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RESUMO

Estudos etnofarmacoldgicos indicaram o uso de testrale espécies do género
Lychnophora(Asteraceae) como anti-inflamatorio. As partessagrdelychnophora pinaster
Mart. foram submetidas a extracdo a frio em hexaposteriormente em etanol, obtendo-se os
extratos HE e EE, uma outra parte foi submetidaactdo em 4gua para obtencédo do extrato
aquoso, EA. Esses extratos foram submetidos a cedbimmnonitorado, sendo possivel a
identificacdo de fitoconstituintes provenientes fdicionamento cromatogréafico de HE e EA,
que foram caracterizados por IV e RMN. As fracdes leexano e diclorometano de HE
forneceram os triterpenos pentaciclicosO-a&cetilu-amirina, a-amirina e lupeol, e o
sesquiterpeno acido 2,8-dihidroxi-8,11,11-trimé&&loxabiciclo[7.2.1]dode-4-en-4-0ico,
composto descrito pela primeira vez na literatdradracdo fendlica de EA foi submetida a
fracionamento cromatogréafico por HPLC e fornecdiawonoide quercetina. A atividade anti-
inflamatdria alegada em estudos etnofarmacologifms confirmada através de modelo
experimental desenvolvido neste trabalddriterpeno lupeol mostrou uma reducao significati
da intensidade do processo inflamatdrio, entrefa#i® mesmo fitoconstituinte em mistura com
o triterpenoc-amirina e ac-amirina isolada mostraram uma reducdo menos gigtiifa do
processo inflamatorio. Os estudos tedricos readizamm estes dois triterpenos estabeleceram
uma relagdo entre estrutura quimica e atividadédiza, uma vez que através dos célculos de
contribuicbes atomicas para formacao dos orbitaidecnlares para os dois triterpenos foi
possivel verificar a importancia do sistemmao mecanismo de acao do lupeol, uma vez que tal
sistema se encontra mais disponivel na estrutiste tlteerpeno para interacdo com o sitio ativo.
Em relacdo aos testes tripanocidas, o sesquiterpeittm 2,8-dihidroxi-8,11,11-trimetil-12-
oxabiciclo[7.2.1]dode-4-en-4-0ico mostrou significa atividade, embora menor que a
atividade apresentada pelo controle. Os estudosradiamcdo gama indicaram que 0s triterpenos

a-amirina, OAc-a-amirina e lupeol submetidos a radiacdo ndo sofrexieracdo detectavel por



RMN de’H e de’®C. A mesma anélise pode ser feita com a fracadifende EA submetida &
radiacdo, uma vez que ndo houve formacdo de praddiolitico na dose de 3,0 kGy. No
entanto, as substancias em maior concentracdo eefi@o apresentaram diminuicdo de
concentracdo, mostrando que esta dose apenas aegradmpostos fendlicos deste extrato sem
formacdo de produtos radioliticos. O estudo coniag@id do material vegetal para posterior
extracdo dos Oleos essenciais mostrou que a pépoefativa dos compostos ndo é alterada de
forma dose-dependente. A partir do estudo dos &ssenciais foi possivel identificar dez
compostos, sendo que nove foram identificados pglaeira vez no 6leo essencial de
pinaster 2-metil-2-feniletanoato de propilacis-a-bisaboleno, cis-a-bisaboleno epdxido,
espatulenolirans a-bergamotol, cis-lanceolrans a-bisaboleno epoxido, acetato de nerolidil e

metanoato dae-hexadecanoila.

Palavras-chavesiychnophora pinastemtividade anti-inflamatoria, triterpenos, radagi@ma,

atividade tripanocida, 6leos essenciais.



ABSTRACT

Ethnopharmacological studies have indicated the afeextracts of the genus
Lychnophora(Asteraceae) as anti-inflammatory. The aerial pafritsychnophora pinastefMart.
have been subjected to cold extraction in hexadettzen in ethanol, obtaining extracts HE and
EE, another part have been subjected to water tlendo obtain the extract aqueous EA. These
extracts have been subjected to bioassay-guidedy,stmaking it possible to identify
phytochemicals from the fractionation of HE and Evkich have been characterized by IR and
NMR. The fractions from dichloromethane and hexftoem HE have provided the pentacyclic
triterpenes 3-acetylo-amyrin,a-amyrin and lupeol, and sesquiterpene 2,8-dihydr8xda1,11-
trimethyl-12-oxabicyclo [7.2.1] dode-4-ene-4-oiddaccompound described at the first time in
the literature. The phenolic fraction of EA haveebesubmitted to fractionation by HPLC and
have provided the flavonoid quercetin. The antiamimatory activity alleged in
ethnopharmacological studies has been confirmedxperimental model developed in this
work. The triterpene lupeol has showed a signiticaeduction of the intensity of the
inflammatory process, however, this same phytodestt mixed with triterpene-amyrin and
a-amyrin isolated have showed a less significantucgdn of the inflammatory process.
Theoretical studies carried out with these twetpénes have established a relationship between
chemical structure and biological activity, sincge dalculating the atomic contributions to the
formation of molecular orbitals for the two tritemes was possible to verify the importance of
system in the mechanism of action of lupeol, sisueh a system is more available in this
triterpene for interaction with the active site. ni€erning about trypanocidal tests the
sesquiterpene 2,8-dihydroxy, 8,11,11-trimethyl-¥2dmcyclo [7.2.1] dode-4-ene-4-oic acid has
showed significant activity, although lower tham thctivity presented by control. Studies with
gamma radiation have indicated that the triterpeaesmyrin, OAc-a-amyrin and lupeol

submitted to radiation have not change detectapfHbNMR and**C. The same analysis has



been made with the phenolic fraction obtained fi&f once there was no product formation in
a dose radiolytic of 3.0 kGy. However, the substano higher concentration in this extract have
showed a decrease in concentration, showing that dbse degrades only this phenolic
compounds without formation of radiolytic product®he study of radiation from the plant
material for subsequent extraction of essentiad bas showed the relative proportion of the
compounds has not been altered in a dose-deperitent. the study of the essential oils was
possible to identify ten compounds, and nine of ¢empounds were first identified in the
essential oil of 2-methyl-2-propyl feniletanoatas-a-bisabolene, cis-epoxide-bisabolene,

spathulenol, trang-bergamotol, cis-lanceol, trans-epoxidddisabolene, nerolidyl acetate and

n-hexadecanoil metanoate.

Keywords: Lychnophora pinasteranti-inflammatory activity, triterpenes, gammadiedion,

trypanocidal activity, essential oils.
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Apresentacgao

A espécie vegetdlychnophora pinasteapresenta-se distribuida largamente na
regido do cerrado brasileiro, sendo empregada ndicma popular como anti-
inflamatorio. Considerando essa importancia biaaégifoi desenvolvido o estudo
fitoquimico das partes aéreas da planta como unobjgsivos deste trabalho. Assim,
foram identificados fitoconstituintes que tiveraraua atividade biologica testada com o
intuito de comprovar a atividade biolégica alegadaestudos etnofarmacologicos.

No Capitulo | é apresentado inicialmente um lesaueinto bibliografico sobre a
espécieLychnophora pinasterindicando as designacdes que lhes sao atribusdas,
classificacdo taxon6émica, sua distribuicdo geogaafsuas caracteristicas morfologicas
e anatdmicas, seus usos populares e sua importaaldgica.

No Capitulo Il sdo descritos os estudos fitoquasidnicialmente, no item de
materiais e métodos sao descritos 0s equipameriiiados nos procedimentos
fitoquimicos, posteriormente é descrita a metodalpgra os estudos fitoquimicos. Na
parte fitoquimica, € apresentado o estudo sobrgastes aéreas de. pinaster
envolvendo a coleta do material vegetal, o prepar@mostra, a obtencdo do extrato
bruto, a analise cromatogréfica do extrato hexaeidas fracfes oriundas deste extrato,
bem como a purificagdo dos fitoconstituintes isotadsdo descritas também as analises
espectrométricas que proporcionaram a elucidac@iutwsl dos fitoconstituintes
isolados.

No Capitulo 11l sdo descritos os estudos do efgdtoadiacdo gama em extratos,
fracOes e fitoconstituintes isolados da plantaidhinente é descrito o efeito da radiagdo
em triterpenos, posteriormente é feita a analisexdi@to fendlico e a andlise dos 6leos

essenciais que foram obtidos apés a planta seretidana radiagéao.



Apresentacgao

No Capitulo IV séo relatados os ensaios biologicesizados, ensaios de
atividade anti-inflamatéria e ensaios de atividagenocida. Inicialmente é descrito o
modelo experimental desenvolvido para os ensaioatid@lade anti-inflamatéria, o
preparo dos extratos, fracdes e fitoconstituintes fpram utilizados no ensaio, 0s
animais e o preparo das laminas histologicas. @aensaios de atividade tripanocida,
incialmente sdo apresentadas a metodologia utdjzasl amostras testadas e as formas
evolutivas do parasita a serem testadas. Ao fiestledcapitulo sdo descritos os estudos
tedricos que foram realizados com os fitoconstiesinlupeol ea-amirina que
apresentaram resultados satisfatérios nos ensaiatividade anti-inflamatoéria. Assim,
foram realizados calculos teoricos de otimizacdo gg®metria e calculos das
contribuicdes dos orbitais atbmicos para formagatbitais moleculares do lupeol e
a-amirina utilizando o software Gaussian 03. Atrasiéste estudo foi possivel inferir
sobre os efeitos das contribuicbes atdbmicas pacabiis HOMO-1, HOMO, LUMO
e LUMO+1 e, consequentemente, sobre a reatividaal@egiosseletividade tanto em
atagues eletrofilicos quanto em ataques nucleadiknvolvendo o lupeol escaamirina.

As conclusdes gerais sdo apresentadas ao finedlaiiho, e sdo apresentadas de
forma bem geral pois as descricbes mais detallsatas as andlises sdo apresentadas
respectivamente no final de cada capitulo. Pomadltinos Anexos, sao apresentados 0s
espectros de RMN dtH e de'®C dos triterpenos submetidos a radiacdo gama, e os

cromatogramas dos 6leos essenciais obtidos afdésata per submetida a radiacao.
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[.1. A familia Asteraceae

A familia Asteraceae compreende cerca de 23.006cesp distribuidas em
1.600 género$,sendo o grupsisteméatico mais numeroso dentro das Angiospefmas.
Séo plantas de aspectos extremamente variadogipatimente pequenas ervas ou
arbustos, e, raramente, arvote€erca de 98% de espécies destes géneros s&o
representadas por plantas de pequeno porte e estasniem todos os tipos de habitats,
principalmente nas regies tropicais e montanhdaasmérica do Su.

Plantas dessa familia sdo estudadas extensivameatéo a sua composiGao
quimica e atividade bioldgica, sendo que muitasé@ep tém proporcionado o
desenvolvimento de novos farmacos e inseticida®m do isolamento de uma
variedade de metabdlitos secundarios empregadtstamento e prevencao de varias

doenca$.

[.2. O GéneroLychnophora

O géneroLychnophora(Asteraceae) € endémico na regido central do Brasil
principalmente em campos rupestres dos Estados idasMGerais, Goias e BaHia,
conforme mostrado na Figura 1.1 (pag. 6). Este géoempreende 68 espécfed
Figura .2 (pag. 7) mostra representantes dasseg@es estabelecidas para o género
Lychnophora As fotos sdo de membros representantes dasegg@isssdas subdivisdes
propostas para o génergchnophora. Todos os representantes sdo plantas de pequeno
porte. Espécies deste género sao utilizadas poperae no tratamento de feridas, dor,
reumatismo e inflamacd8.Estas espécies mostram também atividades antialytor
antimicrobiand? analgésica® antioxidante, anticonvulsivarifee tripanocidd® Essas

atividades biolégicas tém sido atribuidas a lactosasquiterpénicas, lignanas e
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derivados do acido cafeoilquinico, que foram isotadnteriormente de extratos polares
das folhas e raizes dessas espélies. atividade tripanocida de espécies de
Lychnophoratem sido atribuida a flavonoides e lactonas sesqgpdihicas, além de
acidos isolados de seus extratos alcodftéagarias espécies do génergchnophora
apresentam propriedades reportadas anteriormeptesdp consagradas pela medicina
popular, sendo utilizadas como sucedanea8rdeca montanal., nativa da Europa e

cujas propriedades foram comprovadas cientificaet&nit

5,30%

W Gdias
M Bahia

Minas Gerais

Figura I.1. Distribuicdo geogréfica das espécies do géhgcbnophorano Brasil’

Devido a coleta predatéria, areas de distribuigltrita, populagdes pequenas
ou isoladas e destruicdo dhabitat muitas espécies deychnophoraencontram-se
ameacadas de extingdioenquadrando-se em situacdes de petigai@mantinalones
& Coile., L. gardneriSch. Bip. eL. pohlii Sch. Bip.), vulneraveid_( ericoidesMart.,

L. graomogolens&emir. eL. pinasterMart.), criticamente em perigd.(albertinoides
Gardner.,L. brunioidesMart. eL. souzaeH. Rob.) ou, provavelmente, extintds (

humillimaSch. Bip. L. reticulataGardner. .. salicifolia Mart.) 2424
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o o | SeILE
Figura 1.2. Representantes das seis secdes do gébgchnophora (A) secao
Lychnophora (B) secaolLychnophoriopsis (C) secéolLychnophorioides (D) secao
SphaeranthugE) secadhronopappu® (F) secddychnocephaliopsis

I.3. A espécid_ychnophora pinasteMart.

Lychnophora pinasterMart. (Figura 1.3, pag. 8), pertencente a sec¢ao
Lychnophora é uma espécie que apresenta propriedades mesli@narescimento
arbustivo. Sua ocorréncia é restrita a campos g sonstituindo-se por afloramento
entre rochas situadas entre 800 a 2000 m de altisehdo considerada endémica nos
Estados de Minas Gerais, Bahia e Géias (Figurap&d), 6)** Essa espécie apresenta
sinonimia botanica extenséernonia trichocarpaSpreng.Piptocoma lychnophorioides
Less., Lychnophora trichocarpaSpreng.,Lychnophora affinisGardh., Lychnophora
brunioidesvar. affinis (Gardh) Baker.Lychnophora rosmarinu$&ohl., Lychnophora
rosmarinusvar. eurosmarinusSchults-Bip.,Lychnophora rosmarinusar. normalis

Schults-Bip.,Lychnophora brunioidesar. pinifolia Baker.,Lychnophora pumilid?ohl.
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e Lychnophora piptocom&chults-Bip. Popularmente, a planta recebe noratuel

vulgar variada, como arnica mineira, candeia, ard@&-serra ou, simplesmente, arnica.

Figura I.3. Fotografias de exemplares ldgchnophora pinastevart. (Fotos da autora)

A Tabela I.1 apresenta a classificagcdo taxonbmitZssica da espécie

Lychnophora pinastgsroposta por Cronquist em 19%1.

Tabela I.1. Classificagdo taxondmica da espédgjehnophora pinaster

Classe Magnoliopsida (Angiospermae)
Sub-Classe Magnolidae (Dicotyledonaee)
Superordem Magnoliiflorae

Familia Asteraceae

Género Lychnophora

Espécie L. pinasterMart.
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[.3.1. Atividade bioldgica

L. pinaster € uma planta medicinal com amplo espectro farmgam)
apresentando atividades anestésica, antimicrobamagumatica, cicatrizante e anti-
inflamatadria, além do uso em casos de contuséelsagos, hematomas, traumatismos e
varizes?® Os ramos, folhas e flores sdo utilizados populate@a forma de infuséo,
extrato alcodlico, cataplasma ou pomadA. administracéo da. pinasterna forma de
florais auxilia a cicatrizacdo e traumatismos, atEferimentos, contusdes, cirurgias e

traumas psiquiccs.

