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RESUMO

O uso das plantas como fitoterapicos tem aumentado consideravelmente nos ultimos
anos, aumentando também o interesse da populacdo, das agéncias de salde e das inddstrias
farmacéuticas em garantir a qualidade microbioldgica e fisico-quimica das plantas medicinais
e os seus produtos derivados. Dentre os métodos usados atualmente na descontaminacao
microbiol6gica de materiais vegetais, destaca-se a radiacdo gama como uma das técnicas mais
eficientes. Porém, pela alta energia que este tipo de radiacdo possui, 0 material vegetal pode
ser quimicamente alterado, afetando a sua composicdo e as suas propriedades bioldgicas. A
espécie Solanum stipulaceum Roem & Schult (Solanaceae) é endémica e nativa do Brasil,
amplamente usada pela populacéo brasileira com fins terapéuticos, mas ainda pouco estudada
qguimica e farmacologicamente. Neste contexto, foi avaliado o efeito da radiacdo gama na
composicdo quimica de 6leos essenciais das flores e folhas de S. stipulaceum e nas suas
propriedades antioxidantes e citotoxicas. Inicialmente, foi feito o estudo da composicéo
quimica dos 0leos essenciais das suas flores, identificando como principais componentes /-
cariofileno, y-gurjuneno e f-gurjuneno nas flores coletadas em maio e f-cariofileno, 6xido de
cariofileno e y-gurjuneno nas flores coletadas em setembro. Quanto ao dleo essencial das
folhas, p-cariofileno, y-elemeno, p-espatulenol, éxido de cariofileno e o-cadinol foram
identificados como os principais compostos volateis. Os resultados com amostras irradiadas
mostraram que as flores apresentam maior susceptibilidade a radiacdo gama, sendo que, com
a dose de 20,0 kGy, a composicdo da maioria dos compostos volateis decresce
significativamente, mas estes 6leos essenciais ndo apresentaram importante atividade
antileucémica. Por outro lado, a composi¢do quimica do Oleo essencial das folhas nédo foi
afetada significativamente e isto foi relacionado com a presenca de radicais livres nas folhas.
No entanto, alteragdes irregulares foram observadas na atividade antioxidante e antileucémica
deste 6leo. Além disso, foi realizado o estudo fitoquimico do extrato hexanico e da fragdo em
diclorometano do extrato etanolico das folhas de S. stipulaceum, sendo identificados os

compostos p-sitosterol, estigmasterol, farnesilfarnesol e bis-(2-etil-hexil) ftalato.

Palavras-chave: Solanum stipulaceum, radiacdo gama, Oleo essencial, atividade

antioxidante, atividade antileucémica, ressonancia paramagnética eletronica.
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ABSTRACT

Phytochemical study of Solanum stipulaceum Roem. & Schult. leaves and
composition, biological activity and gamma-radiation effect on the essential oils
from its flowers and leaves

The use of plants as herbal medicines and their derivatives has considerably increased in
the last years, as well as the interest of general population, health agencies and pharmaceutical
industries to ensure the microbiological and physicochemical quality. Among the microbial
decontamination methods for plant materials, gamma radiation is one of the most efficient
techniques. However, the high energy of this type of radiation can chemically change the
plant material, affecting its chemical composition and biological properties. The species
Solanum stipulaceum Roem & Schult (Solanaceae) is an endemic and native Brazilian plant,
widely used by the population for therapeutic purposes, but it has not been well studied
chemical and pharmacologically. In this context, the gamma radiation effect on the
composition of essential oil from flowers and leaves of S. stipulaceum and its antioxidant and
cytotoxic properties was evaluated. Initially, the study of the composition of essential oil from
flowers was made, identifying pg-caryophyllene, y-gurjunene, and p-gurjunene as main
components in flowers, collected in May, and g-caryophyllene, caryophyllene oxide and y-
gurjunene in flowers collected in September. In the essential oil from leaves, S-caryophyllene,
y-elemene, fS-spathulenol, caryophyllene oxide and o-cadinol were identified as the major
volatile compounds. The results obtained with the irradiated samples showed that flowers are
more susceptible to gamma-radiation, whereas, at a dose of 20.0 kGy, the composition of the
most volatile compounds decreases significantly. Moreover, these essential oils did not show
significant antileukemic activity. The composition of essential oil from leaves was unaffected
and this was associated with the presence of free radicals in the non-irradiated leaves.
However, irregular changes were observed in the antioxidant and antileukemic activities of
these oils. In addition, the phytochemical study of the hexane extract and dichloromethane
fraction of the ethanol extract from leaves of S. stipulaceum was made and it allowed to
identify the compounds pg-sitosterol, stigmasterol, farnesilfarnesol and bis (2-ethylhexyl)
phthalate.

Key Words: Solanum stipulaceum, gamma-radiation, essential oil, antioxidant activity,

antileukemic activity, electronic paramagnetic resonance.
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CAPITULO |

INTRODUCAO



1. Familia Solanaceae

A familia Solanaceae compde um dos maiores grupos dentre as angiospermas, contando
com 96 géneros e cerca de 3000 espécies. Dentre 0s géneros mais importantes desta familia,
encontram-se Solanum com um nudmero estimado de 1400 espécies, Lycianthes (com 200
espécies), Cestrum (com 175 espécies), Nicotiana (com 95 espécies) e Phyasalis (com 90
espécies).! A Figura 1 mostra a distribuicdo desta familia ao redor do mundo. A sua maior
diversidade concentra-se na América do Sul e no Brasil, onde esta representada por 34
géneros e 474 espécies, das quais 228 sdo endémicas do pais. O Estado de Minas Gerais, com
196 especies identificadas, € um dos estados brasileiros com maior nimero de espécies

reportadas para esta familia.?

e T T

Figura 1. Distribuicdo da familia Solanaceae ao redor do mundo.?

De grande importancia comercial e econdmica, destacam-se na familia diversas espécies
gue apresentam usos alimenticio, medicinal e ornamental, como Solanum tuberosum (batata),
Solanum lycopersicum (tomate) e Solanum melongena (beringela), além de Nicotiana
tabacum, espécie cultivada em todo 0 mundo para a producéo de tabaco.’

A importancia da familia Solanaceae é destacada no Brasil, tendo sido selecionada
como uma das familias pilotos para o inicio do projeto Flora do Brasil, o qual busca descrever

em 2020 a extraordinaria diversidade de plantas do pais.

1.1. Geénero Solanum

O género Solanum é um dos maiores dentre as angioespermas, contando com

aproximadamente 1400 espécies.> O género concentra a maior quantidade de espécies na
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regido dos Andes e no Sudeste Brasileiro. Este género foi descrito pela primeira vez por Lineu
em 1753 e as suas espécies podem ser encontradas em diferentes habitat, desde pequenas
ervas até arvores. Porém o habito arbustivo é predominante.’

A grande variedade de espécies deste género tem gerado uma ampla variedade de
metabolitos secundarios isolados e identificados, dentre os mais conhecidos encontram-se
glicoalcaloides, saponinas, compostos fendlicos, esterdis e flavonoides. Estes metabdlitos
apresentam um amplo espectro de atividades farmacoldgicas reportadas, tais como

antibacteriana, antifingica, citotoxica, antioxidante, hipotensiva e hepatoprotetora.’

1.2. Espeécie Solanum stipulaceum

A espécie Solanum stipulaceum Roem & Schult € uma planta endémica e nativa do
Brasil. Seus representantes encontram-se distribuidos no Nordeste Brasileiro (nos Estados de
Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Piaui e Sergipe), na Regido Centro-Oeste (em
Goias) e na Regido Sudeste (em Minas Gerais), como mostrado na Figura 2. E comum

encontra-la em regies de cerrado, caatinga e mata atlantica.?

Figura 2. Ilustracdo e distribuicdo geografica de Solanum stipulaceum no Brasil.?

Diversos estudos tém sido descritos na literatura relatando diferentes atividades
bioldgicas dos extratos obtidos desta espécie vegetal. Atividade moluscicida do extrato
alcaloidico das folhas e do caule foi testada contra Biomphalaria glabrata, encontrando que o
extrato do caule é efetivo no controle da esquistossomose com CLsy = 45,2 pg/mL.2 Efeito
cardiovascular foi relatado também para o extrato etandlico do caule de S. stipulaceum, sendo

descrita reducdo da pressdo arterial em ratos com um perfil dependente da concentra¢do do
3



extrato.’ Por sua vez, o extrato alcaloidico da raiz desta espécie mostrou bioatividade contra
Artemia salina com CLsp = 823,1 pg/mL e contra Biomphalaria glabrata com CLsy = 48,49
Hglml__lo-ll

O uso popular desta espécie na Regido Nordeste do Brasil como antiulcerogénica foi
relatado e confirmado para o extrato aquoso das folhas, obtendo-se resultados significativos
com dose de 200 mg/kg.™ Atividade antioxidante foi reportada para o extrato metanélico das
folhas de S. stipulaceum com CEsy = 66,72 pug/mL, sendo que os compostos canferol (i),
quercetina (ii), &cido p-hidroxibenzoico (iii) e tilirosideo (iv) foram isolados desse extrato. A
atividade antioxidante foi atribuida a quercetina, pois esta apresentou CEsy = 1,75 pg/mL

quando testada pura. Os mesmos compostos foram identificados nos tricomas desta espécie.™*
14
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Figura 3. Estrutura quimica dos compostos identificados nas folhas de S. stipulaceum.

Em relacdo a metabdlitos do extrato etanolico de S. stipulaceum foi relatado o
isolamento dos alcaloides solasodina (v) e solaparnaina (vi) dos frutos. No extrato etandlico
do caule e dos galhos foram identificados os compostos solamargina (vii) e 3-O-

ramnopiranosil-O-ramnopiranosil-O-glucopiranosil-O-ramnopiranosil solaparnaina (viii).*



Solasodina (v) Solaparnaina (vi)

Figura 4. Estrutura quimica dos alcaloides isolados dos frutos de S. stipulaceum.

WCHg

R=Rha-Rha-Glu-Rha

3-O-ramnopiranosil-O-ramnopiranosil-O-glucopiranosil-O-ramnopiranosil solaparnaina (viii)

Figura 5. Estrutura quimica dos alcaloides isolados do caule de S. stipulaceum.

2. Oleos essenciais

Os 6leos essenciais sdo misturas de produtos naturais volateis obtidos principalmente de
plantas aromaticas, sendo encontrados como liquidos sollveis em solventes organicos e,
geralmente, apresentam densidade menor que a agua. Os constituintes dos 0leos essenciais
podem ser sintetizados por todos os Orgdos da planta, como flores, folhas, caules, galhos,

sementes, frutos, raizes ou cascas.16



Os procedimentos de extracdo destes Oleos sdo variados e, geralmente, dependem do
produto desejado, infraestrutura e tempo disponiveis. Assim, alguns dos métodos de extracéo
mais conhecidos sdo destilacdo por arraste de vapor de agua, hidrodestilacéo, extracdo com
fluidos supercriticos e extragdo com micro-ondas.

Diferentes usos sdo descritos para os 6leos essenciais. Pela sua fragrancia séo utilizados
pela indistria cosmética, perfumaria, alimenticia e farmacéutica.'’ Mas, sdo também
conhecidas diversas propriedades medicinais, tais como antibacteriana, antifungica,
analgésica, anti-inflamatéria e anticarcinogénica.’’ Na natureza, os 6leos essenciais
desempenham um papel importante na protecdo das plantas contra micro-organismos, insetos
e animais herbivoros, podendo atrair também alguns organismos para favorecer a dispersdo de
polen e sementes.®

A caracteristica principal dos componentes quimicos dos 6leos essenciais é a sua baixa
massa molecular, sendo altamente volateis. Esses constituintes sdo divididos geralmente em
dois grupos; um grupo é constituido por terpenos e terpenoides e o segundo, por compostos
arométicos e alifaticos.™® Dois ou trés componentes majoritarios (20-70%) podem caracterizar
um o6leo essencial, sendo que estes compostos determinam as suas propriedades bioldgicas.
No entanto, a composi¢cdo quimica pode variar de acordo com o clima, qualidade do solo,
6rgdo da planta, idade e estagio do ciclo vegetativo.'®

No caso da espécie vegetal Solanum stipulaceum, a composicao do 6leo essencial das
folhas foi relatada anteriormente na literatura, tendo sido identificados os compostos 6xido de
cariofileno (ix), E-cariofileno (x) e espatulenol (xi) como constituintes majoritarios.™® Porém,

propriedades bioldgicas para este 6leo essencial ainda ndo foram reportadas.
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Oxido de cariofileno (ix) E-cariofileno (x)

Espatulenol (xi)

Figura 6. Estrutura quimica dos compostos identificados no oleo essencial das folhas de S.

stipulaceum.



3. Uso da radiacdo gama em plantas

O uso das plantas com fins medicinais desempenha um papel importante na atencéo
priméria de satde da populacdo mundial.”> No Brasil, estima-se que 82% da populacéo utiliza
produtos & base de plantas medicinais no tratamento de doencas.”* Segundo projecdes do
Instituto Brasileiro de Plantas Medicinais (IBPM), o mercado de medicamentos fitoterapicos
movimenta de 400 a 500 milhdes de dolares por ano no pais 0 que justifica o interesse em
manter a qualidade fisico-quimica e microbioldgica destes produtos.??

A qualidade microbioldgica e fisico-quimica das plantas e dos produtos elaborados a
partir das mesmas depende do meio onde foram cultivados, dos meétodos da coleta, do
processamento pés-coleta, do transporte, a forma como s&o embaladas e do armazenamento.?
Uma alternativa que permite manter a qualidade microbiolégica de alimentos e plantas
medicinais aps coleta é o tratamento por radiacdo gama.?> No ano 2010, aproximadamente
400.000 toneladas de alimentos no mundo foram irradiados. O uso deste tipo de radiagdo tem
aumentado rapidamente, pois atualmente um milhdo de toneladas de alimentos por ano sdo
irradiadas com fins de descontaminacdo microbiolégica.?*

A radiacdo gama é um tipo de radiacéo ionizante com alto poder de penetragdo e grande
quantidade de energia. Os raios gama sao emitidos na regido do espectro eletromagnético de
menor comprimento de onda (<10™? m). Este tipo de radiagdo é produzido pela desintegracdo
de nucleos de Cobalto-60 ou Césio-137. Apesar de existirem outras fontes de radiacdo gama,
somente ®°Co e *'Cs sio indicados para processos de irradiacdo com fins de esterilizagd0.?

A radiacdo gama tem a capacidade de quebrar liga¢cdes quimicas. Devido a alta energia
gue possui, pode iniciar reacdes em quaisquer condi¢bes de temperatura, pressdo ou estado da
matéria, sem o0 uso de catalisadores. Nos processos de esterilizacdo, 0s raios gama causam a
quebra do DNA bacteriano, inibindo a divisdo celular, motivo pelo qual sdo utilizados
amplamente na esterilizacdo de produtos médico-cirurgicos, farmacéuticos, alimenticios e
cosméticos.?

Atualmente, nos processos de esterilizagdo, a dose méxima de radiacdo permitida é
aquela em que o objetivo de descontaminacdo é atingido, sem causar alteracbes que
comprometam a qualidade do produto e a seguranca do consumidor.?® Segundo a Organizagéo
Mundial da Salde a irradiacdo de produtos alimenticios, plantas aromaticas e especiarias, até

um dose total média de 10 kGy, ndo apresenta nenhum risco toxicolégico.?’



Dentre as vantagens do uso da radiacdo gama para a esterilizacdo, sdo incluidas a
melhor garantia de esterilidade do produto, a auséncia de residuos como € o caso do dxido de
etileno, maior capacidade de penetracdo do que outros tipos de radiacao (radiacdo e-beam) e a
ocorréncia do processo ocorre é a baixas temperaturas.”®

A radiagdo gama nos organismos Vivos pode atuar direita ou indiretamente.
Normalmente, os efeitos indiretos séo uma parte importante da acéo total da radiacdo. Estes
efeitos ocorrem pela producdo de compostos radioliticos da molécula de 4gua que séo radicais
‘OH, 'H e elétrons (7). Esses radicais instaveis reagem com moléculas de DNA da célula
bacteriana, podendo causar mutacGes ou, até mesmo, a morte celular, como mostrado na
Figura 7. Também é possivel a reacéo desses radicais com macromoléculas como proteinas ou
lipideos, compostos fundamentais para a sobrevivéncia celular. No entanto, ha ainda duvidas
consideraveis quanto a natureza das lesdes envolvidas, embora pareca certa que a letalidade

ocorre principalmente como consequéncia de danos genéticos.?

oA =>
=

Figura 7. Esquema do efeito indireto da radiagdo gama no DNA bacteriano.

