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MAGALHAES, C.C. Caracterizagdo quimica e atividades farmacolégicas de
Hortia brasiliana Vand. ex DC. 2012. 129f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
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Faculdade de Farmacia, Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, Minas
Gerais.

RESUMO

Hortia brasiliana Vand. Ex DC (Rutaceae), conhecida como "para-tudo" ou
"casca-d'anta", tem sido usada na medicina popular como depurativa do sangue,
para problemas estomacais, controle da diabetes, para combater febre, diarreia,
vomito, doengas do figado, cdlicas renais e possui atividades anti-inflamatoria,
antimicrobiana e hipotensora. O presente trabalho teve como objetivo realizar uma
caracterizagao quimica e avaliar as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria dos
extratos de H. brasiliana. Folhas, cascas do ramo lateral e cascas do tronco foram
coletadas em Muriaé e Juiz de Fora, MG, para obtencdo de Oleos essenciais e
extratos hexanicos, metandlicos e aquosos. Uma amostra de folhas foi utilizada para
analise morfo-anatémica. A caracterizagdo quimica dos extratos foi feita por CG-EM,
CLAE-UV e CCD. A atividade antinociceptiva foi avaliada pelos testes de contor¢cdes
abdominais, formalina e placa quente, enquanto a atividade anti-inflamatéria pelos
métodos de edema de pata e pleurisia. Os dados foram demonstrados como
médiaterro padrdo e analise de variancia seguida do teste de Newman-Keuls para
medir o grau de significancia (p < 0,05). A avaliacdo morfo-anatémica foliar
demonstrou a presenca de cavidades secretoras em varios tamanhos e estruturas
com afloramento. Entre os componentes dos 6leos essenciais destacaram-se: Epi-a-
cadinol, zingibereno, Z-a-trans-bergamotol, E-f-guaieno, a—bisabolol, E-hidrato de
sesquisabineno, S-sesquifelandreno, oplopanona, a—curcumeno, guaiol e 6xido de
cariofleno ainda nao relatados na espécie. Os espectros de UV indicaram a
presenca de derivados do acido cinamico e flavonoides. Terpenoides, acidos graxos,
esteroides, acidos fendlicos e cumarinas foram detectados por CCD. Os extratos
hexanicos apresentaram atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria pelos métodos
empregados. Os resultados obtidos sugerem que H. brasiliana é uma fonte de
substancias bioativas com atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria, o que pode

justificar o uso popular para algumas disfungdes organicas.

Palavras-chave: Hortia brasiliana. Rutaceae. Caracterizacdo morfo-anatémica.
Caracterizagao quimica. Atividades farmacolégicas.
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MAGALHAES, C.C. Chemical characterization and pharmacological activities of
Hortia brasiliana Vand. ex DC. 2012. 129f. Dissertation (Master of Pharmaceutical
Sciences). Graduate Program in Pharmaceutical Sciences. Faculty of Pharmacy,
Federal University of Juiz de Fora, Juiz de Fora, Minas Gerais.

ABSTRACT

Hortia brasiliana Vand. Ex DC (Rutaceae), known as "para-tudo" or "casca-d'anta"
has been used in folk medicine as blood depurative, for stomach disorders, diabetes
control, to combat fevers, diarrhea, vomiting, liver disease, renal colic and has anti-
inflammatory, antimicrobial and hypotensive activities. The present work aims to
perform a chemical characterization and evaluate the pharmacological activities of
the extracts of H. brasiliana. Leaves, lateral branch barks and trunk barks were
collected in Muriaé and Juiz de Fora, MG, to obtain essential oils and hexane,
methanolic and aqueous extracts. A sample of leaves was used to analyze
morphological and anatomical. The chemical characterization of the extracts was
performed by GC-MS, HPLC-UV and TLC. The antinociceptive activity was evaluated
by writhing, formalin and hot plate tests, while the anti-inflammatory activity by paw
edema and pleurisy methods. The data are expressed as meanz standard error and
analysis of variance followed by Newman-Keuls test to measure the degree of
significance (p <0.05). The assessment of morphological and anatomical leaf showed
the presence of secretory cavities in various sizes and glands with outcrop. Among
the components of essential oils were identified: Epi-a-cadinol, zingiberene, Z-a-
trans-bergamotol, E-f-guaiene, o-bisabolol, E-hidrato de sesquisabinene, p-
sesquiphellandrene, oplopanone, a—curcumene, guaiol and caryophyllene oxide, not
yet reportded in this species. UV spectra indicated the presence of cinnamic acid
derivatives and flavonoid. Terpenoids, fatty acids, steroids, coumarins and phenolic
acids were detected by TLC. The hexane extracts showed antinociceptive and anti-
inflammatory for the employed methods. The results suggest that H. brasiliana is a
source of bioactive compounds with antinociceptive and anti-inflammatory activities,

which may justify the popular use in some organ dysfunctions.

