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RESUMO

Quina € o nome atribuido originalmente as espécies de Cinchona, nativas do Peru e
gue sao produtoras do alcaloide antimalarico quinino. Atualmente, além do uso da
preparacdo de medicamentos, o quinino € usado como ingrediente amargo em
aguas tonicas e outros aperitivos. No Brasil, outras espécies amargas nativas sao
também conhecidas como quina, e foram usadas como substitutas das Cinchonas
como amargo/ténico e no tratamento de febres e malaria. O objetivo deste estudo foi
conhecer as espécies de quinas amargas nativas do Brasil e avaliar o seu potencial
antihiperlipidémico e antihiperglicémico. O primeiro passo foi fazer um levantamento
na bibliografia historica. Os estudos iniciaram-se a partir de minuciosa revisdo em
manuscritos e diarios de viagens de naturalistas brasileiros e europeus, que
descreveram a flora brasileira nos séculos XVIII e XIX. Foram também levantadas
informagBes sobre as quinas amargas usadas nos séculos XX e XXI. Seis espécies
foram selecionadas para os estudos quimicos: Baccharis trimera (Asteraceae),
Esenbeckia febrifuga (Rutaceae), Hortia brasiliana (Rutaceae), Polyouratea
hexasperma (Ochnaceae), Remijia ferruginea (Rubiaceae) e Strychnos pseudoquina
(Loganiaceae). Para cada planta, foi determinado o indice de amargor e a presenca
e teor de substancias amargas, por meio de métodos cromatograficos e
espectroscopicos. B. trimera e S. pseudoquina apresentaram elevado indice de
amargor e a presenca de substancias bioativas importantes, principalmente
flavonoides. As duas espécies citadas e R. ferruginea foram selecionadas para
estudos biologicos. O levantamento historico mostrou a existéncia de 29 espécies de
quinas nativas do Brasil descobertas e usadas nos séculos XVIII e XIX como tdnico
amargo. No século XX, 47 quinas amargas foram descritas na bibliografia, sendo 21
usadas especificamente para tratar disturbios digestivos. Na atualidade, apenas
Bathysa australis, S. pseudoquina e Drimys brasiliensis séo citadas como quinas e
usadas como tbnico/digestivos. Os resultados mostram uma modificagdo profunda
nos nomes populares e usos tradicionais das plantas. S. pseudoquina, e B. trimera
apresentaram maior amargor, apesar de todas as espécies apresentarem
substancias bioativas amargas. A B. trimera apresentou elevada toxicidade em
ensaios in vitro, limitando seu uso na preparacdo de produtos comerciais de uso
continuo. Nos testes in vivo, grupos de animais que receberam dieta hipercaldrica
suplementada com os extratos preparados com B. trimera (50, 100 e 200mg/kg) e S.
pseudoquina (50, 100 e 200 mg/kg) e R. ferruginea 200 mg/kg apresentou uma
reducdo bastante significativa nos niveis de glicose, colesterol e triglicerideos. O
conjunto de resultados mostra que as cascas de S. pseudoquina apresentaram o
maior potencial bioativo, e juntamente com B. trimera, R. ferruginea contribui para
um futuro desenvolvimento de produtos farmacéuticos ou nutracéuticos, para uso na
inapeténcia ou em outras desordens digestivas, aléem de aditivos amargos e
suplementos alimentares.

Palavras-chaves: quinas, S. pseudoquina, gosto amargo, antihiperlipidémica e
antihiperglicémico.



ABSTRACT

Quina is the name originally assigned to Cinchona species, native to Peru and are
producing the antimalarial quinine alkaloid. Currently, besides the use for the
preparation of drugs, quinine is used as bitter ingredient in tonic waters and other
snacks. In Brazil, other native bitter species are also known as quina, and were used
as substitutes for Cinchonas as bitter/tonic and to treat fever and malaria. The aim of
this study was to know the species of native bitter quinas of Brazil and assess their
potential antihyperglycemic and antihyperlipidemic. The first step was to survey the
historical bibliography. The studies were started from thorough review in travel
manuscripts and diaries of Brazilian and European naturalists who described the flora
in the eighteenth and nineteenth centuries. They have also been raised about the
bitter quinas used in the XX and XXI. Six species were selected for chemical studies:
Baccharis trimera (Asteraceae), Esenbeckia febrifuga (Rutaceae), Hortia brasiliana
(Rutaceae), Polyouratea hexasperma (Ochnaceae), Remijia ferruginea (Rubiaceae)
and Strychnos pseudoquina (Loganiaceae). For each plant, the bitterness index was
determined and the presence and content of bitter substances, by means of
chromatographic and spectroscopic methods. B. trimera and S. pseudoquina showed
high level of bitterness and the presence of important bioactive substances,
especially flavonoids. The two species mentioned and R. ferruginea were selected for
biological studies. The historical survey showed the existence of 29 species of native
quinas of Brazil discovered and used in the eighteenth and nineteenth centuries as a
bitter tonic. In the twentieth century, 47 bitter quinas have been described in the
literature, 21 used specifically to treat digestive disorders. Currently, only Bathysa
australis, Drimys brasiliensis and S. pseudoquina are cited as quinas and used as a
tonic/digestive. The results show a profound change in the popular names and
traditional uses of plants. S. Pseudoquina and B. trimera showed greater bitterness,
despite all the species being bitter bioactive substances. B. trimera showed high
toxicity in vitro, limiting its use in the preparation of commercial products of
continuous use. In in vivo tests, groups of animals who received hypercaloric diet
supplemented with extracts prepared with B. trimera (50, 100 and 200mg/kg) and S.
pseudoquina (50, 100 and 200 mg/kg) and 200 mg/kg of R. ferruginea showed a very
significant reduction in glucose, cholesterol and triglycerides levels. The set of results
shows that the peel S. pseudoquina bioactive showed the highest potential and
together with B. trimera, R. ferruginea contribute to the further development of
pharmaceuticals and nutraceuticals for use in appetite or other digestive disorders,
as well bitter additives and dietary supplements.

Key words: quina, S. pseudoquina, bitter taste, antihyperglycemic and
antihyperlipidemic.
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INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, cerca de 80% da populacéo
mundial utiliza a medicina tradicional para o tratamento de suas necessidades
primarias de saude, e a maior parte envolve o uso de plantas medicinais e seus
derivados. A OMS ressalta a importancia dos estudos das plantas usadas na
medicina tradicional com o objetivo de verificar tanto seu possivel efeito terapéutico,
como também a possivel presenca de substancias toxicas (WHO, 2011).

No Brasil, atualmente, as plantas medicinais e seus derivados sdo amplamente
utilizados, principalmente em programas de fitoterapia instituidos pelo Ministério da
Saude. Na area farmacéutica, as plantas medicinais e 0os extratos vegetais foram e
continuam sendo de grande relevancia, tendo em vista a utilizacdo das substancias
ativas como protétipos para o desenvolvimento de farmacos e como fonte de matéria
prima farmacéutica, tanto para a obtencdo de alimentos funcionais, nutracéuticos,
fitoterapicos, fitocosméticos, como para a obtencdo de adjuvantes farmacéuticos.
Entre os produtos comerciais, estdo as substancias naturais amargas, devido a sua
aplicagdo tanto na industria alimenticia quanto na farmacéutica.

As substancias quimicas que sao denominadas amargas ndo compartilham de
uma estrutura quimica similar. Entre elas podem ser incluidas peptideos e seus sais
e metabdlitos secundarios dos vegetais, como alcaloides, fenois, flavonoides,
taninos e catequinas. Estudos mostram que 0s seres humanos possuem uma
multiplicidade de receptores de sabor amargo, e que a transducao deste sabor pode
diferir entre uma substancia e outra (DREWNOWSKI, 2001; CROUZET et al., 2015).

As espécies vegetais amargas sdo muito conhecidas e utilizadas desde a
antiguidade, sendo consideradas eficazes na prevencgao e no tratamento de diversas
doencas. Na terapéutica, as substancias amargas sdo usadas para abrir o
apetite e melhorar a digestéo. Estas substancias sdo muito Uteis, por exemplo, em
casos de inapeténcia, digestédo lenta, como também em processos ndo digestivos,

tais como fraqueza, anemia e estados de convalescencga (ALONSO, 2008).
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O Brasil representa uma das mais ricas fontes de substancias bioativas do
mundo, devido a sua vasta biodiversidade. Calcula-se existir no Brasil cerca de 50
mil espécies distintas de plantas. No entanto, dificlmente encontramos na
literatura espécies vegetais brasileiras exaustivamente estudadas. Poucas foram
também as espécies cujos respectivos extratos tenham tido o potencial
devidamente avaliado, por meio de ensaios farmacologicos. Além disso, muita
informacdao relativa ao uso tradicional de plantas brasileiras esta sendo perdida
ao longo do tempo. O conjunto desses fatores revela a necessidade de se
recuperar as plantas da biodiversidade brasileira, usadas na medicina tradicional, e
avaliar o seu potencial bioativo. Somente assim é possivel transformar as plantas em
produtos de valor comercial (BRANDAO et al., 2008).

O presente estudo teve como objetivo geral, conhecer as espécies de quinas
amargas nativas do Brasil e avaliar o seu potencial antihiperlipidémico e

antihiperglicémico.
Os obijetivos especificos foram:
a) ldentificar espécies de quinas amargas a partir de levantamentos
bibliograficas;

b) Avaliar o indice de amargor das espécies vegetais;

c) Realizar a caracterizacdo quimica das espécies por meio de métodos
cromatograficos (CLAE-DAD, CLAE-MS/MS e CG-FID;

d) Quantificar as principais classes de substancias amargas;

e) Selecionar trés espécies para o estudo bioldgico in vitro e in vivo;

d) Avaliar a citotoxicidade dos extratos de B. trimera, R. ferruginea e S.

pseudoquina;

f) Avaliar a capacidade dos extratos de extratos de B. trimera, R. ferruginea e
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S. pseudoquina em promover melhorias nas disfungcbes metabolicas

induzidas por dieta hipercaldrica.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Gosto amargo

O gosto é um dos cinco sentidos que dao aos mamiferos e outros animais uma
consciéncia de seu ambiente, especialmente para a selecdo de alimentos. O sentido
do paladar, que reconhece o gosto doce, amargo, salgado, azedo e umami, € muitas
vezes considerado de suma importancia, pois € o ultimo sentido em uso antes dos
alimentos serem engolidos. O paladar desempenha assim um papel biolégico
fundamental em ajudar os animais e humanos para regular a ingestdo de alimentos
adequados, e rejeitar alimentos inadequados (GINANE et al., 2011). Os gostos
basicos sédo codificados por receptores especializados em papilas gustativas
presentes na superficie da lingua e palato, que detectam substancias quimicas
correspondentes a cada um deles (CROUZET et al., 2015).

Estudos recentes revelaram que 0os mecanismos moleculares para a recepgao
e transducdo dos gostos doce, amargo e umami sdo mediados por receptores
acoplados a proteina G (GPCRSs), seguindo por um segundo mensageiro e por uma
cascata de sinalizagédo. Os gostos salgado e azedo sdo mediados por receptores do
tipo canal de céation. Em adicdo aos cinco sabores béasicos, células receptoras
gustativas podem ter a capacidade de detectar o gosto de gordura, que é induzida
por acidos graxos. Os compostos indutores de sabor de gordura, ou o sabor de
célcio, podem ser detectados por GPCRs especificos expressos em células
receptoras gustativas. Esta avaliacdo incidira sobre mecanismos de transducédo e
caracteristicas celulares responsaveis por cada um dos gostos (IWATA et al., 2014).
Estudos mostram que algumas substancias que ativam tanto receptor de gosto

amargo quanto umami, tem seu potencial amargo suprimido (KIM et al., 2015).



7

A saliva é o principal fluido do ambiente externo das células receptoras
gustativas, e desempenha um papel importante na sensibilidade do gosto (MATSUO,
2000). A complexidade da composicdo da saliva, componentes das diferentes
glandulas salivares, fluido gengival, microorganismos e de restos de alimentos,
aumenta as possibilidades de interacdo com os alimentos e na percepcao do gosto
(NEYRAUD, 2014). A saliva, por exemplo, é hipotdnica facilita o reconhecimento dos
gostos basicos (DAWES et al., 2015).

No processo inicial de percep¢do do gosto, a saliva atua como um solvente
para as substancias gustativas. Elas dissolvem-se na saliva e depois sao
direcionadas para os sitios dos receptores. Durante este processo, alguns
componentes salivares interagem quimicamente com substancias gustativas. Por
exemplo, os tampdes salivares, que diminuem a concentracdo de hidrogénio livrem
(sabor azedo). Também existem algumas proteinas salivares, que pode ligar-se com

as substancias de gosto amargas (MATSUO, 2000)

As substancias amargas, que sao muitas vezes moléculas bastante
hidrofébicas, interagem com as proteinas salivares como a anidrase carbénica VI
(CA VI), que é uma isozima secretora da familia do gene a-CA. Ela é expressa nas
glandulas mamarias e salivares, e secretada na saliva e leite. Embora CA VI tenha
sido descrita pela primeira vez como uma proteina gustativa, seus papéis funcionais
exatos permanecem de forma enigmatica. O polimorfismo do gene CA VI, também
conhecido como gustina, foi recentemente ligado a percep¢do de gosto amargo em
seres humanos (PATRIKAINEN et al., 2014; FEENEY & HAYES, 2014)

Os genes de identificacdo de gostos amargos tém uma crescente atencdo de
bidlogos evolucionistas, devido ao papel central dos receptores de gosto amargo,

como alerta contra a ingestao de substancias toxicas.

Os 25 genes TAS2R estéo localizados em cromossomas 5, 7 e 12, exceto para
hTAS2R1, que estd localizado no cromossoma 5, todos 0s outros genes sao
hTAS2R organizados em aglomerados densos nos cromossomos 7 e 12
(MEYERHOF, 2005).
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A transducdo do gosto amargo gosto é realizado pelos receptores hTAS2R
acoplados a subunidade a da proteina G (GPCRs), que sao receptores que
desempenham um papel fundamental na transmissdo de um sinal de estimulos
extracelulares. Em alguns casos, os GPCR ou 0s seus mutantes podem sinalizar na
auséncia de um agonista ou de um estimulo externo, referido como basal ou como
atividade constitutiva, e estes mutantes sdo denominados mutantes

constitutivamente ativos (PYDI et al., 2014).

Os receptores gustativos para gosto doce e umami sdo da familia TAS1Rs,
para o amargo sdo TAS2Rs, e para o salgado sdo canais de sodio. As varia¢cées nos
genes receptores de gosto entre e dentro das espécies de vertebrados contribuem
para diferencas de espécies individuais e em comportamentos relacionados com o
gosto (BACHMANOV et al., 2014).

O gosto amargo é um dos cinco gostos basicos e é mediado pelos receptores
de sabor amargo (T2RS), que pertencem a familia GPCR. Os 25 T2RS presentes
nos seres humanos ndo pertencem a nenhuma das principais classes de GPCR, e
sua classificacdo é ambigua. OS T2RS sdo encontrados em muitos tecidos
extraorais, incluindo as vias aéreas e trato respiratorio superior (PYDI et al., 2014).

O tratamento de disturbios digestivos com substancias amargas € feito ha
milénios na medicina tradicional da Asia (CHANG-LIAO et al., 2011), e na fitoterapia
europeia (KNOSS & STOLTE, 2009; KOCH, 2009). No entanto, apesar da sua
utilizacdo generalizada, os mecanismos de acdo dessas substancias, bem como as
suas ac¢des por meio de estudos clinicos, ndo sdo muito elucidados (HEINRICH et
al., 2012). No entanto, existem trés mecanismos que podem auxiliar na explicacéo

da acao destes compostos.

O modelo da resposta cefalica propde que, com a ingestdo de substancias
amargas, o apetite estimula os nervos gustativos e estes reflexivamente conduzem a
dilatacdo dos vasos gastricos, produzindo um aumento das secrecfes biliares,
gastricas e salivares. Uma descricdo mais moderna desta hipotese € a de que o
estimulo amargo passa em primeiro lugar através do nervo glossofaringeo a um

grupo especial de células no cortex cerebral. O sabor € interpretado como amargo, e
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faz com que estimulos sejam transmitidos, através do nervo vago, tanto para as
glandulas salivares como para as estomacais. Esta estimulacdo dos processos
digestivos aumenta o apetite (KNOSS & STOLTE, 2009).

O modelo de resposta local propde que as substancias amargas atuam
diretamente sobre a mucosa da parte superior do trato gastrointestinal e,
especialmente, sobre os receptores amargos da lingua, estimulando a liberacéo de
saliva, bile e sucos gastricos (HEINRICH et al., 2012). Esta hip6tese é apoiada por
observagfes recentes de que células receptoras de gostos amargo, azedo, doce e
umami estdo presentes no estdbmago, duodeno, jejuno, ileo e célon de ratos. Alguns
defensores do modelo de resposta cefalica aceitam que o0 gosto amargo aumenta a
estimulacdo local (KNOSS & STOLTE, 2009). Em contraste, outros defensores do
modelo de resposta cefélica sustentam que ndo ha provas suficientes de que a
estimulacéo local produza efeitos e que as substancias amargas sejam eficazes em
disturbios digestivos (MILLS & BONE, 2000).

A terceira hipétese é de que as substancias amargas também provocam
estimulacdo simpatica. WEISS (1988) propds que a acgdo de inducdo de apetite dos
amargos €, provavelmente, devido a melhoria da circulacdo nos 6rgdos abdominais.
Além disso, ele prop6s que a acdo geral tbnica dos amargos foi devido a

estimulacéo repetida do sistema nervoso simpatico.

A intensidade do amargor pode ser medida pela variacdo do potencial elétrico
de membrana, utilizando um sensor de gosto. Os sistemas de sensores de gosto
tém recebido atencdo, pois podem detectar varios gostos alimentares (CHIKUNI et
al., 2010; FUJITA et al., 2010; MATSUO et al., 2012). Os métodos de avaliagdo para
0s gostos alimentares empregam um sistema de sensor de sabor comercialmente
disponivel que usa sondas de sensores, em que a informacao sobre intensidades do
gosto € detectada como uma mudanga potencial de membrana (HAYASHI et al.,
2006; HAYASHI et al., 2007; HAYASHI et al., 2008). Cada sonda do sistema foi
projetada para responder preferencialmente as substancias com gostos alvo
(HABARA & TOKO, 2006; KOBAYASHI et al., 2010).
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Na guantificacdo da intensidade de gosto dos alimentos e chas que utilizam o
sensor de gosto, sao utilizados padrbes de referéncia para calibrar os sensores,
como cafeina, quinino e catequinas. O gosto amargo é um fator importante para
caracterizar os sabores dos chas, principalmente para avaliar o grau de oxidacao da
amostra (CHEN et al., 2012).

2.2 Plantas medicinais amargas

Na terapéutica, as substancias amargas sdo usadas particularmente para
abrir o apetite e melhorar a digestdo, propriedades que se manifestam por via
reflexa, pois de inicio promovem o aumento das secrecdes e acidez do estdmago.
Essas substancias, administradas aproximadamente 30 minutos antes das refeicdes,
produzem um aumento das secrecdes salivar e gastrica (via receptores de gosto
amargo, situados nas papilas gustativas da parte posterior da lingua) e biliar (via
reflexo vagal). Sdo muito Uteis, por exemplo, em casos de inapeténcia, digestao
lenta e meteorismo, como também em processos nao digestivos, tais como
fraqueza, anemia e estados de convalescenca (ALONSO, 2008).

Estudos vém confirmando o efeito benéfico dessas substancias sobre o
sistema digestivo (BEHRENS & MEYERHOF, 2010), uma vez que foram
detectados receptores que expressam o0 gosto amargo fora da cavidade oral. As
substancias naturais amargas sao também bastante empregadas na producdo de
bebidas aperitivas como vermute, campari, tdonicos amargos como a “angustura
bitters” e cervejas, revelando assim um amplo espectro de possibilidades
comerciais.

Essas substancias s&o encontradas em diversas classes de metabalitos
secundarios e sao classificadas de acordo com sua estrutura quimica (Figura 1A e
1B). As principais classes de substancias amargas sao o0s terpenoides
monoterpénicos como amarogenciano e genciopicrosideo (5), lactonas
sesquiterpénicas (absintina, matricina), diterpenos (marrubina), triterpenos como
guassina (4); flavonoides como quercetina (1), naringina (2) e hesperidina (11), as

catequinas epicatequina (8), epigalocatequina (12) e terpenos comohumulona (7) e
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alcaloides derivados do quinino (3) (ALONSO, 2008).

Em um estudo de correlagdo entre os sabores amargos e 0s principios
ativos vegetais, DREWNOW SKI & GOMEZ- CARNEROS (2000) descreveram outras
classes de substancias amargas, como flavonoides e taninos, organosulforados e
isotiocianatos. Esses ultimos compostos sdo encontrados em alguns vegetais,
como o brécolis, couve-flor, agrido e mostarda.

A distribuicdo das substancias amargas no reino vegetal € desordenada, mas
€ possivel verificar uma tendéncia para se concentrarem em plantas das familias
Gentianaceae, Asteraceae, Rutaceae, Simaroubaceae, Meliaceae e Umbeliferae.
Nas Rutaceae, o amargor € proveniente dos flavonoides e nas Simarubaceae
S80 0s quassinoides 0s responsaveis por esse gosto. Algumas espécies sao
amplamente conhecidas e aproveitadas comercialmente, como € o caso da
genciana (Gentiana lutea L., Gentianaceae) e IUpulo (Humulus lupulus L.,
Cannabaceae). O lupulo é adicionado ao final da etapa de mosturacdo sob a
forma de pellets ou esséncia e é o responsavel pelo amargor da cerveja (SILVA &
FARIA, 2008).

Os gquassinoides sdo um tipo de triterpeno presente em espécies da familia
Simarubaceae, especialmente as plantas do género Quassia (ROY & SARAF,
2006; TADA et al.,, 2009). Os quassinoides sdo as substancias naturais mais
amargas conhecidas. Essas espécies sdo consideradas na medicina tradicional,
Uteis como tbnicas e digestivas (COSTA, 2006). Outras atividades bioldgicas ja
foram descritas, como antidiabéticas (HUSAIN et al., 2011), antiulcerogénica
(GARCIA-BARRANTES & BADILLA, 2011; TOMA et al., 2002) e antimalarica
(MISHRA et al, 2010; HOUEL et al., 2009).

As espécies da familia Simaroubaceae sdo usadas na medicina tradicional no
norte da América do Sul e Caribe como “copos medicinais amargos”. Eles foram
feitos de varias espécies, membros da Familia Simaroubaceae, principalmente com
a espécie Simarouba excelsa (Sw.) DC. conhecida como "Quassia jamaicana". Os
copos artesanais séo feitos a partir do tronco da espécie, eles tém uma pequena
capacidade, sdo decorados e tém um forte gosto amargo (ODONNE et al., 2007).

Osiridoides sado o segundo grupo de substancias mais amargas encontradas
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na natureza. Eles sdo os componentes majoritarios das raizes da Genciana lutea L.
e da Centaurium minus Moench. Os iridoides sdo as substancias responsaveis
também pela atividade anti-inflamatéria do Harpagophytum procumbens (Burch).

DC. (HOSTANSAKA et al., 2014).
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Figura 1A: Exemplo de substancias amargas. (1) quercetina, (2) naringina, (3) quinina, (4)
guassina, (5) gentilpicrosideo, (6) estriquinina
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Figura 1B: Exemplo de substancias amargas: (7) humulona, (8) epicatequina, (9) cafeina,
(10) haspargosideo, (11) hesperidina e (12) epigalocatequina.
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Os alcaloides sdo considerados uma importante classe de compostos amargos.
Eles representam cerca de 20% das substancias naturais descritas, e sao
classificados de acordo com sua origem biogenética (HENRIQUES et al., 2001). De
um modo geral, todos os alcaloides possuem sabor amargo. Os alcaloides amargos
mais conhecidos sdo alcaloides derivados do quinino. Esses alcaloides sé&o
encontrados em cascas de espécies de Cinchona e Remijia. O quinino é um padréo
aceito e muito utilizado para a verificacdo de gosto amargo, com o limiar de deteccéo
de 10 mg/kg (FENNEMA et al., 2008). Os principais alcaloides quinolinicos sédo a
quinina, quinidina, cinchonina e cinchonidina (McCALLEY, 2002).

As substancias amargas e adstringentes econtradas nos taninos sédo as
catequinas, denominadas epicatequina (EC), epicatequinagalato (ECG),
epigalocatequina (EGC) e epigalocatequinagalato (EGCG). Elas comp&em o cha
verde ou Ch& da China, Camelia sinensis. As catequinas, possuem ac¢ao
antihipertensiva (GALLEANO et al., 2010), anti-oxidante (CYBORAM et al., 2015),
antiarterioclerose (CYBORAM et al., 2015), anticarcinogénica (PRASAD & KATIAR,
2015) e propriedades hipocolesterolémicas (CYBORAM et al., 2015).

Os flavonoides também sao conhecidos pelo seu potencial amargo, as
principais substancias amargas desta classe s&do naringina, hesperidina e
guercetina, encontradas principalmente em espécies do género Citrus. Os
flavonoides e isoflavonoides tém um gosto amargo indesejavel, o que dificulta a sua
utilizagdo em alimentos funcionais. Os flavonoides amargos, atuam na ativagao de
receptores amargos hTAS2R14 e hTAS2R39 (ROLAND et al., 2013).

A intensidade do amargor das plantas é medido pelo indice de amargor, que é
descrito em varias farmacopeias . O ensaio é baseado na maior diluicdo de um
planta ou de um extrato, que tem ainda um gosto amargo. O indice é
determinado por comparacdo com o padrdo de cloridrato de quinina. O valor do
amargor do padrdao é fixado em 200.000. Em estudo recente, OLIVER & WYK
(2013) avaliaram o indice de amargor de quinze espécies que sao utilizadas na
medicina tradicional sul africana como tonicos amargos. Os resultados

demostraram que, aproximadamente, 30% das espécies sao consideradas muito
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amargas, com indice de amargor acima de 10.000 quando comparadas com
padrées como Gentiana lutea e Artemisia absinthium. A tabela 1 traz alguns valores

de indice de amargor de plantas usadas em varias partes do mundo.

Tabela 1. indice de amargor de espécies amargas.

Espécie vegetal indice de Amargor
Quinino 200.000

Quassia spp. 40.000 a 60.000
Gentiana lutea L. 20.000 a 25.000
Artemisia absinthium L. 10.000
Menyanthes trifoliata L. 1.500 a 9.000
Erythraea centaurium (L) Pers. 2.000 a 3.500
Citrus aurantium L. 1.000 a 2.000

Fonte (COSTA, 2006)

No Brasil, varias plantas amargas recebem o nome popular de “quinas”.
Na verdade, “quina” € o nome tradicional originalmente atribuido as espécies de
Cinchona (Rubiaceae), nativas do Peru, e de onde se obtém o alcaloide quinino,
empregado ha séculos no tratamento da malaria. As Cinchona sao conhecidas
também pelas suas propriedades tbnicas. O quinino € o principal alcaloide
amargo da casca da cinchona (BRASIC, 1999), sendo inclusive adicionado como
aditivo amargo na composicdo da agua ténica. O uso das cascas amargas dessa
planta para tratar a malaria foi copiado dos amerindios pelos espanhois, ainda no
século XVI. A planta é hoje cultivada em escala comercial na ilha de Java e na
Asia, de onde o quinino é extraido para a producdo dos medicamentos e usado
na industria de bebidas como flavorizante amargo. Ja houve bastante interesse
do Brasil no cultivo comercial da quina, devido a seu amplo emprego e sua
importancia comercial, mas todas as tentativas fracassaram (COSENZA et al.,
2013).

O gosto amargo da agua tdnica, na qual é incorporado o quinino, é
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fundamental para a aceitagcdo do produto. A concentragdo utilizada de cloridrato de
qguinino pode chegar até 85 mg/litro de produto (MINIM et al., 2009). O quinino
também é indicado no o tratamento de colicas (DIENER et al., 2002).

O quinino e o seu diasteroisomero quinidina inibem o citocromo P450 2D6
(CYP2D6), uma enzima hepatica envolvida no metabolismo de muitas drogas
antiarritmicos, incluindo o0s antagonistas dos receptores b-adrenérgicos,
antidepressivos triciclicos, inibidores de recaptacdo da serotonina, antipsicoticos,
opiaceos, agentes anticancerigenos e anfetaminas. A quinina e quinidina s&o
amplamente reconhecidas como uns dos inibidores mais potentes da CYP2D6 em
humanos (KOBAYASHI et al., 1989).

Espécies de Cinchona ndo ocorrem no Brasil, mas varias plantas
amargas recebem esse nome popular, as quais também sdo atribuidas
propriedades febrifugas, sintoma tipico da maléria, e tbnica (COSENZA et al,
2013). Nessa pesquisa foram estudadas espécies de plantas nativas do Brasil
conhecidas como quinas, visando avaliar seu potencial como amargo e
farmacoldgico. Seis espécies foram pré-selecionadas a partir de dados da literatura
historica sobre 0 uso de plantas brasileiras, que vem sendo amplamente estudada

pelo nosso grupo na ultima década.

2.3 Espécies nativas amargas selecionadas paraoe studo

2.3.1 Baccharis trimera (Less.) DC (Asteraceae)

A B. trimera, conhecida sob o nome popular de carqueja, € um arbusto ou
subarbusto, que cresce até um metro de altura (Fig. 2). A espécie € nativa do sul e
do sudeste do Brasil.

B. trimera possui folhas dispostas ao longo do caule e ramos como expansfes
aladas. As inflorescéncias sao dispostas ao longo dos ramos, de cor esbranquicada
(LORENZI, 2002). Essa planta € amplamente utilizada no Brasil, habito herdado de

povos indigenas, que ha séculos ja faziam uso da planta para o tratamento de
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varias doencas. O uso foi difundido na medicina tradicional como: tbnica, febrifuga
e estomatica. Em algumas publicacbes populares, recomenda-se o0 uso dessa
planta para o tratamento de problemas hepéticos (remove obstru¢des da vesicula e
figado), contra disfuncdes estomacais (digestivo) e intestinais (LORENZI, 2002).

A espécie B. trimera encontra-se descrita na RDC 10/10 (ANVISA) e na
FBRAS e 52 edicdo, confirmando assim a importancia atual dessa planta para o
emprego em produtos farmacéuticos. Devido a seu amargor pronunciado, a
carqueja recebe o nome popular também de carqueja-amarga. O naturalista francés
Auguste de Saint-Hilaire descreveu no seu livro Plantas Usuais dos Brasileiros

(1824), uma comparacao entre 0 amargor da espécie e da genciana.

“Toda a planta é muito amarga e 0 amargor supera o da genciana.

Muito usado contra as febres intermitentes”

Figura 2: Imagem de B. trimera coletada no Museu de Historia Natural do Jardim Boténico
da UFMG.
Outra referéncia importante, na bibliografia histérica, foi descrita pelo
naturalista inglés Richard Burton em seu livro Viagem do Rio de janeiro a morro
velho (1869), onde ele revela o uso da planta na preparacdo de cerveja

“a Composta carqueja (Baccharis, Nardum rusticum, Mart.), de folhas triangulares
alongadas e bagas esbranquicadas nos angulos, tbnico amargo, aromatico e antifebril, muito
usado na fabricacdo da cerveja teuto-brasileira”
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COSTA (2006) também indicou o uso da planta na fabricagdo de cervejas
baratas, substituindo o ldpulo. Em relacdo a composicdo quimica de B. trimera,
varias classes de substancias foram isoladas e caracterizadas: GENE et al.,
(1996) identificaram flavonoides, entre eles luteolina (15), eupafolina (16), apigenina
(17), hispidulina (18), quercetina (19) e rutina (20).

SIMOES-PIRES et al. (2005) isolaram e identificaram compostos
polifendlicos como acido clorogénico (13) e acido cafeico (14) por HPLC-UV-MS-
MS; ZDERO etal.(1991) caracterizaram o género Baccharis pela ocorréncia de
diversas classes de 0leos essenciais, como 0S monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos e triterpenos, sendo as principais 6-cadineno (21), B-elemeno (22), &-
calacoreno (23), germacreno-B (24), a-humuleno (25), cariofileno (26), carquejol
(27), acetato de carquejol (28) e diterpeno do tipo clerodano (29).

Véarios estudos descreveram que 0s principais componentes quimicos da
espécie B. trimera sao os compostos fenolicos, flavonoides, saponinas e os 6leos
essenciais (Fig 3A e 3B) (HERZ et al.,1977; GENE et al., 1996; EMERENCIANO,
2001; VERDI et al., 2005; ABOY et al., 2012). B. trimera ja foi submetida a varios
estudos buscando determinar suas eficacias farmacoldgicas. Extratos e
substancias isoladas da planta foram confirmadas como antihelminticos
(OLIVEIRA et al., 2014; LAZARO et al., 2013), acdo de sinergismo com antifungico
terbinafina (RODRIGUEZ et al., 2013), antioxidantes (PADUA et al., 2010),
imunomoduladores (PAUL et al., 2009), antimicrobianos (BETONI et al., 2006),
antidiabéticos (OLIVEIRA et al., 2005), anti-hemorragicos (JANUARIO et al,
2004), vasodilatadores e relaxantes da musculatura lisa (TORRES et al., 2000),
anti secretores (BIONDO et al., 2011), adaptogénicos (MENDES et al., 2007),
analgésicos e antiinflamatdrios (GENE et al., 1992). Extratos da planta induziram,
por outro lado, genotoxicidade (RODRIGUES et al., 2009) e toxicidade em ratas
prenhas que apods a descontinuidade do uso o efeito € suprimido, evidenciando
necessidade de cautela no uso da espécie (GRANCE, 2008). B. trimera possui
diversas substancias quimicas e atividades farmacoldgicas conhecidas e acredita-
se que 0s compostos amargos sdo 0s 0leos essenciais e compostos fendlicos que

S80 compostos majoritarios presentes na espécie.
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Figura 3 A: Principais substancias quimicas encontradas em B. trimera: (13) &cido
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Figura 3 B: Principais substancias quimicas encontradas em B. trimera: (21) &-cadineno,
(22) B-elemeno, (23), d-calacoreno, (24) germacreno-B, (25) a-humuleno, (26) cariofileno,
(27) carquejol, (28) acetato de carquejol e (29) diterpeno do tipo clerodano.



2.3.2 Esenbeckia febrifuga (A. St.-Hil.) A. Juss. ex Mart. (Rutaceae)

Esenbeckia febrifuga (Fig 4),é conhecida por trés folhas vermelhas, laranjeira
do mato ou quina. Trata-se de uma arvore grande que ocorre nos estados
brasileiros de Sdo Paulo, de Minas Gerais e do Espirito Santo. As folhas sao
alternas, pecioladas, glabras, composta de trés foliolos. Na medicina popular, o
decocto das cascas amargas € usado para tratar febres, inclusive as intermitentes.

O naturalista Saint-Hilaire, em sua obra Plantas Usuais dos Brasileiros
(1824), compara o amargor e eficacia da planta com as cascas da angustura,

espécie amarga usada na época.

“A casca e mesmo a madeira dessa planta sdo extremamente amargas e adstringentes e
substituem com muito sucesso a quinquina do Peru, sobretudo como febrifugo. A eficacia
desse remédio ndo deve ser colocada em duavida, tanto mais que suas propriedades se encontram
no mesmo grau em uma planta da mesma familia, o famoso Cusparé (Galipea febrifuga N. Vulg.:
Cortex angusturae); e Evodia febrifuga pode-se tornar para os habitantes da parte oriental da
provincia de Minas, o que é a casca da angustura para os das margens do Orenoco. Suponho que
a Evodia febrifuga que é uma casca muito elogiada que alguns mineiros trazem ao Rio de
Janeiro, com o nome de Casca da laranjeira da terra, e na qual o doutor Bernardino Antonio
Gomez diz ter encontrado a cinchonina.”

