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RESUMO

As plantas medicinais sdo uma fonte importante de compostos bioativos, com
destaque para o género Baccharis (Asteraceae), que é nativo das Américas,
possui cerca de 500 espécies, sendo 167 delas encontradas no Brasil. Esse
género se destaca pelo uso popular como anti-inflamatério e no tratamento de
doencas gastrointestinais, sendo suas acgdes terapéuticas atribuidas as altas
concentracbes de metabdlitos especiais tais como flavonoides e terpenos.
Assim, o género Baccharis é considerado uma fonte promissora de novos
compostos para o tratamento de doencgas inflamatérias como as artrites gotosa
e reumatoide. Neste contexto, realizou-se o estudo da potencial atividade anti-
inflamatéria in vitro de espécies desse género e o fracionamento biomonitorado
de B. calvescens. Foram coletadas 20 amostras de 13 espécies de Baccharis
em diferentes regides do estado de Minas Gerais, 0 que resultou na producao
de 34 extratos hidroetandlicos. Apds analise dos perfis cromatograficos, 13
extratos foram selecionados para a avaliacdo do efeito sobre a liberacdo dos
mediadores pré-inflamatérios TNF e IL-18 em células THP-1 estimuladas por
LPS in vitro. O extrato de folhas de B. calvescens apresentou reducao
significativa na liberacdo da citocina IL-1B na concentracdo de 20 pg/mL. O
fracionamento por particdo entre solventes imisciveis do extrato ativo resultou na
fracao ativa diclorometanica (DCM), que foi refracionada em DCM1, e DCM2,
sendo a ultima rica em compostos fendlicos. As fracoes obtidas foram ativas e
promoveram a reducao da liberacdo das citocinas pré-inflamatérias TNF e IL-1p,
com a fracago DCM1 sendo mais ativa que a DCM2, sugerindo que o0s
constituintes ndo fendlicos apresentam maior atividade em relagao aos fendlicos.
Através de técnicas cromatograficas (HPLC em escala preparativa) e
espectroscopicas (UV, UPLC-ESI-MS e RMN), foram isoladas e identificadas
duas flavonas da fragdo DCM2, a cirsimaritina e a genkwanina, além de
identificados putativamente por UPLC-ESI-MS o 3,5-O-dicafeoilquinico,
apigenina e naringenina, no extrato hidroetandlico de folhas de B. calvescens. A
escassez de estudos fitoquimicos de espécies do género Baccharis na literatura
corrobora com a importancia desse estudo, que apresentou resultados inéditos

da atividade biolégica e composicao quimica de B. calvescens.



Palavras-chave: Baccharis; Baccharis calvescens; atividade anti-inflamatoria;

citocinas.



ABSTRACT

Medicinal plants are an important source of bioactive compounds, especially the
genus Baccharis (Asteraceae), which is native to the Americas, has about 500
species, 167 of which are found in Brazil. This genus stands out for its popular
use as an anti-inflammatory and the treatment of gastrointestinal diseases, and
its therapeutic actions are attributed to high concentrations of special metabolites
such as flavonoids and terpenes. Thus, the genus Baccharis is considered a
promising source of new compounds for the treatment of inflammatory diseases
such as gouty rheumatoid and arthritis. In this context, the study of the potential
in vitro anti-inflammatory activity of species of this genus and the biomonitoring
fractionation of B. calvescens was carried out. Twenty samples of 13 Baccharis
species were collected in different regions of the state of Minas Gerais, which
resulted in the production of 34 hydroethanolic extracts. After analyzing the
chromatographic profiles, 13 extracts were selected to evaluate the effect on the
release of the pro-inflammatory mediators TNF and IL-18 in THP-1 cells
stimulated by LPS in vitro. The leaf extract of B. calvescens showed a significant
reduction of the release of the cytokine IL-13 at a concentration of 20 ug / mL.
Fractionation by partition between immiscible solvents of the active extract
resulted in the active fraction dichloromethane (DCM), which was refracted into
DCM1, and DCM2, the latter being rich in phenolic compounds. The fractions
obtained were active and reduced the release of the pro-inflammatory cytokines
TNF and IL-1B, with the DCM1 fraction being more active than the DCM2,
suggesting that non-phenolic constituents have greater activity than phenolics.
Through chromatographic (preparative scale HPLC) and spectroscopic
techniques (UV, UPLC-ESI-MS, and NMR), two flavones of the DCM2 fraction,
cirsimaritin and genkwanina, were isolated and identified, in addition to being
putatively identified by UPLC-ESI-MS o 3,5-O-Dicafeoilquin, apigenin, and
naringenin, in the hydroethanolic extract of leaves of B. calvescens. The scarcity
of phytochemical studies of species of the genus Baccharis in the literature
corroborates the importance of this study, which presented unprecedented
results of the biological activity and chemical composition of B. calvescens.

Keywords: Baccharis; Baccharis calvescens; anti-inflammatory activity; cytokines
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(20) isobaccharinol
(21) sakuranetina

(22) cirsimaritina



(23) pectolinaringenina

(24) genkwanina
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1 INTRODUCAO

Ao longo da histéria, em diferentes civilizagdes, as plantas foram uma importante
fonte de medicamentos para o tratamento de um amplo espectro de doencas,
sendo o primeiro recurso terapéutico utilizado pela humanidade (CRAGG;
GROTHAUS; NEWMAN, 2014; FURST; ZUNDORF, 2014). Apesar dos avancos
no arsenal terapéutico dos ultimos séculos, a Organizacdo Mundial da Saude
estima que 80% da populacdo de paises em desenvolvimento ainda seja
dependente de plantas medicinais como opcéao terapéutica primaria, devido aos
altos custos das terapias convencionais (OMS, 2002; ROSA; CAMARA; BERIA,
2011).

As plantas medicinais constituem uma fonte valiosa para obtencdo de
substancias a serem exploradas terapeuticamente (LIMA et al, 2011). Estima-se
que mais de 60% dos farmacos aprovados nos ultimos 30 anos foram
desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de produtos naturais (NEWMAN;
CRAGG, 2016). Esse fato pode ser explicado pela alta diversidade quimica de
seus compostos e suas estruturas tridimensionais complexas, contendo grupos
funcionais com orientagdo espacial adequada para a interacdo com alvos
biol6gicos (KOEHN; CARTER, 2005; CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2014),
fornecendo, desta forma, um ponto de partida para novos compostos sintéticos
(BALUNAS; KINGHORN, 2005).

Atualmente, as principais pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de novas
terapias medicamentosas estao relacionadas aos processos inflamatérios, as
doencas infecciosas e ao cancer, com mais de 50 farmacos aprovados para cada
uma dessas patologias nos ultimos 30 anos (NEWMAN; CRAGG, 2016). Dentre
as doencas de natureza inflamatéria destacam-se aquelas de condicoes
reumaticas, que compreendem mais de 150 doencas e sindromes, geralmente
progressivas e associadas a dor. Dentre elas encontra-se a artrite gotosa,
descrita como uma doenga metabdlica decorrente da hiperproducao e/ou
diminuicao da excrecao de acido urico, levando a deposigao de cristais de urato
monossddico nas articulagdes e tecidos moles (BATISTA; WIBELINGER, 2011).

O género Baccharis é um dos maiores da familia Asteraceae, com cerca de 500

espécies distribuidas no continente americano. Seu uso tradicional no
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tratamento de enfermidades, como distarbios gastrointestinais (dores de
estbmago, Ulceras, diarreia e disenteria), dores musculares, edema, feridas e
doencas reumaticas (FLORAO et al, 2012) ja foi relatado em diferentes paises
como Brasil, Argentina, Colémbia, Chile, Bolivia, Venezuela e México (ABAD;
BERMEJO, 2007). Com destaque para a acao anti-inflamatéria (relatada para
extratos de B. coridifolia, B. illinita, B. salicifolia, B. pentlandii e B. teindalensis) e
antirreumatica (relatada para extratos de B. floribunda, B. trimera, B. latifolia, B.
obtusifolia, B. subalata e B. pentlandii) (ABAD; BERMEJO, 2007).

Apesar do vasto uso popular de plantas desse género, uma pesquisa
bibliografica recente revelou que apenas 30% de todas as espécies do género
Baccharis foram investigadas em nivel quimico ou biol6gico, o que posiciona
esse género como um “hot spot” para a descoberta de novos compostos
bioativos (CAMPQOS et al, 2016).

Neste contexto, o presente estudo busca bioprospectar diferentes espécies do
género Baccharis colaborando para a identificacdo de compostos bioativos,
promissores no tratamento de doencas inflamatérias como a artrite gotosa. Além
de contribuir para a conservacdo da biodiversidade nacional, mostrando sua

importancia na area médica e industrial.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Realizar o estudo fitoquimico e a avaliacdo da atividade anti-inflamatéria de

espécies do género Baccharis.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Preparar os extratos das folhas, caules e partes aéreas de plantas do

género Baccharis.

2.2.2. Caracterizar a composicao quimica dos extratos utilizando técnicas
cromatograficas hifenadas (cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas, UPLC-ESI-MS).

2.2.3. Realizar o estudo fitoquimico de Baccharis calvescens visando isolar,
purificar e elucidar a estrutura quimica das substancias obtidas.

2.2.4. Avaliar o efeito dos extratos e fragcoes sobre a liberacédo de citocinas pro-
inflamatérias, fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina 1 beta (IL-18) em

células THP-1 estimuladas com lipopolissacarideo bacteriano (LPS).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O processo inflamatorio

A inflamacdo € uma resposta protetora a um estimulo nocivo, que envolve
células do sistema imunolégico, vasos sanguineos e diversos mediadores
inflamat6rios com o objetivo de restaurar a homeostasia. Esse processo pode
ser causado por agentes fisicos (traumas, queimaduras), quimicos (substancias
agressivas e irritantes) ou bioldgicos (patdégenos, células danificadas e reacdes
autoimunes) (CHEN et al, 2018; KOTAS; MEDZHITOV, 2015). O processo
inflamatério pode ser classificado como agudo ou crénico e consiste em cinco
sintomas clinicos, conhecidos com sinais cardinais classicos: rubor (vermelhidao
causada pela hiperemia), tumor (inchaco provocado pelo aumento da
permeabilidade vascular permitindo a entrada do exsudato no espaco
intersticial), calor (causado pelo aumento de fluxo sanguineo e da atividade
metabdlica), dor (causada pela sensibilizacdo de nociceptores) e perda da
funcéo dos 6rgaos envolvidos no processo inflamatério (MEDZHITOV, 2010).

A inflamacdo aguda € uma resposta adaptativa envolvida no processo de
eliminacdo do agente agressor, reparo do tecido lesionado (cicatrizacdo) e
restauracdo da homeostase tecidual. Possui duracéo curta de minutos a alguns
dias, e é caracterizada pelo aumento da permeabilidade do endotélio vascular,
permitindo extravasamento de componentes séricos (liquidos e proteinas
plasmaticas) e extravasamento de células imunes (leucocitos e mondcitos),
mediado por uma rede de sinalizagdo quimica multifatorial (MEDZHITOV, 2008;
CHEN; NUNEZ, 2010).

A resposta inflamatéria se inicia quando sensores de reconhecimento presentes
em células imunes inatas como macréfagos, mastécitos e células dendriticas
reconhecem a presenca de patdgenos ou substancias que surgem durante um
dano tecidual. Esse reconhecimento ocorre através de receptores de
reconhecimento de padroes (PRRs), que identificam padrdes moleculares
associados a patégenos (PAMPs) e padrdes moleculares associados a danos
(DAMPs) (TAKEUCHI; AKIRA, 2010; EDDIE IP; MEDZHITQOV, 2015).
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As classes de familias de PRRs incluem: proteinas transmembranares com os
receptores do tipo Toll (TLRs), receptores de lectina do tipo C (CLRs), bem como
proteinas citoplasmaticas, como receptores do tipo gene induzivel por acido
retindico-1, (RLRs) e receptores de dominio de oligomerizacédo ligador de
nucleotideos (NLRs) (TAKEUCHI; AKIRA, 2010; CHEN; NUNEZ, 2010).

Apo6s o reconhecimento dos PAMPs ou DAMPs, os PRRs ativam vias de
sinalizacao intracelular que induzem a producéao de citocinas e quimiocinas para
eliminar o agente nocivo e restaurar o tecido danificado. O tipo de sinalizacao
desencadeada depende do receptor e do tipo celular envolvido na resposta
inflamatéria. Por exemplo, na presenca de bactérias gram-negativas, os
lipopolissacarideos (LPS) presentes na parede celular desse patbégeno, séo
reconhecidos pelo receptor TLR4, causando a ativacao do fator nuclear kappa B
(NF-kB), através de duas vias de sinalizacdo, uma dependente da proteina
MyD88 e outra dependente da proteina TIRAP (TAKEUCHI; AKIRA, 2010; CHEN
et al, 2018 REN et al, 2020).

A ativagédo do NF-kB promove a liberacdo de mediadores pré-inflamatorios como
as citocinas, que modificam a permeabilidade do endotélio, recrutam células
inflamatérias, regulam a morte celular no tecido inflamatérios e induzem a
producdo de proteinas na fase aguda. As citocinas sado proteinas
predominantemente liberadas pelas células imunes (macréfagos, mastécitos e
linfocitos), que regulam a inflamagao por meio de uma complexa rede de
interagées (MEDZHITOV, 2008; LAWRENCE, 2009; CHEN et al, 2018; SU et al,
2019).

Uma classe importante de citocinas liberadas durante o processo inflamatério
sdo as quimiocinas, que atuam no controle da adesao, quimiotaxia e ativacao
leucocitaria. Na resposta inflamatéria aguda, as quimiocinas CXCL1 e CXCL2
atuam na ativacao de neutréfilos, e a CCL2 atua no recrutamento de monécitos
apos estimulos pré-inflamatérios (GUERREIRO; SANTOS-COSTA; AZEVEDO-
PEREIRA, 2011; PALOMINO; MARTI, 2015). O fator de necrose tumoral (TNF)
e a interleucina 1 beta (IL-1B) sao importantes citocinas envolvidas no processo

inflamatério. Entretanto, outras citocinas também participam do processo
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inflamatério, sendo algumas pré-inflamatérias e outras anti-inflamatérias (Tabela
1) (CHEN et al, 2018; SU et al, 2019).

Tabela 1:Citocinas pré6 e anti-inflamatérias e suas funcoes

Citocina

Familia

Principal fonte

Funcao

IL-1B

IL-4

IL-6

IL-8

IL-10

IL-12

IL-11

TNF

IFN-y

GM-CSF

TGF-B

IL-1

IL-4

IL-6

CXC

IL-10

IL-12

IL-6

TNF

INF

IL-4

TGF

Macréfagos, mondcitos

Linfécitos T

Macréfagos, linfocitos T,
adipécitos

Macroéfagos, células
epiteliais, endoteliais

Monécitos, linfocitos Be T

Células dendriticas,
macrofagos, neutréfilos

Fibroblasto, neurénios,
células epiteliais

Macrofagos, células NK e
CD4+, linfocitos, adipécitos

Células T, NK e NKT

Células T, macroéfagos,
fibroblastos

Macréfagos, células T

Pré-inflamatério, proliferacéo, apoptose,
diferenciacao

Anti-inflamatério, proliferacéo de
linfocitos T e B, diferenciacao de
linfécitos B

Pré-inflamatério, produgéo de citocinas

Pro-inflamatério, quimiotaxia,
angiogénese

Anti-inflamatério, inibicao de citocinas
pro-inflamatérias

Pro-inflamatério, diferenciacao celular,
ativacao de células NK

Anti-inflamatério, diferenciacéo e
inducéo de proteina de fase aguda

Pro-inflamatério, produgéo de citocinas,
proliferacédo celular, apoptose

Pré-inflamatério, inata, imunidade
antiviral adaptativa

Pro-inflamatério, ativacao de
macrofagos, aumento da fungéo de
neutréfilos e monécitos

Anti-inflamatério, inibicao da producao
de citocinas pro-inflamatérias

Fonte: Adaptado de CHEN et al, 2018

O TNF pode ser expresso na membrana celular ou na forma solivel e atua

através de dois receptores transmembranares: receptor de TNF1 (TNFR1), e

receptor de TNF2 (TNFR2). O TNFR1 é expresso constitutivamente em todas as

células nucleadas, enquanto a expressao do TNFR2 ocorre tipicamente nas

células do sistema imunoldgico. Sua produgdo ocorre principalmente por

mondécitos e macrofagos, mas também por células B, células T e fibroblastos
(PARAMESWARAN; PATIAL, 2010; SEDGER; MCDERMOTT, 2014).
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O aspecto mais estudado do TNF é a sua capacidade de promover a inflamacéao.
Ap6s trauma, infeccdo ou exposicao ao LPS, essa citocina é rapidamente
liberada sendo um dos mediadores iniciais mais abundantes no tecido inflamado.
Atua na estimulacdo da sintese de outras citocinas envolvidas na cascata pro-
inflamatéria, € no aumento da producédo de mediadores de sinal lipidicos, como
prostaglandinas e fator de ativacdo plaquetaria. Assim, o TNF tem um papel
central na ativagao e recrutamento de células inflamatérias, bem como no
desenvolvimento de muitas doencas inflamatdrias cronicas. Por exemplo, na
artrite reumatoide o TNF, juntamente com a IL-1B, promove o aumento da
expressdao de moléculas de adesdao nas células endoteliais e aumento do
recrutamento de neutrofilos nas articulagdes (CHOY; PANAYI, 2001;
PARAMESWARAN; PATIAL, 2010; SEDGER; MCDERMOTT, 2014).