Keywords: Hortia brasiliana. Rutaceae. Morpho-anatomical characterization.
Chemical characterization. Pharmacological activities.
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1 INTRODUGAO

Atualmente muito se fala sobre fitoterapia, termo criado pelo médico francés,
Henri Leclerc (1870-1955), phyton = planta e therapeia = tratamento (SILVA;
BARBOSA; ALBUQUERQUE, 2010), mas a pratica é tdo antiga quanto o préprio
homem, existindo registros em cavernas, de seu uso no sul da Asia, pelo homem de
Neanderthal, ha quase 60.000 mil anos (SILVA, 2009).

No Oriente, aproximadamente 3000 a.C surgem os primeiros registros
literarios, no livro ‘Ayurveda’, da coletanea dos Vedas, na india (ROCHA, 2010) e na
China, no “1° Pen T’sao’, um estudo, de 365 drogas, realizado pelo imperador Shen
Nung, considerado fundador da farmacia chinesa (PARKY, 1966).

No Ocidente, ha citagbes do grego Hipdcrates (460 a.C.), considerado o pai
da medicina, com a obra ‘Corpus Hippocraticum’, e também por outros famosos
estudiosos da historia, como Galeno (129 — 199, d.C.), Avicena (980 — 1.037, d.C.),
e Paracelsus (1.493 — 1.541 d.C). Este ultimo descreveu que a dose pode definir um
remédio ou um veneno (BARROS, 2002; CORREA; SIQUEIRA-BATISTA; QUINTAS,
2006).

Este perpétuo vinculo entre 0 homem e as plantas medicinais influenciou e
determinou o rumo da histéria da humanidade, n&o s6 na area da saude como
também na economia, politica, social e outras. Com o advento da revolugéo
industrial, o uso terapéutico das plantas foi considerado algo empirico e sem base
cientifica, sendo substituido por farmacos que eram sintetizados em laboratério
(YUNES; CALIXTO, 2001). A assisténcia a saude passou a seguir a orientagao
cartesiana e mecanicista, a qual atendia plenamente aos interesses do modo de
producgao capitalista (ALVIM et al., 2006).

Nos ultimos anos, devido ao surgimento e a incapacidade de tratamento de
muitas doengas, houve um forte retorno da fitoterapia. Além disso, a necessidade de
medicamentos mais baratos e menos agressivos aliados a revalorizagao da atengao
aos componentes psicologicos, emocionais e sociais da doenga, e nao apenas a
patologia de 6rgaos e sistemas, nortearam o retorno do uso de matéria vegetal no
tratamento de enfermidades (AVILA-PIRES, 1995). Neste sentido, o reconhecimento

do valor das plantas medicinais vem se concretizando como fator de utilizagéo



clinica, farmacéutica, econémica e comercial, que tem crescido progressivamente no
Brasil e no mundo (ZIBETT]I, 2007).

Segundo estimativa da ABIFISA - Associacdo Brasileira das Empresas do
Setor Fitoterapico, Suplemento Alimentar e de Promocdo da Saude - o setor
fitoterapico brasileiro movimenta anualmente R$ 1 bilhdo em toda sua cadeia
produtiva, conta com 200 empresas e emprega mais de 100 mil pessoas (TORRES;
SOUZA, 2010). Esses numeros referem-se apenas ao mercado formal, e segundo
Lapa (2010), grande parte deste movimento no Brasil se da de modo informal.
Baseado neste relato € possivel considerar que os fitoterapicos representam cerca
de 10% do mercado de medicamentos (ASSAD, 2010).

De acordo com dados do Ministério da Saude, de 2004 até 2008, houve um
aumento de 300% na quantidade de municipios que inseriram a fitoterapia em
hospitais e postos de saude, aumento este que foi intensificado com a criagcdo da
portaria N° 971, de 03 de maio de 2006, e com a divulgagao de 71 espécies vegetais
viaveis ao consumo humano para tratamento de doencas (BRASIL, 2011).

Paralelamente a esse crescimento surgiu a necessidade da conscientizagao
da utilizagdo racional e sustentavel das plantas medicinais (TOLEDO et al., 2003),
incluindo um maior controle da qualidade dos produtos por ela gerados, o que vem
acontecendo com o auxilio de técnicas cromatograficas (SIMOES et al., 2004).