4. Efeito da radiacdo gama em 06leos essenciais

Apesar de 0 uso da radiacdo gama se encontrar-se amplamente disseminado para a
preservacdo de alimentos, ervas, condimentos e produtos agricolas, alteracdes nos tecidos
vegetais ou nos fitoconstituintes podem ser provocadas.?** Consequentemente, estudos sobre

a estabilidade de produtos irradiados e a permanéncia da sua composi¢do quimica e da sua
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atividade farmacoldgica tém sido desenvolvidos nos dltimos anos.** Assim, alguns autores
tém apresentado especial atencdo nos Oleos essenciais de espécies vegetais submetidas a

radiacdo gama. Alguns exemplos sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Estudos descritos na literatura sobre o efeito da radiacdo gama em 6leos essenciais

Espécie (Parte estudada) Dose de radiacdo gama (kGy)
Estudos realizados sobre a composicéo
Curcuma longa (rizomas)> 10
Eucalyptus radiata (folhas)> 25
Lavandula angustifolia (flores)® 25
Linum usitatissimum (sementes)** 2,5;4,0;55e7,0
Monodora myristica (sementes)™ 15
Origanum vulgare (folhas)® 1,2,3,5,10e15
Piper nigrum (tempero em p6)*° 5,10 e 30
Thymus vulgaris thymoliferum (folhas)® 25
Turnera diffusa (rizomas)*’ 5, 10, 15 e 20
Zingiber montanum (rizomas)> 10e 25

Estudos realizados sobre o rendimento e a composicao

Angelica gigas Nakai (raizes)™ 1,3,5,10e20
Rosmarinus officinalis (tempero em p6)* 8,12e17
Thymus vidgaris (tempero em p6)* 7,12e17
Estudos realizados sobre a composicao e as propriedades antioxidantes

Cuminum cyminum (sementes)™ 10e 25
Mentha piperita (folhas)* 10 e 25
Lavandula angustifolia Mill (6leo puro)* 0,005, 0,010, 0,020 e 0,030
Estudos realizados sobre a composicao, a atividade antibacteriana e antioxidante
Carum carvi (raizes)® 10 e 20
Mentha pulegium (flores e folhas)** 10,20 e 30
Thymus vulgaris (flores e folhas)™ 10, 20 e 30
Zataria multiflora (partes aéreas)™® 10 e 25




O efeito da radiagdo gama nos 0Oleos essenciais depende de varios fatores, dentre eles,
dose e taxa de radiacdo, espécie vegetal, parte da planta estudada, estado da amostra,
temperatura de radiacdo e estocagem e tempo de estocagem. No caso dos 0leos essenciais de
T. vulgaris, E. radiata, L. angustifolia, C. longa, M. myristica e Z. montanum, o efeito da
radiacdo na sua composicdo foi insignificante. No entanto, a composi¢do dos constituintes
volateis de T. diffusa, P. nigrum, L. usitatissimum e O. vulgare foi afetada de maneira
significativa pela radiacdo gama. Por outro lado, as propriedades bioldgicas dos Oleos
essenciais de C. cyminum, M. piperita, L. angustifolia, C. carvi, Z. multiflora, T. vulgaris e M.

pulegium ndo foram afetadas significativamente pela aplicacdo da radiagédo gama.
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CAPITULO II

OBJETIVOS
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Este trabalho teve como objetivo geral realizar o estudo fitoquimico das folhas de
Solanum stipulaceum Roem. & Schult e estudar a composicdo, efeito da radiacdo gama e
atividade bioldgica dos 6leos essenciais obtidos a partir das suas flores e folhas.

Como objetivos especificos, tém-se:

Isolar os metabdlitos secundarios do extrato hexanico e etandlico das folhas de S.

stipulaceum;

e Determinar a estrutura quimica dos metabdlitos isolados, atraves de um estudo
detalhado utilizando métodos espectroscopicos, tais como espectrometria de massas,
espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho e espectroscopia de RMN de
'H e de °C;

e Obter os 6leos essenciais das flores e folhas de S. stipulaceum;

e Estudar a composicdo quimica e as propriedades antioxidante e antileucémica dos
6leos essenciais obtidos;

e Avaliar as alteracBes qualitativas e quantitativas nos 6leos essenciais decorrentes do
tratamento de radioesterilizagdo do material vegetal.

12



CAPITULO I11I

PARTE EXPERIMENTAL
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1. Equipamentos

Os espectros de RMN unidimensionais e bidimensionais foram registrados em
espectrofotdbmetro Bruker DRX-400 (400 MHz) linha ADVANCE.

Os espectros de RPE foram obtidos em espectrometro Magnettech 400 operado em
frequéncia de microondas préxima a 9,4 GHz (banda-X).

As analises por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
foram realizadas em um equipamento GCMS-QP2010 ULTRA da Shimadzu.

As analises por cromatografia a gas com detector de ionizacdo por chama (CG-FID)
foram realizadas em um cromatografo a gas HP 7820A da Agilent.

Um irradiador Panoramico Multiproposito de Categoria Il GammaBeam-127 modelo
IR-214 Nordion, equipado com uma fonte de Cobalto-60 foi utilizado para irradiacdo das
amostras vegetais.

Isolera™ Spektra One foi utilizada para a realizacdo de cromatografia de coluna de
média pressdo (MPLC).

Espectrofotdmetro de microplacas Thermo Scientific™ Multiskan™ GO foi utilizado
para a leitura das microplacas do ensaio de atividade antioxidante.

Espectrofotometro SpectraMax® M5e foi utilizado na leitura das microplacas do ensaio

de atividade citotoxica.

2. Material vegetal

As flores e as folhas de S. stipulaceum foram coletadas em local aberto e ensolarado,
nos arredores da cidade de Montes Claros (MG), regido de cerrado, altitude 600 m, em maio
(FL-M e FO-M) e em setembro (FL-S e FO-S) de 2014 pela Profa. Dr. Maria Olivia
Mercadante-Simdes, que fez também a identificacdo do material. Uma exsicata da espécie
vegetal foi depositada no Herbario do Departamento de Boténica da Universidade Federal de
Minas Gerais, sob o0 codigo: BHCB 169873.

3. Estudo fitoquimico

3.1.  Obtencéo dos extratos
As folhas de S. stipulaceum coletadas em maio (FO-M) foram secadas a temperatura
ambiente e, em seguida, pulverizadas em moinho de martelo. Feito isso, as folhas foram

submetidas a extracdo a frio (macera¢do) com hexano, repetindo-se a opera¢do com a torta
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resultante da extracdo a cada trés dias, por trés vezes. O residuo foi entdo extraido com etanol,

seguindo 0 mesmo procedimento para a extragdo com hexano.

VR

Folhas secas e moidas
(m=420,9 g)

Extracdo com hexano\l/

Extrato hexanico

-

m=122g Torta
(2,9%)

N— N—
Extracdo
com etanol N

Extrato etanélico
m=22,0g
(5,2%)

3.2.  Elaboracdo dos extratos obtidos a partir das folhas de S. stipulaceum
O extrato hexanico (EH) foi obtido como um material oleoso e verde. Uma parte do EH
(4,5 g) foi separada e submetida a cromatografia liquida de meia presséo utilizando cartucho
SNAP 100 g, com hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou em mistura, como
eluentes em ordem crescente de polaridade. Foram coletadas 200 fracdes de 20 mL, que
posteriormente, foram reunidas em 37 grupos conforme similaridade do perfil cromatogréafico

observado em placas de CCD.

Grupo EH1 (fragdes 7 - 10). Foi obtido um sélido branco (331,5 mg; 2,7%) que,
devido ao carater fortemente apolar, foi submetido a anélise por CG-FID (coluna: HP5 30 m x
0,32 mm x 0,25 pum; gradiente de temperatura: 200 °C, 0 min, 10 °C/min, 300 °C; injetor
splitless a 300 °C; detector a 320 °C; gas de arrastre: H, a 3 mL/min), sendo identificado como

uma mistura de hidrocarbonetos (SSFO-1).

Grupo EH18 (fragbes 71-75). Foi obtido um liquido amarelo (92,1 mg) que foi
submetido a uma MPLC usando cartucho SNAP Ultra 10 g com hexano, cloroférmio e
metanol, puros ou em mistura, como eluentes. O subgrupo EH18-I (fragbes 12 a 15; 46,4 mg;
0,38%) foi submetido as analises no 1V, de RMN de *H e de **C, A comparagdo dos dados
obtidos com os da literatura levou a identificacdo deste subgrupo como farnesilfarnesol
(SSFO-II).
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Grupo EH29 (fragbes 123-133). Foi obtido um solido verde escuro (721,7 mg) que foi
submetido a lavagem em metanol seguida por filtragdo. Um solido branco levemente
esverdeado foi obtido e 9 mg deste solido foram submetidos a cromatografia de camada
delgada preparativa, usando como eluente uma mistura de cloroférmio e acetato de etila (9:1).
Foram obtidas quatro fracGes. O subgrupo EH29-s2 (2,0 mg; 0,02%) foi submetido a analises
no IV e de RMN de *H e de *C. A comparacdo dos dados obtidos com os da literatura levou &
identificacdo deste subgrupo como sendo uma mistura dos esteroides f-sitosterol e
estigmasterol (SSFO-I111).

O extrato etandlico (EE) foi obtido como um material pastoso e verde (22,0 g) e foi
submetido a cromatografia de coluna de silica filtrante com hexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol puros como eluentes em ordem crescente de polaridade, sendo obtida uma
fracdo por cada solvente de eluigdo. A fracdo diclorometanica (2,428 g) foi submetida a
coluna cromatografica de silica com hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou
em mistura, como eluentes. Foram coletadas 110 fracGes de aproximadamente 20 mL, que
posteriormente, foram reunidas em oito grupos, conforme similaridade do perfil

cromatografico observado em placas de CCD.

Grupo EEG6 (fracbes 64-67). Foi obtido como um liquido amarelado (68,1 mg) que foi
submetido a cromatografia de coluna com hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol,
puros ou em mistura, como eluentes. Foram obtidas 28 fragdes reunidas em trés subgrupos. O
subgrupo EE6-11 (9,3 mg; 0,08%) foi submetido a analise de RMN de 'H e de *C. A
comparacdo dos dados obtidos com os da literatura levou a identificacdo deste subgrupo como
sendo o bis-(2-etil-hexil) ftalato (SSFO-1V).

As demais fracOes e grupos ndo foram trabalhados.
4. Obtencéo dos 6leos essenciais

4.1.  Obtencéo do 0leo essencial das flores (FL-M)
As flores de S. stipulaceum coletadas em maio (24,0 g) foram submetidas a
hidrodestilacdo em aparelho Clevenger com 800 mL de agua durante 5 h. A emulsdo aquosa

concentrada foi submetida a extracdo com diclorometano (DCM) e secada com sulfato de
16



sodio anidro (Na,SO,4). Apos filtracdo e evaporacdo do solvente a temperatura ambiente, 0
6leo essencial foi obtido, pesado e analisado por CG-FID e CG-EM, sendo preparadas

amostras de 1% (m/v) em cloroférmio para analise.

4.2.  Obtencéo do 6leo essencial das flores (FL-S)
O procedimento 4.1 foi realizado também com as flores coletadas em setembro (20 g).

O o6leo essencial obtido foi analisado imediatamente por CG-FID e CG-EM.

4.3. Obtencao do 6leo essencial das folhas FO-S
As folhas de S. stipulaceum coletadas em setembro (50 g) foram submetidas a
hidrodestilacdo em aparelho Clevenger com 1000 mL de agua durante 5 h. A emulsdo aquosa
concentrada foi submetida a extracdo com DCM e secada com Na,SO,4, apos filtracdo
evaporou-se o solvente a temperatura ambiente. Este procedimento de extracao foi realizado
em triplicata. Os 0Oleos essenciais obtidos foram pesados e analisados por CG-FID e CG-EM,

sendo preparadas amostras de 1% (m/v) em cloroférmio para analise.
5. Efeito da radiacdo gama

5.1. Irradiagdo do material vegetal

Cinco amostras das flores de S. stipulaceum coletadas em setembro (FL-S) e colocadas
em sacolas plasticas, contendo cada uma 20 g, foram submetidas a radiacdo gama a doses de
1,0, 2,5, 5,0, 10,0 e 20,0 kGy (FL-S;, FL-S;5, FL-Ss, FL-S19 € FL-Sy0, respectivamente).

Por sua vez, quinze amostras das folhas de S. stipulaceum coletadas em setembro (FO-
S) e colocadas em sacolas plasticas, contendo cada uma 50 g, foram irradiadas as mesmas
doses de radiagdo gama obtendo as amostras: FO-S;, FO-S;5, FO-Ss, FO-S19 € FO-Sy. A
disponibilidade de material vegetal permitiu realizar a irradiacdo das folhas em triplicata.

A irradiacdo do material vegetal foi realizada a temperatura ambiente e a dose de
radiacdo absorvida foi controlada pelo tempo de exposicdo de cada amostra a fonte. Este
procedimento foi realizado no Laboratorio de Irradiagdo Gama do Centro de Tecnologia

Nuclear de Belo Horizonte em colaboracdo com o Dr. Marcio Tadeu Pereira.

5.2. Obtencao dos 06leos essenciais das flores irradiadas
Os 0leos essenciais das flores irradiadas de S. stipulaceum foram obtidos através de
hidrodestilagdo com 800 mL de &gua durante 5 h, utilizando aparelho do tipo Clevenger. Cada

emulsdo aquosa concentrada foi submetida a extracdo com DCM, secada com Na,SO4 anidro,
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filtrada e o solvente evaporado a temperatura ambiente. Os 6leos essenciais (liquidos viscosos
e amarelados) foram pesados e analisados por CG-FID e CG-EM, sendo preparadas amostras

de 1% (m/v) em cloroférmio para analise.

5.3.  Analise por Ressonancia Paramagnética Eletrdnica das folhas (RPE)

Cinco amostras contendo cada uma 1,0 g de folhas secas e moidas, coletadas em
setembro (FO-S), foram submetidas a radiagdo gama a doses de 1,0, 2,5, 5,0, 10,0 e 20,0 kGy
(FO-S1, FO-S; 5, FO-Ss, FO-S3p e FO-Sy, respectivamente), sendo que a dose absorvida foi
controlada segundo a distancia da amostra & fonte, mantendo o tempo de irradiacéo igual para
todas as amostras. Para a obtencdo do espectro, as amostras foram introduzidas em tubos de
quartzo de 3 mm de diametro interno e os espectros de RPE foram obtidos a temperatura
ambiente no Laboratério de Ressondncia Magnética do Departamento de Fisica da
Universidade Federal de Minas Gerais em colaboragdo com o Professor Dr. Klaus Wilhelm

Heinrich Krambrock.

5.4.  Obtencao dos 6leos essenciais das folhas irradiadas
Os oleos essenciais das folhas de S. stipulaceum irradiadas foram obtidos através de
hidrodestilacdo com 1000 mL de &gua durante 5 h, utilizando aparelho do tipo Clevenger.
Cada emulsdo aquosa concentrada foi submetida a extracdo com DCM, secada com Na,SO,
anidro, filtrada e o solvente evaporado a temperatura ambiente. Os 6leos foram pesados e
analisados por CG-FID e CG-EM, sendo preparadas amostras de 1% (m/v) em cloroférmio

para analise.

6. Célculo do rendimento da extracdo

O rendimento da extracdo dos 6leos essenciais foi calculado segundo a Equacéo 1:

. , Massa de 6leo essencial
Rendimento % 6leo =

x 100 (1)

Massa de material vegetal

7. Analises por cromatografia a gas

As analises por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
foram realizadas usando uma coluna Rxi-1MS (Restek) 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm com
gradiente de temperatura: 70 °C (2 min), 5 °C/min ate 250 °C. Injetor (“Split” de 1:10) a 250

°C. Volume de injecdo foi 1 pL. Hélio foi usado como gas de arrastre com fluxo de 1,5
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mL/min. A temperatura da interface CG-EM e do detector foi 260 °C. Os espectros de massas
foram obtidos a 70 eV.

Os dados obtidos foram analisados usando o software GCMSsolutions (Shimadzu) e a
identificacdo foi realizada pela comparacdo do espectro de fragmentacdo dos compostos
relativos aos picos obtidos na cromatografia com aqueles espectros de massas do banco de
dados NIST11.

A analise por cromatografia a gas com detector de ionizacdo de chama (CG-FID) foi
realizada usando uma coluna HP5 (Agilent) 30 m x 0,32 mm x 0,25 um com gradiente de
temperatura: 70 °C até 250 °C a 3 °C/min. Injetor (“Split” de 1:30) a 250 °C. Volume de
injecdo foi 1 pL. Hidrogénio foi usado como gas de arrastre com fluxo de 1,5 mL/min. A
temperatura do detector FID foi 260 °C. Os dados obtidos foram analisados usando o software
EZChrom Elite (Agilent).

Os constituintes quimicos do 6leo essencial foram identificados através do indice de
retencdo linear baseado no método de Kovats*® para condigdes ndo isotérmicas utilizando a
definicdo de Van Den Dool e Kratz*’. A Equacéo 2 foi usada para o calculo do indice de

retencdo linear cada composto:

I =100 x n+(N—n)M] @)

Ly~ trm)

Onde,

I: Indice de retenco linear de Van den Dool e Kratz.
n: Numero de dtomos de carbono do menor n-alcano.
N: Numero de &tomos de carbono do maior n-alcano.
tr(n): Tempo de retengéo do menor n-alcano.

tvy: Tempo de retencdo do maior n-alcano.

t’r: Tempo de retencdo do composto a identificar.

8. Avaliacao da atividade citotoxica

A atividade citotdxica dos Gleos essenciais obtidos a partir das flores e folhas de S.
stipulaceum foi avaliada pelo ensaio colorimétrico do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazdlio). Nesse ensaio foram utilizadas células tumorais de leucemia
promielocitica aguda humana ATCC# CCL-240 (HL-60), leucemia monocitica aguda ATCC#
TIB-202 (THP-1) e células normais de fibroblastos de pulmdo ATCC# CCL-95.1 (Wi-
26VA4). As células foram colocadas em microplacas de 96 pocos (2x10° células/poco) e
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incubadas durante 24 h a 37 °C em uma atmosfera umidificada com 5% de CO,. Apds esse
tempo, os pocos foram lavados com o meio de cultura (RPMI-1640 + 20 % de soro fetal
bovino inativado + 2 mM de L-glutamina) e incubados com os Oleos essenciais a
concentragdes entre 0,1 e 100 ug/mL. Apds 48 h de incubacéo, as microplacas foram tratadas
com MTT (5 mg/mL). A leitura colorimétrica foi realizada a 550 nm. O experimento foi
realizado em triplicata. A citotoxicidade foi determinada como porcentagem de reducdo na
absorbancia versus células de controle ndo tratadas. Os resultados sdo apresentados como a
media do Clsg (concentragéo do 6leo que reduz a viabilidade celular a 50%), esse dados foram
calculados através do software OriginPro 8.0 (OriginLab Corporation).