.3.2. Constituintes quimicos isolados anteriormertemL. pinastef®3*

Os flavonoides rutina, quercetina e isovitexinad@t isoclorogénico e caféico,
derivados sesquiterpéni¢dé’ e os triterpenos lupeol, friedelina e misturazeiEmirina
e f-amiring” foram isolados anteriormente das partes aéreas pieaster(Figuras 1.4
e |.5, pag. 10 e 11, respectivamente). Em trabddiserito recentemente na literafiréa
relatado o isolamento dos triterpeno®A&e-lupeol, 3OAc-pseudotaraxasterol, GAc-
a-amirina, lupeol,a-amirina e 4,4-dimetil-cholesta-22,24-dien-5-ol @tp das folhas
da plant&€® Do caule foram isolados?30Ac-baurenila, friedelina, lupeol-amirina e
os esteroides estigmasterob-sitosterol. Ambos os esteroides foram isoladoshéam
do extrato das flores (Figura 1.6, pag. i2)0s fitoconstituintes isolados foram
submetidos a testes de atividade antimicrobianganbcida, sendo que-amirina e
uma mistura de-amirina e lupeol forneceram resultados positivas @tividade contra
a bactériaStaphylococcus aureusom concentragdo inibitéria minima maior que 1,0
mg/mL. As mesmas substancias forneceram tambéntadssl positivos para atividade

tripanocida contra tripomastigotas, formas san@srao parasitdrypanosoma cruzi
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porém com atividades consideradas bafXaSomente o fitoconstituinte GAc-a-
amirina, que difere do triterpensamirina em um grupo acetila na posicdo C-3, ndo

mostrou atividade em ambos os testes biolégicozadas*

OH OH OH

Rutina

a-Amirina

Friedelina
Figura 1.4. Estrutura quimica de fitoconstituintes isoladoseaormente das partes

aéreas deé. pinaster>>*

10
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OH

H
Acido caféico

HO acido caféico

Isovitexina

vitexina

OH O

Vitexina

Figura 1.5. Estrutura quimica de fitoconstituintes isoladoseaormente das partes

aéreas de. pinaster>>*

11
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OH

Figura 1.6. Estrutura quimica de fitoconstituintes isoladcsv@mente das folhas de

pinaster 3-OAc-lupeol @), 3-OAc-pseudotaraxasteroR), 3-OAc-a-amirina @), 4,4-
dimetil-cholesta-22,24-dien-5-off), a-amirina 6) e lupeol 6); dos caules:5), (6), 35-
OAc A’-baurenila 7), friedelina 8), estigmasterol9) e g-sitosterol {0) e de flores9 e

10%°
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Neste trabalho realizou-se o estudo fitoquimico itocado por testes bioldgicos
dos extratos hexanico e etandlico das partes aéeehs pinaster com o intuito de
validar a atividade anti-inflamatoria e tripanocalagada pela medicina popular. Além
disto, foi avaliada a influéncia da radiacdo gama feacdes, fitoconstituintes e na
obtencdo de Oleos essenciais da planta, visandar isoinvestigar a formacédo de
produtos radioliticos, visto que as técnicas deréighcdo de plantas medicinais séo

realizadas frequentemente pela utilizacdo de radigama.
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CAPITULO Il

ESTUDOS FITOQUIMICOS E ESTRUTURAIS
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[I.1. Introducéo

A descoberta de produtos naturais biologicamemntesaesta ligada intimamente
a comunidade cientifica mundial. Varios trabalheas literatura reportam potenciais
terapéuticos para as plantas na foimaatura de extratos ou de produtos natufais.
As etapas e requerimentos para descoberta, degineoto e comercializacdo de

" Historicamente, os

produtos naturais estdo descritas amplamente eaatiita’
produtos naturais sdo considerados como a printopék de principios ativos, sendo
que mais de 90% das classes terapéuticas disppraughlmente no mercado sdo
derivadas de protétipos naturdigystificando a importancia dos trabalhos com plnta
Neste sentido, a cromatografia ocupa posicdo dagles para o isolamento de
produtos naturafé e para o estudo de extratos apolares em fitogaimli@ssica. A

cromatografia em coluna pode ser considerada aimda técnica eficiente para o

isolamento de fitoconstituintes.

[I.2. Materiais e Métodos

Nas cromatografias em coluna (CC) foram empregadésnas de vidro de
diversos didmetros e eluidas normalmente sob mreas&osférica. A proporcao
utilizada entre amostra e fase estacionaria fooxapradamente de 1:30. As fases
estacionarias utilizadas foram silica gel 60 Mdi@230 Mesh) e Sephadex LH-20.

Nas cromatografias por exclusdo em gel, Sephade@fdi mantido em contato
com o solvente a ser utilizado como fase moveldon e, em seguida, empacotado em
coluna de vidro até a total sedimentacdo do supO@deextratos foram dissolvidos em
guantidades suficientes da fase mével e, entdicadps no topo da coluna até a

absorcdo completa no suporte. Em seguida, houigsielno solvente apropriadd.
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Nas cromatografias em camada delgada (CCD) forapnegyadas placas de vidro
recobertas por silica-gel 60 G Merck de 0,25 mnesjessura e ativadas a 100 °C. Os
reveladores cromatograficos foram radiacao na oedpéultravioleta (luz UVA = 254 e
366 nm), vapores de iodo e solucéo vanilina/acetalgrico. Este ultimo revelador foi
preparado pela mistura de partes iguais de umagamlonstituida por 1,0 g de vanilina
em 100 mL de etanol com outra solucéo constitugda&8pmL de acido perclorico (70%)
em 97 mL de agua. A cromatoplaca foi borrifada essa solucdo e aquecida em estufa
por 10 min a 100 °C.

Os pontos de fusdo néo corrigidos foram determmagia aparelho Mettler
FP80 SNR H22439. As andlises por espectroscopiaalimrcdo na regido do
Infravermelho (V) foram realizadas em espectrom@&erkin ElImer -Spectrum One
(KBr).

As analises por espectroscopia de Ressonancia kiizghiiclear (RMN) foram
realizadas em espectrometro Bruker DPX-200 e DRX-4i@ha AVANCE Os
deslocamentos quimicos foram registrados em unidledis constantes de acoplamento
(J) em Hz. Tetrametilsilano (TMS) foi empregado copamrdo de referéncia interno,
tendo CDC{ ou CD;OD como solvente.

Para os testes de prospeccdao fitoquimica, aliqyes® mg) da amostra foram
colocadas em um tubo de ensaio e solubilizadas erh @e cloroférmio. No tubo de
ensaio foram colocados lentamente 3 mL de anicragidico e 2 mL de 4cido sulfarico
concentrado. O aparecimento de coloracao violet@ana presenca de triterpenos e o

aparecimento de coloracéo verde indica a preseneatdroides na amostra.
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[1.3. Metodologia Fitoquimica

[1.3.1. Coleta do material vegetal

A amostra dd.ychnophora pinasteMart. foi coletada no Condominio Retiro das
Pedras, Serra da Moeda (Municipio de Nova Lima, MBrasil) em 16 de junho de
2009. A identificacdo botanica do material vegdtal feita por comparacdo com
exsicata depositada no Herbario do Instituto den€a& Biologicas da Universidade

Federal de Minas Gerais, sob o codigo BHCB: 24.322.

[1.3.2. Obtencao dos extratos hexanico (EH) e etahdo (EE)

As partes aéreas da planta (folhas, flores e gafbomm submetidas a secagem
em estufa por aproximadamente uma semana, a temmaenaedia de 60 °C. O material
vegetal foi pulverizado em moinho de esferas, aepaeéreas pulverizadas (5609,2 g)
foram colocadas em um erlenmeyer de 5 L e adicizeoliexano (Hex) até submergir
todo o material pulverizado. A extracdo foi realiaaa temperatura ambientE8 a 24
°C) por sete dias. A mistura foi filtrada em funil déaga de vidro sinterizado.
Posteriormente, a solugcdo hexanica do materialtaefge concentrada, empregando-se
evaporador rotativo a temperatura de aproximadamé&d °C, obtendo-se, apds
evaporacao do solvente, o extrato hexanico (EF725, g). A torta obtida no processo
de preparacdo do extrato hexanico foi submetidaageracdo em etanol (EtOH),
obtendo-se o extrato etandlico (EE; 50,1460 g). SQuEma II.1 (pag.18) mostra a

sequéncia da preparacao dos extratos hexanica@ietedel. pinaster
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Material vegetal pulverizado
(5609,2 g

Extrato Hexanico (EH)
(92,9746 g)

Extracdo a temperatura ambiente com

To

rte

Extracao a frio com EtOH

Extrato Etandlico (EE)
(50,1460 g)

Esquema Il.1.Preparacdo dos extratos hexanico e etandlito pimaster

[1.3.3. Fracionamento do extrato hexanico dé. pinaster(EH)

O extrato EH foi submetido a fracionamento por @ilica gel, sendo coletadas

253 fracbes de 250 mL eluidas em Hex, diclorometdd@M), acetato de etila

(AcOEt), EtOH e metanol (MeOH), em gradiente crateee polaridade. Apos analise

comparativa por CCD de silica gel, as fragbes foraumidas em grupos, conforme

Tabela ll.1.

Tabela 11.1. Fragfes e grupos de fracdes resultantes do fraoema cromatografico de

EH

Fracéo Eluente Grupo Massa (g)

1a110 Hex EH-H1 24,5721
111 a 128 EH-H2 12,4558
129 a 177 DCM EH-D 31,2412
178 a 230 AcOEt EH-A 6,2458
231 a 240 EtOH EH-E 2,4581
241 a 247 MeOH EH-M 1,8745
248 a 253 MeOH/KD EH-M/H 0,9874
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Uma aliquota do grupo EH-H1 (1,9760 g) foi subneetidfracionamento por CC

de silica gel, sendo coletadas 79 fracbes de 12%elmidas em Hex e AcOEt, em

gradiente crescente de polaridade. Apos analispa@tiva por CCD, as fracdes foram

reunidas em grupos, conforme Tabela Il.2.

Tabela I1.2. FragcOes e grupos de fracdes resultantes do franemta cromatogréafico de

EH-H1
Fracao Eluente Grupo Massa (g)
1 Hex/AcOEt (9:1) EH-H1-R1-1 0,2411
2a8 EH-H1-R1-2 0,1351
9alv7 Hex/AcOEt (3:1) EH-H1-R2-1 0,1628
18 a 22 EH-H1-R2-2 0,0947
23a?29 Hex/AcOEt (1:1) EH-H1-R3 0,0836
30a39 Hex/AcOEt (1:3) EH-H1-R4 0,0425
40 a 45 AcOEt EH-H1-R5 0,0418
46 a 55 AcOE/EtOH (1:1) EH-H1-R6 0,0100
56 a 63 EtOH EH-H1-R7 0,0271
64a73 MeOH EH-H1-R8 0,0545
74a79 MeOH/KEO EH-H1-R9 0,0212

As amostras dos grupos EH-H1-R2-1 I(LpEH-H1-R4 (Lpl), EH-H1-R6

(Lplll' ) e EH-H1-R7 (LpV) foram submetidas a recristalizacdo em MeOH, fmendo

sélidos brancos e perfis cromatograficos pouco d¢exag. Analises espectroscopicas

indicaram que EH-H1-R2-1 trata-se de uma mistusatdterpenos 3Ac-a-amirina e

3-OAc-lupeol (Ld; 0,0908 g), EH-H1-R4 do triterpenoCBAc-a-amirina (L@l ; 0,0335

9), EH-H1-R6 dax-amirina (Lgll ; 0,008 g) e EH-H1-R7 do lupeol (\p; 0,0243 g).
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O grupo EH-H2 (ver Tabela Il.1, pag. 18) foi subiah@ta fracionamento por CC
de silica gel, sendo coletadas 40 fracbes de 12%elmidas em Hex e AcOEt, em
gradiente crescente de polaridade. Apos analispa@tiva por CCD, as fracdes foram
reunidas em grupos, conforme Tabela 11.3. O grupeH2-H9A1-1 foi recristalizado
em MeOH, fornecendo um sélido branco de fusdoina fie 128 a 132C. Através das
analises espectroscopicas verificou-se que EH-HRIHD trata-se do triterpenar-

amirina (Lgll ; 1,8363 Q).

Tabela 11.3. Fragfes e grupos de fracdes resultantes do fraoema cromatografico de

EH-H2
Fracdo Eluente Grupo Massa (g)
1 EH-H2-H1 0,0971
2 Hex EH-H2-H2 2,0621
3e4 EH-H2-H3 0,1938
5 EH-H2-H4 0,0576
6 EH-H2-HOA1-1 1,8763
7a10 Hex/ACOEL (9:1) EH-H2-HOA1-2 4,9506
11a 15 EH-H2-H7A3-1 0,1449
16 a 19 EH-H2-H7A3-2 0,0347
20 a 22 EH-H2-H7A3-3 0,1041
23226 EH-H2-H7A3-4 0,0722
27 Hex/ACOEL (7:3) EH-H2-H7A35 0,0487
28 a 31 EH-H2-H7A3-6 0,0562
32a35 EH-H2-H7A3-7 0,0518
36 a 40 EH-H2-H7A3-8 0,0345

O grupo EH-D (ver Tabela II.1, pag. 18) apreserg@wzomo material viscoso
contendo clorofila que foi identificada por crongri@fia em camada delgada e revelado
por luz UV. Uma aliquota deste grupo (12,4024 gsédometida a extracao de clorofila
através da adicdo de metanol a quente e postaliacdo com silica. Apés a
eliminacdo do metanol, este grupo (10,8422 g)doiamatografado em CC de silica e

eluido conforme Tabela 1.4 (pag. 21).
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Tabela I1.4. FracOes e grupos de fracdes resultantes do franemta cromatogréafico de

EH-D
Fracao Eluente Grupo Massa (g)
lab EH-D1 0,9760
6alb EH-D2 0,5600
16 EH-D3 1,8733
17,18e 21 a 24 EH-D4 2,3437
19e 20 EH-D5 0,3142
25a 30 EH-D6 0,1740
31a36 EH-D7 0,0874
37e 38 EH-D8 0,0804
39a4l EH-D9 0,0019
42 a 43 EH-D10 0,0122
44 e 45 EH-D11 0,0200
46 DCM EH-D12 0,0019
47 a 49 EH-D13 0,0020
50a54 EH-D14 0,0212
55 a 59 EH-D15 0,0064
60 a 64 EH-D16 0,0862
65a74 EH-D17 0,1774
75a79 EH-D18 0,0020
80 a 84 EH-D19 0,0417
85a90 EH-D20 0,0542
91a94 EH-D21 0,0401
95 EH-D22 0,0297
96 EH-D23 0,0351
97 a 100 AcOEt EH-A1 0,0921
101 a 103 EH-A1IM1-1 0,1422
104 EH-A1M1-2 0,1733
105 EH-A1M1-3 0,1738
106 EH-A1M1-4 0,1956
107 EH-A1M1-5 0,1308
108 EH-A1M1-6 0,1113
109 EH-A1M1-7 0,0978
110 ACOEUMeOH (1:1) EH-AIM1-8 0,0827
111a114 EH-A1M1-9 0,4402
115 EH-A1M1-10 0,3542
116 e 117 EH-A1M1-11 0,5741
118 EH-A1M1-12 0,0830
119 EH-A1M1-13 0,1555
120 EH-A1M1-14 0,0385
121 a 123 Agua/MeOH (1:1) EH-M1A1-1 0,0218

O grupo EH-D5 apresentou-se como mistura por C€Bds, entdo, submetido a

coluna cromatografica de Sephadex LH-20. Suas ésmafdram reunidas apos andlise
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comparativa por CCD, conforme Tabela 11.5. A fraggdd-D5-S4 apresentou-se como
sélido branco apods recristalizacdo em hexano, seadbmetida a analises
espectroscopicas que indicaram tratar-se de aci@alilzidroxi-8,11,11-trimetil-12-
oxabiciclo[7.2.1]dode-4-en-4-0ico (M), uma substancia inédita derivada do acido

licnoféico3*

Tabela I1.5. Fragdes e grupos de fracdes resultantes do franemta cromatogréafico de

EH-D5
Fracdo Eluente Grupo Massa
1 MeOH EH-D5-S1 0,0432
2 EH-D5-S2 0,0217
3 EH-D5-S3 0,0234
4 EH-D5-S4 0,0313
5 EH-D5-S5 0,0347
6 EH-D5-S6 0,0287
7 EH-D5-S7 0,0154

O fracionamento cromatografico das demais fracOesnaas do extrato
hexéanico e fracdes oriundas do extrato etandliopgrcionou misturas complexas de

dificil caracterizacédo, ndo sendo portanto traludbka

[1.3.4. Testes Quimicos (Teste de Lieberman-Burchd)

Aliquotas (~2,0 mg) da amostra foram colocadas eém tubo de ensaio e
solubilizadas em 3 mL de cloroférmio. No tubo deaa foram colocados lentamente 3
mL de anidrido acético e 2 mL de acido sulfuricova@ntrado. O aparecimento de
coloracao violeta indica a presenca de triterp@enosaparecimento de coloragéo verde

indica a presenca de esteroides na amostra.
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[1.4. Analise estrutural dos fitoconstituintes isohdos do Extrato Hexanico
Através da metodologia classica de cromatograiideito o estudo das partes
aéreas dé&. pinaster que possibilitou o isolamento e purificacdo de @isabstancias.

Suas estruturas foram analisadas por métodosdisiegpectroscopicos.

[1.4.1. Analise Estrutural de EH-H1-R2-1 (Lpl)

A amostra Lplapresentou-se como um solido branco, faixa de fesfre 180,0
e 186,0 °C. O teste de Lieberman-Burchard foi pasipara triterpenos. A Figura Il.1
apresenta o espectro de absorcdo na regidao do D\pldAs absorcdes na regido de
2920 a 2848 cih sdo caracteristicas de estiramentos C—H de gralifdsicos. A
absorcdo em 1735 ¢hé caracteristica de estiramento C=0 de ésteriiais. As
absorcées em 1462 e 1377 tredo atribuidas a deformacées angulares de grupos
metila e metilénicos. As absorcdes em 1244 e 117 podem ser atribuidas
respectivamente a estiramentos C-O assimétriconétrito de ésteres. As absorgdes
em 730 e 719 cthsdo caracteristicas de deformac&do angular de grapténicos de

cadeia metilénica com mais de quatro atomos denoarb

109,2.
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100.