A familia Rutaceae é constituida por vegetais que sao conhecidos por suas
propriedades medicinais. Atividades antibacteriana (NOVAIS et al., 2003),
tripanomicida (BIAVATTI et al., 2002; AMBROZIN et al., 2004), leishmanicida
(NAPOLITANO et al., 2004), antinociceptiva e anti-inflamatéria (VILLALBA et al.,
2007) de extratos e substancias isoladas tém sido atribuidas a espécies dessa
familia. Considerando as propriedades terapéuticas de plantas da familia Rutaceae
e com intuito de estabelecer evidéncias cientificas que comprovem o uso popular,
garantir uma melhor seguranga ao usuario e valorizar o aspecto da sustentabilidade
ecoldgica, esta proposta tem como objetivo investigar o potencial quimico e

farmacoldgico de Hortia brasiliana Vand. ex DC. (Rutaceae).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O emprego de plantas medicinais na recuperacao da saude evoluiu desde as
formas mais simples, provavelmente utilizado pelo homem das cavernas, até as
formas sofisticadas, utilizada pelo homem moderno. Entretanto, apesar das
diferengas nas maneiras de uso no decorrer da histéria, ha um fato comum entre
elas: o homem percebeu de alguma forma, a presenca de algo nas plantas com
propriedades capazes de provocar alteragbes no organismo e torna-lo saudavel.
Essas sao decorrentes de substdncias presentes nas plantas denominadas,
normalmente, de principios ativos (LORENZI; MATOS, 2008).

Substancias naturais bioativas tém sido utilizadas na terapéutica e como
protétipos para obtengédo de novos farmacos (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO,
2006). Embora néo estejam isentas de efeitos adversos, as substancias ativas das
plantas tém a probabilidade de interagirem entre si promovendo um equilibrio
fisiologico (SCHOCKEN, 2007).

21 INTERCAMBIO MEDICINA POPULAR E CIENCIA

A grande procura por substancias bioativas de origem vegetal levou a um
aumento significativo dos estudos relacionados as plantas usadas na medicina
popular nas ultimas décadas (CORREIA; COSTA; FERREIRA, 2002; ROCHA;
ROCHA, 2006). Dessa forma, a partir do uso popular, foram descobertos
medicamentos muito utilizados na medicina convencional, entre eles, salicilatos e
digitalicos (BOTSARIS; MACHADO, 1999). Portanto, as plantas medicinais
continuam sendo o ponto de partida para o isolamento, a identificacao e a sintese de
novas substancias bioativas (CORREIA; COSTA; FERREIRA, 2002; VIEGAS JR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006).

O Brasil é o pais com maior diversidade vegetal do mundo, de um total
presumido de milhares de espécies, somente foram catalogadas 40.982 espécies da
flora brasileira, sendo 3.608 de Fungos, 3.495 de Algas, 1.521 de Briofitas, 1.176 de
Pteriddfitas, 26 de Gimnospermas e 31.156 de Angiospermas (FORZZA et al.,
2010).



As populagdes indigenas brasileiras se relacionavam com milhares de plantas
nativas, de finalidades terapéuticas, alucinégenas e alimenticias. Esse valioso
conhecimento sobre a aplicagcdo etonofarmacologica de varias espécies tem
sobrevivido ao tempo em grupos de descendentes destes povos, que habitam
regides de floresta, de norte a sul do Brasil (CRESPO, 2010).

A riqueza de conhecimento dos povos primitivos e dos indios, em relagao ao
meio ambiente em que viviam, pode ser considerada um grande legado. A
convivéncia com os diversos grupos étnicos gerou relevantes contribuigdes, servindo
de base para o estudo da relagdo das propriedades biolégicas e farmacolégicas dos
metabdlitos secundarios dos vegetais (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Nos dias atuais, populagbes mais isoladas mantém o costume de transmitir a
sabedoria deixada por seus ancestrais. Dessa forma, ao invés de se procurar
moléculas com atividade medicinal ao acaso, € muito mais eficiente pesquisar
comunidades que residem proximo as plantas medicinais e fazem uso destas
(CAMARGO; TEIXEIRA, 2002). Logo, o estudo destas plantas pode gerar
importantes dados para a elaboragédo de pesquisas farmacoldgicas e fitoquimicas, o
que proporciona uma economia de tempo e dinheiro, ao se aproveitar o
conhecimento empirico existente de longas datas (CORREIA; COSTA; FERREIRA,
2002; AMOROZO, 1996).

Nas comunidades tradicionais ou locais, 0 processo de producdo de
conhecimento e de pesquisa € continuo e isto acontece através da insercao de uma
rede de relagbes como parte de uma cultura viva, apontando para a necessidade de
valorizagao da riqueza que esta diversidade cultural se constitui. Isso indica também
o carater diferenciado com que os conhecimentos tradicionais se processam que
sao especificos a condi¢cdes proprias de produgcao de saber: o importante € manter a
possibilidade dessas experiéncias, pois, de certa forma, esses grupos locais formam
um batalhdo de pesquisadores (CUNHA, 1998; FRANCA et al., 2008).