Outra citocina pré-inflamatéria importante € a IL-13, que tem funcéo fundamental
no recrutamento de neutrofilos associado a presenca de patégenos, como
bactérias e virus, ou associada ao dano celular, como na presenca de cristais de
acido urico. A IL-1B, também atua na regulagao positiva das moléculas de
adesao pela vasculatura. Assim como o TNF, a producédo de IL-18 ocorre
principalmente por macrofagos e mondcitos, entretanto, outros tipos de células,
como epiteliais, endoteliais e fibroblastos também podem produzir (SIMS;
SMITH, 2010; WEBER; WASILIEW; KRACHT, 2010; EDDIE IP; MEDZHITOV,
2015).

A via de producdo de IL-1B esta relacionada a um complexo multi proteico
denominado inflamassoma, que atua como ativador das caspases pro-
inflamatorias. Existem varios tipos de inflamassomas, que sdo nomeados de
acordo com os PRRs expressos. O NLRP3, também conhecido como NALP3 ou
CIAS1, é provavelmente o mais estudado. Ele controla a produgéao de IL-1 (3,
ativando a Caspase 1, que cliva a pro-IL-1 na forma ativa IL-1B8 (REN; TORRES,
2009; ZHAO et al, 2018; ABDULLAHA et al, 2019).

Quando a resposta inflamatéria aguda falha, o processo inflamatério persiste e
adquire novas caracteristicas, como a presenca de infiltrado de macréfagos e
linfécitos, inducao de angiogénese, formacao de granulomas e necrose tecidual.

Tornando-se uma inflamacéo prolongada, com duracdo de semanas, meses ou
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anos, na qual a destruicao tecidual e a tentativa de reparar os danos ocorrem
simultaneamente. Artrite gotosa, artrite reumatoide e aterosclerose multipla sao

exemplos de doengas inflamatérias cronicas (NATHAN; DING, 2010).

3.2 Artrite Gotosa

As condigdes reumaticas compreendem mais de 150 doencas e sindromes,
geralmente progressivas e associadas a dor. Sdo caracterizadas pela limitacao
significativa da mobilidade e da destreza, gerando prejuizos socioeconémicos,
devido a diminuigao significativa da produtividade do trabalho e aumento na
utilizacao dos recursos de saude (SALAFFI; GIACOBAZZI; DI CARLO, 2018).

Artrite gotosa ou gota é uma doenca caracterizada pelo acumulo de cristais de
urato monossodico em articulagdes, tecido sinovial, ossos e pele,
independentemente da presenca ou auséncia de manifestacdes clinicas
(AZEVEDO et al, 2017). Batista e Wibelinger (2011) descrevem a gota como uma
doenca metabdlica decorrente da hiperproducao e/ou diminuicdo da excre¢ao de
acido drico, levando a deposicdo de cristais de urato monossédico nas
articulacdes e tecidos moles.

Os cristais de &cido urico depositados na cavidade articular iniciam o processo
inflamatério ao serem englobados por células fagocitarias sinoviais, levando a
liberacdo de enzimas lisossomais e a produg¢ao de quimiocinas inflamatoérias.
Macrofagos bem diferenciados tém a capacidade de conter esses cristais, sem
induzir uma resposta inflamatoéria, enquanto, mondcitos menos diferenciados
produzem quantidades exageradas de TNF, IL-1p, IL-6 e IL-8. Além disso, ocorre
a liberacao de histamina e IL-1B por mastdcitos, que resulta em aumento da
permeabilidade vascular e vasodilatacdo. Fatores quimiotaticos produzidos por
monaocitos e mastécitos e a vasodilatagdo local também estimulam a quimiotaxia
de neutrofilos, agravando a crise aguda da doencga. O ataque agudo de gota é
autolimitado, com duracdo de horas a alguns dias, devido a remocao e fagocitose
dos cristais de acido Urico por macréfagos, suprimindo assim a ativacao celular
e a producéao de quimiocinas (Figura 1) (RAGAB; ELSHAHALY; BARDIN, 2017;
LING; BOCHU, 2014).
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Uma caracteristica da artrite gotosa € sua cronicidade, causada por episédios
recorrentes de crise aguda, gerando uma inflamacéao cronica. Esse quadro se
manifesta por sinovite cronica, erosdes 6sseas, danos na cartilagem e formacéao
de tofos, uma massa formada por grandes quantidades de cristais acumulados.
A presenca de tofos palpaveis indica uma gota crénica nao tratada (WILSON;
SASEEN, 2016).

Figura 1: Patogénese da artrite gotosa.

Patogénese da Artrite gofosa aguda

Monécito

TNFa, IL-1, IL-6, IL-8

Quimiotaxia

Articulagao , Injuria
Ativagao do i

Proteases — teciduale

complemento inflamacéao

m Quimiotaxia
- . ~

Enzimas lisossomais,
> LTB4, radicais livres
e prostaglandinas

Neutrofilo

Fonte: (RAGAB; ELSHAHALY; BARDIN, 2017)

A gota pode ser classificada como primaria ou secundaria. Na primaria, o defeito
metabdlico responsavel pela hiperuricemia € desconhecido e corresponde a 90%
dos casos. Ja a gota secundaria € causada por uma doenga conhecida, genética
ou nao, que resulta em hiperuricemia. Fatores genéticos, alcoolismo, obesidade,
dieta e estilo de vida podem estar envolvidos no surgimento da hiperuricemia em
individuos predispostos (ANDRADE-FILHO; PENA; AYMORE, 2011). Acredita-
se que a prevaléncia mundial da doenca seja de 1 a 4 %, sendo mais frequente
em homens (RAGAB; ELSHAHALY; BARDIN, 2017).
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O tratamento medicamentoso é realizado com colchicina, AINE’s, e AIE’s, que
podem ser associados em casos graves, sendo mais eficazes quando
administrados apds o inicio do ataque de gota. Outras alternativas terapéuticas
sdo os inibidores de IL-1 (anakinra e canacinumabe) e redutores de urato
(alopurinol, febuxostato, probenecida, sulfinpirazona, benzobromarona e
lesinurad) (WILSON; SASEEN, 2016).

Os redutores de urato sao indicados em casos de gota grave ou associada a
litiase do acido Urico, como também em pacientes com doengas
cardiovasculares ou renais, com hiperuricemia (> 8 mg / dL) ou idade jovem (<
40 anos), devido as crises frequentes (RAGAB; ELSHAHALY; BARDIN, 2017).

Outro fator importante para um tratamento bem sucedido é a mudancga no estilo
de vida. Alimentos ricos em purinas como alimentos cozidos ou processados,
especialmente de origem animal e frutos do mar, provocam hiperuricemia,
agravando casos de gota e, portanto, devem ser evitados. Entretanto, alimentos
ricos em purinas de origem vegetal, como feijao, lentilha, cogumelos, ervilha,
legumes e produtos lacteos, ndo apresentam risco de hiperuricemia e podem ser
consumidos. A vitamina C aumenta a excrecao renal do acido urico, podendo ser
usada como suplemento no tratamento da gota. A redugdo do consumo de
bebidas alcodlicas e a pratica de exercicios fisicos também sdo recomendados
(RAGAB; ELSHAHALY; BARDIN, 2017).

3.3. Produtos Naturais com atividade anti-inflamatoria

Plantas medicinais sédo tradicionalmente utilizadas no tratamento de doencas
inflamatérias, sendo que varios produtos naturais isolados de plantas ja tiveram
a atividade anti-inflamatéria avaliada em ensaios in vitro e in vivo. (BERNSTEIN
et al, 2018). Diversas classes de metabdlitos especiais estdo envolvidos na
modulagdo da sinalizagcdo pré-inflamatéria como flavonoides, alcaloides,
lignanas e terpenos (ALAMGEER et al, 2020).

As estratégias farmacoldgicas utilizadas para avaliar produtos naturais com
potencial atividade anti-inflamatéria se concentram na busca por agonistas de
glicocorticoides, inibidores da biossintese de eicosanoides e bloqueadores da
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sinalizacdo de citocinas pré-inflamatérias como TNF e IL-1B (KOEBERLE;
WERZ, 2014), através da inibicdo da ativacdo de fatores de transcricao
responsaveis pela expressao de genes proé-inflamatérios, como AP-1 e NF-kB
(BERNSTEIN et al, 2018). Diversos estudos demonstram que extratos e
substancias isoladas apresentam atividade anti-inflamatéria em modelos pré-
clinicos de artrite, reduzindo a producao de mediadores pré-inflamatérios e a
infiltracéo de células do sistema imune nas articulacoes.

Gusman e colaboradores (2015) avaliaram o efeito de extratos etandlicos de 18
plantas brasileiras utilizadas tradicionalmente no tratamento de doencas
inflamatérias, como artrite reumatoide e aterosclerose. O estudo in vitro
utilizando células THP-1 estimuladas por LPS demostrou que os extratos de
Caryocar brasiliense, Casearia sylvestris, Coccoloba cereifera e Terminalia
glabrescens foram capazes de inibir, de forma concentracdo-dependente, a
producdo de TNF, nas concentracées de 62,5; 125 e 250 ug/mL. Estudos
fitoquimicos mostraram que esses extratos sdo ricos em polifendis, como
flavonoides e proantocianidinas, que desempenham um papel importante para o

potencial anti-inflamatério.

A atividade antiartritica foi avaliada para as partes aéreas de Lychnophora
trichocarpha, espécie do cerrado brasileiro, popularmente utilizada no tratamento
de dores, hematomas, reumatismo e doencas inflamatérias. Utilizando modelo
de artrite gotosa induzida por cristais de urato monossodico (MSU), os
camundongos tratados por via oral com o extrato etandlico (125 e 250 mg/kg), a
fracao em acetato de etila (125 e 250 mg/kg) e substancias isoladas (25 mg/kg)
apresentaram reducédo do edema de pata, nos niveis de urato, e na atividade da
enzima xantina oxidase do figado. A composicdo quimica do extrato foi
caracterizada, sendo identificados luteolina (1), apigenina (2), eremanolida C (3),
licnopholida (4), B-sitosterol (5) e lupeol (6) (DE SOUZA et al, 2012).
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Outra espécie brasileira investigada para atividade anti-inflamatéria foi a
Tabebuia roseoalba, que também teve o extrato etandlico das folhas (125, 250
e 500 mg/kg) e substancias isoladas (15 mg/kg) avaliados em modelos in vivo
de artrite gotosa induzida por MSU. O extrato, e as substancias $-amirina (7) e
estigmasterol (8) foram capazes de reduzir os niveis séricos de acido Urico em
camundongos hiperuricémicos através da inibicdo da atividade hepatica da
xantina oxidase, além de diminuir o edema da pata (FERRAZ-FILHA et al, 2016).

Dentre os produtos naturais com acao antiartritica, o que mais se destaca é a
colchicina (9), um protoalcaloide triciclico originalmente isolado das flores de
Colchicum autumnale, planta utilizada desde a antiguidade devido suas
propriedades laxantes e anti-inflamatérias, principalmente para o tratamento da
gota. Atualmente € empregada na terapia padrao para a gota (profilaxia e crises
agudas) sendo também utilizada no tratamento da febre familiar do Mediterraneo
e da doenca de Behcet (KARAMANOU et al, 2018).
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A colchicina exerce sua agao anti-inflamatéria ligando-se as tubulinas dos
microtubulos interferindo na formacao do fuso mitético. Na artrite gotosa, essa
acao altera a atividade dos neutréfilos, pois impede a diapedese, a mobilizagao
e a degranulacéo lisossomal, que libera, além de substancias pré-inflamatérias,
agentes quimiotaticos de leucécitos. A desestabilizacdo dos microtubulos
também inibe a formacdo do inflamassoma NLRP3, importante para o
processamento e a liberagdo das citocinas inflamatérias IL-1B8 e IL-18 induzida
por cristais de acido urico (AZEVEDO et al, 2017; ANGELIDIS et al, 2018).

3.4. O género Baccharis

Baccharis € um dos maiores géneros da familia Asteraceae, com cerca de 500
espécies, distribuidas por todo o continente Americano, sendo que 90% ocorrem
na América do Sul (BUDEL et al, 2005; KARAM et al, 2013; VERDI;
BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005), onde acredita-se ser o centro de origem do
género, devido a alta concentracao de espécies (BUDEL et al, 2005; VERDI;
BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005). No Brasil, ja foram descritas 167 espécies de
Bacchatris, distribuidas principalmente nas regides sul, sudeste e centro-oeste
(CAMPOS et al, 2016).

As plantas do género Baccharis sédo, geralmente, arbustos com 0,5 a 4,0 m de
altura (BUDEL et al, 2005; VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005;, possuem
caules e ramos verdes com expansodes trialadas (KARAM et al, 2013). Podem
ser amplamente caracterizadas pelo indumento, geralmente tufado das folhas e
hastes, com tricomas fundidos que tém apenas uma célula basal adjacente e a
ocorréncia comum na forma dioica (CAMPOS et al, 2016).
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Muitas espécies do género sdo consideradas plantas medicinais usadas
popularmente no tratamento de enfermidades variadas, como disturbios
gastrointestinais (incluindo dores de estbmago, Ulceras, diarreia e disenteria),
doencas do figado, resfriados, dores musculares, célicas, febre, edema, feridas,
tontura, anemia, reumatismo e diabetes (FLORAO et al, 2012). Baccharis trimera
(“carqueja”) e Baccharis dracunculifolia (“alecrim-do-campo” ou “vassourinha”)
sao as espécies mais conhecidas e estudadas. B. trimera € usada popularmente
para tratar esterilidade feminina e impoténcia masculina (KARAM et al, 2013),
distarbios hepaticos e gastrointestinais (CAMPOS et al, 2016; KARAM et al,
2013), obesidade (CAMPOS et al, 2016), e como anti-inflamatéria (CAMPOS et
al, 2016; FLORAO et al, 2012). Enquanto, B. dracunculifolia é utilizada como
cicatrizante, diurético, digestivo, antidiarreico, antiespasmodico (FERRONATTO
et al, 2007; FUKUDA et al, 2006), antimicrobiano (SILVA FILHO et al, 2008;
FERRONATTO et al, 2007; FUKUDA et al, 2006) e anti-inflamatério. Essa ultima
também se destaca por ser a origem botanica da prépolis verde (SANTOS et al,
2010).

3.4.1 Metabdlitos especiais

Aproximadamente 120 espécies do género Baccharis foram estudadas
quimicamente, sendo descritas substancias de diferentes classes: flavonoides,
triterpenos, diterpenos, clerodanicos, labdanicos e kauranicos, sesquiterpenos,
germacrenos, tricotecenos e fenilpropanoides, como os acidos cumaricos.
Dentre esses, os flavonoides e terpenos apresentam o maior numero de
atividades biologicas descritas na literatura. Os flavonoides também séo
considerados importantes marcadores quimiotaxondmicos para o género
(VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

3.4.2 Atividades bioldgicas

Cerca de 30 espécies de Baccharis foram objeto de estudos de atividade
biol6gica descritos na literatura, entre elas estdo: B. megapotamica, B. incarum,
B. trimera, B. trinervis, B. salicifolia, B. crispa, B. coridifolia, B. dracunculifolia, B.
grisebachii e B. tricuneata (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005). As
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atividades mais frequentemente descritas foram: antioxidante, antimicrobiana,
leishmanicida, anti-Trypanosoma cruzi, anti-inflamatéria, antinociceptiva e

citotoxica.

Para B. dracunculifolia, sao descritas muitas atividades biolégicas, como
antioxidante, relatada para extrato glicélico de folhas e atribuida a compostos
fendlicos e flavonoides (GUIMARAES et al, 2012), assim, como a propolis verde,
obtida da espécie, que teve a acao antioxidante atribuida a substancia artepillina
C (10) (VEIGA et al, 2017). Outra atividade relatada para a espécie, foi a
citotdxica frente a células leucémicas L 1210, com destaque para o espatulenol
(11), composto isolado do extrato hidroetandlico de suas folhas, que apresentou
um valor de Clso de 13,6 uM (FUKUDA et al, 2006).

OH

HO
H

(10) (11)

Silva Filho e colaboradores realizaram uma série de estudos sobre a atividade
bioldgica da B. dracunculifolia. Em 2004, relataram atividade anti- Trypanosoma
cruzi para a forma tripomastigota de compostos isolados do extrato
hidroetandlico de folhas. O flavonoide isosakuranetina (12) e o triterpeno éxido
de baccharis (13), na forma isolada, apresentaram Clso 247,6 uM e 249,8 uM,
respectivamente, sendo os constituintes mais ativos, dentre os avaliados (SILVA
FILHO et al, 2004). Em 2008, os autores relataram atividade antimicrobiana para
extratos diclorometanico de folhas de B. dracunculifolia e hidroetandlico da
propolis da espécie, que apresentaram Clso de 65 pg/mL e 9 pg/mL,
respectivamente, frente a C. kusei. Substancias isoladas desses extratos, acido
ursélico (14) e 2a-hidroxi-ursélico (15) apresentaram atividade antibacteriana
para S. aureus resistente a meticilina, com valores de Clso de 5 uyg/mL e 3 pg/mL,
respectivamente, enquanto a isosakuranetina (12) apresentou atividade
antifangica para C. neoformans (Clso de 15 pg/mL e MIC de 40 pg/mL) (SILVA
FILHO et al, 2008). Por fim, em 2009, os autores relataram atividade

leishmanicida dos extratos hidroetandlicos de folhas e da prépolis verde obtida
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dessa espécie, que apresentaram valores de Clso de 45 pg/mL e 49 pg/mL,
respectivamente. Substancias isoladas do extrato hidroetandlico das folhas
também foram avaliadas e o acido ursolico (14) e a lactona do acido hautriwaico
(16) exibiram a atividade leishmanicida mais potente, com Clso de 3,7 pg/mL e
7,0 yg/mL, respectivamente (SILVA FILHO et al, 2009).