95
90
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75
%T
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65
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55
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45
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4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 0 60 4000
cm-1

Figura Il.1. Espectro de absorcao na regido do Infravermeligpté&Br).
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A Figura 11.2 mostra o espectro de RMN ¢ de Lpl. Os sinais endy; 5,37-
5,12 e 4,68-4,56 podem ser atribuidos a atomosidtegénio alquenilico. O sinal
multipleto registrado emdy 4,47-4,51 pode ser atribuido a &tomos de hidrogégado
a carbono spoxigenado. Os sinais registrados enfe2,50 e 0,50 s&o caracteristicos
de atomos de hidrogénio de grupos alifaticos. @l $iipleto registrado em; 2,29 J =
7,3 e 7,6 Hz), juntamente com um sinal intenscsteagio enYy 1,25 pode ser atribuido
a presenca de uma cadeia lateral ligada ao gruporala. A presenca de um sinal

simpleto emdy 2,05 pode ser atribuida a hidrogénio metilico megoupo acetila.
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Figura I1.2. Espectro de RMN dtH de Lpl (200 MHz; CDG).
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As Figuras 11.3 e 1.4 (pag. 26) apresentam respactente o espectro de RMN
de °C e subespectro DEPT 138e Lpl, que foram analisados comparativamente. Os
sinais em & 150,9 (correspondente a carbono nédo hidrogenado)ll0@,4
(correspondente a carbono metilénico) sdo caratiters de triterpenos da série dos
lupanos e o sinal ek 80,6 pode ser atribuido ao carbono carbindlico &st8rificado
do lupeol*® Por sua vez, os sinais efg 139,6 (correspondente a carbono alquenilico
nao hidrogenado)x 124,3 (correspondente a atomos de carbono momngedado de
grupos alquenilicos) & 80,9 (correspondente a &tomo de carbono carbi)éigo
caracteristicos da-amirina esterificad&’ O sinal intenso enk. 29,5 pode ser atribuido
a atomos de carbono de grupos metilénicos de @siro de cadeia longa de um dos
triterpenos presentes na amostra, confirmado pelsepca do sinal e 173,7. Os
sinais ema: 173,7 e 171,0 podem ser atribuidos a atomos dmmarcarbonilico de
grupos ésteres, confirmando o proposto pela anddisspectro no IV (Figura 1.1, pag.
23). A presenca do sinal edg 171,0 pode ser atribuida a presenca de um trterpe
acetilado, e o sinal em: 173,7 pode ser atribuido a um triterpeno com uop@r
alcanoila em C3 na cadeia latéfaD sinal emd: 21,3 pode ser atribuido ao &tomo de
carbono metilico do grupo acetila. Através da aeatomparativa com espectros e
dados da literatufd conforme mostrado na Tabela 11.6 (pag. 27), pssl@ropor que
Lpl trata-se de uma mistura dos triterpengsesteariloxi-lup-20(29)-eno e BOAc-a-
amirina. Estes compostos foram identificados preeiste na espécie. pinaster”

Atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria s@lgumas das atividades biologicas

descritas na literatura para estes compostos.
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Figura 11.3. Espectro de RMN d€C de Lpl (50 MHz; CDG).
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Figura 11.4. Subespectro DEPT 135° de Lpl (50 MHz; CpCI
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Tabela 11.6. Dados de RMN dé&°C de Lpl e da literatura para os triterpengs@Ac-

a-amirina, 3p-esteariloxi- ursan-12-eno, BOAc-lupeol e 3g-esteariloxi-lup-20(29)-

Carbono Lpl 3-f-OAc-a- | 3-p-esteariloxi- | Lpl 3-p-OAc- | 3-p-esteariloxi-
amirina ursan-12-eno lupeol lup-20(29)-eno
1 38,4 38,4 38,5 38,4 38,6 38,3
2 27,4 23,7 23,7 28,0| 23,6 23,7
3 80,6 80,9 80,6 80,9| 80,7 80,6
4 38,4 37,8 37,8 38,4\ 37,7 37,8
5 55,2 55,3 55,3 55,4| 55,3 55,3
6 18,2 18,3 18,3 18,0 18,0 18,2
I 32,9 32,9 32,9 34,2| 34,2 34,2
8 40,0 40,1 40,1 40,8| 40,8 40,8
9 47,6 47,7 47,7 50,3| 50,3 50,3
10 36,8 36,9 36,9 37,1 37,0 37,0
11 23,2 23,4 23,4 21,3| 20,6 20,9
12 124,3 | 124,4 124,4 25,2| 26,5 25,1
13 139,6 | 139,9 139,7 38,01 38,0 38,0
14 42,1 42,1 42,1 42.8| 42,7 42,8
15 28,8 26,7 26,7 27,4 27,4 27,4
16 26,6 28,2 28,1 34,9 35,5 35,5
17 33,7 33,8 33,8 43,0| 42,9 42,9
18 59,0 59,2 59,1 48,3| 48,2 48,2
19 39,6 39,6 39,6 48,0| 47,9 48,0
20 39,7 39,7 39,7 150,9| 150,4 150,9
21 29,7 31,3 31,3 29,5/ 29,8 29,7
22 41,5 41,6 41,6 40,0| 39,9 39,9
23 28,1 28,1 28,1 28,1| 28,0 27,9
24 15,7 16,7 16,8 16,0 15,9 16,6
25 15,6 15,6 15,8 16,2| 16,1 16,1
26 16,9 16,9 16,9 15,9 16,5 15,9
27 23,4 23,3 23,3 14,5 14,5 14,5
28 28,1 28,7 28,8 17,5 17,5 17,9
29 17,5 17,5 17,5 109,4| 109,3 109,4
30 21,4 21,4 21,4 19,3| 19,2 19,3
-(C=0)-O0- | 171,0 | 170,9 173,5 173,71 170,4 173,7
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[1.4.2. Analise Estrutural de EH-H1-R4 (Lpll)

A amostra Lpllapresentou-se como um solido branco com fuséo ina te
177,0 a 180,0 °C. O teste de Lieberman-Burchargdsitivo para triterpenos. A Figura
II.5 apresenta o espectro no IV de Lpll. As absescéntre 2916 e 2848 ¢nsdo
caracteristicas de estiramentos C-H de grupodiatitfa A absorcéo intensa em 1732
cm® pode ser atribuida a estiramentos C=0O de um géafey. As absorcdes em 1455,
1386 e 1378 cthsdo devidas a estiramentos C—C e deformacdesaaegule H-C—H
de cadeias alifaticas. As absorcdes em 1243 e di2380 atribuidas respectivamente

a estiramentos C-0O assimétrico e simétrico.
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Figura I.5. Espectro de absorcao na regiao do Infravermelhgt€KBr).

A Figura 11.6 (pag. 29) mostra o espectro de RMNHele Lpll. O sinal tripleto

em &, 5,13 ( = 4,0 Hz), adjacente a GHé caracteristico de atomos de hidrogénio
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alquenilico. O sinal duplo dupleto edn 4,52 J = 6,0 e 2,0 Hz) é caracteristico de
hidrogénio ligado a carbono carbindlico adjacentgrupo metilénico com atomos de
hidrogénio quimicamente distintos com hidrogénigaeehte a Chkl quimicamente
distinto*? O sinal simpleto em}; 2,05 pode ser atribuido ao hidrogénio metilico do
grupo acetila. Os demais sinais de hidrogénio tregiss entred; 2,50 e 0,80 sdo
caracteristicos de atomos de hidrogénio de grufaias de triterpenos pentaciclicos.
O sinal intenso registrado edy 0,92 pode ser atribuido a atomos de hidrogénio de

grupos metilénicos de cadeia alifatica longa decamaminante.
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Figura I1.6. Espectro de RMN dtH de Lpll (200 MHz; CDGJ).
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As Figuras 1.7 (pag. 30) e 11.8 (p4g. 31) apresentespectivamente o espectro

de RMN de *C e o subespectro DEPT 135° de Lpll, que foram isadus
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comparativamente. O sinal edx 171,0 pode ser atribuido ao atomo de carbono
carbonilico de um grupo éster, confirmando a amalis espectro no IV (Figura 1.5,
pag. 28). O sinal end: 139,6 corresponde a carbono alquenilico ndo héhado e o
sinal emd: 124,3 corresponde a carbono olefinico, sendo aieslaos dados de RMN
de *C descritos na literatura parageamirina acetilada (Tabela 11.6, pag. 27). O sinal
em & 23,2 pode ser atribuido ao atomo de carbono oo grupo acetila. O sinal
intenso registrado end: 29,7 pode ser atribuido a atomos de carbono dpogru
metilénicos de cadeia alifatica longa de um outbm@osto presente na amostra.

Portanto, os dados de RMN de Lpll podem ser attidmiia 38-O-acetil-a-amirina,

além de um contaminante de cadeia longa.
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171.03
— 139.59
—124.28
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180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

Figura I1.7. Espectro de RMN d€C de Lpll (50 MHz; CDGJ).
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124.3
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Figura 11.8. Subespectro DEPT 135° de Lpll (50 MHz; CBCI

[1.4.3. Andlise Estrutural de EH-H1-R6 (Lplll)

A amostra Lplll apresentou-se como um solido bradeofusdo na faixa de
182,0 a 186,0 °C. O teste de Lieberman-Burchargdsitivo para triterpenos. A Figura
1.9 (pag. 32) mostra o espectro de RMN'Hiede Lplil. O sinal tripleto registrado em
&y 5,13 é caracteristico de atomos de hidrogénicealitjoo. O sinal tripleto erdy, 3,64
(J = 6,5 Hz) é caracteristico de hidrogénio ligadoaabono carbindlico. O sinal
simpleto emd; 0,92 pode ser atribuido a atomos de hidrogénidlintetOs demais
sinais de hidrogénio registrados enfe2,50 e 0,80 séo caracteristicos de atomos de
hidrogénio alifatico de triterpenos pentaciclicGssinal intenso endy 1,26 pode ser
atribuido a atomos de hidrogénio de grupos metitBnide cadeia alifatica longa

pertencentes a outro composto presente na amostra.
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Figura 11.9. Espectro de RMN dtH de Lplll (200 MHz; CDCJ).

A Figura 11.10 (pag. 33) apresenta o espectro deNRi °C de Lplll. Este
espectro é similar agueles apresentados anteriter(feiguras 11.7 e 11.8, pags. 30 e 31,
respectivamente), indicando tratar-se do triterppantaciclicoa-amirina** O sinal
intenso emd: 29,7 pode ser atribuido a atomos de carbono deogrmetilénicos de

cadeia alifatica longa de contaminante presentamastra.
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Figura Il .10. Espectro de RMN d¥C de Lplil (50 MHz; CDC}).

[1.4.4. Andlise Estrutural de EH-H1-R7 (LplV)

A amostra LplV apresentou teste de Lieberman-Bucchpositivo para

triterpenos. O espectro de RMN W de LplV (Figura 11.11, pag. 34hostra sinais em
oy 4,68-4,57 que podem ser atribuidos a atomos devdé@dio olefinico. O sinal
multipleto registrado em); 3,23-3,15 pode ser atribuido ao atomo de hidragéni
carbindlico em C-3 de triterpenos. Os varios sisalsrepostos na regido enge2,50 e

0,50 sao caracteristicos de atomos de hidrogéngougp®s alifaticos.
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Figura 11.11. Espectro de RMN diH de LplV (200 MHz; CDGJ).

O espectro de RMN dEC (Figura 11.12, pag. 35) e o subespectro DEPT 135°
(Figura 11.13, pag. 36) de LplV foram analisadosnparativamente. Os sinais e
150,9 (correspondente a carbond s@io hidrogenado) e 109,3 (correspondente a
carbono spmetilénico) s&o caracteristicos de triterpenosédie slos lupanos. O sinal

em o 78,9 pode ser atribuido ao carbono carbindlico @ 3riterpenos. Atravées da
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analise dos espectros pode-se propor que LplVa-s&atdo triterpeno lupeol, cujos
dados de RMN dé°C sdo muito similares a dados da literafdrEste triterpeno foi
isolado também em trabalhos anteribtesdiversas atividade biolégicas sdo reportadas

a este composto, entre elas antiprotozodaria, affeiRnatoria e antitumoraf
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Figura 11.12. Espectro de RMN d€¥C de LplV (50 MHz; CDGJ).
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Figura 11.13. Subespectro DEPT 135° de LplV (50 MHz; CBCI

[1.4.5. Andlise Estrutural de EH-H2-H9A1-1 (Lplll)
A amostra EH-H2-H9A1-1 apresentou 0s mesmos dadpsc&oscopicos de

Lplll (p4gs. 31 a 33), indicando tratar-sesdamirina.

[1.4.6. Andlise Estrutural de EH-D5-S4 (LpV)

A amostra LpV apresentou-se como um solido braAcbigura 11.14 (pag. 37)
apresenta o espectro no IV de LpV. As absor¢dessas acima de 3200 ¢indicam a
presenca de grupos hidroxila na estrutura de Lp/a#sorcées entre 2950 e 2840'cm
sdo caracteristicas de estiramentos C-H de grulifféticas. A absor¢cdo intensa em
1696 cm® é atribuida a estiramentos C=0O de &cidos carbosiliconjugados. As
absorcdes em 1456 e 1385 trsdo devidas a estiramentos C-C e deformacdes
angulares de H-C—H de cadeias alifaticas. A abs@ni 1056 cil pode ser atribuida

a estiramentos C-0.
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Figura I1.14. Espectro de absorcao na regido do InfravermeligpugKBr).

A Figura 11.15 (pag. 38) mostra o espectro de RMNHI de LpV. O sinal duplo
dupleto emg, 6,35 J = 8,78 e 6,08 Hz) pode ser atribuido a atomo deobé&hio
alquenilico adjacente a grupo metilénico com atomeshidrogénio quimicamente
diferentes. O sinal dupleto edy 4,31 0 = 4,00 Hz) pode ser atribuido a hidrogénio

ligado a carbono oxigenado.
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Figura 11.15. Espectro de RMN d#H de LpV (400 MHz; CROD).
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As Figuras 11.16 e 11.17 (pag. 39) mostram resp@ctiente os espectros de RMN
de’C e o subespectro DEPT 135° de LpV, que foram sadls comparativamente. Os
dados de RMN dé°C indicam uma estrutura com 15 4tomos de carbaropativel
com a classe dos sesquiterpenos, sendo trés atmra@sbono metilico, quatro atomos
de carbono metilénico, quatro atomos de carbon@nioet trés atomos de carbono néao
hidrogenado e um atomo de carbono carboxilicon@ gmd: 173,5 é caracteristico de
carbono carboxilico. Os sinais edn 136,2 e 135,2 podem ser atribuidos a atomos de
carbono alquenilico, sendo que o sinal em mendockasento quimico correspondente

a carbono néo hidrogenado.
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Figura 11.16 .. Espectro de RMN d€C de LpV (100 MHz; CBOD).
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Figura I1.17 . Subespectro DEP 135° de LpV (100 MHz;0D).
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As Figuras 11.18 (pag. 41), 11.19 (pag. 42) e ll.@&g. 43) apresentam mapas de
contornos HSQC de LpV. O sinal multipleto @m2,90 correlaciona-se com o sinal de
carbono ent: 55,5. O sinal dupleto ey 2,27 correlaciona-se com o sinal de carbono
em & 65,2 e o sinal dupleto edy 4,31 0 = 4,00 Hz) correlaciona-se com o sinal de
carbono emXx 71,0, sugerindo a presenca de trés atomos dentarbono-hidrogenado
e oxigenado na estrutura. Os sinais @&12,24 e 2,46 correlacionam-se com o sinal de
carbono emd: 24,7. Os sinais endy 1,89 e 2,48 correlacionam-se com o sinal de
carbono emd&: 36,8. Os sinais emd 2,23 e 2,83 correlacionam-se com 0s sinais de
carbono ema: 36,9 e os sinais ey 1,40 e 1,80 correlacionam-se com o sinal de
carbono emX 44,0, sugerindo a existéncia de quatro grupodénetos com atomos de
hidrogénio ndo equivalentes na estrutura, caratiteride estrutura ciclica. O sinal em
o4 0,72 correlaciona-se com o sinal de carbono &nl7,2. O sinal emdy 1,30
correlaciona-se com o sinal de carbonodn3,9 e o sinal emd; 1,12 correlaciona-se
com o sinal de carbono edg 28,8, sugerindo a existéncia de trés grupos metla
estrutura. O sinal duplo dupleto em6,35 (J = 8,78 e 6,08 Hz) correlaciona-se com o
sinal de carbono end: 136,0, sugerindo a presenca de carbono alquentfimoo-

hidrogenado e de carbono ndo hidrogenad@ei85,2.
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Figura 11.18. Mapa de contornos HSQC de LpWVH( 400 MHz; **C: 100 MHz;

CD;0D).
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Figura 11.19. Expansdo do mapa de contornos HSQC de L'p\ 400 MHz;**C: 100
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Figura 11.20. Expansdo do mapa de contornos HSQC de L'p\ 400 MHz;**C: 100
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As Figuras 11.21 (pag. 44) e 11.22 (pag. 45) mastnmapas de contorndsi-*H
COSY de LpV. O sinal e 2,27 (H-1) correlaciona-se com o sinal 2,90 (H-2).
O sinal emd, 6,35 (H-5) correlaciona-se com os sinais&,24 (H-6a) e 2,46 (H-6b),
confirmando a posicao do hidrogénio alqueniliceestrutura. O sinal e, 2,23 (H-
7a) correlaciona-se com os sinais én2,24 (H-6a) e 2,46 (H-6b), e o sinal &m2,83
(H-7b) correlaciona-se com o sinal am 2,24 (H-6a). O sinal endy 1,40 (H-10a)

correlaciona-se com o sinal em4,31 (H-9).