Esses experimentos foram realizados pela doutoranda Fernanda Cristina Gontijo
Evangelista no Laboratério de Hematologia Clinica e Molecular do Departamento de Analises
Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farmacia em colaboracdo com o Professor Dr.

Adriano de Paula Sabino.

9. Avaliagdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos O6leos essenciais obtidos a partir das folhas de S.
stipulaceum foi avaliada pelo método de captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) de acordo com a metodologia proposta por Mensor e colaboradores®® com
algumas modificacfes. Solucdes de cada 6leo essencial com concentragdo igual a 10 mg/mL
foram preparadas em metanol. Diluices sucessivas 1:2 foram realizadas em microplacas de
96 pocos, obtendo-se concentracdes do 6leo essencial desde 5 mg/mL até 0,078 mg/mL. 40
pL de uma solugdo 0,2 mM de DPPH em metanol foram adicionados a cada solucdo de
ensaio. Metanol e solucdo do 6leo essencial foram usados como branco e solu¢do de DPPH e
metanol foram usados como controle. Esses ensaios foram realizados em triplicata. Uma
solucdo de acido ascérbico a 0,5 mg/mL em metanol foi empregada como controle positivo.
Apds 30 min de reacdo a temperatura ambiente e auséncia de luz, a absorbancia foi medida a
517 nm. Esses experimentos foram realizados no Laboratorio de Quimio e Bioprospecgéo de
Plantas do Cerrado, no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais
em colaboracdo com a Professora Dra. Lucia Pinheiro Santos Pimenta.

A porcentagem de atividade antioxidante de cada solucdo de 6leo essencial foi calculada

segundo a Equacao 3:

%AA = 100 — [(Absamostra_Absbranco)x100] (3)

Abscontrole
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A partir das curvas de concentracdo do 6leo essencial versus porcentagem de atividade
antioxidante foram calculados os valores da concentragdo efetiva 50 (CEsp), que é a
concentracdo do 6leo em que 50% do radical DPPH é reduzido. Estes valores foram

calculados através de regressdo ndo linear usando o pacote estatistico GraphPad Prism.*

10. Analise estatistica

O efeito da radiacdo gama sobre o rendimento e a composicdo do 6leo essencial das
folhas de Solanum stipulaceum foi avaliado através de uma analise de variancia (ANOVA) a
um nivel de significancia p<0,05 usando o pacote estatistico SPSS14 para Windows.

Esta anélise foi realizada apenas para as folhas devido a disponibilidade do material

vegetal para irradiagéo.
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CAPITULO V

RESULTADOS E DISCUSSAO

ESTUDO FITOQUIMICO DAS FOLHAS

22



1. Analise estrutural

1.1. SSFO-I

A amostra SSFO-1 foi isolada como um so6lido branco apds a primeira coluna de
fracionamento do extrato hexanico, sendo identificada como uma mixtura de hidrocarbonetos
apos andlise por CG-FID e CG-EM. A Figura 8 apresenta o cromatograma de CG-FID da
amostra SSFO-1, no qual foram identificados hidrocarbonetos desde vinte e sete até trinta e
cinco atomos de carbono, apds comparacdo dos tempos de retencdo dos picos no

cromatograma com o tempo de retencdo de padrbes de hidrocarbonetos saturados.

ox]

€32
€29 C34
c2r 28 A Cc30
A

750 735 200 825 850 a7s 200 825 950 975 1000 1025  1DSO D7 1100 1125 1150 1175 1200 1225 1250 1275 1300 1325 1350 1375 1400
Minutes

Figura 8. Cromatograma de CG-FID da amostra SSFO-I.

A Tabela 2 apresenta a composicao porcentual dos hidrocarbonetos identificados na
amostra SSFO-I, tendo sido possivel a identificacdo do 75,62% da composicdo total da
amostra.

Tabela 2. Composic¢éo de hidrocarbonetos na amostra SSFO-I

Hidrocarboneto C”';:Z”*z TR (min) % Area
Heptacosano 27 8,092 0,99
Octacosano 28 8,793 0,36
Nonacosano 29 9,475 2,09
Triacontano 30 10,134 0,73
Hentriacontano 31 10,788 18,07
Dotriacontano 32 11,393 3,40
Tritriacontano 33 12,016 36,10
Tetratriacontano 34 12,625 2,86
Pentatriacontano 35 13,364 11,02

% Total identificado 75,62
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1.2. SSFO-lI

A amostra SSFO-I1I foi isolada apds fracionamento por MPLC, obtendo-se um ¢éleo
amarelado, que foi analisado por infravermelho (1V) e ressonancia magnética nuclear (RMN).

O espectro na regido do infravermelho de SSFO-I11 é apresentado na Figura 9 (pag. 25),
no qual é observada uma absorcdo em 3330 cm™ atribuida & deformacéao axial da ligagdo O-H.
As bandas de absorcdo na regido de 2961 - 2852 cm™, em 1447 cm™ e 1376 cm™ foram
atribuidas & deformacéo axial da ligagdo C-H de grupos CH, e CHs. A absorcéo em 1665 cm™
foi atribuida ao estiramento de ligacdo dupla C=C de alqueno trissubstituido. A absor¢do em
1000 cm™ foi associada com o estiramento da ligacdo C-O de &lcool primario. A absorc&o em
833 cm™ foi atribuida ao dobramento da ligacdo C-H para alqueno trissubstituido. Por fim, a
absorcéo em 740 cm™ foi associada com o dobramento dos grupos CH, no plano.*

O espectro de RMN de *H (Figura 10, pag. 26) apresenta um sinal tripleto (J=14,4 Hz)
em Jy 545 integrando para um atomo de hidrogénio que foi atribuido ao H-2 do
farnesilfarnesol. O sinal simpleto em Jy 5,12 corresponde a a&tomos de hidrogénio olefinicos.
O sinal dupleto (J = 16 Hz) em oy 4,09 foi atribuido ao H-1. O sinal multipleto em dy 2,04 foi
atribuido aos atomos de hidrogénio dos grupos CH, do farnesilfarnesol. Os sinais simpletos
em oy 1,75, 1,68 e 1,60 foram atribuidos a grupos CHs.

O espectro de RMN de **C e o subespectro DEPT 135° (Figura 11, pag. 27) mostram
sinais de carbono ndo hidrogenado em oc 140,09, 136,29, 135,58, 135,49, 135,10 e 131,46.
Na regido de Jc 125,23 a 124,35 sdo observados sinais correspondentes aos atomos de
carbono olefinicos. Um sinal em Jc 59,22 correspondente a um atomo de carbono metilénico
ligado a oxigénio. Sinais de &tomos de carbono de grupos metilénicos (CH,) sdo observados
em oc 39,94, 32,42, 26,98, 26,88, 26,61 e 26,52. Por fim, os sinais dos grupos metila séo
observados em 25,91, 23,66, 17,9 e 16,21.

A atribuicdo dos sinais de RMN de *3C e de ‘H foi realizada conforme comparacéo com
dados de RMN de **C e de *H descritos na literatura para o composto farnesilfarnesol como
mostrado na Tabela 3 (pag. 28).
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27



Tabela 3.

Atribuico dos sinais de RMN de *C e de *H de SSFO-11 a partir dos dados de

RMN de farnesilfarnesol descritos na literatura

SSFO-II Literatura SSFO-II Literatura
Carbono (100 MHz, (50 MHz, Hidrogénio (400 MHz, (200 MHz,
CDCl3) CDCl3) CDCly) CDCly)
5,38 - 5,42
C-1 59,24 59,5 H-1 541-5,48 (t.J = 6,8 Ho)
C-2 124,38 1234 H-2 4,09 413
’ ' ' (d, J=6,8Hz)
C-3 135,13 1351 - - -
C-3 17,89 17,7 H-3 1,60 1,60 (s)
C-4 39,97 39,8 H-4
C5 26.64 26.4 HS 2,04-2,10 2,01 - 2,08 (m)
C-6’ 124,48 1238 H-6 5,09-5,15 511-5,17 (m)
C-7 135,47 135,0 - - -
C-7 16,21 16,1 H-7° 1,60 1,60 (s)
C-8 39,97 39,8 H-8
c9 26.64 26.7 H-9 2,04-2,10 2,01-2,08 (m)
C-10 125,09 124,2 H-10 5,09-5,15 511-5,17 (m)
C-11 135,47 135,0 - - -
C-11° 16,21 16,1 H-11° 1,60 1,60 (s)
C-12 39,97 39,8 H-12
c13 26.64 26.8 H-13 2,04-2,10 2,01-2,08 (m)
C-14 125,15 124,3 H-14 5,09-5,15 511-5,17 (m)
C-15 135,60 135,8 - - -
C-15° 16,21 16,1 H-15° 1,60 1,60 (s)
C-16 39,97 39,8 H-16
c17 26.90 20,8 H-17 2,04-2,10 2,01-2,08 (m)
C-18 125,22 124,5 H-18 5,09 -5,15 511-5,17 (m)
C-19 140,09 138,8 - - -
C-19 16,21 16,1 H-19° 1,60 1,60 (s)
C-20 39,97 39,8 H-20
Col 26.90 . H-o1 2,04-2,10 2,01-2,08 (m)
C-22 125,22 124,5 H-22 5,09-5,15 5,11-5,17 (m)
C-23 135,10 131,3 - - -
C-23° 16,21 16,1 H-23’ 1,68 1,68 (s)
C-24 25,94 25,7 H-24 1,68 1,68 (s)
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1.3.  SSFO-lI

A amostra SSFO-III foi isolada apds lavagem com metanol do grupo EH29 e
cromatografia de camada delgada preparativa como um solido branco, o qual foi
identificado como sendo uma mistura de S-sitosterol (a) e estigmasterol (b) apds anélise dos
espectros de RMN.

O espectro de absorcdo no infravermelho de SSFO-III (Figura 12, pag. 30) mostra
uma banda de absorcdo em 3430 cm™ atribuida & deformacéo axial da ligacdo O-H, em
acordo com a absorcdo em 1058 cm™ atribuida ao estiramento da ligagdo C-O. As bandas
de absorcdo na regido de 3000 — 2800 cm™, em 1462 cm™ e 1378 cm™ foram atribuidas a
deformacéo axial da ligacdo C-H de grupos CH; e CHs.

O espectro de RMN de *H de SSFO-111 apresentado na Figura 13 (pag. 31) mostra um
sinal dupleto em 6y 5,35 (J=5,2) que foi atribuido ao 4&tomo de hidrogénio olefinico He do
p-sitosterol e estigmasterol. Os sinais duplos dupletos em Jy 5,16 (J = 8,8 e 15,2 Hz) e dy
5,02 (J = 8,8 e 15,6 Hz) foram atribuidos aos a&tomos de hidrogénio olefinicos H-22 e H-23
do estigmasterol. O sinal multipleto entre 6y 3,56 e 3,48 foi atribuido ao atomo de
hidrogénio carbindlico H-3 do f-sitosterol e estigmasterol. Os varios sinais na regido em dy
2,40 — 0,60 foram atribuidos aos atomos de hidrogénio alifaticos de ambos os esteroides.

A Figura 14 (pag. 32) apresenta o espectro de RMN de *3C e o subespectro DEPT, 0s
quais mostram os sinais caracteristicos de atomos de carbono alquenilicos em ¢ 140,61 (C)
e 121,74 (CH), atribuidos a C-5 e C-6 do p-sitosterol e estigmasterol, respectivamente. Os
sinais em oc 138,33 e 129,33 (CH) foram atribuidos respectivamente a C-22 e C-23 do
estigmasterol. Os demais sinais de RMN de **C foram atribuidos conforme comparacéo
com dados na literatura de RMN de **C do -sitosterol e estigmasterol como mostrado na
Tabela 4 (pag. 33).
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Tabela 4. Dados de RMN de 3C de SSFO-111 e de S-sitosterol e estigmasterol descritos na

literatura®*
Atomo SSFO-111 (a) p-Sitosterol SSFO-III (b) Estigmasterol
(100 MHz, CDCl3) | (150 MHz, CDCls3) | (100 MHz, CDCls) | (150 MHz, CDCl3)
C-1 37,29 37,24 37,29 37,24
C-2 31,71 31,65 31,71 31,65
C-3 71,84 71,80 71,84 71,80
C-4 42,35 42,28 42,35 42,29
C-5 140,80 140,74 140,80 140,74
C-6 121,73 121,71 121,73 121,71
C-7 31,95 31,88 31,95 31,89
C-8 31,71 31,90 31,71 31,89
C-9 50,19 50,14 50,19 50,15
C-10 36,54 36,49 36,54 36,49
C-11 21,11 21,07 21,11 21,07
C-12 39,82 39,75 39,82 39,69
C-13 42,35 42,28 42,35 42,20
C-14 56,81 56,75 56,81 56,76
C-15 24,33 24,29 24,33 24,35
C-16 28,26 28,24 28,92 28,91
C-17 56,11 56,03 56,11 55,94
C-18 11,88 11,97 12,07 12,03
C-19 19,41 19,38 19,41 19,39
C-20 36,17 36,13 40,49 40,48
C-21 18,80 18,76 21,11 21,07
C-22 34,00 33,93 138,32 138,31
C-23 26,15 26,04 129,33 129,26
C-24 45,89 45,82 51,27 51,23
C-25 29,21 29,13 31,95 31,90
C-26 19,06 19,02 21,23 21,20
C-27 19,83 19,81 19,00 18,97
C-28 23,12 23,05 25,41 25,40
C-29 12,00 11,84 12,25 12,24

(b)

33



14. SSFO-IV

A amostra SSFO-1V foi isolada da fragdo em diclorometano do extrato etandlico das
folhas de S. stipulaceum apds sucessivos fracionamentos em coluna de silica gel, como um
solido incolor de aparéncia oleosa, sendo identificado como bis-(2-etil-hexil)ftalato pela
analises dos espectros de RMN de *H e de **C e comparacéo com dados da literatura.

O espectro de RMN de *H de SSFO-IV (Figura 15, pag. 35) mostra dois sinais duplos
dupletos em oy 7,71 (J = 4 e 8 Hz) e 7,53 (J = 4 e 8 Hz) caracteristicos de 4&tomos de
hidrogénio aromaticos em anel orto substituido, em que cada sinal integra para dois atomos
de hidrogénio. O sinal multipleto desblindado em oy 4,22 foi atribuido a quatro atomos de
hidrogénio ligado a carbono oxigenado (2xOCH;). O sinal multipleto em Jy 1,69, que
integra para dois atomos de hidrogénio, foi atribuido a dois grupos metinicos. O sinal
multipleto em oy 1,48 a 1,26, que integra para 16 atomos, corresponde a atomos de
hidrogénio de grupos alifaticos (CHy). Por fim, dois sinais tripleto em 6y 0,92 (J = 7,6 Hz)
e em oy 0,90 (J = 6,8 Hz), integrando para seis &tomos de hidrogénio cada, foram
atribuidos a dois grupos metila terminais ndo equivalentes.

O espectro de RMN de *3C e o subespectro DEPT 135° (Figura 16, pag. 36) mostram
um sinal de carbono nédo hidrogenado em J¢ 167,76 que foi atribuido a carbono carbonilico
de grupo éster (C=0). Os sinais em Jc 132,51, 130,90 e 128,83 correspondem a atomos de
carbono aromaticos, para os quais as multiplicidades foram observadas no subespectro
DEPT como C, CH e CH, respectivamente. O sinal desblindado em Jc 68,19 (CH,) foi
atribuido aos grupos OCHj,, enquanto o sinal em J¢ 38,78 (CH) foi atribuido aos atomos de
carbono metinicos. Os sinais em J¢ 30,40, 28,96, 23,79 e 23,01 foram atribuidos a 4&tomos
de carbono metilenicos (CH;) enquanto os atomos de carbono dos grupos metila foram
observados em Jc 14,05 e 10,98. A maioria dos sinais de RMN de 13¢C foi atribuida
conforme comparacdo com dados na literatura de RMN de *3C para o bis(2-etil-hexil)
ftalato (Tabela 5, pag. 37).
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Figura 16. Espectro de RMN de *3C e subespectro DEPT-135° de SSFO-IV (100 MHz; CDCls).
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Tabela 5. Dados de RMN de **C e 'H de SSFO-IV e de bis-(2-¢til-hexil) ftalato descritos

na literatura®?

Bis-(2-etil- ) ) )
SSFO-IV ) SSFO-IV Bis-(2-etil-hexil)
hexil) ftalato ) -
Carbono (100 MHz, Hidrogénio | (400 MHz, ftalato
(125 MHz,
CDCly) CDCly) (500 MHz, CDCly)
CDCly)
C-1eC-2 132,51 132,19 Carbono néo hidrogenado
C-3eC-6 130,90 130,49 H-3 e H-6 7,71 7,68
C-4eC-5 128,83 128,48 H-4 e H-5 7,53 7,53
C-1"eC-17 68,19 67,73 H-1’ e H-1” 4,22 4,20
C-2’eC-2” 38,78 38,46 H-2’ e H-2” 1,69 1,69-1,65
C-3’eC-3” 30,41 - H-3> e H-3” | 1,48-1,26 1,31-1,24
C-4eC-4” 28,96 - H-4>eH-4” | 1,31-1,29 -
C-5’e(C-5” 23,00 - H-5 e H-5” | 1,31-1,29 -
C-6’e C-6” 14,05 13,78 H-6> ¢ H-6” 0,90 0,79
C-7eC-7” 23,79 - H-7e H-7” | 1,48-1,26 1,24-131
C-8’ e C-8” 10,98 10,38 H-8” ¢ H-8” 0,92 0,84
C-9’¢ C-9” 167,76 167,28 Carbono néo hidrogenado

Para complementar as atribuigdes da literatura foi realizada uma anélise detalhada

dos mapas de contornos heteronucleares de SSFO-1V.
A expansdo do mapa de contornos HSQC é apresentada na Figura 17 (pag. 39). O
sinal de hidrogénio em Jy 1,69 (H-2’) correlaciona-se com o sinal de carbono em oc 38,79
(C-2"). As correlagdes dos grupos metilénicos foram observadas em oy 1,35 e J¢ 30,41 (H-
3’ - C-3’),0n 1,31 e 6c 28,96 (H-4* — C-4"), o 1,41 e oc 23,79 (H-7" — C-7°), on 1,29 € i¢
23,00 (H-5" — C-5”). Por fim, os sinais de hidrogénios em oy 0,92 (H-8) e dy 0,90 (H-6")
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correlacionam-se com os sinais dos atomos de carbonos dos grupos metila em ¢ 10,98 (C-
8’) e oc 14,05 (C-6), respectivamente.