<8

(12)

3.4.3 Acao anti-inflamatoéria de espécies de Baccharis

O uso popular de espécies de Baccharis geralmente esta relacionado a reducao
da resposta inflamatéria (CAMPOS et al, 2016; KARAM et al, 2013). Nesse
contexto, estudos recentes apontam esse género como uma potencial fonte de

agentes anti-inflamatérios.

Em modelo experimental de pleurisia induzida por carragenina em ratos, o
extrato aquoso de partes aéreas de B. ftrimera, administrado por via
intraperitoneal nas doses de 400 e 800 mg/kg, causou reducéo significativa no
volume de exsudacao, na migracao de leucécitos e na contagem diferencial de
células (DE OLIVEIRA et al, 2012; PAUL et al, 2009). Em outro estudo, o extrato
aquoso de partes aéreas de B. trimera, administrado por via intraperitoneal nas
doses 3, 30 e 300 pg/kg, apresentou reducdo significativa do edema de pata
traseira induzido por carragenina em camundongos, sendo a agao relacionada
com a inibicao da sintese dos metabdlitos do acido araquiddénico (NOGUEIRA et
al, 2011).
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A aplicacao tépica de 20 L de solugdo alcodlica do extrato hidroetandlico bruto
de folhas de B. illinita foi eficaz na reducgao da inflamacéao de orelha induzida por
acetato de 12-O-tetradecanoilforbol e acido araquidénico em camundongos,
inibindo, de forma dose-dependente, o edema, além de reduzir a migragao de
polimorfonucleares (BOLLER et al, 2010). O extrato hidroetandlico bruto de
folhas de B. dracunculifolia foi avaliado por Santos e colaboradores (2010)
utilizando modelos in vivo de nocicepcao e inflamacao em roedores. O extrato
foi administrado por via intraperitoneal, nas doses de 50-400 mg/kg, e
apresentou atividade anti-inflamatéria, diminuindo o edema de pata traseira
induzido por carragenina em ratos, e propriedades antinociceptivas orais

relevantes em modelos agudos e crénicos de dor.

Flordo e colaboradores (2012) estudaram os 6leos essenciais de quatro
diferentes espécies de Baccharis: B. articulata, B. genistelloides, B.
dracunculifolia e B. gaudichaudiana. Os ensaios in vitro envolvendo células
mononucleares humanas periféricas (compostas principalmente por linfécitos) e
granulécitos humanos, particularmente neutréfilos, demonstraram que todos os
Oleos essenciais apresentaram inibicdo da proliferacdo celular de linfécitos,

sendo o 6leo essencial de B. dracunculifolia o mais promissor.

Coelho e colaboradores (2004) avaliaram em camundongos, utilizando modelo
experimental de artrite induzida por colageno, a acdo antiartritica do extrato
aquoso das partes aéreas de B. genistelloides. O tratamento por via oral
(gavagem) nas doses de 42 mg/kg ou 4,2 mg/kg do extrato, por 60 dias,
promoveu respostas de inibicdo da artrite induzida por colageno de 75% e 50%,
respectivamente. Esses resultados demonstraram o potencial do uso do extrato
no tratamento de artrite. Adicionalmente, os autores também avaliaram a acao
genotoxica do extrato, através do ensaio de cometa, € ndo observaram

evidéncias de danos ao DNA hepatico ou renal.

Nesse contexto, a avaliacdo dos efeitos anti-inflamatérios das espécies do
género Baccharis contribui para a identificacdo de novos compostos bioativos
promissores, gerando um grande repertorio de potenciais tratamentos para
doencas inflamatérias como a artrite gotosa. Assim, esse projeto visa colaborar

com o desenvolvimento e novos candidatos a farmacos anti-inflamatorios.



40

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos

Balanca analitica Metler, modelo AB 204.

Balanca analitica Sartorius, modelo BP 211D.

Balanca semi-analitica Bel Mark modelo 500 Classe Il

Banho-maria Fanem, modelo 146.

Banho de ultrassom Unique, modelo USC 1400.

Bombas de vacuo Fabbe (modelo 0320) e Edwards (modelo C 560786).
Capela de fluxo laminar vertical Veco, modelo BioProtector 09.
Centrifuga Hermle Z323K.

Chapa agitadora.

Coluna fase reversa para UPLC, Acquity UPLC BEH C18, Waters; 5,0 x
2,1 mmd.i. 1,7 um

Coluna de fase reversa para UPLC em escala preparativa (Agillient Prep-
C18; 21,2 x 250 mm, 10 pm).

Destilador de 4gua Fabbe, modelo A 95.

Espectrdmetro de ressonancia magnética nuclear Bruker Avance DRX —
400 MHz.

Estufa de CO2 Forma Scientific, modelo 3158.

Estufa de cultura Fanem, modelo 502 A.

Estufa de secagem com renovacéao de ar, Fanem.

Evaporador rotatério Blichi, modelo B-480.

Lavador de microplacas Bio-Rad, modelo ImmunoWash 1575.

Leitor de microplacas Tecan, modelo Infinite M200, com software i-control
para processamento de dados.

Liofilizador de bancada Liotop, modelo L101.

Microcentrifuga Cientec, modelo CT-14000.

Micropipetas HTL, vol. ajustavel de 10-100 pL; 20-200 uL e 100-1000 pL.
Microscépio Olympus, modelo CKX41.

Phmetro Metrohm, modelo 827 pH lab.

Pipetador automatico Drummond, modelo Pipet Aid XP.

Pistola de calor soprador térmico DeWalt, modelo D26411-B2
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Pré-coluna, Acquity UPLC BEH C18 VanGuard pre-column, Waters; 2,1 x
5mmd.i. 1,7 um

Purificador de agua Milli-Q Plus.

Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia, em escala preparativa,
Waters® 1525, em escala preparativa constituido por injetor automatico
Waters 2707 Autosampler, detector de arranjos de diodos, Waters 2489
UV-Visible Detector, bomba binaria, Binary HPLC Pump e sistema
computadorizado operado pelo programa ChemStation.

Sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC), Waters,
composto por detector de arranjos de diodo (DAD) e espectrometro de
massas de alta resolucdo equipado com fonte de ionizagdo por
electrospray Z-spray (ESI), analisador de massas do tipo triplo quadrupolo
(TQD), Waters Micromass, e sistema computadorizado operado pelo
programa MassLink.

Ultra centrifuga Hermle, modelo Z 323 K.

Vortex Mixer, Vixar.

4.2 Solventes e reagentes

Acidos grau P.A.: acido férmico, acido sulfdrico e acido cloridrico, Merck.
Acidos grau HPLC: 4cido férmico e &cido fosférico, Merck.
Albumina de soro bovino (BSA), Sigma.

Bicarbonato de sédio P.A., LS Chemicals.

Dexametasona, Sigma.

Dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich.

Fosfato de sédio bibasico, Merck.

Kit ELISA IL-1B humano, DY201 Duo Set, R&D Systems.

Kit ELISA TNF humano, DY210 Duo Set, R&D Systems.
Lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coliO111:B4, Sigma.
Meio de cultura RPMI-1640, R4130, Sigma.
orto-Fenilenodiamina (OPD), Aldrich.

Pastilhas de tampao fosfato salino, Sigma.

Perdxido de hidrogénio P.A., Synth.
Phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA), Sigma.
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Silica gel 60 G Merck.

Solventes grau HPLC acetonitrila e metanol, Tedia.

Solventes grau padrao analitico (P.A.): acetona, diclorometano e metanol,
Dinamica; alcool etilico 95%, Fmaia, tolueno, Merck.

Soro fetal bovino estéril, Gibco, Invitrogen.

Tween 80, Sigma-Aldrich.

Unidade filtrante PTFE 0,22 e 0,45 pm, Corning.

4.3 Vidrarias e materiais diversos

Borrifador de vidro.

Céamara de Neubauer, Labor Optik.

Cromatoplacas de vidro de 10 x10 cm.

Cubas cromatograficas de vidro Pirex.

Frascos de penicilina de vidro de 20 mL.

Frascos para cultura celular com tampa com filtro, n&o tratados, de 25
cm2 e 75 cm2, Corning.

Microplaca de 96 pocos para cultivo celular, CellStar 655180, Greiner-Bio-
One.

Microplaca de 96 pocos para imunoensaio, Nunc F, MaxiSorp, Invitrogen.
Pipetas sorolégicas descartaveis, estéreis, de 5 mL e 10 mL, Sarstedt.
Ponteiras plasticas, Corning.

Seringas e agulhas de diferentes dimensoes.

Sistema de filtracao esterilizante, descartavel, membrana de 0,22 um,
capacidade para 500 mL e 1000 mL, Corning.

Soprador térmico.

Tubos plasticos do tipo Falcon com volumes de 15 e 50 mL, TPP.

Tubo de plastico tipo safe-lock de 2 mL, MDI.

Vials de vidro com tampa e septos de teflon para uso no injetor automatico
de sistema de HPLC e UPLC-MS.

4.4 Reveladores para Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Reagente anisaldeido - acido sulfarico (WAGNER; BLADT, 1996):
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Misturaram-se 0,5 mL de anisaldeido 98%, 85,0 mL de metanol, 10,0 mL
de acido acético glacial e 5,0 mL de acido sulfurico concentrado, sob

resfriamento, nesta ordem.

4.5 Coleta e Identificacao botanica

As espécies de Baccharis (SisGen n? A5BF5D0) foram coletadas pelo professor
Dr. Geraldo Wilson Fernandes, do Departamento de Boténica do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG, e identificadas pelo pesquisador Dr.
Gustavo Heiden da Embrapa Clima Temperado, Pelotas (ECT). As exsicatas
foram depositadas no Herbario ECT, no qual os nimeros de identificagdo estao
copilados no Quadro 1. Os locais de coletas selecionados foram Parque
Nacional do Caparaé (ES/MG) e Serra da Calgcada (MG). Foram coletadas um

total de 20 amostras de plantas de 13 espécies diferentes.

4.6. Preparo do Material Vegetal

As amostras botanicas foram secas em estufa com circulagédo forcada de ar, a
temperatura maxima de 40 °C. Posteriormente, as folhas e caules foram
separados (quando possivel), pulverizados em moinho de facas e
acondicionadas em sacos de papel identificados e armazenados em sala com
climatizagéo (21 °C), totalizando 34 materiais vegetais.
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Quadro 2: Amostras de espécies do género Baccharis pré e anti-inflamatérias e

suas funcoes

Local Coédigo | Numero Identificacao Parte da Numero
da Planta | exsicata Botanica Planta do Extrato
ECT . . . Folha 1
B. sp1 6262 Bacchatris reticularia Caule 5
ECT . Folha 3
B. sp2 6260 Baccharis retusa Caule 4
Serra da Folha 5
Calgada B. sp3 GEQCE-IS-) Baccharis brevifolia Caule 5
ECT . . . Folha 7
B. sp4 6258 Bacchatris reticularia Caule 3
ECT Baccharis .
B. sp5 6257 myriocephala Partes aéreas 9
ECT . Folha 10
. /
B. sp1 5549 Bacchatris calvescens Caule 11
ECT . Folha 12
B. sp2 5977 Bacchatris calvescens Caule 13
Folha 14
B. sp3 5ES§£ Bacchatris imbricata Caule 15
ECT . . Folha 16
B. sp4 5916 Baccharis parvidentata Caule 17
ECT . . Folha 18
B. sp5 5542 Bacchatris parvidentata Caule 19
ECT . . .
B. sp6 5982 Baccharis hemiptera | Partes aéreas 20
B. sp7 5EgC7'£ Baccharis opuntioides | Partes aéreas 21
Parque .
do B. 5p8 ECT Baccharis Folha 22
Caparad ’ 5986 megapotamica Caule 23
ECT . . Folha 24
B. sp9 5984 Bacchatris parvidentata Caule o5
ECT . . Folha 26
B. sp10 5983 Baccharis magnifica Caule o7
ECT e ]
B. sp11 5981 Baccharis altimontana | Partes aéreas 28
B. sp12 5Es§:8-; Baccharis opuntioides | Partes aéreas 29
ECT . Folha 30
B. sp13 5971 Baccharis platypoda Caule 31
B. sp14 5%%2 Baccharis opuntioides | Partes aéreas 32
ECT . Folha 33
B. sp15 5974 Baccharis platypoda Caule 34
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4.7 Obtencao dos extratos para triagem inicial

Uma porcéo (7 g) de cada material vegetal seco e pulverizado foi extraido com
etanol a 96° GL (21 mL) por maceracao assistida por sonicacao (15 min), seguida
de centrifugacao (1500 rpm, 7 min) e filtracdo do sobrenadante em papel de filtro.
O ciclo extrativo foi repetido trés vezes para cada material vegetal. Os extratos
obtidos foram acondicionados em frascos ambar identificados e o etanol foi
eliminado a temperatura ambiente em capela de exaustdo de gases. A agua
residual foi eliminada em liofilizador e os frascos armazenados em dessecador

a vacuo. O rendimento extrativo foi calculado (Tabela 2).

Tabela 3: Rendimento extrativo por maceracao de material vegetal de espécies

do género Baccharis

S Rendmento (9| ey Rendimento
1 16,7 18 7,0
2 4,5 19 3.7
3 18,0 20 8,0
4 4.2 21 11,0
5 14,2 22 6,8
6 6,2 23 3,0
Z 20,0 24 9,9
8 5,0 25 6.3
9 7.8 26 9,1
10 10,8 27 9,3
11 6,4 28 15,3
12 9,7 29 13,7
13 4.3 30 19,6
15 5,6 32 63
16 9.0 33 22,8
= 4.9 34 11,1

*Descricdo no quadro 1, pag. 43

4.8 Obtencao e fracionamento dos extratos de Baccharis calvescens

O material vegetal (200 g) de B. calvescens foi submetido a percolagao exaustiva
com etanol 96° GL a temperatura ambiente. O etanol foi eliminado em
evaporador rotativo sob pressao reduzida, a temperatura maxima de 50°C. Os

extratos foram secos em liofilizador para a retirada de agua residual e
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armazenados em dessecador a vacuo. O rendimento global extrativo foi

calculado (Tabela 3).

Tabela 4: Rendimento extrativo por percolacao das folhas de B. calvescens

Material vegetal (g) Extrato obtido (g) Rendimento (%)
200,01 60,41 30,20

Posteriormente, o extrato foi fracionado por particdo entre solventes imisciveis.
Assim, uma porcado do extrato (2 g) foi solubilizada em 100 mL de solucao
metanol/agua (3:7), e submetida a particdo sequencial com 3 x 50 mL de n-
hexano, diclorometano e acetato de etila (Figura 2). O extrato de B. calvescens
nao foi totalmente solivel em metanol/agua. Assim, a fragdo nao soluvel do
extrato foi solubilizada nos primeiros 50 mL dos solventes utilizados na particéo.
O residuo insoluvel na solucdo metanol/agua (3:7), foi pouco soluvel em hexano
e totalmente soltvel em diclorometano. Os solventes organicos foram eliminados
em evaporador rotativo sobre pressao reduzida, a temperatura maxima de 50°C.

O rendimento global extrativo foi calculado (Tabela 4).

Tabela 5: Rendimento obtido no fracionamento por particdo entre solventes

imisciveis do extrato hidroetandlico de B. calvescens

Extrato Fr. Fr. Fr. Fr.
Hexano DCM AcOEt MeOH:H.0
Massa (g) 2,0 0,04 0,72 0,21 0,73
Rendimento (%) - 1,81 35,64 10,27 36,60

Fr. DCM: fracao diclorometanica; Fr. AcOEt: fracao acetato de etila; Fr. MeOH:H20:

fracdo metanol/agua

Posteriormente, o mesmo procedimento foi realizado com o objetivo de obter
uma maior quantidade da fracao diclorometanica. O rendimento global extrativo
foi calculado (Tabela 5).
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Tabela 6: Rendimento obtido no segundo fracionamento por particdo entre

solventes imisciveis do extrato hidroetandlico de B. calvescens.

Extrato Fr. Fr. Fr.
Hexano DCM MeOH:H-0
Massa (g) 42,57 1,05 19,95 19,57
Rendimento (%) - 2,45 46,41 45,54

Figura 2: Fluxograma do fracionamento do extrato hidroetandlico de B.
calvescens por particdo sequencial entre solventes imisciveis. Fr.MeOH/agua,
fracdo metanol/agua; Fr. Hex, fragcdo hexéanica; Fr. DCM, fragdo diclorometéanica

e Fr. EtOAc, fracdo em acetato de etila.