H-6a/H-7b
8

ppm

H-5/H-6b Y

8
T T T T T T T T T T T T T T T
0O 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ppm

Figura 11.21. Mapa de contornos COSY de LpV (400 MHz; {CID).
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Figura 11.22. Expansdo do mapa de contornos COSY de LpV (40@;NB;0D).

As Figuras 11.23 (pag. 46) e 11.24 (pag.47) aprémenos mapas de contormos
13C HMBC de LpV. O sinal ena; 65,2 (C-1) correlaciona-se com os sinaisd,12
(H-12), 0,72 (H-13), 1,40 (H-10a) e 1,80 (H-10tabelecendo a posicdo do atomo de
carbono oxigenado na estrutura. O sinal @m6,8 (C-3) correlaciona-se com o sinal
em d; 6,35 (H-5). O sinal end; 135,2 (C-4) correlaciona-se com o sinal 8n2,24 (H-
6a). O sinal em)y 36,9 (C-7) correlaciona-se com os sinaisdy,35 (H-5) ed, 4,31

(H-9). O sinal emyy 88,2 (C-8) correlaciona-se com os sinais &, 40 (H-10a) ey
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1,80 (H-10b). O sinal emy 71,0 (C-9) correlaciona-se com o sinal éqi,30 (H-14).
O sinal emg, 44,0 (C-10) correlaciona-se com os sinaisdéM,12 (H-12) ed; 0,72
(H-13). O sinal emd; 34,5 (C-11) correlaciona-se com o sinal &#,35 (H-9). O sinal
em gy 28,8 (C-12) correlaciona-se com o sinal gn0,72 (H-13). O sinal end; 17,2
(C-13) correlaciona-se com os sinais 2,27 (H-1),1,80 (H-10b) e 1,12 (H-12). O
sinal emd; 173,5 (C-15) correlaciona-se com o sinal 66,35 (H-5), indicando a

posicdo da carboxilag-insaturada.
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Figura 11.23. Mapa de contornos HMBC de LpVMH: 400 MHz; *C: 100 MHz;

CD;OD).
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Figura 11.24. Expansdo do mapa de contornos HMBC de L}#¥/ 400 MHz;**C: 100

MHz; CDsOD).

A Tabela 1.7 (padg. 48) apresenta os dados de RNINel2D de LpV,
correspondendo a &cido 2,8-dihidroxi-8,11,11-trikle&-oxabiciclo[7.2.1]dode-4-en-4-
oico.
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Tabela 11.7. Dados de RMN 1D e 2D de LpV, incluindo dados deNRiE **C do

acido licnofdico

C HMQC (9 'H-'H COSY | HMBC (*%) & Acido
& d; (mult; J) licnoféico®
1 65,2 2,271t) H-2 H-10a, H-10b, 51,9
H-12 e H-13
2 55,5 2,901t) H-1, H-3ae - 27,3
H-3b
36,8 | 1,89 e 2,48 H-2 H-5 23,7
4 135,2 - - H-6a 132,2
136,0 | 6,35dd; J=8,78| H-6a e H-6b - 144.8
e 6,08 Hz)
6 247 | 224e246r) | H-5 H-7ae - 33,9
H-7b,
7 36,9 | 2,23e2,831) | H-6a, H-6b H-5 e H-9 28,6
8 88,2 - - H-10a e H-10f 154,5
71,0 4,31 H-10a H-14 40,1
(d; J= 4,00 Hz)
10 44,0 | 1,40 e 1,80 H-9 H-12 e H-13 40,2
11 34,5 - - H-9 33,3
12 28,8 1,12r0) - H-13 22,9
13 17,2 0,72r) - H-1, H-10b e 29,7
H-12
14 23,9 1,30r0) H-9 111,4
15 173,5 - - H-5 173,3
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O acido 2,8-dihidroxi-8,11,11-trimetil-12-oxabic§¥.2.1]dode-4-en-4-0ico,
esta sendo descrito pela primeira vez na literayrartence a mesma classe quimica do
acido licnofdico, isolado previamente depinaster™

Célculos tedricos de otimizacdo de geometria for@atizados para a estrutura
LpV. Em seguida célculos teéricos de RMN 'd€ foram realizados para a estrutura
otimizada de LpV. A otimizacdo de geometria de Lfo¥ realizada utilizando o
software Gaussian 03.As geometrias obtidas previamente a partir deut@csemi-
empiricos PM3 foram usadas como modelos inicias otamizacdes de geometria
empregando calculos B3LYP com conjunto de base@-3A literatura descreve que
calculos tedricos em nivel B3LYP tém fornecido heslos com altos coeficientes de
correlacdo para compostos organitoA.Tabela 11.8 (pag. 50) mostra os dados teéricos

e experimentais de RMN d&C para LpV.
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Tabela I1.8. Dados teéricos e experimentais de RMN-@&epara LpV

C Experimental Tedrico
1 65,2 91,1
2 55,5 80,6
3 36,8 37,6
4 135,2 127,3
5 136,0 139,4
6 24,7 28,1
7 36,9 37,5
8 88,2 78,9
9 71,0 90,0
10 44,0 42,7
11 34,5 48,8
12 28,8 23,9
13 17,2 28,5
14 23,9 26,8
15 173,5 159,0
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A Figura 11.25 mostra a correlacédo dos dados de RMN’C experimental e
tedrico de LpV. Através da analise destes dadosssiyel inferir que existe uma boa
correlacdo entre os dados tedricos e experimerdaigie corrobora com a estrutura

proposta para LpV.
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Figura 11.25. Correlacdo entre dados teéricos e experimen&i®MdN de®C para

LpV.
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CAPITULO I
ESTUDOS DO EFEITO DA RADIACAO
GAMA EM EXTRATOS, FRACOES E
FITOCONSTITUINTES ISOLADOS DE

L. pinaster
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[11.1. O uso da radiacdo gama em plantas

A radiacdo constitui-se em um dos métodos maisreega eficientes de
descontaminacéo microbiolégica de plafffaEste método promove danos estruturais
nas moléculas de DNA, afetando a reprodutibiliddée microorganismos e, como
consequéncia, ocorre a diminuicdo da quantidade mieotoxinas no material
iradiado?’ A reducdo de microorganismos no material irradiagloobservada
normalmente em doses inferiores a 10 kGy. Entretaiguns estudos relatam que os
materiais irradiados em doses superiores a 10 k@&@gy sdescontaminados
microbiologicamente, sem comprometer suas capagsdadtricionais e propriedades
farmacol6gicad®*°

A radiacdo provoca também alteracbes nas membraaas células e,
geralmente, promove uma melhor extracdo dos sesitontes:’ Alguns estudos na
literatura relatam variacdo da concentracdo dedmc@ldeidos, ésteres, furanos ou
compostos com grupos cetona em extratos de plgnegaram submetidos a diferentes
doses de radiac&0.

Os trabalhos com radiacdo gama sao bastante poyesssuma vez que a
radiacdo representa um importante método de desnordcao microbioldgica. Neste
sentido, a avaliacdo da influéncia de diferenteseslode radiacdo em extratos,
fitoconstituintes ou Oleos essenciais extraidopldatas constitue-se um importante
método para avaliar a influéncia da radiacdo negiidade quimica desses materiais.
Portanto, neste capitulo sdo relatados os estumloadibgcdo gama em triterpenos, na
fracdo fendlica obtida do extrato aquoso das pawesas dé. pinastere dos oOleos

essenciais obtidos a partir do material vegetaingtiolo a radiagao.
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[11.2. Materiais e Métodos

Os experimentos com radiacdo gama foram realizadogquipamento do tipo
Irradiador Panoramico Multipropésito de CategoljaMlodelo/nimero de série IR-214
e tipo GB-127, com fonte de Cobalto-60 estocadaca em atividade maxima de 2.200

TBq ou 60.000 Ci.

[11.3. Efeito da radiagdo gama em triterpenos

Os triterpenos constituem-se uma classe de produabgrais amplamente
distribuida no reino vegetal e, dentro dessa amlpkse, existem alguns que ocorrem
com uma maior freqiiéncia nos vegetais, como o lupe@ a-amirina** Estes
compostos sdo pentaciclicos, apresentando apenagupm funcional no C-3 e uma
ligacdo dupla no esqueleto carbbénico. Com o intd#oavaliar o efeito da radiacéo
gama na integridade quimica destes compostos, llJupeamirina e um derivado

acetilado da-amirina foram submetidos a radiagéo.

[11.3.1. Procedimento experimental
Para a realizacdo dos ensaios, amostras (50 mglrittwpenosa-amirina, 3-
OAc-a-amirina e lupeol, isolados de pinaster foram submetidas a radiacdo gama nas

doses de 10 e 50 kGy para determinacgéo de derivadiditicos.

[11.3.2. Resultados e Discussao
As Figuras A.1 a A.4 (Anexo |, pags. 131 a 134)eapntam 0s espectros de
RMN de’H e de™C do triterpena-amirina submetido a doses de radiacdo gama de 10

e 50 kGy. Uma similaridade é observada entre togosspectros de RMN d&l e de
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3C da a-amirina irradiada e ndo irradiada. Assim, estéerpeno ndo apresenta
modificacdes em sua estrutura apos radiacdo gasndosas empregadas.

O derivado acetilado daamirina foi submetido também a radiagdo gama nas
mesmas condi¢cdes. As Figuras A.5 a A.8 (Anexo ¢spd35 a 138) apresentam o0s
espectros de RMN diH e de®C do triterpendDAc-a-amirina submetido a doses de
radiacdo gama de 10 e 50 kGy. Da mesma forma qaexfzamirina, uma similaridade
é observada para os espectros de RMNHle de*C do triterpeno irradiado e nédo
irradiado. No entanto, para este triterpeno é peksibservar uma diminuicdo da
intensidade dos sinais na regido &40,0-30,0, sinais caracteristicos de atomos de
carbono de cadeia alifatica de um contaminantenmastia. Estes resultados sugerem
uma maior sensibilidade da cadeia alifaticos aaggti gama. Portanto, este triterpeno
nao sofre também altera¢des estruturais sob acéuldgado gama.

As Figuras A.9 a A.12 (Anexo |, pags. 139 a 142esentam 0s espectros de
RMN de’H e de’C do lupeol, submetido a doses de radiacdo gami® @50 kGy.
Assim como para os dois compostos anteriormentadadds, observa-se uma
similaridade desses espectros com os respectipestess de RMN déH e de®*C de
amostra néao irradiadas de lupeol.

Como resultado, as substancasmirina, OAc-a-amirina e lupeol irradiadas
ndo mostraram diferencas nos espectros de RMMde de'*C quando estes foram
comparados aos espectros de amostras auténticasubfeetidas a irradiacdo. Nas
doses utilizadas nédo houve a formacéo de prodathsliticos detectaveis por RMN de

'H e de™C a 400 MHz e 100 MHz, respectivamente.
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[11.4. Analise do extrato fendlico irradiado

Vérios efeitos benéficos a salde tém sido atrilsuimims compostos fendlicos
presentes nos vegetais. Estudos epidemiolégicegro e clinicos mostram multiplos
efeitos biologicos relacionados aos compostos i@rg)l tais como atividades
antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobianargiearcinogénica?

Alguns trabalhos na literatura reportam uma dingéai da concentracdo de
compostos fendlicos em extratos de plantas exp@stasliacdo devido a propriedade
radioprotetora destes compostodleste sentido, o extrato fendlico Hepinasterfoi
submetido a dose de 3 kGy para posterior analisenfliZéncia da radiacdo na
concentracdo dos compostos fendlicos neste exwatvaliacdo da formacédo de

produtos radioliticos.

[11.4.1. Procedimento experimental

As analises por cromatografia liquida de alta @ficia (CLAE) em escala
analitica foram realizadas em cromatografo ligugtomadzu, constituido por duas
bombas LC-20AT, detector UV/VIS SPD-20ggftwareLCsolution v.1.21 (Shimadzu)
e coluna ODS Hypersil (C18), com dimensfes de 2% x4,6 mm x 5 mm
(Supelco)**® As amostras foram analisadas por CLAE no modadsico, utilizando
uma mistura dos eluentes A (metanol) e B (solug@ia:@cido trifluoroacético; 99,5:0,5
v/v; pH 4,3) como fases moveis contendo 20% de89% de B, em um intervalo de
0,0 a 40,0 min. O volume de injecéo foi de 10 injetado manualmente, com fluxo
mantendo-se constante a uma taxa de 1,0 mL/mida@ss cromatograficos para todas

as doses de radiacdo gama foram obtidos, analisaalmsazenados a 280 e 360 nm.
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As analises por CLAE no método preparativo foraatlizadas em cromatografo
Shimadzu, constituido por uma bomba (LC-10AV), dete UV/VIS (SPD-10 AV),
softwarePC/Chrom (u8A Scientific) e coluna Dyna-max micnds(C18) 10C-5250 x
10 mm (Varian). A fase moével no modo isocratico domesma descrita acima para
CLAE em escala analitica, com um volume de inje&@ mL, aplicada manualmente
a uma taxa de fluxo de 4,7 mL/min, de acordo corespecificacbes " Scale-up"” linear
da coluna. Os dados cromatograficos obtidos foraalisados e armazenados a 280
nm. ApoOs este procedimento, as amostras foranizexdias em equipamento Termo
Fisher FR-Drying Digital Unit (Scientific). Em seiga, as amostras foram estocadas a -

18°C até o momento das andlises espectroscopicas.

[11.4.2. Obtencao do extrato fendlico

Partes aéreas pulverizadas de pinaster (800,00 g) foram submetidas a
decoccdo com agua por 2 h a temperatura de 60riGeguida, a mistura foi filtrada,
obtendo-se o extrato aquosoldeinaster(EA). O extrato EA foi colocado em funil de
separacdo, sendo adicionado hidréxido de amonigpltd0-11. Em seguida foram
adicionados 100 mL de solugdo AcOEt:EtOEt (3:1jenBo-se duas fases, sendo uma
fase aquosa (FAQl) e a outra fase organica (FQtB,foram separadas. FAQ-1 foi
acidificada com HCI concentrado até pH 1-2 e suii@ed extracdo com solucao
AcOEt:EtOEt (3:1), obtendo-se a fase aquosa (FAQi2a em aminodacidos, acidos
organicos e acgucares, e a fase organica (FF),eritacompostos fendlicos do tipo
flavonoides. Por sua vez, FO-1 foi acidificada cét@l concentrado até pH 2 e
submetida a extracdo com solucdo de HCI (pH 2gnulat-se a fase aquosa (FA), rica

em alcaloides, e a fase orgéanica (FS), rica emnsag® O Esquema lll.1 (pag. 58)
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apresenta a sequéncia metodologica para o isolanter® constituintes polares do

extrato EA dd.. pinaster

Partes aéreas de
L. pinaster(800 g)

Decoccéo

Extrato Aquoso - EA

NH4OH pH 10-11
Acetato de Etila/Eter etilico (3:1)

Fase Aquosa (FAQ-1) Fase Organica (FO-1)
HCI conc.; pH 1-2 HCI; pH 1-2
Acetato de Etila/Eter etilico (3:1) HCl ag pH 2
FAQ-2* FF** FA** FS*
(m=9,54 g (m=6,13 g

*As fracBes FAQ-2 e FS ndo foram estudadas.

**As fracdes FF e FA foram submetidas a testesdigiobs (capitulo 1V).

Esquema lll.1. Sequéncia metodoldgica para o isolamento dositgingts polares do

extrato aquoso de. pinaster.

[11.4.3. Prospeccéo Fitoquimica
Aliquotas (~2,0 mg) da amostra foram solubilizagéas 2 mL de agua e
colocadas em um tubo de ensaio. Hidroxido de anfonadicionado no tubo de ensaio

atée pH 11. O aparecimento de coloracdo amarelaandi presenca de flavonas,
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flavonois e xantonas. Coloracdo vermelha purpudicana presenca de chalconas e
auronas. Por sua vez, a coloracédo vermelha lanadliza a presenca de flavonoides na
amostra.

Aliquotas (~2,0 mg) da amostra foram solubilizagi@s2 mL de dgua e colocadas
em um tubo de ensaio. Neste tubo foram colocades ¢otas do reagente de
Dragendorff para precipitacdo de alcaloides. A fagéo de precipitado floculoso indica

a presenca de alcaloides na amostra.