As posicoes dos atomos de carbono 3°, 4°, 5’ ¢ 7’ s@o confirmadas pelo mapa de
contornos HMBC na Figura 18 (pag. 40). O sinal em oy 4,22 (H,-) apresenta correlagdes
com os sinais de carbono em oJ¢c 23,79 (C-7°), 30,41 (C-3°) e 38,79 (C-2’). O sinal de
hidrogénio em oy 1,69 (H-2") correlaciona-se com os sinais de carbono em J¢ 10,98 (C-8°),
23,79 (C-7°), 28,96 (C-4°), 30,41 (C-3’) e 68,19 (C-1"). O sinal em 1,41 (H-7’) encontra-se
correlacionado com os sinais de carbono em J¢ 10,98 (C-8°), 30,41 (C-3°), 38,79 (C-2’) e
68,19 (C-1°), confirmando a posi¢cdo do C-7°. O sinal em oy 1,35 (H-3°) apresenta
correlagdes com os sinais de carbono em ¢ 23,00 (C-5°), 28,96 (C-4’) e 68,19 (C-1’),
confirmando a posi¢cdo do C-3°. Enquanto o sinal multipleto em oy 1,29-1,31, que
corresponde aos 4tomos de hidrogénio 4’ ¢ 5°, correlaciona-se com os sinais de carbono em
oc 14,05 (C-6"), 23,00 (C-5") e 28,96 (C-4’). O sinal tripleto em Jy 0,92 (H-8’) apresenta
correlagdes com o sinal de carbono em oc 38,79 (C-2°). O sinal tripleto em Jy 0,90 (H-6")
correlaciona-se com os sinais de carbono em oc 23,00 (C-5) ¢ 28,96 (C-4").

A analise detalhada dos mapas de contornos de SSFO-IV permitiu atribuir todos 0s

deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para o composto bis-(2-etil-hexil) ftalato.
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Figura 17. Expansdo do mapa de contornos HSQC de SSFO-1V (400 MHz; CDCly).
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CAPITULO V

RESULTADOS E DISCUSSAO

OLEOS ESSENCIAIS DAS FLORES E FOLHAS
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1. Oleo essencial das flores de S. stipulaceum

1.1.  Composi¢do do 6leo essencial das flores coletadas em maio (FL-M)

A hidrodestilacdo das flores de S. stipulaceum coletadas em maio (FL-M) forneceu um

liquido viscoso e amarelado de cheiro forte e agradavel o qual foi analisado imediatamente

por cromatografia a g&s. O rendimento da extracdo foi 0,08% calculado segundo a Equagéo 1

(pég. 18).

A Figura 19 mostra o cromatograma dos padrdes de hidrocarbonetos injetados

mesmas condi¢Bes experimentais de analise do 6leo essencial.

nas
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Figura 19. Cromatograma de CG-FID dos padrdes de hidrocarbonetos lineares.

A Tabela 6 mostra o tempo de retencéo dos padrdes de hidrocarbonetos injetados. Estes

dados foram usados para o calculo do indice de retencdo linear dos constituintes do 6leo

essencial segundo a Equacdo 2 (pag. 19).

Tabela 6. Padrdes de hidrocarbonetos lineares para calculo do indice de retencéo linear

Hidrocarboneto | TR (min)
Cn 4,879
Cp, 7,506
Cis 10,752
Cu 14,326
Cis 21,601
Cis 28,415
Cio 31,636
Cx 34,723
Co, 40,521
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As analises dos cromatogramas de CG-FID (Figura 20) e CG-EM do 6leo essencial
isolado das flores de S. stipulaceum coletadas em maio permitiram a identificacdo de vinte e
quatro compostos (Tabela 7, pag. 44). A identificacdo dos picos do cromatograma obtido por
CG-FID do oleo essencial foi baseada no método de Kovats, para condi¢es nao isotérmicas
utilizando a definicdo de Van Den Dool e Kratz, segundo a compara¢do com os tempos de
retencdo de hidrocarbonetos saturados. Além disso, o espectro de massas dos compostos de
cada pico do cromatograma de CG-EM do 6leo foi comparado com os dados encontrados na
biblioteca espectral NIST11.

Figura 20. Cromatograma de CG-FID do 6leo essencial isolado das flores de Solanum
stipulaceum coletadas em maio (FL-M).

A Tabela 7 (pag. 44) mostra os dados de cromatografia a gas e o tipo de composto dos
componentes identificados no 6leo essencial das flores (FL-M). Os indices de retencdo de
lineares calculados (IRL¢) sdo préximos aos indices correspondentes obtidos a partir de dados
da literatura (IRL.), sendo possivel a identificacdo dos componentes com tempos de retencao
registrados entre 12,473 e 31,107 min. A Figura 21 (pag. 45) apresenta a estrutura quimica

dos compostos volateis identificados nesse 6leo essencial.
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Tabela 7. Constituintes quimicos do dleo essencial das flores de S. stipulaceum (FL-M)

TR PR PS
) Composto IRL: | IRL. Tipo de composto
(min) (%) (%)
12,473 o-Elemeno (1) 2,81 | 1331 | 1335 | 94 | Sesquiterpeno monociclico
13,781 a-Copaeno (2) 1,18 | 1368 | 1374 | 92 Sesquiterpeno triciclico
14,425 S-Elemeno (3) 0,62 | 1386 | 1389 | 87 | Sesquiterpeno monociclico
14,978 a-Gurjuneno (4) 0,72 | 1401 | 1402 | 88 Sesquiterpeno triciclico
15,361 p-Cariofileno (5) 25,84 | 1411 | 1418 | 91 Sesquiterpeno biciclico
15,756 S-Gurjuneno (6) 8,24 | 1423 | 1425 | 92 Sesquiterpeno triciclico
15,999 S-Copaeno (7) 2,39 | 1429 | 1430 | 88 Sesquiterpeno triciclico
16,241 a-Humuleno (8) 2,72 | 1436 | 1442 | 92 | Sesquiterpeno monociclico
16,528 Aromadendreno (9) 3,46 | 1444 | 1441 | 95 Sesquiterpeno triciclico
16,777 a-Neocloveno (10) 0,83 | 1451 | 1454 | 82 Sesquiterpeno triciclico
17,563 D-Germacreno (11) 3,65 | 1472 | 1480 | 91 | Sesquiterpeno monociclico
18,008 y-Muuroleno (12) 1,83 | 1484 | 1485 | 88 Sesquiterpeno biciclico
18,123 y-Gurjuneno (13) 11,86 | 1487 | 1489 | 91 Sesquiterpeno triciclico
18,570 Valenceno (14) 0,51 | 1500 | 1496 | 84 Sesquiterpeno biciclico
18,798 7-epi-a-Cadineno (15) 0,64 | 1506 | 1507 | 89 Sesquiterpeno biciclico
19,196 0-Cadineno (16) 3,568 | 1517 | 1522 | 94 Sesquiterpeno biciclico
20,233 a-Selineno (17) 5,32 | 1545 | 1540 | 90 Sesquiterpeno biciclico
21,180 Oxido de cariofileno (18) 3,59 | 1571 | 1573 | 88 Epoxido sesquiterpénico
21,378 [S-Espatulenol (19) 2,36 | 1576 | 1576 | 87 Sesquiterpenol
21,644 ) Epoxido de 1,06 | 1584 | 1584 | 86 Epdxido sesquiterpénico
isoaromadendreno (20)
21,721 Viridiflorol (21) 0,48 | 1586 | 1587 | 93 Sesquiterpenol
22,970 Cubenol (22) 1,00 | 1621 | 1625 | 85 Sesquiterpenol
23,351 Oxido-(2) de 222 | 1633 | 1639 | 81 | Epoxido sesquiterpénico
aloaromadendreno (23)
31,107 | Acido pentadecanoico (24) | 1,25 | 1863 | 1869 | 93 Acido carboxilico

TR = tempo de retencdo; PR = porcentagem relativa da area sob o pico; IRLc = indice de
retencdo linear calculado; IRL, = indice de retencdo linear da literatura®®; PS = porcentagem

de similaridade baseada no banco de dados NIST11.
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Figura 21. Estrutura quimica dos compostos identificados no dleo essencial das flores de S.

stipulaceum (OEFL-M).
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Os constituintes majoritarios do 6leo essencial extraido das flores de S. stipulaceum séo
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (76,21%), classificados em monociclicos (9,80%), biciclicos
(37,72%) e triciclicos (27,50%), enquanto que epoxidos sesquiterpénicos (6,87%) e
sesquiterpenois (3,84%) estdo presentes em menores quantidades.

O componente principal do éleo é o sesquiterpeno S-cariofileno (25,84%), seguido pelo
y-gurjuneno (11,86%) e o S-gurjuneno (8,24%). Outros componentes sdo a-selineno (5,32%),
D-germacreno (3,65%), J-cadineno (3,58%) e aromadendreno (3,46%). Também foram
identificados seis sesquiterpenos oxigenados: éxido de cariofileno (3,59%), S-espatulenol
(2,36%), 6xido-(2) de aloaromadendreno (2,22%), epoxido de isoaromadendreno (1,06%),
cubenol (1,00%) e viridiflorol (0,48%).

Os diferentes compostos identificados nos 6leos essenciais das flores de S. stipulaceum
tém apresentado um amplo espectro de atividades bioldgicas. O S-cariofileno (5), identificado
como o principal componente do Oleo essencial, apresenta atividades antibacteriana,

5T além de ser eficiente na homeostase da

antioxidante, anti-inflamatéria e neuroprotetora,
glicose, Util para o tratamento da diabetes.® O 6xido de cariofileno (18) apresenta atividades
antifingica, analgésica, anti-inflamatdria, anticancerigena e gastroprotetora.>” *>** Ambos os
sesquiterpenos desempenham um papel importante na defesa das plantas no ecossistema.®

Por outro lado, o p-elemeno (3) apresenta uma ampla atividade antitumoral, sendo
eficiente contra células cancerosas de pulméo,®® figado,®* mama® e préstata,®® dentre outras.
Este composto foi aprovado recentemente na China para uso clinico no tratamento de
diferentes tipos de cancer.® O isémero J-elemeno (1) apresenta também importante atividade
antitumoral, mostrando resultados positivos frente a células cancerosas colorretais®’ e de
pulmao.®® Para o sesquiterpeno a-humuleno (8) foi reportada atividade citotoxica contra
células cancerosas de mama e colorretais® e anti-inflamatéria.”

O principal sesquiterpenol identificado no 6leo essencial, p-espatulenol (19), apresenta
atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.”* Oleos essenciais com misturas
ricas em p-espatulenol e D-germacreno mostram atividades antiflngica, antibacteriana e
citotoxica.”

Poucos estudos encontram-se na literatura sobre a composi¢do quimica dos Oleos
essenciais das flores de especies do género Solanum. Para S. stuckeflii, 0 monoterpeno
mirceno foi identificado como o constituinte majoritario, mas a presenca de sesquiterpenos,
tais como a-copaeno, s-elemeno, g-cariofileno, y-muuroleno, D-germacreno e J-cadineno, foi

reportada também. No caso do 6leo essencial das flores de S. incisurm, S-pineno foi reportado
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como o principal componente, enquanto g-cariofileno e S-selineno foram 0s sesquiterpenos
predominantes.”

Por sua vez, Oleos essenciais das flores de Nicotiana longiflora e Brugmansia
suaveolens, ambas as espécies pertencentes a familia Solanaceae, sdo constituidos
principalmente por monoterpenos, aldeidos e alcodis, embora o g-cariofileno foi identificado

como componente volatil das flores de N. longiflora.” ™

1.2.  Variages sazonais no o6leo essencial das flores de S. stipulaceum
O rendimento na extracdo do 6leo essencial para as flores coletadas no més de setembro
foi 0,03%, observando-se uma diminuicao significativa com respeito ao 6leo obtido no més de
maio (0,08%). Por outro lado, importantes diferencas quanto a composicdo quimica foram
encontradas quando a coleta do material foi realizada em diferentes meses do ano. A Figura
22 mostra os cromatogramas de CG-FID dos 6leos essenciais das flores coletadas em maio (a)
e em setembro (b) de 2014. Somente quatorze compostos foram identificados no 6leo

essencial de FL-S.
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Figura 22. Cromatogramas de CG-FID dos 6leos essenciais obtidos das flores de maio,
OEFL-M (a), e setembro, OEFL-S (b).

A Tabela 8 (pag. 49) apresenta a composi¢do quimica dos 6leos essenciais obtidos em
maio e setembro. No Oleo essencial da amostra FL-S, a porcentagem de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos foi 65,84% (contra 76,21% no 6leo essencial obtido em maio), classificados
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em monociclicos (15,09%), biciclicos (36,77%) e triciclicos (13,98%). Por sua vez, 14,64%
corresponde aos epdxidos sesquiterpénicos, mas nenhum sesquiterpenol foi identificado nesta
amostra (contra 6,87% e 3,84% no 6leo essencial obtido em maio, respectivamente).

A variacdo mais notavel foi observada para o S-gurjuneno (6), ndo sendo detectado na
amostra de setembro, mas presente em grande quantidade (8,24%) no 6leo essencial de maio.
Por outro lado, a porcentagem de 6xido de cariofileno (18) aumentou trés vezes em relacéo ao
Oleo essencial de maio. Além disso, o acido pentadecanoico (24) nao foi identificado na
amostra de setembro, embora o &cido palmitico (25) corresponda a 9,85% deste dleo
essencial.

As diferencas observadas na composicdo dos 0Oleos essenciais obtidos em diferentes
épocas do ano podem estar relacionadas com diversos fatores abidticos e bioticos, como
temperatura, umidade, periodo de desenvolvimento da planta, disponibilidade hidrica,
sazonalidade, indice pluviométrico e polinizacdo.’®"® Estes fatores influenciam na producao
de metabdlitos secundérios, tal como foi observado para o 6leo essencial das flores coletadas
no més de maio, em que a producdo de terpenoides encontra-se favorecida, 0 que pode estar
relacionado com o fato deste tipo de compostos ser vetores de polinizacdo.”

Diferencas no rendimento e na composicdo dos 6leos essenciais sob a influéncia do
tempo de coleta tém sido relatadas para varias plantas. Por exemplo, o nivel de
sesquiterpenoides no 6leo essencial das partes aéreas de Hypericum perforatum (Cistaceae)
varia segundo o ciclo fenoldgico da planta, alcancando valores maximos nos periodos de pré-
floracdo e floracd0.%° No caso das partes aéreas de Santolina rosmarinifolia (Asteraceae), o
rendimento do 6leo essencial aumentou no periodo de floracdo e variagbes por sazonalidade
na composicdo do 6leo foram observadas para compostos monoterpénicos’®. A literatura
descreve também mudancas na composi¢do do 6leo essencial de acordo como o tempo de
coleta para as partes aéreas de Elyonurus muticus (Poaceae), apresentando maiores

percentagens de S-cariofileno e espatulenol na primavera.”
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Tabela 8. Constituintes quimicos dos 6leos essenciais das flores de S. stipulaceum obtidos em
maio (FL-M) e setembro (FL-S)

Percentagem (%o)
Nome do composto
FL-M FL-S
o-Elemeno (1) 2,81 4,17
a-Copaeno (2) 1,18 1,42
S-Elemeno (3) 0,62 0,78
a-Gurjuneno (4) 0,72 ND
S-Cariofileno (5) 25,84 26,48
S-Gurjuneno (6) 8,24 ND
S-Copaeno (7) 2,39 ND
a-Humuleno (8) 2,72 2,24
Aromadendreno (9) 3,46 2,54
a-Neocloveno (10) 0,83 ND
D-Germacreno (11) 3,65 7,90
y-Muuroleno (12) 1,83 ND
y-Gurjuneno (13) 11,86 10,02
Valenceno (14) 0,51 ND
7-epi-a-Cadineno (15) 0,64 1,32
o-Cadineno (16) 3,58 3,27
a-Selineno (17) 5,32 5,70
Oxido de cariofileno (18) 3,59 10,95
S-Espatulenol (19) 2,36 ND
Epoxido de isoaromadendreno (20) 1,06 ND
Viridiflorol (21) 0,48 ND
Cubenol (22) 1,00 ND
Oxido-(2) de aloaromadendreno (23) | 2,22 3,69
Acido pentadecanoico (24) 1,25 ND
Acido palmitico (25) ND 9,85
% Total identificado | 88,16 90,33

ND: Nao detectado
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1.3.  Efeito da radiacdo gama

A radiagdo gama pode influenciar tanto o rendimento da extragdo de metabdlitos
secundarios quanto a composi¢do quimica dos 0Oleos essenciais. A Tabela 9 apresenta a massa
de oleo essencial (OE) obtida e o rendimento da extracdo apds hidrodestilacdo das flores de S.
stipulaceum coletadas no més de setembro e submetidas a radiagcdo gama (FL-S3, FL-S; 5, FL-
Ss, FL-S10 e FL-Sy0). Observa-se em relacdo ao 6leo essencial obtido das flores ndo irradiadas
(OEFL-Sp) um aumento no rendimento da extracdo dos Oleos para o material vegetal
irradiado. N&o obstante, esse aumento nao se apresenta diretamente relacionado com a dose

de radiacdo aplicada, uma vez que, a uma dose de 10,0 kGy foi obtido o maior rendimento.