Figura 4: Imagem da E. febrifuga coleta no Campus da Universidade Federal de Minas

Gerais, na Pampulha.
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O extrato aquoso da casca da planta foi estudado em ratos infectados com
Plasmodium berghei na dose de 1,0 g/kg. Os resultados mostraram uma atividade
parcial do extrato, causando 43% de inibicdo da multiplicacdo do
parasita (CARVALHO et al., 1991: BRANDAO et al., 1992).

DOLABELA et al.(2008) confirmaram a atividade antimalérica do extrato
etandlico das cascas contra Plasmodium falciparum e isolaram cumarinas:
bergapteno (30), aurapteno (31), isopimpinelina (32); alcaloides do tipo quinolinicos:
kokusaginina (33), fagarina (34), acronicina (35), dictamina (36) e flindersiamina
(37) equassinoides (Fig 5). E possivel que a propriedade amarga seja devido a
presenca dos alcaloides e quassinoies. Uma nova cumarina denominada de 7-
geranyloxycoumarina, chamada foi extraida das folhas da E. febrifuga, e foi
purificada a partir de uma fracdo hexanica. O composto isolado mostrou a
inibicdo do crescimento significativa, com um DL50 de 30 uM contra Leishmania
major (GUIDUGLI, 2012).
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Figura 5: Principais substancias quimicas encontradas em E. febrifuga: (30) bergapteno,
(31) aurapteno, (32) isopimpinelina, (33) kokusaginina, (34) fagarina, (35) acronicina, (36)
dictamina e (37) flindersiamina.



2.3.3 Hortia brasiliana Vand. ex DC. (Rutaceae)

O género Hortia pertence a familia Rutaceae, € composto por dez espécies,
considerada neotropical com distribui¢cdo, no Brasil, desde o Parana até os estados
de Minas Gerais e de Sao Paulo, com grande predominancia de espécies na regido
Amazonica. A espécie H. brasiliana (Fig.6) € uma arvore de quatro a trinta metros
de altura, possui flores de cor résea e consisténcia coriacea, suas folhas séo
grandes, simples e lisas com comprimento médio de aproximadamente 30 cm
(GROPPO, 2010). E a Unica espécie do género encontrada no leste do Brasil, ocorre
dos estados de Pernambuco e Bahia até o Rio de Janeiro. Ao longo da costa
brasileira, essa espécie cresce na Mata Atlantica. Em Minas Gerais € encontrada na
Serra do Espinhaco e é muito frequente em faixas de Mata Atlantica, presente na
bacia do Rio Doce (GROPPO et al., 2005; GROPPO, 2010).

S&o encontradas poucas informacdes sobre o uso tradicional das espécies do
género Hortia. MARCONDES (2012) realizou um levantamento no municipio de
Mariana (MG) e observou que a populacéo local utiliza as cascas de H. brasiliana,
conhecida pela populagdo como “paratudo”, para o tratamento de disfuncdes
estomacais e no controle de diabetes. Outras espécies de Hortia sdo usadas pela
populacdo para o tratamento de disturbios gastricos. A familia Rutaceae possui
espécies frequentemente utilizadas para o tratamento de disturbios gastrointestinais,

como dor abdominal, nduseas, diarreias, hérnias e gastrite.

Estudos fitoquimicos recentes com as espécies Hortia brasiliana, Hortia
oreadica, Hortia superbaidentificaram algumas classes de metabdlitos secundarios
como derivados de &cidos dihidroxicinamico (44), cumarinas como a b5-
metoxiseselina (43), flavonoides e alcaloides do grupo b-indoloquinazolinicos e
qguinolinicos, como rutaecarpina (38), skimmianina (39), dictamina (40),
metilflindersiamina (41) e desidrorutaecarpina (42) (Fig. 7) (BRAGA, 2005; BRAGA
et al., 2012; SEVERINO, 2008). Existem varias atividades farmacologicas

relacionadas aos alcaloides indolopiridoquinazolinico, incluindo a atividade
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gastroprotetora e antillcera, principalmente para o alcaloide ruteorcapina (39)
(WHITTLE et al., 1990; TEPPERMAN & WHITTLE, 1992; JANUARIO et al., 2000).

Os alcaloides furoquinolinicos, que séao presentes em plantas do género Hortia,
possuem atividade contra patdgenos bucais, que podem ser utilizados para reduzir a

carie dentaria e aformacao de placas (SEVERINO et al., 2009).

O naturalista francés A. de Saint-Hilaire descreveu em sua obra Plantas Usuais

dos Brasileiros (1824) o relato sobre o amargor da Hortia.

“Essa planta, cuja casca é amarga e febrifuga, ndo pode, no entanto, ser considerada sendo um
sucedaneo bastante inutil, uma vez que o Strychnos pseudoquina cresce mais ou menos nos
mesmos lugares que ela. De qualquer modo, deve-se ver na Hortia brasililana a confirmacéo das

propriedades febrifugas das Rutaceas”.

Figura 6: Imagem da Hortia brasiliana, coletada proximo da Reserva Particular Natural

do Caraca, no municipio de Catas Altas-MG.
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Figura 7: Principais substéncias quimicas encontradas em H. brasiliana: (38) rutaecarpina,
(39) skimmianina, (40) dictamina, (41) metilflindersiamina, (42) desidrorutaecarpina, (43) 5-
metoxiseselina e (44) acido diidroxicinamico.



2.3.4 Polyouratea hexasperma (A. St.-Hil) Tiegh (Ochnaceae)

A espécie Polyouratea hexasperma A. St.-Hil. (Fig 8) € uma arvore pequena
medindo de dois a trés metros, nativa do cerrado brasileiro e encontrada também na
Bolivia e no Paraguai (KILLEEN et al., 1998) e conhecida na medicina tradicional
como guina ou gomphia. As cascas dessa espécie no passado eram usadas para
curar machucados provocados por picada de insetos, e era muito utilizada como
adstringente. O género Polyouratea compreende em torno de 300 espécies tropicais
e ocorre principalmente na América do Sul, e algumas espécies sdo usadas na
medicina tradicional como tbénicos adstringentes (P. castanefolia, P. parvifiora),
como antiinflamatérios e em doencas de pele (P. parviflora) e para doencas
gastricas (P. spectabilis) (CORREA, 1984; PAULO et al., 1986; FELICIO et al.,
1995).

O naturalista francés, A. de Saint-Hilaire, descreveu em sua obra Plantas

Usuais dos Brasileiros (1824) para a espécie P. hexasperma.

“Essa planta € comum no distrito de Minas Novas, e na parte da provincia de Minas, chamada
de deserto de Sao Francisco. Ela cresce no meio das pastagens semeadas de arvores retorcidas e
mirradas (tabuleiros cobertos). Os habitantes da regido onde se acha essa planta empregam sua
casca para curar as feridas dos animais provocadas pelas picadas de insetos. Parece que essa
casca age como adstringente, e, nesse caso, poderia provavelmente usa-la para as feridas dos

homens, assim como nosso pais serve-os da casca das quinas“.
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Figura 8: Imagem da P. hexasperma, coletada no Campus da Universidade Federal de
Brasilia.

Os biflavonoides amentoflavona (48) e 7- O-metil-agathisflavona (49) (Fig.9)
foram isolados das plantas brasileiras Polyouratea hexasperma e P. semiserrata.
Esses biflavonoides sao inibidores de topoisomerases |, 0s quais sdo considerados
agentes antitumorais. Os biflavonoides mostraram atividades inibidoras do
crescimento dependentes de concentracdo em células de carcinoma de Ehrlich
em 45 h de cultura. Os biflavonoides foram testados contra células K562 de
leucemia humana em cultura de 45 h, mas s6 mostraram atividade inibidora do
crescimento de 42 %. Os resultados sugerem que biflavonoides séo alvos para as
topoisomerases de DNA, e a sua citotoxicidade € dependente do tipo de células
de tumor (GRYNBERG, 2002). SOMALAVILLA et al. (2013), descreveram &
caracteristicas morfoanatdbmicas e a composi¢cdo quimica da espécie Polyouratea
hexasperma, destacando caracteristicas importantes para identificacgdo macro e
microscopica das cascas. A identificacdo fitoquimica evidenciou a presenca de
acidos fendlicos, como acido clorogénico (45) e &acido cafeico (46) que sé&o

marcadores importantes para controle de qualidade dessa espécie.
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Figura 9: Principais substancias quimicas encontradas em P. hexasperma: (45) Acido
clorogénico, (46) acido cafeico, (47) epicatequina, (48) amentoflavona e (49) 7-O-
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2.3.5 Remijia ferruginea (A. St.-Hil.) DC. (Rubiaceae)

A Remijia ferruginea (A.St.-Hil.) DC. € uma arvore com folhas opostas,
palidas, grandes (Fig 10). Essa espécie é encontrada no Brasil, da Bahia até Sao
Paulo, e fornece cascas que substituem a verdadeira quina, como tonica e amarga.
E denominada popularmente como quina de remijio, quina brasileira, quina do
campo, quina da serra e quina mineira (CORREA, 1984).

O naturalista francés Saint-Hilaire descreveu em sua obra Plantas Usuais

dos Brasileiros (1824) sobre a Quina mineira.

“Usos. Entre tantas plantas as quais os brasileiros atribuem erradamente o nome de
Quina verdadeiras quinquinas. Sua casca,amarga eadstringente, parece-se particularmente,
quanto ao sabor, as da quinquina da América espanhola. Nao duvido de que ela ofereca os

mesmos principios, e foi empregada com sucesso como febrifugo pelo habitantes das regides”

A composicdo quimica da espécie Remijia ferruginea € pouco conhecida,
sabe-se que existe a presenca de alcaloides, DIAZ et al. (2004) e RUIZ-MESIA et
al.(2005) identificaram alcaloides do tipo quinino das cascas da Remijia peruviana,
entre eles podemos citar quinino (50), cinchonina (51), remijinina (52), epiremijinina
(53) e cupreina (54).

Essas espécies de Remijia sdo tradicionalmente usadas na Amazénia como
preventivo de malaria. ANDRADE-NETO et al. (2003) verificaram que o extrato
etandlico das cascas dessa espécie desencadeia atividade antimalarica em
experimento cobaias, reduzindo a parasitemia e a mortalidade dos animais.
As analises fitoquimicas verificaram a presenca de alcaloides (Fig.11), mas n&o
evidenciaram a presenca de quinino. A quina mineira € utilizada em um

fitoterapico conhecido como ierobina®

, indicado para o tratamento de dispepsia.
Além da quina mineira, esse produto é composto de extratos-fluidos de
Solanum paniculatum L. (Solanaceae, jurubeba), Jacaranda caroba DC.
(Bignoniaceae, carobinha) e Erythraea centaurium (L) Pers. (Gentianaceae,

centaurea). Essas espécies sao utilizadas tradicionalmente para tratamento de
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desordens gastrointestinais. O produto foi testado em animais e ndo afetou os

niveis de glicose, colesterol e triglicerideos (BOTION et al., 2005).

Figura 10: Imagem de Remijia ferruginea coletada em S&o Gongalo do Rio das Pedras,
Municipio do Serro, MG.
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Figura 11: Principais substancias quimicas encontradas em R. ferruginea: (50) quinino, (51)
cinchonina, (52) remijinina, (53) epiremijinina e (54) cupreina.
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2.3.6 Strychnos pseudoquina A. St.-Hil. (Loganiaceace)

A espécie Strychnos pseudoquina A. St.-Hil. (Fig. 12) € uma planta nativa
do Brasil, conhecida popularmente como quina branca, quina do cerrado ou
quina do campo. E encontrada nos cerrados brasileiros dos estados de Minas
Gerais, de S&o Paulo, de Goias, de Mato Grosso do Sul e de Tocantins
(ALMEIDA et al., 1998). As cascas dessa espécie sdo popularmente utilizadas
para o tratamento de doencas hepéticas e gastricas (CORREA, 1984; SANTOS et
al., 2006), febres e malaria (ANDRADE-NETO et al., 2003). A monografia da
espécie é descrita na Farmacopeia Brasileira 1° Edi ¢édo (F.Bras, 1926).

Alguns trabalhos ja determinaram os principais metabolitos secundarios da
espécie. A investigacao fitoquimica demonstrou a presenca de flavonoides e de
alcaloides nas cascas de S. pseudoquina (Fig.13) (NICOLETTI et al., 1984; SILVA
et al.,, 2005). Os alcaloides indolicos encontrados foram: a bisnorhidroxitixiferina
(60), diabolina (58) e a 11- metoxidiabolina (DELLE-MONACHE et al.,1969;
FRANCO et al., 1969; SILVA et al., 2005). Em relag&o aos flavonoides encontrados
estdo a 3-O-metilquercetina (55), isoramnetina (57), estricnobiflavona (58)
(NICOLETTI et al., 1984; BOTELHO et al., 2009; LAGE et al., 2013).

O naturalista francés Saint-Hilaire descreveu em sua obra Plantas Usuais

dos Brasileiros (1824) sobre a Quina do campo.

“Eles se servem dela em quase todas as doencas para as quais 0os médicos da Europa
administram a quinquina, e principalmente para febres intermitentes, tdo comuns todos os anos nas
margens do rio Sdo Franscisco e dos chamados rio do Sono, da Prata e Abaité, etc. Um dos
médicos mais esclarecidos do Brasil, que havia feito experiéncias com a S. pseudoquina
comparando com a quinquina do Peru, assegurou-me que achara a casca da planta de Minas

pelo menos igual, quanto as propriedades, a das verdadeiras cinchonas da América espanhola”.

Em relacéo as atividades farmacoldgicas, diversos  estudos ja foram
conduzidos. BONAMIN et al. (2011) demostraram a atividade gastroprotetiva da

espécie de extrato metandlico e de uma fragdo enriquecida de alcaloides em
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modelo de gastrite cronica induzida por acido acético. O estudo confirmou que o
extrato e a fracdo provocaram aumento da proliferacéo celulare acdo antibacteriana
contra H. pylori, confirmando a eficacia da espécie contra gastrite. Outros autores
ja confirmaram a atividade gastroprotetora da espécie (SILVA et al., 2005;
SANTOS et al., 2006). Estudo de SANTOS (2006) avaliou o potencial genotoxico
de extratos e fracdo enriquecida de alcaloides testados em Salmonella typhimurium
e realizaram o teste de micronucleos em células de sangue periférico de
camundongos. Os resultados mostraram que o extrato de metandlico das folhas de
S. pseudoquina é mutagenica para o TA98 (-S9) e TA100 (+ S9-S9), em estirpes de
Salmonella, e os ensaios da fracdo enriquecida com alcaloides ou flavonoides
ndo foram mutagénicos. In vivo, foram realizados testes com o0 extrato bruto
metanolico em ratos Swiss albinos, os quais foram tratados, por gavagem, com
trés doses. A dose mais elevada testada (1800 mg/kg/dia.) demonstrou o potencial
mutagénico do extrato das folhas de S. pseudoquina. Em estudos de atividade
hipoglicémica, o0 extrato aquoso de S. pseudoquina apresentou efeito
hipoglicemiante significativo. Enquanto isso, a utilizacdo tdpica da microemulsdo
de S. pseudoquina ndo apresentou efeito significativo sobre a cura de feridas em
ratos diabéticos (HONORIO- FRANCA, 2008).

Figura 12: Imagem da S. pseudoquina coletada no municipio de Curvelo, MG.
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(59)

(60)

Figura 13: Principais substancias quimicas encontradas em S. pseudoquina: (55) 3-

metilquercetina, (56) isoramnetina, (57)
estricnobrasilina e (60) nor-dihidrotoxiferina

estriquinobiflavona,

(58)

diabolina,

(59)
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Equipamentos

YVVVVVYVYY

VVVYVYVVVYYYVYYVY

Aparelho de GPS (Etrex)

Balanca analitica (Shimadzu, AY220)

Banho maria (Fisatom, 550)

Bomba de vacuo (Tecnal, TE0581)

Camera fotografica digital (Sony DSC-W550)

Cromatografo liquido (Shimadzu) CLAE-DAD

CLAE-Nexera (Shimadzu) acoplado ao Maxis ETD espectrometro de massa
ESI-QTOF de alta resolucao (Bruker)

Cromatégrafo Gasoso (Shimadzu) CG-FID

Espectrofotdmetro UV- Visivel (Bioespectra, EL800)

Estufa para secagem de plantas (Sociedade Fabbe)
Homogeneizador (Omni Internacional, TH)

Microscopio, equipado com uma camera digital (Motican 2500)
Moinho de facas (Tecnal, TE-625)

Pipeta automatica multicanal e de volume variavel (HTL, Multimate)
Rotavapor (Fisatom, 802)

Sistema de purificacdo de agua (MILLI-Q, Plus)

Ultrasom (Unique)

Vértex (Phoenix, AP56)

3.1.2 Reagentes e solventes

VVVYVYVYVVVVYVYVYVYVYVY

Acetato de etila (Ecibra)

Acetonitrila (Merck)

Acido acético glacial (Tedia)

Acido formico (Synth)

Acido fosforico (Tedia)

Acido sulfarico (Synth)

Acido nitrico (Synth)

Alcool etilico (Synth)

Anisaldeido (Synth)

Bromo (Synth)

Carbonato de sodio (Synth)

Cloreto de alumino hexahidratado (Synth)
Cloreto de Trifeniltetrazélico (Merck)
Diclorometano (Synth)



VVVVYVYYVYVYVVYVVVVYVYVYVYVYYYVYYVY

Dietilamina (Synth)
Dimetilsulféxido (Synth)
Difenilboratoetilamina (Sigma)
Formaldeido (Synth)
Metanol (Tedia)

n-butanol (Synth)
Molibidato de sédio (Synth)
Nitrito de sodio (Synth)
Polietilenoglicol (Synth)

P6 de pele (Sigma)

Soro fetal bovino (Cultilab)
Subnitrato de bismuto
Sulfito de sodio (Synth)
Tampao Fosfato (Synth)
Tiuréia (Synth)

Tripsina (Inlab)

Tungstato de sédio (Synth)

3.1.3 Padroes Analiticos

VVVVVVYVYY

A\

Acido clorogénico (Aldrich Lote: SLBB6914V)
Acido cafeico (Sigma Lote: SLBB5479V)
Cloridrato de quinino (Sigma Lote: BCB3224V)
Cinchonidina ( Sigma- Aldrich Lote: BCBD 9930V )
Cinchonina (Aldrich Lote: STBB1223)
Epicatequina (Sigma Lote: BDET 1321)
Quercetina (Sigma Aldrich Lote: SLBD8415V)
Quinidina (Sigma Lote: BCBF 1345V)

Rutina (Sigma Aldrich Lote: BCBH6323V)

3.1.4 Outros Materiais

VVVYVVVVYVYY

Alcodmetro (Alla France)

Coluna para CLAE NST, C18 (150 mm x 4,6 mm) 4,6 pm

Membrana filtrante (Milipore)

Meio de cultura RPMI (Sigma)

Tubo ependorff de 1,5 mL (Axygen)

Ketamina (Fagra)

Xilasina (Fagra)

Kit enzimatico para dogasem de glicose, triglicerideos e colesterol (Bioclin)
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3.2 Métodos

3.2.1 Pesquisa bibliografica de espécies vegetais a margas conhecidas como

quina

Informacdes sobre as plantas amargas conhecidas e usadas como substitutas
da quina verdadeira (Cinchona spp.) foram obtidas na bibliografia histérica e
etnomédica brasileira. E importante enfatizar que varias espécies sdo descritas na
literatura como sendo Uteis como amargas, tonicas e febrifugas, mas no presente
estudo, foram extraidos dados apenas daquelas espécies denominadas quinas.

Inicialmente, foram feitos estudos em referéncias histdricas, publicadas por
botanicos, médicos e farmacéuticos naturalistas que percorreram ou viveram no
Brasil nos séculos XVIII e XIX. Entre os documentos histéricos pesquisados esta o
livro Quinografia Portuguesa, ou Colecdo de Memdrias de 22 Espécies de Quinas
Descobertas nos Varios Dominios do Brasil, escrita em 1799 pelo naturalista
brasileiro, Frei Mariano da Conceicdo Vellozo. Dados sobre as plantas foram
extraidos também dos diarios de viagem de naturalistas europeus que percorreram o
Brasil no século XIX. Os diarios do boténico austriaco JE Pohl (POHL, 1976), dos
alemaes GH von Langsdorff (SILVA, 1997), JB von Spix e KP von Martius (SPIX &
MARTIUS, 1981), dos ingleses J. Mawe (1978), CJF Bunbury (BUNBURRY, 1981) e
R. Burton (BURTON, 1976; 1977), e do francés Auguste de Saint-Hilaire (SAINT-
HILAIRE, 1975) foram estudados. Livros escritos por esses autores especificamente
sobre as plantas usadas pelos brasileiros foram também cuidadosamente estudados
em busca de informacdes sobre as quinas amargas. Um deles foi o Sistema de
Materia Medica Vegetal Brasileira, publicado por von Martius, em 1843. Outras obras
importantes foram o Plantas Usuais dos Brasileiros e Histéria das Plantas mais
notaveis do Brasil e do Paraguai, publicados por A. de Saint-Hilaire em 1824 (e
traduzidos para o portugués pelo nosso grupo (CEPLAMT) em 2009 e 2013,
respectivamente). Outros dados foram também obtidos a partir de manuscritos de A.
de Saint-Hilaire, depositados no Museu de Histéria Natural da Franca, em Paris
(BRANDAO et al., 2012) e do botanico inglés John Miers, depositado no Museu de
Historia Natural de Londres.
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Outros livros estudados foram escritos por médicos e farmacéuticos Europeus
que viveram no Brasil no século XIX, e passaram a incorporar espécies medicinais
nativas em suas praticas. Uma das obras mais importantes € o Formulario ou Guia
Médico, escrito pelo polonés naturalizado francés, P.L.N. Chernoviz, cuja primeira
edicdo foi publicada em 1842. Este livro foi amplamente usado por médicos e
boticéarios no Brasil, até a publicacdo da Farmacopeia Oficial Brasileira, em 1926.
Outros livros estudados foram o Dicionario de Medicina Popular e Doméstica escrito
pelo dinamarqués T. Langgaard (LANGGAARD, 1865), Dicionério de Botéanica ou
Compéndio sobre as Plantas do Brasil, Indigenas e Climatizadas (PINTO, 1873), e
Elementos de Botanica Geral e Médica redigido pelo médico baiano J.M. Caminhoa,
em 1877. Outras referéncias importantes, organizadas no século XIX, mas
publicadas no inicio do século XX, foram a Monografia das Falsas-quinas Brasileiras,
redigida em 1916 pelo farmacéutico W. Peckolt, como também a primeira edicdo da
Farmacopeia Oficial Brasileira (1926). Os dados sobre as plantas foram
posteriormente confrontados com estudos farmacoldgicos em artigos, indexados no
PubMed e Scopus, relacionados com o uso tradicional da planta como amargo,
febrifugo e tbénico (COSENZA et al., 2013). Os resultados deste estudo estdo na
tabela 14.

Vérias bibliografias classicas sobre o uso de plantas no Brasil, publicadas no
século XX, também foram estudadas, entre as mais importantes estdo as obras
Dicionario das Plantas Uteis do Brasil e Exdticas Cultivadas, de M. Pio Correa
(1984), Arquiclamideas Medicinais de Ouro Preto (BADINI, 1940), A Flora Nacional
na Medicina Doméstica (BALBACH, 1974), Amaz6nia Brasileira Ill, Arvores e Plantas
Uteis (LE COINTE, 1947) e Plantas e suas Substancias Toxicas e Medicinais
(HOEHNE, 1939). A relacdo das quinas amargas obtidas a partir desse
levantamento encontra-se na tabela 15. Os dados sobre as plantas foram também
confrontados com estudos farmacologicos do PubMed e Scopus.

O uso atual das quinas amargas foi verificado a partir de levantamento em 190
artigos sobre estudos etnobotanico, realizados em varias partes do Brasil, e
publicados em periddicos nacionais e estrangeiros a partir do ano 2000. Os
resultados desse levantamento encontram-se na tabela 16.

Os nomes cientificos das espécies nativas foram verificados nos website,

floradobrasil.jbrj.gov.br, complementado por www.theplantlist.org e www.mobot.org
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para as espécies exoticas.

3.2.2 Pesquisa de substancias amargas em seis espéc ies de quinas brasileiras

3.2.2.1 Selecao das plantas para o estudo

Para este estudo, foram selecionadas cinco espécies de quinas que ocorrem
em Minas Gerais, descritas na bibliografia historica, e que foram citadas pelo
botanico francés A. de Saint-Hilaire em sua obra Plantas Usuais dos Brasileiros:
Esenbeckia febrifuga (A. St.-Hil.) A. Juss. ex Mart. (Rutaceae), Hortia brasiliana
Vand. ex DC. (Rutaceae), Polyouratea hexasperma (A.St.-Hil.) Tiegh (Ochnaceae),
Remijia ferruginea (A.St.-Hil.) DC. (Rubiaceae) e Strychnos pseudoquina A.St.-Hil.
(Loganiaceae). O estudo dessas plantas foi parte integrante dos projetos REFLORA
(Plantas do Brasil: Resgaste histérico e herbério virtual para o conhecimento e
conservacao da flora Brasileira) e SISBIOTA (Sistema nacional de pesquisa em
biodiversidade), financiado pelo CNPq e FAPEMIG e executados pelo CEPLAMT
(Centro especializado em plantas aromaticas, medicinais e toxicas da UFMG). A
sexta espécie incluida no estudo foi a Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae),

amplamente distribuida por todo o Brasil e atualmente conhecida como “carqueja”.

3.2.2.2 Obtencao do material botanico

As amostras das quinas selecionadas foram coletadas em varias
localidades do estado de Minas Gerais e no Distrito Federal. Informacfes sobre a
coleta das plantas encontram-se na tabela 2.

As cascas de E. febrifuga, H. brasiliana, P. hexasperma, R. ferruginea e S.
pseudoquina, e caules alados de Baccharis trimera, apds coleta, foram secadas
em estufa a 40 °C, para a obtencdo das drogas veget ais. Apds este procedimento,
0s materiais foram reduzidos a p6 em moinho de facas. As amostras moidas foram
acondicionadas em frasco de vidro, ao abrigo da luz, at¢é o0 momento do uso. As
identificagcbes taxondmicas foram feitas pelo Prof. Christopher Fagg, da

Universidade de Brasilia.



Tabela 2: Informacbes sobre as espécies coletadas.

Espécies Més de coleta Local Coordenadas GPS Vouchers

B. trimera Fev 2012 Belo Horizonte S 19° 53' 40" W 043° 54' 48" DAT-105-2011

E. febrifuga Fev 2012 Belo Horizonte S 19° 55" 107" W 043° 57" 29" Fagg CW & Lins
Branddo MG 2196

H. brasiliana Jun 2012 Catas Altas- MG S 20° 04’ 55" W 043° 23' 26" Fagg Cwé& Lins
BranddoMG 2182 (UB)

P. hexasperma Jul 2012 Brasilia S 15°46' 12.9" W 047°52' 06" Fagg CW 2191 (UB)

R. ferruginea Jan 2012 Serro- MG S18°25'41" W 043°30' 03" (DAT-134)

S. pseudoquina Jan 2012 Curvelo- MG S 19°53'40.2" W 043°54' 48" (DAT-135)

3.2.2.3 indice de amargor (teste preliminar) (Farm.  Europeia 6°edi¢&o)

A determinacéo do indice de amargor das plantas em estudo foi feito de forma
muito preliminar, apenas com 0 objetivo de orientar os estudos quimicos e
biolégicos. O ensaio foi realizado com oito provadores ndo treinados, estudantes de
iniciacdo cientifica e poés-graduandos do Laboratério de Farmacognosia da
Faculdade de Farmacia da UFMG.

O indice de amargor € equivalente a maior diluicio de uma substancia que é
capaz de apresentar um sabor amargo. O indice foi determinado por comparagéo
com o padréao de cloridrato de quinino, cujo valor é fixado em 200.000. O método

usado foi o descrito na Farmacopeia Europeia, sexta edicao.

- Determinag0des do fator de correcéo
Para corrigir as diferencas individuais na sensacao de amargor, foi necessario
determinar um fator de correcdo para cada participante, utilizando uma solucao

padronizada de cloridrato de quinino.

- Preparo da solucdo padrdao estoque e solucdo padra o teste: 100 mg de
cloridrato de quinino foram dissolvidos em 100 mL de &gua destilada. Uma
aliquota de 1 mL dessa solucdo foi entdo diluida para 100 mL de agua,

considerada a solugdo estoque (SP), com a concentragdo de 0,01mg/ mL.
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Preparou-se uma série de diluices, pipetando quantidade conhecida de acordo com

a tabela 3:

Tabela 3: Preparo das solucdes padrdes teste de cloridrato de quinino para determinacéo

do fator de corregéo.

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8
Solugdo padrdo 3,6mL 38mL 40mL 42mL 44mL 46mL  48mL 50m
Agua 64mL 62mL 60mL 58mL 56mL 54mL 52mL 50mL

O ensaio foi iniciado a partir da avaliacdo sensorial do tubo 1, ou seja, o que
continha a menor concentracdo de cloridrato de quinino (3,6 mL de SP). 10 mL
desta solugdo foram introduzidos na boca e passadas, de lado a lado,
sobre o dorso da lingua, por 30 segundos. Apés este tempo, o provador avaliava
se sentiu algum amargor. Caso a sensacao ndo tenha acontecido, a boca era
enxaguada com &agua, sendo o ensaio reiniciado, com o segundo tubo, apés 10
minutos. O teste foi realizado utilizando os tubos em ordem crescente de

concentracao de cloridrato de quinino, em triplicata.

O célculo do fator de correcéo k para cada participante foi feito de acordo com a

expressao abaixo:

k=n/5,00

n = nimero de mL da solucdo de estoque

Os participantes que sdo incapazes de sentir amargor com o0 tubo que utiliza a
solucdo de referéncia preparada a partir de 5 mL de solucdo estoque, foram

excluidos do teste. No ensaio realizado nenhum participante foi excluido.

- Preparo da amostra: O teste foi realizado a partir do cha preparado com as
drogas vegetais de cada planta por infusdo. A 1 g da droga vegetal moida foram
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adicionados 100 mL de agua fervente. A amostra foi deixada em banho maria por
30 minutos, agitando continuamente. As soluc¢cdes foram entdo esfriadas, filtradas
e transferidas para um baldo volumétrico de 100 mL. O volume foi completado
com agua destilada. Esta solucdo foi denominada de C-1 e possui um fator de
diluicdo (FD) de 100, em seguidas foram feitas diversas solucdes mais diluidas

(C-2, C-3, C-3A e C-4), que sao apresentadas de acordo com a tabela 4:

Tabela 4: Preparo das solu¢cfes

Solucdes DiluicBes Diluente Fator de diluicdo
(FD)
C-1 - 100 mL de agua destilada 100
C-2 10mL de C-1 90 mL de agua destilada 1.000
C-3 10mL de C-2 90 mL de agua destilada 10.000
C-3A 20mL de C-3 80 mL de agua destilada 50.000
C4 10mL de C-3 90 mL de agua destilada 100.000

O ensaio foi iniciado com as solu¢cdes de amostra C4, que possui o fator de diluicao
100.000. As amostras foram preparadas de acordo com os tubos apresentados na
tabela 5.

Tabela 5: Preparo das solucdes a partir de C4.

Tubos 1 2 3 4 5 6
Solugédo C4 12mL 15mL 20mL 3,0mL 6,0mL 8,0mL
Agua 88mL 85mL 80mL 70mL 40mL 20mL

O teste foi realizado utilizando os tubos na ordem crescente de concentracéo
dos chas, da mesma forma que anteriormente, até que o participante verificasse
uma sensacdo de amargor. O calculo do indice de amargor para cada participante

foi feito de acordo com a expressao abaixo:

indice de amargor = (FD x K/ Z x 0,1)



Legenda:

- FD = Fator de diluigéo da solugao
- K= Fator de correcédo encontrado com o padréo
- Z = numero de mL da solugédo D (Amostras C1 a C4)

3.2.2.4 Preparo de extratos brutos (EB)

O primeiro procedimento realizado com os materiais botanicos moidos para
determinacdo dos perfis fitoquimicos foi & preparagdo dos extratos brutos (EB). O
processo utilizado foi a percolacdo a frio, utilizando uma mistura de é&lcool etilico
80° GL, como solvente extrator. As plantas foram e xtraidas até a exaustao,
sendo os liquidos obtidos reunidos e concentrados a vacuo (maximo

60°C), até a obtencéo dos extratos brutos.

3.2.2.5 Preparo de fragbes enriquecidas a partir do  extrato bruto

O objetivo desta etapa foi a obtencéo de fracées enriquecidas em determinadas
classes de substancias amargas, especialmente os flavonoides e os alcaloides.
Cada um dos extratos brutos foi submetido a um fracionamento liquido-liquido, com
solventes de polaridade crescentes. Um grama de cada extrato bruto foi diluido em
50 mL de agua e transferido para um funil de separacdo. Em seguida, foi adicionado
e agitado com o acetato de etila. Esta operacao foi feita com trés por¢cdes de 30 mL.
O acetato de etila tem a capacidade de extrair substancias de polaridade
intermediaria, entre elas, os flavonoides. Esta fragdo foi denominada FACET.
Em seguida, adicionou-se a fase aquosa o n-butanol saturado com agua, para a
extracdo de glicosideos, saponinas e outras substancias de alta polaridade (fracéo
FBUT). A fragdo aquosa resultante foi denominada FA. Todas as fracdes obtidas
foram concentradas a vacuo, até secagem completa, e armazenadas a 4 C até o
momento de sua utilizacdo. As fragbes foram submetidas a testes de identificacao
das substancias amargas por métodos cromatograficos. O procedimento executado

esta sumarizado na Figura 14.
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1g de Extrato bruto

1) Ressuspensdo em agua destilada
Extrato aquoso

2) Extracdo com acetato de etila (3 x 30 mL)

Fracdo acetato de etila Fracdo aquosa

3) Extracado com n-butanol (3 x 30 mL)

Fracdo aquosa Fracdo n-butanolica

Figura 14: Fluxograma de extracdo e preparo do extrato bruto e fragbes enriquecidas.

3.2.2.6 Preparo de fragdes enriquecidas em alcaloid es

As drogas vegetais foram submetidas a um processo de extragdo acido-base,
especifico para alcaloides. Trés gramas de cada uma das drogas vegetais
foram extraidas, sob refluxo, com 20 mL de HCI 0,1 M por 30 minutos. Em
seguida, cada amostra foi filtrada em papel de filtro e alcalinizada com NH4OH
6M, até pH 9,0. A solucao foi transferida para um funil de separacao, adicionou-se
éter etilico, e agitaram-se as duas fases com o objetivo de extrair os alcaloides.
ApOs a extracdo, a fase organica foi reunida e concentrada até secura em
rotavapor, e armazenadas a 4°C até o momento do uso. Todas as fragbes foram
submetidas a testes de identificacdo das substancias amargas por métodos
cromatogréficos. A Figura 15 ilustra o procedimento realizado para a obtencdo das

fracOes de alcaloides.
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3 g de pb de droga vegetal

l 1) Extracéo sob refluxo com HCI 0,1 M

Extrato aquoso acido (pH 1-2)
2) Filtracéo
Extrato aquoso acido (pH 1-2)
3) Adicéo de NH4OH 6 M, pH 9-10.
Extrato aquoso basico (pH 9-10)

l 4) Extracao com éter etilico (3 x 30 mL)

Fracdo aquosa (Descarte)  Fragcao organica

5) Concentracao até residuo no
rotavapor

Fracdo enriquecida de alcaloides (FAL)

Figura 15: Fluxograma de extragéo e preparo das fracdes enriquecidas de alcaloides.