[11.4.4. Resultados da Prospeccao Fitoquimica

A Figura Ill.1 mostra respectivamente os resultados testes quimicos para
compostos fendlicos (A) e alcaloidicos (B) nas réiiées fracbes. A coloracéo
levemente avermelhada apés a adicdo de hidroxidondaia na fracdo FF (A) indica a
presenca de flavonoides na amostra testada. Anp@ske alcaloides na fracdo FA (B)
foi evidenciada pelo aparecimento de precipitadoufloso nas amostras apos a adicédo

do reagente de Dragendorff.

Figura Ill.1. Foto dos resultados dos testes quimicos paraifidagfio de A)

flavonoides eB) alcaloides.
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A partir da marcha quimica realizada foram obtidasfracdes fendlica (FF), fracdo
aquosa (FAQ-2), alcaloidica (FA) e fracao rica emosinas (FS) das partes aéreak.de
pinaster As fracbes FF e FA foram submetidas a testedideame anti-inflamatoria
uma vez que varios estudos na literatura reportaatividade anti-inflamatoria de
compostos fenolicos e alcaloidicos. Como apeneacad FF apresentou atividade anti-

inflamataoria (Cap. 1V), somente esta fracéo foirmahda a radiacdo gama.

[11.4.5. Analise por CLAE da frac&o fendlica (FF-I)

Uma aliquota da fracdo flavonoidica (FF, ver Escudihl, pag. 58) foi
submetida a radiagcdo gama na dose de 3 kGy, umgueeze trata de uma fracdo e néo
de uma substancia foi utilizada uma dose menoadiagéo. Apos a radiacéo foi obtida
a fracdo FF-1 para determinacdo de possiveis toim&is radioliticos. Em seguida, o
material irradiado foi submetido a analises por ELA

Os flavonoides apresentam espectro de emissdo noodVdois maximos de
emissdo, um na regido entre 240-285 nm (atribuddanal A) e outro na regido de 300-
400 nm (atribuida ao anel B) (Figura Il12)Por isto, a avaliacdo dos cromatogramas

foi realizada em ambas as regides do espectro n(2B¥e 360 nm).

A b i 2
B / 3

Figura I11.2 . Estrutura basica dos flavonoides.
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A Figura Ill.3 mostra os cromatogramas de CLAE &8 28360 nm de FF. Os
picos 1, 2, 4,5, 6,7 e8 (TR = 3,15, 5,53, 10,54, 11,60, 19,17, 24,54 &31nin,
respectivamente) apresentam maiores valores de @mea280 nm do que no
cromatograma a 360 nm. No cromatograma de CLAEQCan® (Figura IIl.3), ndo é
observado o pic® (TR = 7,75 min) presente no cromatograma de CLAEB@ nm.
Portanto, o comprimento de onda a 280 nm apresent&ais apropriado para as
analises analiticas do efeito da radiacdo na fr&¢de para o isolamento por CLAE
semi-preparativo dos constituintes fendlicos de GFcromatograma de FF apresenta
oito picos principais, indicando tratar-se de umstumna rica em estruturas fenolicas. O
pico 4 registrado em TR = 10,54 min é 0 mais intensojisegdecrescentemente pelos
picos5e2 (TR = 11,60 e 5,53 min, respectivamente). Os demiabs correspondem a

substancias fendlicas com menores proporcoesvasadim FF.

uVv

400000
350000%
3oooooé
250000%
200000%
150000%
100000%

50000

G: T
Figura 111.3. Cromatograma de CLAE de FF a 280 nm (preto) €0an86 (rosa) em TR

entre 0,0 e 60,0 min.
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A Figura 111.4 mostra os cromatogramas de CLAE @ 860 nm de FF-I.

uv

225000
200000-]
175000
150000
125000
100000
75000

50000;

25000

0+ TR e
0.0 5.0 10.0

T
15.0

[ R R
20.0

[
25.0

[ R R
30.0

(R
35.0

T
40.0

T
45.0

T
50.0

55.0

Figura Ill.4. Cromatograma de CLAE a 280 nm (preto) e a 360 osajrem TR entre

0,0 e 60,0 min de FF-I submetida a radiacdo gammduase de 3 kGy.

A Figura 1ll.5 mostra o cromatograma de CLAE a 280 de FF comparado

com o cromatograma correspondente de FF-I (Figlir).l Através da analise dos

cromatogramas de FF e FF-I (Figura 111.3, pag.eEigura 111.4) foi possivel o calculo

das areas de cada pico (Tabela Ill.1, pag. 63)csesiktdo, possivel observar uma

diminuicdo da intensidade dos picds 8 apods a dose de radiacdo de 3 kGy. Por sua

vez, 0 picol mostrou ligeiro aumento da intensidade, indicandpresenca de um

produto radiolitico.

uv
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200000+

100000

0.0 5.0 10.0

150

200

2.0

30.0

3.0

400

45.0

500

55.0

Figura 1l11.5. Cromatograma de CLAE a 280 nm de FF (preto) e Befdmelho) em

TR entre 0,0 e 60,0 min.
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A Tabela Ill.1 mostra os valores de TR, area ealtlos picos dos respectivos
cromatogramas de CLAE de FF e FF-l. A radiacdo gama kGy promoveu a
diminuicdo da intensidade dos picdsa 8, estes dadosorroboram com trabalhos na
literatura que reportam uma diminuicdo da conceatrade compostos fendlicos em
extratos de plantas expostos a radiacdo, devidoogripdade radioprotetora destes
compostos. No entanto, observa-se um aumento easidade do picd, podendo-se
inferir que o composto fendlico atribuido ao pitpcom TR = 3,1 min, sofre um

aumento da concentracdo com a dose de 3 kGy.

Tabela 1ll.1. Valores de tempo de retencdo (TR, min), area waalkdos picos do
cromatograma de CLAE a 280 nm de FF e FF-I

Doses de radicdo gama = 0 (FF) e 3 kGy (FF-I)

Area Area Altura Altura
Picos TR
(FF) (FF-1) (FF) (FF-1)
1 3,15 420.789,7 562.607, 38.469,00 48.392,50
2 5,53 | 10.205.533,50%.307.159,8(0243.737,30125.893,80
3 7,75 3.319.053,70 1.522.458,3A®2.975,50 45.402,50

4 10,54 | 9.661.417,60 5.659.684,418.864,60126.803,30

5 11,60 | 3.742.225,7

-

2.197.363,/4(18.147,20 78.608,90

6 19,17 | 2.730.000,4

-

1.428.613,987.104,80| 18.893,20

7 24,54 | 7.911.546,5

-

6.175.520,/809.072,30| 49.525,40

8 31,72 | 1.136.826,90 754.101,10 18.194,80 10.824,20
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A analise do perfil do cromatograma de FF-I foi pamada com uma mistura de
padrdes de rutina, quercetina e canferol. A injel@padrdes foi realizada nas mesmas
condicbes experimentais de injecdo da amostra.bfeposicdo dos cromatogramas de
FF-I com a mistura de padrdes é mostrada na FljuGaA analise dos cromatogramas

permite inferir que o flavonoide quercetina esespnte na amostra FF-I.

400000
350000
300000 4
250000
200000
150000
100000

50000

Figura Il1.6. Cromatograma de CLAE com a sobreposicao de FEBDanm (preto) e a
360 nm (vermelho) com mistura de padrdes de rfiRa= 5,33 min), quercetina (TR =

14,05 min) e canferol (27,53 min) em TR entre 03D ® min.

Andlises de FF-I por CLAE em coluna semi-prepagatoram realizadas com o
intuito de isolar o produto radiolitico. Aliquotds 2,0 mL de FF-I foram injetadas no
cromatografo sendo o sistema otimizado para unofll 4,7 mL/min e mantidas as
mesmas condicdes experimentais de analise no mamadibico.

Apos trinta injecdes sucessivas foi possivel isolditoconstituinte LpVI, que
foi submetido a liofilizac&o e posterior analispextroscopica, sendo identificado como
o flavonoide quercetina. A Figura I11.7 (pag. 65)stra o espectro de RMN dd desta

substancia. O espectro expandido de RMN ‘Hede LpVI possibilitou melhor
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visualizacdo dos sinais na regido de 7,74-6,20, caracteristicos de atomos de
hidrogénio aromatico de flavonoides.

Os sinais de hidrogénio registrados égv,74 (H-2"; d,J = 2,0 Hz), 6,92 (H-5";
d,J=8,4Hz) e 7,64 (H-6"; dd, = 8,4 e 2,0 Hz) indicam acoplamento meta entre H-2"
e H-6" e acoplamento orto entre H-5"e H-6". Estdise € compativel com a presenca
de duas hidroxilas no anel B em C-3"e C-4". Oseatoplregistrados ey, 6,19 (H-6;J
= 2,0 Hz) e 6,40 (H-8) = 2,0 Hz) sdo compativeis com a existéncia de wplamento

meta de um anel aromatico, atribuido ao anel Astlaiteira flavanoidica substituida em
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Os espectros de RMN d&C e DEPT (Figuras I11.8, pag. 66 e Figura l1.9gpa
67), analisados comparativamente, indicam a prasédeccinco atomos de carbono
mono-hidrogenados, confirmando, apds a comparagdiodados da literatura (Tabela
.2, p4g. 67), que a amostra LpVI trata-se dovdlaide quercetin®. Embora
trabalhos na literatura reportem o isolamento deagiina no géneroychnophoraé a
primeira vez que é descrito o isolamento desteoflaide na espécike. pinaster A

literatura descreve atividades bioldgicas diveqsa®s este composto, como atividade

antiviral, tripanocida e anti-inflamato6rig.
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Figura 1.8. Espectro de RMN d¥C de LpVI (100 MHz, CROD).
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Figura I11.9 . Subespectro DEPT 135° de LpVI (100 MHz; D).

Tabela I1l.2. Dados de RMN d&C para LpVle quercetin®

C LpVI Quercetina
2 148,1 147.8
3 137,4 137,1
4 1775 177,2
S 162,6 162,3
6 99,0 99,1
7 165,7 165,3
8 94,2 94,4
9 158,3 158,1
10 104,7 104,1
1 124,3 124,0
2 115,8 115,9
3 146,4 148,5
4 148,9 146,0
5 116,1 116,1
6 121,4 121,6
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[11.5. Analise de Oleos essenciais

Os 6leos essenciais sdo constituidos por uma midRisubstancias volateis do
metabolismo especializado, conhecido também contabosmo secundario, utilizado
amplamente pelo ser humano como aromatizante esyms atividades terapéutica,
antimicrobiana e antioxidanfé.

Oleos essenciais extraidos de espécies vegetaseapam atividades biolégicas
contra fungos e bactérias e representam papel ggcoldmportante nas interacdes
planta-insetS?

Alguns estudos na literatura reportam variacOesproporcao relativa dos
constituintes dos 6leos essenciais quando o miategatal do qual eles sdo extraidos é
exposto anteriormente a doses inferiores a 10°R@yliteratura descreve apenas um
estudo sobre a avaliacdo da composicdo quimicaleto essencial dé. pinaster
Porém, ndo ha uma avaliagdo da influéncia da iikede quimica dos compostos
presentes no Oleo essencial quando o material ale§etubmetido a radiacdo gama.
Portanto, este trabalho descreve a extracdo de ék=enciais do material submetido a

radiacdo gama.

[11.5.1. Parte experimental

Para a obtencéo dos dleos essenciais. ggnaster(OE) foram separadas quatro
amostras das partes aéreas contendo 250 g cadqualasuma ndo foi submetida a
radiacdo gama (0,0 kGy) e trés foram submetidas a doses del®,0; e 20,0 kGy
(Es, Exo € Bo, respectivamente). Estas quatro amostras forametidas em seguida a
hidrodestilacdo durante 2 h, utilizando um aparelbdipo Clevenger. Cada emulséo

aquosa concentrada foi submetida a extracdo cdoraticetano (DCM), evaporando-se
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0 solvente a temperatura ambiente. Os 6leos essifiiquidos viscosos e amarelos)
foram obtidos a partir degEEs, Eio € Eo € denominados por QEO0,0793 g), Ok
(0,1240 g), Ok (0,1901 g) e Ok (0,1312 g), respectivamente. Estes 0leos essgnciali
foram imediatamente analisados por CG-FID.

As analises por cromatografia gasosa (CG-FID) foraealizadas em
cromatografo a gas HP5890 equipado com detectorigmzacdo de chamas. Uma
coluna Equity5 (Supelco) 30 m x 0,25 mm x @R (HP) foi utilizada com gradiente de
temperatura: 60 °C, 0 min, 3 °C/min até 270 °Gstamj (“split” de 1/50) a 270 °C e
detector a 280 °C. Hidrogénio foi utilizado coma g& arraste (2 mL/min). Volume de
injecado foi de RL. Concentracdo da amostra foi 1,0% em cloroférmio.

As analises por CG acoplada a espectrometro deamd&G-EM) foram
realizadas em equipamento Shimadzu (QP5050A) edmipam uma coluna capilar
(DB-5, 30 m x 0,25 mm, com uma espessura de filf2& gm). Heélio foi utilizado
como gés de transporte a uma taxa de fluxo de 2niml/utilizando as mesmas
condi¢cbes descritas acima para as analise em CG-BH dados obtidos foram
manipulados usandosoftwareAMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution and
Identification Systejn Os constituintes foram identificados atravéscdmparacdo do
perfil de fragmentacdo do espectro de massas dsati@umm o correspondente padréo
de fragmentacdo de massas do banco de dados disponi programa NIST 2.0

(2005).

69



Capitulo Il — Estudos Fitoquimicos e Estruturais

[11.5.2 Resultados e Discusséo

A guantidade de oleo essencial obtido a partithidaodestilacdo das partes
aereas irradiadas (OBAOEAx e OEAy) foi maior do que OEA A Tabela IIl.3
mostra a massa de 0Oleos essenciais que foi oliitka extracdo das partes aéreas por
hidrodestilacao utilizando aparelho Clevenger.

Estes resultados confirmam que a radiacdo gama padsar danos as
membranas celulares da célula vedé| como consequéncia, o processo de extracdo
dos oOleos essenciais pode tornar-se mais favoregidmdo o material vegetal é
submetido & radioesterilizac&tNo entanto, a quantidade de Of5£0,1312 g) é maior
do que a quantidade de OE@®,1240 g) e menor do que ORAO0,1901 g), indicando

que a quantidade de 6leo essencial ndo é diretampeoyorcional a dose de radiagao.

Tabela Ill.3. Massa dos 0leos essenciais obtidos apos hidiegést

Amostra Massa (g) Dose de radiacao
(kGy)
OEA, 0,0793 0
OEAs 0,1240 3
OEA1o 0,1901 10
OEA2 0,1312 20

As amostras de 6leo essencial (QEBEAs, OEA o e OEAy) foram submetidas
a analise por cromatografia a gas e a andliseidos foi baseada no método Kovats

comparacao com dados da literatura. A Figura II{d&). 71) mostra o cromatograma
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dos padrbes de hidrocarbonetos que foram injetadosromatdégrafo nas mesmas

condicOes experimentais de analise dos Oleos easenc

elaessencialhl7-4- 2012 o1 1-c22.run
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Figura 111.10. Cromatograma de CG-FID dos padrdes de hidrocatbemgetados nas

mesmas condi¢des experimentais de andlise pataaseassenciais.

A partir da analise do cromatograma da FiguraQlfdi possivel o calculo do
indice de Kévats baseado nos tempos de retencadgatbdes de hidrocarbonetos
injetados, conforme Tabela IIl.4, pag. 72. A Tabdld (pag. 72) mostra o indice de

Kévats e tempo de retencdo dos padrdes de hidiaoetds injetados.
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Tabela Ill.4. Indice de Kovats e tempo de retencdo dos padiédsidrocarbonetos

y = 0,0233x - 20,305

3000

R? = 0,9993

¢ TR
—Linear (TR)

lineares
hc IK TR -
Cu 1100 538 ||
Cu| 1200 7522 | /
Cis 1300 9,936 | | /
Cua 1400 12,448
Cis 1600, 17,378 | °
Cis 1800 21,908 || /
Cio 1900 24,037 *]
Cac 2000 26,073 0 S
Cas 2200 29,883

A Figura Ill.11 mostra o cromatograma obtido da siraode 6leo essencial nao

submetido a radiacéo (OBA

[s1aessencial7-42012 1. pinaster.run]
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Figura lll.11 . Cromatograma de CG-FID para Ogde 0 e 40 min.

A amostra de Oleo essencial (OffAfoi submetida também a analise em

cromatégrafo CG-EM. As Figuras 111.12 e 111.13 (p&B) mostram os cromatogramas
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obtidos para OEA A analise do cromatograma obtido para @QIialica a presenca de
10 picos majoritarios, registrados na regido dé8. 3,23,80 min. A atribuicdo quimica
aos picos registrados no CG-FID de QEBAseou-se no metodo de Kovats. Além disso,
0S picos observados no cromatograma CG-EM de (OBram atribuidos também
quimicamente através do padrao de fragmentacédoadeas do banco de dados (NIST

2.0, 2005).
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Figura lll.12. Cromatograma de CG-EM para Of#ntre 0 e 40 min.
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Figura 111.13. Cromatograma de CG-EM para Of@mpliado na regido entre 12 e 30
min.