Tabela 9. Rendimento da extracéo dos 6leos essenciais das flores de S. stipulaceum coletadas

em setembro e submetidas a radiacdo gama

Amostra Massa do 6leo (mg) Rendimento (%)

OEFL-S, 6.3 0,032
OEFL-S; 74 0,037
OEFL-Sys 8,0 0,040
OEFL-Ss 7.8 0,039
OEFL-Sy 9,6 0,048
OEFL-Sy 9,0 0,045

Estes resultados confirmam que a radiacdo gama pode causar danos as membranas das
células vegetais e, consequentemente, o processo de extracao dos 6leos essenciais pode tornar-
se favorecido quando o material vegetal for submetido & radioesterilizacéo.*

A Figura 23 (pag. 51) mostra os cromatogramas de CG-FID das flores coletadas em
setembro e irradiadas (FL-S;, FL-S;5, FL-Ss, FL-S1o € FL-Sy) e a amostra controle (FL-Sy),
sendo observadas variacbes na composicdo dos Oleos essenciais para todos os compostos

identificados.
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Figura 23. Cromatogramas de CG-FID dos 6leos essenciais das flores de S. stipulaceum néo

irradiadas e irradiadas.

Através da analise dos cromatogramas foi possivel calcular a proporcao relativa dos
componentes identificados nas amostras irradiadas comparado com a amostra que ndo foi
submetida a radiacdo, esses resultados sao apresentados na Tabela 10 (pag. 52).

Os resultados mostram que a radiacdo gama provoca alteracfes na composicao do 6leo
essencial das flores de S. stipulaceum coletadas no més de setembro. Porém, ndo ha uma
relacdo direta entre a dose de radiacao e as variacdes observadas.

A radioesterilizacdo das flores de S. stipulaceum resultou em um aumento na quantidade
de a-copaeno, S-elemeno, S-cariofileno, a-humuleno, aromadendreno, J-cadineno, 6xido de
cariofileno e 6xido-(2) de alloaromadendreno. No entanto, foram observadas diminui¢fes na
composicdo de o-elemeno, D-germacreno, viridiflorol e a-selineno. No caso do acido
palmitico, doses menores do que 10,0 kGy provocaram uma diminui¢do na sua porcentagem.

A dose de radiacdo de 1,0 kGy aumentou a quantidade da maioria dos constituintes do
6leo, isto pode ser devido ao aumento da extractabilidade destes compostos.*® No entanto, os

compostos 7-epi-a-cadineno e acido palmitico ndo apresentaram o mesmo comportamento.
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Tabela 10. Composicdo quimica dos 6leos essenciais obtidos das flores irradiadas de S.

stipulaceum coletadas em setembro

Composicao (%)
No. Nome do OEFL- | OEFL- | OEFL- | OEFL- | OEFL- | OEFL-
Pico composto So Sl 82,5 85 Slo Szo
1 o-Elemeno 417 4,28 3,82 2,83 3,39 ND
2 a-Copaeno 1,42 1,89 1,69 1,88 2,02 0,55
3 | p-Elemeno 0,78 0,99 0,99 0,97 1,07 0,37
5 | p-Cariofileno 26,48 32,28 31,38 31,56 32,22 8,99
8 | a-Humuleno 2,24 2,55 2,59 2,51 2,73 1,29
9 | Aromadendreno 2,54 2,96 3,00 3,15 3,02 1,65
11 | D-Germacreno 7,90 6,48 6,43 4,63 4,93 0,93
13 | y-Gurjuneno 10,02 7,96 6,56 4,80 5,20 0,92
15 | 7-epi-a-Cadineno 1,32 0,68 0,62 0,61 0,50 0,63
16 | o-Cadineno 3,27 3,40 3,53 3,57 3,42 4,85
17 | a-Selineno 5,70 6,04 6,13 5,10 5,50 3,52
Oxido de
18 o 10,95 13,20 14,32 17,19 17,39 25,98
cariofileno
Oxido-(2) de
23 3,69 4,27 3,76 3,95 5,61 9,18
aloaromadendreno
25 | Acido palmitico 9,85 3,98 5,27 6,70 472 13,91
%Total identificado | 90,34 90,96 90,09 89,45 91,71 72,77

ND: Nao detectado

A Figura 24 (pag. 53) resume as variac¢Oes percentuais da concentragdo dos constituintes

majoritarios dos 6leos essenciais das flores coletadas em setembro e que foram submetidas a

radiacdo gama. Pela anéalise desta figura é possivel observar que o processo de radiacdo

promoveu um aumento na concentragdo do p-cariofileno e do oxido de cariofileno. No

entanto, variacdes irregulares sdo observadas para 0s compostos D-germacreno, y-gurjuneno,

a-selineno e acido palmitico. Uma dose de 20,0 kGy promoveu uma diminuicdo significativa

na composicao da maioria dos constituintes principais, exceto paro o o0xido de cariofileno e o

acido palmitico.
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Figura 24. Composigao dos constituintes majoritarios dos 6leos essenciais obtidos das flores

coletadas em setembro e submetidas a diferentes doses de radiacdo gama.

As concentragdes do J-cadineno e do Oxido-(2) de aloaromadendreno também
aumentaram quando as flores foram submetidas a 20,0 kGy. Para 0os demais compostos
identificados, esta dose de radiacdo esteve acompanhada de uma reducdo na concentracao.

Quatro picos entre 27 e 33 min (Figura 23, pag 51), com indices de retencdo linear
1768, 1823, 1898 e 1917 foram detectados no dleo essencial obtido das flores submetidas a
20,0 kGy. Estes compostos devem corresponder a produtos radioliticos, obtidos como
resultado da radiacdo ionizante, e correspondem a 8,1% da composicao total, mas ndo foi
possivel identifica-los.

A diminuicdo da quantidade de p-cariofileno no 6leo essencial obtido da amostra
submetida a 20,0 kGy, junto com o aumento significativo na composicdo de 6xido de
cariofileno, pode ser explicada pela oxidagdo do g-cariofileno como resultado da irradiacdo
ou pela acdo de radicais livres gerados na ionizacdo da &gua. Esse fendmeno foi observado
também no 6leo essencial de Piper nigrum L. Ap6s uma dose de 30 kGy foi obtido um
aumento do teor de 6xido de cariofileno, ao mesmo tempo que foi observada uma diminuicao
importante na quantidade de g-cariofileno.?

Com base nos mecanismos propostos na literatura® para a oxidacéo do S-pineno e do g-
cariofileno na presenca de radicais foi proposta a oxidacdo do p-cariofileno por acdo de
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radicais hidroxila ('OH) para a formacdo de Oxido de cariofileno. Radicais hidroxila,
produzidos pela ac¢do dos raios gama em moléculas de &gua, podem iniciar a oxidacao do -
cariofileno por adicéo radicalar na ligacdo dupla ou pela subtracdo do atomo de hidrogénio,
sequido pela adicdo de oxigénio molecular para produzir radicais g-hidroxialquilperoxila. A
reacdo dos radicais hidroperoxila (HO,) com radicais peroxido organicos (RO,") produz
radicais p-hidroxialcooxila, o que pode finalizar com a formacdo de anel ep6xido para

produzir o 6xido de cariofileno (Figura 25).
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P c
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Figura 25. Proposta da oxidacdo do S-cariofileno por agdo de radicais hidroxila ((OH) para a

formacéo de 6xido de cariofileno.

O processo de oxidacdo radicalar ou o efeito direto da radiacdo gama pode ter
acontecido com 0s outros sesquiterpenos e sesquiterpenoides presentes no 6leo essencial. Isto
explicaria a diminuicdo da abundéncia relativa da maioria dos constituintes principais.
Subprodutos, como 6xidos, alcodis, aldeidos e cetonas, podem néo ter sido extraidos junto
com o 6leo essencial ou a sua presenca é tdo baixa que ndo foi possivel a sua deteccdo por
CG-FID.

A diminuicdo na composicdo do &cido palmitico sob doses menores do que 10,0 kGy
sugere uma importante susceptibilidade deste a radiacdo gama, sendo que ligagbes quimicas
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C-C podem ser quebradas nas proximidades do grupo carbonila, produzindo cadeias de
hidrocarbonetos e &cidos de cadeia menor.

Em contraste, 0 aumento na composi¢cdo deste acido no 6leo essencial obtido do
material submetido a uma dose de 20,0 kGy pode ter sido o resultado da oxidagdo de outros
compostos lipidicos (acidos graxos insaturados e acilglicer6is) presentes nas flores, sendo
obtidos diferentes produtos da oxidacao, dentre esses o acido palmitico.®?

1.4.  Atividade citotoxica dos 6leos essenciais das flores de S. stipulaceum
Os resultados do teste de citotoxicidade dos dleos essenciais das flores irradiadas e ndo
irradiadas sobre células tumorais de leucemia aguda séo apresentados na Tabela 11, como a

concentracdo do 6leo essencial que reduz a viabilidade celular a 50% (Clsp).

Tabela 11. Atividade citotoxica in vitro dos 6leos essenciais das flores irradiadas

CIso (ng/mL) £ DP *
Linhagem celular

Amostra HL-60 THP-1 Wi-26VA4
OEFL-Sy >100 >100 >100
OEFL-S; >100 84,51 +4,14 >100
OEFL-S;5 >100 73,43+ 2,19 >100
OEFL-Ss 96,07 + 4,98 52,73+ 2,78 >100
OEFL-Sy 89,67 £3,78 40,12 +£1,65 >100
Etoposideo 9,70 + 1,29 13,80+ 1,81 7,10 + 1,03

De acordo com esses resultados, o 6leo essencial das flores de S. stipulaceum nédo se
apresenta como um agente citotoxico importante frente a estas linhagens celulares, embora,
varios dos constituintes identificados neste 6leo essencial apresentam atividade citotdxica
contra diferentes tipos de células cancerigenas, como exposto no item I11.1.1 (pag. 46).

Poucos estudos tém sido realizados sobre a citotoxicidade dos 0leos essenciais das
espécies do género Solanum. O 6leo essencial das folhas de S. erianthum apresentou 98,86% e
97,94% de letalidade sobre células cancerigenas de mama e prostata, respetivamente.®* O 6leo
essencial das folhas de S. macranthum ndo apresentou citotoxicidade sobre as células
cancerigenas de prostata e a porcentagem de letalidade sobre as células de mama foi de 2%.%
Por sua vez, o Oleo essencial das folhas de S. spirale apresentou atividade citotoxica
significativa frente a diferentes linhagens celulares, com valores de Cls, iguais a 19,69, 26,42
e 24,02 pg/mL, para céancer de mama, bucal e pequenos tumores de pulméo,
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respectivamente.®* Porém, esse é o primeiro relato da atividade citotoxica dos 6leos essenciais
das flores de uma espécie do género Solanum.

Por outro lado, a literatura reporta alguns casos de atividade citotoxica de o6leos
essenciais de outras espécies de plantas sobre as células tumorais usadas neste ensaio. Assim,
0s 6leos essenciais de Cymbopogon flexuosus (Poaceae), Casearia sylvestris (Salicaceae) e
Croton regelianus (Euphorbiaceae) foram ativos frente a células HL-60 com Clsg igual a 30,0,
29,0 e 22,2 pg/mL, respectivamente.?® Enquanto para a linhagem celular THP-1, o 6leo
essencial de Artemisia indica (Asteraceae) apresentou Clsp igual a 10 pg/mL e Malus
domestica (Rosaceae) inibiu o crescimento do 65,7% das células a 1000 pg/mL.%%

O que se pode observar para a atividade citotoxica dos dleos essenciais obtidos das
flores irradiadas de S. stipulaceum é que, com o aumento da dose de radiacdo gama, o Clso do
oleo essencial diminui, o que significa que a citotoxidade aumenta, mesmo que em relacao ao
etoposideo (controle positivo) a atividade de todos os 6leos essenciais tenha sido muito fraca
e nenhum deles possa ser considerado citotdxico.

Diversos fatores podem afetar a atividade dos o6leos essenciais, uma vez que a
concentracdo de varios dos compostos identificados teve alteragdes conforme o nivel de
radiacdo. Particularmente, a abundéncia do Oxido de cariofileno foi aumentando com o
aumento da dose de radiacdo gama e este composto tem sido sugerido como um potencial
candidato para a prevencao e o tratamento do cancer.®* Portanto, o aumento da citotoxicidade
pode estar relacionado com a presenca deste sesquiterpeno no 6leo essencial.

Apesar disso, o 6leo essencial deve ser considerado como uma mistura complexa de
metabdlitos secundarios e a radiacdo gama afetou de maneira irregular a concentracdo de
varios dos metabolitos identificados. Assim, pode existir sinergismo entre os diversos
constituintes e a citotoxicidade de algum dos compostos pode estar modulada pela presenca
de outros. Além disso, o conjunto de componentes do éleo essencial influi na capacidade de
penetracdo celular, a atracdo lipofilica ou hidrofilica, na fixacdo nas paredes e membranas
celulares e na distribuicdo celular. Esta Gltima caracteristica € muito importante porque a
distribuicdo do 6leo na célula determina os diferentes tipos de reacdes que podem ocorrer, em

funcdo da sua compartimentacdo na célula.'®

2. Oleos essenciais das folhas de S. stipulaceum

Um liquido amarelo e viscoso de cheiro forte e agradavel foi obtido apos

hidrodestilagdo das folhas de S. stipulaceum. Este foi analisado imediatamente por
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cromatografia a gas acoplada a detector por ioniza¢do de chama (CG-FID) e cromatografia a

gés acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

2.1.  Composicao do 6leo essencial
Na Figura 26 é apresentado o cromatograma dos padrbes de hidrocarbonetos que foram
injetados no cromatdgrafo nas mesmas condigdes experimentais de analise dos Oleos

essenciais.
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Figura 26. Cromatograma de CG-FID dos padrées de hidrocarbonetos lineares.

A Tabela 12 mostra os tempos de retencdo dos padrdes de hidrocarbonetos injetados.
Estes dados foram usados para o célculo do indice de retencdo linear dos constituintes do 6leo

essencial segundo a Equacéo 2 (pag. 19).

Tabela 12. Padrdes de hidrocarbonetos lineares para calculo de indice de retencdo linear

Hidrocarboneto | TR (min)
Cu 4,845
Ci 7,474
Cus 14,275
Cis 17,933
Cis 21,545
Cy7 25,022
Cis 28,343

A analise dos cromatogramas de CG-FID (Figura 27) e CG-EM do 6leo essencial
isolado das folhas de S. stipulaceum permitiu a identificagédo de 13 compostos (Tabela 13,

pag. 59). A identificacdo dos constituintes do 6leo essencial foi baseada no método de Kovats,
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para condi¢fes ndo isotérmicas utilizando a defini¢cdo de Van Den Dool e Kratz, segundo a
comparagdo com os tempos de retencdo de hidrocarbonetos saturados. Além disso, 0s
espectros de massas dos compostos de cada pico do cromatograma de CG-EM do 6leo foram

comparados com os espectros da biblioteca espectral NIST11.

275
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Figura 27. Cromatograma de CG-FID do 6leo essencial das folhas de S. stipulaceum.

A composicdo quimica do 06leo essencial das folhas é apresentada na Tabela 13 (pag.
59). Os indices de retencdo lineares calculados (IRLc) sdo proximos aos indices
correspondentes obtidos a partir de dados da literatura (IRL.), sendo possivel a identificacdo
dos componentes com tempos de retencdo registrados entre 11,823 e 23,679 min.

O oleo essencial extraido das folhas de S. stipulaceum € constituido principalmente
por hidrocarbonetos sesquiterpénicos (66,94%), divididos em monociclicos (21,56%),
biciclicos (41,78%) e triciclicos (3,60%). Fazem parte do dleo também epoxidos

sesquiterpénicos (7,80%) e sesquiterpenois (16,37%).
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Tabela 13. Constituintes quimicos e informag6es cromatogréficas do 6leo essencial das

folhas de S. stipulaceum coletados no més de setembro

TR PR PS )
. Composto IRL: | IRL. Tipo de composto
(min) (%) (%)
Sesquiterpeno
11,823 o-Elemeno (1) 2,14 + 0,27 1328 1335 84 o
monociclico
Sesquiterpeno
13,105 a-Copaeno (2) 1,89 +0,12 1366 1374 86 o
triciclico
Sesquiterpeno
13,746 S-Elemeno (3) 1,40 £ 0,15 1384 1389 78 o
monociclico
o Sesquiterpeno
14,630 pS-Cariofileno (5) 34,65+ 0,89 1410 1418 87 L
biciclico
) Sesquiterpeno
15,529 S-Gurjuneno (6) 1,71 +£0,13 1434 1431 89 L
triciclico
Sesquiterpeno
15,804 a-Humuleno (8) 3,40 £ 0,07 1442 1442 87 o
monociclico
Sesquiterpeno
16,830 | D-Germacreno (11) 5,08 £ 0,45 1470 1480 87 o
monociclico
Sesquiterpeno
17,403 y-Elemeno (26) 9,54 + 1,04 1486 1478 91 o
monociclico
] Sesquiterpeno
18,458 0-Cadineno (16) 2,85+0,23 1515 1522 87 o
biciclico
) Sesquiterpeno
19,468 a-Selineno (17) 4,29 + 0,30 1543 1540 84 o
biciclico
Oxido de Epoxido
20,402 o 7,80+ 0,32 1568 1573 84 o
cariofileno (18) sesquiterpénico
20,883 | p-Espatulenol (19) 8,85+ 0,25 1582 1576 - Sesquiterpenol
23,679 o-Cadinol (27) 7,52+ 0,75 1661 1658 - Sesquiterpenol

TR= tempo de retencdo; PR= porcentagem relativa da area sob o pico; IRLc= indice de

retencdo linear calculado; IRL,= indice de retencéo linear da literatura®*; PS= porcentagem de

similaridade baseada no banco de dados NIST 11.0.
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Assim como nas flores, o componente principal do 6leo essencial das folhas é o
sesquiterpeno p-cariofileno (34,65%) seguido pelo y-elemeno (9,54%). Outros componentes
principais sdo p-espatulenol (7,52%), 6xido de cariofileno (7,80%), o¢-cadinol (7,52%), D-
germacreno (5,08%), a-selineno (4,29%) e oa-humuleno (3,40%). Também foram
identificados os compostos J-cadineno (2,85%), o-elemeno (2,14%), a-copaeno (1,89%), S-
gurjuneno (1,71%) e p-elemeno (1,40%). A Figura 28 mostra a estrutura quimica dos

constituintes identificados no 6leo essencial das folhas de S. stipulaceum.
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a-Copaeno (2) B-Elemeno (3) p-Cariofileno (5)
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S-Gurjuneno (6) o-Humuleno (8)
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s-Cadineno (16) a-Selineno (17) Oxido de cariofileno (18)

[S-Espatulenol (19)

0-Cadinol (27)
Figura 28. Estrutura quimica dos compostos identificados no dleo essencial das folhas de S.

stipulaceum coletadas em setembro (FO-S).
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Em estudos previamente relatados sobre a composicéo do 6leo essencial das folhas de S.
stipulaceum, foram identificados os compostos J-elemeno, a-copaeno, Z-cariofileno, E-
cariofileno, a-humuleno, D-germacreno, biciclogermacreno, B-germacreno, Oxido de
cariofileno, globulol, viridiflorol, espatulenol, J-cadinol e fitol.®® Neste trabalho, os
compostos oJ-elemeno, a-copaeno, p-cariofileno, a-humuleno, D-germacreno, Oxido de
cariofileno, espatulenol e ¢-cadinol foram identificados também. Porém, os compostos /-
gurjuneno, y-elemeno, J-cadineno e a-selineno foram identificados pela primeira vez neste
6leo essencial. Oleos essenciais extraidos das folhas de outras espécies do género Solanum

tém compostos que foram identificados também neste trabalho, como mostrado na Tabela 14.

