rendimento
médio do o6leo essencial foi obtido através da relagdo do volume de 6leo obtido e a

massa de material vegetal fresco utilizada.
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4.3.1.2. Caracterizac¢ao do d6leo essencial
O ¢6leo essencial foi analisado em Cromatografo a Gas acoplado a Espectometro
de Massas (CG-EM). Posteriormente, sob as mesmas condi¢des experimentais, a
amostra foi injetada novamente com uma série homologa de n-alcanos (Co — Cpa)-
Alltech® para obtencgdo de Indice de Retengdo Relativa (IRR) de cada componente do
oleo.
Para a realizagdo dos céalculos do IRR utilizou-se a equacdo abaixo de Van Den
Dool & Kratz (1963).
IRR =100.n + 100. (tx — tn)/(tn+1 — tn)
Onde:
* n = namero de dtomos de carbono do hidrocarboneto eluido imediatamente
antes do composto “x” de interesse;
= tn = tempo de retengdo do hidrocarboneto eluido imediatamente antes do
composto “x” de interesse;
= tn+l = tempo de retengdo do hidrocarboneto eluido imediatamente apds o

composto “x” de interesse;

= tx =tempo de reten¢ao do composto “x”.

A identificagdo dos compostos foi realizada por andlise e comparagdo dos
espectros de massa com os do banco de dados da espectroteca Wiley 7 e por
comparacao do IRR calculado de cada substancia com o IRR da literatura (ADAMS,
1995; BABUSHOK & ZENKEVICH, 2009).

4.3.2. Preparaciao de extratos brutos

Foram dessecadas 184g de folhas de P. brasiliensis a temperatura ambiente,
protegidas da luz solar direta, por duas semanas, até peso constante. As folhas foram
rasuradas e armazenadas em recipientes de vidro ambar. O método utilizado para a
preparagao dos extratos foi a maceragao, sendo os solventes usados sucessivamente para
a extracdo, o hexano, o acetato de etila, o etanol e a agua, respectivamente (Fig. 8, pag.
25). Cada extracao foi realizada em duplicata, e cada processo de maceragao foi feito
por trés dias. Ao término da maceracdo, os extratos hexanico, em acetato de etila e
etanolico foram filtrados e concentrados em evaporador rotativo (40-42°C, sob pressido
reduzida). Ja o extrato aquoso foi filtrado, congelado e liofilizado. Ao final foram

obtidos quatro extratos de diferentes polaridades.
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Folhas de
P. brasiliensis

Maceragao com
hexano

Extrato
hexanico Torta 1
(EHE)

Maceracao com
acetato de ctila

Extrato em
acetato de etila
(EAE)

Maceracao com
etanol

Extrato
etanolico
(EET)

Maceragao com
agua

Extrato aquoso

(EAQ)

Torta 4

Figura 8. Preparagdo de extratos brutos

4.3.3. Triagem Fitoquimica

Foram pesquisados qualitativamente os principais grupos de metabdlitos
secundarios nos extratos da planta, por andlise fitoquimica, que compreende reagdes
cromogeénicas, de precipitacao e andlise por CCD. Os testes foram realizados segundo
Costa (2002) e Matos (1997) conforme a polaridade de cada extrato.

As figuras 9 a 12 (pag. 26 a 28) indicam os testes realizados na triagem
fitoquimica de aliquotas dos extratos e o resultado esperado no caso de reagdo positiva

para cada uma determinada classe de metabolito secundario.
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Extrato hexanico

e

— Alcaloides: 3 mL de HCI 3% + Reativo de Mayer = Formagao de precipitado (+)

\

Cumarinas: 1 mL de agua fervendo. CCD - Fase estaciondria silica gel, fase
— movel hexano:acetato de etila 1:1, revelador KOH 0,5M. Observagao a 254 nm =
Manchas esverdeadas ou azul fluorescente (+)

.

—  Derivados antracénicos: 1 mL de NH,OH 25% = Coloragao vermelha (+)

Flavonoéides: 2 mL de metanol + Mg metalico + 1 mL de HCI concentrado.
Aguardar 10-20 min = Cor avermelhada (+)

Triterpenos/esterdides: 1 mL de CHCIl; + Reativo de Liebermann Burchard =
Anel verde com interface marrom (+)

Figura 9. Triagem fitoquimica do EHE

Extrato em
acetato de etila

r~

— Alcaléides: 3 mL de HCI 3% + Reativo de Mayer = Formacao de precipitado (+)

\

7

Cumarinas: 1 mL de agua fervendo. CCD - Fase estaciondria silica gel, fase
— movel hexano:acetato de etila 1:1, revelador KOH 0,5M. Observagao a 254 nm =
Manchas esverdeadas ou azul fluorescente (+)

—  Derivados antracénicos: 1 mL de NH,OH 25% = Coloragao vermelha (+)

Flavonoéides: 2 mL de metanol + Mg metalico + 1 mL de HCI concentrado.
Aguardar 10-20 min = Cor avermelhada (+)

Triterpenos/esterdides: 1 mL de CHCl, + Reativo de Liebermann Burchard =
Anel verde com interface marrom (+)

Figura 10. Triagem fitoquimica do EAE
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Extrato

etanolico

Alcaloides: 10 mL de HC1 10% + Alcalinizagao até pH 9 + Extracdo com
— ¢éter dietilico + Evaporagdo da fragdo etérea + 10 mL de HC1 10% + Reativo
de Mayer = Formacao de precipitado (+)

e

| Taninos: 2 mL de dgua destilada + 3 gotas de FeCl; 1% = Cor verde (+) para
taninos condensados; = Cor azul (+) para taninos hidrolisaveis

25 mL de etanol + 20 mL de HCI 20% + Refluxo por 30 min + 10 mL de 4gua +
Evaporacao + Extracdo com 10 mL de éter dietilico por 3 vezes + Separacao das
fases aquosa e etérea

Fase aquosa [

Antocianinas: pH 9-10 = coloracdo verde
acastanhado a azul (+)

.

Fase etérea J

hexano:acetato de etila 1:1, revelador KOH 0,5M.
Observacao a 254 nm = Manchas esverdeadas ou azul
fluorescente (+)

.

Ve

|| Derivados antracénicos: 3 mL de NH,OH 25% = Colora¢do

[ Cumarinas: CCD - Fase estacionaria silica gel, fase movel }
vermelha (+) ]

.

4 N\

Flavonéides: 2 mL de metanol 50% + Mg metélico + 1 mL
— de HCI concentrado. Aguardar 10-20 min = Cor avermelhada

)

\ J

( N\

| | Triterpenos/esterdides: Reativo de Liebermann Burchard =
Anel verde com interface marrom (+)

Figura 11. Triagem fitoquimica do EET
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Extrato aquoso

\,

[ Alcaléides: Alcalinizagdo até pH 9 + Extragdo com 30 mL de éter dietilico 3
— vezes + Evaporacdo da fracdo etérea + 1,5 mL de HCI 10% + Reativo de Mayer

= Formacao de precipitado (+)

r

Taninos: 1 mL de 4gua destilada + 3 gotas de FeCl; 1% = Cor verde (+) para
taninos condensados; Cor azul (+) para taninos hidrolisaveis

Saponinas: 10 mL de dgua + Agitacdo por 10 min = Espuma persistente por

20 min (+)

100 mL de 4gua + 20 mL de HCI concentrado + Refluxo por 30 min + Extragdo
com 30 mL de éter dietilico por 3 vezes + Separacdo das fases aquosa e etérea

%

Fase aquosa

[ Antocianinas: pH 9-10 = coloracao verde

Fase etérea

[ acastanhado a azul (+)

| | Triterpenos/esteroides: Reativo de Liebermann Burchard =

hexano:acetato de etila 1:1, revelador KOH 0,5M. Obseracao

( . . 4 . 1 r
Cumarinas: CCD - Fase estaciondria silica gel, fase movel
a 254 nm = Manchas esverdeadas ou azul fluorescente (+)

vermelha (+)

| Derivados antracénicos: 3 mL de NH,OH 25% = Coloragéo}

|

" Flavonéides: 2 mL de metanol 50% + Mg metélico + 1 mL )
de HCI concentrado. Aguardar 10-20 min = Cor avermelhada

L *)

( ™\

7

Anel verde com interface marrom (+)

Figura 12. Triagem fitoquimica do EAQ

4.3.4. Fracionamento dos extratos brutos

4.3.4.1. Particao dos extratos em acetato de etila e etandlico
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Os extratos em acetato de etila e etandlico foram suspensos separadamente em
400 mL de 4gua:etanol 1:3, filtrados e particionados com hexano e cloroférmio.
Obtendo-se assim as fases hexanica, cloroférmica e hidroalcodlica. A figura 13 ilustra o

processo realizado.