[ Extrato Etandlico (2g) ]

100 mL MeOH:agua (3:7)

Residuo

[ Solugdo MeOH:4gua ] ————————————————————————————————————

insollvel

3 x 50 mL Hexano

Fr. Hex [ Solucdo MeOH:agua ]

3 x 50 mL Diclorometano

[ Solugao MeOH:4gua ] Fr.DCM | <~

3 x 50 mL Acetato de etila

[ Fr. EtOAc ] [ Fr. MeOH/agua ]
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4.9 Refracionamento da fracao DCM de B. calvescens

Para o refracionamento da fracdo DCM, uma porcdo de 1g da amostra foi
solubilizada em 50 mL de diclorometano, uma parcela de 25 mL da solugao foi
transferida para tubos de centrifuga do tipo Falcon de 50 mL e submetidas a
particdo com 5 x 25 mL de solucdo de NaOH 5% (p/v), via agitacdo em vortex,
seguida de centrifugacao (4000 rpm, 3 min). A fase aquosa foi separada e a fase
organica foi lavada com 3 x 25 mL de agua via agitacdo em vértex, seguida de
centrifugacao (4000 rpm, 3 min). Apds a separacao das fases o diclorometano
foi eliminado em evaporador rotario sob pressdo reduzida, a temperatura
maxima de 50°C. Essa fragéo foi denominada DCM1. A fase aquosa basica, foi
acidificada com HCI até pH 3 e posteriormente submetido a particdo 6 x 25 mL
de diclorometano utilizando um funil de separacdo. O solvente orgéanico foi
eliminado em evaporador rotativo sobre pressdo reduzida, a temperatura
maxima de 50°C. Essa fracdo foi denominada DCM2 (Figura 3) e a fase aquosa
foi descartada. Com o objetivo de obter quantidades preparativas das fracdes,
repetiu-se esse procedimento 14 vezes. As fragbes DCM1 e DCM2 foram secas
em liofilizador para a retirada de agua residual e armazenadas em dessecador a
vacuo. O rendimento foi calculado (Tabela 6).

Tabela 7: Rendimento obtido na purificacdo da fracdo DCM de B. calvescens

DCM DCM1 DCM2
Massa (g) 14,217 11,160 2,926
Rendimento (%) - 78,5 20,6
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Figura 3: Fluxograma da purificagédo da fragéo diclorometéanica de B. calvescens

por particdo com solugao alcalina. Fr. DMC, fracao diclorometanica.

[ Solugéo CH,CI, ]

50 mL CH,Cl,

[ Fr. DCM (1g) ]

5 x 25 mL NaOH 5% (p/v)
Vértex 15’
Centrifuga (4000 rpm, 4 min)

[ Fr. Organica ] [ Fr. Aquosa Basica ]
3x 25 mL H,0 HCl conc.
Vértex 15’

Centrifuaa (4000 rom. 4 min)

[ Fr. Aquosa Acida ]

6 x 25 mL CH,Cl,

Fr. Aquosa Fr. DCM 2

Fr. Aquosa Fr. DCM 1

4.10 Obtencao dos perfis cromatograficos dos extratos e fracoes por UPLC-
ESI-MS e CCD

Os perfis cromatograficos foram obtidos empregando um sistema de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) (Waters) acoplado a detector
DAD na faixa de 200 a 500 nm e em interface com espectrOmetro de massas
triplo quadrupolo (TQD) (Waters Micromass) no modo de ionizagdo positivo e
negativo. Para a andlise dos extratos, utilizou-se coluna de fase reversa (Acquity
UPLC BEH C18 2,1 x 50 mm d.i. 1,7 um) em combinagdo com uma pré-coluna
(Acquity UPLC BEH C18 VanGuard pre-column, Waters; 2,1 x 5 mm d.i. 1,7 um)
e deteccao no UV na faixa de 210 a 500nm. A elui¢ao foi feita com gradiente de
agua (A) e acetonitrila (B), ambos suplementados com 0,1 % de &cido férmico,
fluxo de 0,3 mL/min e temperatura da coluna de 40 °C (Tabela 7). O volume de
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injecdo das amostras foi de 4 L, na concentragdao de 2 mg/mL em ACN, apos
filtracdo em filtro de 0,22 um. Em todas as etapas foram empregados solventes
grau HPLC e agua destilada, filtrada em sistema Milli-Q. ACN foi utilizada como
branco nas analises. Todas as amostras foram analisadas, em corrida

exploratéria de 18 minutos.

Tabela 8: Gradiente de eluicdo empregado nas analises por UPLC-ESI/MS.

Tempo (min) A% B%
0 95 5
10 5 95
15 5 95
16 95 5
18 95 5

A: 4gua; B: acetonitrila suplementados 0,1% de HCOOH

Para a fonte de ionizacao por electrospray (ESI), no modo positivo e negativo,
as seguintes condicdes foram empregadas: voltagem do capilar de 3,50 kV;
voltagem do cone de 60 V; temperatura da fonte de 120 °C; enquanto a
temperatura e o fluxo do gas de dessolvatagdo foram de 350 °C e 600 L/h,
respectivamente. O intervalo de massas avaliado foi da relagdo carga/massa
(m/z) de 20 a 1974 Da.

No perfil cromatografico obtido por cromatografia em camada delgada (CCD), foi
utilizado cromatoplaca de vidro 10 x10 cm, com fase estacionaria silica gel 60
(0,063 - 0,5 mm). A concentragdo de cada amostra aplicada na cromatoplaca foi
ajustada para 5 mg/mL em acetona, sendo aplicados 30 uL, por banda de 0,5
cm. A fase mével empregada para eluigao foi tolueno: acetona (8:2) acidificada
1% com &acido acético, para evitar a desprotonacédo das hidroxilas fendlicas e
melhorar resolugdo da cromatoplaca. Para a revelacao utilizou-se anisaldeido

sulfarico, seguido de aquecimento com o auxilio de soprador térmico.
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4.11 Refracionamento da fracao DCM2 de B. calvescens por HPLC em
escala preparativa

A fracdo DCM2, obtida na purificacdo da fragdo DCM de B. calvescens foi
refracionada por HPLC em escala preparativa (Waters 1525 Binary HPLC Pump/
Waters 2489 UV-Visible Detector/ Waters 2707 Autosampler), utilizando coluna
de fase reversa (Agillient Prep-C18; 21,2 x 250 mm, 10 um). O volume de injecao
das amostras foi de 800 uL, na concentracdao de 30 mg/mL em ACN. Para a
solubilizagdo, a amostra foi mantida em banho de ultrassom por 10 minutos e
transferida para um vial adequadamente identificado. O fluxo de eluicao foi de
14 mL/min e a deteccédo foi obtida em dois comprimentos de onda, 254 e 350
nm. O eluente utilizado foi &gua (A) e acetonitrila (B), empregando-se o gradiente
descrito na Tabela 8. A coleta das fracdes foi realizada manualmente e baseada
nos tempos de retencdo dos picos detectados no cromatograma. Esse
procedimento foi repetido 12 vezes, totalizando 362,9 mg de massa injetada. As
fracdes obtidas foram reunidas, acidificadas com HCI e submetidas a extragéo
com diclorometano. O solvente orgéanico foi eliminado em evaporador rotativo
sobre pressao reduzida, a temperatura maxima de 50°C. As massas e 0S
rendimentos obtidos foram calculados (Tabela 9).

Tabela 9: Gradiente de eluicdo empregado nas analises por HPLC em escala

preparativa.

Tempo (min) A% B%

0 95 5

20 62 38

32 62 38

38 5 95

40 5 95

40,5 95 5

50 95 5

A: agua; B: acetonitrila
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Tabela 10: Fracionamento de DCM2 de B. calvescens por HPLC em escala

preparativa.
Fracoes Tr (min) Massa (mg) Rendimento (%)
Pico 1 22,8 0,9 0,25
Pico 2 24,25 6,3 1,74
Pico 3 29,18 7,1 1,96
Pico 4A 30,65 14,8 4,08
Pico 4B 31,42 18,3 5,05
Pico 5 38,17 14,3 3,94
Pico 6 39,79 26,3 7,25

4.12 Elucidacao estrutural das substéncias isoladas

Os experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) monodimensionais
('H, e '3C) e bidimensionais (HSQC e HMBC) foram obtidos no Departamento
de Quimica (DQ) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) em
espectrémetro Bruker Avance DRX - 400 MHz a 25 °C, pelo Prof. José Dias de
Sousa Filho. O tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como padrédo interno para
ambos os nucleos. O solvente empregado para as analises foi o dimetilsulfoxido
deuterado (ds-DMSO)

4.13 Ensaios bioldgicos in vitro

4.13.1 Cultivo celular

Para a avaliacao do potencial de reducao de citocinas proé-inflamatérias in vitro,
foram utilizadas células THP-1 (células de leucemia monocitica humana aguda,
ATCC TIB-202) cultivadas em frascos estéreis contendo meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), e mantidas em atmosfera
umedecida de 5% de CO2 a 37 °C.

4.13.2 Avaliacao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico de sulforodamina B
(SRB), modificado, sendo necesséria a diferenciagdo das células monociticas
em macréfagos através do estimulo com acetato miristato de forbol (PMA). Esse



53

método é fundamentado na capacidade do corante SRB de se ligar aos
componentes proteicos das células previamente fixadas com acido
tricloroacético (TCA), permitindo a determinagcdo da biomassa celular total
viaveis (VICHAI; KIRTIKARA, 2006).

Uma suspensédo das células THP-1 cultivadas foi preparada na densidade de
1,0x108 células/mL, obtida através de centrifugagdo (800 rpm, 5 min) do
conteudo de um frasco de cultura e ressuspensao sequencial do pellet com RPMI
suplementado com 10% de SFB. Aliquotas de 100 pL desta suspensao e 2 pL
de PMA foram transferidas para uma microplaca de 96 pocos, que foi incubada
durante 6 horas em estufa com atmosfera umedecida de 5% de CO2 a 37 °C,
para a diferenciacdo e adesado celular. Posteriormente, o meio original foi
eliminado e as células foram carenciadas com aliquotas de 100 yL de meio RPMI
suplementado com 2% SFB e incubadas novamente nas mesmas condigbes por
12 horas. Apds esse periodo, os extratos foram solubilizados em 100 uL de
DMSO e submetidos a diluicbes sequencias com meio RPMI 2% SFB para
subsequente plagueamento na concentracao fixa de 20 ug/mL. A microplaca foi

novamente incubada nas mesmas condig6es por 18 horas.

Apoés o periodo de incubacgéo, foram adicionados 100 yL da solu¢cdo de TCA
(10% v/v) a 4 °C, para promover a fixagdo celular e a microplaca foi incubada a
4 °C por 1 h. Em sequéncia, o sobrenadante foi descartado e os pocos foram
lavados cuidadosamente por quatro vezes 200 pL de agua destilada, e a placa
foi mantida em repouso para secagem por 24 h. Apos esse periodo, 100 pL da
solugdo de SRB 0,057 % m/v foram adicionados, e a placa foi mantida a
temperatura ambiente por 30 minutos. O excesso de corante presente nos pogos
foi removido por meio de quatro ciclos de lavagem com 200 uL de solucao de
acido acético (1% v/v) e a placa deixada para secar, novamente, por 24 horas.
Posteriormente, 100 yL de solugdo Tris Base 10 mM (pH 10,5) foram
adicionados, para a extracao do corante ligado as proteinas. A placa foi agitada
durante 5 minutos no leitor de microplacas e a densidade 6ptica foi medida a 510
nm em espectrofotémetro (Tecan, Infinite M200).

A viabilidade celular foi calculada de acordo com a férmula (A—-B/C - B) x 100,
onde A, B e C correspondem as absorbancias das amostras, branco e controle
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negativo, respectivamente. As amostras que apresentaram viabilidade celular
superior a 90% foram consideradas nao toxicas e foram consideradas elegiveis
para a realizacao do ensaio de quantificagao de citocinas pré-inflamatoérias.

4.13.3 Determinacao da concentracao de citocinas proé-inflamatérias TNF e
IL-1B produzidas por células THP-1 estimuladas com LPS

A avaliagéo do potencial efeito de redugéo das citocinas pro-inflamatorias in vitro
foi feita por imunoensaio (WEISS et al, 2004) utilizando células THP-1
estimuladas por LPS. Para isso, 100 pL de suspensao celular (1 x 10° células)
em meio RPMI suplementado com 2% de SFB foram transferidos para uma
microplaca de 96 pocos, que foi incubada durante 24 horas em atmosfera
umedecida de 5% de CO2 a 37 °C. Apo6s incubacdo, os extratos foram
solubilizados em DMSO e submetidos a diluicdes sequenciais com meio RPMI
suplementado com 2% de SFB nas concentragdes pré-estabelecidas. Uma
porcdo de 100 pyL da solucdo das amostras foi adicionada aos pocos
correspondentes da microplaca e a placa foi incubada por 3 horas nas mesmas
condicoes. Posteriormente, 20 uL de LPS (1 ng/mL) foram adicionados aos
pocos, € a microplaca foi novamente incubada por 12 horas nas mesmas
condigdes. Apds esse periodo, a microplaca foi centrifugada (1800 rpm, 5 min)
e 100 pL do sobrenadante foi coletado para a quantificacdo das citocinas pelo
método de ELISA, conforme o protocolo descrito abaixo.

4.13.4 Protocolos de ELISA para ensaios in vitro
Para a determinacdo da concentracdo de citocinas proé-inflamatérias foram
utilizados kits de ELISA da R&D Systems (DY210-KIT TNF, DY201-KIT IL-1B), e

o ensaio foi realizado conforme as orientacées do fabricante.

Em microplacas de 96 pocos, foram adicionados 100 uL/poc¢o de anticorpo de
captura de TNF ou IL-1B (4 pg/mL) solubilizados em PBS. As microplacas foram
mantidas a 4 °C durante 12 horas. Apos a incubacgéo, as microplacas foram
lavadas 3 vezes com tampao de lavagem (PBS/Tween 20 0,1% v/v) em um

lavador de placas automatico (Bio-Rad, ImmunoWash 1575). As microplacas
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foram completamente secas e, na sequéncia, foram adicionados 200 uL da
solucao de blogueio (1% de albumina de soro bovino em PBS), em todos os
pocos, e mantidas sob agitacao por 2 horas. Apés esse periodo, as microplacas
foram novamente lavadas e secas. Em seguida, foram adicionados 100 uL das
amostras ou dos padrdes de TNF (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,6,
pg/mL) e IL-1B (500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,6 e 7,81 pg/mL) e as microplacas
foram incubadas por 18 horas a 4 °C e posteriormente lavadas e secas. Em
seguida, 100 pL de solucao de anticorpos de deteccdo de TNF (500 ng/mL) ou
IL-1B (200 ng/mL) foram adicionados em todos 0s po¢os, e as microplacas foram
mantidas sob agitacao por 2 horas. Apés este periodo, as placas foram lavadas
e secas e, na sequéncia adicionaram-se 100 yL de uma solugao contendo
estreptavidina ligada a peroxidase (R&D system), em todos os pogos. As
microplacas foram incubadas por 30 minutos na auséncia de luz, para posterior
lavagem e secagem vigorosa das microplacas. Em seguida, foram adicionados
100 uL de uma solucdo de o-fenilenodiamina (OPD) em tampao citrato (0,4
mg/mL) e 2,4 pyL de perdxido de hidrogénio. A reacao foi interrompida apés 30
minutos com a adicao de 50 pL de acido cloridrico a 1 mol/L. O produto de
oxidacao do OPD foi detectado em leitor de microplacas em 490 nm (Tecan,
Infinite M200).

A concentracdo de TNF e IL-13 foi calculada através da utilizacdo da curva
padrao de concentracdo-resposta construida para cada citocina.

4.13.5 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada empregando o programa Prism GraphPad 5.0
(GraphPad Software Inc., EUA) utilizando ANOVA, seguida do poOs-teste de
Tukey para comparagdes multiplas. Os resultados foram expressos como média
+ DP e considerados significativamente distintos quando p < 0,05. As amostras
foram testadas em triplicata nas concentracdes adequadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desreplicacao dos extratos utilizando UPLC-ESI-MS

As estratégias de desreplicacao dependem de técnicas analiticas e da pesquisa
de banco de dados para determinar a identidade de compostos ativos no estagio
inicial da pesquisa. Desta forma, a desreplicacdo permite a identificacdo de
substancias ja conhecidas, o que racionaliza a busca e minimiza esforcos no
isolamento de substancias previamente descritas. Assim, 0S recursos Sao
direcionados para o isolamento de produtos naturais inéditos ou pouco comuns
(GAUDENCIO; PEREIRA, 2015).

Os métodos hifenados usam a combinagdo de dois (ou mais) métodos de
separacao e deteccdo, o que permite uma identificacao rapida de compostos
presentes em uma matriz complexa, como é o caso dos extratos provenientes
de plantas. Assim, analises por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas (UPLC-MS) sao frequentemente empregadas nos
estudos fitoquimicos para a identificacao de metabdlitos especiais presentes em
extratos e fracbes derivados de plantas. Desta forma, o uso dessas técnicas é
uma ferramenta com alta seletividade e sensibilidade, fornecendo informacdes
importantes para a identificacdo de substancias ja descritas ou inéditas
(GAUDENCIO; PEREIRA, 2015).