Tabela 14. Compostos identificados nos 6leos essenciais das folhas de outras espécies do

género Solanum comuns aos constituintes do 6leo essencial de S. stipulaceum

Espécie Compostos comuns as folhas de S. stipulaceum

) . S-Cariofileno, a-humuleno, D-germacreno, o-cadineno,
S. bicolor o o )
[-espatulenol, 6xido de cariofileno e §-cadinol

S, erianthum®™ S-Cariofileno, D-germacreno, S-elemeno, a-copaeno, S-gurjuneno
. erianthum
e o-cadineno

s. iualandifolium® o-Elemeno, D-germacreno, S-elemeno, a-copaeno, d-cadineno e S-
. juglandifolium o
cariofileno

S. macranthum® S-Cariofileno

S ni ... 4 | D-Germacreno, p-elemeno, a-copaeno, J-cadineno, S-gurjuneno,
. nigrum var. virginicum

p-cariofileno e 6xido de cariofileno

S. pseudocapsicum® S-Cariofileno e d-cadineno

S. sarrachoides™ S-Cariofileno e dxido de cariofileno
S. spirale® a-Humuleno e a-selineno

S. torvum® S-Cariofileno e D-germacreno

S. verbascifolium® y-Elemeno

S. xanthocarpum® B-Cariofileno

Os 6leos essenciais das espécies do género Solanum séo classificados® como (1) éleos
abundantes em hidrocarbonetos monoterpénicos, (I1) 6leos abundantes em hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, (I11) 6leos abundantes em monoterpenos oxigenados e acido graxos, (V)

oleos ricos em acido graxos (V), 6leos ricos em diterpenos e &cidos graxos e (VI) 6leos com
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propor¢des significativas de derivados terpénicos como alcodis, ésteres e lactonas. Como
resultado, o 6leo essencial das folhas de S. stipulaceum classifica-se no segundo grupo sendo
que 66,94% da composicao total do 6leo corresponde a hidrocarbonetos sesquiterpénicos.

A Figura 29 apresenta os cromatograma de CG-FID dos 6leos essenciais obtidos das
flores (A) e das folhas (B) coletadas no mesmo més. Observa-se grande similaridade nestes
cromatogramas, embora apresente diferencas na composicdo quimica destes 6leos essenciais.
Os sesquiterpenos p-cariofileno e oOxido de cariofileno fazem parte dos compostos
majoritarios comuns a ambos o0s Oleos essenciais. Por outro lado, 0s compostos
aromadendreno, y-gurjuneno, 7-epi-a-cadineno, 6xido-(2) de aloaromadendreno e 4&cido
palmitico ndo foram detectados no 6leo essencial das folhas. Enquanto que 0s compostos y-
elemeno e J-cadinol foram identificados em importantes percentagens relativas no 6leo
essencial das folhas e ndo foram detectados nas flores. Particularmente, os compostos /-
gurjuneno e p-espatulenol foram detectados no dleo essencial das folhas, porém foram
identificados nas flores coletadas em maio e ndo no 6leo obtido no més de setembro.
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Figura 29. Cromatogramas de CG-FID dos 6leos essenciais isolados das flores FL-S (A) e
folhas FO-S (B) de S. stipulaceum.

2.2.  Efeito da radiacdo gama na presenca de radicais livres
A absorcdo de radiacdo ionizante pelo material vegetal tem como consequéncia a
formacdo de radicais livres que podem ser detectados por ressonancia paramagnética
eletronica (RPE). Geralmente, o tempo de vida destes radicais é curto. No entanto, em

amostras solidas e secas, sdo relativamente estaveis e podem ser detectados durante um longo
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periodo de tempo apés o tratamento por irradiagdo.” A intensidade do sinal de RPE esta
relacionada com a concentracdo de radicais na amostra. Além disso, o valor do fator g € uma
caracteristica intrinseca da espécie paramagnética.’®

A anélise de RPE das folhas de S. stipulaceum ndo irradiadas mostrou a presenca de um
centro paramagnético axialmente simétrico com g, = 1,998(1) e g, = 2,000(1) (Figura 30).
Entretanto, as analises de RPE das amostras irradiadas ap6s 3 h do procedimento de irradiacéo
mostraram a presenca de outra espécie radical com um fator g igual a 2,000(1). A intensidade
do sinal de RPE aumentou conforme o aumento da dose de radiacdo gama, como é mostrado
na Figura 30. Esses resultados sugerem que o tratamento de irradiacdo induz a formacéo de
radicais nas folhas de S. stipulaceum, caracterizados por um valor do fator g parecido com o
radical “nativo”. Além disso, 0 aumento na concentracdo destas espécies paramagnéticas esta
diretamente relacionado com o aumento da dose de radiagédo gama.
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Figura 30. Espectros de RPE das folhas de S. stipulaceum (FO-S) submetidas a diferentes

doses de radiacdo gama.

O sinal de RPE observado nas folhas ndo irradiadas pode estar relacionado com a
presenca de radicais préprios da planta, que tém sido relatados como radicais de agUcares e
celulose ou ter como origem semiquinonas e lignina.®”®® Diferentes estudos tém relatado a
presencga de radicais “nativos” em varias especiarias e plantas aromaticas e medicinais, como
por exemplo: Piper nigrum (pimenta-preta), Origanum vulgare (orégano),” Petroselinum

crispum (perexil), Anethum graveolens (endro),'®

5

Withania somnifera (aswagandha), Salacia
reticulata (vairi), Emblica officinalis ®2, Curcuma longa (haldi) e Tinospora cordifolia

(guduchi).*®
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O resultado do decaimento do sinal de RPE para as folhas irradiadas a 20,0 kGy é
apresentado na Figura 31. Observa-se que os radicais livres presentes na amostra inicialmente
sdo altamente instaveis, com um tempo de meia vida de aproximadamente 13 h. Esses radicais
presentes na amostra apos irradiacdo podem ter reagido entre eles, produzindo compostos
neutros, ou com compostos contidos nas folhas para produzir outro tipo de radicais que
conduzem posteriormente a formagdo de produtos neutros ndo detectaveis pela RPE. A
estabilidade desses radicais formados ap0s irradiacao depende principalmente da estrutura do

material vegetal, da temperatura, da umidade e da presenca de oxigénio e luz.*®
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Figura 31. Curva de decaimento do sinal da RPE com o tempo para as folhas de S.

stipulaceum irradiadas a 20,0 kGy.

2.3.  Efeito da radiacdo gama no rendimento
Os rendimentos da hidrodestilacdo das folhas coletadas em setembro e submetidas a
diferentes doses de radiagdo gama (OEFO;, OEFO,5, OEFOs, OEFO;o, OEFOy), além das
amostras ndo irradiadas (OEFQg), foram calculados segundo a Equacdo 1 (pag. 18). Estes
resultados sdo apresentados na Tabela 15. O procedimento de irradiacdo, extracdo e andlise

cromatografica foi realizado em triplicata.

Tabela 15. Rendimento dos 6leos essenciais obtidos das folhas de S. stipulaceum

Amostra | Rendimento (%)
OEFQOq 0,048 + 0,010
OEFO; 0,059 + 0,006
OEFO;5 0,058 + 0,006
OEFOs 0,049 + 0,007
OEFO 0,056 + 0,005
OEFOy 0,055 + 0,008
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Esses resultados mostram que o procedimento extrativo € afetado levemente quando o
material vegetal é irradiado, apesar de ndo existir uma relacdo direta entre a dose de radiacéo
gama e a variacdo no rendimento da extracdo para as folhas de S. stipulaceum.

Analise de variancia realizada para avaliar o efeito da radiacdo gama no rendimento da
extracdo do Oleo essencial mostrou que as variagdes observadas ndo sdo estatisticamente
significativas, o que significa que o processo extrativo ndo é afetado de maneira significante

por efeito da radiacdo gama.

2.4.  Efeito da radiacdo gama na composicao do 6leo essencial
Na Figura 32 encontram-se os cromatogramas de CG-FID dos 0leos essenciais obtidos
das folhas irradiadas e a amostra controle (0,0 kGy). Pode-se observar que ndo ha variacdes

qualitativas consideraveis nos constituintes dos 6leos essenciais.
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Figura 32. Cromatogramas de CG-FID dos 6leos essenciais obtidos das folhas da amostra

controle e as amostras irradiadas

Através da analise dos cromatogramas foi possivel calcular a proporcdo relativa dos
compostos identificados nas amostras irradiadas (OEFO-S;, OEFO-S; 5, OEFO-Ss, OEFO-S;j,
OEFO-S,p) comparado com a amostra que ndo foi submetida a radiacdo (OEFO-Sy), estes
resultados sdo apresentados na Tabela 16 (pag. 66).
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Tabela 16. Composicao quimica dos 6leos essenciais das folhas irradiadas de S. stipulaceum
coletadas em setembro

Composicéo + DP (%)

Nome do composto
OEFOy | OEFO; | OEFO,5 | OEFOs | OEFO;9 | OEFOy
o-Elemeno (1) 21+03 |35+09 |31+£08|28+£05|25+£03|25%£05
a-Copaeno (2) 19+0,1|18+0,1|21+0,2|20+01|19+0,1|20%0,1
B-Elemeno (3) 14+01|14+01|15+01|14+01|14+01|14+0,1
p-Cariofileno (5) 346+09|353+0,3(36,7+£1,0(359+£15|359+1,2,37,2+1,7
B-Gurjuneno (6) 1,7+0,1|18+0,1|18+01|17+00|17+0,1 | 1701
a-Humuleno (8) 34+01|33+01|34+00|34+01|34+01]|35%0,1
D-Germacreno (11) | 51+04 | 66+04 | 57+05 | 56+06 | 54+0,2 | 50+0,3
y-Elemeno (26) 95+10 |/124+09|115+1,1(11,4+0,8(11,3+0,4(105+1,6
o0-Cadineno (16) 28+02 | 25+01|27+£01|28+£02|27+£01 | 27%0,.2
a-Selineno (17) 43+03 |45+00 |42+00|42+01|43+£00|41+£03

Oxido de cariofileno
18) 78+03 | 62+1 |66+12 |73+£09 |88+17|89+13
pS-Espatulenol (19) 88+03(68x09 |72+14 |72+£02 | 7,7£01 |84+17
o-Cadinol (28) 75+08 | 57+10 |52+10|6,1+£0,7 | 56+£05 | 50+11

De acordo com os dados apresentados na Tabela 16, observa-se que ndo ha alteracbes
importantes na maioria dos componentes identificados dos 6leos essenciais obtidos apos
irradiagdo das folhas. Para os compostos a-copaeno, S-elemeno, S-gurjuneno, a-humuleno, o-
cadineno e a-selineno, as variagdes na concentragdo foram pouco significativas. Por sua vez, a
concentracdo dos compostos d-elemeno, f-cariofileno, D-germacreno e y-elemeno aumentou
qguando as folhas foram submetidas a uma dose de 1,0 kGy, enquanto uma diminui¢do na
concentracdo do Oxido de cariofileno, p-espatulenol e o-cadineno foi observada sob as
mesmas condi¢Oes de radiacao.

Também foi observado que doses maiores de radiacdo gama provocaram diminuicoes
na concentragdo do J-elemeno, embora todos 0s 6leos essenciais obtidos a partir das amostras
irradiadas apresentaram maior concentracdo deste sesquiterpeno em relacdo a amostra nédo

irradiada.
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Para o composto majoritario, S-cariofileno, observou-se um aumento na concentragéo
quando as folhas foram irradiadas a dose de até 2,5 kGy. Para doses de 5,0 kGy e 10,0 kGy,
obteve-se 0 mesmo resultado para este composto e, ao irradiar a amostra com 20,0 kGy, a
concentracdo do p-cariofileno sofre ligeiro aumento.

O comportamento da concentragdo dos compostos D-germacreno e y-elemeno €
similar nos 6leos essenciais das amostras irradiadas, sendo que para ambos 0S compostos a
concentracdo diminui quanto maior for a dose de radiacdo gama. Embora em todas as
amostras encontram-se em maior abundancia em relacéo as folhas nao irradiadas.

A composicdo dos sesquiterpenos oxigenados, 6xido de cariofileno e S-espatulenol
encontrou-se afetada pela radiacdo gama. Assim, a concentracdo diminui de forma
consideravel com uma dose de 1,0 kGy e aumenta gradualmente com o aumento da dose de
radiacdo gama. Embora a concentracdo desses compostos nas folhas submetidas a maior dose
de radiacdo ndo seja muito diferente em relagdo as amostras nao irradiadas.

Por fim, a abundéncia do J-cadinol nos 6leos essenciais das amostras irradiadas foi
menor em relacdo a amostra controle. Embora as variagfes observadas ndo mantenham
nenhuma relacdo com a dose de radiacdo gama, por apresentarem um comportamento
irregular.

Na Figura 33 (pag. 68) é apresentada a variacdo porcentual da area sob pico dos
componentes majoritarios identificados no 6leo essencial das folhas de S. stipulaceum
submetidas a radiacdo gama.

Embora os dados apresentados mostrem que a radiacdo gama afeta de forma irregular a
concentracdo dos componentes identificados no Oleo essencial das folhas, a andlise de
variancia a qual os resultados foram submetidos mostra que as varia¢es da composi¢do do
6leo ndo sdo estatisticamente significativas, exceto para os compostos D-germacreno e o-
cadinol para os quais a variancia foi significativa. Este resultado implica que a irradiacdo das
folhas de S. stipulaceum até uma dose igual a 20,0 kGy é segura para a descontaminacgao
microbioldgica deste material sem afetar de forma consideravel os seus metabolitos

secundarios volateis.
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Figura 33. Composic¢ao dos constituintes majoritarios dos 6leos essenciais obtidos das folhas
coletadas em setembro e submetidas a radiagdo gama.

Ao comparar os resultados obtidos do efeito da radiacdo gama sobre a composicéo
quimica dos Oleos essenciais das flores e folhas de S. stipulaceum, observou-se que 0s
metabdlitos volateis presentes nas flores apresentam maior suscetibilidade a este tipo de
radiacdo do que as folhas. A resisténcia a radiacdo gama dos metabolitos secundarios nas
plantas tem sido relacionada com a presenca de compostos antioxidantes,* uma vez que, os
radicais produzidos pelo efeito da radiacdo podem ser sequestrados por esses cOmpostos,

evitando alteragdes estruturais nos metabolitos.