3.2.2.7 Caracterizacdo quimica das drogas vegetais

A caracterizagdo quimica dos extratos brutos e fracdes obtidas de cada uma das
seis espécies de quinas foi feita por meio de métodos cromatograficos. Inicialmente,
foram feitas analises por cromatografia em camada delgada (CCD) com o objetivo de
se ter uma nocao preliminar das substancias presentes. Em seguida, os extratos e
fracbes foram submetidos a andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
acopladas aos detectores DAD e Massa (CLAE/ DAD e CLAE/ MS). As classes
guimicas estudadas foram flavonoides e acidos organicos, polifenois/ taninos,

alcaloides, iridoides/ terpenoides e 6leos essenciais.



3.2.2.8 Pesquisa de flavonoides e acidos orgéanicos por CCD

Aliquotas de 20 pL dos EBs e fracdes foram aplicados em placa de aluminio
contendo silica gel (60 UV 254nm), seguido de eluicdo com a mistura de acetato de
etila:tolueno:acido féormico:agua (60:20:20:15). Como revelador foi usado o reagente
difenilboratoetilamina 1% em metanol (NP), seguido de polietilenoglicol
4000 1% em etanol (PEG). A placa foi aquecida por 5 min, a 105°C e visualizada
em luz ultravioleta (UV) a 365 nm. Os padrdes utilizados foram acido clorogénico,
acido cafeico, rutina e quercetina (WAGNER & BLADT, 1996).

3.2.2.9- Pesquisa de flavonoides por CLAE/DAD
As analises foram realizadas a partir da adaptacdo de uma metodologia para
a Cynara scolymus (Alcachofra), desenvolvida pelo nosso grupo para a Farmacopeia

Brasileira 52 Edigé&o.

- Preparo das amostras : Foram pesados, aproximadamente, 100 mg de cada um
dos EBs. Cada amostra foi diluida em 10 mL de metanol. As solu¢cbes foram filtradas

e injetadas no equipamento.

- Preparo dos padrdes: sete mg de acido clorogénico, acido cafeico, rutina e
guercetina foram pesados, separadamente. Os padrdes foram diluidos em metanol,
para baldo volumétrico de 100 mL, obtendo assim a concentracdo final de 0,07
mg/mL de cada padrao de referéncia. A concentragdo foi padronizada no

desenvolvimento e validacéo do método.
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Tabela 6: Condi¢cdes de analise em CLAE para identificagdo de flavonoides.

Especificacao

Pré-coluna C18, 4,6 um

Coluna Coluna C18 com 250mm de comprimento por
4,6mm de diametro e 5um de tamanho de
particula interna.

Temperatura 40 C

Fluxo da fase movel 1,5 mL/min

Volume de injecdo 10 uL

Tempo de analise 73 minutos

Detector Ultravioleta UV/VIS (330nm)

A fase movel encontra-se decrito na abaixo e o gradiente encontra-se na tabela 7.
Fase movel:

Fase A: Acetonitrila:acido fosférico:agua (7:0,4:92,6) (v/v)

Fase B: Acetonitrila:acido fosférico 85% (99,6:0,4) (v/v)

Tabela 7: Gradiente de fase moével utilizada no sistema.

Tempo Eluente A (%) Eluente B
(min.) (%)

0 10 0

17 10 0

50 80 20

51 0 10

61 0 10

62 10 0

72 10 0

3.2.2.10 Pesquisa de flavonoides por CLAE/MS/MS

A CLAE/MS/MS foi utilizada com o objetivo principal de identificar alcaloides,

mas por meio dela também foram detectados os flavonoides. As condicbes de



analise estao descritas na parte referentes aos alcaloides.

- Preparo das amostras: 10 mg de cada EB e fracdes foram solubilizadas em baléo
volumétrico de 10 mL com uma mistura de metanol 50% e agua milli-Q, contendo
0,1% de &cido fluoridrico. As amostras foram filtradas através de unidade filtrante
de 0,45 pm antes da inje¢cédo no equipamento.

- Preparo dos padrdes: 1 mg do padrdo de referéncia quercetina foi diluida em
baldao volumétrico de 10 mL, com uma mistura de metanol 50% e agua milli-Q,
contendo 0,1% de acido fluoridrico. Obteve-se, assim, a concentracéo final de 0,1

mg/mL. A amostra foi filtrada através de unidade filtrante de 0,45um e injetada.

3.2.2.11 Pesquisa de polifenois/ taninos por CCD

Aliquotas de 20 uL dos EBs foram aplicados em placa de aluminio contendo
silica gel (60 UV 254mm) e eluida com acetato de etila:acido formico:agua (90:5:5).
Em seguida, a placa foi borrifada com o revelador reagente anisaldeido sulfurico,
aquecida a 105 °C e observada no visivel. Os padrdes utilizados foram catequina e
epicatequina, nas concentragbes de 0,5 mg/mL (WAGNER & BLADT, 1996).

3.2.2.12 Pesquisa de alcaloides por CCD

Aliguotas de 20 pL das fra¢Bes enriquecidas em alcaloides foram aplicadas
em uma placa de aluminio contendo silica gel (60 UV 254nm) que foi eluida com
mistura de tolueno:metanol:dietilamina (80:10:10). Em seguida, a placa foi revelada
com reagente de Dragendorff, seguido de solucdo aquosa de nitrito de sédio 10%.
Os padrdes utilizados foram quinino, quinidina, cinchonina e cinchonidina
(WAGNER & BLADT, 1996).

3.2.2.13 Pesquisa de alcaloides por CLAE/MS/MS

A CLAE/MS/MS foi utilizada, principalmente, para identificar os alcaloides nos EBs e
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fracbes enriquecidas das plantas. Foram priorizadas as amostras obtidas de E.
febrifuga, H. brasiliana, R. ferruginea e S. pseudoquina. As condi¢oes

cromatogréficas e o gradiente utilizado encontram-se nas tabelas 8 e 9.

- Preparo das amostras: 10 mg de cada EB e fracdes foram solubilizadas em balao
volumétrico de 10 mL com uma mistura de metanol 50% e agua milli-Q, contendo
0,1% de &acido fluoridrico. As amostras foram filtradas através de unidade filtrante

de 0,45 pm antes da inje¢cédo no equipamento.

- Preparo dos padrdes: 1 mg dos padrbes de referéncia de quinina, quinidina,
cinchonina, cinchonidina, epicatequina e brucina foram diluidos, separadamente, em
balées volumétricos de 10 mL, com uma mistura de metanol 50% e agua milli-Q,
contendo 0,1% de é&cido fluoridrico. Obteve-se, assim, a concentragéo final de 0,1
mg/mL de cada padrdo de referéncia. As amostras foram filtradas através de

unidade filtrante de 0,45um, antes da injecdo no equipamento.

Os espectros de massa foram adquiridos em modo positivo a uma taxa de 2
espectros por segundo. Os dados da fragmentagéo foram realizados com a energia
de colisdo de 40 eV. As configura¢des de ions foram otimizadas para a sensibilidade
meédia de 40-1000 m/z. A deteccdo foi realizada por identificacdo dos picos
cromatograficos com determinacdo da férmula subsequente de acordo com a massa
do is6topo do padrédo exato (MS1) e comparagdo com o banco de dados de espectros
e fragmentos dos compostos (MS2). Foi utilizado um banco de espectros de massas
do equipamento de compostos comerciais isoladas e identificadas, bem como a base
de dados de espectros publico do KnapSack (HORAI et al, 2010)
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Tabela 8: Condi¢des cromatograficas da CLAE/MS/MS para identificacéo de alcaloides

Especificacd

Pré-coluna C18, 2,2 um

Coluna Coluna Shimadzu Shim-pack ODS-XR I, C18, um
2.2um, 2,2 mm x 200 mm

Temperatura 40 C

Fluxo da fase movel 0,2 mL/min

Volume de injecdo 5 uL

Tempo de analise 60 minutos

Detector Ultravioleta UV/VIS (214nm e 254 nm)

Detector Espectrometro de Massa/Massa TOF (Bruker)

A fase movel encontra-se decrito na abaixo e o gradiente encontra-se na tabela 9
Fase movel:
Fase A: Agua milli-Q adicionada de 0,1% de &cido fluoridrico (v/v)

Fase B: Metanol adicionado de 0,1% de &cido fluoridrico (v/v)

Tabela 9: gradiente de fase mével utilizada no sistema

Tempo Eluente A Eluente B (%)
(min.) (%)

5 95 5

45 100 0

50 100 0

60 5 95

3.2.2.14 Pesquisa de iridoides/ terpenoides por CCD

Aliquotas de 20 pL dos EB foram aplicadas em uma placa de aluminio
contendo silica gel (60 UV 254nm) e eluidas com mistura de acetato de etila:
metanol:dgua (77:15:8), para o caso de iridoides e tolueno:acetato de etila (93:7),
para os terpenoides. Em seguida, a placa foi borrifada com o revelador anisaldeido
sulfurico, aquecida por 10 min, a 105 °C, e observada no visivel. O padrdo de

iridoides foi 0 gentilpicrosideo, substancia amarga encontrada na espécie européia
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Gentiana lutea e o monoterpeno mentol (WAGNER & BLADT, 1996).

3.2.2.15 Pesquisa de 6leos essenciais por CG

A CG foi utilizada com o objetivo de identificar os componentes presentes no
oleo essencial da espécie B. trimera. Os resultados foram avaliados pelo indice de
Kovats, em comparacdo com os dados da literatura. A mistura de alcanos (Cs-C2o)
foi utilizada como padrdo para o calculo do indice de Kovats. As condicdes
cromatograficas encontram-se descritas na tabela 10.

- Preparo da amostra: O 6leo essencial da B. trimera foi obtido por hidrodestilacao.
Cinco pL do éleo essencial foram diluidos em 5 pL de hexano, sendo que 2 puL

foram injetados manualmente no cromatégrafo a gas.

- Preparo do padréo de alcanos (C s- C20): 1 pL da mistura de alcanos foi diluida em

5 uL de hexano, sendo 1 pL da mistura injetado manualmente no cromatografo.

Tabela 10: Condi¢Bes cromatogréaficas para identificacdo de 6leos essenciais.

Especificacédo
Gas de arraste Hélio

Coluna Coluna CBP-5 com 30 metros de
comprimento por 0,32mm de didmetro.

Temperatura inicial 60 <C (tempo de equilibrio 1 minuto)
Temperatura final 250 C

Temperatura do Injetor 230 C

Fluxo da fase movel (gas) 5 mL/min

Pressdo 115,4 kpa

Volume de injecéo 2 pL (Split 7:1)

Tempo de analise 70 minutos

Detector FID
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3.3 Quantificacdo das substancias detectadas

3.3.1 Quantificacdo de flavonoides totais por espec  trofotometria no visivel
(Farm. Bras 5°Ed)

Para a quantificacdo de flavonoides utilizou-se a técnica preconizada pela
Farmacopeia Brasileira 5° edicdo, para quantificar flavonoides totais em drogas

vegetais.

- Preparo da curva de calibracdo de rutina: 5 mg de rutina foram diluidos em
10 mL de metanol. A solucédo foi mantida em ultrasom por 5 minutos. ApGs esse
tempo, aliquotas de 0,1 mL, 0,25 mL, 0,5 mL, 2,0 mL e 2,5 mL foram transferidas
separadamente para bal6es volumétricos de 25 mL. Adicionou-se entdo 0,6
mL de &cido acético glacial e, em seguida, 2,5 mL de solucdo de cloreto de
aluminio a 8%, completando o volume final com metanol. A leitura foi realizada
em 420 nm, ap6és 30 minutos da adicdo dos reagentes, construindo assim a
curva de calibracdo. Os dados foram submetidos a analise de regressao linear,
pelo método dos minimos quadrados, sendo calculada a equacdo da reta e o

coeficiente de correlacéo (r?).

- Preparo da amostra

Foram pesados de 1 a 5 g de drogas vegetais. As amostras foram
transferidas para um baldo de fundo redondo de 125 mL e adicionados 20 de
metanol. As solucbes foram deixadas em refluxo por 30 minutos, resfriadas e
filtradas em algoddo. O residuo e o algodéo foram transferidos para o baldo de
fundo redondo de 125 mL e adicionado entre 30 mL de metanol. As solucdes
foram deixadas em refluxo por 15 minutos, resfriadas e filtradas em papel de filtro
para baldo volumétrico de 50 ou 100 mL (tabela 11) e o volume foi completado
com metanol (Solucdo Mae- SM). Aliquotas de 5 mL desta solucdo mée foram
retiradas e transferidas, separadamente, para um baldo volumétrico de 25 mL.
Adicionou-se 0,6 mL acido acético glacial, 2,5 mL de solucdo de cloreto de
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aluminio a 8% sendo o volume final completado com metanol (SA- Solucdo
Amostra). A leitura da absorbancia foi feita a 420 nm, apds 30 minutos da adigcéo
dos reagentes. As tomadas de amostras e as diluicbes de cada droga vegetal
encontram-se descritas na tabela 11. O branco foi preparado em outro balédo
volumétrico de 25 mL, adicionadando uma quantidade utilizada da 5 mL da
solugcdo amostra, com 0,6 mL de &cido acético e completando o volume
com metanol. O teor foi calculado utilizando a curva de calibracdo em flavonoides

totais expressos em rutina.

Tabela 11: Preparo da amostra e diluicdes usadas no doseamento de flavonoides

Droga vegetal Amostra (g) (SM- mL) (SA- mL)
B. trimera 1 100 5
E. febrifuga 1 100 5
H.brasiliana 5 50 5
P. hexasperma 5 50 5
R. ferruginea 1 100 5
S. pseudoquina 1 100 5

3.3.2 Quantificacao de flavonoides totais por CLAE/ DAD

A andlise foi feita para verificar o teor de quercetina detectada nas amostras de
B. trimera e S. pseudoquina. Apds a integracdo dos cromatogramas, foi realizada a
comparacao dos espectros e o calculo do teor, comparando a area do padrao de
quercetina com a &rea encontrada nas amostras. O teor foi expresso em

porcentagem em relagéo a 100 g de extrato bruto.
3.3.3 Quantificacdo de polifenois/ taninos por espe  ctrofotometria no visivel
Para a quantificacdo de polifenois/ taninos utilizou-se a técnica

preconizada pela Farmacopeia Brasileira 5° edicdo, para quantificar polifenois

/taninos em varias drogas vegetais
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- Preparo das amostras: 1 a 5 g das drogas vegetais foram pesadas (ver
tabela 12 com os valores das tomadas de amostra) e transferidas para
um baldo de fundo redondo de 250 mL, e adicionou-se 150 mL de agua. A
mistura foi colocada em banho-maria, por 30 minutos. A mistura foi entao
resfriada, filtrada e transferida para um baldo volumétrico de 250 mL.
Posteriormente, a solug¢do foi diluida para 250 mL com agua. O baldo foi deixado
em repouso para que os solidos precipitassem, sendo a solucao filtrada em

papel de filtro. Os primeiros 50 mL do filtrado foram descartados.

- Polifenois totais: 5 mL do filtrado foram diluidos para 25 mL com &gua destilada.
Uma aliquota de 2 mL dessa solucdo foram entdo transferidas para baldo
volumétrico de 25 mL. Adicionou-se entdo 1 mL do reagente fosfomolibdotungstico,
e 10 mL de agua. Esta solucdo foi entdo diluida para 25 mL com uma solucéo
10,6% de carbonato de sddio anidro. Apds 30 minutos, a absorbancia foi medida
em 760 nm (Al), ao abrigo da luz, e usando 4gua como branco.

- Polifenois ndo absorvidos por pé de pele: 10 mL das solugcbes obtidas
anteriormente foram adicionados 0,10 g de p6 de pele. A amostra foi agitada
vigorosamente por 60 minutos. Apds a agitacdo, a solugéo foi filtrada, sendo 5 mL
do filtrado diluidos para 25 mL, com agua. A 2 mL dessa solucdo foram
adicionados 1 mL do reagente fosfomolibdotungstico e 10 mL de agua. A mistura
foi entdo diluida para 25 mL, com uma solugdo de carbonato de sodio anidro
10,6%. Apds 30 minutos, no escuro, a absorbancia foi medida em 760 nm (A2), e

usando agua como branco.

- Preparo do padrdo: 50 mg de acido gélico foram dissolvidos em 100 mL de
agua. Uma aliquota de 5 mL dessa solucéo foi diluida em 100 mL de 4gua. Em
seguida, 2 mL dessa nova solucdo foi misturado com 1 mL do reagente
fosfomolibdotungstico e 10 mL de agua e, posteriormente, diluidos para 25 mL com
uma solucdo de carbonato de sodio anidro 10,6%. Apds 30 minutos, a absorbancia
foi medida em 760 nm (A3), ao abrigo daluz, usando agua como branco.

O teor foi calculado em porcentagem de taninos, expressos em acido galico,
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usando a expressao:

T= 62,5x(A1-A2) x m2

A3 Xm1l

em que:
A1 = absorbéancia da solugédo amostra para polifenois totais;

A2 = absorbancia da solucdo amostra para polifenois ndo adsorvidos em po6 de
pele;

A3 = absorbéancia da solucéo padrao;

m1 =massa (g) da amostra, considerando a determinagéo de agua;

m2 = massa de acido galico, em gramas.

Tabela 12: Tomada de amostra do doseamento de polifenois/taninos.

Droga vegetal Tomada de

amostra (g)
B. trimera 1
E. febrifuga 5
H.brasiliana 5
P. hexasperma 1
R. ferruginea 1
S. pseudoquina 1

3.3.4 Quantificacao de alcaloides por espectrofotom  etria no visivel

Foi utilizado um método para o doseamento de alcaloides totais, baseado na
precipitagdo dos mesmos com reagente de Dragendorff e leitura das absorbancias
no visivel. O método foi desenvolvido e descrito inicialmente por SREEVIDYA &
MEHROTRA (2003) e modificado por OLIVEIRA et al. (2006). Este método foi
utilizado devido a dificuldade de executar a quantificacdo por outros métodos mais
sensiveis, pois ndo existem padrdes de alcaloides dessas espécies disponiveis no

mercado.
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- Preparo da curva de calibracdo do padrao cloridrato de quinina

Transferiram-se 300 mg de cloridrato de quinino para baldo de 25 mL, sendo o
volume completado com agua destilada (solucdo mée - SM). Dez mL foram
transferidos para um becker, sendo a solugao acidificada com gotas de HCI 1 M,
até pH igual a 2 a 2,5. Aliquotas de 0,1 mL, 0,2 mL, 0,3 mL, 0,4 mL e 0,5 mL
desta solucédo foram colocadas em tubos ependorff de 1,5 mL. Adicionou-se em
cada tubo 0,5 mL do reagente de Dragendorff (subnitrato de bismuto)

As solugdes foram centrifugadas por 15 minutos e o sobrenadante foi retirado
com pipeta e descartado. Ao residuo adicionou-se 0,5 mL de alcool etilico e 1mL
de sulfito de sédio, centrifugando a mistura por mais 15 minutos. O sobrenadante foi
novamente descartado. Adicionou-se ao residuo 1,5 mL de a&cido nitrico
concentrado e transferiu-se o conteudo para baldo volumétrico de 50 mL. O volume
do baldo foi completado com agua destilada. Um mL desta solugéo foi colocada
em baldo de 5 mL e adicionou-se solugéo de tioureria a 3% (p/v). A absorbéancia do
padrao foi obtida a 435 nm utilizando uma mistura de acido nitrico e solugcéo de

tiureia a 3% como branco.

- Preparo das amostras

Cinco gramas das drogas vegetais foram extraidas, sob refluxo, com 150 mL
de HCI 0,1 M por 30 minutos. Em seguida, a amostra foi filtrada em algodao. O
residuo e o algodéo foram retornados ao refluxo por mais 10 minutos, com mais
120 mL de HCL 0,1 M. Apds resfriamento, a solucao foi filtrada e alcalinizada com
NH4OH 6M até pH 9,0. A solugéo foi entédo transferida para um funil de separagéo
sendo, em seguida, extraida com trés porcdes de 30 mL de éter etilico. As fases
organicas foram reunidas e concentradas até secura, em rotavapor. O residuo foi
diluido em 2 mL de HCI 0,1 M sendo 1mL transferido para um ependorff,
adicionando-se 0,5 mL do reagente de Dragendorff.
As solugcbes foram centrifugadas por 15 minutos e o sobrenadante foi
descartado. Tratou-se o residuo com 0,5 mL de alcool etilico. Em seguida
adicionou-se 1 mL de sulfito de s6dio e centrifugou-se por mais 15 minutos,

descartando o sobrenadante. Adicionou-se em seguida, 1,5 mL de acido nitrico
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concentrado e transferiu-se o conteudo para baldo volumétrico de 50 mL. O
volume do balédo foi completado com agua destilada. Em 1 mL da solucdo foram
adicionados solucao de tiouréria a 3% (p/v). A leitura da absorbancia foi feita a 435

nm, utilizando solucdo de acido nitrico com solucéo de tiuréia a 3% como branco.

3.3.5 Quantificagdo de substancias volateis por hid rodestilacéo

Foi utilizado o método preconizado pela Farmacopeia Brasileira 52 edicao,
utilizando o aparelho tipo Clevenger. Foram introduzidas no baldo de 500 mL 25 g
de caules alados de B. trimera, previamente trituradas, juntamente com 200 mL de
agua destilada. A droga vegetal foi destilada pelo processo de hidrodestilacdo por 4
horas. Terminada a operacéo, o sistema foi esfriado e o volume do 6leo essencial
verificado, descontando o valor de xilol adicionado no sistema. O teor foi calculado

em gramas de 0leo essencial por 100 g da droga vegetal

3.4 Ensaios biolégicos

Foram realizados testes bioldgicos in vitro e in vivo, com o objetivo de se
avaliar o potencial bioativo das espécies. Serdo selecionadas trés espécies para 0s
estudos biodgicos e a escolha serd baseada nos resultados encontrados n o indice

de amargor e perfil fitoquimico das substancias amargas.

3.4.1 Avaliacao do potencial citotoxico de trés esp  écies de quinas amargas

Foi preparado um meio com 10 mL do meio de cultura RPMI (Meio de
cultura de células humanas), 10% de soro fetal bovino (SFB, 1 mL) e 1 % de
antibidtico (penicilina /estreptomicina a 0,1 mL). Os recipientes foram
acondicionados em estufas de CO2 a 37°C. As garrafas foram observadas
diariamente, pois o surgimento de coloracdo amarela € indicativo da necessidade de

se trocar 0 meio. ApOs as células renais isoladas, ja terem confluido no fundo da



garrafa, foi adicionado no meio 1 mL de tripsina. As células foram lavadas no meio
da tripsina por centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos a 4 °C.

ApOs a centrifugacdo, o0 sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em RPMI, utilizando vortex. A solucdo de células foi dividida em
partes iguais entre as garrafas previamente preparadas. Foi acondicionado as
garrafas foram acondicionadas em estufas de CO2 a 37 °C, sendo observadas
diariamente. Apos as células ja terem tomado toda a garrafa, foi adicionado no meio
1 mL de tripsina. As células foram lavadas do meio da tripsina em RPMI por
centrifugacdo a 3000 rpm por 10min a 4 ©°C. Apés a centrifugacdo, o sobrenadante
foi descartado e as células foram ressuspendidas em RPMI. A contagem das células
foi feita entdo na camara de Neubauer. O niamero de células contado foi multiplicado
por 1x 10 e fator de diluicdo. A viabilidade metabdlica das células foi monitorizada
por meio de cloreto de trifeniltetrazolio (MTT), por ensaio colorimétrico.

As células epiteliais renais (BGM) foram cultivadas em RPMI (Sigma) contendo
100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, e 10% de soro fetal bovino
(FBS). As células BGM foram plaqueadas a 5 x 10* células por poco. Seis pocos
sem células foram utilizados como controles (branco). Em seguida, 100 pL de cada
extrato foram adicionados em cada poco, sendo incubados durante 48 h, a 37°C,
em 5% de CO2. Os produtos foram testados em concentracdes variando de 1,10,100
e 1000 pg/mL.

ApOs a incubacéo, 10 uL de MTT a 5 mg /mL foram adicionados a cada poco.
O formazan (produto metabolico MTT) foi ressuspendido em 20 mL de DMSO, e a
intensidade da cor foi medida por espectrofotometria a 560 nm, leitor de ELISA. Os
pocos nédo-tratados foram usados como controles negativos. Os valores das doses
letais (DLso) foram calculados para cada extrato bruto.

Todos os resultados foram expressos como a média + desvio padrao (DP) de
quatro repeticdes. Os valores da metade das concentracdes maximas (IC50) e
doses letais (DL50) foram obtidos a partir de andlise de regressdo nao linear das

curvas de dose-resposta.
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3.4.2 Avaliacdo da atividade antihiperglicémica e a  ntihiperlipidémica de trés

espécies de quinas

Os estudos foram realizados em trés espécies selecionadas, considerando os
resultados obtidos nos ensaios anteriores. Foram analisados os extratos preparados
com os caules alados da B. trimera, além das cascas de R. ferruginea e S.
pseudoquina. Os testes buscaram verificar algum efeito benéfico no trato digestivo,
especificamente no metabolismo de acucares e gorduras, que justifique o uso
dessas plantas como amargas e tbnicas. Animais foram tratados com dieta
hipercalérica que foi, em seguida, suplementada com trés doses dos extratos brutos
das trés plantas selecionadas. Este modelo experimental ja vem sendo usado no
nosso laboratério em estudos com outras plantas (ALMEIDA, 2011; OLIVEIRA,
2013; PEREIRA, 2013).

3.4.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem BALB/c, idade
aproximada de 4 a 5 semanas, provenientes Centro de Bioterismo do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO — ICB/UFMG).
Os animais foram mantidos em gaiolas de plastico, contendo, oito animais por
gaiola, no Biotério da Faculdade de Farmacia.

Os procedimentos experimentais realizados neste estudo foram executados de
acordo com os principios éticos da experimentacao animal, adotados pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais da UFMG (CEUA/UFMG). Os procedimentos foram
aprovados conforme CERTIFICADO N° 305/2014

3.4.2.2 Preparo da dieta HC (dieta rica em carboidr atos) e suplementagcdo com
0S extratos brutos

Os camundongos foram alimentados por 60 dias com dieta rica em
carboidratos (HC), com o objetivo de induzir alteracdes metabdlicas. Em seguida,

suplementou-se a dieta HC com o extrato bruto de B. trimera (Carg), R. ferruginea
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(Rm) e S. pseudoquina (Spq), para verificar os efeitos desta suplementacéo.

Durante todo o experimento, 0s animais tiveram livre acesso a agua e dieta.

O modo de preparo da dieta HC consiste em peneirar o pé da ragdo comercial
e acrescentar, a esta a mistura, agua, acucar e leite condensado, até a obtencdo de
uma massa homogénea. Em seguida, pellets sdo confeccionados manualmente.
Esta dieta € composta por 45% de leite condensado, 45% de racéo Labina® em po6 e
10% de acucar. Para incorporacdo dos produtos em teste na racdo, quantidades
definidas dos extratos (50, 100 ou 200 mg/ kg de peso/dia) foram suspensos em
agua. Essas solucbes foram acrescentadas ao po da racdo Labina® e peneirados
trés vezes, para garantir a total homogeneidade dos extratos na dieta. Em seguida,
adicionou-se acucar e leite condensado, até a formac&o de uma massa, com a qual
manualmente se confeccionou os pellets. O protocolo experimental, que utiliza uma
dieta rica em carboidrato para promover alteracdes metabolicas, foi desenvolvido
pela Professora Adaliene V.M. Ferreira do Departamento de Nutricdo da Escola de
Enfermagem da UFMG. Este modelo jA vem sendo utilizado e reproduzido por
diversos trabalhos (FERREIRA et al., 2011; ALMEIDA, 2011; OLIVEIRA et al., 2012,
OLIVEIRA, 2013; PEREIRA, 2013).

3.4.2.3 Esquema de tratamento

A inducédo das altera¢des metabdlicas por dieta ocorre durante as oito primeiras
semanas do experimento. Até a oitava semana, os camundongos foram divididos em
dois grupos: 80 animais foram alimentados com a dieta HC e os 8 restantes
receberam a dieta controle (C) (Tabela 13). Da 92 a 122 semana de estudo, 0s
animais que recebiam dieta HC foram realocados em outros 9 novos grupos, que
passaram a se alimentar de dieta HC, adicionada de trés concentracdes diferentes
(50, 100 e 200 mg/kg de peso/dia) de cada extrato bruto (Carg, Rm e Sp). A relacdo
de todos os tratamentos realizados e 0s respectivos grupos de animais é descrita na
tabela 13.

A ingestdo alimentar média foi determinada a cada 4 dias, por meio da
diferenca entre a quantidade de racao ofertada e a quantidade restante na gaiola

dos animais. Este procedimento foi realizado durante todo o experimento. O valor
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obtido foi dividido pelo nimero de animais que estavam na caixa e pelo nimero de

dias. O mesmo foi realizado para avaliar o consumo e verificar as doses de

tratamento, quando os animais passaram a receber dieta HC suplementados com os

extratos. A mensuracao do peso corporal foi realizada a cada 4 dias, em balanca

semi-analitica, com capacidade para 500 gramas e varia¢do de 0,01 gramas.

Tabela 13: Grupos experimentais e tratamento utilizado durante o experimento.

Grupos Tratamento

C Racao comercial durante 12 semanas

HC Dieta HC durante 12 semanas

Carq | Dieta HC durante 8 semanas. Da 92a 122 semana foi adicionada na dieta HC 50 mg/kg
peso/dia de extrato bruto de B. trimera

Carq Il Dieta HC durante 8 semanas. Da 92a 122 semana foi adicionada na dieta HC 100 mg/kg
peso/dia de extrato bruto de B. trimera

Carqg I Dieta HC durante 8 semanas. Da 92a 122 semana foi adicionada na dieta HC 200 mg/kg
peso/dia de extrato bruto de B. trimera

Spq | Dieta HC durante 8 semanas. Da 92a 122 semana foi adicionada na dieta HC 50 mg/kg
peso/dia de extrato bruto de S. pseudoquina

Spq ll Dieta HC durante 8 semanas. Da 92a 122 semana foi adicionada na dieta HC 100 mg/kg
peso/dia de extrato bruto de S. pseudoquina

Spq I Dieta HC durante 8 semanas. Da 92a 122 semana foi adicionada na dieta HC 200 mg/kg
peso/dia de extrato bruto de S. pseudoquina

Rm | Dieta HC durante 8 semanas. Da 92a 122 semana foi adicionada na dieta HC 50 mg/kg
peso/dia de extrato bruto de R. ferruginea

Rm I Dieta HC durante 8 semanas. Da 92a 122 semana foi adicionada na dieta HC 100 mg/kg

peso/dia de extrato bruto de R. ferruginea
Rm Il

Dieta HC durante 8 semanas. Da 92a 122 semana foi adicionada na dieta HC 200 mg/kg
peso/dia de extrato bruto de R. ferruginea

O indice de adiposidade (IA) foi calculado pela relacdo entre a somatoria em

gramas dos pesos do tecido adiposo visceral, compostos pelo tecido adiposo
epididimal (TAE), mesentérico (TAM) e retroperitoneal (TAR), e 0 peso de cada
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animal (g), seguido de multiplicacdo por 100. O IA foi calculado a partir da férmula

abaixo:
IA= (TAE + TAM + TAR) x 100
PC

3.4.2.4 Desenho experimental

O desenho experimental, com a escala temporal seguida durante o periodo de
estudo (12 semanas), pode ser visualizado na figura 16. Da primeira a oitava
semana, 0s animais receberam dieta controle ou HC. Ao inicio da 92 semana de
experimento, parte dos animais (n=80), que recebiam a dieta HC, foram
suplementados com duas concentracdoes diferentes do Carqg, Spg e Rm e,
assim, permaneceram até a 122 semana. Nessa semana todos os animais foram

eutanasiados.

Inicio dos grupos com

Animais BALB/c machos - Eutanasia, coleta de
e
4 a & semanas ﬂ?:—“;ﬁjﬁ:: Eﬂ'ﬁﬁgﬂﬂ tecidos esoro
| \la' |
I B || || [N I |
PR [ [ [ [ [ [ ga | o= | | | 122 semanas
Grupos: 4
HC {n =80} HC {n=238)

Cargl—1l{n=28})
Spal-lll_fn=28)
Bm -l {n=8)

L4

Figura 16: Escala temporal do desenho experimental. Grupos de animais alimentados com
dieta controle, dieta rica em carboidratos (HC) e dieta HC suplementada com 50, 100 e 200
mg/kg/dia de extrato bruto de B. trimera, S. pseudoquina e R. ferruginea.

3.4.2.5 Eutanésia
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Apos 12 semanas, 0s animais foram mantidos em jejum, por aproximadamente
12 horas, e entdo submetidos a eutanasia por exsanguinacdo do plexo axilar, apos
terem sido anestesiados com solucédo de ketamina (60 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg).
Os tecidos adiposos epididimal, mesentérico e retroperitoneal e o figado foram

removidos e conservados em freezer a — 20 °C.

3.4.2.6 Obtencéao do soro

O sangue foi coletado do plexo axilar dos animais, colocado em tubos e
centrifugado (3000 rpm) durante 10 minutos a 4 °C, para obtencdo do soro. Em
seguida, o material foi aliquotado em tubos individuais e congelados (-20 °C) para

posterior dosagem sérica de glicose, triglicérides e colesterol total.

3.5. Andlises bioquimicas e morfoldgicas

3.5.1 Dosagens soroldgicas
Foram priorizadas as analises de glicose, colesterol total e triglicérides
plasmaticas. Estes metabdlitos foram quantificados por Kit enzimatico Bioclin,

segundo as instru¢des do fabricante.

3.5.2 Anélise morfolégica dos adipdcitos do tecido adiposo epididimal

Foram também realizadas as andlises morfolégicas do tecido adiposo
epididimal, com o objetivo de verificar o tamanho dos adipdcitos e a influéncia dos
extratos das plantas no seu metabolismo. Fragmentos do tecido adiposo epididimal,
com cerca de 50-100 mg, foram removidos e imersos em solucdo fixadora de
formaldeido a 10% em tampéo fosfato 0,1 mol/L, pH 7,4, por um periodo de 48
horas, a temperatura ambiente. Em seguida, procedeu-se a etapa de desidratacao
com o alcool 70°, seguida de diafanizacdo com xilol e a inclusdo em parafina. Foram
obtidas, no micrétomo, seccdes histoloégicas de 5 ym de espessura. As seccdes

foram colocadas em laminas e coradas com hematoxilina, contrastada com eosina e,
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em seguida avaliadas por microscopia. As laminas histologicas foram preparadas no
Laboratorio de Morfologia (ICB/UFMG).

3.5.3 Aquisicdo de imagem no microscopio e mensura¢ 8o da area do tecido
adiposo epididimal

Para a determinacdo do tamanho dos adipécitos, as laminas foram analisadas
em microscépio, equipado com uma camera digital (Motican 2500). Imagens de
cinco campos de cada animal foram capturadas e a area seccional obtida por meio
da medida aleatéria de 50 adipdcitos por animal (n=3). Em seguida realizou-se a
analise com o programa Image J para o processamento de imagens digitais e
calculo da area média dos adipdcitos (OLIVEIRA et al., 2012).

3.5.4 Andlise do peso do figado e rins

Para avaliar se os tratamentos com o0s extratos brutos estariam causando
algum dano hepatico, foi avaliado o peso do figado destes animais (n=8). De acordo
com CHAN et al. (2010), a hepatotoxicidade pode ser verificada através do

percentual do peso do figado, sobre o peso corporal final dos animais.