No presente trabalho, a técnica de UPLC-ESI-MS foi empregada, inicialmente,
com o objetivo de obter perfis cromatograficos das amostras e identificar
metabdlitos secundarios presentes nos extratos. Assim, os extratos foram
distribuidos em grupos de acordo com a similaridade dos perfis cromatograficos
e apenas um extrato de cada grupo foi analisado in vitro objetivando reduzir o
namero de analises e os custos. A estratégia utilizada nas analises foi buscar na
literatura dados (massa molecular, espectro de UV e de massas) das
substancias ja isoladas de plantas do género Baccharis e construir uma tabela
de consulta com esses dados compilados (dados ndo mostrados). Uma vez que,
nao existe comercialmente um banco de dados de produtos naturais analisados
por UPLC-ESI-MS, devido a grande dificuldade de padronizacdo dos diferentes

parametros utilizados nas analises.
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Os espectros de massas foram obtidos tanto no modo de ionizagao positivo
quanto no negativo. Os dados de absorcdo no UV (Amax) foram importantes,
principalmente, para a identificagdo de diferentes classes de flavonoides como
flavanonas (Amax 275-295 nm e ombro de 300-330 nm); flavonas (Amax 250-280
nm e 310-330 nm) e flavondis (3-OH livre) (Amax 250-280 nm e 350-385 nm)
(MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970).

Apés as analises, os extratos foram subdivididos em 13 grupos de acordo com
a similaridade dos perfis cromatogréficos (Figura 4, pag. 57). A Tabela 10 (pag.
59) apresenta os dados obtidos pelas andlises de UPLC-ESI-MS. Inicialmente,
nesse estudo, foram avaliadas apenas as substancias polifendlicas que
apresentam como caracteristica a capacidade de se fragmentar, tanto no modo
positivo quanto no modo negativo de ionizagdo. Desta forma, alguns picos nos
cromatogramas nao foram considerados devido o perfil do espectro de UV nao
ser caracteristico de substancias fendlicas. A partir dos dados da tabela
construida com dados compilados da literatura, foram sugeridas estrutura de
substancias fendlicas putativas (Figura 5, pag. 62). Uma limitacao do uso da
espectrometria de massas na identificacdo putativa de compostos consiste na
dificuldade de diferenciar facilmente isémeros de posi¢ao, por isso, na tabela
pode-se encontrar mais de uma substancia para 0 mesmo espectro de massas

e tempo de retencéo.

A andlise dos perfis cromatograficos obtidos (Apéndice A-T, pags. 109 a 128)
nao evidenciou uma diferenca significativa entre perfis de plantas da mesma
espécie, que foram coletadas em diferentes locais. Também ndo houve
diferencas significativas entre os perfis de folha e caule para as espécies nas
quais essa distincao foi possivel. Desta forma, para os ensaios in vitro, optou-se
por analisar as folhas, de um exemplar de cada espécie, devido a maior
quantidade de material vegetal disponivel e ao maior rendimento dos extratos
hidroetandlicos.

As substéancias putativas obtidas a partir das analises foram classificadas com
base na massa molecular em 11 grupos, totalizando, 28 possiveis substancias
fendlicas para as espécies analisadas (Tabela 11, pag.61). Os is6meros
derivados do acido clorogénico, acido 3,4-di-O-cafeoilquinico e acido 3,5-di-O-
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cafeoilquinico, foram as substancias mais frequentes, sendo identificados em 9
espécies. Os flavonoides sdo encontrados em 10 grupos, destes apenas trés
grupos (lll, VIII e X) ndo apresentaram um grupo metoxila ligado ao nucleo
flavénico. Pode-se observar uma predominancia de derivados monometoxilados
(I, 1V, V e IX) enquanto grupos com nucleo flavénicos dimetoxilados e
trimetoxilados foram observados em dois grupos (VI e VII) e em um (XI) grupo,
respectivamente. Com base nesses resultados, observa-se que a presenca de
flavonoides  metoxilados representa uma importante caracteristica

quimica/biossintetica de espécies do género Baccharis.
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Figura 4: Perfis cromatograficos dos extratos hidroetanélicos das 13 espécies do
género Baccharis selecionadas no presente estudo. A) B. altimontana, ext. folhas; B) B.
brevifolia, ext. folhas; C) B. calvescens, ext. folhas; D) B. hemiptera, ext. partes aéreas;
E) B. imbricata, ext. folhas; F) B. magnifica, ext. folhas G) B. megapotamica, ext. folhas;
H) B. myriocephala, ext. partes aéreas; |) B. opuntioides, ext. partes aéreas; J) B.
parvidentata, ext. folhas; K) B. platypoda, ext. folhas; L) B. reticularia, ext. folhas; M) B.
retusa, ext. folhas.
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Tabela 11: Dados espectroscépicos e possiveis constituintes do extrato

etandlico de espécies de Baccharis por UPLC-ESI-MS.

Ter Amax Possiveis substancias

Grupo (min)  (nm) [IM-HI - [M+H]" MM Putativas

301 218 515,35 517,30 516 Acido 3,4-di-O-cafeoilquinico
’ 327 (100%) (50%) Acido 3,5-di-O-cafeoilquinico
571 315,15 317,04 3-O-Met||qu_ercet|na
4,06 o o 316 Nepetina
345 (100%) (100%) :
B. altimontana 276 29927 301,16 ECur?saofglr:r;?
(Extrato 28) 4,66 345  (100%)  (100%) 300 Hispidulina
Jaceosidina
4.74 272 329,13 331,21 330 Desmetoxicentaureidina
’ 345 (100%) (100%) Cirsiliol
4’,5,7-Triidroxi-6,8-dimetoxiflavona
460 273 299,15 300,78 300 Crisoeriol
B. brevifolia ’ 333 (100%) (100%) Hispidulina
(Extratos 5 e 6) 275 313,19 315,15 Cirsimaritina
520 333 (100%)  (100%) o4 Pectolinaringenina
3.00 218 5516 517,37 516 Acido 3,4-di-O-cafeoilquinico
’ 307 (100%) (50%) Acido 3,5-di-O-cafeoilquinico
288 271,18 272,75 ) .
4,16 (100%) (100%) 272 Naringenina
267 268,91 270,80 .
B.calvescens 0 333 (100%)  (100%)  27° Apigenina
(Extratos 10, 11, 4.60 272 298,96 300, 78 300 Crisoeriol
12 e 13) ’ 333 (100%) (100%) Hispidulina
521 275 313,13 314,71 314 CII’S'ImE.lI’I'[Ina'
333 (100%) (100%) Pectolinaringenina
267 283,02 285,10 Genkwanina
5,68 333 (1 Od"/o) (1 Odo/o) 284 Apigenina-5-metil éter
2’-Metoxicrisina
B. hemiptera 3.01 219 515,35 516,86 516 Acido 3,4-di-O-cafeoilquinico
Extrato 20 ’ % % cido 3,5-di-O-cafeoilquinico
( ) 327 (100%) (50%) Acido 3,5-di-O-cafeoilquini
Jaceosidina
4.49 267 329,07 331,27 330 Desmetoxicentaureidina
’ 358 (80%) (100%) Cirsiliol
4’ ,5,7-Triidroxi-6,8-dimetoxiflavona
N 270 299,08 301,16 Crisoeriol
(Exﬁé ’{;’fﬁ’ﬁﬂ 5 4,58 334 (100%)  (100%) 300 Hispidulina
5,27 ogg 28699 28503 o4 Dichooroxiing A
’ (100%) (100%) .
Sakuranetina
266 299,08 301,16 Crisoeriol
5,62 362  (100%)  (100%) 300 Hispidulina
B. magnifica 301 219 515,35 516,99 516 écido 3,4-di-O-cafeoilquinico
(Extratos 26 e 27) ’ 327 (100%) (50%) Acido 3,5-di-O-cafeoilquinico
B. megapotamica 301 219 515,23 517,49 516 écido 3,4-di-O-cafeoilquinico
(Extratos 22 e 23) ’ 327 (100%) (50%) Acido 3,5-di-O-cafeoilquinico
300 217 515,16 517,24 516 Acido 3,4-di-O-cafeoilquinico
’ 327 (100%) (50%) Acido 3,5-di-O-cafeoilquinico
275 313,13 315,21 Cirsimaritina
5,20 . : 314 S )
B. (rréyrioce%l;a/a 332 (100%) (100%) Peﬁgcggg:gﬁrgna
xtrato .
5,39 274 34324 34488 5, Xégmqlﬁg)l
L) O, O,
345 (100%) (100%) Penduletina
3,4, 7-Trimetilquercetina
. 218 515,29 517,18 Acido 3,4-di-O-cafeoilquinico
(gkt?gt%’;t’quezsg 3,01 327 (100%)  (100%) 218 Acido 3.5-di-O-cafeoilquinico
e 32) 4,15 ogg  2/1.1 273,13 575 Naringenina

(100) (100%)
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267 269,16 2711 N
4,49 334 (100%)  (100%)1 270 Apigenina
Isosakuranetina
5,26 288 (21%%3% (218070’3/1) 286 Diidrooroxilina A
° ° Sakuranetina
267 283,21 285,10 Genkwanina
5,67 333 (1 Od°/o) A 00!%’) 284 Apigenina-5-metil éter
2’-Metoxicrisina
B. parvidentata A AL S
(Extratos 16,17, 3,01 e s BIIT s1e a0 3 &db O-cateatauinico
18,19, 24 ¢ 25) ( o) (50%) cido 3,5-di-O-cafeoilquinico
3.00 218 515,16 517,18 516 Acido 3,4-di-O-cafeoilquinico
’ 327 (100%) (50%) Acido 3,5-di-O-cafeoilquinico
287,11 288,75 Aromadendrina
B. platypoda 3,61 287 [qoow)  (oow) %88 Eriodictiol
(Extratos 30, 31, 271,24 272,69 . .
33 e 34) 4,15 288 (100%) (100%) 272 Naringenina
Isosakuranetina
5,26 288 (2180%;6) (2180%37) 286 Diidrooroxilina A
° ° Sakuranetina
287,05 289,00 Aromadendrina
3,61 287 qoow)  (100%) B8 Eriodictiol
406 270 31502 31685 .. 3-OMelliquarcefina
’ 346 (100%) (100%) peur
. . Eupafolina
B. reticularia - -
(Extratos 1, 2 4.59 272 299,08 301,16 300 C_)rls_oerl_ol
7e8) T ’ 333 (100%) (100%) Hispidulina
Jaceosidina
Desmetoxicentaureidina
272 329,13 331,08 -
4,74 345 (100%) (100%) 330 Cirsiliol
4’ 5,7-Triidroxi-6,8-dimetoxiflavona
271,11 272,69 ) .
4,16 287 (100%) (100%) 272 Naringenina
267 269,16 270,99 .
B. retusa 4,49 333 (100%) (100%) 270 Apigenina
(Extratos 3 e 4) Genkwanina
568 267 283,21 285,16 o84 o o
) 333 (100%) (100%) Apigenina-5-metil éter

2’-Metoxicrisina

Tr: tempo de retengdo; MM: massa molecular
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Tabela 12: Caracteristicas das substancias putativas fendlicas identificadas e

sua frequéncia nas espécies de Baccharis em estudo.

A . Numero de Grupo s
Grupo Substéancia Putativa espécies Classe Metoxila Posicao
Acido 3,4-di-O-cafeoilquinico 9 Acido - -
| fendlico
(MM =560 Da) | 4igo 3,5-di-O-cafeoilquinico 9 fAC,'O.'O : :
endlico
I Crisoeriol 6 Flavona 1 3
(MM =300 Da) | yispidulina 6 Flavona 1 6
1l . .
(MM = 272 Da) Naringenina 4 Flavanona - -
2’-Metoxicrisina 3 Flavona 1 5
v S o
(MM = 284 Da) Apigenina-5-metil éter 3 Flavona 1 5
Genkwanina 3 Flavona 1 7
Diidrooroxilina A 3 Flavanona 1 6
V H 1
(MM = 286 Da) Isosakuranetina 3 Flavanona 1 4
Sakuranetina 3 Flavanona 1 7
Vi Cirsimaritina 3 Flavona 2 6,7
(MM = 314 Da) Pectolinaringenina 3 Flavona 2 6, 4'
4’ 5,7-Triidroxi-6,8- 3 Flavona > 6 8
dimetoxiflavona ’
VIl Cirsiliol 3 Flavona 2 6,7
(MM = 330 Da) Desmetoxicentaureidina 3 Flavona 2 4'
Jaceosidina 3 Flavona 2 6, 3'
VI S
(MM = 270 Da) Apigenina 3 Flavona -
3-O-Metilquercetina 2 Flavona 1 3
IX .
(MM = 288 Da) Eupafolina 2 Flavona 1 6
Nepetina 2 Flavona 1 6
X Aromadendrina 2 Flavanonol - -
(MM =344 Da) | gigdictiol 2 Flavanona - -
3,4’,7-Trimetilquercetina 1 Flavona 3 3,7, 4
Eupatilina 1 Flavona 3 6, 3, 4'
Xl . ,
(MM = 344 Da) Nevadensina 1 Flavona 3 6,8, 4
Penduletina 1 Flavona 3 3,6,7
Xantomicrol 1 Flavona 3 6,7,8




Figura 5: Estruturas das possiveis substancias fendlicas identificadas

putativamente nas espécies de Baccharis em estudo

|Grupo 1 v = 516 Da) | OH |Grupo 1l (MM = 300 Da)| R
(0] © X OH or
HO \\\O HO
HO
OR; Ry
OR, OH O

Hispidulina: R4 = H; R, = MeO; Rz = H

3,5-dicafeoilquinico: R1 = H; Ry = Grupo Caffeoil
Crisoeriol: R1=H; Ry = H; R3 = MeO

3,4-dicafeoilquinico: Ry = Grupo Caffeoil; R,= H

| Grupo IV (MM = 284 Da) |

|Grupo Il (MM = 272 Da) |

OH O Apigenina-5-metil eter: R1= CHz; R,= H; R3 = OH; R4 =H OH O
Naringenina 2'-Metoxicr'isina: R1=H; Ro=H; R3 = H; R4 = MeO Avicen
Genkwanina: Ry = H; Ry= CH3; R3 = OH; Ry =H pigenina

Grupo V (MM = 286 Da) | Rs Grupo IX (MM = 316 Da) | OR3

R4
R,0 l 0 O

R1
OH O

OH O

64

Diidrooroxilina A: R1=MeO; R =H; Rz =H; R4 =H
Isosakuranetina: R1= H; Ry = H; Rz = H; R4 = MeO
Sakuranetina: Ry = H; R, = CH3; R3 = H; R4, = OH

3-O-Metilquercetina: Ry = MeO; Ry =H; R3=H; R4=H
Eupatilina: R1 = H; R, = MeO; Rz = Me; R4 = Me
Nepetina: R1= H; R, = MeO; R3=H; Rg4=H

Grupo VI (MM = 286 Da) | ORs Grupo VIl (MM =300 Da) | R

R3O

OH O
OH O

Pectolinaringenina: Ry = H; R;= OMe; R3 = H; R4 = Me
Cirsimaritina: R1 = H; R, = OMe; Rz = Me; R4 = H 4' 5 7-Triidroxi-6,8-dimetoxiflavona:
R1= H; R2= MeO; R3= H; R4= H
Cirsiliol: R1=MeO; R,=H; R3 =OH; R4 =H
Jaceosidina: Ry = H; R, = H; R3 = MeO; R4 = H

Grupo XI (MM = 344 Da)| Rs

Grupo X (MM =288 Da) | R

Rs
R3O l o O

R2 K R4

OH O
Eupatilina: R1= H; R, = MeO; R; = H; R4 = H; Rs = MeO; Rg = Me
Xantomicrol: R1=H; R, = OH; R3 = Me; R4 = MeO; Rs = H; Rg = H
Penduletina: R1= MeO; R, = MeO; Rz =MeO; R4=H; Rs =H; Rg=H
Nevadensina: Rq=H; R,=MeO; R;3 = H; R4 = MeO; R5 = H; Rg = Me
3,4',7-Trimetilquercetina:
R4 = MeO; R, =H; Rz =Me; R4 =H,; R5=OH; Rg = Me

OH O

Aromadendrina:
R1=OH; R2= H; R3= H; R4=H; R5=OH

Desmetoxicentaureidina: Ry = H; R, = H; Rz = OH; R4 = MeO

Eriodictiol: R1= H; R, = H; Rz = H; R4 = OH; Rs = OH
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5.2 Efeito in vitro dos extratos hidroetandlicos de espécies do género
Baccharis sobre mediadores proé-inflamatérios

No total foram avaliados 13 extratos, destes, 12 apresentaram viabilidade celular
acima de 90%, nao apresentando toxicidade para as células THP-1 na
concentracao de 20 yg/mL avaliado pelo método da SRB. Apenas o extrato de
B. megapotamica apresentou toxicidade, reduzindo em 20% a viabilidade celular
sendo, portanto, excluido dos testes de reducao da liberacao de citocinas in vitro.

A citotoxicidade da B. megapotamica corrobora os dados da literatura, que
relatam a morte de bovinos e ovinos causada pela intoxicacdo por essa espécie
(PEDROSO et al, 2010). Estudos de KUPCHAN e colaboradores (1976)
demonstraram atividade citotdéxica do extrato etandlico frente as células KB
(carcinoma nasofaringeo) in vitro e em um modelo P-388 de leucemia murina in
vivo, atribuindo esses efeitos a tricotecenos macrociclicos, como baccharina

(17), isobaccharina (18), baccharinol (19) e isobaccharinol (20).
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Em relacéo ao potencial de redugéo das citocinas pré-inflamatérias TNF e IL- 13,
nao foi observado liberacdo significativa das citocinas pro-inflamatérias por
células tratadas com a dexametasona (Dx), corticoide empregado como controle
positivo, ou com os extratos selecionados sem a adicdo do estimulo inflamatério

(LPS), indicando auséncia de efeito pro-inflamatoério para as amostras avaliadas.