2.5.  Atividade antioxidante do 6leo essencial das folhas de S. stipulaceum e efeito da
radiagdo gama
Os resultados da atividade antioxidante dos dleos essenciais obtidos a partir das folhas
irradiadas e ndo irradiadas como porcentagem de atividade antioxidante (%AA) a 5 mg/mL e
a concentracdo efetiva 50 (CEsp) sdo apresentadas na Tabela 17 (pag. 69).
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Tabela 17. Atividade antioxidante dos 6leos essenciais das folhas de S. stipulaceum

Amostra %AA CEsp (mg/mL)
OEFOy 82,87 + 1,43 1,92
OEFO; 71,02 +2,33 1,86
OEFO;s 76,93 0,83 1,90
OEFOs 89,22 + 1,95 1,18
OEFOy 67,49 + 1,39 2,71
OEFOy 65,61 + 2,90 5,13

Acido L-ascorbico 97,45+ 1,78 <0,08

Esses resultados mostram que o 6leo essencial das folhas de S. stipulaceum néo
irradiadas apresenta importante atividade antioxidante, pois consegue sequestrar mais de 80%
do radical livre DPPH na mior concentracdo testada (5 mg/mL) com CEsy igual a 1,92
mg/mL. A presenca de compostos sesquiterpénicos nos 6leos essenciais tem sido relacionada
com propriedades antioxidantes. Isto explica a alta porcentagem de atividade apresentada pelo
Oleo essencial das folhas de S. stipulaceum, uma vez que todos os compostos volateis
identificados possuem esqueleto sesquiterpénico.'%*

Além disso, a literatura reporta propriedades antioxidantes para alguns dos compostos
identificados. Este € o caso do composto maioritario do 6leo essencial, o p-cariofileno,
reportado como um importante agente sequestrante de radicais livres, principalmente radicais
hidroxila e anions superoxido. Embora, os autores desse estudo reportem que o S-cariofileno
ndo é um sequestrante efetivo de radicais DPPH. Contrario ao observado para o 6leo essencial
das folhas de S. stipulaceum, isto pode estar relacionado com sinergismo entre este
sesquiterpeno e outros componentes do Oleo essencial, o que resulta em um aumento da
atividade sequestrante de radicais.>*

Um estudo realizado sobre a atividade antioxidante dos compostos volateis de
Melaleuca leucadendron (Myrtaceae) avaliou a porcentagem de inibicdo do radical livre
DPPH do p-cariofileno, obtendo 60,76% de inibi¢cdo a uma concentracdo igual a 5 mg/mL e
Clsy de 3,68 mg/mL.102 Além disto, um estudo realizado sobre os 0leos essenciais de
Marrubium peregrinum L. (Lamiaceae) concluiu que os compostos pg-cariofileno, D-
germacreno, espatulenol e oxido de cariofileno s o0s responsaveis pela capacidade

sequestrante de radicais deste 6leo essencial %
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Poucos estudos tém sido reportados sobre a atividade antioxidante dos 6leos essenciais
das folhas de outras espécies da familia Solanaceae, sendo que somente um estudo foi
encontrado na literatura para 6leos essenciais do género Solanum. Assim, o 6leo essencial das
folhas de S. spirale apresentou Clso = 41,89 mg/mL que, segundo os autores, significa fraca
atividade antioxidante quando comparada com as sustancias controle.** O éleo essencial de
Capsicum annuum apresentou porcentagem de inibicdo do DPPH maior a 90% a uma
concentracdo de 5 mg/mL, sendo identificado o capsaicinol como o composto responsavel
pela atividade antioxidante observada.'%*

Sobre o efeito da radiacdo gama na atividade antioxidante, observam-se alteracfes
importantes da atividade dos 6leos essenciais com relacdo ao 6leo essencial obtido das folhas
ndo irradiadas. As doses de radiacdo iguais a 1,0 e 2,5 kGy diminuem a atividade antioxidante
do ¢6leo, enquanto que uma dose de radiacdo gama igual a 5,0 kGy aumenta a atividade
antioxidante do 6leo até 89,22%. No entanto, os dleos essenciais obtidos de folhas submetidas
a doses maiores de radiacdo (10,0 e 20,0 kGy) apresentaram menor porcentagem de atividade
antioxidante em comparagdo com os demais 6leos.

Com respeito a CEsp observa-se que baixas doses de radiacdo gama ndo afetam
significativamente a concentracdo efetiva do 6leo essencial. Houve uma diminuicdo neste
parametro quando as folhas foram irradiadas a 5,0 kGy e, finalmente, observa-se que doses de
10,0 e 20,0 kGy diminuiram a atividade antioxidante dos dleos essenciais observando-se um
aumento na CEsy.

Considerando os 6leos essenciais como uma mistura complexa de compostos volateis,
ndo é possivel relacionar as alteragcdes na atividade antioxidante com as varia¢fes obtidas na
composi¢cdo quimica apds exposicdo a radiacdo gama. O conjunto de compostos volateis
influencia a capacidade sequestrante do Oleo, sendo possivel ainda que a atividade
antioxidante seja o resultado de sinergismo entre os componentes de 6leo essencial.'®

Estes resultados diferem daqueles obtidos para 6leos essenciais de Zataria multiflora,
para os quais a capacidade sequestrante de radicais livres ndo foi afetada pela radiacdo a 10 e
25 kGy.*® No mesmo contexto, as propriedades antioxidantes dos 6leos essenciais de
Cuminum cyminum, antes e ap6s o tratamento de irradiacdo (10 e 25 kGy) ndo apresentaram
alteracdes significativas.® No entanto, a composicdo quimica destes 6leos essenciais é
diferente do 6leo essencial das folhas de S. stipulaceum e seus constituintes volateis foram

afetados de maneiras diferentes pela radiacdo gama.
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2.6.  Atividade citotoxica do oleo essencial das folhas de S. stipulaceum e efeito da
radiagdo gama

Os resultados do teste de citotoxicidade dos 6leos essenciais das folhas irradiadas e néo

irradiadas sobre células tumorais de leucemia aguda séo apresentados na Tabela 18, como a

concentracdo do 6leo essencial que reduz a viabilidade celular a 50% (Clso).

Tabela 18. Atividade citotdxica in vitro dos 6leos essenciais das folhas de S. stipulaceum,

etoposideo (controle) e g-cariofileno (padréo)

ICs0 (ug/mL) £ DP

Linhagem celular
Amostra HL-60 THP-1 Wi-26VA4

OEFOy 39,04 +4,32 | 32,31 + 3,07 >100

OEFO4 42,63 +3,12 | 27,85+2,46 | 91,3+7,18
OEFO;5 32,70+ 2,87 | 19,97 £ 1,45 | 93,11 £ 6,20
OEFOs 18,98 +1,53 | 17,52 +1,38 | 89,15 + 4,16
OEFO19 29,56 + 3,45 | 15,59+ 1,10 | 81,15+ 4,16
OEFO2 63,45+ 4,24 | 14,00+ 0,95 | 72,49+ 4,71
Etoposideo | 9,70+1,29 | 13,80+1,81 | 7,10+ 1,03
S-Cariofileno | 41,10 £ 1,34 | 26,87 £ 1,95 | 93,81 + 4,68

O oleo essencial obtido das folhas néo irradiadas e o S-cariofileno ndo apresentaram
citotoxicidade frente aos modelos de leucemia mieloide aguda (HL-60 e THP-1), quando
comparada com o controle ndo seletivo (etoposideo). A atividade citotoxica dos Oleos
essenciais obtidos das amostras irradiadas foi maior do que a atividade apresentada pelos
0leos das amostras ndo irradiadas. Nas células THP-1, a atividade citotoxica aumentou em
uma relacdo direta com a dose de radiacdo. Além disso, os 6leos essenciais obtidos das folhas
irradiadas a doses maiores do que 2,5 kGy apresentaram citotoxicidade comparavel com a
acao correspondente do etoposideo sobre essa linhagem celular. Estes resultados indicam que
os Oleos obtidos das amostras irradiadas tém um grande potencial como agentes anti-
leucémicos. Por outro lado, foram obtidos valores muito baixos de atividade citotoxica para a
linhagem de células normais Wi-26VA4, indicando maior seletividade para linhagens

celulares de leucemia.
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Esses resultados sugerem a necessidade de estudar com maior profundidade os
efeitos da radiacdo gama nas atividades bioldgicas dos Oleos essenciais das folhas de S.
stipulaceum, uma vez que, apesar de ndo ter observado variacGes estatisticamente
significativas na composicdo do oOleo essencial por CG-FID, importantes variaces na

atividade antileucémica dos 6leos foram observadas.
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O estudo fitoquimico do extrato hexanico e da fracdo em diclorometano do extrato
etandlico das folhas de Solanum stipulaceum Roem & Schult permitiu o isolamento e
identificacdo de hidrocarbonetos lineares e dos metabolitos: p-sitosterol, estigmasterol,
farnesilfarnesol e bis-(2-etil-hexil) ftalato. Isto contribui para o conhecimento da composicéao
quimica desta planta, uma vez que poucos estudos tém sido desenvolvidos até o momento
para seus extratos menos polares.

A composicdo quimica do 6leo essencial das flores de S. stipulaceum é reportada pela
primeira vez na literatura, além do estudo do efeito do tempo de coleta na composic¢ao deste
6leo essencial. O estudo realizado sobre as flores coletadas no més de maio (outono) permitiu
a identificacdo de 24 compostos, apresentando maior riqueza em metabdlitos secundarios em
relacdo ao 6leo obtido no més de setembro, sendo g-cariofileno, y-gurjuneno e S-gurjuneno os
compostos majoritarios. Por sua vez, no 6leo essencial obtido em setembro (primavera) 0s
constituintes principais foram p-cariofileno, oxido de pg-cariofileno, viridifloreno e acido
palmitico. Para os compostos a-copaeno, S-elemeno e a-humuleno, observou-se que o efeito
da sazonalidade néo é significativo.

A radiacdo gama afetou de maneira importante a composicdo do 6leo essencial das
flores de S. stipulaceum em uma dose de radiacdo maior do que 10,0 kGy. A 20,0 kGy, a
concentracdo da maioria dos constituintes quimicos do 6leo volatil foi reduzida, excetuando o
Oxido de cariofileno e o acido palmitico. De acordo com isso, foi sugerido um mecanismo de
oxidacdo em condi¢des radicalares para a obtencdo do 6xido de cariofileno a partir do f-
cariofileno, mecanismo que pode ser extrapolado para diferentes compostos encontrados no
oleo essencial com ligacdes duplas susceptiveis de oxidacdo. Isto pode explicar a diminuicédo
na concentracao de varios dos compostos volateis nos éleos essenciais obtidos ap0s irradiacéo
do material vegetal.

O estudo da atividade antileucémica dos Gleos essenciais das flores de S. stipulaceum
irradiadas e ndo irradiadas permitiu relacionar o aumento da dose de radiacdo gama com o
aumento da citotoxicidade destes 6leos. Porém, os valores encontrados para o 1Csy dos 6leos
essenciais ndo os sugerem como importantes agentes antileucémicos.

A partir do estudo do 6leo essencial das folhas de S. stipulaceum foi possivel identificar
13 compostos, sendo os principais p-cariofileno, y-elemeno, p-espatulenol, 6xido de
cariofileno e d-cadinol. Os compostos S-gurjuneno, y-elemeno, o-cadineno e a-selineno foram
identificados pela primeira vez no Oleo essencial das folhas desta espécie vegetal. As

variagOes produzidas pela irradiacdo das folhas na composicdo do 6leo essencial ndo foram
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estatisticamente significativas o que sugere, em comparacdo com as flores, um mecanismo de
protecdo proprio das folhas desta espécie. Pois, mesmo tendo compostos similares, a maior
dose de radiacdo testada (20,0 kGy) nédo afetou a composicdo do 6leo essencial. As anélises
realizadas por RPE das folhas nédo irradiadas indicam a presenca de radicais “nativos” no
material vegetal, o que pode estar relacionado com a ndo formagéo de produtos radioliticos.

As andlises por ressonancia paramagnética eletronica das folhas irradiadas de S.
stipulaceum mostraram uma relacdo direta entre a dose de radiacdo gama e a producdo de
radicais livres no material vegetal. Além disso, o estudo do decaimento da concentracdo dos
radicais produzidos com o tempo mostrou a instabilidade destes radicais, uma vez que eles
apresentam um tempo de meia vida de 13 h.

O estudo da atividade antioxidante dos 6leos essenciais das folhas de S. stipulaceum
irradiadas e ndo irradiadas mostrou que a radiacdo gama até 2,5 kGy nédo afeta de maneira
consideravel a atividade antioxidante destes 6leos. Entretanto, uma dose de 5,0 kGy aumentou
a atividade antiradicalar do 6leo e, pelo contrario, doses maiores de radiacdo gama (10,0 e
20,0 kGy) diminuiram a atividade dos 6leos essenciais.

A partir do estudo da atividade antileucémica dos 0Oleos essenciais das folhas de S.
stipulaceum irradiadas e ndo irradiadas foi possivel observar que os 6leos obtidos a partir das
amostras irradiadas a doses maiores do que 2,5 kGy apresentam importante atividade
antileucémica frente a linhagem celular THP-1, com valores de ICsy similares aos
apresentados pelo etoposideo. Além disso, houve uma seletividade dos éleos essenciais para
células cancerigenas, uma vez que nao apresentaram citotoxicidade frente a células normais
(Wi-26VA4).

Como perspectiva, pode-se dar continuidade ao isolamento e caracterizagdo dos
metabolitos secundarios das folhas de S. stipulaceum, assim como € preciso estudar com
maior profundidade os mecanismos pelos quais a radiacdo gama afeta a atividade biologica

dos 0leos essenciais isolados das flores e folhas desta espécie.
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The composition of essential oils from flowers of Solanum stipulaceum Roem & Schult
collected in May and September was studied for the first time. Effects of y-radiation on volatile
constituents were investigated by gas chromatography (GC) with flame ionization detector
(FID). In addition, the antileukemic activity was studied by a 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) colorimetric assay against human cell lines HL-60 and THP-1.
The main constituents of the essential oil of flowers collected in May were B-caryophyllene (25.8%),
v-gurjunene (11.9%), and B-gurjunene (8.2%), whereas the essential oil of flowers collected in
September was mainly composed of 3-caryophyllene (26.5%), caryophyllene oxide (11.0%), and
Y-gurjunene (10.0%). The main components of essential oil from flowers collected in September
were not significantly affected by y-radiation at lower doses than 10.0 kGy. No cytotoxic activity
in leukemic cell lines was observed for non-irradiated samples. However, irradiated samples
exhibited slightly cytotoxic activity.

Keywords: Solanum stipulaceum, essential oil, B-caryophyllene, gamma-radiation,

antileukemic activity

Introduction

Essential oils are mixtures of volatile natural organic
compounds usually obtained from plant material, which
usually consist of terpenoids, aromatic, and aliphatic
compounds.' Essential oils exhibit a large spectrum of
biological properties, such as antimicrobial, analgesic,
and antiseptic.” The pleasant fragrance of the essential oil
components makes them a raw material widely employed
by cosmetic, pharmaceutical, agricultural, and food
industries. In nature, essential oils play an important role
in the protection of plants in their ecosystem.?

The family Solanaceae includes about 3,000 species
distributed in 96 genera, and 1,500 of them belong to the

*e-mail: aurambo @ufmg.br, aurama92 @hotmail.com

genus Solanum. Solanum species occur in different regions
around the world, with the greatest diversity concentrated
in Central and South America.* Solanum stipulaceum Roem
& Schult (popularly known as “caigarinha”) is an endemic
and native Brazilian plant, widely distributed in the Cerrado
region of the state of Minas Gerais.’> The polar extract of
the stem of S. stipulaceum exhibits molluscicidal activity
and cardiac-depressant properties.®’ Alkaloids, such as
solasodine, solaparnaine, and solamargin, were isolated
from their fruits, stems and branches.®® Although some
studies have been reported for extracts of S. stipulaceum,
the flowers have not been studied.

v-Radiation is an efficient method for microbial
decontamination and insect disinfestation of vegetal
materials. Moreover, radiosterilization is the most widely
used method for commercial preparations of medicinal
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plants.!® However, chemical composition and biological
activities of vegetal species can be changed when plant
material is exposed to y-radiation." In the case of volatile
compounds, some studies indicated that the y-radiation
effect is negligible,'>'* however, significant changes in the
essential oil composition have been observed for samples
exposed at high doses of ionizing radiation.!>!’

The present work describes for the first time the
chemical composition of the essential oil from flowers of
S. stipulaceum. Seasonal variations are also considered in
the analysis of chemical oil composition, and the effects
of y-radiation on essential oil constituents are studied for
flowers submitted at different radiation doses. Moreover,
antileukemic activity and evaluation of y-radiation effects
on cytotoxicity are investigated for the essential oil from
flowers of S. stipulaceum.

Experimental
Plant material

Flowers of Solanum stipulaceum Roem & Schult
were collected in Montes Claros (state of Minas Gerais,
Brazil) in May and September 2014 (samples MS and SS,
respectively). The botanical identification was made by
Maria Olivia Mercadante-Simdes (Universidade Estadual
de Montes Claros, Minas Gerais, Brazil). The voucher
specimen (BHCB 169873) has been deposited in the
Herbarium of the Instituto de Ciéncias Bioldgicas of the
Universidade Federal de Minas Gerais.

lonizing radiation treatment

Flower samples collected in September 2014 (SS) were
irradiated. Five samples (20.0 g) were placed in plastic
packages and exposed to y-radiation at 1.0, 2.5, 5.0, 10.0,
and 20.0 kGy at room temperature (22 °C) in the Centro
de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (CDTN,
Belo Horizonte, Brazil). The samples were exposed to
v-radiation using a GammaBeam-127 irradiator, model IR-
214 (Nordion Inc.) equipped with a cobalt-60 source. The
dose rate was 2.81 kGy h'!. The irradiator was calibrated
with a Fricke standard dosimeter, and the absorbed doses
were controlled by the exposure time of each sample to
the source.

Essential oils isolation and analysis
Irradiated and non-irradiated flowers of S. stipulaceum

were submitted to hydrodistillation for 5 h on a Clevenger-
type apparatus. After distillation, the essential oils were
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extracted three times with dichloromethane, dried over
anhydrous sodium sulfate and filtered. After solvent
evaporation, volatile oils were stored at 4 °C in the
dark until analysis.' Solutions of essential oils at 1%
in chloroform were prepared for gas chromatography
(GC) analysis. All reagents and organic solvents were
purchased from Sigma-Aldrich Co. GC with flame
ionization detector (FID) analyses were carried out using
an Agilent HP 7820A GC system. An Agilent HP5 column
(30 m x 0.32 mm x 0.25 um) was used with hydrogen as
the carrier gas (3 mL min™). The GC oven temperature was
programmed from 70-250 °C at 3 °C min"', with injector
temperature at 250 °C, injection volume 1 pL, split ratio
adjusted at 30:1, and FID detector temperature at 250 °C.
Percentages of separated compounds were calculated
from GC-FID peak areas using EZChrom Elite Compact
software. GC/mass spectrometry (MS) analyses were
performed using a Shimadzu QP2010 ULTRA GC/MS
system. An Rxi-1MS column (30 m x 0.25 mm x 0.25 um)
was used with helium as carrier gas (1.5 mL min™). GC oven
temperature was kept at 70 °C for 2 min and programmed
to 250 °C at 5 °C min™. The injector temperature was
250 °C, and the injection volume was 1 pL. The split
ratio was adjusted at 10:1. MS interface and the detector
temperature was 250 °C. Electron ionization (EI) MS
were recorded at 70 eV. Data acquisition was performed
and analyzed by GCMSsolution software. Identification of
essential oil components was carried out after comparison
with those available in the computer library (NIST11) and
by comparison of their Kovéts retention index with a series
of n-alkanes.