Extrato

Suspensao em
400 mL de
agua:etanol 1:3

Adigao de 300
mL de n-
hexano (3 x de
100 mL)

I

Fase

Fase hexanica . -
hidroalcoolica

Adicao de
300 mL de
Cloroférmio (3
x de 100 mL)

I

Fase
hidroalcoolica

Fase
cloroférmica

Rotaevaporagdo
e liofilizagao

Figura 13. Particao de EAE e EET

4.3.4.2. Cromatografia em Coluna Classica
O extrato hexanico, a por¢ao cloroférmica do extrato em acetato de etila e a

porcao cloroférmica do extrato etandlico foram fracionados através de CCC, utilizando
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como fase estaciondria a silica gel 60 (35-70 mesh) e fase mével n-hexano, acetato de
etila, etanol e misturas desses solventes em gradiente crescente de polaridade.

A fase hidroalcoodlica do EET e o EAQ liofilizado foram fracionados através da
CCC, usando como fase estacionaria o Sephadex LH 20 GE, e metanol como fase
movel. Essas amostras foram preparadas pesando-se aproximadamente 1,5 g, que foram
diluidas em 20 mL de metanol, filtradas e centrifugadas. Os constituintes ndo soluveis
no solvente foram descartados, de modo que somente os soluveis foram colocados na

coluna.

4.3.4.3. Cromatografia em Camada Delgada
O monitoramento das fragdes obtidas na CCC foi através de CCD tendo como
objetivos a observacao do grau de pureza das fragdes e a deteccao de fragcdes com perfis

cromatograficos semelhantes para sua posterior reuniao.

4.3.4.4. Identificacao de substancias isoladas
Os constituintes dos extratos foram identificados através de espectros obtidos a

partir de analises por CG-EM, IV, RMN 'H e RMN "°C.

4.4. ENSAIOS BIOLOGICOS

4.4.1. Atividade antiinflamatoria

Os testes foram realizados pelo Laboratério de Imunologia do Programa
Multicéntrico de Pds-Graduacao em Ciéncias Fisioldgicas da UFVIM, sendo aprovado
pelo CEP/UFVIM sob registro n° 002/09.

Neste estudo, foram utilizados trés extratos de P. brasiliensis: em acetato de etila

e etanolico dissolvidos em DMSO 1 mg/mL, e aquoso, solubilizado em PBS 1 mg/mL.

4.4.1.1. Preparo das culturas

Foram colocados RPMI e 12,5 uLL de BFA em todos os tubos de cultura. Em
seguida adicionou-se 25 pL de PMA (1:1000) e 1uL de Ionomicina aos tubos das
culturas estimuladas (E) para a producdo de citocinas, e 26 uL de RPMI nas culturas
ndo estimuladas. Foram acrescentados 50 puL de cada extrato em seus respectivos tubos
identificados (AE+E, ET+E e AQ+E) e 50 uL de RPMI nas culturas controle (C) e na

cultura estimulada (E). Depositou-se em todos os tubos 500 uL de sangue devidamente
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homogeneizado de 3 voluntarios aptos a doacdo de sangue, conforme Tabela 2. As

culturas foram incubadas por 4 horas em estufa de CO,a 37,0 °C.

Tabela 2. Preparo das culturas para ensaio antiinflamatorio

Cultura RPMI Sangue BFA PMA Ionomicina Extrato
celular __ (uL) @)  (ugml)  (@L)  (ugmL)  (uL)
C 488 500 12,5 - - -
EXT 438 500 12,5 - - 50
E 462 500 12,5 25 1,0 -
EXT+E 412 500 12,5 25 1,0 50

C: Cultura controle nao estimulada; EXT: Cultura experimental ndo estimulada; E: Cultura estimulada;
EXT+E: Cultura experimental estimulada; EXT: AE (em acetato de etila), ET (etandlico) ou AQ (aquoso)

4.4.1.2. Marcacao intracitoplasmatica de citocinas em linfécitos humanos

Apo6s 4 h de incubacgdo, as culturas foram tratadas com 138 pL de EDTA a 20
mM e incubados por 15 min a temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas com 6
mL de PBS-W (PBS 0,015 M, pH 7,4, contendo 0,5% de BSA ¢ 0,1% de azida sddica) e
centrifugadas a 1800 rpm por 7 min. Os sobrenadantes foram desprezados, e os
precipitados celulares foram submetidos a lise eritrocitaria através da adi¢do da solugdo
de 5 mL de Billig [citrato de s6dio.2H,0, formaldeido 2%, dietilenoglicol 3%, heparina
comercial (5.000 UI/mL) e agua bidestilada] e mantidos em incubac¢do por 10 min a
temperatura ambiente.

ApOs esse tempo, os tubos foram centrifugados a 1800 rpm por 7 min a 18°C, e
os sobrenadantes desprezados. As células foram ressuspensas em 500 uL de PBS-W ¢ 3
mL de PBS-P (PBS 0,015 M, pH 7,4, contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida sddica, e
0,5% de saponina), incubadas novamente por 10 min a temperatura ambiente, e
centrifugadas sob as mesmas condi¢des anteriores. Na seqiiéncia as células foram
lavadas duas vezes e ressuspensas em PBS-W.

Apds a homogeneizacdo, a suspensdo celular foi incubada com anticorpos
monoclonais anticitocinas conjugados a ficoeritrina, especificos para as citocinas IFN-y,
IL-10 e TNF-a, seguido de incubacao por 30 min a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz.

Em seguida, as células foram ressuspensas em PBS-P e centrifugadas a 1500
rpm por 7 min a 18°C. Apos desprezar o sobrenadante, as células foram lavadas duas

vezes com PBS-W, seguido de centrifugagao e descarte do sobrenadante (1500 rpm por
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7 min a 18°C). As suspensdes celulares foram avaliadas quanto a producao de citocinas
utilizando-se citometro de fluxo, procedendo-se a aquisicdo de pelo menos 30.000

eventos dentro da regido correspondente aos linfocitos.

4.4.1.3. Analise estatistica

Os resultados dos ensaios da atividade antiinflamatéria foram expressos como
médias de trés repeti¢des (n=3) + desvio padrdo. Os dados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e, em seguida foi aplicado o teste de Tukey (p<0,05). O

programa estatistico utilizado para esses testes foi o GraphPad Prism (versao 5, 2007).

4.4.2. Atividade Antioxidante

4.4.2.1. Fenolicos totais

O conteudo de compostos fenolicos nos extratos de P. brasiliensis foi obtido
baseado no método colorimétrico de Folin-Ciocalteau, e foi analisado de acordo com
metodologia descrita por Singh e colaboradores (2002).

Todos os extratos foram dissolvidos em metanol, e aliquotas de 0,6 mL a 300
ppm (3 mg de extrato solubilizados em 10 mL de solvente) foram misturadas a 0,3 mL
de reagente de Folin-Ciocalteu (Dindmica®) diluido em metanol (1:9) e 2,4 mL de
solucdo de carbonato de sodio 7,5%. Apds 30 min em repouso a temperatura ambiente,
as absorbancias foram medidas a 765 nm em espectrofotometro UV-VIS. O acido tanico
(AT) (Isofar®) foi utilizado como padrao para constru¢ao da curva analitica, sendo
determinada uma curva de regressdo linear a partir das concentragdes 100, 200, 300,
400 e 500 ppm. O ensaio foi realizado em triplicata, e a quantidade em miligramas de

fendlicos totais foi expressa em equivalentes de AT por grama de extrato.