Com o objetivo de selecionar extratos com alta atividade de reducéao de liberagéao
de citocinas, foi selecionada uma Unica concentracao dos extratos a ser testada,
20 ug/mL (Figura 6). Observou-se maior efeito sobre a liberacdo da citocina IL-
1B8. Com excecao do extrato de B. parvidentata, todos apresentaram reducao
significativa da liberacdao de IL-1B, com destaque para os exiratos de B.
calvescens e B. imbricata, que promoveram 90,85 + 0,85 % e 89,33 + 2,49 % de
reducao, respectivamente. Em relacdo a liberacdo da citocina TNF, a reducao
foi mais moderada. Os extratos de B. reticularia, B. retusa, B. brevifolia, B.
myriocephala, B. platypoda, B. imbricata, B. altimontana e B. opuntioides
apresentaram reducao significativa de liberacao de TNF, com destaque para os
extratos de B. imbricata e B. altimontana, que promoveram 56,75 + 3,70 % e
55,57 + 4,04 % de reducéo, respectivamente. Apds a triagem inicial, o extrato de
B. calvescens foi selecionado para o estudo fitoquimico e potencial de reducéo
da liberacdo das citocinas pré-inflamatérias, devido sua seletividade da
resposta/efeito em reduzir os niveis de IL-1pB, citocina envolvida na fisiopatologia

da artrite gotosa.
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Figura 6: Reducgéo da liberacdo de mediadores proé-inflamatérios dos extratos
hidroetandlicos de folhas de espécies do género Baccharis na concentracao de
20 pg/mL em células THP-1 estimuladas com LPS (1 ng/mL). Os dados

*kk

representam a média + DP em triplicata. *** p < 0,001, comparado com cel + LPS
+ DMSQO: controle tratado com o veiculo; cel + meio e cel + LPS: células nao
tratadas; DMSO: solvente (controle); Dx: dexametasona (0,2 uM). A) IL-13; B)

TNF.
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Os resultados apresentados nesse trabalho, corroboram o uso popular das
espécies do género Baccharis frente as doengas de carater inflamatério. Dentre
as 13 espécies desse estudo, a Unica espécie que apresentou dados citados na
literatura sobre atividade anti-inflamatéria foi a B. retusa. Taguchi e
colaboradores (2015) demonstraram que a sakuranetina (21), uma flavanona
isolada do extrato diclorometanico de partes aéreas de B. retusa diminuiu a
inflamacdo pulmonar com reducao dos niveis das citocinas TNF e IL-13 em
camundongos com enfisema induzido por elastase. Outro estudo, também
utilizou sakuranetina isolada de folhas de B. retusa, demonstrou a redugéao das
populacdes de macréfagos, e dos niveis de TNF e IL-18 no pulmao de
camundongos com lesédo pulmonar aguda induzida por LPS (BITTENCOURT-
MERNAK et al, 2017).

*
*
*

*
*
*

|
B. magnifica {1~ !

B. altimontana
B. opuntioides
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(21)

O uso tradicional de plantas do género Baccharis para o tratamento de doencas
inflamatérias foi relatado para extratos de B. coridifolia, B. illinita, B. salicifolia, B.
pentlandii e B. teindalensis, B. floribunda, B. trimera, B. latifolia, B. obtusifolia, B.
Subalata e B. pentlandii, em paises como Brasil, Argentina, Coldémbia, Chile,
Bolivia, Venezuela e México (ABAD; BERMEJO, 2007).

Entretanto, estudos experimentais que comprovam a agado anti-inflamatoria
ainda sao limitados a poucas espécies. Pode-se citar: extrato aquoso de partes
aéreas de B. trimera (OLIVEIRA et al, 2012; NOGUEIRA et al, 2011; PAUL et al,
2009) extrato hidroetandlico bruto de folhas de B. illinita (BOLLER et al, 2010);
extrato hidroetandélico bruto de folhas de B. dracunculifolia (SANTOS et al, 2010);
extrato aquoso das partes aéreas de B. genistelloides (COELHO et al, 2004) e
Oleos essenciais de B. articulata, B. genistelloides, B. dracunculifolia e B.
gaudichaudiana (FLORAO et al, 2012). Os nimeros limitados de trabalhos que
investigam o potencial anti-inflamatério das espécies do género Baccharis
demonstram a relevancia do presente trabalho.

5.3 Estudo fitoquimico de Baccharis calvescens

O extrato hidroetandlico de B. calvescens, foi obtido por percolacdo exaustiva
com EtOH 96 °GL, com rendimento de 30,2%, sendo maior que o0 obtido na
extracdo por maceragao (10,8%). Posteriormente, o fracionamento do extrato
percolado foi realizado por particao liquido-liquido sequencial com n-hexano,
diclorometano e acetato de etila, visando obtencao dos metabdlitos especiais de
acordo com sua polaridade. Para a investigacdao da composicdo quimica o
extrato obtido por percolacao e as fragcdoes obtidas foram analisados no UPLC-
ESI-MS (Figuras 7 e 8).
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Figura 7: Perfil cromatogréafico dos extratos de B. calvescens registrados em 240
nm. A) extrato hidroetandlico obtido por percolacao; B) extrato hidroetandlico
obtido por maceracao. Para condicdes cromatograficas ver item 4.10
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Figura 8: Perfil cromatografico das fracdes de B. calvescens. A) fracdo hexanica;
B) fracao diclorometanica (DCM); C) fracao acetato de etila (AcOEt); D) fracéao

metanol:agua. Para condicoes cromatograficas ver item 4.10
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Nao houve diferenca significativa entre os perfis cromatograficos obtidos por
maceracgao e percolacdo. Observou-se que na fragdo hexanica (rendimento de
1,81%) sédo observadas substancias nao fendlicas, cujos espectros de absorcao
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no UV obtidos on line ndo apresentam bandas de absor¢éo préximas a 254 nm.
Na fragdo DCM (rendimento de 35,6%) concentram-se os cinco flavonoides
identificados na caracterizacdo preliminar do extrato. J4 a fracdo AcOEt
(rendimento de 10,27%), apresentou um perfil menos complexo, sendo que o
pico com maior absor¢ao corresponde a um derivado do acido dicafeoilquinico,
enquanto a fracao metanol:agua (rendimento de 36,60%) ndo apresentou picos

significantes.

Uma analise mais detalhada por UPLC-DAD-ESI-MS/MS foi realizada com o
extrato visando identificar os isémeros fendlicos através do perfil de
fragmentacao. A Tabela 12 apresenta os fragmentos registrados em analises no
modo de ionizacao positivo e negativo, assim como o tempo de retencao (Tr) e

UV (Amax) de seis picos.

A andlise dos flavonoides foi realizada pela identificagdo dos padroes de
fragmentacao caracteristicos dessa classe (Figura 9), como a quebra do anel
heterociclico em diferentes posicoes, permitindo a identificacao da posi¢cao dos
grupos substituintes (FABRE et al, 2001).

Figura 9: Esquema de fragmentacao de flavonoides.

(m/z = 146)

1,3A- | —— OH

(m/z = 152)
HO.
12B-
(m/z = 106)
SN
B (m/z = 118)
L4A- 0.4B-
(m/z = 124) (m/z = 162)

Fonte: Fabre et al (2001). Adaptado.
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Tabela 13: Dados espectroscdpicos e caracterizacao de constituintes do extrato

hidroetandlico de Baccharis calvescens por UPLC-ESI-MS/MS.

A Tr Amax Fragmentos [M+H]+ Fragmentos [M-H]- Massa e o
Substancia (min) (nm) (%) (%) Molar Identificacao
353,1 [M-H-163] (20%) )
1 3.00 235 163,1 [M+H-354] (100%) 191,0 [M-H-324] (100%) 516 Acido 3,5-di-O-
’ 327 179,3 [M-H-337] (50%) cafeoilquinico
173,0 [M-H-342] (10%)
151,0 [M-H-120] (100%)
2 4,14 288 153,1 [M+H-120] (100%) 118,9 [M-H-152] (30%) 272 Naringenina
177,1 [M-H-94] (30%)
269,2 [M-H] (100%)
267 271,2 [M+H] (100%) 225,1 [M-H-44] (30%) S
3 4,49 333 181.0 [M-H-88] (30%) 270 Apigenina
151,0 [M-H-118] (30%)
4 4,60 ggg 286,0 [M+H-15] (100%)  284,4 [M-H- 15] (100%) 300 NI
315,1 [M+H] (10%)
5 5 o1 275 300,2 [M+H-15] (20%) 298,5 [M-H- 15] (100%) 314 NI
’ 333 282,1 [M+H-33] (100%) 283,0 [M-H- 30] (60%)
254,2 1 [M+H-61] (70%)
267 285,0 [M+H] (100%) m o
6 5,67 333 270.1 [M+H- 15] (30%) 268,1 [M-H-15] (100%) 284 NI

(%): abundancia relativa; NI: ndo identificado

A substancia 1, com Tr = 3,00 min (Figura 10), apresentou o espectro no UV
caracteristico de acidos fenoélicos (Amax: 235, ombro 295 e 327 nm). O espectro
de fragmentacdo MS-MS no modo positivo do ion protonado [M+H]*, com relacao
massa/carga (m/z) 517, apresentou pico base com m/z 163,1, identificado como
acido clorogénico, apds a eliminagdo neutra de uma molécula de agua. O
espectro MS-MS no modo negativo, correspondente a fragmentacdo do ion
desprotonado [M-H]" com m/z 515, mostrou um fragmento com m/z 3583,1
correspondente a perda de uma molécula de acido clorogénico, enquanto os
picos base com m/z191,0 e 173,0 correspondem ao acido quinico o seu produto
de desidratacdo. O fragmento com m/z 179,3 demonstra a presenca do acido
clorogénico na molécula. Através da intensidade dos fragmentos é possivel
identificar qual é o isbmero do acido dicafeoilquinico. Clifford e colaboradores
(2005) afirmam que a intensidade baixa do pico com m/z 179 (< 50%) e a
auséncia do ion com m/z 335, formado pela perda de uma molécula de acido
clorogénico e agua, € caracteristica do is6bmero 3,5-di-O-cafeoilquinico,
enquanto a observacdo de dados opostos aos acima relatados representa o
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isbmero 3,4-di-O-cafeoilquinico. Assim, com base nessas informacdes a

substancia pode ser identificada como o acido 3,5-di-O-cafeoilquinico.

Figura 10: Espectros de UV e UPLC-ESI-MS/MS da substancia 1. A) UV
caracteristico de acidos fenélicos. B) Padrao de fragmentagdo no modo positivo.
C) Padrdao de fragmentacdo no modo negativo. D) estrutura do 3,5-O-
dicafeoilquinico.
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A substancia 2, com Tr = 4,14 min, (Figura 11), apresentou espectro de UV
caracteristico de flavonoides, sendo tipico de uma flavanona (Amax: 288 nm e
ombro 330 nm). O espectro de fragmentacdo MS-MS no modo positivo do ion
protonado [M+H]* com m/z 273, apresentou pico base com m/z 153,1,
correspondente ao anel A diidroxilado dos flavonoides apés quebra '3A do anel
heterociclico (Figura 9, pag. 68). O espectro MS-MS no modo negativo,
correspondente a fragmentacdo do ion desprotonado [M-H]" com m/z 271,
apresentou ion base com m/z 151,0, que corresponde ao anel A diidroxilado de
flavonoides e o pico com m/z 119,0, correspondente ao anel B monoidroxilado,
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apds quebra nas posicdes B do anel heterociclico (Figura 9, pag. 68). O
fragmento com m/z 177,1 corresponde a perda do anel B (FABRE et al, 2001).

Assim, a substancia pode ser identificada como naringenina.

Figura 11: Espectros de UV e UPLC-ESI-MS/MS da substancia 2. A) UV
caracteristico de flavanona. B) Padrdao de fragmentagcdo no modo positivo. C)

Padrao de fragmentacdo no modo negativo. D) estrutura da naringenina.
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A substancia 3, com Tr = 4,49 (Figura 12), também apresentou espectro de UV
caracteristico para flavonoides, sendo tipico de uma flavona (Amax: 267 e 333
nm). O espectro de fragmentacdo MS-MS no modo positivo de fragmentagcéao do
ion protonado [M+H]* com m/z 271,2 mostrou como pico base o proprio ion
molecular. O espectro MS-MS no modo negativo de fragmentacdo do ion
desprotonado [M-H]" m/z 269,2 também apresentou como pico base o ion
molecular. Os fragmentos com m/z225,1 e 181,0 correspondem a eliminacao de
uma e duas moléculas de CO2, respectivamente (FABRE et al, 2001). O
fragmento com m/z 151,0 corresponde ao anel A diidroxilado ap6s quebra do
anel heterociclico nas posi¢des 1,3 (Figura 9, pag. 68) (FABRE et al, 2001).
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Com base nos fragmentos obtidos, a substancia pode ser identificada como
apigenina.

Figura 12: Espectros de UV e UPLC-ESI-MS/MS da substancia 3. A) UV
caracteristico de flavonas. B) Padrdao de fragmentagdo no modo positivo. C)
Padrao de fragmentagcdo no modo negativo. D) estrutura da apigenina.
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A substancia 4, com Tr = 4,60, (Figura 13), apresentou espectro de UV
caracteristico de flavona (Amax: 268 e 333 nm). O espectro de fragmentagao MS-
MS no modo positivo do ion protonado [M+H]* com m/z 301 mostrou que o pico
base com m/z 286,0 corresponde a eliminacdo de um grupo metila. O espectro
MS-MS no modo negativo, correspondente a fragmentacao do ion desprotonado
[M-H] com m/z 299 teve como pico base o ion com m/z 284,4, que também
corresponde a perda de um grupo metila. Nao se observou as fragmentagdes
tipicas de flavonoides, relacionadas a quebra dos anéis A e B, portanto, néo foi
possivel identificar inequivocamente a substancia em relacdo aos isbmeros

possiveis, crisoeriol ou hispidulina.
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Figura 13: Espectros de UV e UPLC-ESI-MS/MS da substancia 4. A) UV
caracteristico de flavonas. B) Padrdo de fragmentagdo no modo positivo. C)
Padrao de fragmentacdo no modo negativo. D) estruturas dos possiveis

ISOmeros.
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A substancia 5, com Tr = 520 (Figura 14), apresentou espectro de UV
caracteristico de flavona (Amax: 275 e 333 nm). O espectro de fragmentacdo MS-
MS no modo positivo, correspondente a fragmentagcao do ion protonado [M+H]*
com m/z 315 teve como pico base o ion com m/z 282,2, que corresponde a
eliminagdo de um grupo metila e uma molécula de agua. O fragmento com m/z
300,2 corresponde a eliminacdo de uma molécula de agua, enquanto o
fragmento com m/z 254,2 corresponde a perda de CO (SILVERSTEIN et al,
2006). O espectro MS-MS no modo negativo, correspondente a fragmentacao
do ion desprotonado [M-H] com m/z 313, teve como pico base o ion com m/z
298,5, correspondente a eliminacdo de um grupo metila. O fragmento m/z 283,0
corresponde a eliminacao de dois grupos metilas. Nao foi possivel identificar
inequivocamente o composto em relagdo aos isdbmeros possiveis, cirsimaritina

ou pectolinaringenina.
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Figura 14: Espectros de UV e UPLC-ESI-MS/MS da substancia 5. A) UV
caracteristico de flavona. B) Padrdao de fragmentacdo no modo positivo. C)
Padrao de fragmentacdo no modo negativo. D) estruturas dos possiveis

isbmeros.
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A substancia 6 com Tr = 5,68 (Figura 15), apresentou espectro de UV
caracteristico de flavona (Amax: 267 e 333 nm). O espectro de fragmentagao MS-
MS no modo positivo do ion protonado [M+H]* com m/z 285 apresentou pico
base com m/z 285,0 correspondente ao ion molecular e o pico com m/z 270,17
que corresponde a eliminagdo de um grupo metila. O espectro MS-MS no modo
negativo, de fragmentacao do ion desprotonado [M-H]- m/z 283 teve como pico
base o ion com m/z 268,1, que também corresponde a eliminacao de um grupo
metila. Nao foi possivel identificar inequivocamente o composto em relacao aos

isbmeros possiveis, genkwanina, apigenina-5-metil éter ou 2’-metoxicrisina.
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Figura 15: Espectros de UV e UPLC-ESI-MS/MS da substancia 5. A) UV
caracteristico de flavona. B) Padro de fragmentacao no modo positivo. C) Padrao
de fragmentagdo no modo negativo. D) estruturas dos possiveis isdbmeros.
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5.4 Efeito in vitro dos extratos hidroetandlicos e fracoes de B. calvescens
sobre mediadores pré-inflamatoérios

O extrato hidroetandlico obtido por maceragdao assistida por ultrassom
apresentou maior atividade inibitéria na liberacdo das citocinas testadas em
relacao ao extrato hidroetandlico obtido por percolacao exaustiva (Figura 16). A
percolacao exaustiva apresenta capacidade de extracdo maior, 0 que pode ser
evidenciado pelo maior rendimento extrativo, no entanto, essa efetividade de
extracdo nédo se correlacionou com a atividade do extrato resultante.
Provavelmente os compostos com menor solubilidade em etanol tém menor

importancia na atividade do extrato.