3.6 Anélises estatisticas

Apos ter sido realizado o teste de normalidade e verificado que as amostras
apresentavam distribuicdo gaussiana, as comparacdes estatisticas entre os Vvarios
grupos foram feitas por ANOVA “one way”, seguida de pos-teste Newman-Keuls. Os
resultados foram apresentados como média + erro padrdo. O nivel de significancia
adotado foi de p<0,05 (5% de significancia). Para a realizacdo de todas as analises,
foi utilizado o software GraphPad PRISM, GraphPad software Inc. (San Diego, CA,
USA.



4 - RESULTADOS

4.1 Pesquisa bibliografica de espécies vegetais ama rgas conhecidas como

quina
4.1.1 Pesquisa na bibliografia histérica

O levantamento na bibliografia e outros documentos histéricos mostraram a
ocorréncia de 29 plantas amargas, nomeadas como quina, que foram utilizadas
como substitutos da quina verdadeira (Cinchona spp.) no Brasil nos séculos XVIII e
XIX. As espécies levantadas, suas familias, nomes populares, autores que citaram
as plantas estdo na tabela 14. A tabela mostra também resultados obtidos com as
pesquisas farmacoldgicas recentes, qgue mostraram algum efeito relacionado ao uso

como tdnico e no tratamento de distarbios digestivos.

Entre os naturalistas, Von Martius foi quem descreveu a maior parte das
espécies: 22 plantas foram registradas em seu livro Systema de Materia Medica (von
Martius, 1843). Ele ainda redigiu, nesta sua obra, um capitulo especial sobre os
remédios amargos, estando la descrito 0 uso da Baccharis genistelloides sbp. crispa
(Spreng.) Joch. Miull,, Cestrum euanthes Schldl., Discaria febrifuga Mart.,
Esenbeckia febrifuga (A. St.-Hil.) A. Juss. Ex Mart., Hortia brasiliana Vand. Ex DC.,
Solanum pseudoquina e Strychnos pseudoquina A. St.-Hil. O naturalista Saint-Hilaire
registrou a utilizacdo de 11 espécies, e foi responsavel pela primeira descricao
botanica de oito delas: Bathysa australles A.St.-Hil., Bathysa cuspidata A.St.-Hil.,
Esenbeckia febrifuga A.St.-Hil. (Rutaceae), Polyouratea hexasperma A. St.-Hil,
Remijia ferruginea A.St.-Hil., Remijia vellozii (A. St.-Hil.) DC., e Solanum
pseudoquina A.St.-Hil. e Strychnos pseudoquina A.St.-Hil. Todas estas espécies
foram publicadas em seu livro Plantas usuais dos Brasileiros (Saint-Hilaire, 1824). O
uso de Galipea jasminiflora (A.St.-Hil.) Engl. (= Ticorea febrifuga A. St.-Hil.) como
substituto para a quina verdadeira, foi mencionado por Saint-Hilaire varias vezes em
seu caderno de viagens (BRANDAO et al., 2012). O naturalista John Miers
descreveu em seu manuscrito oito espécies de quina, e o uso de Cheiloclinium
cognatum (Miers) A.C.Sm. (Celastraceae) e Quiina guianensis Aubl. (Ochnaceae) foi

registrado apenas por este autor (Tabela 14).
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Entre os médicos e farmacéuticos, Langgaard (1865), descreveu mais espécies
(13), seguido por Camara (Pinto, 1873), que mencionou o uso de 12. Curiosamente,
Langaaard distribuiu as espécies em seu livro em trés categorias: (i) as que
pertencem ao género Cinchona, como C. bergeniana Mart. e C. lambertiana A.
Braun ex Mart. (ii) outras espécies de Rubiaceae, como Bathysa australis (A.St.-Hil)
K. Schum, Bathysa cuspidata (A.St.-Hil.) Hook. F. ex K. Schum, Coutarea hexandra
(Jacq.) K. Schum. e Ladenbergia hexandra (Pohl). Klotzsch e R. ferruginea (A.St.-
Hil.) DC. e (iii) espécies de outras familias botanicas. Peckolt (1916) incluiu dados de
varias espécies, sendo vinte quinas, também citado pelos outros autores estudados.
As outras espécies sdo Hortia arborea Engler (Rutaceae), Colletia cruciata Gill &
Hook. (Rhamnaceae), Strychnos triplinervia Mart. (Loganiaceae), Tachia guianensis
Aubl. e Dejanira erubescens Cham & Schicht. (Gentianaceae), Plumeria lancifolia
Mull. Arg. Aspidosperma peroba Saldanha, Sickingia rubra (Mart.) K. Schum.
Macrocnemum grandiflorum Weddel (Rubiaceae), Alseis floribunda Schott. e

Basanacantha Annae Schum. (Rubiaceae).

As plantas listadas na Tabela 14 séo distribuidas em nove familias botéanicas,
sendo a Rubiaceae a mais representativa, com 14 espécies. Destas, quatro
pertencem aos géneros Ladenbergia e Remijia e duas pertencem a Bathysa. As
outras familias mais representativas em nimero com mais espécies sdo Rutaceae (4
espécies), Apocynaceae (3 espécies), Ochnaceae e Solanaceae (2 espécies) e
Asteraceae, Celastraceae, Loganiaceae, Rhamnaceae e Simaroubaceae (1
espécie). Com a excecgédo de Aspidosperma illustris (Vell.) Kuhim. & Piraja, Baccharis
genistelloides subsp. crispa (Spreng.) Joch.Mull. e Chiococca alba (L.) Hitsch., todas
as espécies mencionadas sao arbustos e arvores, e as suas cascas sao utilizadas

para a preparacao de remedios caseiros.

A espécie mais frequentemente mencionada foi a Remijia ferruginea (A. St.
Hil.) DC., descrita por 11 dos 13 autores estudados. A segunda espécie mais citada
foi a Strychnos pseudoquina A. St.-Hil, citado por nove deles. Bathysa cuspidata (A.
St.-Hil.) Hook. f. ex K. Schum foi citada por oito autores e Coutarea hexandra (Jacq.)
K. Schum. por sete, seguido de Solanum pseudoquina A. St.-Hil., que foi citada por

seis. Hortia brasiliana Vand. ex DC. e Galipea jasminiflora (A.St.-Hil.) Engl. foram
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citadas por cinco autores, e o uso de Baccharis genistelloides subsp. crispa
(Spreng.) Joch. Miill. foi citado por trés autores. Todas as demais espécies foram

citadas por apenas um ou dois autores.

4.1.2 Pesquisa em outras referéncias bibliograficas etnomédicas

No estudo das espécies nos dez livros do século 20, foi identificada a
presenca de 48 plantas amargas, chamadas quina e usadas contra febres, maléaria e
problemas do trato digestivo (Tabela 15). Entre essas, apenas 18 (37,5%) estdo
presentes na relagcdo dos naturalistas/pesquisadores do século XIX. Espécies de
Rubiaceae foram também as que apareceram em maior numero: Bathysa australis,
Coutarea hexandra, Landenbergia cujabensis, L. hexandra, L. lambertiana e L.
oblongifolia, Remijia ferruginea, R. firmula e R. macrocnemia. Outras espécies
citadas em ambas as tabelas pertencem as familias Apocyaceae, Asteraceae,
Loganiaceae, Rutaceae e Solanaceae. Varias outras espécies sao indicadas como
guina e usadas para o tratamento de febres ou problemas digestivos.

4.1.3 Pesquisa em trabalhos de campo (levantamentos etnobotanicos)

realizados no Brasil nas ultimas décadas.

Um total de 190 artigos descrevendo levantamentos etnobotanicos foi obtido
em periodicos nacionais e estrangeiros e, entre eles 35 (18,40%), citaram alguma
planta chamada quina. Dezessete plantas sdo descritas nesta bibliografia, mas
algumas apresentaram problemas de identificacdo, e foram excluidas deste estudo.
Alguns exemplos sdo uma espécie indeterminada citada por ALMEIDA et al. (2010),
e espécies de Cinchona, inclusive C. calisaya, que ndo ocorrem no nordeste do
Brasil, descritas por MEDEIROS e ALBUQUERQUE (2012) e MONTELES et al.,
(2007). Entre as doze espécies restantes citadas nos levantamentos, apenas
Bathysa australis, Strychnos brasiliensis, Strychnos pseudoquina e Drimys

brasiliensis foram indicadas para o tratamento de problemas digestivos (Tabela 16).
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Tabela 14: Espécies amargas usadas como substitutas das quinas (Cinchona spp.) descritas na bibliografia histérica.

87

Nome cientifico

Nome popular

Autores do sécu lo 19t

Estudos farmacolégicos

APOCYNACEAE

Aspidospema illustris (Vell.) Kuhim & Piraja
(Coutinia illustris Velloso; Dipladenia ilustris

Mall. Arg.)®

Geissospermum laeve (Vell.) Miers.
(Geissospermum vellosii Allemé&o)?-3a4b

Geissospermum sericeum Miers 3a4b.c

Quina-de-camamu

Quina-amargosa, quina-de-pobre

Quina, quinarana

Langgaard, Martius, Pinto
(A.Camara), Vellozo

Burton, Mawe

Chernoviz

Nao estudada

Antimalarica (MUNOZ et al., 2000;
VIGNERON et al., 2005; MBEUNKUI et
al., 2012)

Nao estudada

ASTERACEAE

Baccharis genistelloides subsp. crispa
(Spreng.) Joch.Mull. (B. trimera (Less.)
DC., B. crispa Spreng) 4

Quina-de-condamine

Martius, Saint-Hilaire2,Vellozo

Desordens digestivas (BIONDO et al.,
2011); presenca de flavonoides com
atividade antihepatotoxica (SOICKE &
LENG-PESCHLOW, 1987)

CELASTRACEAE

Cheiloclinium cognatum (Miers) A.C.Sm.

(Kippistia cognata Miers)

Quina-do-matto

Miers

Nao estudada

LOGANIACEAE

Strychnos pseudoquina A. St.-Hil.1:2:30 40

Quina-do-campo,quina-de-
vellozo,Quina-falsa, quina-do-
cerrado,quina de Mendanha

Bunburry, Caminhoa, Chernoviz,
Langgaard, Martius, Miers, Pinto

(A.Camara), Pohl, Saint-Hilaire2b.cd,

Antitlcera (BONAMIM et al., 2011;
SILVA et al., 2005); antimalarica
(ANDRADE-NETO et al., 2003)
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OCHNACEAE

Polyouratea hexasperma (A. St-Hil.) Tiegh.
(Gomphia hexasperma) A. St.-Hil.

Ouratea hexasperma (A. St-Hil.) Baill.

Quiina guianensis Aubl

Quina

Quina

Saint-Hilaire®

Miers

Nao estudada

Nao estudada

RHAMNACEAE

Discaria febrifuga Mart.*

Quina-do-campo, quina-do-
brasil,quina-do-rio-grande

Langgaard, Pinto (A. Camara), Martius

Nao estudada

RUBIACEAE

Bathysa australis (A.St.-Hil.) K. Schum.
(Exostema australe A.St.-Hil.) !

Bathysa cuspidata (A.St.-Hil.) Hook. f. ex
K.Schum. (Exostema cuspidatum A.St.-Hil.,
Schoenleinia cuspidata (A.St.-Hil.)
Klotzsch.)!

Chiococca alba (L.) Hitschc. (C. anguifuga
Mart.)*

Coutarea hexandra (Jacq.) K. Schum. (C.
speciosa Aubl., Exostema

souzanum Mart., Portlandia hexandra
‘]acq.) 1,3a,4b,c

Ladenbergia hexandra (Pohl) Klotzsch,
(Buena hexandra Pohl., Cascarilla
riedeliana (Casar) Wedd.) !

Quina-de-santa-catarina, quina-
do-Parana

Quina-do-mato, quina-do-piaui

Quina-preta

Quina-quina, quina-do-para,
quina-de-dom-diogo, quina-do-
brasil,Quina-do-mato, quina-de-
pernambuco, quina-de-cabo-frio

Quina-vermelha, quina-de-folha-
Larga, quina-quina, quina-do-rio-
de-janeiro

Chernoviz, Langgaard,Martius, Pinto
(A. Camara),Saint-Hilaireb

Caminhod, Chernoviz, Langgaard,
Martius, Miers, Pinto (A. Camara),
Saint-Hilaire2¢, Spix

Martius

Langgaard, Martius, Miers, Pinto (A.
Cémara), Pohl, Spix, Vellozo

Chernoviz, Langgaard, Martius, Pohl,
Spix

Nao estudada

Hepatoprotetiva (Goncalves et al., 2012)

Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada



Ladenbergia lambertiana (Mart.) Klotzsch
(C. lambertiana A. Br.ex Mart.)

Ladenbergia oblongifolia (Mutis)
L.Andersson (Cinchona lutescens Vell.)

Macrocnemum roseum (Ruiz & Pav.)
Wedd. (Cinchona fusca Vell.)

Remijia ferruginea (A. St.-Hil.) DC.
(Cinchona ferruginea A.St.-Hil.) 1.2:3¢

Remijia firmula (Mart.) Wedd. (C.
bergeniana Mart., C. firmula Mart.)!

Remijia macrocnemia (Mart.) Wedd.
(Cinchona macrocnemia Mart.)?

Remijia vellozii DC.

Rustia formosa (Cham. & Schitdl.) Klotzsch
(Exostema formosum Cham. & Schitdl.)?

Quina

Quina-amarela

Quina-parda

Quina-mineira, quina-de-remijo,
quina-rosa, quina-da-serra, quina-
do-campo, quina-de-velloso

Quina-do-Amazonas
Quina-do-norte
Quinquina de vellozo

Quina-do-rio-de-janeiro, Quina-
do-sul

Langgaard, Martius, Vellozo

Vellozo

Vellozo, Martius

Bunburry, Burton, Caminho4,
Chernoviz, Langgaard, Martius, Miers,
Pinto (A. Camara), Pohl, Saint-
Hilaireab.cd, Spix

Langgaard, Martius, Vellozo

Martius

Saint-Hilaire®

Martius

89

Nao estudada

Presenca de alcaloides do tipo
cinchonidina (OKUNADE et al., 2001)

Nao estudada

Atividada antimalarica in vivo

(ANDRADE-NETO et al., 2003)

Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada

RUTACEAE

Esenbeckia febrifuga (A. St.-Hil.) A. Juss.
ex Mart. (Evodia febrifuga A. St.-Hil.) 1.3a.4b

Quina-laranjeira, quina-do-mato,
quiina, quina-molle

Martius, Miers, Saint-HilaireP-<,
Langgaard

Antimalarica (DOLABELA et al., 2008;
CARVALHO et al., 1991)



Galipea jasminiflora (A.St.-Hil.) Engl. (G.
multiflora Schult., Ticorea febrifuga A.St.-
Hil.)L. 32

Hortia brasiliana Vand. ex DC.1.4p

Quina-das-trés-folhas,
quina,quina

Quina-do-campo

Martius, Saint-Hilaireap.c.d

Langgaard, Martius, Miers, Pinto (A.
Camara), Saint-Hilaire2?
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Nao estudada

Nao estudada

SOLANACEAE

Cestrum euanthes Schitdl. (C.pseudoquina
Mart.)

Solanum pseudoquina A. St.-Hil.14b

Quina-do-Para, quina-do-mato,
quina-da-terra, quina-de-porto-
alegre, quina-da-mata, quina-
branca

Quina-de-Sé&o-Paulo, quina-
branca, Quina-de-Curitiba, quina-
de-Surrogat

Langgaard, Martius, Pinto (A.Camara)

Caminhod, Chernoviz,
Langgaard,Martius, Pinto (A. Camara),
Saint-Hilaireab.c.d,

Nao estudada.

Nao estudada.

Autores do século 19 ™ (e o ano da primeira edig&o):

(1823) (= Spix and Martius, 1981), Vellozo (1799).

Outros dados: (1) Monografia sobre as falsas quinas Brasileiras (Peckolt,1916); (2) Primeira edicdo de Farmacopeia Oficial Brasileira (1926); (3) usados na
preparacao de medicamentos pelos laboratorios farmacéuticos: 3a=Flora Medicinal (Botsaris, 2007), 3b= Silva Araujo (Araudjo, 1930), 3c= outros (Brandéo et
al., 2010); (4) estudos etnobotanicos recentes especificamente sobre efeitos antimalarico: 4a = Brandao et al., 1992; 4b = Milliken, 1997, 4c = Oliveira et al.,

2003.

Bunburry (1835); Burton (1869); Caminhoa (1877), Chernoviz (1842); Langgaard (1865), Von Martius
(Systema Materia Medica 1843); Mawe (1812); Miers (manuscritos 1832-1838); Saint-Hilaire (a = manuscritos 1816-1822, b = diario de viagem 1830, c=
Plantes Usuelles des Brasiliens 1824, d=Histoire de plants plus remarcables du Brésil et Paraguay 1824), Pinto (= Arruda Camara, 1873), Pohl (1832), Spix
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Tabela 15: Espécies de plantas medicinais nativas do Brasil conhecidas como quinas e usadas como febrifuga e no tratamento de disturbios

digestivos.

Nome cientifico

Nome popular

Usos relacionados a febres e trato -
gastrointestinal

Estudos farmacolégicos

APOCYNACEAE

Geissospermum sericeum Miers 7

Himatanthus lancifolius (Mull.Arg.)
Woodson °

Quina-Rana

Quina Branca, Quina Mole

Casca amarga, empregada contra
febres palustres

Constipacao intestinal, digestéo dificil,
febres intermitentes

Nao estudada

Gastroprotecéo (BAGGIO et al., 2005)

ASTERACEAE

Baccharis trimera (Less.) DC., B. crispa
Spreng., B. genistelloides var. trimera
(Less) Baker®

Quina-De-Condamine

Aperiente, febrifuga, obesidade,
problemas gastrointestinais e
hepaticos, ténico

Efeito protetor em lesdo hepatica aguda
(PADUA, et al., 2014); uso em desordens
digestivas (BIONDO et al., 2011)

BERBERIDACEAE

Berberis laurina Billb., B. glaucescens
A. St. Hil, B. coriacea A. St. Hil>15

Quina-Cruzeiro

Ché empregado contra a malaria

Nao estudada

GENTIANACEAE
Tachia guianensis Aubl”

Deianira erubescens Cham.& Schitdl ©

Quina Amargosa

Herva-Quina, Quina-De-Raiz

Infusdo antidispéptica, antifebril, tbnica

Amarga, estomaquica, febrifuga e
tbnica

Nao estudada

Nao estudada

LAMIACEAE

Leonotis nepetifolia (L.) R.Br ®

Quina-Do-Pasto

Antiespasmadica, febrifuga

Tratamento de H. pylori (VALE &
OLEASTRO, 2014)
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Leonurus sibiricus L 1

Quinino-Dos-Pobres

Disturbios gastrointestinais, febres
intermitentes

Nao estudada

LOGANIACEAE
Strychnos gardneri A.DC °

Strychnos pseudoquina A. St.-Hil.4569.15

Strychnos rubiginosa A. DC.°

Strychnos trinervis (Vell.) Mart °

Quina-De-Cip6

Quina De Manda, de-Velozo, -
Mineira, Do-Cerrado, -Grossa, -
Cruzeiro, -De-Chapada, -De-
Periquito, -Do-Mato- Grosso, -
Branca, -Do- Campo

Quina-Branca

Quina-Cruzeiro, Quina De Cip6

Febrifuga
Casca é empregada como anti-

malarica, febres, moléstias do baco e
estdbmago, figado, tonico

Cascas tbnico-amargas

Febrifugo, moléstias do estdbmago

Nao estudada

Agente anti-ulceroso (BONAMIN et al.,
2011)

Nao estudada.

Efeito espasmolitico (DINIZ et al., 1994);
atividade antidiarreica (MELO et al., 1988)

MELASTOMATACEAE

Miconia willdenowii Klotzsch ex Naudin®  Quina-Brava Cascas tbnico-amargas Nao estudada
MORACEAE

Naucleopsis macrophylla Mig.” Quina Cascas tbnico-amargas N&o estudada
Ogcodeia amara Ducke(Naucleopsis Quina Contra as febres palustres, latex muito  Nao estudada

amara Duke).397

amargo

OPILIACEAE
Agonandra brasiliensis Miers ex Benth.
& Hook.f. 6

Quina-Branca, Quina-De-Veado

Aperiente, colicas intestinais em recém
nascidos

Nao estudada

PHYLLANTHACEAE
Hieronyma alchorneoides Allemao °

Margaritaria nobilis L.f. 10

Quina-Do-Para

Quina

Cascas tbnico-amargas

Antimalérica

Nao estudada

Nao estudada
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RHAMNACEAE
Colletia paradoxa (Spreng.) Escal. °

Discaria americana Gillies ex Hook®

Quina-De-Porto-Alegre, Quina-
Do-Rio-Grande

Quina-Do-Campo,Quina -Do-
Brasil, Quina-Do-Rio-Grande

Febres, tbnico

A casca € acre, febrifuga e ténica

Nao estudada

Nao estudada

RUBIACEAE

Alseis floribunda Schott °
Basanacantha annae K.Schum.59.10
Bathysa australis (A.St.-Hil.)
K.Schum.579

Ciliosemina pedunculata (H.Karst.)

Antonelli®

Coutarea hexandra (Jacq.)

K.Schum. 14579,

Ladenbergia cujabensis Klotzsch?®

Ladenbergia hexandra (Pohl) Klotzsch®

Randia armata (Sw.) DC.°

Remijia ferruginea (A.St.-Hil.) DC. 5910

Quina-De-Séao-Paulo
Quina-Dos-Pobres
Quina-De-Santa-Catarina, Quina-
Do-Parana, Quina-Do-Mato

Quina-Nacional

Quina-De-Pernambuco, Quina-
Quina, Quina-Do-Para, -Quina-
Branca, Quina-De-Dom-
Diogo,Quina-Do-Brasil, Quina-Do-
Rio-de-Janeiro, Quina-Do-Mato

Quina-De-Cuiaba, Quina-De-
Mato-Grosso.

Quina Do Rio De Janeiro

Quina Dos Pobres

Quina-De-Remijo, Quina-
Rosa,Quina -Da-Serra, Quina-

Cascas tbnico-amargas

Cascas tbnico-amargas

Cascas amargas e tbnicas,
empregadas contra febre
intermitentes e febrifugas

Cascas tbnico-amargas

Cascas tbnicas e amargas.
Empregada contra célculos biliares.

Sucedéneas da verdadeira quina no
tratamento de febres intermitentes.

Estomaquica e impoténcia
Tonico, ndo possui propriedades

antifebris como a quina verdadeira

A casca da raiz tem acao febrifuga e
tbnica

Cascas substituem a verdadeira
Quina. Como tbnicas e amargas

Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada



Schizocalyx cuspidatus (A.St.-Hil.)
Kainul. & B.Bremer®

Ladenbergia chapadensis S.Moore®

Ladenbergia hexandra (Pohl)
Klotzsch 5

Ladenbergia lambertiana (Mart.)
Klotzsch®

Ladenbergia oblongifolia (Mutis)
L.Andersson®

Macrocnemum grandiflorum (Wedd)
Wedd. °

Remijia amazonica K. Schum.®

Remijia firmula (Mart.) Wedd.®

Remijia macrocnemia (Mart.) Wedd.?

Simira glaziovii (K.Schum.) Steyerm.®

brasileira, Quina-Do-Campo

Quina-Do-Mato

Quina-De-Séao-Paulo

Quina-De-Folha-Larga, Quina-
Quina, Quina-Do-Rio-De-Janeiro

Quina-Do-Rio-Negro

Quina-De-Goias

Quina-De-Séao-Joao

Quina-Do-Amazonas
Quina-Do-Rio-Negro

Quina-Do-Par4, Quina-Do-Rio-
Negro

Quina-Vermelha, Quina-Do-Mato

Contra febres intermitentes,
convalescéncias, tbnicos amargos

Empregada contra febres e no
tratamento dos males do estdmago e
dos intestinos

Casca é sucedanea das Quinas
legitimas, tbnica e amarga, mas nao
febrifuga. Usada no preparo de
medicamentos tonificantes tais como
vinhos quinados.

Cascas tbnico-amargas

Cascas tbnico-amargas

Cascas tbnico-amargas

Cascas tbnico-amargas
Cascas tbnico-amargas

Cascas tbnico-amargas

Cascas tbnico-amargas.
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Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada.
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RUTACEAE

Esenbeckia febrifuga (A. St.-Hil.) A.
Juss. ex Mart.3°

Galipea jasminiflora (A.St.-Hil.) Engl.®

Hortia brasiliana Vand. ex DC.°

Quina Laranjeira, Quina-Do-Mato

Quina-Das-Trés-Folhas, Quina-
Falsa, Quina-Quina

Quina-Do-Campo

Casca é amarga, combate as febres
intermitentes, dispepsia, tbnica

Casca amarga, sucedanea da Quina
verdadeira no combate as febres
intermitentes, tbnica

Casca amarga, estomagquica e
febrifuga, sucedanea da Quina
verdadeira, tbnica

Nao estudada

Nao estudada

Nao estudada

SALICACEAE

Casearia decandra Jacq.®

Quina-Do-Para

Adstringente e tdnico

Nao estudada

SIMAROUBACEAE

Quassia amara L.27

Quina Cayenna, Quina

Madeira € amarga, aperitiva, excelente
digestivo (dispepsias), estomaquica,
febrifugo, problemas hepaticos, ténico
enérgico

Efeito antiulcerogénico (RAJI &
OLOYEDE, 2012)

SMILACACEAE

Smilax fluminensis Steud.®

Quina-De-Cipd, Cip6-Quina

Cascas tbnico-amargas

Nao estudada

SOLANACEAE

Cestrum euanthes Schiltdl.3:59

Solanum pseudoquina A. St.-Hil.5°

Quina-Do-Par4, Quina-Do-Mato,
Quina-Da-Terra, Quina-De-Porto-
Alegre, Quina-Da-Mata, Quina-
Branca.

Quina-De-Séao-Paulo, Quina-
Branca, Quina-De-Mendana.

A casca € tonica, considerada
sucedéanea da Quina verdadeira.
Empregada contra febres
intermitentes. Estomaquicas, febrifuga

Casca com amargor extremo, contra
febres intermitentes, desobstruente,
tbnico, ictericias e ingurgitamento do
figado, inflamac¢des do baco

Nao estudada

Nao estudada

Referéncias: (1) Aradjo (1930), (2) Badini (1940), (3) Balbach (1962), (4) Cruz (1982), (5) Hoehne (1939), (6) Siqueira (1998), (7) Le Cointe
(1947), (8) Martins (1994) (9) Correa (1984) e (10) Rizini e Mors (1976).

*Existem indicativos que ndo sejam nativas.
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Tabela 16: Espécies de quinas descritas em trabalhos de campo (levantamentos etnobotanicos) realizados no Brasil a partir do século 21.

Nome Cientifico Nome Popular Indicacéo Local Refer  éncia
APOCYNACEAE Quinarana Doencas da pele, febres do Brasil BOTSARIS, 2007
Geissospermum sericeum Miers pantano, inflamacao, ténico
amargo

ASTERACEAE Quina Estdmago, dor de cabeca Cruz Alta (RS) GARLET et al., 2001
Vernonia condensata Baker
FABACEAE Quina-genciana Problemas de ovario e Utero Cuiaba (MT) PASA, 2011
Acosmium subelegans (Mohl). Yak.
FLACOURTIACEAE
Casearia decandra Jacq. .

Quina-do-para Ulceras sordidas Brasil FENNER et al. 2006

LOGANIACEAE

Strychnos brasiliensis Mart.

Strychnos pseudoquina A. St.-Hil.

Quina-cruzeiro

Quina, quina-branca,
quina-de-Goias, quina-
do-campo, quina-do-
cerrado, quina-grossa,
quineira

Para o estbmago

Afecces gastricas, afeccdes
hepaticas, afec¢des neurais,
antianémico, anti-inflamatério,
antitlceras, astenia, baco, banho
facilita o parto, cdlicas, depurativo
do sangue, diarreia, dor de
estbmago, dor no corpo,
esplenomegalia, estimulante do

Luis Antdnio (SP)

Alto Paraiso de Goias
(GO), Anépolis (GO),
Brasil, Cuiaba (MT),
Currais (PI), Goiania
(GO), Indianapolis (MG),
Nossa Senhora do
Livramento (PI), Nova
Xavantina (MT), Oeiras

CASTELLUCCI et al. 2000

BAPTISTEL et al., 2014;
MEDEIROS et al., 2013;
PASA, 2011; SILVA et al.,
2010; OLIVEIRA et al.,
2010; JESUS et al., 2009;
MOREIRA et al., 2009;
CALABRIA et al., 2008;
BOTSARIS 2007; SOUZA et



Strychnos trinervis (Vell.) Mart.

Strychnos triplinervia Mart.

Quina, quina-cruzeiro

Quina-cruzeiro

apetite, estbmago, febre
intermitente, febrifuga, figado,
hepatomegalia, hipolipedémica,
indigestéo, malaria, problemas
estomacais, problemas gastricos,
gueda de cabelo, tbnico amargo,
ténico capilar e vermifugo

Depurativa no tratamento da
sifilis, diarreia, doencas do SNC
febres intermitentes, vermifugo

Dor geral e febre
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(PI), Rosério do Oeste
(P).

Nordeste do Brasil

Vale do Ribeira (SP)

al. ,2006; TRESVENZOL et
al. 2006; MORAIS et al.,
2005; CARVALHO 2004

AGRA et al., 2008

DI STASI et al., 2002

RUBIACEAE

Bathysa australis (A. St.-Hil.) K. Schum.

Bathysa cuspidata (A. St.-Hil.) Hook.f. ex
K.Schum.

Coutarea hexandra (Jacq). K. Schum

Quina-do-mato

Quina do mato

Quina-brava, quina-
de-pernambuco,

Febrifugo e tbnico

Eupéptico utilizado como um
substituto para o quinino na
malaria, febrifugo, tbnico amargo

Abortivo, amenorreia,
antimalarico, anticoagulante,

Ouro Preto (MG)

Brasil

Aiuaba (CE), Araripe
(CE), Assaré (CE),

MESSIAS et al. 2015

BOTSARIS, 2007

SILVA et al., 2015;
RIBEIRO et al., 2014,



quina-quina, quineira.

antiinflamatério, antitérmico,
bronquite, célica, desordens
menstruais, diabetes, doencas do
aparelho respiratério, dor de
cabeca, febre, febre intermitente,
febrifugo, figado, fortalecer o
sangue, gripe, hepatite,
inflamacgé&o da boca, inflamagéo
dos dentes, inflamacdes em
geral, inflamacé&o do nariz, pedras
ou problemas na vesicula biliar,
problemas digestivos, utilizado
contra a malaria.
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Milagres (CE), Brasil,
Campina Grande (PB),
Caruaru (PE), Itapetim
(PE), Nordeste do
Brasil,Serra da Raiz (PB)

CORDEIRO et al., 2014;
SOUZA et al., 2014;
LOPES et al., 2012,
CARTAXO etal., 2010;
MONTEIRO et al., 2010;
AGRA et al., 2008;
ALBUQUERQUE et al.,
2007; ALVES et al., 2007;
BOTSARIS 2007

Guettarda angelica Mart. ex Mull. Arg. Quina-da-serra Febre Caic6 (RN) ROQUE et al., 2010
Remijia ferruginea A. St.-Hil. Quina mineira Febre intermitente e malaria Brasil BOTSARIS, 2007
RUTACEAE
E;?\;lwgretckla febrifuga (A. St-Hil.) A. Juss. Quina do mato Adenite, constipacéo, dispepsia, Brasil BOTSARIS, 2007
' febre intermitente, febrifugo,
malaria e tbnico amargo
Galipea multiflora Schult Quina falsa Antidiarreico, atonia gastrica, Brasil BOTSARIS, 2007

dispepsias, eupéptico, febre,
febrifugo, infecgbes, malaria e
tbnico adstringente
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SIMAROUBACEAE

Quassia amara L. Quina

Diabetes, febre, febre intestinal,
malaria, ovarios, serve para
qualquer problema de saude

Jodo da Ponte (MG),
Marapanim (PA), Santa
Béarbara do Para(PA),
Sao Luis (MA)

SILVA et al., 2012;
MADALENO, 2011;
COELHO-FERREIRA et al.,
2009; LEAO et al. 2007

WINTERACEAE

Quina
Drimys brasiliensis Miers

Doencas infecciosas, doencas do
sistema gastrointestinal e
doencas do sistema respiratdrio.

Parque Estadual de
Cabeca do Cachorro,
PECC, (PR).

BOLSON et al., 2015




4.2 Pesquisa de substancias amargas

4.2.1 indice de amargor (teste preliminar)

O indice de amargor foi realizado em todas as plantas, por meio da avaliacéo
do cha preparado por infusdo, por oito provadores néo treinados. A tabela 17 mostra
os resultados de indice de amargor encontrado para as seis espécies estudadas. A
espécie que apresentou o maior amargor foi a S. pseudoquina, com resultado de
46.250,000 + 130,1069 e DPR de 28,13%.

Tabela 17. indice de amargor encontrado nas amostras das drogas vegetais.

Espécies indice de amargor DPR (%)
B. trimera (caules alados) 41.250 27,86
E. febrifuga (cascas) 38.333 24,13
H. brasiliana (cascas) 17.533 25,74
P. hexasperma (cascas) 27.666 29,90
R. ferruginea (cascas) 20.600 28,28
S. pseudoquina (cascas) 46.250 28,13
Padréo de Cloridrato de Quinino 200.000 -

4.2.2 Rendimento dos extratos brutos

O processo de extracédo foi realizado por percolacao a frio, até a exaustao, com
subsequente eliminacdo do solvente e os resultados deste procedimento estdo na
Tabela 18. Observa-se que o extrato obtido a partir dos caules alados de B. trimera
apresentaram maior rendimento de extracdo (26,3%), em relacéo aos obtidos a partir
das cascas. A P. hexasperma apresentou o maior redimento (18,44%), seguido por
R. ferruginea (18,14%), S. pseudoquina (17,74%), H. brasiliana (16,89%) e E.
febrifuga (14,16%).
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Tabela 18: Rendimento de extragéo dos extratos brutos.
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Espécie vegetais P6 da planta (g) Sigla Peso obtido (g) Rendimento (%)
B. trimera 37,30 Carq 9,75 26,13
E. febrifuga 30,00 Ese 4,25 14,16
H. brasiliana 600,00 Hort 101,36 16,89
P. hexasperma 32,25 Pol 5,95 18,44
R. ferruginea 200,00 Rm 36,29 18,14
S. pseudoquina 100,00 Spq 17,74 17,74

Legenda: As siglas encontradas na coluna 3 séo correspondentes as espécies vegetais.

4.2.3 Rendimento das fracfes obtidas a partir do ex  trato bruto

Cada um dos extratos brutos foi submetido a extra¢do liquido-liquido, com
solventes de polaridades crescentes, com o0 objetivo de se obter fracOes
enriquecidas em substéncias de polaridade semelhante. A Tabela 19 mostra que o
maior rendimento foi obtido para as fracfes acetato de etila das espécies B. trimera
(23,75%), R. ferruginea (13,55%) e S. pseudoquina (10,15%), indicativo da presenca
de substancias de polaridade intermediaria, como os flavonoides. Ja a espécie P.
hexasperma (13,42%) apresentou maior rendimento para fracdo aquosa, indicativo

da presenca de compostos polares, como o0s taninos.



Tabelal9: Rendimento do fracionamento a partir do extrato bruto utilizando diferentes

solventes de polaridade crescente.