4.4.2.2. Atividade de retirada de radical usando o método DPPH

A atividade antioxidante foi determinada através da capacidade das
substancias presentes nas amostras em seqliestrar o radical estadvel DPPH, de acordo
com a metodologia descrita por Blois (1958) e Singh e colaboradores (2002).

Aliquotas de 100 pL dos extratos dissolvidos em metanol, a 200 e 300 ppm,
foram colocadas em tubos de ensaio separadamente. Foram adicionados aos tubos 5,0
mL de solugdo metandlica de DPPH (Aldrich®) 0,1 mM, que em seguida foram
agitados vigorosamente. Os tubos foram deixados em repouso a 27 °C por 20 min. Dois

tubos controles contendo metanol ¢ DPPH, sem os extratos, foram usados como
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brancos. As absorbancias foram medidas a 517 nm em espectrofotdmetro UV-VIS.
Como padrao utilizou-se 100 pL de solugao metanolica de acido galico (Impex®) a 200
e 300 ppm. Todos os testes foram realizados em triplicata e a atividade de retirada de
radical (ARR) foi expressa como a porcentagem de inibi¢do e calculada usando a
formula:

% ARR = (Abs. branco — Abs. amostra) x 100

Abs. branco

4.4.2.3. Poder redutor

A avaliagdo do poder redutor dos extratos de P. brasiliensis foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por YILDIRIM e colaboradores (2001).

Foram utilizadas aliquotas de 1 mL dos extratos a 50, 100, 200 e 300 ppm em
etanol, separadamente. Foi usado como padrdao 1 mL de solugdo de acido galico
(Impex®) nas mesmas concentragdes dos extratos. Acrescentaram-se as aliquotas, 1,0
mL de tampao fosfato 0,2 mol/L (pH 6,6) e 1,5 mL de ferricianeto de potéassio 1%. Em
seguida, as amostras foram incubadas a 50 °C por 30 min. Apos este periodo adicionou-
se 1,5 mL de acido tricloroacético 10% e as misturas foram centrifugadas
separadamente a 2500 rpm por 8 min. Retirou-se 2,0 mL da camada superior, que foram
acrescidos de 2,0 mL de agua destilada e 0,5 mL de cloreto férrico 0,1 %. A absorbancia
foi medida a 700 nm em espectrofotometro UV-VIS. Os testes foram realizados em
triplicata, e o poder redutor foi considerado maior ou menor dependendo da maior ou

menor absorbancia observada, respectivamente.

4.4.2.4. Analise estatistica dos ensaios antioxidantes

Os resultados apresentados neste estudo correspondem a média de trés
repeticoes (n=3) = desvio padrao da média. Para detectar as diferencas entre as médias e
avaliar estas diferencas foi utilizada analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey
com 95% de nivel de confianga para os testes de atividade de retirada de radical usando
o método DPPH e poder redutor. O programa estatistico utilizado para esses testes foi o

GraphPad Prism (versao 5, 2007).
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5. Resultados e
Discussao



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ESTUDO FITOQUIMICO

5.1.1. Oleo essencial

A hidrodestilagao das folhas frescas de P. brasiliensis apresentou um rendimento
de 0,002% de 6leo essencial.

O dleo essencial foi analisado através de CG em coluna DB5-MS acoplado ao

EM. Na Figura 14 esta representado o cromatograma obtido por CG.
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Figura 14. Cromatograma do 6leo essencial obtido por CG em coluna DB-5-MS

Os espectros de massas e as estruturas dos componentes identificados no 6leo
essencial de folhas frescas de P. brasiliensis estdo nas Figuras 15 a 39 (pag. 36 a 42).

A comparacao dos espectros de massas dos componentes da amostra com os do
banco de dados Wiley 7 library e a comparagao de seus IRR com os IRR jé descritos na
literatura (Adams, 1995) permitiram identificar e quantificar 25 dos 30 componentes do
0leo essencial, apresentados na Tabela 3 (pag. 43).

As duas substancias majoritarias observadas foram os monoterpenos a-tujeno
(17,21%) e a-pineno (32,61%), ambos com féormula molecular CioHj6. Nos espectros de
massas desses monoterpenos pode-se observar os sinais em 136 m/z relativo ao ion
molecular, e em 93 m/z relativo ao pico base, indicando a provavel formacao de C-Hy',

provavelmente o ion toluenium (MORMANN et al., 2006).
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Diferentes monoterpenos apresentam padrdes de fragmentacdo semelhantes, o
que dificulta sua identificagdo apenas por andlise de espectros de massas. Sendo viavel,
portanto obter IRR para auxiliar na identificagao.

Outros monoterpenos que apresentaram quantidade relativa acima de 3% foram
o a-felandreno (8,86%), o B-pineno (7,55%), o sabineno (4,44%), o E-B-ocimeno
(4,15%), o limoneno (3,41%) e o P-mirceno (3,22%). Os sesquiterpenos mais
abundantes na amostra analisada que apresentaram quantidade relativa acima de 3%
foram o E-cariofileno (6,87%) e o germacreno D (3,40%).

Dos terpenodides identificados no 6leo essencial, o cadineno e o espatulenol ja
foram isolados de extratos de partes aéreas da P. brasiliensis por Bohlmann e

colaboradores (1984).
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Figura 15. Espectro de massas do a-tujeno
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Figura 16. Espectro de massas do a-pineno
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Figura 17. Espectro de massas do sabineno
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Figura 19. Espectro de massas do -mirceno
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Figura 20. Espectro de massas do a-felandreno
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Figura 21. Espectro de massas do a-terpineno
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Figura 23. Espectro de massas do limoneno
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Figura 24. Espectro de massas do Z-f-ocimeno
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Figura 25. Espectro de massas do £-f-ocimeno
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Figura 26. Espectro de massas do y-terpineno
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Figura 27. Espectro de massas do a-terpinoleno
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Figura 28. Espectro de massas do a-terpineol

39




100 3

1 93 171

] S

i 136
/

8 41

A 79 161
105

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

1 65
| 4

Figura 29. Espectro de massas do d-elemeno
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Figura 30. Espectro de massas do a-copaeno
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Figura 31. Espectro de massas do E-cariofileno
100~ 5
/
- ~
i 55 67 ¥ 121 .
‘ 107 147
‘ | \‘\ ‘ ‘ ! H| - ‘
L e I R A e a  L L IRA  RAA R A U
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Figura 32. Espectro de massas do a-humuleno
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Figura 33. Espectro de massas do germacreno D
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Figura 34. Espectro de massas do biciclogermacreno
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Figura 35. Espectro de massas do a-muuroleno
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Figura 36. Espectro de massas do 9-cadineno
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Figura 37. Espectro de massas do germacreno B
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Figura 38. Espectro de massas do espatulenol
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Figura 39. Espectro de massas do 6xido de cariofileno

5.1.2. Triagem fitoquimica

Nos ensaios de triagem fitoquimica, foram empregados testes usuais para a
deteccao de 9 classes de metabolitos secundarios nos 4 extratos de P. brasiliensis. Os
resultados sao mostrados na Tabela 4 (pag. 44).

De acordo com os resultados das reacdes desenvolvidas nos testes se pode
sugerir a presenga de cumarinas, flavonoéides e triterpenos/esterdides no EHE. No EAE
pode-se observar a provavel presenca de triterpenos/esterdides. No EET foram

detectados antocianinas, cumarinas, taninos condensados e triterpenos/esterdides. No
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Tabela 3. Terpendides do dleo essencial de folhas frescas de P. brasiliensis.