Em relacdo as fragbes de B. calvescens, a fragdo DCM apresentou maior
percentual de reducao da liberagéo de IL-1 por células THP-1 estimuladas por
LPS na concentracao de 20 pg/mL, promovendo 75,64 * 3,14 % de reducao em
relacdo ao grupo controle. Esta fracado também apresentou reducao significativa
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na liberagdo de TNF, entretanto de forma muito mais modesta, com redugéo de

40,62 £ 4,25 % na liberagéo da citocina (Figura 16).

Figura 16: Reducéao da liberacdo de mediadores pro-inflamatérios dos extratos
hidroetandlicos e fracdes de B. calvescens na concentracao de 20 ug/mL em
células THP-1 estimuladas com LPS (1 ng/mL). Os dados representam a média
+ DP em triplicata. *** p < 0,001, comparado com cel + LPS + DMSO: controle
tratado com o veiculo; cel + meio e cel + LPS: células ndo tratadas; DMSO:
solvente (controle); Dx: dexametasona (0,2 uM); Extr. Macer: extrato maceracéao;
Ext. Perc: extrato percolagédo; F. DCM: fragao diclorometano; F. EtOAc: acetato
de etila. A) IL-13; B) TNF.
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A reducédo das citocinas pré-inflamatérias provavelmente esta relacionada aos
constituintes fendlicos da fracdo DCM, como flavonoides, uma vez que as
substancias responsaveis pelas atividades anti-inflamatérias relatadas para as
espécies de Baccharis sao polifendlicas, como acidos fendlicos, flavonoides e
cumarinas (ABAD; BERMEJO, 2007).

Flavonoides apresentam potencial na terapéutica de doencas inflamatorias
devido sua atuacdo na modulacdo da liberagcdo de citocinas. Estudos
desenvolvidos em macréfagos RAW 264,7 estimulados por LPS demonstram a
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reducao dos niveis de secrecao de IL-6 e TNF por diferentes flavonoides como
apigenina, crisina, diosmetina, kaempferol, luteolina, naringenina e quercetina,
nas concentracées de 50 e 100 nM (MUELLER; HOBIGER; JUNGBAUER,
2010), cirsimaritina, (25—100 pg/mL) (SHIN et al, 2017) e de iINOS, TNF, IL-1B e
IL-6 por genkwanina, 50 uM, (GAO et al, 2014).

Na literatura existem diversos artigos demonstrando a atividade in vivo de
flavonoides. Em diferentes modelos empregando camundongos, a apigenina
(<10 pM) mostrou agao inibitéria na producdo de NO e prostaglandina E2
(PGE2), inibindo a expressdo de iINOS e COX-2, respectivamente (PRINCE
VIJEYA SINGH et al, 2004). Leal e colaboradores (2009) descreveram que em
ratos e camundongos pré-tratados com isocampferidio (12,5, 25 e 50 mg/kg), por
via oral ou intraperitoneal, ocorreu a reducdo do edema da pata induzido por
carragenina, PGE2, histamina ou serotonina. O isocampferidio também inibiu o
acumulo de células inflamatérias no edema de pata e a migracao de leucécitos

e neutréfilos na cavidade peritoneal, no modelo de carragenina.

5.5 Refracionamento da fracao DCM de B. calvescens

A fragdo DCM (14,28 g) mostrou-se constituida por flavonoides, apds analises
detalhada do perfil cromatografico que apresentou varios picos com espectros
de UV caracteristicos desta classe de metabdlitos especiais. Desta forma, foi
realizada a extracao seletiva desses compostos da fracdo DCM. A estratégia
utilizada baseou-se na solubilizagdo dos flavonoides em solucao aquosa basica.
Os grupos fendlicos presentes em flavonoides se desprotonam em solugdes
aquosas com pH basico, desta forma essas substancias podem ser extraidas
seletivamente de um solvente organico imiscivel em &agua (ZUANAZZI,
MONTANHA; ZUCOLOTTO, 2017). Portanto, foi realizada uma extragao liquido-

liquido entre diclorometano e uma solucao aquosa de NaOH 5% (p/v).

Ap0és realizacao desta extracao liquido-liquido seletiva, obteve-se uma fragdo em
diclorometano, rica em substancias nao fendlicas, que apdés secagem do
solvente foi denominada de DCM1 (11,16 g), e uma fragdo aquosa rica em

flavonoides. A fracao aquosa foi acidificada, para a reprotonacao das hidroxilas



80

fendlicas, assim as moléculas neutras puderam ser novamente extraiveis com
solventes orgéanicos lipofilicos. A solucao acidificada rica em flavonoides
protonados foi submetida a particdo com diclorometano. Apdés secagem do
solvente, a fragéo foi denominada DCM2 (2,93 g).

Apds os processos extrativos, obteve-se um rendimento de 78% para a fracao
DCM1, o que demonstra a presenca majoritaria de substancias nao fendlicas na
fracdo DCM original.

Foi realizada uma analise por CCD de silica gel para a avaliagao preliminar dos
perfis cromatograficos das fracdes obtidas DCM1 e DCM2, em comparag¢ao com
o extrato hidroetandlico e as fracdes hexanica, diclorometanica e acetato de etila
(Figura 17).
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Figura 17: Perfil cromatografico obtido por CCD de silica gel para o extrato
hidroetandlico e as fracbes de B. calvescens. Condigbes cromatograficas:
eluente tolueno: acetona (8:2) acidificada 1% com &cido acético; revelador:
anisaldeido sulfurico seguido de aquecimento. Ext: extrato hidroetandlico; Hex,
fracao hexanica; DCM, fracado diclorometanica e EtOAc, fracdo em acetato de

etila.

Flavonoides

A extracdo em solugéo alcalina se mostrou eficiente para a extragéo seletiva dos
flavonoides. Observa-se que na CCD, as manchas relativas aos flavonoides
ficaram concentradas na fracdo DCM2 (manchas amarelas, com Rf's de 0,46 e
0,51). Esse resultado também foi confirmado por andlises empregando UPLC-
ESI-MS (Figura 18).
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Figura 18: Perfil cromatografico das fracbes DCM, DCM1 e DCM2. A)
Separacao dos flavonoides apés a particao em meio alcalino. B) Espectro de UV
dos picos majoritarios de DCM2, caracteristicos de flavonoides. Para condi¢coes
cromatograficas ver item 4.10.
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5.6. Efeito in vitro das fracoes DCM1 e DCM2 de B. calvescens sobre
mediadores proé-inflamatoérios

Em relacédo a reducéo da producao da citocina IL-183, a fracdo DCM1 (reducéao
de 64,17 £ 8,39 %) foi mais ativa em comparacao com a fracdo DCM2 (reducao
de 27,46 + 7,72 %) e nao houve diferenca significativa em relacéao a fragdo DCM
original (reducéo de 72,55 + 8,01 %). Assim, pode-se concluir que constituintes
nao fendlicos apresentam maior atividade em relacéao aos constituintes fendlicos.
Esse resultado foi inicialmente inesperado, uma vez, que existem varios relatos
na literatura demonstrando relevante atividade anti-inflamatéria de flavonoides.
Nota-se também, que as duas fracdes obtidas, DCM1 e DCM2 nao reduziram
significativamente a liberagao da citocina TNF (Figura 19).

Figura 19: Reducao da liberacdo de mediadores pré-inflamatérios dos extratos
hidroetandlicos e fragdes DCM, DCM1 e DCM2 de B. calvescens na
concentragao de 20 pyg/mL em células THP-1 estimuladas com LPS (1 ng/mL).
Os dados representam a média = DP em triplicata. *** p < 0,001, comparado com
cel + LPS + DMSO: controle tratado com o veiculo; cel + meio e cel + LPS:
células nao tratadas; DMSO: solvente (controle); Dx: dexametasona (0,2 uM); F.
DCM: fragao diclorometano. A) IL-183; B) TNF.
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5.7 Refracionamento da fracao DCM2 de B. calvescens por HPLC em escala
preparativa

O isolamento das substancias correspondentes aos quatro picos majoritarios
presentes na fracao DCM2 (362,9 mg de massa injetada) foi realizado por HPLC
em escala preparativa. As condigdes cromatograficas foram otimizadas visando
permitir uma melhor separagdo dos picos. Foram realizadas 12 injecoes e a
coleta dos picos foi feita de forma manual.

O perfil cromatografico obtido apéds a injecdo de amostra DCM2 no aparelho de
HPLC em escala preparativa resultou na obtencao de 7 picos (Figura 20). Os
picos 1 (0,9 mg) 2 (6,3 mg) e 3 (7,1 mg) ndo apresentaram picos majoritarios
apoés analise por UPLC-ESI-MS e nao foram submetidos a purificacées.

Figura 20: Perfil cromatografico da fragdo DCM2 de B. calvescens e gréfico do
gradiente de eluicao utilizado no HPLC em escala preparativa. Para condicbes

cromatograficas ver item 4.11

. \/48

Os picos 4A e 4B, nao puderam ser separados nas condi¢gdes cromatograficas
utilizadas. Apo6s andlises no UPLC-ESI-MS, observou que se referem a uma
mistura de flavonoides (Figura 21).
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Figura 21: Perfil cromatografico dos picos 4A e 4B. A) Espectro DAD. B)
Espectro de UV e padrbdes de fragmentagdo no modo positivo e negativo. Para
condigdes cromatograficas ver item 4.10
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Os tempos de retencdo e os perfis de fragmentacao, tanto no modo positivo
como no negativo, sdo compativeis com os descritos na analise espectrométrica
putativa por UPLC-ESI-MS/MS realizada anteriormente no extrato hidroetandlico
(secao 5.3). Assim, os picos 4A e 4B correspondem a uma mistura de

naringenina com um dos isémeros crisoeriol ou hispidulina.

Os picos majoritarios foram os 5 e 6 com massas de 14,3 e 25,1 mg,
respectivamente. Apos analises no UPLC-ESI-MS, observou que o pico 5 se
refere a uma flavona com massa molar de 314 g/mol, com estrutura putativa dos
isbmeros cirsimaritina ou pectolinaringenina, identificados anteriormente, no
extrato hidroetandlico por experimentos de massas sequencial. O pico 6 também
se refere a uma flavona com massa molar de 284 g/mol com estrutura putativa
dos isbmeros 2-metiloxicrisina, apigenina-5-metil éter ou genkwanina, também
identificados anteriormente, na analise do extrato hidroetandlico por UPLC-ESI-
MS-MS (Figura 22)
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Figura 22: Perfil cromatogréafico das substancias 5 e 6 isoladas no HPLC em
escala preparativa. A) Espectro DAD. B) Espectro de UV e padrbes de
fragmentacao no modo positivo e negativo. Para condi¢des cromatograficas ver
item 4.10
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5.8 Elucidacao estrutural das substancias isoladas

Os picos 5 e 6 foram isolados da fracado DCM2 utilizando HPLC em escala
preparativa. Os sélidos obtidos de cor amarelo escuro foram analisados por
experimentos mono- e bidimensionais de RMN.

5.8.1 Elucidacao estrutural da substancia 5

A analise dos espectros de RMN de 'H (Figura 23) foi importante na identificacao
do isbmero previamente sugerido por analises por UPLC-ESI-MS-MS. Pode-se
observar ressonancias referentes a seis prétons aromaticos, dois dupletos em
oH 6,93 e 7,96, com constante de acoplamento de 8,6 Hz, correspondentes a 2
hidrogénios cada, dois simpletos em d6H 6,85 e 6,92 ppm, correspondente a um
hidrogénio cada. Esses dados sdo compativeis com a presenca de um anel
aromatico para-dissubstituido (anel B), de um anel aromatico pentassubstituido
(anel A) e de um nucleo flavénico (anel C). Pode-se também evidenciar dois
simpleto em dH 3,73 e 3,92 ppm correspondentes a trés hidrogénios cada,
sugerindo a presenca de dois grupos metoxila. Os sinais relativos da ressonancia
dos protons de duas hidroxilas também foram evidentes no espectro de RMN de
'H (3H 12,93 e 10,40 ppm), sendo a primeira com deslocamento quimico
sugestivo de hidroxila quelatogénica. Estes dados sao condizentes com as
estruturas dos dois isdbmeros com natureza flavonicas sugeridos pelas analises
por UPLC-ESI-MS-MS (cirsimaritina (22) e pectolinaringenina (23)), que
apresentam um padrao de oxigenacao do anel B na posi¢ao 4’ além de identificar
a presenca de um unico hidrogénio (simpleto) no anel A.

OH N

0 o) @ HO o) @
(2)c) ()

~o ~o

OH O OH O
(22) (23)
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Figura 23: Espectro de RMN de 'H da substancia 5 em d6-DMSO (400 MHz).
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Devido a pequena quantidade das amostras obtidas, os deslocamentos quimicos
dos sinais de carbono foram obtidos indiretamente via experimentos de HSQC
(J1) e HMBC (J2 e J3). A analise do mapa de contornos HSQC (Figura 24)
indicou a correlacao dos sinais dos hidrogénios do anel aroméatico (anel B) para-
dissubstituido (6H 6,93 e 7,96) com as ressonancias dos carbonos em 6C 115,9
ppm e 128,4 ppm atribuidos a (C3’ e C5) e (C2’ e C6’), respectivamente.
Referente ao anel aromatico pentassubstituido (anel A) foi observada a
correlacado do sinal de hidrogénio (6H 6,92) com o sinal de carbono (d6C 91,3
ppm) e pode também observar a correlagao do hidrogénio (8H 6,85) e o sinal de
carbono atribuido a C-3 (6C 102,4 ppm) localizado no anel C do nucleo flavénico.
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Figura 24: Mapa de contornos HSQC obtidos para substéncia 5 em d6-DMSO
(400 MHz para 'H e 100 MHz para '3C).
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A conectividade entre 'H e '3C (J2 e J3) foram definidas a partir da andlise do
mapa de correlagdes heteronucleares HMBC (Figuras 25 e 26). Este
experimento foi decisivo para determinagao da estrutura da substancia 5. O sinal
de hidrogénio referente a hidroxila quelatogénica (6H 12,93) apresentou
correlacbes com os sinais atribuidos aos carbonos C5, C6 e C10 (6C 152,0;
131,8 e 105,0 ppm, respectivamente). Os sinais de hidrogénios dos grupos
metoxilas (8H 3,73 e 3,92 ppm) apresentaram correlagdo com os sinais
atribuidos aos carbonos C6 e C7 (6C 131,8 e 158,5 ppm). Estas correlacoes
demostram que os dois grupos metoxilas estdo localizados em C6 e em C7
(Figura 25, linhas pontilhadas). Adicionalmente, o sinal de hidrogénio atribuido
a hidroxila da posicao 4’ (6H 10,40 ppm) apresentou manchas de correlacdo com
os sinais de carbono atribuidos a C3’, C5’ (6C 115,9 ppm) e C4’ (6C 161,2 ppm).
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Desta forma, pode-se concluir de forma inequivoca que a substancia 5
corresponde a flavona cirsimaritina (22).

Figura 25: Mapa de contornos HMBC obtidos para substancia 5 em d6-DMSO
(400 MHz para 'H e 100 MHz para '3C).
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As demais correlagdes observadas confirmaram a estrutura quimica de 5. O sinal
atribuido a H8 (&H 6,92 ppm) apresentou manchas de correlacdo com os sinais
de carbonos C6, C7, C9 e C10 (6C 131,8; 158,5; 152,7 e 105,0 ppm,
respectivamente) (Figura 26). Os sinais atribuidos aos hidrogénios H2’ e H6’ (&H
7,96 ppm) apresentaram manchas de correlacao com C3’ e C5’ (6C 115,9 ppm),
C4’ (6C 161,2 ppm) e C2 (6C 164,0 ppm), enquanto os sinais de hidrogénios
atribuidos a H3’ e H5’ (6H 6,93 ppm) apresentaram manchas de correlagcdo com
os sinais do C1’ (6C 120,8 ppm) e C4’ (dC 161,2 ppm). O sinal de hidrogénio
atribuido a H3 (6H 6,85 ppm) apresentou manchas de correlacdo com os sinais
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de carbonos C2, C4, C10, C1’ (6C 164,0; 182,1; 105,0 e 120,8 ppm,
respectivamente) (Figura 26).

Figura 26: Secado expandida da regido de hidrogénios aromaticos do mapa de
contornos HMBC obtido para substéancia 5 em d6-DMSO (400 MHz para 'H e
100 MHz para '3C).
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Os dados de deslocamento quimico de hidrogénio e carbono para a cirsimaritina
estdo resumidos na Tabela 13. Adicionalmente, os dados obtidos no presente
trabalho puderam ser comparados com aqueles obtidos por Liu e colaboradores
(1992). Os valores de deslocamentos quimicos de todos os hidrogénios e

carbonos apresentam grande similaridade.
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Tabela 14: Espectro de RMN de 5 “cirsimaritina”, obtidos em d6-DMSO (400
MHz para 'H e 100 MHz para '3C) comparados com dados da literatura utilizando

0 mesmo solvente.