Com relagao ao pioneirismo do resgate cultural no uso de plantas medicinais
aliado a informagdes e a validagdo da eficacia e seguranga, destaca-se o projeto
Farmacias Vivas, iniciado na Universidade Federal do Ceara, pelo saudoso
professor Dr. Francisco José de Abreu Matos. O principal diferencial desta iniciativa
foi a interacdo da equipe cientifica académica com a populagdo de Fortaleza, que
conseguiu controlar 80% dos problemas de saude utilizando fitomedicamentos

preparados a partir de 15 espécies vegetais obtidas nas comunidades (MATOS,



1985).

Varias plantas indicadas no uso popular, com atividade farmacoldgica, vém
sendo cientificamente validadas. No entanto, ainda existem muitas delas, de uso
comum, sem qualquer avaliagao quanto ao potencial quimico-medicinal, o que pode
ocasionar danos a saude da populagdo. A investigagéo cientifica pode proporcionar
a identificagcao de substancias menos toéxicas ou, por sua interagao direta ou indireta
com outras substancias, formar fitocomplexo, reduzindo risco de efeito adverso. O
estudo cientifico das plantas utilizadas pela populacéo € importante na prevencao de
toxidade e na garantia da qualidade das mesmas (CAMARGO; TEIXEIRA, 2002;
PELISSARI; PIETRO; MOREIRA, 2010).

O emprego para fins terapéuticos de forma coerente requer o uso de plantas
medicinais selecionadas considerando sua eficacia e seguranga terapéuticas,
aliando a tradicdo popular com a validagéo cientifica, para chegar a uma escolha
das formas corretas de preparagao e administragao dos produtos finais (LORENZI;
MATOS, 2008). Portanto, amparados pela ciéncia, os medicamentos a base de
plantas poderdo dar origem a uma nova fase de terapia de diversas doencgas, mais
inteligente e promissora (FERNANDES, 2006).

Contudo, é preciso valorizar também o aspecto da sustentabilidade ecoldgica,
pois apesar das inumeras plantas cujo potencial farmacolégico €& atualmente
pesquisado e confirmado, ha uma falta de preocupagdo com espécies que nao
possuem estudos agronémicos e ecolégicos que visem a sua reprodugédo ou pelo
menos um extrativismo sustentavel (TOLEDO et al., 2003).

A documentagao de pesquisas com plantas medicinais tem a sua importancia
aumentada devido a perda rapida de habitats naturais de varias espécies vegetais
endémicas que podem ser extintas antes mesmo de serem investigadas (CASTRO
et al., 2004). As espécies nativas, por exemplo, na maior parte das vezes, ainda sdo
coletadas em seu ambiente natural, processo conhecido como extrativismo. A
intensidade do processo de coleta e a nao preocupagao com a reposi¢ao, podem
levar ao desaparecimento das plantas medicinais de uma localidade ou regido. Sao
poucas ou inexistentes as iniciativas no cultivo, inclusive para espécies que sao
exportadas, como fafia (Pfaffia paniculata (Mart.) Kuntze), espinheira-santa
(Maytenus ilicifolia (Schrad) Planch.), erva-de-bicho (Polygonum acre Lam.), pedra-
ume-caa (Myrcia sphaerocarpa D.C.), chapéu-de-couro (Echinodorus grandiflorus
(Cham. & Schitdl.) Micheli) e outras (BRASIL, 2006; MING et al., 2012).



Uncaria tomentosa (Willd.) DC. e Uncaria guianensis (Aubl.) Gmel.,
conhecidas comercialmente por unha-de-gato, trepadeiras lenhosas nativas das
florestas tropicais amazonica, sdo um exemplo de um eminente risco de extingado em
consequéncia do extrativismo indiscriminado de suas raizes, cascas do caule e
folha, além do desflorestamento de seus habitats naturais (PEREIRA et al., 2008).

E importante ressaltar também para o extrativismo excessivo das espécies
madeireiras, inclusive as medicinais, onde, para fins de comercializagao, n&o raro as
plantas sao retiradas inteiras (raiz, caule, folhas, flores) sem que o ciclo reprodutivo
se complete, acarretando o desaparecimento da espécie (FACHIM; GUARIM, 1995).

A exploragdo para utilizagdo como medicamento ja tornou um perigo a
existéncia de dezenas de espécies arbdreas. Dentre as catalogadas com risco de
extincdo devido ao uso da casca ou da madeira, estao pau-rosa - Aniba rosaeodora
Ducke (perfume e cosmético), aroeira - Myracrodruon urundeuva Allemao
(inflamagdes), jatoba - Hymenaea courbaril L. (astenia), catuaba - Erythroxylum
catuaba Da Silva ex Hamet (impoténcia sexual), sucupira - Pterodon emarginatus
Vogel (infecgbes de garganta), ipé roxo - Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.)
Standl. (cancer) (FREIRE, 2004). Este ultimo esta entre as espécies que tém sido
motivo de estudos de analise gendmica feitos para plantas arbéreas nativas, com a
finalidade de avaliar a variabilidade genética entre e dentro das populagdes naturais
e gerar com isso, subsidios a programas de conservagao (RIBEIRO; RODRIGUES,
2006).