A Tabela IIl.5 (pag. 74) mostra os dados de CGadwsponentes identificados
em OEA. Os indices de retencdo de Kévats calculados (B&0)préximos aos indices

correspondentes obtidos a partir de dados da tiitara(IKL), sendo possivel a
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identificacdo dos componentes com tempos de retargistrados entre 13,68 a 23,80
min, 0 que possibilitou a identificacdo dos consties majoritarios no oleo essencial

delL. pinaster

Tabela Ill.5. Constituintes e dados de CG de QEA

Composto
TR Area PR | IKC |IKL | PS
(Figura l1.14, pag. 75)

2-metil-2-feniletanoato de
13,678 | 28.039,00 | 0,911| 1458 | 1396| 85

propila(l)

Z-a-Bisabolenq(2) 17,193 | 53.293,00 | 1,731| 1609 | 1536 | 84

Oxido de cariofilend3) 17,622 | 325.039,00(10,559 1689 | 1573| 84

Z-a-Bisaboleno epoxid¢4) | 19,112 | 358.284,00{11,639 1692 | 1704 | 83

Espatuleno(5) 19,472 | 38.393,00 | 1,247| 1782 | 1619| 84
Z-a-Bergamotol(6) 20,269 | 82.639,00 | 2,685| 1797 | 1693 | 81
Z-Lanceol(7) 20,582 | 556.857,00/18,090 1809 | 1755| 80

E-a-Bisaboleno epoxid¢B8) | 22,115|1.324.551,0(043,029 1821 | 1708| 84

Acetato de nerolidi(9) 23,446 | 36.788,00 | 1,195| 1878 1735| 82

Metanoato d&-hexadecanoi
23,800 | 40.537,00 | 1,317| 1947 | 1972| 94
(10)

*TR=tempos de retencao; Area= area sob o pico; piReentagem relativa da area sob
o pico; IKC= indice de retencdo de Kovats calculad#d = indice de retencédo de
Kovats da literatura; PS= porcentagem de simildedbhaseada no banco de dados

NIST 2.0.

74



Capitulo Il — Estudos Fitoquimicos e Estruturais

A Figura Il1.14 mostra os constituintes identificadho Oleo essencial @HeL.

pinaster.
0
I
o)
X
1 2 3
o)
X
S _ OH
6
4 5
OH
— — || o
N
o
X = 9
7 8
o)
OY\/\/\/\/\/\/\/
o)

Figura Il1.14. Estrutura quimica dos constituintes identificadosdleo essencial de

pinaster.

[11.5.3. Efeito da radiacdo gama na composicdo daseos essenciais
Através das andlises de CG-FID foi possivel catcalgroporcdo relativa de

compostos majoritarios presentes nas amostrasiaidiasl (OEA, OEA;x e OEAy)
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comparado com a amostra que ndo foi submetida iacéad (OEA) (Figura A.13,
Anexo I, pag. 144). A Tabela Ill.6 mostra a pragw relativa dos componentes de

OEA,, OEA;, OEA ;e OEA; com base em analises CG-FID.

Tabela I11.6. Proporcéao relativa dos componentes de QEFXEA;, OEAp e OEAy a

partir das analises por CG-FID

Composto PR (%) | PR (%) | PR (%) | PR (%)
TR
(Figura 11.14, pé.g 75) OEAg OEA3 OEA1 o | OEAL
2-metil-2-feniletanoato de
13,678 | 0,911 0,138 | 0,055 | 0,541
propila(1)
Z-a-Bisabolend2) 17,193 | 1,731 0,038 | 1,058 | 1,725
Oxido de cariofilend3) 19,054 | 10,559 | 3,514 | 1,025 | 3,089
Z-a-Bisaboleno epéxid¢4) | 19,112 | 11,639 | 3,873 | 1,1298| 3,405
Espatuleno(5) 21,206 | 1,247 0,068 | 0,363 | 0,549
Z-a-Bergamotol6) 21,573 | 2,685 2,244 | 1,907 | 2,109
Z-Lanceol(7) 21,846 | 18,090 | 13,134 | 4,562 | 10,261
E-a-Bisaboleno epdxid8) | 22,115| 43,029 | 16,609 | 17,823 | 28,243
Acetato de nerolidi(9) 23,446 | 1,195 0,431 | 1,156 | 1,872
Metanoato d&-hexadecanoil
25,065 | 1,317 0,078 | 0,654 | 1,015
(10)

A Figura 1ll.15, pag. 77, mostra a variagdo pengahda concentragdo dos

constituintes identificados nos 6leos essenciaik. d@#nasterque foram submetidos a
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radiacdo. Pela andlise da Figura Ill.15 é possiiservar que a dose de 3 kGy
promoveu uma diminuicdo na concentracdo de todosobyostos apresentados. A
dose de 20 kGy promoveu uma diminuicdo menos sigtifa do que a dose de 3 e 10
kGy. Estes resultados sugerem que a diminuicdo elweptual relativo destes

compostos nao é proporcional a dose aplicada.
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Figura I111.15 . Variacdo do percentual relativo dos compostoatifieados nos 6leos

essenciais de. pinaster.
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Capitulo IV — Estudos Biologicos e Estudos Teéricata relagéo estrutura quimica e atividade biologica

CAPITULO IV
ENSAIOS BIOLOGICOS RELACAO ESTRUTURA

QUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA
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IV.1. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

IV.1.1. Introducéo

A inflamacdo € um processo relacionado com véarasl@gias, dentre as quais se
destacam infeccbes respiratorias, asma e doen¢aisnanes. E uma resposta do organismo
frente a uma infec¢do ou injuria tecidual, tendmeombjetivo a eliminagédo da causa inicial da
lesdo celular provocada por patégenos ou por agamentes fisicds:®®

A inflamacéo envolve basicamente dois mecanismodefiesa. Um deles é a resposta
imunoldgica inata, responsavel pelas caractersstigaregido inflamada (vermelhiddo, edema,
calor, dor e perda de funcado, além de migracadmtatdcia nas primeiras 48 hs). Neste tipo de
resposta estdo envolvidos os linfocitos NK, neutsf(células polimorfonucleares, PMN),
macrofagos, eosinofilos e basdfilos. O outro é spasta imunoldgica adquirida, em que ha
producdo de anticorpos especificos ou citocinasr@aam determinado agente agressor. Neste
tipo de resposta estdo envolvidos os linfécitos B e os macrofagos. Em alguns casos, a
resposta inflamatéria inicial ndo é suficiente psw@rimir o processo inflamatério evoluindo
para um estado de inflamacao crorfito.

A reacdo inflamatoria € um evento complexo que v reconhecimento do
agente/estimulo lesivo para sua posterior destuigdtentativa de reconstruir o tecido
danificado®® Esse processo é uma resposta organica provocadaspmulos nocivos que
envolvem numerosos mediadores de origem celuladasm@atica, com efeitos bioldgicos

interdependentes que culminam com a reparaciciiio te a restauracéo da funcéo.
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A resposta organica a uma injuria envolve alteragmodinamicas importantes, tais
como a vasodilatacdo, aumento do fluxo sanguinedaepermeabilidade vascular, e,
posteriormente, a migracéo principalmente dos aélas (PMN) aos tecidos perivasculares.

A éarea inflamada, em nivel macroscoépico, exib@osgs inatas como caracteristicas
marcantes. O resultado final do processo inflan@igwde ser a cura ou a inflamagédo cronica,
caso a resposta ndo seja suficiente para supriprioaesso inflamatério ou quando o patégeno
ou a substancia nociva persistir e o processo eVélu

Os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINES) estaoentre 0s
medicamentos mais utilizados amplamente, devido saas eficacias para uma vasta
gama de condicées de dor e inflamaCado entanto, a administracdo a longo prazo dos AINE
pode induzir Ulceras gastro-intestinal, hemorragidgsturbios renais, devido a sua inibicdo ndo-
seletiva tanto constitutiva (isoforma COX-1) quaimiduzida (isoforma COX-2) das enzimas
ciclo-oxigenase$

Por outro lado, inibidores seletivos da isoformaXe®apresentando toxicidade gastro-
intestinal reduzida tém sido associados a efetodi@vasculares adverstsO controle da dor
inflamatoria é ainda um grande desafio devido &eisos colaterais deletérios atribuidos ao uso
prolongado dos AINEs e sua ineficacia em algunesastualmente, ha um maior interesse no
desenvolvimento de farmacos modificadores da doekga@itocinas tém sido consideradas um
elo entre as lesdes celulares e os sinais de iaflao tais como migragao celular, edema, febre e
hiperalgesid® Em contraste com os AINEs, os inibidores da préadute citocinas apresentam
efeitos modificadores da doencga, por inibirem alpgdo de mediadores ligados aos processos
inflamatorios. Estes inibidores de citocinas repnésm consequentemente uma melhor

estratégia terapéutica para o controle de doenflamatérias’’

80



Capitulo IV — Estudos Biologicos e Estudos Teéricata relagéo estrutura quimica e atividade biologica

A alta incidéncia de cancer tem sido associada eomflamacdo. O céncer e a
inflamacé&o decorrem geralmente do estresse oxalaerando mutagdes progressivas e levando
ao desenvolvimento tumoral. Alguns triterpenoidesgns em plantas sdo conhecidos por suas
atividades anti-inflamatéria e antitumof&lDevido ao grande potencial biolégico das plantas
medicinais e ao fato dos graves efeitos colatepaésos anti-inflamatérios utilizados causam, os
vegetais constituem um potencial na busca de naWtasnativas medicamentosas para o
tratamento de inflamagbes. Neste sentido, extrafs;0es e substancias isoladas de
Lychnophora pinasterforam testados para conferir a atividade antaimitéria alegada,
conforme levantamentos etnofarmacolégicos sobtardg Foram testadas também misturas de
OAc-lupeol eOAc-pseudotaraxasterol, bem como de estigmastefsitosterol isolados de.

pinasterem trabalho anteridt.

IV.1.2. Materiais e métodos

Os ratos Wistar foram adquiridos da empresa Bigagiunicipio de Planaltina-DF. Os
animais pesando em média 325 g e com aproximadaniéndias de vida foram mantidos em
biotério e ciclo claro/escuro de 12/12 h. Todosates tiveram livre acesso a agua e racdo da

marca Purini.

Os testes de atividade anti-inflamatoria foramizadbs empregando o aparelho de ultra-
som microcontrolado modelo Sonopulse Special, dabdo pela empresa Ibramed. As
frequéncias de ultra-som foram 1,0 ou 3,0 MHz ngmmecabecote, emissédo continua e pulsada
(razdo de pulso 1/5 a uma frequéncia de 100 MHm), intensidade regulavel de 0,1 a 2 W/cm

e ERA de 1cm.
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Apbs a obtencdo da lesdo muscular, os musculosndids foram processados e
parafinizados para obtencdo de laminas histologikaspecas foram cortadas em micrétomo
Leica com 4umde espessura, sendo as laminas coradas pelo nmiEduematoxilina e eosina,

para analise histoldgica e fotomicrografia utilidarum microscopio da marca Zeiss.

IV.1.2.1. Preparacéo do gel

O tratamento dos ratos foi realizado com amostigysgpadas na forma de gel ou creme a
0,5% e 3,0%, sendo obtidas, a partir do extrattobftacées e substancias isoladas das partes

aéreas de. pinaster conforme Tabela IV.1.

Tabela 1V.1. Concentracdo dos extratos, fracfes e substamtkslas das partes aéread de

pinastere submetidas a testes de atividade anti-inflamatoria

Concentracéo | Base utilizada para
Amostra . .
(% m/m) incorporacao
Dexametasona 0,5 Creme lanette
Extrato bruto hexanico (EH) 3,0 Gel Carbopol
Extrato bruto etandlico (EE) 3,0 Gel Carbopol
Extrato aquoso (EA) 3,0 Gel Carbopol
Fracdo hexanica do extrato hexanico
3,0 Gel Carbopol
(EH-H1)
Fracéo diclorometano do extrato
. 3,0 Gel Carbopol
hexéanico (EH-D1)
Fracdo acetato de etila do extrato
. 3,0 Creme Polawax
hexanico (EH-A1)
Extrato flavonoidico (FF) 0,5 Gel Natrosol
Extrato alcaloidico (FA) 0,5 Creme Lanette
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Mistura dea-amirina e lupeol (Lplll e

Lp IV) 0,5 Gel Carbopol

o-Amirina (Lplll) 0,5 Gel Carbopol

Lupeol (LplV) 0,5 Gel Carbopol

Mistura deOAclupeol eOAG

pseudotaraxastefd| 05 Gel Carbopol

Mistura de estigmasterolfesitosterof® 0,5 Gel Carbopol
Quercetina (LpVI) 0,5 Gel Carbopol

IV.1.3.1. Obtencédo da Lesdo muscular

A anestesia intraperitoneal foi realizada com k&tare xilazina (respectivamente, 10 e 4
mg/kg de peso corporal, diluidos em 1 mL de soldisiologica). Os animais foram separados
em trés grupos: um grupo controle negativo serartrahto, um grupo controle positivo padréo,
tratado com dexametasona 0,1% em creme, e 10 gigtados com extratos brutos, fracdes e
substancias isoladas. Os animais sofreram traunsautaum gerado pelo impacto de um peso de
300 g solto a 30 cm de altura no triceps surafjeiosibiais das partes traseiras. Apos a lesdo a
tricotomia da regido glatea bilateral de todas atafoi realizada, seguida pela aplicacdo dos
géis preparados previamente com as amostras. Apds @ tratamento, os animais foram
anestesiados e sacrificados para a coleta dos hogis€s outros sacrificios foram repetidos

apos 48 e 72 h de leséo.

Todo o experimento foi avaliado e aprovado pelo ®ue Etica e Experimentagdo no
Uso Animal (CETEA) do Instituto de Ciéncias Biolégs da Universidade Federal de Minas

Gerais, sob o protocolo nimero 222/11(Anexo 11§.3&5).
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IV.1.3.2. Tratamento da les&@o por fonoforese

Os grupos de animais (n = 36) sofreram trauma nhsoas duas patas (patas direita e
esquerda traseiras). Apos 24 h da lesao, a patisadite cada animal foi tratada com ultra-som
terapéutico no modo pulsatil a uma frequéncia déHr, com intensidade de 0,5 W/€mpor 9
min (conforme indicagdo do aparelho). O trataméaotgealizado uma vez ao dia durante trés
dias seguidos (24, 48 e 72 h), utilizando-se conaplante as substancias puras a 0,5% e as
fracOes e o0 extrato bruto a 3%, incorporados nandode gel carbopol, gel natrosol ou creme
lanette, conforme Tabela IV.1 (pag. 82). Os géisrames utilizados como acoplantes nao
influenciaram o tratamento, servindo apenas comoplantes? Os resultados foram expressos

pela capacidade de reduzir o infiltrado inflamatori

IV.1.3.3. Obtenc¢é&o das Laminas Histologicas

Partes dos musculos contendo a area lesada foraorssdas pela retirada de tendéo a
tenddo do musculo inteiro (triceps sural e isqbiais) em cortes medianos e, posteriormente,
fixados em solucéo de formol em PBS (tampéao fosfalmo) a 10% durante 24 h. Em seguida,
foram desidratados em etanol a 70% por mais 24 gosAesse periodo, continuou-se a
desidratacédo dos tecidos em concentragfes cresadmtetanol, (a 80%, 85%, 90% e 95%),
durante 30 min em cada concentracao e, posterioemem trés imersdes em etanol a 100% de
30 min cada. Em seguida, as partes dos musculas fsubmetidas a trés imersées sucessivas
em xilol, de 30 min cada e, depois, por trés imegssgucessivas em parafina liquida, de 30 min

cada, obtendo-se blocos individuais de parafina@ontisculo disposto longitudinalmente.
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IV.1.4. Resultados e Discussao

O estimulo lesivo decorrente do trauma musculaslgeam quadro patolégico nas patas
dos ratos, descrito histologicamente por edemdiranfo inflamatério, degeneracdo de fibras
musculares e hemorragia. A Figura V.1 mostra eesphistoldégico da lesdo apds o trauma
muscular. Nessa figura estdo indicados o infiltradlamatorio, o edema e a degeneragdo das
fibras musculares. Foi possivel observar inflamagénsa e presenca de pontos de edema e

hemorragia generalizada em todas as patas quecétmeram qualquer tratamento.
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Figura IV.1. Fotomicrografia do aspecto histolégico geral dadespos o trauma muscular.
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A atividade anti-inflamatéria de extratos, frac@$itoconstituintes isolados das partes
aéreas dd.. pinasterfoi analisada pelos aspectos histolégicos paractenizar infiltrados
inflamatorios. A Figura IV.2 (pag. 90) mostra o esjp histolégico do musculo lesionado das
patas dos ratos, sem tratamento (grupo controlatineyj e apds trés tempos de tratamento (24,
48 e 72 h de lesdo). A secdo apresenta uma gragiiorde edema (areas em branco) e
infiltrado inflamatoério (pontos roxos). Os tecidosisculares séo representados por coloragao
rosa na Figura IV.2 (p4g. 90). Um padrdo normaltetido muscular deve apresentar fibras
continuas. No entanto, a fragmentacdo do tecidauarsindica a degeneragdo significativa de
fibras musculare$:

O aspecto histolégico dos musculos lesionadostadiva com dexametasona (controle
positivo) mostra diminuicdo significativa do infddo inflamatério em relacdo ao musculo sem
tratamento, apresentando-se leve apos 24 (A) e(B8 hetornando a aspecto sem lesédo apos 72
h (C). O edema apresenta-se moderado a leve ecaatagdo das fibras musculares € leve apods
24 h de lesé@o. A dexametasona foi escolhida comtrate positivo por ser considerada como
um farmaco anti-inflamatério poterfte®

As Figuras IV.3 e IV.4 (pags. 91 e 92) mostram peat histologico dos musculos
tratados com EH e EE, respectivamente. Em ambtatasnentos o infiltrado inflamatorio é de
ligeiro a moderado apés 24 (A) e 48 h (B), aumatdapara moderado apés 72 h (C). Estes
resultados sugerem uma complexidade de difererftse sinérgicos e antagbnicos dos
constituintes de EH e EE em sua ac¢éo anti-inflari@atBor outro lado, o edema e a degeneracgéo
das fibras musculares permanecem leves durantéanpale tratamento.