5 “cirsimaritina” Cirsimaritina
(Experimental) (Literatura)
Posicao OH (Jem Hz) oC OH (Jem Hz) oC
2 - 164,0 C - 164,0 C
3 6,85 s 102,4 CH 6,82 s 102,6 CH
4 - 182,1 C - 182,0 C
5 - 152,0 C - 152,5C
6 - 131,8 C - 131,9C
7 - 158,5 C - 158,5 C
8 6,92 s 91,3 CH 6,90 s 91,5 CH
9 - 152,7 C - 152,5 C
10 - 105,0 C - 105,0 C
1’ - 120,8 C - 121,0C
2 7,96 d (8,6) 128,4 CH 7,94 d (9,6) 128,3 CH
3 6,93 d (8,6) 115,9 CH 6,92 d (9,6) 115,8 CH
4 - 161,2C - 161,0 C
5 6,93 d (8,6) 115,9 CH 6,92 d (9,6) 115,8 CH
6’ 7,96 d (8,6) 128,4 CH 7,94 d (9,6) 128,3 CH
HO-C5 12,93 s - 12,91 s -
CHs0-C6 3,73 s 59,8 CH 3,72 s 59,9 CH
CHs0-C7 3,92 s 56,3 CH 3,90 s 56,3 CH
HO-C4’ 10,40 s - - -

Fonte: (LIU et al, 1992)

A cirsimaritina ja foi isolada em outras espécies do género Baccharis, como B.
rufescens (SIMIGIORTIS et al, 2003), B. genistelloides (KUROYANAGI et al,
1985), B. tricuneata (WAGNER et al, 1978), B. conferta (WEIMANN et al, 2002),
B. trimera (NAKASUGI; KOMAI, 1998), B. articulata, B. concata, B. eleagnoides
e B. vaccioides (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

Shin e colaboradores (2017) relataram a atividade anti-inflamatéria da
cirsimaritina em estudo in vitro utilizando macréfragos RAW264.7 estimulados
por LPS. A cirsimaritina isolada de Cirsium japonicum inibiu a produgéo de 6xido
nitrico (NO) e das citocinas IL-6 e TNF, além de reduzir a expressdo da enzima
oxido nitrico sintase. Isso corrobora a atividade inibitoria de liberacao de citocinas
pro-inflamatérias apresentada pelo extrato DCM de B. calvescens,
demonstrando que a cirsimaritina pode ter um papel importante nessa atividade.
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5.8.2 Elucidacao estrutural da substancia 6

Os espectros de massas obtidos por UPLC-MS para as substancias dos picos 5
e 6 indicaram uma diferenca de 30 unidades de massas entre essas substancias
(Figura 22, pag. 85). Essa diferenga indica que a substancia 5 é di-metoxilada,
enquanto a substancia 6 é mono-metoxilada. Os isébmeros possiveis para a
substancia 6 descritos na analise putativa por UPLC-ESI-MS-MS foram:
apigenina-5-metil éter, 2’-metoxicrisina e genkwanina (Figura 15, pag. 75).

Confirmando a similaridade estrutural entre as substancias, os espectros de
RMN obtidos para 6 foram semelhantes aos obtidos para 5. A andlise do
espectro de RMN de 'H foi decisiva para elucidacéo estrutural de 6 (Figura 27).
O espectro de RMN de 'H de 6 evidenciou, de forma similar a substancia 5,
ressonancias referentes a sete protons aromaticos. Dois dupletos em 6H 6,94 e
7,97 com constante de acoplamento de 8,6 Hz, correspondentes a 2 hidrogénios
cada, dois dupletos em dH 6,38 e 6,78 com constante de acoplamento de 1,8
Hz, correspondentes a um hidrogénio cada e um simpleto em &H 6,86,
correspondente a um hidrogénio. Esses dados sdo compativeis com a presenca
de um anel para-dissubstituido (anel B), um anel aromatico tetrassubstituido
(anel A) e de um nucleo flavonico (Anel C). Estes dados descartam a
possibilidade da estrutura de 6 ser atribuida ao composto 2”-metoxicrisina, que
nao apresenta um anel B com padrao de substituicdo compativel. Além disso,
um simpleto foi observado em d6H 3,87, correspondente a trés hidrogénios,
sugerindo a presenga de um grupo metoxila. Os sinais relativos a ressonancia
dos protons de duas hidroxilas também foram evidentes no espectro de RMN de
'H (8H 12,97 e 10,41 ppm). Desta forma, pode-se atribuir o padrao de
oxigenacao do anel B na posicédo 4’, além de identificar a presenca de dois
hidrogénios meta posicionados no anel A da substancia flavénica.
Adicionalmente, o valor de deslocamento quimico de um dos grupos hidroxila em
OH 12,97 é sugestivo da presenca de uma hidroxila quelatogénica na posicao
C5. A presencga de uma hidroxila na posi¢do C-5 inviabiliza a possibilidade da
substancia 6 ser atribuida ao derivado apigenina-5-metil éter. Desta forma, a
Unica estrutura condizente com os dados obtidos a partir do espectro de 'H RMN
€ a genkwanina. Os dados obtidos nos experimentos de HSQC e HMBC

confirmam inequivocamente a estrutura de 6 como a genkwanina (24).
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A andlise do mapa de contornos HSQC (Figura 28) indicou a correlacao dos
sinais dos hidrogénios do anel aromatico (anel B) para-dissubstituido (&H 6,94 e
7,97 ppm) com as ressonancias dos carbonos em 6C 115,6 ppm e 128,2 ppm
atribuidos a (C3’ e C5’) e (C2’ e C6’), respectivamente. No anel aromatico
tetrassubstituido (anel A) foi observada a correlagdo do sinal de hidrogénio
atribuido a H6 (8H 6,38) com o sinal de carbono (6C 97,6 ppm) e o sinal de
hidrogénio atribuido a H8 (&H 6,78) com o sinal de carbono (6C 92,3 ppm).
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Adicionalmente, pode-se observar a correlacao do sinal de H3 (6H 6,86) com o
sinal de carbono (8C 102,7 ppm) localizado no anel C do nucleo flavénico e o
sinal referente aos hidrogénios do grupo metoxila correlacionando com o
carbono (6C 55,7 ppm).

Figura 28: Mapa de contornos HSQC obtidos para substancia 6 em d6-DMSO
(400 MHz para 'H e 100 MHz para 3C).
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A conectividade entre 'H e '3C (J2 e J3) foram definidas a partir da andlise do
mapa de correlagdes heteronucleares HMBC (Figuras 29 e 30). Este
experimento confirmou a estrutura da flavona 6 como a genkwanina. O sinal de
hidrogénio referente a hidroxila quelatogénica (6H 12,97) apresentou
correlacées com os sinais atribuidos aos carbonos C5, C8 e C10 (6C 156,8; 97,6
e 104,3 ppm, respectivamente). O sinal dos hidrogénios do grupo metoxila (dH
3,87 ppm) apresentou correlacdo com o sinal atribuido ao carbono C7 (6C



97

164,7ppm). Adicionalmente, o sinal de hidrogénio atribuido a hidroxila da posicao
4’ (d6H 10,41 ppm) apresentou manchas de correlagdo com os sinais de carbono
atribuidos a C3’, C5’ (6C 115,6 ppm) e C4’ (6C 160,9 ppm) (Figura 29).

Figura 29: Mapa de contornos HMBC obtidos para substancia 6 em d6-DMSO
(400 MHz para 'H e 100 MHz para 3C).

H3 He

HHE'
i HO “2'6"*5’ \'Ji / He
C8
C10
C3ZC5' .
Cs c4 -

As demais correlagdes observadas confirmaram da mesma forma a estrutura
quimica de 6. O sinal atribuido a H6 (6H 6,78 ppm) apresentou manchas de
correlacdo com os sinais de carbonos C5, C7, C8 e C10 (6C 156,8; 164,7; 97,6;
104,3 ppm, respectivamente) (Figura 30). O sinal atribuido a H8 (6H 6,38 ppm)
apresentou manchas de correlagdo com os sinais de carbonos C6, C7,C9e C10
(6C 92,3; 164,7; 160,9;104,3 ppm, respectivamente). Os sinais atribuidos aos
hidrogénios H2’ e H6’ (OH 7,94 ppm) apresentaram manchas de correlagdo com
C2’ e C6’ (6C 128,2 ppm), C4’ (6C 160,9 ppm) e C2 (6C 163,6 ppm), enquanto
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0s sinais de hidrogénios atribuidos a H3’ e H5’ (8H 6,94 ppm) apresentaram
manchas de correlagcdo com os sinais de C3’ e C5’ (6C 115,6 ppm), C1’ (8C
120,7 ppm) e C4’ (d6C 160,9 ppm). O sinal atribuido a H3 (6H 6,86 ppm)
apresentou manchas de correlagdo com os sinais de carbonos C2, C4, C10 e
C1’ (6C 163,6; 181,7; 104,3;120,7 ppm), respectivamente (Figura 30).

Figura 30: Secdo expandida da regidao de hidrogénios aromaticos do mapa de
contornos HMBC obtido para substéancia 6 em d6-DMSO (400 MHz para 'H e
100 MHz para '3C).
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Os dados de deslocamento quimico de hidrogénio e carbono para a substancia
6 “genkwanina” estdo resumidos na Tabela 14. Adicionalmente, os dados
obtidos no presente trabalho puderam ser comparados com aqueles obtidos por
Talzhanov e colaboradores (2005). Os valores de deslocamento quimicos de

todos os hidrogénios e carbonos apresentam grande similaridade.
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Tabela 15: Espectro de RMN de 6 “genkwanina”, obtidos em d6-DMSO (400

MHz para 'H e 100 MHz para '3C) comparados com dados da literatura utilizando

0 mesmo solvente.

6 “genkwanina” Genkwanina
(Experimental) (Literatura)
Posicao OH (Jem Hz) oC OH (Jem Hz) oC
2 - 163,6 C - 164,0 C
3 6,86 s 102,7 CH 6,80 s 102,9 CH
4 - 181,7C - 181,7C
5 - 156,8 C - 157,1 C
6 6,78 d (1,8) 92,3 CH 6,36 d (2,2) 97,8 CH
7 - 164,7 C - 165,0 C
8 6,38 d (1,8) 97,6 CH 6,74 d (2,2) 92,5 CH
9 - 160,9 C - 161,1 C
10 - 104,3C - 104,6 C
1’ - 120,7 C - 121,0C
2’ 7,94 d (8,6) 128,2 CH 7,94 d (8,8) 128,4 CH
3’ 6,94 d (8,6) 115,6 CH 6,94 d (8,8) 115,8 CH
4 - 160,9 C - 161,1 C
5 6,94 d (8,6) 115,6 CH 6,94 d (8,8) 115,8 CH
6’ 7,94 d (8,6) 128,2 CH 7,94 d (8,8) 128,4 CH
HO-C5 12,9 - 12,93 s -
CH30O-C7 3,87 s 55,7 CH 3,87 s 55,9 CH
HO-C4’ 10,41 s - 10,27 s -

Fonte: (TALZHANOV et al, 2005)

Ha relatos da presenca de genkwanina em outras espécies do género Baccharis,
B. genistelloides (KUROYANAGI et al, 1985), B. trimera (NAKASUGI; KOMAI,
1998), B. articulata, B. eleagnoides, B. heterophylla, B. medulosa, B. notosergila,
B. patagonica, B. pedicellata, B. pteronioides, B. trinervis e B. vaccinoides
(VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005). Sendo portanto uma flavona comum

entre espécies desse género.

A atividade bioldgia da genkwanina foi relatada por Gao e colaboradores (2014)

em estudo in vitro com macréfagos RAW264.7 estimulados por LPS. A

genkwanina reduziu a liberacao dos mediadores proé-inflamatérios iINOS, TNF,

IL-1B e IL-6. Os autores também concluiram que essa flavona exerce seu efeito

anti-inflamatério, principalmente, através da regulagao da via miR-101 / MKP-1/

MAPK.
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6 CONCLUSOES

Analises por UPLC-ESI-MS demonstraram ter alta aplicabilidade em trabalhos
de triagem, através da comparacgao rapida de seus perfis cromatograficos. Dos
34 extratos hidroetandlicos de espécies do género Baccharis obtidos, 13 foram

selecionados para o estudo in vitro, utilizando esse método.

Os perfis cromatogréaficos dos extratos hidroetandlicos de folhas e caule das
espécies do género Baccharis estudadas nao apresentaram diferencas em sua
composicao. E observou-se a presenca de compostos fendlicos, sendo
identificadas 28 substancias putativas.

Dos 12 extratos hidroetandlicos de diferentes espécies de Baccharis que tiveram
a avaliacdo da atividade de inibicdo de producdo de mediadores pro-
inflamatérios (TNF e IL-13) testada perante células THP-1 estimuladas com LPS,

0 que apresentou o resultado mais promissor foi o de B. calvescens.

O estudo fitoquimico biomonitorado de B. calvescens demonstrou que o extrato
diclorometanico possui promissora atividade anti-inflamatéria e resultou no
isolamento de duas flavonas a cirsimaritina e genkwanina, substancias inéditas

para essa espécie.
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7 PERSPECTIVAS

Diante dos resultados obtidos, tém-se como perspectivas:

Finalizar a separacado e elucidacdo estrutural dos flavonoides presentes na
fracdo DCM2.

Isolar e elucidar a estrutura quimica dos constituintes presentes na fracao DCM1

através de técnicas cromatograficas e espectrométricas usuais.

Avaliar o efeito das substancias isoladas em modelo in vitro de inibicdo de
producédo de mediadores proé-inflamatérios (TNF e IL-1B) em cultura de células
THP-1 estimuladas com LPS.

Avaliar a atividade anti-inflamatéria do extrato, fracdes diclorometanicas (DCM,
DCM1 e DCM2) e substancias isoladas em modelos in vivo de artrite gotosa
induzida por MSU e de pleurisia induzida por LPS.
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APENDICE A: Cromatogramas dos extratos hidroetandlicos de folha e caule de B. reticularia, Serra da Calgada (extratos 1 e 2)
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APENDICE B: Cromatogramas dos extratos hidroetandlicos de folha e caule de B. retusa, Serra da Calgada (extratos 3 e 4)
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APENDICE C: Cromatogramas dos extratos hidroetandlicos de folha e caule de B. brevifolia, Serra da Calgada (extratos 5 e 6)
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APENDICE D: Cromatogramas dos extratos hidroetandlicos de folha e caule de B. reticularia, Serra da Calgada (extratos 7 e 8)
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APENDICE E: Cromatograma do extrato hidroetanélico das partes aéreas de B. myriocephala, Serra da Calgada (extrato 9)

Baccharis myriocephala
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APENDICE F: Cromatogramas dos extratos hidroetandlicos de folha e caule de B. calvescens, Parque do Caparaé (extratos 10 e
11)

Baccharis calvescens
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APENDICE G: Cromatogramas dos extratos hidroetandlicos de folha e caule de B. calvescens, Parque do Caparad (extratos 12 e
13)

Baccharis calvescens
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APENDICE H: Cromatogramas dos extratos hidroetandlicos de folha e caule de B. imbricata, Parque do Caparaé (extratos 14 e 15)
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APENDICE |: Cromatogramas dos extratos hidroetanélicos de folha e caule de B. parvidentata, Parque do Caparad (extratos 16 e
17)
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APENDICE J: Cromatogramas dos extratos hidroetandlicos de folha e caule de B. parvidentata, Parque do Caparad (extratos 18 e

19)
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APENDICE K: Cromatograma do extrato hidroetanélico das partes aéreas de B. hemiptera, Parque do Caparad (extrato 20)
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APENDICE L: Cromatograma do extrato hidroetandlico das partes aéreas de B. opuntioides, Parque do Caparad (extrato 21)

Baccharis opuntioides

122

449
3 Partes Aéreas

1.0e+24

8.0e+1
E 3.01 1 4.62

6.0e+1 It
E i i

4.0e+1 I Il
3 290 321 ‘iM/M
; | B olNP L0 VN AV S W D N

00 ML B L I L I I B DL DL LA LB DL AL IR DL AL UL DAL DAL B DAL AL DAL DL BB AL DL UL AL DL DL LA BB B BN AL |
000 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 17.00

ey Time
18.00



123

APENDICE M: Cromatogramas dos extratos hidroetanélicos de folha e caule de B. megapotamica, Parque do Caparad (extratos 22

e 23)
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APENDICE N: Cromatogramas dos extratos hidroetanélicos de folha e caule de B. parvidentata, Parque do Caparad (extratos 24 e
25)
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APENDICE O: Cromatogramas dos extratos hidroetanélicos de folha e caule de B. magnifica, Parque do Caparad (extratos 26 e 27)
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APENDICE P: Cromatograma do extrato hidroetandlico das partes aéreas de B. altimontana, Parque do Caparaé (extrato 28)
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APENDICE Q: Cromatograma do extrato hidroetanélico das partes aéreas de B. opuntioides, Parque do Caparad (extratos 29)

Baccharis opuntioides
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APENDICE R: Cromatogramas dos extratos hidroetandlicos de folha e caule de B. platypoda, Parque do Caparad (extrato 30 e 31)
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APENDICE S: Cromatograma do extrato hidroetanélico das partes aéreas de B. opuntioides, Parque do Caparad (extratos 32)
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APENDICE T: Cromatogramas dos extratos hidroetanélicos de folha e caule de B. platypoda, Parque do Caparad (extrato 33 e 34)
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