Antileukemic activity

The cytotoxicity of essential oils was assessed using
the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT, Sigma-Aldrich) colorimetric assay. The
evaluation of the cytotoxic activity was performed with
human acute promyelocytic leukemia cell line American
Type Culture Collection (ATCC)# CCL-240 (HL-60),
acute monocytic leukemia cells ATCC# TIB-202 (THP-1)
and lung fibroblast ATCC# CCL-95.1 (Wi-26VA4) cell
lines. Cells were plated in 96-well plates (2 x 10° cells
per well) and incubated for 24 h at 37 °C in a humidified
atmosphere with 5% CO,. After 24 h, the wells were washed
with culture medium (RPMI-1640 + 20% inactivated fetal
bovine serum + 2 mmol L' L-glutamine) and incubated
with samples at concentrations from 0.10 to 100 pg mL".
After 48 h of incubation, the plates were treated with MTT
(5 mg mL"). Colorimetric measurements were performed
at 550 nm using the microplate reader Spectramax M5e.



Vol. 26, No. 11, 2015

All experiments were performed in triplicate. Cytotoxicity
was scored as the percent of reduction in absorbance vs.
untreated control cultures. The results were expressed by
the ICs, values (concentration of the drug that reduced
cell viability by 50%). I1Cs, values were calculated using
OriginPro 8.0 software.

Results and Discussion

Hydrodistillation of non-irradiated samples collected
in May and September provided pale yellowish oils
with a pleasant aroma, yielding 0.08 and 0.03% (m/m),
respectively, from flower extracts. Figure 1 shows the
GC-FID chromatograms of essential oils from samples
MS and SS. Twenty-four constituents were identified in
the essential oil from MS, corresponding to 88.2% of
the overall oil composition. In turn, essential oil from
SS provided only fourteen constituents with chemical
structures identified, corresponding to 90.3% of the overall
oil composition. The compound name, Kovits retention
index, and percentage of the volatile constituents of both
samples are given in Table 1.

Essential oil from MS provided a high content
of sesquiterpene hydrocarbons (76.2%). The most
abundant component was B-caryophyllene (25.8%),
followed by y-gurjunene (11.9%), B-gurjunene (8.2%),
a-selinene (5.3%), D-germacrene (3.6%), d-cadinene
(3.6%), aromandendrene (3.5%), &-elemene (2.8%),
o-humulene (2.7%), B-copaene (2.4%) y-muurolene
(1.8%), a-copaene (1.2%), o-neoclovene (0.8%), and
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a-gurjunene (0.7%). Sesquiterpene epoxides (6.9%) and
sesquiterpenols (3.8%) were found in relatively smaller
amounts, specifically, caryophyllene oxide (3.6%),
alloaromadendrene oxide-(2) (2.2%), isoaromadendrene
epoxide (1.1%), B-spathulenol (2.4%), cubenol (1.0%),
and viridiflorol (0.5%). Pentadecanoic acid (1.3%) was
also detected in MS essential oil. On the other hand,
essential oil from SS contains fewer volatile constituents
than MS, exhibiting only fourteen constituents (Figure 1
and Table 1). Essential oil from SS contains a lower
content of sesquiterpenes (65.9%) and a higher content
of sesquiterpene epoxides (14.6%) in relation to oil from
MS (76.2 and 6.9%, respectively). Sesquiterpenols were
not detected in SS. The volatile compounds o-gurjunene,
B-gurjunene, B-copaene, o-neoclovene, y-muurolene,
valencene, isoaromadendrene epoxide, and pentadecanoic
acid were not detected in the essential oil of SS. On the
other hand, essential oil of SS contains a high content of
palmitic acid (9.9%). However, this carboxylic acid was
not detected in the essential oil of MS.

Essential oils from flowers of other species of Solanum
contain many sesquiterpenes, which were also identified in
the present work. B-Caryophyllene, a-copaene, 3-elemene,
y-muurolene, D-germacrene, and 3-cadinene were reported
in the essential oil from flowers of S. stuckeflii,”® whereas
B-caryophyllene and B-selinene were the predominant
sesquiterpenes in the essential oil from flowers of
S. incisurm.*

The differences observed in the composition of
essential oils from MS and SS may be related to
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Figure 1. GC-FID chromatograms of essential oils from flowers of Solanum stipulaceum for samples collected in (a) May (MS) and (b) September (SS).
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Table 1. Chemical composition of essential oils from flowers of S. stipulaceum collected in May (MS) and September (SS)

Composition / %

Peak No. Compound? RI° RI
MS SS
1 d-elemene 1331 1337 2.8 4.2
2 o-copaene 1368 1375 1.2 1.4
3 B-elemene 1386 1389 0.6 0.8
4 o-gurjunene 1401 1408 0.7 ND¢
5 [3-caryophyllene 1411 1418 25.8 26.5
6 B-gurjunene 1423 1425 8.2 ND¢
7 [-copaene 1429 1430 2.4 ND¢
8 o-humulene 1436 1442 2.7 2.2
9 aromandendrene 1444 1441 35 2.5
10 o-neoclovene 1451 1454 0.8 ND¢
11 D-germacrene 1472 1480 3.6 7.9
12 y-muurolene 1484 1485 1.8 ND¢
13 Y-gurjunene 1487 1489 11.9 10.0
14 valencene 1500 1499 0.5 ND¢
15 7-epi-o-cadinene 1506 1507 0.6 1.3
16 d-cadinene 1517 1521 3.6 33
17 o-selinene 1545 1530 53 5.7
18 caryophyllene oxide 1571 1573 3.6 11.0
19 B-spathulenol 1576 1578 2.4 ND¢
20 isoaromadendrene epoxide 1584 1584 1.1 ND¢
21 viridiflorol 1586 1587 0.5 ND¢
22 cubenol 1621 1625 1.0 ND¢
23 alloaromadendrene oxide-(2) 1633 1625 2.2 3.7
24 pentadecanoic acid 1863 1869 12 ND¢
25 palmitic acid 1970 1970 ND¢ 9.9
Total identified components / % 88.2 90.3

“The compounds are listed in order of their elution on HP-5 column; *calculated Kovits retention index; ‘Kovits retention index reported in literature'® for

the HP-5 column; not detected.

environmental factors, such as variation in temperature,
photoperiod, and humidity conditions and pollinators.?!
These biotic and abiotic factors influence the production
of secondary metabolites in plants which can explain the
greater variety of constituents in the essential oil from
MS in relation to SS.

The effects of y-radiation on essential oils from flowers
of S. stipulaceum were observed in the extraction yield
and their chemical composition. The yield of volatile oil
obtained from non-irradiated flowers collected in September
(0.03%) was slightly increased by gamma radiation.
Extraction yield was 0.04% for irradiated material at 1.0,
2.5, and 5.0 kGy. Additionally, the extraction yield was
0.05% for irradiated material at higher doses (10.0 and
20.0 kGy). This increase of the extraction yields is due to
damage to plant tissues caused by radiation.??

Figure 2 shows the GC-FID chromatograms of essential
oils from irradiated flowers of S. stipulaceum collected in
September, and their chemical composition is shown in
Table 2. Essential oils from irradiated material exhibited
a higher content of caryophyllene oxide, d-cadinene, and
alloaromadendrene oxide-(2) at all radiation doses than
the corresponding non-irradiated sample. The content of
some constituents increased at a dose of 1.0 kGy, mainly
B-caryophyllene, aromadendrene, and caryophyllene oxide,
probably as a result of the increase of their extractability.'®
On the other hand, the volatile compounds D-germacrene,
Y-gurjunene, o-selinene, 7-epi-o-cadinene, and palmitic
acid decreased after irradiation at 1.0 kGy, which could be
due to their radiation sensitivity (Figure 3).% An increase
of the content of o-copaene, B-elemene, B-caryophyllene,
o-humulene, and aromadendrene was observed for
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essential oil from flowers exposed to y-radiation at doses
below 10.0 kGy. However, the content of these compounds
decreased for samples exposed at a dose of 20.0 kGy. On
the other hand, the content of d-elemene, D-germacreme,
Y-gurjunene, 7-epi-oi-cadinene, and o-selinene decreased
when flowers were exposed to y-radiation at different
doses. The content of palmitic acid decreased when
flowers were irradiated at doses from 1.0 to 10.0 kGy and
its content increased at a dose of 20.0 kGy. The content of
4-cadinene, caryophyllene oxide, and alloaromadendrene
oxide-(2) also increased at 20.0 kGy (Table 2 and Figure 3).
Four new peaks (between 27 and 33 min) were observed
in the chromatogram for samples irradiated at 20.0 kGy
(Figure 2). Compounds corresponding to these peaks
were not identified. Therefore, they were attributed to
radiolytic products and correspond to 8.1% of the total
oil composition. As a result, y-radiation induces irregular
changes in the composition of the essential oil from
flowers of S. stipulaceum. However, a direct relation
between radiation dose and changes in the essential
oil composition was not observed. These results are in
agreement with those reported in the literature for essential
oils from Angelica gigas Nakai, in which the content of
sesquiterpene hydrocarbons and oxygenated sesquiterpenes
increased without any correlation with y-radiation dose.”
Yalcin et al."® also reported irregular changes in the volatile
profile of linseed exposed to y-radiation, in addition to
significant decreases in the content of linseed volatile
compounds induced by higher doses of y-radiation.
Oxidation of B-caryophyllene promoted by y-radiation
or action of free radicals generated in the ionization of water
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can explain the increase in the content of caryophyllene
oxide when flower samples were irradiated at 20.0 kGy.
Similar results were also observed for the essential oil
from Piper nigrum L. after radiation at a dose of 30 kGy.
An increase in the content of caryophyllene oxide is
matched by a decrease of B-caryophyllene.!” Hydroxyl
radicals (HO") are generated from water molecules by
exposure to y-radiation. This radical can initiate oxidation
of B-caryophyllene by radical addition to the double internal
bond, followed by the addition of molecular oxygen to
produce peroxyl radicals (RO,’). The reaction of the formed
peroxyl radicals with another organic peroxyl radical
(RO,") formed in situ produces B-hydroxyalkoxyl (RO")
radicals which undergo a ring-retaining reaction to obtain
caryophyllene oxide.* This oxidation process can occur
with other sesquiterpenes of the essential oil, justifying
the decrease in the composition of major constituents of
the essential oil (Figure 2).

The essential oil from flowers of S. stipulaceum
contains some active components that have been reported
to exhibit cytotoxic activity. B-Caryophyllene, the major
constituent identified in this essential oil, has been reported
as a cytotoxic agent against human breast and colorectal
adenocarcinoma cells.” Moreover, the volatile compounds
o-humulene, B-elemene, d-elemene, and caryophyllene
oxide exhibit cytotoxicity against different human cancer
cells. 2

Some cytotoxicity studies on essential oils from
Solanum sp. have been reported in the literature. The
essential oil from leaves of S. erianthum exhibited 98.85
and 97.94% of cell lethality against breast and prostate
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Figure 2. GC-FID chromatograms of essential oils from non-irradiated and irradiated flowers of S. stipulaceum collected in September (*: new peaks detected).
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Table 2. Composition of volatile oils from irradiated flowers of S. stipulaceum collected in September

Composition / %

Compound Y-Radiation dose / kGy

0.0 1.0 2.5 5.0 10.0 20.0
5-Elemene 4.2 4.3 3.8 2.8 34 ND*
a-Copaene 1.4 1.9 1.7 1.9 2.0 ND*
B-Elemene 0.8 1.0 1.0 1.0 1.1 0.4
3-Caryophyllene 26.5 32.3 31.4 31.6 322 9.0
o-Humulene 22 2.6 2.6 25 2.7 1.3
Aromandendrene 2.5 3.0 3.0 32 3.0 1.6
D-Germacrene 79 6.5 6.4 4.6 49 0.9
v-Gurjunene 10.0 8.0 6.6 4.8 52 0.9
7-epi-o-Cadinene 1.3 0.7 0.6 0.6 0.5 0.3
5-Cadinene 33 34 35 3.6 34 4.8
a-Selinene 5.7 6.0 6.1 5.1 5.5 35
Caryophyllene oxide 11.0 13.2 14.3 17.2 17.4 26.0
Alloaromadendrene oxide-(2) 3.7 4.3 3.8 4.0 5.6 9.2
Palmitic acid 9.9 4.0 5.3 6.7 4.7 13.9

“Not detected.
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Figure 3. Composition of major constituents of the essential oil from non-irradiated and irradiated flowers of S. stipulaceum collected in September.

cancer cells, respectively.” Moreover, the essential oil from
leaves of S. macranthum exhibited 2% lethality against
breast cancer cells,” whereas the essential oil from leaves
of S. spirale exhibited significant citotoxicity against
breast, oral and lung cancer cells (ICs, = 19.69, 26.42 and
24.02 ug mL™!, respectively).*

Table 3 shows the results of the cytotoxicity of essential
oils from flowers of S. stipulaceum collected in September
and irradiated. Cytotoxic action of the non-irradiated
sample was not observed for an acute myeloid leukemia
(AML) model, specifically HL-60 and THP1 cell lines,
when compared with the non-selective chemotherapy
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control etoposide. Cytotoxic activity was increased for
essential oils from irradiated samples, exhibiting a direct
relationship with the radiation dose. However, the increase
of the cytotoxicity of the samples is not comparable to the
corresponding action of etoposide. The essential oil from
flowers irradiated at 20.0 kGy was not considered for the
cytotoxic assay because the volatile oil composition was
significantly affected by y-radiation.

Table 3. Cytotoxic activity in vitro of essential oils from non-irradiated
and irradiated flowers of S. stipulaceum and etoposide (control) for AML
cell lines and control

Sample ICyy* / (g mL™)

(radiation dose) HL-60 THP-1 Wi-26VA4
EO, (0.0 kGy) >100 > 100 > 100
EO, (1.0 kGy) > 100 84.51 +4.14 > 100
EO, (2.5 kGy) >100 7343 £2.19 >100
EO; (5.0 kGy) 96.07 498 5273278 > 100
EO,, (10.0 kGy) 89.67+3.78  40.12+1.65 > 100
Etoposide 970129 13.80+1.81 7.10+1.03

“Values presented as average + standard deviation. ICs,: half-maximal
inhibitory concentration; HL-60: human acute promyelocytic leukemia
ATCC# CCL-240 cell line; THP-1: acute monocytic leukemia
ATCC# TIB-202 cell line; Wi-26VA4: lung fibroblast ATCC# CCL-95.1
cell line.

Some factors may affect the cytotoxic activity of the
essential oils from irradiated flowers of S. stipulaceum.
Concentration of various essential oil constituents, such
as caryophylene, a sesquiterpenoid reported as a potential
candidate for prevention and treatment of cancer, increased
with the y-irradiation dose.*! However, since the essential oil
is a mixture of volatile compounds, the biological properties
can be the result of synergism.*?

Conclusions

The essential oil composition from flowers of
S. stipulaceum was here reported for the first time. Twenty-
four constituents of the oil were identified in flowers
collected in May, and fourteen in the sample collected in
September. The major components were B-caryophyllene,
y-gurjunene, and B-gurjunene in the May sample, whereas,
in flowers collected in September, B-caryophyllene,
caryophyllene oxide, y-gurjunene, and palmitic acid were
identified as the major volatile components.

Essential oils from flowers of S. stipulaceum exhibited
a decrease in the content of the major volatile components
when exposed to y-radiation at 20.0 kGy, induced by
oxidation of their constituents. However, a radiation
dose at 10.0 kGy, which is the conventional dose for
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radiosterilization of plant material, did not significantly
affect the content of volatile oil constituents.

The essential oil from non-irradiated flowers of
S. stipulaceum did not show significant cytotoxic activity
against HL-60 and THP-1 cell lines. However, an increase
of the antileukemic activity was observed for essential oils
from flowers exposed to y-radiation.
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Title of Paper

Effect of gamma-radiation on antileukemic activity of essential oils from leaves and flowers of S.

stipulaceum

Abstract

gamma-Radiation is an efficient and widely used method to microbial decontamination and
insect disinfestation of food, herbs and spices. Moreover, radiosterilization is the most
widespread method for commercial preparation of medicinal plants. However, as consequence
of the interaction between radiation-induced radicals with secondary metabolites, chemical
composition and biological activity of irradiated plant materials may be altered. Flowers and
leaves of Solanum stipulaceumn Roem & Schult were irradiated at 1.0, 2.5, 5.0, and 10.0 kGy, then
its volatile oil was extracted by hydrodistillation and the antileukemic activity of these oils was
studied by the colorimetric MTT assay. Essential oils from non-irradiated flowers and leaves did
not show cytotoxic action for acute myeloid leukemia 52 model, specifically HL-60 and THP1 cell
lines, when compared with the non-selective chemotherapy control etoposide. Cytotoxic activity
was increased for essential oils from irradiated flowers and leaves of S. stipulaceum. Essential
oils obtained from leaves irradiated at doses > 2.5 kGy showed comparable cytotoxic effect with
the corresponding action of etoposide for THP-1 cell lines. Additionally, essential oils from
irradiated flowers and leaves showed very low cytotoxic action against normal Wi-26VA4 cell
line, indicating a higher selectivity to leukemic cell lines. In conclusion, essential oils from non-
irradiated flowers and leaves of S. stipulaceum did not show significant cytotoxic activity against
HL-60 and THP-1 cell lines. However, an increase of the antileukemic activity was observed for
essential oils exposed to y-radiation. In particular, essential oils from irradiated leaves of S.
stipulaceum exhibited a significant cytotoxic activity on THP-1 cell line, showing potential
antileukemic use of these oils. More studies including more leukemic models are necessary to

better understand these effects and mechanism involved in the y-radiation use.
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