Componente IS TR IRR IRR Quantidade
(min) calculado teérico relativa (%)
1. a-tujeno 97 5,181 924 931 17,21
2. a-pineno 99 5,396 932 939 32,61
3.N.L - 5,573 939 - 0,18
4. N.I. - 5,822 948 - 0,22
5. sabineno 97 6,423 971 976 4,44
6. B-pineno 96 6,590 977 980 7,55
7. p-mirceno 99 6,867 987 991 3,22
8. a-felandreno 98 7,449 1007 1005 8,86
9. a-terpineno 89 7,779 1016 1018 0,08
10. p-cimeno 95 8,044 1023 1026 0,52
11. limoneno 96 8,198 1028 1031 3,41
12. N.I. - 8,265 1030 - 0,05
13. Z-B-ocimeno 91 8,391 1033 1040 0,10
14. E-B-ocimeno 96 8,772 1044 1050 4,15
15. y-terpineno 95 9,212 1056 1062 0,33
16. a-terpinoleno 91 10,224 1084 1088 0,16
17.N.I. - 11,310 1112 - 0,17
18. a-terpineol 94 14,111 1179 1189 0,31
19. 6-elemeno 91 20,663 1332 1339 0,13
20. a-copaeno 96 22,361 1372 1376 1,28
21. E-cariofileno 96 24,189 1415 1418 6,87
22.N.L - 24,623 1426 - 0,23
23. a-humuleno 90 25,647 1450 1454 0,15
24. germacreno D 95 26,715 1476 1480 3,40
25. biciclogermacreno 95 27,295 1490 1494 1,54
26. a-muuroleno 90 27,458 1494 1499 0,19
27. d-cadineno 94 28,246 1514 1524 0,85
28. germacreno B 93 29,779 1552 1556 1,12
29. espatulenol 91 30,520 1571 1576 0,46
30. oxido de cariofileno 89 30,690 1576 1581 0,21
Total 100,00
Compostos identificados 99,15
Monoterpenos 82,95
Sesquiterpenos 16,20

IS: Indice de Similaridade do espectro de massas obtido experimentalmente com o espectro da
espectroteca Wiley 7; TR: Tempo de Retengdo; IRR: Indice de Retencdo Relativo; N.I.: Nédo
Identificado.

EAQ pode-se sugerir a presenca de antocianinas, cumarinas, antracenosideos,
flavonoides, saponinas e taninos condensados.
Nao se observou a presenga de alcaldides e taninos hidrolisdveis em nenhum

extrato.
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Tabela 4. Classes de metabodlitos secundarios detectadas nos extratos brutos de folhas

de P. brasiliensis.

Classe EHE EAE EET EAQ

Alcaléides Negativo Negativo Negativo Negativo
Antocianinas * * Positivo Positivo
Cumarinas Positivo Negativo Positivo Positivo
Antracenosideos Negativo Negativo Negativo Positivo
Flavonodides Positivo Negativo Negativo Positivo
Saponinas * * * Positivo
Taninos condensados * * Positivo Positivo
Taninos hidrolisaveis * * Negativo Negativo
Triterpenos/esterdides Positivo Positivo Positivo Negativo

* Teste ndo realizado devido as caracteristicas dos metabolitos secundarios serem incompativeis
com as polaridades dos extratos.

Segundo Alvarenga et al. (2001), os alcaldides nao sdao encontrados comumente
na familia Asteraceae. Por outro lado, flavonoides, cumarinas e terpendides sao
observados na familia, sendo que muitos sdo marcadores quimicos (BOHLMANN &

JAKUPOVIC, 1990; ZDERO & BOHLMANN, 1990; ALVARENGA et al., 2001).

5.1.3. Fracionamento de extratos brutos e identificacdo de compostos
A Figura 40 (pag. 45) mostra um resumo da preparagdo, particdo e

fracionamento dos extratos brutos de P. brasiliensis.

5.1.3.1. Extrato hexanico

O fracionamento de 5,0323 g do extrato hexanico em coluna de silica gel 60
rendeu 107 fragoes de 25 mL cada. Estas fracdes foram submetidas a CCD e foram
reunidas em 53 fragdes conforme a semelhanca do perfil cromatografico. A seguir, 19
fragdes foram lavadas com hexano, e o material insoluvel das fragdoes EHE1, EHE4 e

EHES5 foi analisado por CG-EM, RMN 'H e RMN "°C.

A Figura 41 (pag. 45) resume a obtencao e analise de fragdes obtidas a partir do

EHE de folhas de P. brasiliensis.
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Figura 40. Obtengao, parti¢do e fracionamento de extratos brutos de P. brasiliensis
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Figura 41. Fracionamento e identificacdo de constituintes quimicos do EHE
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5.1.3.1.1. Analise da fracao EHE1

A Figura 42 representa o cromatograma obtido por CG da fragdo EHE1 do

extrato hexanico. A tabela 5 apresenta a identificacdo dos terpenos através de seus TRR

quando comparados aos TRR de seus respectivos padroes.

Tabela 5. Terpenos identificados em EHE1 por CG

Area (%) TR (@min) TRRcal TRR ref

acido caurendico 77,09 10,986 0,7891 -

acetato de f-amirina 3,34 31,991 2,2977 2,305
acetato de a-amirina 2.19 34,440 2,4736 2,471
acetato de lupeol 4,86 34,838 2,5022 2,505

TR padrio interno = 13,923 min; Area: 4rea relativa do pico no cromatograma;
TR: Tempo de Retencao; TRR: Tempo de Retencao Relativo.
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Figura 42. Cromatograma de EHEI obtido por CG em coluna DB17-MS. (AC = Acido

caurendico, PI = Padrdo interno: a-Colestano, ABA = Acetato de B-amirina, AAA =

Acetato de a-amirina, AL = Acetato de lupeol)

Na fracdo EHEl podemos observar a ocorréncia do 4cido caurendico como

componente majoritario, e dos triterpenos acetato de B-amirina, acetato de o-amirina e

46



acetato de lupeol, presentes em menores concentragdes de acordo com a area relativa
dos picos do cromatograma.

Os espectros de massas dos terpenos de EHE1 s@o apresentados nas Figuras 43 a
46 (pag. 47 e 48).

O diterpeno acido caurenoico, com formula molecular C»oH3¢O,, € ion molecular
de 302 m/z, possui pico base 91 m/z, indicando a provavel formagdo do ion tropilio.
Outros picos caracteristicos de espectro de massas obtido por impacto eletronico sdo
287 m/z, 259 m/z, 243 m/z, 148 m/z, 121 m/z, 109 m/z, 105 m/z (KALINOVSKII et al.,
1971; VILEGAS et al., 1997; GREGORIO, 2008).

Por se tratarem de isdmeros de posi¢do, com féormula molecular C;,Hs,0,, e pelo
molecular de 468, o acetato de f-amirina e o acetato de a-amirina possuem espectros de
massas muito semelhantes. O que basicamente difere os espectros das duas moléculas
sao as intensidades de certos picos. O pico base do acetato de B-amirina e do acetato de
a-amirina ¢ 218 m/z, representando ion caracteristico de triterpenos das séries oleaneno
e urseno, com insaturagdo no C-12. O ion representado pelo pico base ¢ proveniente de
um rearranjo do tipo retro-Diels-Alder. Esse tipo de rearranjo pode levar a formacao de
fragmentos contendo anéis A-B e parte do C e an¢is E-D e parte do anel C
(OGUNKOYA, 1981; BURNOUF-RADOSEVICH et al., 1985; SILVA et al., 1998).

O acetato de lupeol, com férmula molecular Cs;,Hs,0,, € ion molecular de 468
m/z, possui pico base 189 m/z, caracteristico de triterpenos da série lupano. O ion
molecular 468 m/z difere o acetato de lupeol do lupeol, que apresenta ion molecular 426

m/z (BUDZIKIEWICZ et al., 1963; SILVA et al., 1998).
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Figura 43. Espectro de massas do acido caurenoico
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Figura 44. Espectro de massas do acetato de f-amirina
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Figura 45. Espectro de massas de acetato de a-amirina

100

139

1 .1 95

81 7o
1 121
1 69 135
1 55
| 147

3
1 175 120
| 218
33 249 468

| H ‘ ‘I‘ 276 2? | 357378 | 439 |
200 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440

Figura 46. Espectro de massas de acetato de lupeol

Através dos dados de TRR dos componentes da mistura de EHE1, bem como

pela andlise de seus respectivos espectros de massas, podemos sugerir a presenca dos

triterpenos acetato de f-amirina, acetato de a-amirina e acetato de lupeol nas folhas de

P. brasiliensis.
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O diterpeno acido caurenoico foi identificado na mistura através de seu espectro
de massas e por meio das andlises de espectros de RMN da fracdo EHE1 (Fig. 47 a 49,
pag. 49 a 51).