Espécie Extrato bruto e Sigla Rendimento
Fracdes (%)
B. trimera Extrato bruto Carq nsa
acetato de etila FACETCarq 23,75
n-butanol FBUTCarq 7,14
aguosa FACarq 9,09
E. febrifuga Extrato bruto Ese nsa
acetato de etila FACETEse 5,08
n-butanol FBUTEse 1,41
aguosa FAEse 6,05
H. brasiliana Extrato bruto Hort nsa
acetato de etila FACETHort 1,44
n-butanol FBUTHort 6,96
aguosa FAHort 4,39
P. hexasperma Extrato bruto Pol nsa
acetato de etila FACETPol 9,10
n-butanol FBUTPol 1,20
aquosa FAPol 13,42
R. ferruginea Extrato bruto Rm nsa
Acetato de etila FACETRm 13,55
n-butanol FBUTRm 4,72
aguosa FARmM 5,09
S. pseudoquina Extrato bruto Spq nsa
Acetato de etila FACETSpq 10,15
n-butanol FBUTSpq 3,70
aguosa FASpq 4,89

Legenda: As siglas encontradas na coluna 3 (Sigla) sdo correspondentes ao extrato bruto ou fragédo
da coluna 2 (Extrato bruto e fracdes). A sigla (nsa) na tabela para todos extratos brutos significa ndo
se aplica.

4.2.4 Rendimento das fracfes enriquecidas em alcalo  ides

As drogas vegetais foram submetidas a uma extracdo acido-base para a
possivel obtencédo dos alcaloides. As espécies que apresentaram maior rendimento
de extracdo foram a partir das cascas de S. pseudoquina (0,45%) e H. brasiliana
(0,30%) e R. ferruginea (0,15%), estes resultados encontram-se descritos na tabela
20.
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Tabela 20: Rendimento das fra¢cdes obtidas com o método de obtencéo de alcaloides

Espécie Droga vegetal Sigla Peso (g) Rendimento
e fracdes (%)

B. trimera Droga vegetal Carq 3,0003 nsa
Fracdo de alcaloides FALCCarq 0,0038 0,12

E. febrifuga Droga vegetal Ese 3,0009 nsa
Fracao de alcaloides FALCEse 0,0042 0,14

H. brasiliana Droga vegetal Hort 3,0012 nsa
Fracao de alcaloides FALCHort 0,0091 0,30

P. hexasperma Droga vegetal Pol 3,0012 nsa
Fracdo de alcaloides FALCPol 0,0021 0,07

R. ferruginea Droga vegetal Rm 3,0000 nsa
Fracdo de alcaloides FALCRm 0,0045 0,15

S. pseudoquina Droga vegetal Spq 3,0018 nsa
Fracdo de alcaloides FALCSpq 0,0135 0,45

Legenda: As siglas encontradas na coluna 3 (Sigla) sdo correspondentes a droga vegetal ou fracéo
da coluna 2 (Droga vegetal e fracdes). A sigla (nsa) na tabela para todos extratos brutos significa ndo

se aplica.

4.2.5 Pesquisa de flavonoides/ acidos fenolicos por

Inicialmente, foram feitas analises em CCD para verificar a presenca de
substancias integrantes das principais classes de substancias amargas: flavonoides,
polifenois/ taninos, alcaloides, iridoides e 6leos essenciais. A Tabela 21 apresenta o

conjunto de resultados encontrados na analise por CCD para flavonoides e acidos

CCD

fendlicos. As imagens das placas encontram-se no anexo 8.1.1.
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Tabela 21: Resultado da analise em CCD para flavonoides/Acidos fenolicos

104

Espécie Parte Acido clorogénico Acido Rutina Quercetina
cafeico
B. trimera Caules Carq, FACETCarq, - - Carqg, FACETCarq,
alados FBUTCarq e FACarq FBUTCarq
E. febrifuga Cascas - - - -
H. brasiliana Cascas - - - -

P. hexasperma Cascas - - - -

R. ferruginea Cascas Rm, FBUTRm - Rm, -
e FARm FACETRm e
FBUTRm
S. pseudoquina Cascas FACETSpq, - - Spg, FACETSpq,
FBUTSpq FBUTSpq e FASpq

Legenda: Extrato bruto de B. trimera (Carq), fracdo acetato de etila de B. trimera (FACETCarq), fracdo n-butanol de
B. trimera (FBUTCarq), fracdo aquosa de B. trimera (FACCarq), extrato bruto de R. ferruginea (Rm), fracdo acetato
de etila de R. ferruginea (FACETRm), fracdo n-butanol de R. ferruginea (FBUTRm), fracdo aquosa de R. ferruginea
(FACRm), extrato bruto de S. pseudoquina (Spq), fracdo acetato de etila de S. pseudoquina (FACETSpq), fracdo n-
butanol de S. pseudoquina (FBUTSpQ), fracdo aquosa de S. pseudoquina (FACSpq). A sigla (-) na tabela para todas
as substancias significa ndo foram encontradas.

4.2.5.1 Pesquisa de flavonoides/ acidos fenélicos p  or CLAE/DAD

A CLAE foi utilizada com a finalidade de detectar a presenca de flavonoides/
acidos fendlicos nas amostras. Foram utilizados o acido clorogénico (Tr 10,01) e 0
acido cafeico (Tr 12,08), como referéncia de acidos fenolicos e rutina (Tr 35,20) e
quercetina (Tr 49,74) como referéncia de flavonoides. A figura 17 apresenta 0s

cromatogramas e respectivos espectros no UV para os padrdes.

Na figura 18, encontram-se o cromatograma obtido para o extrato bruto de B.
trimera (Carq), e na figura 19 encontram-se 0s principais espectros no ultravioleta. E
possivel observar a presenca de varios picos referentes a substéncias de elevada
polaridade, entre tempos de retencéo (Tr) de 10 a 15 min, enquanto outro grupo de
substancias foi detectado em Tr de 27 a 50 min. A partir da andlise dos espectros foi
possivel identificar a presenca de acido clorogénico (Tr 10,02), e acido cafeico (Tr
12,34) e o flavonoide quercetina (Tr 49,03). Os demais picos podem ser atribuidos a

substancias com estrutura quimica semelhante a esses.



105

Na figura 20 encontra-se 0 cromatograma obtido para o extrato bruto de E.
febrifuga (Ese), na figura 21 os principais espectros no ultravioleta encontrados na
espécie. E possivel observar a presenca de varias substancias de elevada
polaridade, entre tempos de retengéo (Tr) de 28 a 50 min. Os espectros no UV entre
tempos de retencédo (Tr) de 10 a 12 min ndo condizentes para substancias fendlicas,
como acidos fendlicos. No extrato bruto de E. febrifuga ndo foram encontrados os
marcadores de acidos fendlicos e flavonoides. As substancias encontradas apos
28,05 minutos podem ser flavonoides, devido a confirmacéo dessa classe por CCD e

pela semelhanca dos espectros de UV.
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Figura 17: Perfil cromatografico em CLAE dos padrbes de 4cidos organicos e flavonoides.

Legenda: A- Acido clorogénico; B- Acido cafeico; C- Rutina; D- Quercetina.
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Figura 19: Espectros no ultravioleta (330 nm) dos principais picos obtidos por CLAE para o

extrato bruto de B. trimera.
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Figura 21: Espectros no ultravioleta (330 nm) dos principais picos obtidos por CLAE para o

extrato bruto de E. febrifuga (Ese).
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Na figura 22 encontra-se o cromatograma obtido para o extrato bruto de H.
brasiliana (Hort), e na figura 23 encontram-se 0s principais espectros no ultravioleta.
E possivel observar a presenca de vérias substancias de elevada polaridade, entre
tempos de retencédo (Tr) de 29 a 50 min. Os espectros no UV ndo condizentes para
substancias fendlicas, como acidos orgéanicos. No extrato bruto de H. brasiliana néo
foram encontrados os marcadores de acidos fendlicos e flavonoides. As substancias
encontradas, apos 29,04 minutos, podem ser derivados de acidos dihidroxicinamico
ou cumarinas. Estudos de BRAGA, 2005; SEVERINO, 2008; BRAGA et al., 2012
evidenciaram a presenca destas substancias para esta espécie.
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Figura 22: Perfil cromatografico obtido por CLAE para o extrato bruto de H. brasiliana (Hort).
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Figura 23: Espectros no ultravioleta (330 nm) dos principais picos obtidos por CLAE para o

extrato bruto de H. brasiliana (Hort).

Na figura 24 encontra-se o cromatograma obtido para o extrato bruto de P.

hexasperma (Pol) e na figura 25, encontram-se 0S principais espectros no

ultravioleta. E possivel observar a presenca de varias substancias de elevada
polaridade, entre tempos de retencdo (Tr) de 6 a 13 min, enquanto outro grupo de
substancias foi detectado em Tr de 28 a 43 minutos. No extrato bruto de P.

hexasperma, nédo ficou nitida a identificagdo dos marcadores de acidos organicos,

acido clorogénico (Tr 10,06) e acido cafeico (Tr 12,12) e ndo foram encontrados os

padrdes de flavonoides.
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Figura 25: Espectros no ultravioleta (330 nm) dos principais picos obtidos por CLAE para o

extrato bruto de P. hexasperma (Pol).
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Na figura 26, encontra-se o cromatograma obtido para o extrato bruto de R.
ferruginea (Rm) e na figura 27, encontram-se 0s principais espectros no ultravioleta.
E possivel observar a presenca de varios picos referentes a substancias de elevada
polaridade, entre tempos de retencéo (Tr) de 10 a 15 min, enquanto outro grupo de
substancias foi detectado em Tr de 27 a 50 min. A partir da andalise dos espectros foi
possivel identificar a presenca de acido clorogénico (Tr 10,02), e acido cafeico (Tr
12,34) e o flavonoide rutina (Tr 35,21). Os demais picos podem ser atribuidos a

substancias com estrutura quimica semelhante a esses.
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Figura 26: Perfil cromatografico obtido por CLAE para o extrato bruto de R. ferruginea
(Rm).



Figura 27:

Ll
-5 '.ﬂ_ F:.n_-‘.?{'i
Elf aj, o '-II TR=10,02 min_
W |
o 4 430,71
54 i N
o T T pretrrrre preTTEEreT T
HH 30 400 500 G0 i
mm
ALl
T
14 TR=1592min.
1 Hibgy oy
5] :':]l!“
] L 412365
L= ' " —.--I- — -
200 300 00 500 B0 T
mn
mAL
e
ﬁ TR=2521min
@ 5;-1;.:.:‘;” -
\ e J00F P
w0 ot 430LN6ITET.ED 65450
B v
ik ¥
3} _?'-Illl .|.|I|.|' -\'-4||-:| ' ab0 ' "|I.1|
fm
mAL
i _
100 RT=4010min
b
s T\ j2oe dE0s0
' | A3D.akenT 628K ST
00 300 400 %00 sod ' 700
-|n
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extrato bruto de R. ferruginea.

Na figura 28 encontra-se o cromatograma obtido para o extrato bruto de S.
pseudoquina (Spg), e na figura 29 encontram-se 0S principais espectros no
ultravioleta. E possivel observar a presenca de 2 substancias de elevada polaridade,
entre tempos de retengédo (Tr) de 10 a 13 min (acidos fendlicos), enquanto outro
grupo de substancias foi detectado em Tr de 29 a 50 min (flavonoides). Os
espectros no UV condizentes para substancias fenélicas, como acidos fendlicos e
flavonoides. No extrato bruto de S. pseudoquina, foram encontrados os marcadores
de acidos organicos,

principalmente a quercetina (Tr 49,84).
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Figura 28: Perfil cromatografico obtido por CLAE para o extrato bruto de S.pseudoquina
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Figura 29: Espectros no ultravioleta (330 nm) dos principais picos obtidos por CLAE para o
extrato bruto de S. pseudoquina (Spq).
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4.2.6 Pesquisa de alcaloides por CCD

A CCD para alcaloides foi feita para os extratos brutos e fragdes enriquecidas
em alcaloides de todas as plantas, exceto para a B. trimera que ndo evidenciou a

presenca de alcaloides na pesquisa por CCD.

As figuras descritas no anexo (8.1.2) mostram o perfil cromatografico, em CCD,
obtido para alcaloides nas fracdes purificadas das drogas vegetais. Observa-se que
os padrdes de referéncia quinidina e cinchonina e cinchonidina entre os Rf 0,50 a Rf
0,70 ndo foram encontrados em nenhuma amostra. Na espécie R. ferruginea foi
encontrado uma substancia com o mesmo Rf do padrdo de quinino. As bandas de
cor laranja sao caracteristicas de alcaloides apds revelacdo com o reagente de

Dragendorff.

4.2.6.1 Pesquisa de alcaloides por CLAE/MS/MS

A CLAE/MS/MS foi utilizada com a finalidade de confirmar a presenca de
alcaloides, detectados por CCD. As identificagOes foram feitas pela comparacéo dos
resultados obtidos para padrdes de referéncia quimicos, principalmente por
comparacdo com o banco de espectros de massas disponivel no equipamento de
compostos comerciais e isoladas, bem como a base de dados de espectros publicos
do KnapSack (HORAI et al., 2010).

Os padrdes utilizados foram o quinino, quinidina, cinchonina, cinchonidina e
brucina. Adicionalmente, foram também usados os padrbes de epicatequina e
guercetina para confirmacédo. A figura 30 mostra o cromatograma obtido para os

padrdes de referéncia.
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Figura 30: Perfil cromatografico para padrées de alcaloides por LC/MS/MS.

A analise por LC/MS/MS foi feito para os extratos brutos e fracfes enriquecidas
em alcaloides de todas as plantas, exceto para a B. trimera. Na figura 31 encontra-
se o0 cromatograma obtido para o extrato bruto (Ese) e para a fracdo enriquecida de
alcaloides de E. febrifuga (FALCEse). No cromatograma do Ese é possivel observar
a presenca dos alcaloides quinidina, flindersiamina, delbina, skimmianina e
imperatonina. O flavonoide hesperidina e a cumarina imperatonina foram tambéem

detectados.

Na fracdo enriquecida foram encontrados os mesmos alcaloides do Ese, além
dos alcaloides j& citados no Esse, foi identificado na fracdo outro alcaloide a
tetrahidropapaverilina. A cumarina 8-metoxipsoraleno também foi observada nesta
fracdo. Os alcaloides e flavonoides foram encontrados nos tempos de retencao (Tr)
de 12,5 a 35 min e a lista das substancias e os principais perfis de fragmentacgéo
encontram-se nos anexos 8.2.1 e 8.2.2.
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Figura 31: Perfil cromatogréfico para alcaloides do extrato bruto (Esse) e fragéo enriquecida
de alcaloides das cascas de E. febrifuga (FACESE) por LC/MS/MS.

Na figura 32 encontra-se o cromatograma obtido para o extrato bruto (Hort) e
para a fracéo alcaloides de H. brasiliana (FALCHort). No cromatograma do Hort foi
possivel detectar apenas a presenca do alcaloide indolico rutacarpina e dos
flavonoide poncirina e hesperidina. Na fracdo de alcaloides foi encontrado o0 mesmo
alcaloide rutacarpina. O alcaloide e o flavonoide foram encontrados nos tempos de
retencdo (Tr) de 30 a 45 min e a lista das substancias e os principais perfis de

fragmentacao encontram-se descritos nos anexos 8.2.3 e 8.2.4
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Figura 32: Perfil cromatogréfico para alcaloides do extrato bruto (Hort) e fracdo enriquecida
de alcaloides das cascas de H.brasiliana (FALHort) por LC/MS/MS.

Na figura 33 encontra-se o cromatograma obtido para o extrato bruto (Pol) e
para a fracdo enriquecida de alcaloides de P. hexasperma (FALCPol). Na fracdo
foram identificados dois alcaloides, cinchonina e atropina. Os alcaloides foram
detectados nos tempos de retencdo (Tr) de 12 a 14 min, e a lista com 0s principais

perfis de fragmentag&o encontra-se no anexo 8.2.5 e 8.2.6
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Figura 33: Perfil cromatogréafico para alcaloides do extrato bruto (Pol) e fragdo enriquecida
de alcaloides das cascas de P. hexasperma (FALCPol) por LC/MS/MS.

Na figura 34 encontra-se 0 cromatograma obtido para o extrato bruto (Rm) e
para a fracdo enriquecida de alcaloides de R. ferruginea (FALCRm). Os alcaloides e
fendlicos/polifenois foram encontrados nos tempos de retencédo (Tr) de 12,5 a 35
min. No cromatograma do Rm, é possivel observar a presenca de varios alcaloides,
entre elas a remijinina, quinino e cinchonidina. Foram detectados também
flavonoides/ polifenois como o acido clorogénico, epicatequina, rutina, ajimalicina,
kampferol-7-0-neohesperidina, isoramnetina-3-o-rutinosideo e fisetina. Na fracao
enriquecida de alcaloides foram encontrados, além da quinino, remijinina e

cinchonidina, outras substancias de estrutura semelhantes como a epiremijinina,
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ajimalicina e corinantina. A lista de substancias detectadas e os principais perfis de

fragmentagao encontram-se no anexo 8.2.7 e 8.2.8
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Figura 34: Perfil cromatografico para alcaloides do extrato bruto (Rm) e fracdo enriquecida
de alcaloides das cascas de R. ferruginea (FALCRm) por LC/MS/MS.

Na figura 35 encontra-se 0 cromatograma obtido para o extrato bruto (Spq) e
para a fracdo enriquecida de alcaloides de S. pseudoquina (FALCSpq). Tanto no
Spgq quanto no FALCSpq foram identificados varios alcaloides, entre elas a
diabolina, 11-Demetoximirtoidina, 11-Metoxidiabolina, brucina, estriquinina,
amijalicina, estriquinobrasiline e 12-Hidroxi-11-metoxidiabolina. Além desses, foi
identificado também a presenca do flavonoides stricnobiflavona e o iridoide loganina.

Os alcaloides e flavonoides foram detectados nos tempos de retencédo (Tr) de 12,5 a
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35 min, e a lista com os principais perfis de fragmentacado encontra-se no anexo
8.2.9 e 8.2.10.
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Figura 35: Perfil cromatogréfico para alcaloides do extrato bruto (Spq) e fracdo enriquecida
de alcaloides das cascas de S. pseudoquina (FALCSpq) por LC/MS/MS.



4.2.7 Pesquisa de polifenois/ taninos por CCD

As figuras encontradas no anexo (8.1.3), mostram os perfis cromatograficos
obtidos para taninos dos extratos brutos. Os padrdes de referéncia para a catequina
e epicatequina foram observados nos Rf 0,96 (amostras 4 e 8, respectivamente). As
espécies P. hexasperma e R. ferruginea evidenciaram a presenca de manchas que
poderiam ser atribuidas a polifenis/taninos. As bandas de cor rosa sao

caracteristicas de taninos apos revelacdo com anisaldeido sulfurico.

4.2.7.1 Pesquisa de polifenois/ taninos por CLAE/MS /MS

Na figura 36 encontra-se 0 cromatograma obtido para o extrato bruto P.
hexasperma (Pol). No cromatograma, foi possivel detectar a presenca apenas da
epicatequina. Na fracdo foram detectados cinchonina e atropina. A epicatequina foi

encontrados nos tempos de retencédo (Tr) de 21 minutos.
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Figura 36: Perfil cromatogréfico para Extrato bruto de cascas de P. hexasperma por
LC/MS/MS.
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4.2.8 Pesquisa de iridoides/ terpenoides por CCD

As figuras encontradas no anexo (8.1.4), mostram o perfil cromatografico obtido
para iridoides. Observa-se que nenhuma planta apresentou Rf e coloracdo ao
padréo de referéncia gentilpicrosideo, observado em Rf 0,75. Antes da realizacao
desta analise, foi feita uma pesquisa de substancias volateis por CCD. Foi utilizado o
padrao de referéncia mentol, mesmo conhecendo a auséncia desta substancoa nas
plantas. Foram detectadas substancias do grupo do terpenoides em todos os
extratos, sendo mais nitidas nas espécies B. trimera e E. febrifuga. As bandas de cor

roxa, violeta e rosa estéo relacionados a presenca dessa classe de substancias.

4.2.9 Pesquisa de 6leos essenciais por CG/FID

A CG/FID foi realizada apenas para a espécie B. trimera. O perfil
cromatografico do 6leo essencial obtido por hidrodestilagcdo encontra-se na figura 37.
Foram identificados mono e sesquiterpenos, entre eles, f—elemeno, a-humuleno, &

cadineno, ® calacoreno, germacreno-B e guaiol (tabela 23).
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Figura 37: Perfil cromatografico para o 6leo essencial de caules alados de B. trimera por
CG/FID.
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Tabela 22. Compostos identificados no 6leo essencial de caules alados de B. trimera por CG/FID.

COMPOSTOS  TEMPO DE RETE  iINDICE DE KOV. iINDICE DE KOVATS OLEO ESSENCIAL
LITERATURA*

1 19,44 1394,6 1392 B —elemeno

2 21,85 1453,5 1454 a-humuleno

3 25,23 1537 1523 6 cadineno, & calacoreno

4 25,97 1555 1558 germacreno B

5 28,09 1609 1604 guaiol

* indice de Kovats descrito por Silva et al., 2007; Agostini et al., 2005; Morais et al., 2011.

4.3 Quantificacdo das substancias detectadas

4.3.1 Quantificacdo de flavonoides totais por espec  trofotometria no visivel

A gquantificacdo de flavonoides totais, expressos em rutina, foi realizada por
espectrofotometria no visivel para todas as plantas. Foi realizado o método de
complexacdo com cloreto de aluminio, seguido de leitura da absorbancia em 420
nm. O teor de flavonoides totais foi calculado através curva de calibracdo obtida para
a rutina (Y=34,287x-0,0166). O coeficiente de regressédo encontrado foi de R=0,999.
A tabela 23 mostra que as cascas de S. pseudoquina (5,030%) s&o as mais ricas em
flavonoides, seguido da B. trimera (0,93%).

Tabela 23: Teor de flavonoides totais expressos em rutina nas drogas vegetais

Espécie Parte Sigla Teor (%p/p) flavono ides totais
expressos em Rutina

B. trimera Caules alados  Carq 0,930

E. febrifuga Cascas Ese 0,040

H. brasiliana Cascas Hort 0,023

R. ferruginea Cascas Rm 0,150

S. pseudoquina Cascas Spq 5,030

P. hexasperma Cascas Pol 0,018




4.3.2 Quantificacdo de flavonoides totais por CLAE/ DAD

A andlise foi feita para verificar o teor de quercetina detectado nas amostras de
B. trimera e S. pseudoquina por CCD e CLAE/DAD. A quantificacdo foi feita
especificamente para este flavonoide tendo em vista ele apresentar caracteristicas
amarga (DREWNOWSKI & GOMEZ-CARNEROS, 2000). A tabela 24 mostra o

resultado de teor obtido para os extratos brutos em relagéo ao teor de quercetina.

Tabela 24: Resultado do teor de quercetina encontrados nos extratos brutos por CLAE

Espécie Parte Sigla Teor (%p/ p) de quercetina
B. trimera Caules alados Carq 0,23
S. pseudoquina Cascas Spg 1,06

4.4 Quantificacdo de polifenois/ taninos por espect rofotometria no visivel

A quantificacdo de polifenois e taninos foi realizada por espectorfotometria no
visivel, por reacdo de complexacdo dos compostos com o0 reagente de Folin-
Cicateau em meio basico, seguida de leitura a 760 nm. O padrao utilizado foi o acido
galico com faixa de linearidade de 0,0005 a 0,003 mg/mL. O teor de polifenois totais
e taninos foi calculado através da curva de calibracdo obtida para o acido galico (Y=
133,2x+0,0365). O coeficiente de regressédo encontrado foi de R=0,998. A tabela 25
mostra que todas as drogas vegetais possuem quantidades variadas de polifenois e
taninos. As cascas da espécie P. hexasperma apresentou o maior teor de polifenois/

taninos, seguido da S. pseudoquina.

Tabela 25: Resultado de teor de polifenois e taninos nas drogas vegetais
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Espécie Parte Sigla Teor (Y%p/p) polifenois Teor (%p/p) taninos
totais

B. trimera Caules alados Carq 1,83 0,29

E. febrifuga Cascas Ese 0,78 0,03

H. brasiliana Cascas Hort 0,71 0,06

P. hexasperma Cascas Pol 7,44 6,70

R. ferruginea Cascas Rm 1,87 0,71

S. pseudoquina  Cascas Spq 3,10 1,40




4.5 Quantificacdo de alcaloides por espectrofotomet  ria no visivel

A quantificacdo de alcaloides totais, expressos em quinino, foi realizada por
espectrofotometria no visivel, por reacdo de complexacdo com reagente de
Dragendorff e seguida por uma série de oxidacdo. A andlise foi realizada em 435
nm. Somente espécies positivas em CCD para alcaloides, foram analizadas por este
meétodo. O teor de alcaloides totais foi calculado através da curva de calibracdo
obtida para o clorodrato de quinino (Y= 133,2x+0,0365). O coeficiente de regressao
encontrado foi de R=0,995. A tabela 26 mostra os resultados de teor de alcaloides
determinados nas drogas vegetais. As espécies S. pseudoquina e H. brasiliana

apresentam teor mais elevado de alcaloides totais (Tabela 26).

Tabela 26: Resultado de teor de alcaloides totais expressos em quinino nas drogas vegetais

Espécie Parte Sigla Teor (Y%p/p) alcalo ides totais expressos
em quinino

E. febrifuga Cascas Ese 0,0057

H. brasiliana Cascas Hort 0,0210

R. ferruginea Cascas Rm 0,0103

S. pseudoquina Cascas Spq 0,0427

4.6 Quantificacdo de substancias volateis por hidro destilacao

O ensaio foi realizado apenas com os caules alados de B. trimera, tendo em
vista que essas substancias foram detectadas por CCD e CG/FID nesta espécie. Os
resultados obtidos estdo apresentados na tabela 27. A amostra apresentou teor de
oleo essencial médio de 0,5988% + 0,001 e DPR 0,101%. O teor minimo de 6leos

essenciais para caules alados de B. trimera € de no minimo de 0,3% (F.Bras.42 Ed.).
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Tabela 27. Doseamento de 6leos essenciais obtidos por hidrodestilacdo dos caules alados de B. trimera

Volume
Amostra silol Volmune de Teor Média + DPR (%)
(9) (mL) Oleo essencial (mL) Oleo essencial (%) edazs °
25,05¢g 0,5 0,15 0,5988
25,079 0,5 0,15 0,5983 0,5988 + 0,00. 0,101
25,039 0,5 0,15 0,5992

4.7 Ensaios biolbgicos

4.7.1 Avaliacdo do potencial citotoxico de B.
pseudoquina

trimera, R. ferruginea e S.

O ensaio de citotoxicidade foi realizado utilizando células renais (BGM)
isoladas, seguido de quantificacdo utilizando o reagente MTT. As espécies R.
ferruginea e S. pseudoquina apresentaram DLso superior a 1000 pg/mL e uma
porcentagem de viabilidade durante o ensaio de proximo 100% (figura 37 A e B). Ja
a espécie B. trimera apresentou a DLso muito elevada com a dose de 4,92 pg/mL,

mostrado uma baixa viabilidade durante o ensaio e considerando assim um extrato
potencialmente citotoxico (figura 37 C).
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Figura 37: Curva dose resposta de citotoxicidade dos extratos brutos de S. pseudoquina

(Figura A), R. ferruginea (Figura B) e B. trimera (Figura C) em células renais (BGM) isoladas
de mamiferos.



4.7.2 Avaliagcdo do potencial antihiperglicémico e a  ntihiperlipidémico de trés
espécies de quinas em camundongos tratados com diet a rica em carboidratos
(HC)

4.7.2.1 Ingestao alimentar, ganho de peso corporal

O consumo de racdo entre os animais alimentados com dieta HC, Carq I-lll,
Spq I-lll e Rm I-1ll foi superior ao consumo de animais alimentados com dieta
controle (Figura 38). Em relacdo ao peso corporal (Figura 39), observa-se que 0s
animais alimentados com dieta C apresentaram peso corporal similar aos animais
alimentados com dieta HC, com e sem suplementacdo dos extratos durante ao

experimento.

Ingestéo alimentar (g/dia)
2

) ) L) ‘ L) L)
C HC Carqgl CargliCarglll SPql SPqll SPqlll Rm1 RmIl Rmlll

Figura 38: Ingestdo alimentar média de animais controle (C), alimentados com dieta rica em
carboidratos (HC), alimentados com dieta HC suplementada com 50, 100 e 200 mg/kg de
peso corporal/dia de extrato bruto de B. trimera (Carq), S. pseudoquina (Spq) e R. ferruginea
(Rm). As barras representam as médias * desvio padréo, n=8. *p<0,001 vs C
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Figura 39: Peso corporal de animais controle (C), alimentados com dieta rica em
carboidratos (HC), alimentados com dieta HC suplementada com 50, 100 e 200 mg/kg de
peso corporal/dia de extrato bruto de B. trimera (Carq), S .pseudoquina (Spq) e R. ferruginea
(Rm).

4.7.2.2 Parametros bioquimicos

Observou-se que o0s grupos que receberam dieta HC apresentaram um
aumento nas concentracdes plasméticas de colesterol total e glicose em relagéo ao
grupo C. Os grupos de animais que receberam dieta HC suplementada com extrato
bruto de Carqg e Spg 50, 100 e 200 mg/kg e Rm 200mg/kg apresentaram uma
reducdo bastante significativa nos niveis de colesterol e glicose em relagéo ao grupo

HC, com resultados proximos ao grupo controle (Figura 40 e 41).
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Figura 40: Colesterol total de animais controle (C), alimentados com dieta rica em
carboidratos (HC), alimentados com dieta HC suplementada com 50, 100 e 200 mg/kg de
peso corporal/dia de extrato bruto de B. trimera (Carq), S. pseudoquina (Spq) e R. ferruginea
(Rm). As barras representam as médias *+ desvio padrdo, n=8. ***** p<0,001 vs HC e #
p<0,05 vs HC.
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O grupo que recebeu dieta HC apresentou um aumento (p<0,05) nas
concentragfes plasméticas de triglicerideos em relacdo ao grupo C. Os grupos de
animais que receberam dieta HC suplementada com extrato bruto de Carg e Spq 50,
100 e 200 mg/kg e Rm 200mg/kg apresentaram uma reducdo significativa nos niveis

de triglicerideos (Figura 42).
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Figura 41: Glicose de animais controle (C), alimentados com dieta rica em carboidratos
(HC), alimentados com dieta HC suplementada com 50, 100 e 200 mg/kg de peso corporal
/dia de extrato bruto de B. trimera (Carqg), S. pseudoquina (Spq) e R. ferruginea (Rm). As
barras representam as médias * desvio padrdo, n=8. . **# p<0,001 vs HC e *** p<0,05 vs
HC.
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Figura 42: Triglicerideos de animais controle (C), alimentados com dieta rica em
carboidratos (HC), alimentados com dieta HC suplementada com 50, 100 e 200 mg/kg de
peso corporal /dia de extrato bruto de B. trimera (Carqg), S. pseudoquina (Spqg) e R.
ferruginea (Rm). As barras representam as médias + desvio padrao, n=8. . ***** p<0,001 vs
HC e # p<0,05 vs HC.
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4.7.2.3 Analise morfolégica dos adipdcitos e indice de adiposidade do tecido
adiposo epididimal

Conforme pode ser observado na figura 43, animais alimentados com dieta HC
apresentaram maior indice de adiposidade quando comparados aos animais que
consumiram dieta C. Os grupos de animais que receberam dieta HC suplementada
com extrato bruto de 50, 100 e 200 mg/kg de Carq; 50 e 200 mg/kg de Spq e 50, 100
e 200 mg/kg de Rm apresentaram indice de adiposidade préximo ao grupo controle

e significativamente menor que o grupo HC.
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Figura 43: indice de adiposidade de animais controle (C), alimentados com dieta rica em
carboidratos (HC), alimentados com dieta HC suplementada com 50, 100 e 200 mg/kg de
peso corporal/dia de extrato bruto de B. trimera (Carq), S. pseudoquina (Spq) e R. ferruginea
(Rm). As barras representam as médias + desvio padrdo, n=8. ***** # p<0,05 vs HC; **#, ##
p<0,001 vs HC e C vs HC* p<0,001

A andlise histolégica do tecido adiposo epididimal mostrou que o0s animais
alimentados com dieta HC apresentaram aumento da area dos adipdcitos quando
comparados ao grupo C (Figura 44). Os grupos de animais que receberam dieta HC
suplementada com extrato bruto de 50, 100 e 200 mg/kg de EB Carq 50, 100 e 200
mg/kg de EB Spq e 50, 100 e 200 mg/kg de EBRm apresentaram area de adipocitos
préximo ao grupo controle e significativamente menor que o grupo HC (Figura 45).
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Figura 44: Cortes histologicos de tecido adiposo epididimal de animais controle (C),
alimentados com dieta rica em carboidratos (HC), alimentados com dieta HC suplementada
com 50, 100 e 200 mg/kg de peso corporal/dia de extrato bruto de B. trimera (Carq), S.

pseudoquina (Spq) e R. ferruginea (Rm).
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Figura 45: Areas dos adipécitos de animais controle (C), alimentados com dieta rica em
carboidratos (HC), alimentados com dieta HC suplementada com 50, 100 e 200 mg/kg de
peso corporal/dia de extrato bruto de B. trimera (Carg), S. pseudoquina (Spq) e R.
ferruginea (Rm). As barras representam as médias + desvio padrdo, n=8. ***** # p<0,05 vs
HC; **#, p<0,002 vs HC e C vs HC* p<0,002

4.7.2.4 Andlise do peso e morfologia do figado

Os resultados demonstram que ndo houve aumento do peso do figado e dos
rns em nenhum dos tratamentos com a dieta adicionado com extratos brutos.
(Figura 46 A e B). O estudo morfologico também ndo constatou alteracdes
microscopicas significativas no figado dos animais tratados com o0s extratos

(resultado ndo demonstrado).
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Figura 46 — Peso do figado e rins de animais controle (C), alimentados com dieta rica
em carboidratos (HC), alimentados com dieta HC suplementada com 50, 100 e 200
mg/kg de peso corporal/dia de extrato bruto de B. trimera (EB Carq), S. pseudoquina
(EBSpq) e R. ferruginea (EBRm). (A) Peso do figado durante o experimento. (B) Peso
do rins direito durante o experimento. As barras representam as médias + desvio padrao,
n=8.
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Tabela 28: Resumo do perfil fitoquimico e ensaios biolégicos

ENSAIOS B. trimera E. febrifuga H. brasiliana P. hexasperma R. ferruginea S. pseudoquina
indice de amargor 41.250 38.333 17.533 27.666 20.600 46.250
Flavonoides/ Acido clorogénico, Hesperidina Poncirina Epicatequina Acido clorogénico, , Acido clorogénico, fisetina, 3-
acidos fendlicos quercetina o epicatequina, fisetina, metilquercetina (1,06%) e
(0,23%) hesperidina kampferol-7-O- _ _
neohesperidosideo, stricnobiflavona.
isoramnetina-3-0O- .
Lo . Flav. Totais
Flav. Totais (0,93%) Flav. Totais Flav. Totais Flav. Totais rutinosideo e rutina.
| . (5,03%)
(0,040%) (0,023%) (0,018%) Flav. Totais
(0,93%)
Polifenois/ taninos 1,83% Pol. Total 0,78% Pol. Total 0,71% Pol. Total 7,44% Pol. Total 1,87% Pol. Total 3,10% Pol. Total
0,29% de taninos 0,03% de taninos  0,06% de taninos  6,70% de taninos 0,71% de taninos 1,40% de taninos
Alcaloides Delbina, Rutacarpina Atropina Ajimalicina, cinchonidina, Amijalicina, estriquinina,
flindersiamina e _ . corinantina, epiremijinina e brucina, diabolina,
skimmianina. e cinchonina remijinina, quinino. estriquinobrasilina, 11-
. . Demetoximirtoidina,11-
- Alcaloides totais ~ Alcaloides totais Alcaloides totais Metoxidiabolina e

(0,0057%) .
(0,021%) (0,01%) Alcaloides totais (0,042%)

Oleos essenciais & cadineno, B—elemeno, - - - - -
dcalacoreno,germacren
0-B, guaiol e o-
humuleno
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Glicose

Carg 50 (32%), 100
(38%) e 200mg/kg
(51%)

Rm 200 mg/kg (18%)

Spgq 50 (17%), 100 (15%) e
200 mg/kg (14%)

Colesterol

Carg 50 (52%), 100
(54%) e  200mg/kg
(57%)

Rm 50 (47%) , 100 ( 35%)
e 200 mg/kg (42%)

Spgq 50 (49%), 100 (44%) e
200 mg/kg (30%)

Triglicerideos

Carg 50 (24%), 100
(32%) e  200mg/kg
(31%)

Rm 200 mg/kg (17%)

Spgq 50 (29%), 100 (28%) e
200mg/kg (29%)

indice de
adiposidade

Carg 50 (27%), 100
(32%) e  200mg/kg
(33%)

Rm 50 (44%), 100 (30%) e
200mg/kg (23%)

Spg 50 (22%) e 200mg/kg
(23%)

Area dos
adipdcitos

Carg 50 (27%), 100
(33%) e 200 mg/kg
(43%)

Rm 50 (36%), 100 (20%) e
200 mg/kg (34%)

Spgq 50 (44%), 100 (38%) e
200 mg/kg (42%)

Citotoxicidade

Citotoxica

Nao é citotoxica

Nao é citotoxica




5 DISCUSSAO

A relacdo entre as plantas amargas usadas como tonico, e as espécies
chamadas quina, vem do uso dessas plantas para fortalecer pacientes com malaria,
conforme relatado por SIGAUD (2009), um médico francés que viveu no Rio de
Janeiro no século XIX. De fato, quina é o nome tradicional atribuido a espécies de
Cinchona (Rubiaceae) especialmente a Cinchona succirubra Pav. ex Klotzsch e C.
calisaya Wedd, cujas cascas fornecem o alcaloide quinino. Em 1812, o Portugués
Bernardino A. Gomes purificou o alcaloide cinchonina, e em 1820, o quinino foi
isolado pela primeira vez pelos franceses Pelletier e Caventou (CLAUS & TYLER,
1965; SOLDAN, 1941).