Outro exemplo do extrativismo da madeira € o candeeiro (Vanillosmopis
arborea Baker), cuja exploragdo ocorre para extracdo de Oleo essencial, com
reconhecida atividade anti-inflamatodria devido as altas concentragdes de a-bisabolol
(SANTOS et al., 2011).

A espécie arboérea para-tudo - H. brasiliana é outra planta que merece
atencao, pois € comum encontrar individuos desta espécie no sudeste do Brasil,
com parte da casca removida, provavelmente por ervaneiros, para tratar problemas
do figado (GROPPO; PIRANI; 2012). Nao é raro encontrar exemplares desta
espécie, mortos pela retirada de sua casca, ao redor de todo o tronco, suprimindo o
caminho da seiva (ARVORES DO BRASIL, 2012). A retirada da casca de caules em
desenvolvimento secundario promove a eliminacdo do floema e interrompe o fluxo
de seiva descendente. A completa retirada da casca, ao redor do cilindro, provoca

anelamento com morte radicular, e consequentemente, da planta. Além disso, outro



risco de morte da mesma é que, com a retirada da periderme, facilita ataque de
pragas e doengas (FAHN, 1990; ESAU, 1977).

Diante das questdes mencionadas, percebe-se a necessidade de acbes que
garantam que espécies vegetais com potencial farmacologico sejam, além de

investigadas, também preservadas para as futuras geragdes (FREIRE, 2004).

2.2 FAMILIA RUTACEAE

Rutaceae Juss. possui distribuicdo predominantemente pantropical, incluindo
aproximadamente 150 géneros e 2000 espécies. No Brasil, ocorrem 32 géneros e
150 espécies. Integrantes desta familia s&o importantes do ponto de vista
econdmico, uma vez que incluem frutos citricos, vegetais que possuem madeira de
boa qualidade, como Euxylophora paraensis Huber (pau-amarelo) e
Balfourodendron riedelianum Engl. (pau-marfim) e plantas aromaticas, dentre as
quais se destaca Ruta graveolens L., a qual se atribuem poderes magicos. Espécies
de Pilocarpus (jaborandi) sdo fonte de pilocarpina, alcaloide utilizado em doengas
oftalmicas (SOUZA; LORENZI, 2008, GROPPO, 2004).

Apesar da semelhanga com outras familias de Sapindales, em funcao das
folnas compostas, como Meliaceae, Rutaceae pode ser facilmente diferenciada
pelas ‘folhas aromaticas com pontos pelucidos, espalhados por toda a lamina ou
restritos as margens (GROPPO, 2004)

Rutaceae possui uma grande variedade de substancias quimicas,
principalmente alcaloides e cumarinas, além de lignanas, limonoides, flavonoides e
terpenoides. (FREITAS et al., 2003).

Estudos tém sido descritos sobre O6leos essenciais presentes na familia,
revelando atividades, acaricida, antibacteriana, antidislipidémica, antioxidante, anti-
inflamatoria, inseticida, ansiolitica, sedativa, relaxante, inibidora da
acetilcolinesterase, entre outras (LEITE et al., 2008; ARAUJO-JUNIOR, 2009; SA,
2011). A familia também é muito valorizada pelo potencial medicinal de seu amplo
numero de alcaloides e cumarinas (SILVA, 2006).

Os alcaloides presentes em Rutaceae tém grande relevancia na taxonomia e
serviram de base para questionamentos contrarios a classificagdo de Engler das
principais sub-familias Rutoideae e Toddalioideae (WATERMAN, 1975). E



considerada atipica a diversidade de producdo de alcaloides, divididos em cinco
tipos, de acordo com a origem metabdlica, onde a maior variedade estrutural esta
nos derivados do acido antranilico (Figura 1), tidos como eminentes precursores dos
marcadores quimiotaxonémicos (WATERMAN, 1999).

Figura 1. Exemplo de alcaloide derivado do acido antranilico: dictamina.
Fonte: SIMOES et al., 2004.