O espectro de RMN 'H de EHE1 (Fig. 47) apresentou um singleto largo
em oy 2,64 (1H) indicativo de hidrogénio alilico, ligado ao carbono C-13, caracteristico
de diterpenos de esqueleto do tipo caureno. Este tipo estrutural foi confirmado por
sinais caracteristicos de hidrogénios, como indicado na Tabela 6: H-18 (dy 1,24; s; 3H),
H-20 (6u 0,95; s; 3H), H-17 (6u 4,80; s; 1H) e H-17 (0u 4,74; s; 1H) (BATISTA et al.,
2005; NETO et al., 2008).

Tabela 6. Atribuicao dos sinais de hidrogénios de EHE1 (200 MHz, CDCls)

Hidrogénio Presente trabalho Batista et al., 2005

13 2,64 (1H, s) 2.64 (1H, m)
17a 4,74 (1H, s) 4.73 (1H, s)
17b 4,80 (1H, s) 4.79 (1H, s)
18 1,24 (3H, s) 1.24 (3H, s)
20 0,95 (3H, s) 0.95 (3H, s)
s: singleto; m: multipleto
I
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Figura 47. Espectro de RMN de 'H da fragdo EHE1 (CDCls; 200 MHz)
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No espectro de RMN "°C de EHEL! (Fig. 48) o sinal em 8¢ 183,6 foi relacionado
ao grupo carboxila (C-19) e os sinais em oc 155,3 e 102,4 foram atribuidos aos C-16 e
C-17, respectivamente, o que permitiu confirmar a presenca da ligagdo dupla exociclica
do esqueleto caureno. O sinal em d¢ 56,4 (C-5) pode indicar uma localizacao trans-axial
entre o grupo carboxila e o H-5 (VELANDIA et al., 1998; BATISTA et al., 2005;
NETO et al., 2008).
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Figura 48. Espectro de RMN de "°C da fragio EHE1 (CDCls; 50 MHz)

O padrao de hidrogenagdo dos carbonos determinados pelo subespectro DEPT-
135 (Fig. 49), indica que em EHE1 ha um composto que apresenta 2 carbonos metilicos
(C-18 e C-20), 10 carbonos metilénicos, 3 metinicos (C-5, C-9, C-13), e 5 carbonos
nao-hidrogenados, totalizando 20 carbonos. A Tabela 7 (pag. 51) apresenta a atribui¢ao
dos sinais do espectro de RMN BC (BATISTA et al., 2005).

Os dados obtidos por RMN mostraram-se de acordo com os dados registrados na
literatura para o acido caurenoico. Como o acido caurendico € o componente majoritario

na fragdo EHE]1, os sinais dos triterpenos ndo sao evidenciados nos espectros de RMN.
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Tabela 7. Atribuigdo dos sinais de carbono de EHE1 (50 MHz, CDCl5)

Carbono Presente trabalho Batista et al., 2005

2 19,18 19,1

4 43,23 43,2

6 21,92 21,8

8 43,61 44,2

10 40,08 39,7

12 33,20 33,1

14 39,79 39,7

16 155,3 155,9

18 29,06 29,0

20 15,69 15,6

5.1.3.1.2. Andlise da fragdo EHE4

A Figura 50 (pag. 52) representa o cromatograma obtido por CG da fragdo
EHE4 do extrato hexanico. A Tabela 8 (pag. 53) apresenta a identificacdo dos terpenos

através de seus TRR quando comparados aos TRR de seus respectivos padrdes.

51



= i e \ | '
| | WA AV
/'
0/19\0” C18 €20
c9 C13
cs
N \ s N - e L“'
7| S CIESE \\
C15
C17 o Cl
Cl ci14 C3
T T T T i T T T T T T T L J T T T T T | il T T T i gl
110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 ppm
Figura 49. Subespectro DEPT-135 de EHE1 (CDCls; 50 MHz)
186,159
‘"’: ]
E\’ PI
O
et
=
Ba. M o
\\’_‘ (%)
§ (=)
EI% o0 = ?
= ‘ -
llfg.‘ﬁ*o.f.l...h.l....l.... TIL’“ B e
10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 3.0
min

Figura 50. Cromatograma de EHE4 obtido por CG em coluna DB17-MS. (PI = Padrao

interno: a-Colestano, BA = f-amirina, AA = a-amirina, L = Lupeol)
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Tabela 8. Terpenos identificados em EHE4 por CG

Area (%) TR (min) TRRcal TRR ref

p-amirina 8,20 30,370 2,1818 2,184
o-amirina 8,03 32,999 2,3706 2,370
lupeol 29,73 33,253 2,3889 2,390

TR padrdo interno = 13,920 min; Area: 4rea relativa do pico no

cromatograma; TR: Tempo de Retencdo; TRR: Tempo de Reten¢do Relativo.

Na fracio EHE4 podemos observar a ocorréncia de triterpenos, sendo o
majoritario, o lupeol. A [-amirina e a o-amirina estdo presentes em menores
concentragdes de acordo com a area relativa dos picos do cromatograma.

Os espectros de massas dos componentes de EH4 sdo apresentados nas figuras
51 a 53 (pag. 53 e 54).

Por se tratarem de isdmeros de posi¢ao, com férmula molecular C;oHs0, e ion
molecular de 426 m/z, B-amirina e oa-amirina possuem espectros de massas muito
semelhantes. O que difere os espectros das duas moléculas sdo as intensidades de alguns
picos. O pico base de f-amirina e de a-amirina ¢ 218 m/z, caracteristico de triterpenos
das séries oleaneno e urseno, respectivamente. O ion representado pelo pico base ¢
proveniente de um rearranjo retro-Diels-Alder. Esse tipo de rearranjo pode levar a
formacdo de fragmentos contendo anéis A-B e parte do C e anéis E-D e parte do anel C
(OGUNKOYA, 1981; BURNOUF-RADOSEVICH et al., 1985; SILVA et al., 1998).

O lupeol, com férmula molecular C3oHs0O, e ion molecular de 426 m/z, possui
pico base de 95 m/z. na fragmentacao do lupeol ocorreu a formagdo do ion representado
pelo pico 189 m/z, caracteristico de triterpeno com esqueleto lupano (OGUNKOYA,

1981).
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Figura 51. Espectro de massas de f-amirina
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100

] C
| BL9S 218 //Jy
5569 189 %,

121

| 147 207

] 175

HO'
316 411
el 22,257 377, | |49

20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440

29 27

Figura 53. Espectro de massas de lupeol

5.1.3.1.3. Analise da fracao EHES

A Figura 54 (pag. 55) representa o cromatograma obtido por CG da fragao
EHES do extrato hexanico. A tabela 9 (pag. 55) apresenta a identificacdo dos terpenos
através de seus TRR quando comparados aos TRR de seus respectivos padrdes.

Na fragcdo EHES5 podemos observar a ocorréncia do acido caurenoico e de
triterpenos, sendo os majoritarios o lupeol e a B-amirina. O pseudotaraxasterol ¢ o
taraxasterol estdo presentes em baixas concentragdes de acordo com a area relativa dos
picos do cromatograma.

Os espectros de massas do pseudotaraxasterol e do taraxasterol, presentes na
mistura EHES, sdo apresentados nas Figuras 55 e 56 (pag. 56). Os espectros de massas
do 4cido caurendico, B-amirina e lupeol foram obtidos e apresentaram padrdo de
fragmentagdo caracteristico, como ja discutido anteriormente; por isso ndo sao

reapresentados.
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Figura 54. Cromatograma da fragdo EHES obtido por CG em coluna DB5-MS. (AC =

Acido caurendico, PI = Padrdo interno: a-Colestano, BA = B-amirina, L = Lupeol, PT =

Pseudotaraxasterol, T = Taraxasterol)

Tabela 9. Terpenos identificados em EHES por CG

Area (%) TR (min) TRRcal TRR ref

acido caurenoico

3,18 17,425  0,7914 -
p-amirina 16,31 29434 13368 1,334
lupeol 47,48 30,504  1,3854 1,383
pseudotaraxasterol 0,50 32,664 1,4835 1,480
taraxasterol

0,83 32,977 1,4977 1,494

TR padrio interno = 22,018 min; Area: area relativa do pico no cromatograma;
TR: Tempo de Retencdo; TRR: Tempo de Retengdo Relativo.