O primeiro passo para se conhecer as quinas amargas brasileiras foi fazer um
levantamento na bibliografia historica. Os estudos iniciaram-se a partir de minuciosa
revisdo em livros, manuscritos e diarios de viagens de naturalistas, médicos e
farmacéuticos, brasileiros e Europeus, que descreveram a flora brasileira nos
séculos XVIII e XIX. Esses levantamentos levaram a identificacdo de 29 espécies de
plantas amargas, todas nomeadas sob o nome popular de quina (COSENZA et al.,
2013). Estas plantas eram usadas, prioritariamente, no tratamento de febres

intermitentes ou da malaria.

A cura da maléaria se originou a partir do conhecimento indigena sobre os
efeitos dessas plantas nas febres, conhecimento esse copiado pelos espanhdis,
ainda no século XVII. Até meados dos anos 1800, o po preparado a partir de casca
das Cinchona (p6 dos jesuitas) foi o remédio mais importante para o tratamento da
doenca, e o0s espanhoOis mantinham o monopodlio sobre o seu comércio. Os
portugueses passaram entdo a promover o cultivo das Cinchona em suas colbnias.
A busca de espécies substitutas da planta na vegetacdo nativa do Brasil também foi
incentivada. Em 1723, por exemplo, um prémio foi oferecido para aqueles que
descobrissem uma quina semelhante as cascas peruanas (PECKOLT, 1916). Como
consequéncia de todas essas medidas, varias espécies amargas pertencentes a

biodiversidade brasileira foram descobertas, também receberam o nome de quina e
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foram usadas como tbnico e febrifugo (DEAN, 1996; WASICK, 1944; CUNHA, 1937;
FARIA, 1935).

Os naturalistas percorreram grandes extensfes do interior do Brasil, coletando
informacdes sobre plantas, animais, geologia, entre outros aspectos relacionados a
historia natural. Naquela época, a febre intermitente, sintoma tipico da malaria, ja era
uma das doencas mais temidas em grande parte do territorio brasileiro, tendo sido
introduzida pelos Europeus no inicio da colonizagdo. Entre as espécies de quinas
amargas, algumas foram avaliadas recentemente quanto ao seu potencial
plasmodicida e antimalarico, e forneceram resultado positivo (CARVALHO et al.,
1991; MUNOZ et al., 2000; OKUNADE et al., 2001; ANDRADE-NETO et al., 2003;
VIGNERON et al., 2005; DOLABELA et al., 2008; MBEUNKUI et al., 2012). Por outro
lado, entre essa espécies, apenas a Baccharis genisteloides var trimera, Strychnos
pseudoquina A. St.-Hil. e Bathysa cuspidata (A.St.-Hil.) Hook. f. ex K. Schum foram
avaliadas quanto ao seu potencial tbnico no tratamento das desordens digestivas, e
apresentaram resultados promissores (SOICKE & LENG-PESCHLOW, 1987; SILVA
et al.,, 2005; BONAMIM et al.,, 2011; BIONDO et al.,, 2011; GONCALVES et al.,
2012). Isto mostra que, também entre essas plantas amargas e ténicas, existe uma
caréncia de conhecimento cientifico-tecnologico, representando assim todo um
potencial a ser avaliado nesta area. Estudar essas plantas é importante também
porque as espécies nativas, usadas no passado, geralmente estdo sujeitas a

extingdo, por estarem localizadas em areas de intenso impacto antropico.

Em uma segunda parte dos levantamentos bibliograficos, foram levantadas
informacdes sobre as quinas, em bibliografia classica da literatura etnomédica
brasileira, publicada no século 20 (Tabela 15). Foram obtidas informacdes sobre 48
espécies nesta bibliografia. E interessante observar que, entre elas, apenas seis S30
indicadas, unicamente, para o tratamento de febres/malaria (Geissospermum
sericerum, Berberis laurina, Strychnos gardneri, Ogcodia amara, Margaritaria nobilis
e Chiococca alba). Outras 18 plantas (37,5%) presentes nesta bibliografia, também
constam das referéncias dos séculos XVIII e XIX (Tabela 14). Por outro lado, 13
plantas indicadas no século XXI sdo indicadas para tratar algum disturbio digestivo,

associado ao efeito febrifugo/ antimalarico. E interessante observar que, para outras
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guatro espécies, apenas o efeito tbnico/ digestivo é citado. Esses resultados
mostram que houve uma modificagdo no uso tradicional das plantas denominadas
guina ao longo do tempo. Nos séculos XVIII e XIX, essas plantas eram usadas,
prioritariamente nos pacientes com malaria, seguindo o uso semelhante das
Cinchona. No entanto, no século seguinte, varias quinas ja eram indicadas
exclusivamente como tonicas e digestivas, varias com indicagdo especifica para isto.
Este fato pode ser uma consequéncia do controle da malaria, atingido em meados o
século XX, bem como da ampliacdo do uso de medicamentos sintéticos no
tratamento das febres, como a aspirina. Com isto, a acao tonica das quinas
amargas, para o tratamento dos disturbios digestivos, passou ter maior relevancia na

medicina tradicional.

Com o objetivo de conhecer o uso atual das quinas amargas, e dar sequéncia
aos nossos estudos, foi feito um levantamento em 190 publicacbes sobre estudos
etnobotanicos, publicados em periodicos nacionais e estrangeiros a partir do ano
2000. A despeito do grande numero de trabalhos, e de terem sido realizados em
todas as regibes do Brasil, apenas 35 referéncias (18,40%) descreveram 0 uso de
alguma quina brasileira (Tabela 16). Entre elas, somente a Bathysa australis
(Rubiaceae), Drimys brasiliensis (Winteraceae) e S. pseudoquina (Loganiaceae)
foram indicadas, especificamente, para tratar problemas digestivos. Curiosamente,
as indicacoes tradicionais de todas as demais quinas citadas nesses levantamentos
nao tém qualquer relacdo com o uso original das espécies amargas, que era Como
febrifugo, tbnico e digestivo. Foram relatados, por exemplo, usos de quinas para
tratar resfriados, dores, problemas de ovério e Gtero, como vermifugo, entre outros
usos (GARLET et al. 2001, PASA, 2011; FENNER et al. 2006; AGRA et al. 2008).
Os resultados deste estudo bibliografico mostram que o conhecimento das espécies
de quinas amargas, usadas na medicina tradicional, vem se perdendo ao longo do
tempo. Este resultado confirma a nossa hipétese que um intenso processo de
eroséo cultural grave, relacionado ao conhecimento tradicional sobre as plantas e
alimentos nativos do Brasil, estd em curso (OLIVEIRA et al., 2013). No caso nas
guinas amargas, somente as cascas da S. pseudoquina, Bathysa australis e
Coutarea hexandra, por exemplo, mantiveram seu uso tradicional como ténico/

digestivo ao longo dos ultimos trés séculos, esta situacdo confirma a necessidade
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urgente de recuperar informagcdes sobre as plantas e alimentos nativos usados no

passado e avaliar o seu potencial.

Seis espécies de quinas, cujos usos foram descritos nos séculos XVIII e XIX,
foram submetidas ao teste de amargor. As plantas que apresentaram o maior indice
de amargor foram a S. pseudoquina (46.250) e a B. trimera (41.2500), seguido de E.
febrifuga, P. hexasperma, R. ferruginea e H. brasiliana. Essas plantas sé&o
tradicionalmente conhecidas por serem tonicos amargos e este resultado, mesmo
gue preliminar, confirma o nome tradicional como quina amarga. O valor do indice de
amargor das seis espécies € comparavel ao de outras plantas amargas conhecidas,
como a Artemisia afra (7.200 — 84.000) e Artemisia absintium (10.000-25.000) usada
na preparacdo do vermute (WAGNER & WIESENAUER, 1995; Farm. Europeia,
2009; LACHENMEIER, 2007). A espécie Genciana lutea é uma referéncia de planta
amarga, e isso se deve a presenca principalmente dos iridoides. A Farmacopeia
Europeia 6°edicao, preconiza que o indice de amarg or para amostras comerciais de
raizes de genciana deve ser de, no minimo, 10.000. Os valores obtidos com as
plantas brasileiras, usando este mesmo método foram superiores, confirmando o

potencial amargo das plantas.

Atualmente, varios métodos de analise sensorial vém sendo desenvolvidos e
aplicados em diferentes plantas. Eles séo realizados com a colaboracdo de
voluntarios devidamente treinados, e os resultados sdo submetidos a tratamento
estatistico (ROCHA & BOLINI, 2015; GOTOW et al.,, 2015; VALLI et al.,, 2014;
REDONDO et al., 2014; SCHLEENBECKER & HAMM, 2013). O método empregado
em nossos estudos, € muito simples, e ndo segue 0s varios parametros exigidos
para uma analise sensorial rigorosa. Independente do método usado, a variabilidade
do indice de amargor reflete a amplitude e o desvio padrdo fornecido para cada
espécie, provavelmente resultado da complexidade dos extratos e por possiveis
interferéncias de outras moléculas. O amargor pode ser mascarado por substancias
com gosto doce, acido e adstringéncia, competindo com alguns sitios ativos nos
receptores presentes na lingua (LEY, 2008). A preferéncia por gostos pode ainda
ser relacionada a familiaridade cultural com certos alimentos, as ervas e a bebidas.

A sensibilidade a sensacdo de amargor pode variar na mesma pessoa, se a pessoa
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for fumante, ou depois de comer alimentos fortemente aromatizados (WHO, 2002). E
evidente que os testes de sabor amargo nao fornecem valores absolutos e devem
ser relatados como faixas (WAGNER & WIESENAUER, 1995).

A presenca de substancias, ou classes de substancias amargas, segundo a
literatura (flavonoides, acidos fendlicos, polifenois, taninos, alcaloides, iridoides/
terpenoides e Oleos essenciais), foi pesquisada em cada extrato obtido das seis
plantas. Entre os flavonoides, os mais amargos sao a naringina, naringerina e a
hesperidina, encontrados nas espécies de Citrus (Rutaceae), que sdo considerados
padrdes de substancias amargas (TRANI et al., 2004). A quercetina, que tem ampla
distribuicdo na natureza, é também considerada um flavonoide amargo (PETERSON
& DWYER, 1998; DREWNOWSKI & GOMEZ-CARNEROS, 2000). Neste estudo, a
hesperidina foi identificada nas cascas de E. febrifuga e de H. brasiliana, e a
guercetina nos extratos de B. trimera, e essas substdncias podem ser as
responsaveis pelo amargor observado para essas plantas. Uma série de outros
flavonoides como eupatorina, cirsimaritina, genkawanina, eriodictol, canferol,
guercetina, luteolina, nepetina e apigenina sdo também descritos na literatura para
B. trimera (SOICKE et al., 1987).

Na espécie R. ferruginea também foram detectados, por LC/MS/MS,
flavonoides como a rutina, kampferol-7-O-neohesperidosideo, isoramnetina-3-O-
rutinosideo e fisetina. Uma série de flavonoides ja foi identificada também na S.
pseudoquina, e é possivel que eles influenciem o intenso carater amargo da planta.
Na andlise por CLAE/MS/MS, a quercetina nao foi identificada no extrato bruto de S.
pseudoquina, em comparacdo com o padrdo utilizado e o banco de espectros de
massas. A literatura descreve, no entanto, a presenca de 3-O-metil quercetina nas
cascas da planta (BOTELHO et al., 2009; LAGE et al., 2013). Outro flavonoide que
foi identificado por CLAE/MS/MS foi a estriquinobiflavona, também descrito na
literatura para esta espécie, além de outros flavonoides como rutina, canferol-3-O-
rutinosideo (BOTELHO et al., 2009; LAGE et al., 2013). Estudos sdo necessarios
para verificar se o intenso amargor observado na planta é devido a presenca desses
flavonoides, especialmente a 3-O-metil-quercetina, e a relagdo deste grupo metil

com o0 amargor.
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Nas drogas vegetais analisadas, foram encontradas quantidades variadas de
flavonoides, tendo a S. pseudoquina apresentado um elevado teor, 5,03%, de
flavonoides totais. O teor de quercetina encontrado por CLAE no extrato bruto da B.
trimera foi de 0,23%, enquanto que em S. pseudoquina, o teor chegou a 1,06%. E
possivel, no entanto, que este teor se refira a 3-O-metilquercetina, discutida
anteriormente (BOTELHO et al., 2009; LAGE et al., 2013).

Os flavonoides totais foram quantificados por espectrometria no visivel, por
meio da complexagéo com o cloreto de aluminio. O céation aluminio forma complexos
estaveis com os flavonoides em metanol, ocorrendo na analise espectrofotométrica
um desvio para maiores comprimentos de onda e uma intensificacdo da absorcao.
Dessa maneira, é possivel determinar a quantidade de flavonoides totais, evitando-
se a interferéncia de outras substancias fendlicas, principalmente os acidos
fendlicos, que invariavelmente acompanham os flavonoides nos tecidos vegetais
(WOISKY, 1996).

O écido clorogénico foi identificado por CCD e CLAE nas espécies B. trimera,
P. hexasperma, R. ferruginea e S. pseudoquina. Acido clorogénico, acidos fendlicos
e a epicatequina foram também detectadas no LC/MS/MS na espécie R. ferruginea e
P. hexasperma. O acido clorogénico é um derivado do acido cafeoilquinico, e ja foi
considerada uma substancia adstringente e amarga no passado (SINGLENTON &
NOBEL, 1976; MEGA & LORENTZ, 1973; MEILGAARD,1975; OKAMURA &
WATANABE, 1978 apud NAGEL et al., 1987). No entanto, estudo de NAGEL et al.,
(1987) demostrou, pela analise sensorial, que o acido clorogénico néo é considerado
uma substancia amarga na concentracdo de 100 mg/L, condicdo necessaria para
esta classificacdo. Os estudos foram feitos em comparacdo com o cloridrato de
guinino e acredita-se que o carater acido da substancia pode ter mascarado o

amargor.

Os alcaloides foram identificados por CLAE/MS/MS em E. febrifuga, H.
brasiliana, P. hexasperma, R. ferruginea e S. pseudoquina . Estudos de DOLABELA
et al. (2008) identificaram na espécie E. febrifuga, alcaloides do tipo
furanoquinolinicos e um alcaloide do tipo acridona. Esses tipos de alcaloides ja
foram isolados em outras plantas da familia Rutaceae (WATERMAN, 1999). Ja na
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nossa analise identificamos alcaloides quinidina, flindersiamina, delbina e
skimmianina. Estudos fitoquimicos recentes com as espécies H. brasiliana, H.
oreadica e H. superba identificaram alcaloides do grupo B-indoloquinazolinico e
qguinolinico (BRAGA, 2005; SEVERINO, 2008; BRAGA et al.,, 2012). Na analise
realizada por CLAE/MS/MS foi possivel detectar apenas a presenca do alcaloide
inddlico rutacarpina. Outros alcaloides descritos para as espécies de H.
brasiliana, H. oreadica e H. superba foram os furanoquinolinicos, 2- quinolona,
piranoquinolonas e o0s p-indoloquinazolinico (SEVERINO, 2008; WATERMAN,
1999).

Diversos alcaloides s&o considerados amargos, sendo 0 quinino e seus
derivados quinidina, cinchonina e cinchonidina aqueles que apresentam maior
amargor (McCALLEY, 2002). O quinino é o padrdo aceito e muito utilizado para a
com o limiar de deteccdo de 10 ppm (FENNEMA et al., 2008). Entre as plantas
estudadas, espécies de Remijia é que apresentam, segundo a literatura, alcaloides
de estrutura semelhante ao quinino. RUIZ-MESIA et al. (2005) isolaram cinco
alcaloides das cascas de R. peruviana, do tipo quinino, entre eles, cupreina,
cinchonina, acetilcupreina e N-etilquinino. Em outra estudo DIAZ et al (2004),
identificaram nas folhas de R. peruviana os alcaloides remijinina e epiremijinina.
Na espécie R. ferruginea ANDRADE-NETO et al. (2003) identificaram a presenca
de alcaloides na planta, mas o quinino ndo esteve presente. Nas nossas analises
foram encontradas, na fracdo enriquecida de alcaloides, remijinina, cinchonidina,
quinino, epiremijinina, ajimalicina e corinantina. Curiosamente, a despeito de haver
varias substancias de estrutura semelhante ao quinino, o indice de amargor
observado para as cascas da R. ferruginea foi baixo, sendo superior apenas em
relacdo a H. brasiliana. Este fato pode ser uma consequéncia da baixa

concentracdo dos alcaloides presentes nas cascas.

As cascas da S. pseudoquina séo ricas em alcaloides do grupo inddlico,
sendo varios descritos na literatura como a bisnorhidroxitixiferina, a diabolina e a
11- metoxidiabolina (DELLE-MONACHE et al.,, 1969; FRANCO et al.,, 1969;
NICOLETTI et al., 1984). Nas nossas andlises por CLAE/MS/MS, foram

identificados varios alcaloides entre eles a diabolina, brucina, estriquinina, 11-
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demetoximirtoidina, 11-metoxidiabolina, amijalicina, estriquinobrasilina e 12-hidroxi-
11-metoxidiabolina. Estes alcaloides sdo encontrados também em outras espécies
de Strychnos (OHIRI et al., 1983; PHILIPPE et al., 2004). E possivel que parte do
amargor observado para as cascas da S. pseudoquina esteja relacionada a
presenca dessas substancias, pois o teor de alcaloide e indice de amargor
encontrado foi maior que todas as espécies.

Embora existam muitos métodos para quantificar os alcaloides, isoladamente,
em drogas vegetais, extratos e formulagcbes, outros séo capazes de determinar o
teor total de alcaloides. O método mais usado € a titulagdo, em que ha grande
chance de erros e de baixa reprodutibilidade. O método mais adequado para
doseamento de alcaloides totais sdo espectrofotométricos, por complexacdo com
reagentes especificos. SREEVIDYA & MEHROTRA (2003) desenvolveram uma
técnica de doseamento de alcaloides totais por espectrofotometria no visivel, a
partir da complexacdo com o reagente de Dragendorff. Esse meétodo foi
posteriormente adaptado e validado por OLIVEIRA et al., (2006), sendo usado na
quantificacdo da berberina no fitoterapico Robusterina®. Esse método pode ser
usado para analise de extratos que contenham alcaloides que ainda ndo possuem
padrées conhecidos e disponiveis no mercado, como € 0 caso das quinas
brasileiras. O reagente de Dragendorff € muito utilizado na detec¢édo colorimétrica
em analises de rotina de alcaloides.

O método espectrofotométrico com o reagente de Dragendorff € baseado na
formacdo de um complexo de bismuto amarelo em meio de acido com tioureia com
os alcaloides. Na quantificacdo realizada neste estudo, o teor de alcaloides totais
foi expresso em quinino. Os teores de alcaloides totais encontrados foram
variaveis, tendo S. pseudoquina apresentado o teor mais elevado (0,0427%),
seguido de H. brasiliana (0,0210%).

Outra classe importante de substancias amargas, pesquisadas nas plantas em
estudo foram os polifenois e taninos. Entre os polifenois, foi avaliada a presenca de
catequina, epicatequina, epigalocatequina e epigalocatequina-galato, que sé&o
consideradas substancias amargas (DREWNOWSKI & GOMEZ-CARNERQOS, 2000).

Ja os taninos sdo substancias fendlicas sollveis em agua, com massa molecular
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entre 300 e 3000 Dalton, e que apresentam a habilidade de formar complexos
insoliveis em &gua com alcaloides, gelatina e outras proteinas. A presenca de
polifenois e taninos foi detectada em P. hexasperma e R. ferruginea por CCD e na
CLAE/ DAD. A quantificacdo de taninos foi feita com a analise do teor dessas
substancias por espectrofotometria no visivel, com o reagente de Folin-Cicateau,
principalmente para as espécies B. trimera, P. hexasperma, R. ferruginea e S.
pseudoquina. Das espécies Polyouratea semiserrata, P. castanaefolia e P.
spectabilis foram isoladas a 3,5,7,3',5'-pentahidroxi-4'-metoxi-epi-catequina e duas
proantocianidinas diméricas, denominadas ouratea proantocianidina A e ouratea
proantocianidina B. (DELLE MONACHE et al., 1967; VALADARES, et al., 2003). O
teor de taninos em P. hexasperma foi de 7,44% de polifenois e 6,70% de taninos,
valor bastante elevado, e esta alta concentracdo deve contribuir para o amargor

observado para esta planta.

Em algumas espécies de Hortia foram isolados sesquiterpenos, triperpenos e
limonoides, sendo essas Ultimas substancias caracteristicas das Rutaceas. Elas
apresentam elevado amargor (SUAREZ et al., 2002; JACOBS et al.,, 1986;
FERRACIN, 1992; BRAGA, 2005; SEVERINO, 2008). De B. trimera, foram
identificados diversos terpenoides, entre eles diterpenos do tipo cleodano (SUTTISRI
et al.,, 1994; HERZ et al., 1997; KUROYANAGI et al., 1985; LAGO et al., 2008;
SILVA et al., 2007). A identificacdo por CG/ FID detectou mono e sesquiterpenos,
entre eles B—elemeno, a-humuleno, & cadineno, & calacoreno, germacreno-B e
guaiol, anteriormente descritas para a espécie (SILVA et al., 2007; AGOSTINI et al.,
2005; MORAIS et al., 2011). O dleo essencial da amostra de B. trimera usada neste
estudo foi quantificados por hidrodestilagéo, e apresentou teor de 0,5988%, superior
ao minimo preconizado para a espécie pela Farmacopeia Brasileira 42 edicédo, que é
de 0,3%. E possivel atribuir, portanto, o amargor da planta também & presenca

dessas substancias.

A ultima etapa do estudo envolveu avalicdo da atividade biologica das plantas,
constituidos da verificacdo do potencial efeito citotoxico, e avaliacdo da capacidade

dos extratos em melhorar disfuncdes metabdlicas causadas por dieta hipercaldrica.
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Os perfis fitoquimicos evidenciaram a presenca de substancias amargas em
todas as seis espécies, sendo necessario selecionar apenas trés, com 0 maior
potencial para a avaliacdo da atividade bioativa. S. pseudoquina foi a primeira
espécie selecionada para os estudos, devido ao elevado amargor demonstrado no
teste, a presenca de alcaloides e elevado teor de flavonoides, incluindo um de
estrutura muito semelhante a quercetina. A outra planta selecionada para os testes
bioldgicos foi B. trimera, que apresentou o segundo maior grau de amargor. Nesta
planta, foi detectada também alta concentracdo de flavonoides, inclusive de
guercetina, além de 6leo essencial constituido de substancias reconhecidamente
amargas, como o a-humuleno. A terceira espécie selecionada para os testes foi R.
ferruginea. Apesar de ter demonstrado um baixo indice de amargor em relacdo as
demais espécies estudadas, esta planta poderia ter potencial por pertencer a mesma
familia botanica das Cinchona, ter sido a espécie mais amplamente usada nos
séculos XVIII e XIX e por apresentar alcaloides de estrutura semelhante ao quinino.
R. ferruginea contém também derivados da quercetina, e mesmo teor de flavonoides
que B. trimera. E importante destacar que todas as trés espécies ja integraram ou
integram a Farmacopeia Oficial Brasileira, tendo R. ferruginea e S. pseudoquina sido
inscritas na primeira edigdo, publicada em 1926, enquanto a cargueja conta com
Monografia na 52 Edicdo (2010). Este fato confirma a importancia dessas plantas,

uma vez que ja foram ou séo consideradas plantas medicinais oficiais do Brasil.

No ensaio de citotoxicidade, foram utilizadas células renais isoladas (BGM).
Extratos das espécies R. ferruginea e S. pseudoquina apresentaram DLso superior a
1000 pg/mL, mostrando auséncia de citotoxicidade. Ja B. trimera apresentou a DLso
muito elevada em doses muito baixas (4,92 ug/mL). A toxicidade de B. trimera ja foi
evidenciada em varios estudos. NOGUEIRA et al. (2011), por exemplo, mostraram
gue extratos da planta induzem genotoxicidade in vivo e foram toxicos para células
dos rins in vitro. GRANCE et al. (2008) demonstraram que 8,4mg/kg do extrato
hidroetandlico da planta, administrado em ratas prenhas, produz toxicidade para os
rins e figado na genitora. Essas alteracdes foram reversiveis quando o uso da planta
era suspenso. Em outro estudo, o extrato etandlico da planta também foi
mutagénico, apesar de que 0 agquoso nao demostrou toxicidade (RODRIGUES et al.,
2009). Esses resultados mostram que, a despeito de todo potencial amargo e ténico
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e de contar com uso tradicional por séculos, B. trimera € uma planta que precisa ser
usada com cautela principalmente em produtos para uso continuo como
fitoterapicos/ nutracéuticos, indicado para tratar a inapeténcia ou como um aditivo
alimentar de gosto amargo.

Os estudos in vivo foram realizados para verificar os efeitos das plantas na
melhoria de disfungbes digestivas, que pudesse justificar o seu uso como tonicas.
Com o modelo utilizado, possivel verificar a capacidade de extratos e produtos de
plantas em melhorar alteracdes induzidas por dieta rica em carboidrato denominada
hipercaldérica (dieta HC). Este tipo de alimentacdo, rica em carboidratos,
administrada a camundongos em longo prazo, promove aumento da glicemia,
dislipidemia e adiposidade visceral (FERREIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012).
Os animais alimentados apenas com a dieta HC apresentaram aumento significativo
das concentragdes de glicose, colesterol total, triglicerideos plasmaticos (p<0,001) e
da adiposidade visceral, quando comparados ao grupo controle. Os grupos de
animais que receberam dieta HC suplementada com os extratos preparados com B.
trimera (Carqg 50, 100 e 200 mg/kg) e S. pseudoquina (Spg 50, 100 e 200 mg/kg) por
outro lado, apresentaram uma reducdo bastante significativa nas taxas sanguineas
dessas substancias. Extratos de R. ferruginea foram menos promissores, mostrando

alguma atividade apenas na maior dose (200 mg/kg),

O extrato de B. trimera apresentou uma reducdo bastante significativa das
taxas de colesterol e triglicerideos sanguineos, mostrando uma relacdo dose
resposta. A menor dose (50 mg/kg) reduziu a valores proximos ao do grupo controle,
sem tratamento. Espécies de Bacharis (B. trimera e B. genisteloides) sdo conhecidas
como carqueja e sdo amplamente usadas na medicina popular para o tratamento de
varias desordens digestivas, inclusive a obesidade (DICKEL et al.,, 2007). Os
resultados quimicos mostram que a planta apresenta flavonoides e é sabido hoje
gue essas substancias antioxidantes séo capazes de reduzir as taxas de colesterol e

lipideos do sangue.

OLIVEIRA et al. (2005) avaliaram os efeitos de extratos e fracOes de B. trimera
sobre a glicemia de ratos diabéticos e nao-diabéticos. Em ratos diabéticos, apenas a

fraccdo aquosa de B. trimera (2000 mg /kg, duas vezes por dia, por via oral) reduziu
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a glicemia ap6s um tratamento de 7 dias. Os resultados sugerem que B. trimera
apresenta uma potencial atividade hipoglicémica. Em nossos ensaios, a B. trimera
também reduziu, de forma significativa e dose-dependente, as altas taxas de glicose
do plasma dos animais. Alguns estudos vém demonstrando que esta atividade no
metabolismo da glicose é devido a presenca de substancias fendlicas (BIONDO et
al, 2011; SOICKE & LENG-PESCHLOW, 1987).

Extratos das cascas de S. pseudoquina também apresentaram efeitos
benéficos na reducdo das concentragBes plasmaticas de colesterol, triglicérides e
glicose no nosso estudo. BONAMIN et al., (2011) avaliaram a acéo gastroprotetora
da planta. O objetivo do estudo foi elucidar o mecanismo do processo de
cicatrizacdo de extrato da planta na ulceracdo gastrica cronica, induzida por 5% de
acido acético em ratos. Os resultados demonstraram que 0s extratos reduziram
significativamente as feridas no estdbmago dos animais (entre 38 e 42%), avaliados
por andlise macroscopica. O extrato da planta também foi eficaz na inibicdo de H.
pylori (MIC 75 pg / mL). SILVA et al., (2005) investigaram a capacidade de extratos
da planta em proteger a mucosa gastrica contra lesdes causadas por farmacos nao-
esteroides como o anti-inflamatérios (piroxicam) e um agente necrotizante (HCI /
EtOH) em cobaias. O extrato metandlico e a fracdo enriquecida de alcaloidicas
proporcionaram uma prote¢ao significativa nas doses de 250 e 1000 mg/kg. Em
estudo para avaliar uma possivel acéo hipoglicémica de S. pseudoquina, HONORIO-
FRANCA et al., (2008) demostraram que 0s niveis de glicemia no grupo tratado com
0 extrato aquoso de S. pseudoquina foram menores do que o0s do grupo
sensibilizado pela aloxana e néo tratados. Os autores sugerem que S. pseudoquina
também apresenta efeito hipoglicemiante. O conjunto dos resultados mostra que as
cascas da S. pseudoquina apresenta vasto potencial para o desenvolvimento de

produtos para uso como digestivo.

Muitos extratos de plantas ja foram testados e tiveram seus efeitos
comprovados como redutores das concentracdes plasmaticas de colesterol e
triglicerideos. As folhas de alcachofra (Cynara scolymus L.) sdo reconhecidamente
hipocolesterolémicas, sendo indicada para este fim inclusive pela OMS. Produtos
com a planta sédo disponiveis pelo SUS (Portaria MS/GM n° 533, 2012). A alcachofra
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€ rica em substancias fendlicas, incluindo o acido clorogénico e cafeico, e quando
administrada em ratos alimentados com dieta rica em colesterol, por exemplo,

reduziu o estresse oxidativo no figado dos animais (KUCUKGERGIN et al., 2010).

A capacidade dos extratos dessas plantas em alterar os niveis de lipideos no
sangue vem sendo atribuida a presenca de substancias fendlicas e flavonoides, por
varios autores (FAN et al., 2015; UMAR et al., 2015; LI et al., 2014; VELOSO et al.,
2014; NEKOHASHI et al., 2014; CLAUSSNITZER et al.,, 2011; STEFEK, 2011,
UEMURA et al., 2011; ZYGMUNT et al., 2010; AFROSE et al., 2010; EU et al., 2010;
FERNANDES et al., 2010; GONG et al., 2010; RAZAVI et al., 2009; AFROSE et al.,
2009; REN et al., 2009; VISAVADIYA & NARASIMHACHARYA, 2009; MACHADO et
al., 2008; TALPUR et al., 2005; ZHENG et al., 2005; ZHU et al., 2004; KUROWSKA
et al., 2000;BORRADAILE, CARROLL & KUROWSKA, 1999; YUGARANI et al.,
1992). Diversos mecanismos de acdo dos flavonoides tém sido propostos, para
explicar seus efeitos no metabolismo lipidico. Um destes envolve acdes no aumento
da excrecao de sais biliares nas fezes, e outro abrange a capacidade de elevar a
atividade do sistema microssomal hepatico, consequentemente, aumentando o
metabolismo lipidico (WILCOX et al., 2001). Sugere-se, ainda, que o aumento da
atividade dos receptores de LDL e também a inibicdo da sintese de apolipoproteina
B induzidos pelos flavonoides, seja um dos responsaveis pela reducdo da
concentragéo de colesterol (ROZA, XIAN-LIU & GUTHRIE, 2007).

Diversos mecanismos séo propostos também para justificar a acdo das plantas
no metabolismo da glicose, entre eles, o estimulo da liberacdo de insulina e a
inibicdo de enzimas, como a-glicosidases e a-amilases, envolvidas no metabolismo
de glicose (TAPAS et al., 2008; PEREIRA et al., 2011; KAPPEL et al., 2012; LUYEN,
2013). Os flavonoides e polifenois tém sido considerados potenciais agentes
antidiabéticos, com acao hipoglicémica, mimetizando e estimulando a secrecdo da
insulina (CHUANG et al., 2010; MARTINEZ, 2009; WU et al., 2009; JUNG et al.,
2006). Varios mecanismos de acdo sao propostos (CAZAROLLI et al., 2008).
Sugere-se, por exemplo, que esses componentes tém o potencial de modificar a
atividade de enzimas intracelulares, incluindo tirosina quinase, proteina quinase C,

fosfatidil-inositol-3-quinase (PI3K) e proteina quinase regulada pelo extracelular
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(MAPK), resultando em aumento do transporte de glicose estimulada por insulina no
musculo e tecido adiposo (NOMURA et al., 2008; BAZUINE et al., 2005).

Estudo realizado por SOTILLO & HADLEY (2002) com ratos obesos, verificou
gue a infusdo intravenosa de acido clorogénico ndo promoveu a manutencao da
hipoglicemia, mas reduziu significativamente a resposta glicémica a sobrecarga de
glicose. Os autores sugeriram que o &cido clorogénico ndo estimulou a liberacdo da
insulina, mas agiu como agente anti-hiperglicémico, com acao similar a de drogas
como a metformina, que aumentam a sensibilidade a insulina e ndo a sua liberacéo.
Outro estudo também verificou que a suplementacdo de rutina, em animais
alimentados com dieta rica em carboidrato e lipidios, resultou em maior tolerancia
oral a glicose e melhora de outras alteracbes metabdlicas induzidas pela dieta. Os
autores consideraram que a melhora dos parametros metabolicos avaliados no
estudo estava associado a reducdo de marcadores de extresse oxidativo e
inflamacéo no figado e tecido cardiaco (PANCHAL et al., 2011). Esses resultados
mostram que, apesar de nao ser considerada uma substéncia amarga, o acido

clorogénico € capaz de melhorar varias disfuncées metabdlicas.