O alcaloide rutaecarpina, em especial, ja foi isolado em diversos géneros da
familia Rutaceae: Hortia, Esenbeckia, Evodia, Zanthoxylum, Phellodendron,
Tetradium, Spiranthera, Vepris, Metrodorea, Bouchardatia e Fagara. Este
constituinte apresenta uma imensa variedade de propriedades medicinais: anti-
trombdlico, anti-cancerigeno, anti-inflamatéria, anti-obesidade, analgésico, além de
atividade de termorregulacao, vasodilatadora e efeitos sobre sistema cardiovascular
e endocrino (LEE et al., 2008).

Dentre as cumarinas encontradas na familia, destacam-se as furano- e
piranocumarinas simples, como marcadores taxonémicos, através da distribuicdo de
precursores do acido cindmico (GRAY; WATERMAN, 1978).

Entre os varios exemplos do potencial biolégico das cumarinas presentes em
Rutaceae estao a atividade anti-HBV (hepatite B) da colinina isolada da Zanthoxylum
schinifolium, e a atividade anti-inflamatéria da escopoletina (PINTO; LIMA;
FERREIRA, 2009b).

2.3 GENERO Hortia

O género Hortia Vand. (Rutaceae) foi descrito pela primeira vez por Domenico
Vandelli em 1788 (GROPPO; KALLUNKI; PIRANI, 2005). E constituido por arvores



ou arbustos de folhas simples aglomeradas proximo ao apice dos ramos, flores
vermelho e rosa. O fruto, do tipo baga, possui cavidades com abundancia de 6leo
(GROPPO; PIRANI, 2005).

Compreende dez espécies distribuidas do Parana ao estado de Sao Paulo no
Brasil. Os nomes das espécies mais relatadas por pesquisadores sao: Hortia
longifolia Benth. ex Engl., Hortia regia Sandwith, Hortia oreadica Groppo, Kallunki &
Pirani, Hortia superba Groppo, Kallunki & Pirani e as sinonimias Hortia colombiana
Gleason; Hortia arborea Engl., Hortia badinii M. Lisboa ex Groppo e Hortia brasiliana
Vand. ex DC. (SEVERINO et al., 2009a; GROPPO; PIRANI, 2012).

No Brasil, sdo encontradas nove espécies nativas de Hortia, sendo quatro
endémicas. O género esta presente na Amazobdnia, Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica e sdo amplamente distribuidas por todas as regides, exceto a regido sul do
pais. No sudeste, ocorre em todos os estados, inclusive Minas Gerais (GROPPO,
2010).

A presenca de metabdlitos como alcaloides, cumarinas, derivados do acido
diidrocinamico e cinamico demonstra que o género Hortia, por sua posicao
quimiotaxondémica, pertence a familia Rutaceae. Porém, ha controvérsia quanto a
classificacdo, no que diz respeito aos estudos fitoquimicos, que deixam duvidas
sobre qual tribo as espécies de Hortia estdo inseridas dentro desta familia
(SEVERINO et al., 2009a). No entanto, mesmo sem uma conclusao definitiva, o
sistema de Engler, com modificagdes de Scholz, € o mais aceito, mantendo Hortia
na tribo Toddaliaea (BRAGA, 2005).

Atividade tripanocida foi demonstrada em lignanas e alcaloides de Hortia
(AMBROZIN, 2008), o extrato hexanico do tronco subterrdneo de H. oreadica e seus
derivados, os alcaloides dictamina e rutaecarpiana, também apresentaram tal
atividade em teste in vitro (REZENDE et al., 2010).

No género também ja foram encontrados triterpenos, esteroides, acidos
graxos e flavonoides, divididos entre H. brasiliana, H. superba, H. oreadica e H.
longifélia (PADUA, 1976; FERRACIN, 1992; BRAGA, 2005; SEVERINO 2009a). No
extrato metandlico das folhas desta ultima, o triterpeno lupeol revelou possivel
atividade anti-fungica (MAXIMO et al., 2010).

Em Hortia regia foram isolados uma série de constituintes terpenoides e
alcaloides, a exemplo da hortiamina na forma de cristais incolores (TINTO; McLEAN;

REYNOLDS, 1992). A partir desta espécie identificou-se também uma substancia
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oleosa, o diidroxilado metil-farnesato, relacionado com horménios de insetos
(JACOBS et al., 1987) e o tetranortritepenoide guianina, isolado pela primeira vez
nesta espécie, em 1986. (JACOBS; RAMDAYAL, 1986).

Poucos limonoides tém sido relatados no género Hortia. O extrato
diclorometanico, do caule subterraneo de H. brasiliana, forneceu dois representantes
chamados LIM1, inédito para Hortia, e LIM2, inédito na literatura (Figura 2) (BRAGA,
2004; BRAGA, 2005). Os limonoides ou tetranortriterpenos representam o nivel
maximo na sequéncia de producdo de terpenoides em plantas que geralmente séo
evitadas por insetos (VIEGAS JR, 2003).

Figura 2. Novos tipos de limonoides em H. brasiliana.
Fonte: BRAGA, 2004.