Confrontando os dados dos espectros com os dados de TRR, sugerimos que na
mistura analisada ocorre a presenca do pseudotaraxasterol (urs-20-eno) e do taraxasterol
(urs-20(30)-eno), que sdo isdmeros de posicdo, com férmula molecular C30H450, peso
molecular de 424, e pico base de 189 m/z. Sdo triterpenos pentaciclicos que
apresentaram padrao de fragmentagao semelhante a outros terpenos de esqueleto urseno,

derivados de taraxasterol (JEONG & LACHANCE, 2001).
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Figura 55. Espectro de massas de pseudotaraxasterol
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Figura 56. Espectro de massas de taraxasterol

5.1.3.2. Extrato em acetato de etila

A parti¢do de 4,9888 g do extrato em acetato de etila resultou em 3 fases de
polaridades diferentes: hexanica, cloroférmica e hidroalcodlica.

As fases hexanica e cloroformica foram concentradas em evaporador rotativo,
rendendo respectivamente 1,8307 g e 0,9220 g.

O fracionamento de 0,9220 g da fase cloroféormica em coluna de silica gel 60
rendeu 234 fragoes de 20 mL cada. Estas fracdes foram submetidas a CCD e foram
reunidas em 80 fracdes conforme a semelhanca do perfil quimico. Em seguida, a fra¢ao
EAEI foi limpa com hexano e analisada por CG-EM, RMN'H ¢ RMN"*C.

A fase hidroalcodlica foi concentrada em evaporador rotatorio, congelada e
liofilizada obtendo-se 2,5398 g. Esta foi submetida a CCD e posteriormente a analise
por IV, RMN'H ¢ RMN"*C.

A Figura 57 (pag. 57) consta a obtengdo, fracionamento e andlise do extrato em

acetato de etila de folhas de P. brasiliensis.
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5,9045 ¢
Extrato em
acetato de
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4,9888 g
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cloroformica

1,8307 g
Fase hexanica
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gel 60 (Eluida
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semelhantes
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2,5398 g

Resultado
Inconclusivo

Acido
caurenodico

5.1.3.2.1. Andlise da fracdo EAE1

; Provavelmente
Acido a lactona
caurenoico sesquiterpénica

Crisanina

Figura 57. Fracionamento e identificacdo de constituintes quimicos do EAE

A Figura 58 representa o cromatograma obtido por CG da fracdo EAEI do

extrato em acetato de etila.
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Figura 58. Cromatograma da fragdo EAE1 obtido por CG em coluna DB5-MS. (AC =
Acido caurenoico, PI = Padrdo interno: a-Colestano, CR = Crisanina, BA = B-amirina,

L = Lupeol)

A Tabela 10 apresenta a identificagdo dos terpenos através de seus TRR quando

comparados aos TRR de seus respectivos padroes.

Tabela 10. Terpenos identificados em AEI por CG
Area (%) TR (@min) TRRcal TRR ref

acido caurenoico

25,01 17,524 0,7970 =
p-amirina 0,25 29,295 1,3324 1,334
lupeol 0,96 30,344 1,3801 1,383

TR padrio interno = 21,987 min; Area: 4rea relativa do pico no cromatograma;
TR: Tempo de Retencdo; TRR: Tempo de Retengao Relativo.

Na fragao AE1 podemos observar a ocorréncia do diterpeno acido caurendico
como componente majoritario, e dos triterpenos P-amirina e lupeol, presentes em
menores concentracdes de acordo com a 4rea relativa dos picos do cromatograma.
Foram obtidos os espectros de massas desses terpenos, que sdo compativeis com os
espectros de massas do acido caurenoico, da B-amirina, ¢ do lupeol presentes em outras
amostras de P. brasiliensis e analisadas por CG-EM.

A Figura 59 apresenta o espectro de massas de um quarto componente presente

na mistura EAEI que foi eluida no TR 24,687 min. A comparagdo desse espectro com
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os espectros da espectroteca indicou um IS de 71, tratando-se possivelmente da lactona
sesquiterpénica crisanina, cuja formula molecular ¢ C,oH,60s, € 0 peso molecular ¢ 346.
No espectro de massas pode-se observar o pico base 83 m/z que pode corresponder ao
jon angelato ([C4H;CO]"). Outro pico intenso em 55 m/z, pode ser do fragmento [83 —
CO]". O angelato estd presente na molécula de lactonas sesquiterpénicas, como o

eudesmanolideo crisanina (BOHLMANN et al., 1983).
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Figura 59. Espectro de massas da crisanina

O espectro de RMN 'H de EAEI (Fig. 60, pag. 60) apresentou sinais em 8y 6,09,
1,89, e 1,77 correspondentes respectivamente aos H-3’ vinilicos, ¢ aos H das posi¢des
C-5’ ¢ C-4” (metilas vinilicas) do grupo angeloil (GRAEL, 2003; HAJDU et al., 2010).

Esse espectro também apresentou um singleto largo em 8y 2,79 (1H) indicativo
de hidrogénio alilico, ligado ao carbono C-13, caracteristico de diterpenos de esqueleto
do tipo caureno. Este tipo estrutural foi confirmado pelos sinais caracteristicos dos
hidrogénios: H-18 (6y 1,21; s; 3H), H-20 (dy 0,95; s; 3H), H-17 (6 4,79; s; 1H) e H-17
(0n 4,73; s; 1H) sugerindo a presenga do 4cido caurenodico na mistura (NETO et al.,
2008).

No espectro de RMN °C de EAEI (Fig. 61, pag. 61) podemos observar nesse
espectro, a presenga dos sinais em ¢ 168,07, 137,10 e 128,95. Sendo que o primeiro foi
relacionado a carboxila do grupo angeloil; o segundo ao carbono quaternéario 11 da
ligacdo dupla exociclica; e o terceiro ao carbono quaternario do grupo angeloil. Os
sinais em o¢ 15,78 e 20,30 sdo relativos aos carbonos de metilas vinilicas do grupo
angeloil. Esses dados sugerem a presenca de lactona sesquiterpénica com grupo angeloil
(GRAEL, 2003; HAJDU et al., 2010).

O sinal em oc 183,95 foi relacionado ao grupo carboxila e os sinais

em oc 155,51 e 109,97 permitiram confirmar a presenca da ligagdo dupla exociclica do
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Figura 60. Espectro de RMN de 'H da fragio EAE1 (CDCls; 200 MHz)

esqueleto caureno. Os dados obtidos por RMN mostraram-se de acordo com os dados
registrados na literatura para o acido caurendico (NETO et al., 2008).

Tentativas de purificacio e outras andlises merecem ser realizadas para
confirmar a presenga ou nao de lactona sesquiterpénica, bem como identificar a

estrutura.

5.1.3.2.2. Andlise da fracdo EAE2

O espectro de IV da fracdo EAE2 (Fig. 62, pag. 61) apresenta uma banda larga
em 3118 cm™ caracteristica de vO-H, absor¢io em 3024 cm™ referente a v=C-H de
aromaticos, absorcdo em 2804 cm™' caracteristico de vC-H, absorcdo 1746 cm’
referente a vC=0, uma banda intensa em 1402 cm™ referente a vC=C, e absor¢do em
666 cm™ caracteristico de yC-H de aromaticos (BARBOSA, 2007).

Experimentos de RMN 'H e RMN "*C foram realizados, no entanto os espectros
ndo apresentaram sinais. Novas andlises poderao ser feitas para se obter alguma

conclusdo sobre a composi¢do da amostra.
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Figura 62. Espectro de IV da fragao EAE2
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5.1.3.3. Extrato etandlico

A particdo de 2,1808 g do extrato etanolico resultou em 3 fases de polaridades
diferentes: hexanica, cloroférmica e hidroalcodlica.