As Figuras IV.5, IV.6 e IV.7 (pags. 93, 94 e 95)gtmam o aspecto histoldgico dos

musculos tratados com EH-H1, EH-D1 e EH-AL. As fragdes mostram aumento de infiltrado
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inflamatoério apés 72 h de tratamento, ndo mostrandshora significativa do processo
inflamatoério.

As Figuras IV.8 a IV.12 (pags. 96 a 100) mostranaspectos histolégicos dos musculos
tratados com os triterpenos e esteroides isoladoEHL A Figura I1V.8 (pag. 96) mostra o
aspecto histolégico dos musculos tratados conmterygegnoa-amirina. A secdo apresenta edema
e degeneracédo das fibras musculares severos ma@ele 24 (A) a 48 h (B), diminuindo para
moderado apos 72 h (C). A analise histologica radsfiltrado inflamatério ligeiro a moderado
neste mesmo periodo, mostrando uma acao anti-iaftaia tardia da-amirina.

A Figura IV.9 (pag. 97) mostra o aspecto histologdns musculos tratados com o
triterpeno lupeol. A secdo apresenta um tecido olasacom pouca ocorréncia de edema,
degeneragbes das fibras musculares e infiltrad@aniaftorio. Algumas areas de infiltrado
inflamatério e edema sédo observadas apos 24 hs@do insignificantes apés 48 h (B),
mostrando uma poténcia anti-inflamatoria desterpréno.

A Figura IV.10 (p4g. 98) mostra o aspecto histaldogdos musculos tratados com a
mistura dea-amirina e lupeol. A secdo apresenta um tecido especto moderado para
infiltrado inflamatoério. Estes resultados sugeretivigade intermediaria de suas acOes
inflamatorias tratadas isoladamente, exceto apds (2, quando o edema, a degeneracdo das
fiboras musculares e o infiltrado inflamatério ndd&os mais observados nas secdes
correspondentes.

A mistura deo-amirina e lupeol promoveu uma reducdo nas lesb#amatorias,
podendo estar associadas com mediadores inflamstanais tardios. O triterpeno lupeol
promoveu uma melhoria no processo inflamatérioodmé& mais rapida e evidente, o que sugere

gue o triterpenaz-amirina presente em mistura com o triterpeno lujpede exercer alguma
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acao antagonista no processo de tratamento, ungueez concentracao deamirina na mistura
era maior. A atividade inflamatéria baixa sugenmaa EH (Figura 1V.3, pag. 91) pode estar
relacionada a uma baixa concentracéo de triterppes® extrato, principalmente o triterpeno
lupeol, que mostrou ser muito ativo.

A Figura IV.11 (p4g. 99) mostra o aspecto histaldogdos musculos tratados com a
mistura de 3D-acetil-lupeol e 3D-acetil-pseudotaraxasterol. A secédo apresenta edema
generalizado e moderada degeneracdo das fibrasulawesc O infiltrado inflamatério € leve a
moderado apés 24 h (A) e moderado apds 48 h (Bjloseovamente de leve a moderado apoés
72 h (C), mostrando que esta mistura ndo promowvea mnelhora significativa do processo
inflamatoério.

A Figura V.12 (pag. 100) mostra o aspecto histicdglos musculos tratados com a
mistura de estigmasterol/®sitosterol. A secao apresenta edema generalizddgeneracéo das
fibras musculares moderada de 24 a 72 h. No entanfiltrados inflamatorios sdo moderados
apos 24 h (A), leve apos 48 h (B) e inexistentesafidh (C) de tratamento. Devido a presenca
de edema generalizado e degeneracédo das fibrasilanescpode-se inferir que esta mistura nao
promove de forma significativa a diminuicdo do @sso inflamatorio.

A Figura IV.13 (pag. 101) mostra o aspecto histicldglos musculos tratados com EA. A
secao apresenta edema grave apos 24 (A) e 48 he®jzindo para leve apds 72 h (C). A
degeneracdo das fibras musculares é leve duratdepesodo de tratamento. O infiltrado
inflamatorio também é leve ap6s 24 h (A), aumerdapdra moderado apos 48 h (B). No
entanto, uma diminuicdo significativa do infiltraddlamatorio pode ser observada apos 72 h

(C). A analise destes resultados permite proporeagmca de substancias com poténcia anti-
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inflamatoria neste extrato, uma vez que houve digéo significativa do processo inflamatorio
no periodo analisado.

A Figura V.14 (pag. 102) mostra o aspecto histicdglos musculos tratados com a
fracdo FA. A secdo apresenta lesdo moderada aphg&}e lesdo leve apos 48 h (B), porém
com signifcativo aumento do infiltrado inflamatéeapés 72 h (C). O edema e a degeneracgéo das
fibras musculares sao leves apo6s 24 (A) e 48 haldhentando para moderados a graves apos
72 h (C), mostrando que as substancias presentbag@ FA ndo apresentam poténcia anti-
inflamatoria.

A Figura IV.15 (pag. 103) mostra o aspecto histicdglos musculos tratados com a
fracdo FF. A secdo indica edema grave e leve deggg® das fibras musculares apos 24 h (A),
permanecendo inalterados apds 72 h (C) de tratam@nnfiltrado inflamatorio € leve apds 24 h
(A), leve a moderado apés 48 h (B) e, novamente Bpds 72 h (C), indicando uma alta
propor¢cao de componentes ativos.

A Figura V.16 (pag. 104) mostra o aspecto histisdglos musculos tratados com o
flavondide quercetina. A secdo indica a presenga tke edema, sem degeneracdo das fibras
musculares ap06s 24 a 72 h. O infiltrado inflamatérieve apds 24 h (A), ndo sendo observado
apos 48 (B) e 72 h (C). Estes resultados sugereamagacao anti-inflamatéria de FF (Figura

V.15, pag. 103) pode ser atribuida a quercetina.
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Figura IV. 2. Fotomicrografias de histologia do tecido subcutames muasculos da pata
de ratos controle (esquerda) e submetido a tratanoem Dexametasona (direita) apés
24 h (A), 48 h (B) e 72 h (C).
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Figura IV.3. Fotomicrografias de histologia do tecido subcutates musculos da pata
de ratos controle (esquerda) e submetido a tratancem EH (direita) apds 24 h (A), 48
h (B) e 72 h (C).
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)
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Figura IV. 4. Fotomicrografias de histologia do tecido subcutates musculos da pata
de ratos controle (esquerda) e submetido a tratancemEE (direita) apds 24 h (A), 48
h (B) e 72 h (C).
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Figura IV.5. Fotomicrografias de histologia do tecido subcutases musculos da pata
de ratos controle (esquerda) e submetido a tratanterm EH-H1 (direita) apdés 24 h
(A), 48 h (B) e 72 h (C).
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Figura IV.6. Fotomicrografias de histologia do tecido subcutéses musculos da pata
de ratos controle (esquerda) e submetido a tratanterm EH-D1 (direita) apdés 24 h
(A), 48 h (B) e 72 h (C).
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Figura IV.7. Fotomicrografias de histologia do tecido subcutés@s musculos da pata
de ratos controle (esquerda) e submetido a tratantenm EH-A1 (direita) ap6s 24 h
(A), 48 h (B) e 72 h (C).
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Figura 1V.8. Fotomicrografias de histologia do tecido subcutates muasculos da pata
de ratos controle (esquerda) e submetido a tratammym a-amirina, Lplll (direita)
apos 24 h (A), 48 h (B) e 72 h (C).
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Figura I'V.9. Fotomicrografias de histologia do tecido subcuta@s musculos da pata
de ratos controle (esquerda) e submetido a tratancem lupeol, LplV (direita) apos 24
h (A), 48 h (B) e 72 h (C).
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Figura IV. 1C. Fotomicrografias de histologia do tecido subcutéshes muasculos da pata
de ratos controle (esquerda) e submetido a tratammem mistura dex-amirina e
lupeol, Lplll e LplV (direita) apos 24 h (A), 48(B) e 72 h (C).
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Figura IV.11. Fotomicrografias de histologia do tecido subcutéshes muasculos da pata
de ratos controle (esquerda) e submetido a tratameom mistura deOAc
pseudotaraxasterol@Aclupeol (direita) apds 24 h (A), 48 h (B) e 72 h).(C
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Figura IV. 12. Fotomicrografias de histologia do tecido subcutéhes musculos da pata
de ratos controle (esquerda) e submetido a tratencem mistura de estigmasterglze
sitosterol (direita) ap6s 24 h (A), 48 h (B) e 7@).
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Figura IV. 13. Fotomicrografias de histologia do tecido subcutésh@s musculos da pata
de ratos controle (esquerda) e submetido a tratancem EA (direita) apos 24 h (A), 48
h (B) e 72 h (C).
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Figura IV. 14. Fotomicrografias de histologia do tecido subcutésh@s musculos da pata
de ratos controle (esquerda) e submetido a tratancem FA (direita) apds 24 h (A), 48
h (B) e 72 h (C).
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Figura IV. 15. Fotomicrografias de histologia do tecido subcutésh@s musculos da pata
de ratos controle (esquerda) e submetido a tratancem FF (direita) apos 24 h (A), 48
h (B) e 72 h (C).
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Figura IV.16. Fotomicrografias de histologia do tecido subcutésh@s musculos da pata
de ratos controle (esquerda) e submetido a tratancem LpVI (direita) apos 24 h (A),

48 h (B) e 72 h (C).
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Com o intuito de comparar a atividade anti-inflabnat dos extratos, fracdes e
substancias analisados foram atribuidos escords ald, baseados nos aspectos histoldgicos

gualitativos da leséo, para as patas que recelieatamento, conforme Tabela IV.2.

Tabela IV.2. Escores atribuidos para a atividade anti-inflani@tdibservada nas patas dos ratos

tratados
Escore Classificacdo da leséo

0 Sem leséo
1 Lesao branda
2 Leséo leve a moderada
3 Lesdo moderada
4 Lesdo moderada a grave
5 Lesao grave

A Tabela V.3, pag. 106, mostra a atribuicAo dosoes para a atividade anti-
inflamatoria observada nas patas dos ratos tratpdos os extratos, fracbes e substancias

isoladas dé.. pinaster
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Tabela 1V.3. Classificacdo da atividade anti-inflamatoria olsada nas patas dos ratos tratados

com extratos, fragOes e substancias isoladés pi@aster

Amostra Apoés 24 h de ApOs 48 hde| Apos 72 h de
tratamento tratamento tratamento
Controle sem tratamento 3 2 2
Dexametasona 1 1 0

EH 2 1 3
EE 3 2 2
EH-H1 5 3 5

EH-D1 3 4 3
EH-Al 3 2 2
Lplll (a-amirina) 2 1 2
LplV (lupeol) 1 0 0
Mistura de Lplll e LplV (lupeol e 2 1 0

a-amirina)
Mistura deOAclupeol eOAG 3 3 )
pseudotaraxasterd|
Mistura de estigmasterol/@ 2 2 1
sitosterof®

EA 1 3 0
FA 3 1 3
FF 1 2 1

LpVI (quercetina) 1 0 0

Apoés a analise de todos os grupos, pode-se verdioaa 24 h do tratamento o estimulo
lesivo gera um quadro patolégico na pata do ratocada histologicamente por edema,
inflamatoério. O infiltradanflamatorio foi predominantemente

hemorragia e infiltrado

polimorfonuclear e localizado entre as fibras miaes. Apdés 48 h, ha predominancia de
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infiltrado em regides perimusculares, organizagdicial marcada pela presenca de matriz
extracelular e de fibrina. Apds 72 h ha ainda agmea de um infiltrado inflamatério, marcado
predominantemente por células mononucleares esfifbeatecido conjuntivo. Uma inflamacéo
intensa é observada em todas as patas que naenaoetualquer tratamento, além da presenca
de alguns pontos de hemorragia e edema generalizado

Os resultados deste trabalho sugerem que a amitépica de esteroides, triterpenos e
flavondides diminui significativamente o procesaflamatério gerado por lesdo muscular. Os
resultados mais significativos foram obtidos corpell e quercetina, que promoveram uma
significativa reducdo de inflamacdo no periodo dea272 h de tratamento. A aplicacao
transdérmica de gel com lupeol e quercetina emspdgaratos utilizando fonoforese atenua o
perfil inflamatério. Por conseguinte, um maior pati@l anti-inflamatério pode ser esperado para

uma aplicacao topica destas substancias em redacgdadrdo de dexametasona.
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IV.2. ATIVIDADE TRIPANOCIDA

IV.2.1. Introducéo

A doenca de Chagas é causada pelo protozdgypanosoma cruziO parasita possui
um ciclo de vida complexo, exibindo formas morfaddg e funcionais bastante distintas. Estas
formas alternam-se entre duas fases, uma no ingtto e outra no hospedeiro. As formas
evolutivas do parasita constituem-se por epimatstiymo inseto vetor, e amastigotas, em células
de mamiferos. Os tripomastigotas metaciclicos saformas infectantes no hospedéit&sta
doenca representa atualmente um importante probdensaide publica em regides endémicas,
afetando anualmente mais de 18 milhdes de pessmasnte na América do SUI*° A doenca
de Chagas resulta em mais de 50.000 mortes a cadfa @éo existindo atualmente nenhum
tratamento eficaz para esta doenca. As drogas tiifox e Benzonidazol sdo as unicas
utilizadas para o tratamento da fase aguda da dpesendo, entretanto, mal toleradas e
insatisfatérias devido aos frequentes efeitos emdét a elas associads.

Em virtude do grande potencial biolégico dos produtaturais, as plantas medicinais
podem se tornar uma alternativa promissora aonteatto da doenca de Chagas. De fato, a
atividade tripanocida tem sido associada a variosdytos naturais, incluindo alguns
fitoconstituintes isolados de. pinaster®® A atividade tripanocida de muitas espécies vegetai
tem sido atribuida & presenca do lupeol, triterpemeontrado geralmente nessas plafitas.