Testes realizados com extratos hexanicos e diclorometanicos do tronco
subterraneo de H. oreadica e derivados do acido diidrocindmico apresentaram-se
eficientes no controle de formigas cortadeiras (SEVERINO et al., 2011). O
fracionamento do extrato diclorometanico do tronco subterrdneo desta espécie e das
folhas de H. brasiliana apresentou os seguintes derivados do acido diidrocindmico:
3-fenil-[2’-metoxi-(3'4’-0:5”,6")-2",2"-dimetilpirano]propianato de metila; 3-fenil-[2’,5'-
dimetoxi-(3'4’-0:5",6")-2",2”-dimetilpirano]propianato de metila; 3-fenil-[2’,6’-dimetoxi-
(34-0:57,6")-2",2”-dimetilpirano]propianato de metila, além do alcaloide rutaecarpina
(Figura 3) (SEVERINO, 2008).
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Figura 3. Derivados de acidos diidrocinamicos e alcaloide, isolados de H. brasiliana

Vand. ex DC. e Hortia oredica Groppo, Kallunki & Pirani.

Fonte: SEVERINO, 2008.

O 3-fenil-[2’,6'-dimetoxi-(3'4’-0:5”,6”)-2",2"-dimetilpirano]propianato de metila

e a rutaecarpina demonstraram atividade frente ao crescimento de Mycobacterium

tuberculosis, patogeno causador da tuberculose (SEVERINO et al, 2009a).

Nos extratos metandlicos e hexanicos da casca do caule de Hortia longifolia,

coletados na Amazobnia, foi identificado um derivado do acido cindmico inédito na

literatura, além do alcaloide esquimianina, uma amida e um limondide, considerados

como promissoras substancias de atividades biologicas (Figura 4) (PINTO; LIMA;

FERREIRA, 2009a).
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Figura 4. Substancias isoladas de Hortia longifolia
Fonte: PINTO; LIMA; FERREIRA, 2009a.

A cumarina escopoletina, isolada de galhos de H. longilofia, foi a mais
promissora das substancias com efeitos hipoglicemiantes num estudo avaliando a
enibicdo da a-glucosidase, enzima responsavel pela digestdo de carboidratos a
monossacarideos (LIMA et al., 2011). Além disso, a escopoletina revelou uma
potencial atividade anti-inflamatoria (PINTO; LIMA; FERREIRA, 2009b; CHAVES et
al., 2010).

A partir do extrato etandlico dos galhos de H. superba chegou-se ao
isolamento de varias substéncias, sendo os alcaloides integriquinolona e n-metil-4-
metoxi-2-quinolona e a cumarina isopimpenilina inéditos no género e as cumarinas
escoparona e xantoxina, inéditas para a espécie. As cumarinas tém sido relatadas
em grande quantidade em Hortia (FREITAS, 2010), entre estes relatos, ha citagbes
de atividades anti-bacteriana e anti-fungica (SEVERINO et al., 2009b).

2.4 Hortia brasiliana VAND. EX DC.

H. brasiliana é uma arvore de 4 a 30m de altura, que tem como sinonimias
Hortia arborea Engl., Hortia badinii M. Lisboa ex Groppo, Hortia colombiana Gleason
e Hortia chocoensis Cuatr. (Figura 5), sendo a primeira espécie do género a ser
descrita (DE CANDOLLE, 1824).



-13 -

i "t .,’*

£ 0% 1Y

2 3

Figura 5. Aspecto geral da morfologia externa da copa de Hortia brasiliana Vand. ex
DC., Séo Fernando, distrito de Muriaé-MG
Foto: Autor (2010)

Ha registros do uso popular da casca de H. brasiliana no controle da diabetes,
no tratamento de disfungdes estomacais, contra cdlicas renais, como depurativa do
sangue e emagrecedora (COELHO, 2009), no combate a febres (PIO-CORREA,
1984), diarréias, vomitos e doengas do figado (GROPPO; PIRANI, 2012). Segundo
Coelho (2009), H. brasiliana foi a planta com maior variagédo de usos terapéuticos,
entre as espécies utilizadas pela populagédo da regido do Vale do Ago — MG.