A melhora no metabolismo lipidico e da glicose em ratos diabéticos
suplementados com Melissa officinalis foi também atribuida aos 6leos essenciais e
flavonoides presentes na planta. Esse mesmo estudo mostrou que a suplementacéo
com o extrato induziu um aumento na expressdo de receptores ativados pela
proliferacdo de peroxisoma (PPAR), que estma relacionados com o metabolismo
lipidico e da glicose (CHUNG et al., 2010). De fato, alguns flavonoides e terpenoides
tém sidos descritos como agonistas seletivos de PPAR (CHUANG et al., 2010;
CHUNG et al., 2010; GOTO et al., 2010; DEMBINSKA-KIEC et al., 2008; JUNG et
al., 2006).

E importante observar que, apesar de uma melhora metabélica, os animais que
receberam os extratos ndo apresentaram alteracdo no peso corporal em relacéo ao
grupo controle e HC durante o experimento. A dieta HC oferecida aos animais é
normocalodrica em relacdo a dieta controle, sendo diferente no que se refere a
guantidade de carboidratos simples. Confirma-se assim, que o tipo de nutriente da

dieta, independente do valor caldérico, € capaz de estimular mudancas na
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composicao corporal, favorecendo o aumento da adiposidade e a hipertrofia dos
adipdcitos (FERREIRA et al., 2011).

Em relagéo a ingestdo alimentar, todos grupos tratados com extratos tiveram a
ingestao alimentar similar ao grupo HC. Entretanto, os animais alimentados com a
dieta HC, em relacdo aos animais controle, apresentaram indice de adiposidade
significativamente maior (p<0,01) e hipertrofia dos adipdcitos, evidenciado pelo
aumento significativo (p<0,05) da &rea das células adiposas. A maior adiposidade
desses animais esta relacionada, possivelmente, com a composi¢do nutricional da
dieta, rica em carboidratos simples.

A andlise histolégica do tecido adiposo epididimal mostrou que os animais
alimentados com dieta HC apresentaram aumento da area dos adipdcitos quando
comparados ao grupo controle. Os grupos de animais que receberam dieta HC
suplementada com as trés doses de extrato bruto de B. trimera, S. pseudoquina e R.
ferruginea apresentaram area de adipdcitos com valores proximos ao grupo controle
e significativamente menor que o grupo HC, apresentando assim adipdcitos
menores, caracteristicos da ocorréncia de hiperplasia celular. A expansao da massa
adiposa ocorrida na obesidade é determinada pelo tamanho do adipécito (hipertrofia)
ou do seu numero (hiperplasia) (QUEIROZ et al., 2009). O aumento do tamanho dos
adipdcitos ndo € um processo ilimitado, quando a célula adiposa atinge a
capacidade maxima de armazenamento de gordura, novas células sdo recrutadas,
os pré-adipdécitos. A substituicdo de células hipertroficas por adipécitos jovens pode
criar um ambiente metabdlico mais favoravel, por apresentarem maior sensibilidade
a insulina (OKUNO et al., 1998)

Diversos estudos tém demonstrado que o aumento da adiposidade, induzida
por dieta, desencadeia alteracdes no metabolismo de lipidios e carboidratos (WAKI
& TONTONOZ, 2007; COENEN & HASTY, 2007) associadas a um perfil pro-
inflamatorio sistémico, e em sitios metabdlicos importantes como o figado e tecido
adiposo (HOTAMISLIGIL, 2006; FERREIRA et al., 2011, POWELL, 2007,
SPEAKMAN et al., 2007). Dietas HC, assim como dietas ricas em gorduras (HFD),
tém o potencial de aumentar a adiposidade (FERREIRA et al., 2011; LINDQVIST et

al., 2005). A extensao da obesidade induzida por dieta depende da duracdo do
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periodo de alimentacdo, da qualidade e/ou da quantidade de macronutrientes da
dieta (HEREDIA et. al., 2009).

Na literatura tem sido demonstrado que alguns extratos de plantas diminuem o
tamanho dos adipocitos em animais obesos e diabéticos 0 que consequentemente,
promove melhora no metabolismo lipidico e da glicose (ALMEIDA, 2011,
KRISANAPUN et al.,, 2011; CHUNG et al.,, 2010). Estudos demonstraram que
animais alimentados com dietas HC suplementadas com cha verde (RICKMAN et al.,
2010) ou rutina (ZHENG et al., 2005) apresentaram reducao da glicemia, melhora da
sensibilidade a insulina e regulacdo dos lipidios séricos. A melhora dos parametros
metabdlicos induzida pela suplementacdo com essas substancias foi atribuida a
prevencdo ou reversdo do estresse oxidativo crénico gerado pela dieta HC
(RICKMAN et al., 2010; ZHENG et al., 2005).

Outro ponto importante do estudo esta relacionado a auséncia de efeito toxico
no figado. A hepatotoxicidade pode ser verificada pelo peso do figado, pois uma das
primeiras manifestacdes da sua lesdo € o acumulo de gorduras, via inibicdo da
secrecao de triglicerideos (CHAN et al., 2010). Os resultados demonstram que néo
houve aumento do peso do figado em nenhum dos tratamentos com os extratos, e
estudo morfolégico também n&o constatou alterac6es microscépicas significativas no
figado e rins dos animais sacrificados ao final do experimento. As laminas
histolégicas do figado de todos os animais estudados ndo apresentaram nenhum

sinal de toxicidade (dados ndo mostrados).

151



6 CONCLUSOES
Os resultados alcancados nesta pesquisa mostram que:

Varias espécies amargas da biodiversidade brasileira, conhecidas sob o nome
de quina, foram usadas no passado como tonico/digestivo. No entanto, tanto o
conhecimento, quanto o uso dessas espécies, vem sendo reduzido drasticamente

nas ultimas décadas, caracterizando um intendo processo de erosao cultural.

O perfil fitoquimico das seis espécies de quinas estudadas (caules alados de
Bacharis trimera, cascas de Esenbeckia febrifuga, Hortia brasiliensis, Polyouratea
hexasperma, Remijia ferruginea e Strychnos pseudoquina) revelou a presenca de
substancias amargas em todas elas, etre elas substancias importantes como 0s
alcaloides derivados do quinino e estriquinina e o flavonoide hesperidina. Os teores
encontrados de alcaloides, flavonoides, polifenois, taninos foram muito diferentes e

isto deve contribuir para o amargor das plantas.

B. trimera era conhecida como quina-de-condamine, e foi usada como amargo
e febrifugo, séculos atras. A planta ndo é mais conhecida por este nome e apenas o
uso como digestivo permanece na atualidade. Extrato da planta apresenta atividade
antihiperlipidémica e antihiperglicémica, reduzindo taxas de forma bastante
significativa com perfil dose resposta nas concentracdes de 50, 100 e 200 mg/kg.
Este resultado pode justificar seu uso popular ao longo dos séculos como ténica e
digestiva. No entanto, os extratos da planta foram citotoxicos, limitando um possivel

emprego na preparacdo de produtos comerciais.

Cascas de R. ferruginea foram as mais usadas como quina amarga no
passado, mas hoje ela ndo é mais usada. Apesar de apresentar alcaloides de
estrutura semelhante ao quinino na sua constituicdo, o seu amargor foi menor em
relacdo as outras espécies. Extratos da planta ndo apresentaram citotoxicidade, mas
também nao foram capazes de reduzir as taxas de glicose, colesterol e triglicerideos
no plasma dos animais nas concentracdes de 50 e 100 mg/kg, reduzindo apenas o0s

parametros bioquimicos na dose de 200 mg/kg.
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Cascas de S. pseudoquina foram muito usadas no passado, e ela € uma das
raras espécies de quina amarga que manteve este nome tradicional e o uso nas
desordens digestivas. Apesar de pertencer ao género Strychnos, reconhecidamente
rico em substancias altamente toxicas, as cascas da planta sdo ricas em
flavonoides. Extratos das cascas ndo apresentoram atividade citotdéxica e apresentou
significante atividade, tanto na reducdo da glicose, triglicerideos e colesterol nas
doses de 50, 100 e 200 mg/kg. Acreditamos que este efeito benéfico como
tbnico/digestivo, confirmado neste estudo, tenha contribuido para que a planta

continuasse a ser usada na medicina tradicional através dos séculos.

Os resultados mostrados para as espécies B. trimera, R. ferruginea e S.
pseudoquina, contribui para um futuro desenvolvimento de produtos farmacéuticos
ou nutracéuticos, para uso na inapeténcia ou em outras desordens digestivas, além

de aditivos amargos ou como suplementos alimentares.
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8 ANEXOS

8.1.1 Pesquisa de acidos organicos, flavonoides e p  olifenois por CCD

- Front
- R:=0.8%K
- Re=0.60
- R«=0.50
— Start
1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 47: CCD para identificacdo de flavonoides em B. trimera. Padrdes de acido clorogénico (1),

acido cafeico (2), rutina (7) e quercetina (8). Extrato bruto das caules aladoss de B. trimera , EBCarq

(3); e fracBes Acetato de etila FACETCarq (4); n-butanol, FABUTCarqg (5) e aquosa, FACarq (6).

Eluente, acetato de etila: tolueno: acido férmico: agua (60:20:20:15); revelador, difenilboratoetilamina

a 1% em metanol (NP) seguido de polietilenoglicol 4000 a 5% em etanol (PEG); visualizagéo, luz

ultravioleta a 365 nm.
- Front
- Re=0.85
- R:=0.60
- R«=0.50
— Start

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 48: CCD para identificacdo de flavonoides em E. febifuga. Padr6es de acido clorogénico (1), acido
cafeico (2), rutina (7) e quercetina (8). Extrato bruto das cascas de E. febifuga, EBEse (3); e fracdes Acetato de
etila FACETEse (4); n-butanol, FABUTEse (5) e aquosa, FAEse (6). Eluente, acetato de etila: tolueno: acido
férmico: agua (60:20:20:15); revelador, difenilboratoetiamina a 1% em metanol (NP) seguido de
polietilenoglicol 4000 a 5% em etanol (PEG); visualizacao, luz ultravioleta a 365 nm.
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- Front
-R¢=0.,85
- R¢=0,60
-R¢=0,50
- Start
1 2 3 4 5 6 7 8
Figura 49: CCD para identificacao de flavonoides em H. brasiliana. Padrdes de acido clorogénico (1),
acido cafeico (2), rutina (7) e quercetina (8). Extrato bruto das cascas de H. brasiliana, EBHort (3) ; e
fracGes Acetato de etila FACETHort (4) ; n-butanol, FABUTHort (5) e aquosa, FAHort (6) . Eluente,
acetato de etila: tolueno: acido férmico: agua (60:20:20:15); revelador, difenilboratoetilamina a 1% em
metanol (NP) seguido de polietilenoglicol 4000 a 5% em etanol (PEG); visualizacdo, luz ultravioleta a
365 nm.
- Front
-R¢=0,85
-R¢=0,60
-R¢=0,50
- Start

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 50: CCD para identificacao de flavonoides em P. hexasperma. Padrdes de acido clorogénico
(1), acido cafeico (2), rutina (7) e quercetina (8). Extrato bruto das cascas de P. hexasperma, EBPol
(3); e fracdes Acetato de etila FACETPol (4); n-butanol, FABUTPol (5) e aquosa, FAPol (6). Eluente,
acetato de etila: tolueno: acido férmico: agua (60:20:20:15); revelador, difenilboratoetilamina a 1% em
metanol (NP) seguido de polietilenoglicol 4000 a 5% em etanol (PEG); visualizacdo, luz ultravioleta a
365 nm.
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- R¢=0,60

- R¢=0,50

— Start
1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 51: CCD para identificacao de flavonoides em R.ferruginea. Padr6es de acido clorogénico (1),
acido cafeico (2), rutina (7) e quercetina (8). Extrato bruto das cascas de R.ferruginea, EBQm (3); e
fracbes Acetato de etila FACETQm (4); n-butanol, FABUTQm (5) e aquosa, FAQm (6). Eluente,
acetato de etila: tolueno: acido férmico: agua (60:20:20:15); revelador, difenilboratoetilamina a 1% em
metanol (NP) seguido de polietilenoglicol 4000 a 5% em etanol (PEG); visualizacdo, luz ultravioleta a
365 nm.

- Front

- R¢=0,85

-Rf=0,60

-R¢=0,50

- Start

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 52: CCD para identificacdo de flavonoides em S. pseudoquina. Padrées de &cido clorogénico
(1), acido cafeico (2), rutina (7) e quercetina (8). Extrato bruto das cascas de S. pseudoquina, EBSpq
(3); e fracdes Acetato de etila FACETSpq (4); n-butanol, FABUTSpq (5) e aquosa, FASpq (6).
Eluente, acetato de etila: tolueno: acido férmico: agua (60:20:20:15); revelador, difenilboratoetilamina
a 1% em metanol (NP) seguido de polietilenoglicol 4000 a 5% em etanol (PEG); visualizag&o, luz
ultravioleta a 365 nm
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8.1.2 Pesquisa de alcaloides por CCD

- Front

-R¢=0,50
-R¢=0,40

- Start

Figura 53: CCD para identificacdo de alcaloides em E. febrifuga. Padrées de quinino (1), quinidina
(2), cinchonina (4) e cinchonidina (5). Fracdo purificada de alcaloides das cascas de E. febrifuga
FALCEse (3). Eluente, a: tolueno: metanol: dietilamina (80:10:10); revelador, reagente de Dragendorff
seguido de solugdo aquosa de nitrito de sédio 10%; visualizacdo em no visivel.

- Front

-R¢=0.70
- R¢=0.60

- Start

1 2 3 4 5

Figura 54: CCD para identificagdo de alcaloides em H. brasiliana. Padrdes de quinino (1), quinidina
(2), cinchonina (4) e cinchonidina (5). Fragéo purificada de alcaloides das cascas de H. brasiliana,
FALCHort (3). Eluente, a: tolueno: metanol: dietilamina (80:10:10); revelador, reagente de
Dragendorff seguido de solucdo aquosa de nitrito de sodio 10%; visualizagdo em no visivel
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- Front

-R¢=0,70
-R¢=0,60

- Start

Figura 55: CCD para identificacdo de alcaloides em P.hexasperma. Padrdes de quinino (1), quinidina
(2), cinchonina (4) e cinchonidina (5). Fracdo purificada de alcaloides das cascas de P.hexasperma,
FALC Pol (3). Eluente, a: tolueno: metanol: dietilamina (80:10:10); revelador, reagente de Dragendorff
seguido de solugdo aquosa de nitrito de sédio 10%; visualizacdo em no visivel

- Front

-R¢=0,70

- Rf=0,60

- Start

Figura 56: CCD para identificacdo de alcaloides em R.ferruginea. Padr6es de quinino (1), quinidina
(2), cinchonina (4) e cinchonidina (5). Fracdo purificada de alcaloides das cascas de R.ferruginea,
FALCRm (3). Eluente, a: tolueno: metanol: dietilamina (80:10:10); revelador, reagente de Dragendorff
seguido de solugdo aquosa de nitrito de sédio 10%; visualizacdo em no visivel
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- Front

-Rf=0,70
-Rf=0,60

- Start

Figura 57: CCD para identificacdo de alcaloides em S. pseudoquina. Padrées de quinino (1),
quinidina (2), cinchonina (4) e cinchonidina (5). Fracdo purificada de alcaloides das cascas de S.
pseudoquina, FALCSpq (3) . Eluente, a: tolueno: metanol: dietilamina (80:10:10); revelador, reagente
de Dragendorff seguido de solucéo aquosa de nitrito de sodio 10%; visualizagdo em no visivel.

8.1.3 Pesquisa de polifenois/taninos por CCD

— Frant

-R=09A

— Start

Figura 58: CCD para identificagdo de taninos em extratos brutos das drogas vegetais. Extrato bruto
de S. pseudoquina, EBSpqg (1), Extrato bruto de H. brasiliana, EBhort (2), extrato bruto de B. trimera,
EBCarqg (3), padrdo de catequina (4), extrato bruto de P. hexasperma, EBPol (5), extrato bruto de S.
R.ferruginea, EBQm (6), extrato bruto de E. febifuga, EBEse (7) e padrdo de epicatequina (8) .
Eluente, acetato de etila: acido formico: agua (90:5:5); revelador, anisaldeido sulflrico seguido de

visualizac¢&o no visivel.
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Figura 59 a e b: CCD para identificacdo de taninos no extrato bruto de P. hexasperma, padrdo de
catequina (1), extrato bruto extrato bruto de P. hexasperma, EBPol (2 e 5), padréo de epicatequina
(3) e padrédo de acido galico (4) . Eluente, acetato de etila: acido férmico: agua (90:5:5); revelador,
anisaldeido sulfdrico em A e cloretoférrico em B, seguido de visualiza¢ao no visivel.

8.1.4 Pesquisa de terpenosl/iridoides por CCD

— Frant

—-R:=N78K

— Start

1 2 3 4 5 6 7

Figura 60 : CCD para identificacdo de iridoides em extratos brutos das drogas vegetais. Extrato bruto
de S. pseudoquina, EBSpqg (1), Extrato bruto de H. brasiliana, EBhort (2), extrato bruto de B. trimera,
EBCarqg (3), padrdo de gentilpicrosideo (4), extrato bruto de P. hexasperma, EBPol (5), extrato bruto
de R.ferruginea, EBOm (6), extrato bruto de E. febifuga, EBEse (7). Eluente, acetato de etila:
metanol: 4gua (77:18:5); revelador, anisaldeido sulfurico seguido de visualizagdo no visivel.
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- Front

- R¢=0,40

- Start

1 2 3 4 5 6 7

Figura 61: CCD para identificacdo de terpenos em extratos brutos das drogas vegetais. Extrato bruto
de R.ferruginea, EBQm (1), extrato bruto de H. brasiliana, EBhort (2), Extrato bruto de B. trimera,
EBCarqg (3), padrdo de mentol (4), extrato bruto de S. pseudoquina, EBSpg (5), extrato bruto de P.
hexasperma, EBPol (6), extrato bruto de E. febrifuga, EBEse (7). Eluente, tolueno: acetato de etila
(93:7); revelador, anisaldeido sulfdrico seguido de visualizagao no visivel.



8.2 Identificagdo por LC/MS/MS de alcaloides e outr
de massas (Knapsack) e banco de massas do equipamen

to.

8.2.1 Identificacdo por LC/MS/MS do extrato bruto de E. febrifuga (Esse)

Analysis Info
Analysis Name
Method

Sample Name
Comment

Operator
Instrument / Ser# maXis ETD

kohlhoff

203

as substancias pelo banco

Acquisition Date  10/28/2014 12:49:51 AM
D:\Data\Clients\2014\UFMG\Farmacia\GustavolEB-Ese\EB-Ese_1-9 01 1662.d
mk_ms_40-1000_automsms_pas_40gv.m
EB-Ese
Alkaloid fraction of Esenbeckia febrifuga

266638.10
201

Score # CmpdNam Reg.No. Formula PMI miz meas. Err [mDa] Err [ppm] mSigma  Area | RT meas. miz cale. miz FWHM Res. ChromFW  Algorithm
¢ [min] HM
+ 3 7 £ CEHIN06 + 4271208 10 B3 443 6% T8RO 150 42712115 00132320 0.19 Chromatogram
+ 3 7 £ C2BHN06 + 4272086 29 69 M3 50M8 5316 157 4212115 0.0119 36051 0.13 Chromatogram
+ B0 Flindersiamine  52206-5C 14HIINIOS  + 2740691 19 70 2911166763 108556 20 740710 000823318 0.16 Chromatogram
+ B1Flindersiamine  52206-5C14H1IN105  + 2740641 19 10 2911166763 108556 20 774010 000823319 0.16 Chromatogram
+ B2Flindersiamine  52206-5C 14H1INIO5  + 2740691 19 70 2911166763 108556 20 740710 000823319 0.16 Chromatogram
+ B3Flindersiamine  52206-5C14H1IN105  + 274.0641 19 10 2511166763 108556 20 774070 000823319 0.16 Chromatogram
+ B4 Flindersiamine  52206-5C 14HTINIO5  + 2740691 19 70 2911166763 108556 20 740710 000823319 0.16 Chromatogram
t B5Flindersiamine  52206-5C 14HTINTOS  + 2740691 19 10 2511168763 108556 20 77407110 00082 33491 0.16 Chromatogram
+ B6 Flindersiamine  52206-5C 14HTINIO5  + 2740691 19 70 2511166763 108556 20 740710 000823319 0.16 Chromatogram
+118  Hesperidin 520-26-3 C28H34015 + 6111974 04 06 1991085986 97784 25 6111970 0018832466 0.17 Chromatogram
130 Debine 7T45-T3HCIIHIINIOL  + 2460763 02 07 174 62611 6938 01 2460061 0.0088 26019 0.14 Chromatogram
+153 Skimmianine  83-95-4C14HIIN104  + 2600918 01 04 159890963 614520 16 2600917 0.005944017 0.15 Chromatogram
+166  Diclamine 484-29-7 C12ZHIN102 + 2000704 02 10 178 156944 18604 12 2000706 0007526483 0.13 Chromatogram
+170  Maculine 524890 C1IHINTO4 + 2440602 02 09 1641235494 140312 355 2440604 0007034661 0.13 Chromatogram
+171 lsomaculine 482-84-8 C1IHINTO4 + 2440602 02 09 1641235434 140312 35 2440604 0007034658 0.13 Chromatogram
+172 Kokusagine 482-3-6 C13HAIN104 + 2440602 02 08 164123494 140312 155 2440004 0.0070 34668 0.13 Chromatogram
+ 174 Flindersiamne  52206-5C 14HTINT1O5 + 2740709 Iy A5 1352033744 217692 e 271407110 0007536501 0.15 Chromatogram
+ 175 Flindersiamine  52206-5C14HIINIOS + 2140108 01 Q5 1352033744 217652 36 2740710 0.0075 36501 0.15 Chromatogram
+176 Flindersiamine  52206-5C 14HTINT1O5 + 2740709 01 05 1352033744 217692 36 2740710 0007536508 0.15 Chromatogram
+ 177 Flindersiamine  52206-5C 14H1IN105  + 2740709 01 05 1352033744 21769 36 2740710 0.0075 36508 0.15 Chromatogram
+ 176 Flindersiamine  52206-5C 14HTINT1O5 + 2740709 01 05 1352033744 217692 36 2740710 0007536508 0.15 Chromatogram
+179 Flindersiamine  52206-5C14H1IN105  + 2740709 01 05 1352033744 21769 36 2740710 0.0075 36508 0.15 Chromatogram
+180 Flindersiamine  52206-5C 14HTINT1O5 + 2740709 01 05 1352033744 217692 36 2740710 0007536508 0.15 Chromatogram
+195  Imperatorin 482440 C16H1404  + 271095 00 02 1511154963 14679 B3 2T0%5 0.0078 34790 0.12 Chromatogram

Figura 62: Dados de massa comparados com o banco de massas Knapsack para Ese.

Note: mSigma fits < 50 indicates high probability of cormect formula



Intens 1 CPQRR-LGPN_CompoundBank: Hesperidin, oTOF ESI +MS2(611.167), 40.06V (P- 083, F- 683, R- 690, M: 1000)
] OoH
1500 ] on  OH OH

1 3
] = | ©H OHb"”‘“of o
1000 © oH 7
1 e o
] 23
] = B o
] £ 35 §§ 2
] 2 88 82 g e o
. . —
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
2 miz SN FWHM Res. | 1%
1 850277 20 00113 7518 24 24
2 1200548 73 00113 11411 87 87
3 1470653 16 00113 13004 19 1.9
4 1530184 82 00113 13530 98 9.8
5 1770545 36 00112 15656 43 4.3

Figura 63: Perfil de fragmentacao (MS2) para substancia hesperidina identificado no Ese.

# miz_ S/N FWHM  Res. I 1 %
10 433.0029 302 0.0109 39869 777 341

Intens.{ CPQRR-LQPN_CompoundBank: Isoschaftoside, oTOF ESI +MS2(565.156), A4V (P- 777, F- 781, R: 815, M: 500)
1500 ©
1 o8
- %Q
3 o oof
1000 o By
b - % ﬁ
] § B °3 r':‘m
500 2 |73 5% EE
| g
o AU e St
100 200 300 400 500 600 700 800 800 miz
# miz SN FWHM Res. | 1%
1 2950601 269 00129 22004 269 269
2 3250710 61.0 00129 25234 610 611
3 3370710 481 00129 26165 481 481
4 3450711 375 00120 27097 375 375
5 3550815 208 00120 27563 209 209
6 3790816 926 00129 29426 926 927
7 3910817 84.8 00120 30358 848 849
8 4090923 999 00129 31756 939 100.0
9 4100956 241 00129 31834 241 241
10 4271026 334 00120 33154 334 334

Figura 64: Perfil de fragmentacdo (MS2) para substancia isochaftosideo identificado no Ese.
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8.2.2 Identificagéo por LC/MS/MS da fragc&o enriquecida de alcaloides

de E. febrifuga (FALCHort)

Multi Target Screening Report

Analysis Info

Analysis Name
Method

Operator

kohlhoff

Acquisition Date  10/27/2014 7:45:17 PM
D:\Data\Clients\2014\UFMG\FarmacialGustavolFALC-EselFALC-Ese 1-4 01 1657.d
mk_ms_40-1000_automsms pos 40ev.m

SampleName  FALC-Ese Instrument/ Ser# maXis ETD 266638.10
Comment ~ Alkaloid fraction of Esenbeckia febrifuga 201
Score # CmpdNam RegNo. Formula PMIm/z meas. Err [mDa) Err [ppm] mSigma  Area | RT meas. miz calc. miz FWHM Res. Chrom.FW  Algorithm
8 [min] HM
+18 DebineTTI45-THCIIHTINIOL  +  MB077 04 15 137 7983 B0 30 2460761 0.008230066 0.14Chromatogram
+26 Skimmianine  83-9-4C14HIINTO4  + 2600918 00 01 27759745680 2297940 336 2600917 0008929314 0.45Chromatogram
+3  Dictamine 484-237 C12ZHINT02 + 2000703 03 13 144 3333645 406504 352 2000706 0005039785 0.12Chromatagram
+31 Maculne 524830 C1IHINTO4  + 2440602 42 09 23518826780 1895568 355 2440604 0004061641 014 Chromatogram
+30 lsomaculine 402-84-5 C1IHINTO4 + 2440602 {2 09 23518626760 1695568 355 2440604 0004061641 (.14 Chromatogram
+39 Kokusagine 482326 C1IHINTO4 + 2440602 {2 09 23518426780 1695568 55 2040604 0004061641 (.14 Chromatogram
+40Flindersiamine  522-06-5C 14HTINTO5  + 2740708 92 06 26520734592 1993504 36 2740110 0004264798 (.16 Chromatogram
+41 Flindersiamine  522-06-5C 14HTINTOS  + 2740708 02 06 26520734592 1993504 16 274010 0004264759 0.16Chromatogram
+42Flindersiamine 522065 C14H1IN105  + 2740708 {2 A6 265207345921993904 6 2140710 0.00426479%8 0.16 Chromatogram
+43Flindersiamine  52-06-5C UHTINTOS  + 2740708 02 06 26520734592 1993504 36 2740110 0004264759 0.16Chromatogram
+44 Flindersiamine  522-06-5C 14HTINTOS  + 2740708 02 06 26520734592 1993504 16 274010 0004264759 0.16Chromatagram
+45Flindersiamine 522065 C14H1IN105  + 2740708 {2 A6 265207345921993904 6 2140710 0.00426479%8 0.16 Chromatogram
+46Flindersiamine  52-06-5C 14HTINTOS  + 2740708 02 06 26520734592 1993504 16 2740110 0004264759 0.16Chromatogram
+64  Imperatorin 482440 C1GH1404 + 2710957 18 S 182 TT90 468 364 2710%5 0010924862 0.12Chromatagram

Note: mSigma fits < 50 indicates high probability of correct formula

Figura 65: Dados de massa comparados com o banco de massas Knapsack para FALCHort.
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Figura 66: Perfil de fragmentagdo (MS2) para substancia 8-Metoxipsoraleno identificado no

FALCEse
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8.2.3 Identificagéo por LC/MS/MS do extrato bruto de H.brasiliana (Hort)

Multi Target Screening Report

Analysis Info Acquisition Date  10/28/2014 1:50:46 AM
Analysis Name  D:\Data\Clients\2014\UFMG\Farmacia\Gustavo\EB-Hort\EB-Hort_1-10_01_1663.d
Method mk_ms_40-1000_automsms_pos_40ev.m Operator kohlhoff
Sample Name  EB-Hort Instrument / Ser# maXis ETD  266638.10
Comment Crude extract of Hortia brasiliensis 201
Score #Cmpd.Name Reg.No. Formula PMIm/z meas. Err [mDa] Err [ppm] mSigma Area | RT meas. miz calc. miz FWHM Res. Chrom.FWH  Algorithm
i M
+204 Rutaecarpine B84-26-4C1BH1IN3IOT + 2881135 03 11 134 748674 89072 l%ng 2881131 0.0085 33686 0.12 Chromatogram
+205 Rutsecaine 84-254C18H1INIOT  + 2881135 03 11 13474867489072 408 2881131 000353368 0.12 Chromatogram

Note: mSigma fits < 50 indicates high probability of correct formula

Figura 67: Dados de massa comparados com o banco de massas Knapsack para Hort.

intens,: CPgRR-LQPN_CompoundBank: Hesperidin, oTOF ESI +MS2(611.197), 40.0eV (P: 999, F: 999, R: 999, M: 1000)
] OH
1500+ = OH JOH
] @ | OH . PN

T o«
1000 O@ o~ °
i ’%._ro N O
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500 . 22 284 g
] N 22 849 8 Y
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Figura 68: Perfil de fragmentacdo (MS2) para substancia hesperidina identificado no Hort

Intens {iassBank_20130704_ESI_MS2: Poncirin, LC-ESI-QTOF; M52, CE-Ramp 5-60 V; [M+HI+; LC-ESI-TOF, ESI *MS2(595 202) (P: 7
1500 3
B s
1 b=
- - 'r.\‘l:;
1000 = =
1 =]
1 =
] 2
* o4 uw 1 f=3 o4
soo] <=8 8 2813 3 8 B g <
] frete=d S S g = = £ — =
B =9 X 8 = = =] = < =
] = S 5 = = = = L
o . . : — . ; : : : : .
100 200 300 400 500 500 700 800 200 miz
# miz __S/N_FWHM Res. I 1%
1 710510 2.6 00106 6689 80 8.0
2 850292 51 00106 8017 157 15.7
3 1200565 2.5 00106 12168 78 7.8
4 153 0197 196 0.0106 14427 608 609
5 161.0620 51 00106 15185 157 157
6 195 0300 2.6 001086 18388 82 82
7 287.0923 322 00106 27067 999 1000
8 3201025 1.6 0.0106 31028 49 4.0
9 4331499 24 00106 40838 73 7.3
10 4491442 2.5 0.0106 42346 79 7.9

Figura 69: Perfil de fragmentacdo (MS2) para substancia poncirina identificado no Hort
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8.2.4 Identificacdo por LC/MS/MS d da fracdo enriquecida de alcaloides de
H.brasiliana (Hort)

Multi Target Screening Report

Analysis Info Acquisition Date 10/27/2014 8:46:12 PM
Analysis Name  D:\Data\Clients\2014\UFMG\Farmacia\Gustavo\FALC-Hort\FALC-Hort_1-5_01_1658.d
Method mk_ms_40-1000_automsms_pos_40ev.m Operator kohlhoff
Sample Name  FALC-Hort Instrument / Ser# maXis ETD  266638.10
Comment Alkaloid fraction of Hortia brasiliensis 201
Score #Cmpd.NameReg.No. Formula PMIm/z meas. Err [mDa] Err [ppm]mSigma  Area I RT meas.miz calc. miz FWHM Res. Chrom.FWH  Algorithm
i M
+126 Rutaecarpine 84-264C18H13N301 + 2881133 02 06 4.72457640255436 l"l:]ng 288.1131 0.007538382 0.14 Chromatogram
+127 Rutaecarpine 84-264C18H13N301 + 2881133 02 06 462457640 255436 40.8 288.1131 0.007538418 0.14 Chromatogram

Note: mSigma fits < 50 indicates high probability of correct formula

Figura 70: Dados de massa comparados com o banco de massas Knapsack para FALCHort.

Intens. {MassBank_20130704_ESI_MS2: Tetranydropapaveroline; LC-ESI-QTOF; MS2; CE:10 &V; [M*H]+; LC-ESI-TOF, ES| *MS2(286.12
15004 3
] o3
J oo
1000
(=]
] 2 8
5004 8 =
] 2 =
o A
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
# m/iz __S/IN FWHM  Res. 1 1%
1 1230420 140 00113 10864 14 14
2 143.0480 6.0 00113 12630 6 0.6
3 1610580 340 00113 14220 34 34
4 1640690 173.0 00113 14486 173 173
5 1650720 130 00113 14575 13 13
6 2530830 100 00113 22345 10 1.0

Figura 71: Perfil de fragmentacdo (MS2) para substancia tetrahidroxipapaverolina
identificado no FALCHort
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8.2.5 Identificagéo por LC/MS/MS do extrato bruto de P. hexasperma (Pol)

Intens. { CPgRR-LQPN_CompoundBank: (-)-Epicatechin, oTOF ESI +MS2(291.087), 40.0eV (P: 979, F: 979, R: 999, M: 1000)
] OH__
1500 =
1 o«
4 gq
] g% OH/ %’m,,,__
1000+ §§
@K
1 3D OH
500 3 3
| & 2
] 1T &
o wlhafil, b b2
T T (S £ G} — T T T T T T .1 T T Tal=T { I T==uT T 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
# miz S/IN FWHM Res. 1 1%
1 119.0492 93 00069 17184 102 102
2 1230442 725 00069 17761 798 799
3 124.0476 46 00069 17906 51 5.1
4 139.0391 90.8 00069 20070 999 100.0
5 140.0425 62 00069 20215 68 6.8
6 1430493 62 00069 20649 68 6.8
7 1470442 260 00069 21225 286 286
8 1610598 145 00069 23249 160 160
9 165.0546 4.0 00069 23825 44 44

Figura 72: Perfil de fragmentacdo (MS2) para substancia epicatequina identificado no Pol.

8.2.6 Identificacdo por LC/MS/MS

na fracdo enriquecida de

P. hexasperma

In{ens,: CPqRR-LOPN_CompoundBank: Cinchonine, oTOF ESI +MS2(295.181), 40,D/ev (P: 719, F: 719, R: 993, M: 1000)
1500 < 2
] ~ oo oo o
| (=3 o i 7
] q‘oégg % 55-3 ,.*" ¢ B
] S oo w7 F N
1000+ o 8 E —A_ N
] s 2 - —
oo = @ iy,
500 38 2 = i
=007 B8 = 2 o
L=2- =} o>
1 =8 “ & Oh
ol } ..,..h‘mIL llllllw = 3 . . . . . ; .
100 200 300 400 500 600 T00 800 200 m/z
# miz SIN FWHM Res. 1 I %
1 130.0654 657 0.0110 11808 723 T2.4
2 142 0654 750 00110 12898 825 826
3 143.0724 326 00110 12989 359 3590
4 154.0653 393 00110 13987 432 432
5 156.0809 ¥36 0.0110 14170 810 81.1
6 167.0728 305 0.0110 15168 336 336
s 168.0808 744 0.0110 15260 818 819
&8 180.0807 31.7 0.0110 16349 349 349
9 2771700 689 00110 251864 758 759
10 2951806 908 00110 26799 899 100.0
. , ~ A o -
Figura 73: Perfil de fragmentacdo (MS2) para substancia cinchonina identificado no

FALCPol.
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Intens_{\iassBank_20130704_ESI_MS2: Atropine; LC-ESI-QTOF; MS2; CE 40 ev; [M+H]+, ES| +MS2(290.175) (P 869, F: 930, R: 872, M:
1500 @
e
- &
1000
©
[Te} o™
4 G g
500 o | o
T — o
i 3
ol L1 . L .
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
# miz SIN FWHM Res. 1 1%
T 1030516 140 00061 16823 307 307
2 1080810 10 DO0B1 17644 22 22
3 124.1108 454 0.0061 20260 999 100.0
4 1241321 1.1 DO00G1 20264 24 24
5 124.1407 1.1 00061 20265 24 24
6 1241614 1.1 00061 20269 25 25

Figura 74: Perfil de fragmentacdo (MS2) para substancia atropina identificado no FALCPol.