As fases hexanica e cloroférmica foram concentradas em evaporador rotatério,
rendendo respectivamente 0,3559 g e 0,4623 g.

O fracionamento de 0,4623 g da fase cloroféormica em coluna de silica gel 60
rendeu 215 fragdes de 10 mL cada. Estas fragdes foram submetidas a CCD e foram
reunidas em 43 fracdes conforme a semelhanga do perfil quimico. Porém, por se
tratarem de misturas e apresentarem massas insuficientes para posteriores
fracionamentos, essas fragdes ndao foram pesquisadas quanto a natureza de seus
constituintes.

A fase hidroalcodlica foi concentrada em evaporador rotatorio, congelada e
liofilizada. O fracionamento de 1,5064 g da fase hidroalcoolica liofilizada em coluna de
Sephadex LH 20 rendeu 42 fra¢des de 25 mL cada. Estas fragdes foram submetidas a
CCD e foram reunidas em 10 fragdes conforme a semelhanga do perfil quimico. Duas
fracdes foram submetidas posteriormente a analise por RMN 'H e RMN *C, porém os
resultados foram inconclusivos porque os espectros nao apresentaram sinais. Novas
analises poderdo ser feitas a fim de se obter alguma conclusdo sobre a composi¢do da
amostra.

A Figura 63 (pag. 63) apresenta a obtengdo e analise do EET de folhas de P.

brasiliensis.

5.1.3.4. Extrato aquoso

O fracionamento de 1,5583 g do extrato aquoso liofilizado em coluna de
Sephadex LH 20 rendeu 33 fragdes metanolicas de 25 mL cada. Estas fragdes foram
submetidas a CCD e foram reunidas em 12 fragdes com metanol conforme a
semelhanca do perfil quimico. Porém houve crescimento de fungos, e as amostras nao

foram analisadas.

A Figura 64 (pag. 64) consta a obtengdo e andlise do EAQ de folhas de P.

brasiliensis.
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Figura 63. Fracionamento e identificacao dos constituintes quimicos do EET
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Figura 64. Fracionamento do EAQ

5.1.4. Terpendides identificados na espécie P. brasiliensis

No estudo realizado foram identificados monoterpenos e sesquiterpenos no 6leo
essencial das folhas de P. brasiliensis, sendo que os monoterpenos se apresentaram
qualitativamente e quantitativamente em nimero superior aos sesquiterpenos.

A partir de extratos organicos, foram identificados um diterpeno, triterpenos do
tipo olean-12-eno, urs-12-eno, urs-20-eno, urs-20(30)-eno e lup-20(29)-eno e derivados
acetilados de alguns deles. Além disso, detectou-se a possivel presenca de uma lactona
sesquiterpénica, porém outros estudos devem ser conduzidos para identificar sua
estrutura quimica.

A presenca de lupeol, acetato de f-amirina, espatulenol e cadineno ja foi descrita
na espécie por Bohlmann e colaboradores (1984).

Esta ¢ a primeira vez que se relata a presenga de diterpeno na espécie.
Diterpenos sdo encontrados em espécies da tribo Eupatorieae, sendo destacados aqueles
com esqueleto caurano (ALVARENGA et al., 2005). O acido caurendico apresenta
atividade antiinflamatéria, o que pode justificar o wuso popular da planta
(CAVALCANTI et al., 2006).

Lactonas sesquiterpénicas sdo caracteristicas de Asteraceae e sdo encontradas
também em espécies da tribo Eupatorieac (BOHLMANN & JAKUPOVIC, 1990;
ZDERO & BOHLMANN, 1990; ALVARENGA et al, 2001). Lactonas
sesquiterpénicas do tipo helenalina sdo as responsaveis pela atividade antiinflamatoria
de Arnica montana L., espécie nativa da Europa utilizada na medicina tradicional para o
tratamento de contusoes, inflamagdes, dores musculares e reumaticas (HALL et al.,
1979; LYSS et al., 1997; BLUMENTHAL, 1998). A presenca dessas substancias em P.
brasiliensis, poderia justificar também o seu uso popular.

Triterpenos com esqueletos oleano, ursano e lupeano sdo caracteristicos da
familia Asteraceae, e estdo presentes em praticamente todas as tribos (HEGNAUER,

1977; ZDERO & BOHLMANN, 1990). E sabido que os dois primeiros tipos de
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esqueletos possuem atividade antiinflamatéria, o que também pode justificar o uso

popular da planta (LIU, 1995).

5.2. ENSAIOS BIOLOGICOS

5.2.1. Atividade antiinflamatoria

Na Figura 65 (pag. 66) estdo representados os graficos utilizados para a analise
do percentual de linfocitos positivos para as citocinas por citometria de fluxo. O grafico
de distribui¢do pontual FSC (Tamanho das células) x SSC (Complexidade das células) ¢
utilizado para a selecdo da populacdo de linfocito. Em seguida sdo utilizados graficos de
distribui¢do pontual FL1 x FL2 para avaliar a expressdo de citocinas em linfocitos.
Sendo que E ¢ a cultura estimulada, AE+E a cultura estimulada e acrescida de EAE,
ET+E a cultura estimulada e acrescida de EET ¢ AQ+E a cultura estimulada ¢ acrescida
de EAQ. Os dados aqui apresentados se referem a populagdo de linfocitos estimulados a
expressarem a citocina ¢ o IFN-y.

As culturas AE, ET ¢ AQ nao mostraram diferenga significativa (p>0,05) na
porcentagem de células positivas para as citocinas quando comparadas com a cultura C.

Verificou-se uma redugdo (p<0,05) na porcentagem de linfdcitos positivos para a
citocina IFN-y nas culturas ET+E, e AQ+E quando comparados com a cultura E,
indicando uma inibi¢ao da producdo da citocina pelos extratos.

Nao foi observada diferencga (p>0,05) na porcentagem de células positivas para
TNF-o e IL-10 quando os leucdcitos foram tratados com os diferentes extratos de P.
brasiliensis.

Os flavonoides presentes no EAQ e as cumarinas presentes no EET e no EAQ
possuem efeito antiinflamatorio, € podem ser os responsaveis por essa atividade em P.
brasiliensis, justificando assim o seu uso popular (ROBBERS et al., 1997).

Mais estudos merecem ser realizados a fim de se comprovar o efeito

antiinflamatério da espécie para validar o seu uso popular.
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A Figura 66 mostra os resultados do ensaio para cada citocina separadamente.
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Diferenca estatistica significativa em relagdo as outras amostras analisadas — p<0,05)
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5.2.2. Atividade antioxidante

5.2.2.1. Fenolicos totais

No método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, a curva analitica foi obtida
utilizando 4cido tanico (AT) como padrao (Fig. 67). Considerando A = absorbancia; C =
concentracdo de compostos fenolicos totais em equivalentes de AT em mg, a equagao

da reta encontrada foi:

A=189x10" C+0,2719 R=0,9915
0.384
€ °
c 0.364
[To]
L
~ 0.344 .
©
)
& 0.32-
o]
S
8 0.304
20.
<
0.28 T T T T T
100 200 300 400 500
Concentragao de acido tanico (ppm)

Figura 67. Curva de regressao linear do padrao AT nas concentra¢des 100, 200, 300,

400 e 500 ppm.

Substituindo a absorbancia (A) de cada solu¢do dos extratos na equacao da reta,
obteve-se C, e em seguida, calculou-se a quantidade de fendis totais em equivalentes de

AT na solugao dos extratos, utilizando a equagao:

mg AT (10 mL)=10x C /1000
Por fim, para encontrar a quantidade em mg de fendis totais em equivalentes de
AT por g de extrato, utilizou-se a equacao seguinte:

mg AT / g extrato = 1000 x mg AT (10 mL) /3

As quantidades em mg de fendlicos totais em equivalentes de AT por g dos

extratos de P. brasiliensis sdo apresentadas na Tabela 11 (pag. 69).
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Tabela 11. Quantidade de fenolicos totais nos extratos de P. brasiliensis

Extrato  Absorbancia média Fendlicos totais
(nm) (mg AT/g extrato = DP)
EHE 0,011 -
EAE 0,125 -
EET 0,281 160,49 + 26,94
EAQ 0,317 795,41 + 17,63
n=3

Analisando os extratos de diferentes polaridades, nao foram detectadas
concentragdes significativas de compostos fendlicos no EH e no EAE. J4 no EE e no
EA, foi observada a ocorréncia de 160,49 + 26,94 mg e 795,41 + 17,63 mg de
compostos fendlicos por grama do extrato. O extrato mais polar foi o que apresentou
maior quantidade de fenois totais.