Neste sentido, justifica-se a avaliagao tripanodds fracdes e fitoconstituintes isoladosLde

pinaster
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IV.2.2. Procedimento experimental

Os extratos foram testados através de ensaio iroélmico’® com algumas
modificacbes” Este ensaio utiliza uma cepaHecruzi(Tulahuen transformada para expressar
S-galactosidase, enzima que é capaz de catalisaraagao colorimétrica quando o vermelho de

cloro-fenol#-D-galactopiranosideo (CPRG) for utilizado como sualbst

No ensaio com formas tripomastigotas e amastigi#ds cruziprovenientes de cultura
de tecido, cerca de 4.000 células L929 por pocanfosemeadas em placas de 96 pocos,
seguindo incubacao durante a noite em estufa,’&€ 3Fara a adesao da célula a superficie. Apds
incubacdo, a infecgdo foi feita com 10 tripomagséiggrovenientes de cultura de tecidos/célula,
durante 2 h. ApOs esse periodo, o0 meio contendqma@sitas extracelulares foi substituido por
meio novo e a placa novamente incubada &@@durante 48 h. Além dos extratos naturais
diluidos nas concentracdes 2z e 10ug/ mL. Apds incubacédo a 3TC por 96 h, foi adicionado
o substrato CPRG aos pocos. A placa foi incuba®a°&€ e a leitura foi realizada ap6s 16-20 h
em espectrofotdmetro utilizando um filtro de 570. iBimultaneamente, os seguintes controles
foram utilizados: células néo infectadas, célutdsdtadas ndo tratadas, benzonidazojg/inL
(3,81 M) (controle positivo) e DMSO diluido em meio a urnancentracdo final de 1%
(controle negativo). Os resultados foram exprepsogorcentagem de reducédo da absorvancia
dos pocos experimentais em comparacdo com a abs@v@os pocos contendo células

infectadas nao tratadas.
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IV.2.3. Resultados e Discussao

A Tabela IV.4 (pag. 111) apresenta o resultado tdetes tripanocidas para o extrato
bruto, fracdes e substancias isoladak.d@naster A amostra LpV correspondente ao composto
inédito, acido 2,8-dihidroxi-8,11,11-trimetil-12-aliciclo[7.2.1]dode-4-en-4-6ico, mostra-se
ativa contra as formas tripomastigotas e amassgd&l. cruzi provenientes de cultura de
tecido, apresentando-se como um agente promissaombate a estas formas evolutivas do
parasita. No entanto, esta amostra foi ativa saneatconcentracdo de 2@/mL, pois, em
concentragfes mais baixas (d@mL), mostra-se inativa. Este resultado € comphtiom dados
da literatura que reportam a atividade tripanoaigavarios derivados sesquiterpénicos. O
flavonoide quercetina mostrou-se também ativo, pacém baixo indice de seletividade o que

inviabiliza a recomendacéao para ensaioavo.
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Tabela IV.4. Resultado de atividade tripanocida de extrato0&age substancias isoladaslLde

pinaster
ICso Sobre o ICso SObre as indice de
Composto parasita (ug/mL) * células ( pg/mL) Seletividade *
Extrato hexanico (EH) Inativo* - -
Extrato etandlico (EE) Inativo* - -
Mistura de ®Ac-a-amirina Inativo* -
e 30Ac-lupeol (Lpl) )
a-Amirina (Lplll) Inativo* - -
Lupeol (LplV) Inativo* - -
Acido 2,8-dihidroxi- 31,7 pg/mL 80 pg/mL 2,5
8,11,11-trimetil-12-
oxabiciclo[7.2.1]dode-4-en-
4-6ico (LpV)
Fracao fendlica (FF) Inativo*
Quercetina (LpVI) 28,6 pg/mL 60 pg/mL 2,1
Benzonidazol 1 pg/mL 625 ug/mL 625

! Concentracdo do composto que reduz em 50% o crescimento parasitario.
2 Concentracdo dmmposto que induz 50% de morte celular.

31Cso do composto sobre as células dividido pelg H® composto sobre o parasita.
*Compostos inativos quando testados qugOnL.
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IV.3. ESTUDOS TEORICOS DA RELACAO ESTRUTURA QUIMICA E ATIVIDADE

BIOLOGICA

IV.3.1. Introducéo
Os triterpenosa-amirina e lupeol foram obtidos em mistura, em atab anterio?, e

como substancias puras. As suas atividades aldiviaférias foram testadas no modelo
experimental desenvolvido neste trabalho. Embotasesubstancias sejam estruturalmente
semelhantes, os testes de atividade anti-inflamaandostraram-se significativamente diferentes.
O lupeol apresentou alta atividade anti-inflamatéeé a a-amirina, baixa atividade anti-
inflamatoria. Com o intuito de investigar a relagire estrutura quimica e atividade bioldgica
destes triterpenos foram realizados calculos tesrae otimizacdo de geometria e posterior
calculo de contribuicdo dos orbitais atbmicos mararbitais moleculares de fronteira (HOMO e

LUMO).

IV.3.2. Metodologia Tedrica

Estudos teéricos foram realizados utilizando oveafe Gaussian 0%. As geometrias
obtidas previamente a partir de calculos semi-eaogqsrPM3 foram usadas como modelos
iniciais nas otimiza¢gGes de geometria empreganidolod DFT com conjunto de base 6-31G*.

As geometrias otimizadas foram caracterizadas conioimos verdadeiros sobre a
superficie de energia potencial (PES), quando tedaequéncias harmbnicas das estruturas
foram reais. A energia eletrénica nucleB) (las geometrias otimizadas foi dada em unidades
atdbmicas [fartree). Apds a otimizagdo das geometrias para estespios foram realizados

calculos de populacao orbital em mesmo nivel desteo
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IV.3.3. Resultados e Discussao

As Figuras IV.17 e IV.18 (pag. 114) mostram, resipamente, a populacdo orbital do
HOMO e HOMO-1 dag-amirina e do lupeol. A populacéo orbital do HOM&®aamirina (A) e
lupeol (B) concentra-se principalmente no sistemdos dois triterpenos, ao passo que a
populacdo orbital do HOMO-1 (B e D) concentra-segipalmente nos atomos do anel A de
ambos. A similaridade do HOMO-1 de ambos os terperém reflete a diferenca entre suas
atividades anti-inflamatérias. Por sua vez, a ddige anti-inflamatéria do lupeol pode ser
atribuida a concentragdo da populagéo orbital sterser envolvendo os atomos de carbono C-

20 e C-29 no HOMO.

Como resultado, a atividade anti-inflamatéria obsea para o lupeol pode ser mediada
por ataques nucleofilicos do HOMO. A populacéotatio HOMO daa-amirina concentra-se
no sistemar envolvendo C-12 e C-13. Estes resultados sugeram regioespecificidade da

olefina na atividade anti-inflamatoéria do lupeol.
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Figura IV.18. Populac¢éo orbital do HOMO (C) e HOMO-1 (D) do lape

As Figuras IV.19 (pag. 115) e V.20 (pag. 116) treom, respectivamente, os orbitais de
fronteira LUMO e LUMO+1 parar-amirina e lupeol, respectivamente. A populacaatarbo
LUMO da a-amirina e lupeol concentra-se principalmente stesiaxr dos dois triterpenos, ao
passo que a populagéo orbital do LUMO+1 concerraasnbém, principalmente nos atomos do
anel A de ambos. Da mesma forma a similaridadelddd@+1 de ambos os terpenos nao reflete

a diferenca entre suas atividades anti-inflamagortzstes resultados sugerem que o sistema

114



Capitulo IV — Estudos Biologicos e Estudos Teéricata relagéo estrutura quimica e atividade biologica

seja um alvo para a atividade anti-inflamatoriapdssivel observar também que o carbono
olefinico daa-amirina encontra-se mais impedido estericamentgu#oa dupla exociclica do
lupeol, podendo-se inferir que, sendo o sistenmaportante alvo na atividade anti-inflamatéria,
o fato do impedimento estérico daamirina ser mais significativo pode estar influando a
baixa atividade anti-inflamatoria deste triterpemm relacdo ao lupeol, que se mostrou ser bem
mais ativo. E importante ressaltar também que exist nimero bem significativo de trabalhos

que reportam atividades bioldgicas diversas aooluije

Figura IV.19. Populacgao orbital do LUMO (E) e LUMO+1 (F) deamirina.
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Figura IV.20. Populagao orbital do LUMO (G) e LUMO+1 (H) do lupbe

Finalmente, deve-se considerar também que odadssldos estudos de populacao orbital

nao sugerem o envolvimento dos atomos do anel &ividade anti-inflamatoéria do lupeol.
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I. Dos Estudos Fitoquimicos

A patrtir do estudo biomonitorado tle pinasterrealizado foi possivel o isolamento e a
identificacdo de alguns fitoconstituintes provetesndo fracionamento cromatografico das
partes aéreas da planta. Assim, verificou-se aepgasdos triterpenos pentaciclico©-3-
acetile-amirina, 3©O-acetil-lupeol, a-amirina e lupeol, presentes no extrato hexanico e
isolados anteriormente nas diferentes partes datajfaalém do sesquiterpeno &cido 2,8-
dihidroxi-8,11,11-trimetil-12-oxabiciclo[7.2.1]dodeen-4-6ico, composto descrito pela
primeira vez na literatura.

A partir do estudo do extrato aquoso foi possivedbtencdo de fracdes ricas em
compostos fendlicos, em alcaloides e em saponkasrtir da fracdo rica em compostos
fendlicos foi possivel o isolamento e identificagoflavonoide quercetina.

A partir do estudo dos oleos essenciais foi poksilemtificar dez compostos, sendo
gue nove foram identificados pela primeira vez tem @ssencial de. pinaster 2-metil-2-
feniletanoato de propila,Z-a-bisaboleno, Z-a-bisaboleno epdxido, espatulenck-a-
bergamotol, Z-lanceol, E-a-bisaboleno epoxido, acetato de nerolidil e metenate n-

hexadecanoila.

II. Dos Estudos Bioldgicos

Os testes bioldgicos realizados confirmaram adsilé bioldgica alegada pela medicina
popular, como a atividade anti-inflamatéria. A mtade anti-inflamatoria apresentada pela
fracdo EH1-H1-R7, atribuida quimicamente ao trié@g lupeol, mostrou uma reducao
significativa da intensidade do processo inflamatérEntretanto, 0 mesmo fitoconstituinte
em mistura com o triterpen@amirina mostrou também uma melhora, porém atraeés
mecanismos mais tardios, o que pode significar infi@éncia do triterpen@-amirina no
mecanismo de acéo do lupeol, uma vez queamirina se mostrou ser bem menos ativa.
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Neste sentido, os estudos tedricos estabeleceram ral@acdo entre estrutura quimica e
atividade biolégica, uma vez que através dos aagcule contribuicbes atbmicas para
formacao dos orbitais moleculares para os doerpeinos foi possivel verificar a importancia
do sistemart no mecanismo de agao do lupeol, uma vez que dEnsa se encontra mais
disponivel na estrutura para interacdo com o afiv.
Em relacdo aos testes tripanocidas, o sesquitedg@do 2,8-dihidroxi-8,11,11-trimetil-

12-oxabiciclo[7.2.1]dode-4-en-4-06ico mostrou sigr@fiva atividade, embora menor que a
atividade apresentada pelo controle. No entant@ baixa solubilidade deste composto no

meio de cultura utilizado para o ensaio pode tasiotiado essa baixa atividade.

[ll. Dos Estudos com radiacdo gama

Os estudos com radiacdo gama indicaram até o morgea os triterpenas-amirina,
OAc-a-amirina e lupeol submetidos a radiagdo nédo sofreléeracao significativa detectavel
por RMN de'H e de™C.

A mesma analise pode ser feita com o extrato flaidico submetido a radiacdo, uma
vez que ndo houve formacdo de produto radioliti@odase de 3,0 kGy. No entanto, as
substancias em maior concentracdo neste extragseagaram diminuicdo de concentragao,
mostrando que esta dose degrada os compostotendéste extrato.

O estudo com radiacdo do material vegetal para@posextracdo dos 0leos essenciais
mostrou que a radiacdo promove alteracdo nas measodas células, observada através do
aumento da massa dos 6leos essenciais obtidosaapiacdo do material vegetal. Este
estudo mostrou também que a proporcao relativeaopostos ndo € alterada de forma dose-

dependente.
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IV. Consideracdes finais

Os resultados obtidos na avaliacaoLgehnophora pinastejustificam a continuidade
dos estudos desta espécie, além de, reafirmaraténpia dos estudos quimicos e biologicos

das diversas familias de plantas medicinais exestama flora brasileira.

Como resultado do estudo fitoquimico e bioldgicoLdepinaster foram publicados
quatro artigos cientificos em revistas especiatizadi) Evaluation of the bactericidal and
trypanocidal activities of triterpenes isolated nirothe leaves, stems, and flowers of
Lychnophora pinasteMart., Revista Brasileira de Farmacognosigol. 21 (4), 2011; (ii)
Constituintes quimicos do cerne Besimum potabildMoraceae)Acta Amazoénicavol. 40
(4), 2010; (iii) Structural identification of ar@bchic acids and aristolactams by correlations
between calculated carbon chemical shifts 8@ NMR data,Structural Chemistryv. 23,
2012; (iv) Pentacyclic triterpenes and steroidsaisa from the stem bark &acoglottis uchi

Hube, aceito para publicacdo Aeta AmazonicgAnexo III)

Dois artigos foram submetidos a revistas espeaddig: (i) Anti-inflammatory effects
in muscle injury by transdermal application of géath Lychnophora pinasteaerial part
using phonophoresis in ratBMC Complementary and Alternative Medicin@) Anti-
inflammatory activity of a new glycosylated luteolderivative isolated from leaves of

Justicia acuminatissim@Acanthaceae)lournal of Medicinal ChemistrfAnexo 1V)

Um capitulo de livro foi publicado: (i) Relationpki between chemical structure and
bactericidal activity of pentacyclic triterpenesegenting six-membered rings against Gram-

negative bacteria, esmntibacterial Agents / Book 2SBN 979-953-307-747-4 (Anexo V).

Foram apresentados também seis trabalhos em everdntficos: (i) Estudo

biolégico das partes aéreasldepinaster apresentado na 332 Reunido Annual da Sociedade
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Brasileira de Quimica, Aguas de Lindodia, S40 Paunlw,periodo de 28-31/05/2010; (ii)
Constituintes quimicos isolados do cauleBdesimum potabileapresentado na 332 Reunido
Annual da Sociedade Brasileira de Quimica, Aguakinigoia, S4o Paulo, no periodo de 28-
31/05/2010; (iii) Estudos tedricos relacionados t@&idade tripanocida de triterpenos e
esteroides isolados dgchnophora pinasteapresentado no® Bimpdsio ibero-Americano de
Quimica Organica, Santiago de Compostela, Espamhgyeriodo de 7-12/09/2010; (iv)
Avaliacdo da atividade antioxidante de extratosubskncias isoladas deychnophora
pinasterMart. apresentado no XX Simpadsio de Plantas Medisjnlodo Pessoa, Paraiba, no
periodo de 14-17/09/2010; (v) Estudos Tedricos dkatados a Atividade Tripanocida de
Triterpenos e Esteroides Isolados ldehnophora pinasteMart. (Asteraceae) apresentado
XXIV Encontro Regional da Sociedade Brasileira deiiica, Vigosa, Minas Gerais, no
periodo de 30-01/11/2010; (vi) Avaliacdo da atidelaanti-inflamatéria de triterpenos
isolados deLychnophora pinasteapresentado no XXV Encontro Regional da Sociedade

Brasileira de Quimica, Lavras, Minas Gerais, noquir de 12-14/11/2011. (Anexo VI).
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ESPECTROS DE TRITERPENOS
ESTUDADOS PARA ANALISE DOS EFEITOS

DA RADIACAO GAMA
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Figura A.1. Espectro de RMN dH do triterpenaz-amirina irradiado com dose de 10 kGy (400 MHz; @pdigura maior), comparado com
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Figura A.2. Espectro de RMN dH do triterpenaz-amirina irradiado com dose de 50 kGy (400 MHz; @p@igura maior), comparado com
espectro de RMN d&1 do triterpenar-amirina n&o irradiado (200 MHz; CDgfigura menor).
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Figura A.3. Espectro de RMN d&C do triterpenaz-amirina irradiado na dose de 10 kGy (100 MHz; C{p{igura maior), comparado com
espectro de RMN d&C do triterpena-amirina nao irradiado (50 MHz; CDgl(figura menor).
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Figura A.4. Espectro de RMN d&C do triterpenaz-amirina irradiado na dose de 50 kGy (100 MHz; C{p{igura maior), comparado com
espectro de RMN d&C do triterpena-amirina nao irradiado (50 MHz; CDg(figura menor).
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Figura A.5. Espectro de RMN déH do triterpeno 39Ac-a-amirina irradiado com dose de 10 kGy (400 MHz; @pGfigura maior),
comparado com espectro de RMN#iedo triterpeno 39Ac-a-amirina nao irradiado (200 MHz; CD&(figura menor).
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Figura A.6. Espectro de RMN déH do triterpeno 39Ac-a-amirina irradiado com dose de 50 kGy (400 MHz; @pGfigura maior),
comparado com espectro de RMN#iedo triterpeno 39Ac-a-amirina nao irradiado (200 MHz; CD&(figura menor).
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Figura A.7. Espectro de RMN d¥C do triterpeno 3Ac-a-amirina irradiado na dose de 10 kGy (100 MHz; C{p@lgura maior), comparado
com espectro de RMN déC do triterpeno 3Ac-a-amirina néo irradiado (50 MHz; CDgl(figura menor).
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Figura A.8. Espectro de RMN d¥C do triterpeno 3Ac-a-amirina irradiado na dose de 50 kGy (100 MHz; C{p@lgura maior), comparado
com espectro de RMN déC do triterpeno 3Ac-a-amirina néo irradiado (50 MHz; CDgl(figura menor).
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Figura A.9. Espectro de RMN d&H do triterpeno lupeol irradiado com dose de 10 K&Y0 MHz; CDC}) (figura maior), comparado com
espectro de RMN d& do triterpeno lupeol néo irradiado (200 MHz; CBQfigura menor).
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Figura A.10. Espectro de RMN d& do triterpeno lupeol irradiado com dose de 50 K&Y0 MHz; CDC)) (figura maior), comparado com
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ANEXO I
CROMATOGRAMAS DOS OLEOS
ESSENCIAIS OBTIDOS DE L. pinaster
ESTUDADOS PARA ANALISE DOS EFEITOS

DA RADIACAO GAMA
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