8.2.7 Identificacdo por LC/MS/MS do extrato bruto de R. ferruginea (Rm)

Multi Target Screening Report

Analysis Info Acquisition Date  10/28/2014 3:52:36 AM

Analysis Name  D:\Data\Clients\2014\UFMG\Farmacia\Gustavo\EB-Qm\EB-Qm_1-12_01_1665.d

Method mk_ms_40-1000_automsms_pos_40ev.m Operator kohlhoff

Sample Name  EB-Qm Instrument/ Serd maXis ETD ~ 266638.10

Comment Crude extract of Remijia ferruginea 201

Score #Cmpd.Name Reg.No. Formula PMim/z meas. Err [mDa] Err [ppm] mSigma Area | RT meas. miz calc. miz FWHM Res. Chrom.FWH  Algorithm

[min] M

Y27 (FRemijnine T6332550-6C 19H2AN202  + 3131908 01 04 33375302413% 131 3131911 0.010928636 0.13 Chromatogram
+28 Epiremijnine 783325-50TC 19H24N202  + 3131909 0. 04 33375322413% 131 3131911 0.010928642 0.13 Chromatogram
+3 Cinchonidine  48571-2C19H22N201  + 2951801 04 12 110478524 51544 145 2051805 0.010627764 0.15 Chromatogram
+43 (}Remijnine TE335EE6C1OH24N202  + 331912 01 04 1495019356148 171 3131911 0.009732250 0.13 Chromatogram
+44 Epiremijnine TE335-507C 19H24N202  + 33912 01 04 1495019356148 171 3131911 0.009732282 0.13 Chromatogram
+51 (-}Remijnine 783325-68-6C 19H24N202 + 3131911 01 02 0.8291139 38084 18.6 313.1911 0.011327811 0.12 Chromatogram
+52 Epiremijinine 783325-50TC 19H24N202  + 3131911 0. 02 0829113938084 186 3131911 0011327810 0.12 Chromatogram
+67 Hydroquinidine  1435-E5-8C20H26N202  + 372067 00 01 168 3812 4182 21 3TWET 0011528512 0.13 Chromatogram

Note: mSigma fits < 50 indicates high probability of correct formula

Figura 75: Dados de massa comparados com o banco de massas Knapsack para Rm.

209



Intens. CPgRR-LQPN_CompoundBank: Ajmalicine, oTOF ESI +MS2(353_186), 20 06V (P- 792, F: 516, R: 794, M- 1000)
] Y\ o
1500-| = -
] 3 o—_
] P
3 u
1000 *®
1 =
] 2
5004 S & P
4 e . w
) =+ e e
] v =] =
po! o™~
ot S — Y
100 200 300 400 500 600 700 200 900 m/z
# m/iz  S/IN FWHM _ Res. 1 1%
1 1440830 162 00140 10309 194 194
2 1450862 1.3 0.0140 10381 18 1.6
3 2101121 3.3 00140 15033 40 4.0
4 22214116 1.0 00140 15892 12 1.2
5 3211587 1.8 00140 22978 21 2:1
6 3531861 B33 0.0140 25270 999 100.0
7 3541892 155 0.0140 25342 186 186
8 3551919 20 00140 25413 24 2.4

Figura 76: Perfil de fragmentacdo (MS2) para substancia ajmalicina identificado no Rm.

Imens_: CPgRR-LQPN_CompoundBank: Cinchonidine, oTOF ESI +MS2(295.181), 50 0eV (P: 602, F- 608, R: 630, M- 500)
] N
1500 0
1 O
] oS3
1000 — | Beo
] 200
] 8
] 28 5% =
5000 % © = o R
] ©8 1 ﬁw&kj =
o — e I~
o™
U_ c||°|||||\l!\| N Iklkg.ll‘?jl I.IQI R R N R
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
# m/z  S/IN FWHM Res. | 1%
1 128.0499 290 0.0091 14071 493 493
2 1300654 535 00091 14283 910 911
3 1420655 588 00091 15612 999 1000
4 1430725 274 00091 15722 465 465
5 154.0655 402 00091 16930 684 685
6 156.0810 481 0.0091 17152 818 819

Figura 77: Perfil de fragmentacdo (MS2) para substancia cinchonidina identificado no Rm.
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Inlens,: CPgRR-LQPN_CompoundBank: Chlorogenic acid, oTOF ESI +MS2(355.103), 40.0eV (P: 988, F: 990, R: 988, M: 1000)
] OH
1500+ b2
@
4 o
4 3
] £ OH
1000+
: w
500+ X
] =]
7 w
] g
0 ——L T L 2 : ‘ ‘ ; T ‘ .
100 200 300 400 500 600 700 &00 900 m/z
# m/z S/IN__FWHM Res. 1 1 %
1 117.0336 1.0 0.0063 18465 18 1.8
2 135.0440 4.3 0.0063 21306 78 7.8
3 145.0285 4.5 0.0063 22882 81 8.1
4 163.0393 555 0.0063 25723 999 100.0
5 164.0424 2.3 0.0063 25881 42 4.2

Figura 78: Perfil de fragmentacéo (MS2) para substéncia acido clorogénico identificado no

Rm.

Intens,: CPgRR-LQPN_CompoundBank: (-)-Epicatechin, oTOF ESI| +MS2(2921.087), 40.0eV (P: 984, F: 986, R: 989, M: 1000)
] OH
1500 =
1 o
i go.
i @D i O OH
] et S0 i W N
1000 I
] e _
g S OH
500 8 3
1 § g OH
] | <
0- —_—— — . — . ———r———y
100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z
# m/z  S/IN FWHM Res. 1 1%
1 119.0492 93 00065 18419 102 10.2
2 1230442 725 00065 19037 798 799
3 124.0476 46 00065 19192 51 51
4 139.0391 908 00065 21511 999 1000
5 140.0425 62 0.0065 21666 68 6.8
6 143.0493 6.2 0.0065 22132 68 6.8
7 1470442 260 0.0065 22750 286 286
8 161.0588 145 0.0065 24918 160 16.0
9 165.0546 4.0 00065 25536 44 4.4
10 189.0544 3.9 00065 29249 43 4.3

Figura 79: Perfil de fragmentacdo (MS2) para substancia epicatequina identificado no Rm.
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Intens. CPgRR-LQPN_CompoundBank. Rutin, oTOF ESI +MS2(611.162), 40.0eV (P. 999, F. 999, R. 1000, M. 1000)
1 o o"E‘ OH
1500 ) /T
] 2 OH \[-*“'“‘“\o)\; “on
] § OH O o] OHOH
1000+ H
. 0.
. e - - ‘-.\ e~
500-| A o7 7 OH
] 3
1 g OH -
. - OH
e N ———— ——
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
# miz SIN FWHM Res. I 1%
1 850271 13 00109 7816 16 16
2 1270396 1.0 00109 11679 12 1.2
3 129.0552 3.6 0.0109 11864 43 43
4 1450500 1.6 00109 13334 19 1.9
5 303.0505 833 00109 27859 999 100.0
6 304.0538 133 00109 27951 160 16.0
7 3050559 2.0 00109 28043 24 24

Figura 80: Perfil de fragmentacédo (MS2) para substancia rutina identificado no Rm.

|men3.:CPqRR—LQPN_CompoundBank: Kaempferol-7-neohespendoside, oTOF ESI +MS2({595.166), 40.0eV (P: 987, F: 1000, R: 897, M: 10|
] OH
15001 3 j’\ OH 1
1 8 OH__ @ o OH
- 2 I it
1000: ™~ Fr o Of\; OH
on >~ OU’“\
500 oH" ™" ToH
1 OH
o T —— SS——————————————————
100 200 300 400 500 600 700 300 a00 miz
# m/z SIN_ FWHM  Res. I 1%
1 2870550 526 00112 25599 999 100.0
2 2880583 7.5 00112 25688 143 143
3 2890603 1.0 00112 25777 19 19
Figura 81: Perfil de fragmentacdo (MS2) para substancia kaempferol-7-O-

neohesperidosideo identificado no Rm.



|ﬂlGnSr:MassE\ank_20130704_ES\_MS2i Isorhamnetin-3-O-rutinoside, LC-ESI-QTOF; MS2; CE:Ramp 5-60 V; [M+H]+; LC-ESI-TOF, ESI +
1500 5
1 iy
4 (=]
] =
1000 T
4 <t 3.anf [=2]
5004 o o - o ©
1 = 3 3 = =
4 i (=]
] S & o ~ g
] ] = @ = Q
-t — S e e e —r—
10 200 300 400 500 600 700 300 900 m/z
# m/z _ S/IN FWHM Res. | 1%
1 71.0393 1.3 00118 6011 22 22
2 85.0210 29 00118 7194 49 4.9
3 129.0518 1.2 00118 10919 21 2.1
4 2850385 14 00118 24117 23 23
5 302.0414 42 00118 25556 71 71
6 3170641 588 00118 26827 999 1000
7 317.1533 3.1 00118 26834 52 5.2
8 318.0691 22 00118 26912 37 ar
9 479.1181 64 00118 40538 108 10.8
10 6251769 51 00118 528968 87 87

Figura 82: Perfil de fragmentacdo (MS2) para substancia Isoramnetina-7-O- Rutinosideo

identificado no Rm.

213

8.2.8 Identificagdo por LC/MS/MS na fracéo enriquecida de R. ferruginea (FALCRm)

Multi Target Screening Report

Analysis Info Acquisition Date  10/27/2014 10:48:02 PM

Analysis Name  D:\Data\Clients\2014\UFMG\Farmacia\Gustavo\FALC-Qm\FALC-Qm_1-7_01_1660.d

Method mk_ms_40-1000_automsms_pos_40ev.m Operator kohlhoff

Sample Name  FALC-Qm Instrument / Ser# maXis ETD  266638.10

Comment Alkaloid fraction of Remijia ferruginea 201

Score # Cmpd.Na Reg.No. Formula PMI m/z meas. Err [mDa] Err [ppm] mSigma  Area I RT meas. m/z cale. m/z FWHM Res. Chrom.FW  Algorithm

me [min] HM

+ 6 Cinchonidine  485-71-2C19H22N201 + 2951807 -03 09 25.3 3900969 389404 14.1 295.1805 0.0067 44080 0.15 Chromatogram
+ 9 Cinchonidine  485-71-2C19H22N201 + 2951808 -04 -12 26.3 4598512 528532 145 295.1805 0.0064 46366 0.14 Chromatogram
+ 12 (-FRemijinine 783325-58-6 C19H24N202 + 3131913 03 09 155 319719 29896 150 313.1911 0.0102 30558 0.15 Chromatogram
+ 13 Epiremijinine 783325-69-TC19H24N202  + 313.1913 03 09 43 319719 2989% 1650 313.1911 0.0103 30540 0.15 Chromatogram
+ 16 Cinchonidine ~ 485-71-2C19H22N201 + 2951808 03 11 22.3 2919988 306632 15.3 295.1805 0.0069 43090 0.13 Chromatogram
+ 26 (-}Remijinine 783325-58-6 C19H24N202  + 313.1916 06 1.8 28 486294 51136 182 313.191 0.0103 30544 0.15 Chromatogram
+ 27 Epiremijinine 783325-68-TC19H24N202  + 313.1916 06 18 28 486294 51136 182 3131911 00103 30544 0.15 Chromatogram
+ 38 (-}Remijinine 783325-68-6 C19H24N202  + 313.1917 a7 21 16.8 245761 30172 206 3131911 0.0103 30457 0.13 Chromatogram
+ 39 Epiremijinine 783325-69-TC19H24N202  +  313.1917 a7 21 16.8 245761 30172 206 3131911 0.0103 30457 0.13 Chromatogram
+ 40 (-}Remijinine 783325-58-6 C19H24N202 + 3131917 a7 21 254 381925 41904 208 3131911 0.0107 29217 0.14 Chromatogram
+ 41 Epiremijinine 783325-69-TC19H24N202  + 3131917 a7 21 254 381925 41904 208 3131911 0.0107 29217 0.14 Chromatogram
+79 Quinine  13095-0C20H24N202 + 3251916 -05 -15 16.7 834621 88632 36.1 3251911 0.0096 33856 0.14 Chromatogram

Note: mSigma fits < 50 indicates high probability of correct formula

Figura 83: Dados de massa comparados com o banco de massas Knapsack para FALCRm.
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Intens | CPQRR-LQPN_CompoundBank. Cinchonine, ol OF ESI *MS2(205 181), 407V (P 995, F. 995_R. 995_M. 1000)
1500 § %,
] 12 8 S /
. o =3 /
1000 < 8 ~ AN L
1 b 207 = x
] F 3 < o
1 2|2 &
sof g8||18 &
o o3
= - o~
Hog 2

0
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
# mfz  S/IN FWHM Res. | | %
1 130.0654 657 0.0131 9938 723 724
2 1420654 750 00131 10855 825 82.6
3 143.0724 326 0.0131 10932 359 359
4 1540653 393 00131 11772 432 432
5 156.0809 73.6 0.0131 11926 810 81.1
6 167.0728 305 00131 12766 336 336
7 168.0808 744 00131 12843 818 819
8 180.0807 31.7 0.0131 13760 349 349
9 2771700 689 00131 21179 758 759
10 295.1806 90.8 0.0131 22555 999 100.0

Figura 84: Perfil de fragmentagdo (MS2) para substancia cinchonina identificado no
FALCRm.

8.2.9 Identificagédo por LC/MS/MS do extrato bruto de S. pseudoquina (Spq)

Multi Target Screening Report

Analysis Info Acquisition Date 10/28/2014 4:53:31 AM

Analysis Name  D\Data\Clients\20 14\UFMG\Fammacia\Gustavo\EB-Spq\EB-Spg_1-13_01_1666.d

Method mik_ms_40-1000_automsms_pos_40ev.m Operator kohlhoff

Sample Name  EB-Spq Instrument / Ser# maxis ETD 266638.10

Comment Crude extract of Strychnos pseudoquina 201

Score # Cmpd.Name Reg.No. Formula PMI miz Err  Emr mSig Area I RT miz m'z Res. Chro  Algorithm
meas. [mDa] [ppm] ma I'IE::::i cale, FWH m.m

& 12-Hydrowy-11-methoxynor-C-fluorecurarine 182745-06-8 C20H22N20 3 + X3B1T0E 03 08 243 41850 5766 70 3301702 00112 28428 0.12 Chromatogram
12z Diaboding S0240DC21H24N20O2 + 3531381 01 03 6.8 DEITA0 98432 120 3531880 012 31120 0.14 Chromatogram

+
+

+ 12 Diaboling 502400 C2TH2Z4N2O2 + 3531361 0.1 D3 67 DEITA0 9E432 120 3531860 00112 31125  0.14 Chromatogram
+ 14 Protostrychnine 7161048-6 C21H24N20 3 + 3531361 01 03 68 DE2ITA0 9E432 120 3531860 00112 31120 0.14 Chromatogram
+ 15 Polyneunidine G872-44-2 C21H24N203 + 3531381 01 03 6@ DEITAD 9E432 120 3531880 012 31120 0.14 Chromatogram
+ 16 Diaboding S0240DC21H24N20O2 + 2531381 0.1 0.3 67 DEITA0 98432 120 3531880 0012 21125 0.14 Chromatogram
+ 17 Protostrychnine 7161048-6 C21H24N20 3 + 3531361 01 03 63 DEITA0 9E432 120 3531860 00112 31120  0.14 Chromatogram
+ 18 Diaboline 50840-DC21H24N2023 + AE3.1361 0.1 0.3 67 DEITAD 9E432 120 3531860 0.M13 31125  0.14 Chromatogram
+ 12 11-Demethoxymyrtcidine 243464-03.0 C22H24N20 4 + 3811312 04 -08 231 48440 5020 13.0 321.1802 0.0125 20426  0.14 Chromatogram
+ 20 11-Demethoxymyrtcidine 243464230 C22H24N20 4 + 3811812 04 -0@ 231 49440 5020 13.0 381.1802 00125 204268  0.14 Chromatogram
+ Vomicine 126165 CI2HI4N20O 4 + 3811312 04 -00 230 409440 5020 13.0 381.1300 0.0125 20420  0.14 Chromatogram
+ 24 11-Methoxydiaboline 38151-16-3 CZZHIEN204 + 3831067 02 06 T.7 1114530 123840 147 3831065 00116 32062  0.13 Chromatogram
+ 25 11-Methoxydiabofine 38151-16-3 C22HIEN20 4 + JB3 1067 02 D& T.7 1114530 1236840 147 3831965 00118 32070  0.13 Chromatogram
+ 26 11-Methowydiabofine 38151-16-3 C22H2BN20 4 + 3831987y 02 06 T.7 1114530 123640 147 3831965 0018 32062  0.13 Chromatogram
+ 28 Loganin  13524-84-2 C1TH26010 + 2011824 25 -65 283 19808 1040 14.8 291.1502 00122 22150 0.18 Chromatogram
+ 22 Loganin  13524-84-2 CATH26010 + 2011824 25 -65 283 19808 1040 14.8 2911500 00122 22150 0.18 Chromatogram
+ 20 Loganin 13524-04-2 C1TH26010 + 3011824 25 -65 2B3 19608 1040 14.8 301.1500 0.0122 22150  0.18 Chromatogram
+ M Loganin 13524-84-2 CA1TH26010 +3811624 -25 -65 283 19008 1040 14.8 2811582 00122 22150  0.18 Chromatogram
+ A2 Loganin  13524-84-2 C1TH26010 + 2011824 25 -65 283 19808 1040 14.8 291.1502 00122 22150 0.18 Chromatogram
+ M 10-0-Methyisarpagine 522474 C20H24N20O2 + 3251913 02 08 261 S@881 5420 15.8 2251911 00118 28060  0.13 Chromatogram
+ 35 Akagerine 58510074 C2O0HIANIO2 + 3251013 0z 08 261 658061 5420 158 3261911 0.01168 28060  0.13 Chromatogram
+ 28 12-Hydroxy-11-methoxydiaboline 95260-32.5 C22H2GN205 + 3801920 05 -13 204 0AT02 OFT6  16.2 3201914 00134 22688 0.14 Chromatogram
+ 12-Hydroxy-11-methoxydiaboline 95260-32.5 C2Z2H2GN205 + 2ERA017 0.3 0.7 210 204681 18212 16.8 2201914 D.O0137 22171 0.16 Chromatogram
+ 42 Brucine ITET-3CIAHIAN204 +3851987 02 -05 240 70380 6BBD 171 2851985 00148 2Z70BE  0.14 Chromatogram
+ 42 Brucine AFTET-3CIAHIGNIO S + 3051087 0z 05 2483 70360 6880 17.1 3051965 0.0146 27050  0.14 Chromatogram
+ 44 Brucine ATET-3CIAH2AN204 + 38510867 -02 -05 240 T0380 6860 17.1 2851985 00148 2TDBE  0.14 Chromatogram
+ 45 Brucine ITET-3CIAHAAN204 + 3851067 02 05 250 70380 6BBD 171 2851985 00148 27086  0.14 Chromatogram
+ 46 Isobrucine 128724-78-3 C23H2BN20 4 + 3851067 02 05 250 70380 6BBD  17.1 2851985 00148 27086  0.14 Chromatogram
+ 47 I-Methowyicajine 737T10-B1-3 C2IH2EN2O4 + 3051067 02 0.5 250 70280 ©BBD  17.1 2251965 00148 27006  0.14 Chromatogram
+ 48 Brucine AFTET-3CIAHIGNIO S + 3051067 0z 05 250 70360 6880 17.1 3051965 0.0146 27006  0.14 Chromatogram
+ 51 Strychnobrasdine 34227-004 CZIHIENIO3 + 3572018 02 05 57 138815 15032 177 3672016 0.0146 25182  0.13 Chromatogram

Figura 85: Dados de massa comparados com o banco de massas Knapsack para Spq.



Imens.: CPgRR-LQPN_CompoundBank: Ajmalicine, oTOF ESI +MS2(353.186), 30 0eV (P: 619, F- 699, R: 627, M: 1000)
15007 =
7 o
4 o
1 <
] X
1000
] . o
500 g & 22 5 3
| — [= T TR s ] 2
1 @ & == = &8
] B3 8§23 5
o F3 RRBY
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
# m/iz  SIN FWHM Res. 1 1 %
1 144.0811 908 0.0052 27465 999 100.0
2 145.0841 7.0 00052 27656 T £
3 170.0963 28 00052 32424 31 3.1
4 178.0862 3.8 0.0052 33947 42 4.2
5 210.1123 7.2 0.0052 40052 79 74
6 2221124 2.0 0.0052 42340 22 2.2
7 2841279 20 00052 541861 22 22
8 3211587 26 00052 61221 29 29
9 353.1862 14.3 0.0052 67326 157 157
10 354.1893 2.8 0.0052 67517 31 3.1
Figura 86: Perfil de fragmentacédo (MS2) para substancia ajmalicina identificado no Spq.
Intens.| CPqRR-LQPN_CompoundBank: Brucine, oT OF ESI +MS2(305.197), 40.0eV (P: 663, F: 837, R: 792, M: 1000}
1 o
1500+ o >,__
7 (=]
] ; /O\\/\__/N
oy
10004
] B 3 o~ \\O
N [o2] Te] (o] o
5004 - © d = 52 Ve
1 B3I = &°5 L
i = o] o ™ O -
1 g \ & | 8
07”....‘.N.‘..J‘.*.l‘l.....‘..‘...‘.‘..‘...‘.......‘.
100 200 30 400 500 600 700 800 900 m/z
# miz SIN FWHM Res. | 1 %
1 2440968 257 0.0141 17318 257 257
2 2451003 34 00141 17389 34 34
3 2821125 104 00141 20015 104 104
4 3241234 244 00141 22996 244 24 4
5 3251265 44 00141 23067 44 44
6 350.1391 90 00141 24842 90 9.0
7 3671657 214 00141 26050 214 214
8 3681690 4.2 0.0141 26121 42 42
9 3951972 999 00141 28039 999 100.0
10 396.2003 225 0.0141 28110 225 225
Figura 87: Perfil de fragmentacédo (MS2) para substancia brucina identificado no Spq.
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Intens.{ CPaRR-LQPN_CompoundBank: Fisetin, oTOF ESI +MS2(257.055), 30.06V (P- 690, F- 980, R 695 M- 1000)
4 A r~
1500+ 3 OH
1 S
b &
1000 L4 OH
i w o
5004 0fl® I I S T
] &% 8838
o0- W R A ~ :
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
# miz SIN FWHM Res 1 1%
1 121.0286 3.2 00111 10893 35 35
2 137.0235 128 00111 12333 141 141
3 1400233 52 00111 13413 57 57
4 1850594 41 00111 16657 45 45
5 2130542 98 00111 19176 108 108
6 231.0647 4.5 00111 20797 50 5.0
7 2410490 7.0 00111 21696 77 77
8 2600441 37 00111 24216 41 4.1
9 287.0547 908 00111 25837 999 100.0
10 2880582 129 00111 25927 142 14.2

Figura 88: Perfil de fragmentacédo (MS2) para substancia fisetina identificado no Spg.

8.2.10 Identificacdo por LC/MS/MS
(FALCSpQ)

na fracdo enriquecida de

S. pseudoquina

Multi Target Screening Report

Analysis Info

Analysis Name

Acquisition Date  10/27/2014 11.48:56 PM

D:\Data\Clients\2014\UFMG\Farmacia\Gustavo\FALC-Spg\FALC-Spg_1-8_01_1661.d

Method mk_ms_40-1000_automsms_pos_40ev.m Operator kohlhoff

Sample Name  FALC-Spq Instrument / Ser# maXis ETD  266638.10

Comment Crude extract of Strychnos pseudoquina 201

Score # Cmpd.Name Reg.No. Formula PMI miz Err ErrmSigma  Area | RT mlz cale. m/z Res. Chrom.F  Algorithm

meas. [mDa] [ppm] meas. FWHM WHM
[min]

+ 19 11-Methorydaboine 36151-16-3C22H26N204  + 383.197 02 04 104 159925 1699 7147 383.1985 0014227016 0.12Chromatogram
+ 20 11-Methorydiaboine 36151-16-3C22H26N204  + 3831967 02 04 104 159925 18396 147 3831985 0014227015 0.12Chromatogram
+ 21 11-Methowdaboine 36151-16-3C22H26N204  + 3831967 02 -04 104 159925 18996 147 383.1965  0.014227007  0.12Chromatogram
+ 5 Geissoschizol  433-69-0C 19H24N201  + 297.1960 0.1 03 42 286977 2538 152 297.1961 0011226533  0.12Chromatogram
+ 24 NDeacetylretuline 18397-04-1C19H24N201  + 297.1960 0.1 03 42 286977 2538 152 297.1961 0011226533  0.12Chromatogram
+ 25 N-Deacelylisoretuine 13041-27-0C19H24N201  + 297.1960 01 03 42 286977 2538 152 297.1951 0011226533 0.12Chromatogram
+ 28 Strychnine  57-24-9C21H2N202 + 331761 07 20 200 114466 9872 156 3354754 0012127703 0.15Chromatogram
+ 29 Strychnine  57-24-9C21H2N202 + 331761 07 20 200 114466 9872 156 3354754 0012127703 0.15Chromatogram
+ 30 Strychnine  57-24-9C21H2N202  + 331761 07 20 209 114466 9872 156 33EATEA 0012127734 0.15Chromatogram
+ 3 Strychnine  57-24-9C21H2N202  + 331761 07 20 209 114466 9872 156 33EATEA 0012127734 0.15Chromatogram
) Strychnine  57-24-9C21H2N202  + 331761 07 20 209 11466 9872 156 33ATRL 0012127733 0.15Chromatogram
+ 33 Strychnine  57-24-9C21H2N202  + 331761 07 20 209 114466 9872 156 33EATEA 0012127734 0.15Chromatogram
£ Strychnine  57-24-9C21H2N202  + 331761 07 20 209 114466 9872 156 33EATEA 0012127734 0.15Chromatogram
+ 3 lsostrychnine ~ 467-16-3C21H22N202  + 3351761 07 20 209 114466 9872 156 33EATEA 0012127734 0.15Chromatogram
+ 36 Strychnine  57-24-9C21H2N202  + 331761 07 20 209 114466 9872 156 33EATEA 0012127733 0.15Chromatogram
+ 37 Strychnine  57-24-9C21H2N202  + 3351761 07 20 209 114466 9672 156 3/ATRL 0012127715 0.15Chromatogram
+ 38 Strychnine  57-24-9C21H2N202  + 331761 07 20 209 114466 9872 156 33ATEA 0012127715 0.15Chromatogram
+ 30 Strychnine  57-24-9C21H2N202  + 331761 07 20 209 114466 9872 156 33ATEA 0012127715 0.15Chromatogram
+ 5 Bucine 357573C23H26N204 + 3951969 04  -10 59 11459 11428 171 3951965 0013529248  0.14Chromatogram
) Bucine 357573C23H26N204 + 3951969 04  -10 59 11459 11428 171 3951965 0013529232  0.14Chromatogram
+ 53 Brucine 357-573C23H26N204 + 3951969 04 10 59 113459 11428 171 3951965 0013529232  0.14Chromatogram
+ 5 Bucine 357573C23H26N204 + 3951969 04  -10 59 11459 11428 171 3951965 0013529248  0.14Chromatogram



+hh
+ 56
+ 57
+ 61
+ 62
+ 63
+ 64
+ 67
+ 6B
16
+ 10
+ 1
+ 12
+ 7
+ 86
+ 07
+ 88
+ 89
+ 98
+ 99

+102 3-Methoxygeissoschizol 184303-36-3C20H26N202
4-Hydroxystrychnine 22595-26-2C21H2ZN203

+103
+104
+105
+106
+H107
+108
+109
+110
+11
+114
+115

+13%
+155
+156
+157
+158
+159

Isabrucine T29/24-18-3CZIHZEN 204 45,1969
FMethoxyicajine 73710-1-3C23H26N204 395.1969
Brucne  35757-3C2IH26N204 395.1969
CaracurneV~ 630-87-5C 3 HAON402 5853224
CaracurneV~ 630-87-5C 3 HAON402 5853224
iso-Caracurine V 452647-64-3C 38 H4ON4 02 b85.3224
CaracurneV 630-87-5C 3 H4ON402 b85.3224
Diaboline  509-40-0C21H24N203 353.1863
Diaboline  509-40-0C21H24N203 353.1863
Protostrychnine 71610-48-5C21H24N203 353.1863
Polyneuridine  6872-44-2C21 H24N203 353.1863
Diaboline  509-400C21H24N203 3631863
Protostrychnine 71610-48-5C21H24N203 3631863
Diaboline  509-400C21H24N203 3631863
Normacusine B 604-93-9C 19H22N201 295.1809
Normacusine B 604-99-9C19H22N201 2951809
Normacusine B 604-99-9C19H22N201 2951809
Normacusine B 604-99-9C19H22N201 295.1809
10-0-Methylsarpagine  522-47-4C20H24N202 351913
Akagerine 5651907-4C20H24N202 3251913

Genostrychnine
Pseudostrychnine
Pseudostrychnine

Isostrychnine N-oxide 130641-44-0C21 H22N203
4-Hydroxystrychnine 22595-26-2C21H22N203

Genostrychning
Pseudostrychnine

4-Hydroxystrychnine 22595-26-2C21H2ZN203
Strychnobrasifine 34227-004C22H26N203
Strychnobrasiline 34227-00-4C22H26N203
+133 11-Demethoxymyroidine 243464-93-9C 2 H 24N 204
+134 11-Demethoxymyrtoidine 243464-93-9C 2 H 24N 204

Vomicine
16-Methoxystrychnine
beta-Colubrine
alpha-Colubrine
beta-Colubrine
alpha-Colubrine

1AM

AR
TMB284C2HH22N203 BT
46562-3C21H2IN203 AR
46562-3C21H2IN203 AR
ARTE
ARTE
TM5-284C2HH22N203 EARTIE
46562-3CUH2IN203 LARN

I/
3672023
3672023

+ 4+ + + + + 4+ + + + + + + + 4+ + + + + + + 4+ + + + + + + + + + 4+ + + + + + + + +

381.1820

381.1820

125-15-5C22H24N204 381.1820
50%-T0C22H24N203 365.1866
B09-364C22HAN20] 365.1866
S09444CHAN20] 365.1866
S09-364C22HAN20] 365.1566
S0H444CHAN20] 365.1566

14

11
07
07
07
07
07

-0
10
10
00
00
00
00
10
10
10
10
10
10
10
13
13
13
13
07
Q7
A7
21
21
21
21
21
21
21
21
21
18
18
30
30
30
18
18
18
-18
18

59 113459 1142
59 113459 11428
59 113459 11428
106 70772 6608
106 70772 6608
106 70772 6608
106 70772 6608
115 456087 56716
115 456087 56716
115 456087 56716
115 456087 56716
115 456087 56716
115 456087 56716
115 456067 56716
511779734 204960
511779734 204388
511779734 204388
511779734 204388
26.0 600624 40200
260 600624 40200
8.11140970 134912
952763636 324860
957763886 324868
952763886 324868
952763886 324868
952763666 324865
952763666 324865
952763866 324865
952763686 324860
19.62763866 324868
202 93181 11424
72 93181 11424
50 88213 2816
50 88213 2816
50 88213 2816
3 5 204
3 5 204
3 5 204
3 5 204
3 5 204

1
1
1
1
1
1
1
1

111
171
171
176
176
1746
1746
18.1
181
18.1
18.1
1.1
1.1
1.1

3951965
395.1965
395.1965
h86.3224
h86.3224
h86.3224
h86.3224
353.1860
353.1860
353.1860
353.1860
353.1860
353.1860
353.1860

197 2951805
197 295.1805
197 295.1805
197 295.1805

208
209
211
212
212
212
212
12
12
212
22
22
214
214
19
ik
ik
21
21
21
217
217

3251911
3251911
3272067
H11703
3511703
3511703
3511703
I1L1703
I1L1703
B1L1703
H1L1703
H1L1703
367.2016
367.2016
381.1809
361.1809
361.1809
365.1860
365.1860
365.1860
365.1860
365.1860

L0135 29248
0.013529248
0013529232
0.022925612
0.022925612
0.022925614
0.022925614
0.0107 32967
0.0107 32967
0.010732970
0.0107 32967
0.0107 32967
0.0107 32967
0.0107 32867
0.0083 35503
0.0083 35503
0.0083 35503
0.0083 35509
0010231728
000331707
0.0095 34343
0.0087 40374
0.0087 40374
0.0087 40385
0.0087 40385
0.0087 40365
0.0087 40374
0.0087 40365
0.0087 40374
0.0087 40388
0.013626918
0.013626918
0.014027185
000 zmer
0.014027185
0012529143
0012529143
0012529143
002529133
0012529143
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.14 Chromatogram
(.14 Chromatogram
(.14 Chromatogram
0.13Chromatogram
0.13Chromatogram
0.13Chromatogram
0.13Chromatogram
(.12 Chromatogram
(.12 Chromatogram
(.12 Chromatogram
(.12 Chromatogram
(.12 Chromatogram
(.12 Chromatogram
(.12 Chromatogram
(.14 Chromatogram
0.14 Chromatogram
0.14 Chromatogram
(.14 Chromatogram
(.32 Chromatogram
(.32 Chromatogram
0.13Chromatogram
0.13Chromatogram
0.13Chromatogram
0.13Chromatogram
0.13Chromatogram
(.13 Chromatogram
(.13 Chromatogram
0.13Chromatogram
0.13Chromatogram
0.13Chromatogram
(.12 Chromatogram
(.12 Chromatogram
(.44 Chromatogram
.44 Chromatogram
.44 Chromatogram
(.18 Chromatogram
(.18 Chromatogram
(.18 Chromatogram
(.18 Chromatogram
(.18 Chromatogram

Note: mSigma fits < 50 indicates high probability of comect formula

Figura 89: Dados de massa comparados com o banco de massas Knapsack para FALCSpg.



Intens CPQRR-LQPN_CompoundBank: Ajmalicine, oT OF ESI +MS2(353.186), 20 06V (P- 786, F- 853, R. 787, M: 1000)
1500 3
] 2
10007 *
] o
] g
500 =1 o o
] 3 = 0
i ~ g (‘:I
ol
100 200 3200 400 500 600 700 200 900 miz
# mz SIN FWHM Res. | 1%
1 1440830 162 00144 10024 194 194
2 1450862 1.3 00144 10093 16 1.6
3 2101121 33 00144 14617 40 40
4 2221116 1.0 00144 15452 12 1.2
5 3211587 18 00144 22343 21 21
6 3531861 833 00144 24571 999 100.0
7 3541892 155 00144 24640 186 186
8 3551919 2.0 00144 24710 24 24

Figura 90: Perfil de fragmentacdo (MS2) para substéncia ajmalicina identificado no
FALCSpq.

Intens {MassBank 20130704 ESI_MS2: Strychnine, LC-ES-QTOF, MIS2, CE 20 ev; [M+H]*, ESI *MS2(335.175) (P- 906, F. 997, R 008, |
1500 2
T M~
] [Ty}
i o)
10001 .
500
1 . /S
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
# miz SIN FWHM Res. | 1%
T 3351730 185 00117 28585 098 1000
2 3352391 10 00117 28591 54 54

Figura 91: Perfil de fragmentacdo (MS2) para substancia estriquinina identificado no
FALCSpq.

218