Comparando-se os resultados com a triagem fitoquimica, verifica-se que foram
detectados compostos fendlicos em EET e EAQ, no entanto, os mesmos nao foram
isolados e identificados a partir de seus fracionamentos. Para EAE os resultados
sugerem auséncia desses compostos, ou 0s mesmos nao estavam em concentragdes
detectaveis para os testes aplicados. Apesar da triagem fitoquimica sugerir a presenca de
cumarinas e flavondides no EHE, ndo se detectou quantidades significativas de fendis

totais através do método de Folin-Ciocalteu.

5.2.2.2. Atividade de retirada de radical usando o método DPPH

A Tabela 12 e Figura 68 (pag. 70) apresentam os resultados de ARR de extratos
de P. brasiliensis.

Analisando os resultados de concentragdo de extratos de P. brasiliensis a 200 e
300 ppm e comparando-os com o antioxidante utilizado com padrao, acido galico, a 200
e 300 ppm, verifica-se que os extratos tem uma pequena ARR.

Excetuando-se o EAQ na maior concentragdo, os extratos ndo possuem diferenca
estatistica (p>0,05) entre si na ARR. Ha diferenca estatistica (p<0,05) entre os extratos

de P. brasiliensis nas concentragdes avaliadas e as solugdes de acido galico a 200 e 300
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Tabela 12. Atividade de retirada de radical de extratos de P. brasiliensis € do

antioxidante acido galico

Amostra Média Abs + DP % ARR
EHE 200 1,028 £ 0,014 17,69
EHE 300 1,012 £ 0,008 18,98
EAE 200 1,002 + 0,004 19,78
EAE 300 1,000+ 0,010 19,96
EET 200 0,975+ 0,019 21,94
EET 300 0,961 + 0,004 23,06
EAQ 200 0,950 £ 0,010 23,96
EAQ 300 0,677 + 0,006 45,80
AG 200 0,204 £+ 0,004 83,67
AG 300 0,109 + 0,003 91,27

n=3
100- ¢

*

804

g 604

X 404
20- |-| H
RANOAN

Figura 68. Porcentagem de ARR dos extratos de P. brasiliensis e do padrao acido
galico (* Diferenga estatistica significativa em relagdo as outras amostras analisadas —

p<0,05)

Conforme os resultados, o EAQ na concentragdo de 300 ppm foi o extrato que
apresentou o melhor resultado de atividade antioxidante por captura de radical, porém

esse resultado nao ¢ significativo quando comparado com o padrao acido galico.
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5.2.2.3. Poder redutor

A Tabela 13 e Figura 69 mostram os resultados de poder redutor de extratos de

7. . p o 3+
P. brasiliensis sobre o ion metalico Fe™".

Tabela 13. Poder redutor dos extratos de P. brasiliensis sobre o fon metalico Fe**

Amostra Média Abs +  Média Abs+  Média Abs+  Média Abs +
DP (50 ppm) DP (100 ppm) DP (200 ppm) DP (300 ppm)
EHE 0,202 +£0,001 0,222 +0,003 0,283 +£0,006 0,308 = 0,010
EAE 0,224 +0,001  0,239+0,001  0,259+0,005 0,301 +£0,001
EET 0,209 £0,002 0,241 +£0,010 0,251 +0,024 0,263 + 0,008
EAQ 0,201 £0,001 0,226 £0,014 0,254 +0,005 0,370+ 0,026
AG 0,821 +£0,007 0,865 +0,029 0,882+0,0011 0,919 = 0,004

n=3

A partir dos resultados de poder de reducdo dos extratos de P. brasiliensis sobre
o fon metdlico Fe’", observa-se uma pequena atividade dos extratos, quando
comparados com o poder de redug¢ao do padrao acido galico.

Observou-se um maior poder de reducao no EAQ na concentragdo de 300 ppm,
no entanto, baixo quando comparado ao padrao.

Verifica-se que o poder de reducao ¢ dependente da concentragdo, isto €, quanto

mais concentrado estd o extrato, maior o seu poder redutor.

1.0-
- f/f___f,;'u > EHE
g 0.8- EAE
S — EET
N~
; 0.6 -+ EAQ
© - AG
<« 0.4'
-
§ 0.24
<
0.0 T T ) L)
) o ) o
) N S o
Concentragao (ppm)

Figura 69. Poder redutor dos extratos de P. brasiliensis (* Diferenca estatistica

significativa em relagdo as outras amostras analisadas — p<0,05)
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O potencial antioxidante por reducdo de ion metéalico dos EAQ e EET, mesmo
sendo baixo, pode ser associado com a presenca de compostos fenolicos. O EAQ de P.
brasiliensis contém a concentracdo mais elevada de compostos fendlicos, e tem o maior

potencial antioxidante, apesar de nao ser comparavel a atividade antioxidante de

composto fenolico acido galico.
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6. Conclusdo



6. CONCLUSAO

O oleo essencial de folhas frescas de P. brasiliensis obtido por hidrodestilagdo
com aparato de Clevenger, permitiu um rendimento de 0,002%. Através das técnicas de
cromatografia gasosa, espectrometria de massas e indice de retencdo relativo foram
identificados e quantificados 25 terpenos, dentre eles, 82,95% de monoterpenos e
16,20% de sesquiterpenos, totalizando 99,15% de 6leo identificado.

Pela triagem fitoquimica nos extratos da espécie, destaca-se a presenca de
cumarinas, flavonoides, taninos condensaveis, antocianinas, antraquinonas, saponinas,
compostos redutores e triterpenos/esterdides. Apesar desse resultado, os processos de
fracionamento dos extratos levaram a identificagdo apenas da presenca de terpenodides
nas folhas de P. brasiliensis: o diterpeno acido caurendico; os triterpenos B-amirina,
acetato de B-amirina, o-amirina, acetato de o-amirina, lupeol, acetato de lupeol,
pseudotaraxasterol, taraxasterol; e possivelmente a lactona sesquiterpénica crisanina. As
cumarinas, flavonoides, o diterpeno acido caurendico, os triterpenos de esqueleto oleano
e ursano, ¢ as lactonas sesquiterpénicas possuem atividade antiinflamatoria
comprovada, o que pode justificar o uso popular da planta.

Os extratos etanolico e aquoso de P. brasiliensis t€m potencial antiinflamatoério,
uma vez que modularam a produgdo da citocina tipo 1, IFN-y, envolvida diretamente na
inicializacdo e amplificacdo da resposta inflamatéria, explicando assim o seu uso
popular.

Os extratos etandlico e aquoso s3o 0s Unicos a possuirem concentragdo
significativa de compostos fenolicos quando comparados aos outros extratos menos
polares. Sendo o extrato aquoso, o que apresenta maior quantidade de compostos
fenolicos, maior atividade de retirada de radical, e maior poder de redug¢do do ion
metalico Fe’*, sendo assim, apresentou maior potencial antioxidante, apesar de ndo ser
tao significativo quando comparado com o padrao acido galico.

Sendo a espécie P. brasiliensis utilizada na medicina popular e, havendo poucos
estudos fitoquimicos e nenhum bioldgico sobre a mesma, os dados obtidos nesse
trabalho sd3o uma contribui¢do ao conhecimento da composi¢cdo quimica da planta, bem
como algumas atividades biologicas. Mais estudos deverdo ser conduzidos a fim de

validar a utilizacdo medicinal desta espécie e determinar o(s) marcador(es) quimico(s).
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