A espécie, nativa do Brasil, ocorre nos dominios fitogeograficos, com mais
frequéncia na regiao Amazénica, mas também em areas de Mata Atlantica, Caatinga
e Cerrado (GROPPO; KALLUNKI; PIRANI, 2005; SOBRINHO, 2007). Destaca-se a
seguinte distribuicdo geografica: Nordeste (Pernambuco, Bahia) e Sudeste (Minas
Gerais, Espirito Santo, Sa&o Paulo, Rio de Janeiro). Possui como nomes
vernaculares: coronel na Bahia, laranjinha em Pernambuco, lima-d'anta ou casca-
d'anta em Minas Gerais, para-tudo-vermelho no Espirito Santo e pratudo, para-tudo
ou casca-para-tudo, na Bahia, Minas Gerais e Rio de Janeiro (PACHTER et al.,
1960; LORENZI, 1998; GROPPO; CRUZ-BARROS; CORREA, 2010) .
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E um vegetal que se desenvolve em encostas, topos de morros, solos
argilosos de drenagem rapida, os quais sao seu habitat preferido. Sua abrangéncia
vai desde o nivel do mar até 1200m de altitude, possuindo baixa taxa de germinagao
e lento desenvolvimento no campo (GROPPO; KALLUNKI; PIRANI, 2005).

Estudo sobre a propagacédo da espécie na Reserva Dois Irméos, Nordeste
brasileiro, mostrou que as sementes nao possuem uma boa resisténcia para
disseminagao a partir da ingestdo por cutias, unico vertebrado registrado que se
alimenta do fruto. Apenas 13% permaneceram intactas ao passar pelo aparelho
digestivo do animal e somente uma semente entre 2000, germinou nas clareiras
(MELO; TABARELLI, 2003).

H. brasiliana possui individuos com flores de cor résea e consisténcia
coriacea, reunidas em densas inflorescéncias umbeliformes, terminais, com eixos
resistentes. Floresce especialmente de janeiro a junho (GROPPO; PIRANI, 2012) e
de agosto a janeiro onde o cerrado foi submetido ao corte em julho. A inflorescéncia
€ compacta com 800 a 1000 flores que tém suas anteses ao longo do dia ou da noite
(Figura 6) (BARBOSA, 1999). Seus frutos sédo do tipo baga globosa, rugosa, de cor
verde, mesmo quando maduros, com polpa suculenta esponjosa (FREITAS, 2010)
(Figura 7).

Figura 6. Inflorescéncias de Hortia brasiliana Vand. ex DC, Juiz de Fora-MG.
Foto: Vinicius Dittrich - Herbario CESJ (2011).
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Figura 7. Fruto de Hortia brasiliana Vand. ex DC., Juiz de Fora-MG.
Foto: Vinicius Dittrich- Herbario CESJ (2011).

Groppo e colaboradores (2005) consideraram H. arborea como sindnimo de
H. brasiliana. Assim como estes autores, outros estudiosos trataram espécies
arboreas do leste brasileiro como H. arborea e espécies arbustivas do Brasil central
como H. brasiliana (GROPPO; KALLUNKI; PIRANI, 2005; PIO-CORREA, 1984,
1984; LORENZI, 1998; PIRANI, 2002).

Sobre H. brasiliana e H. colombiana, a exemplo da forma e medidas das
folhas e peciolos, as diferengas ndo s&o significativas, em uma revisdo taxonémica
do género, trés binbmios (H. colombiana Gleason, H. chocoensis Cuatrec. e H.
badinii M. Lisboa ex Groppo) foram propostos como sendo sindnimos de H.
brasiliana Vand. ex DC. (GROPPO; CRUZ-BARROS; CORREA, 2010).

Em 1960, confundiram H. brasiliana com Winteri J. R. Forst. & G. Forst.
(Magnoliaceae), numa busca por esta ultima para estudos, pois ambas eram
chamadas popularmente de “casca para-tudo”. No entanto, o aparecimento de
alcaloides furoquinolinicos, tipicos da familia Rutaceae, revelou o equivoco, o qual

foi mantido devido a conclusdo de haver maior riqueza de constituintes com
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atividades bioldgicas na primeira espécie. Este foi o primeiro estudo fitoquimico
sobre H. brasiliana e utilizou o extrato etandlico da casca, demonstrando efeitos
sedativos e hipotensores além da identificacdo de alcaloides do tipo furoquinolinicos
e quinolinicos: dictamina, fagarina, esquimiamina, hortiamina, rutaecarpina e
hortiacina (PACHTER et al., 1960).

Hortiacina demonstrou especificade na inibicdo das enzimas quinases
envolvidas na sinalizagdo de tumores, como carcinoma mamario (MARQUES, 2006).
Além disso, tem demonstrado atividade anti-diabética e foi ativa em infeccdes
causadas por Trypanossoma e Leishmania (MARQUES, 2006). Hortiacina é
considerada como um derivado da rutaecarpina (LEE et al., 2008), diferenciando
desta pelo grupo metoxi na posicdo 10 (SUAREZ; MARTINEZ; DELLEMONACHE,
1998) .

A rutaecarpina, encontrada também nas folhas e madeira de H. brasiliana
(SEVERINO et., 2009a; SUAREZ; MARTINEZ; DELLEMONACHE, 1998),
demonstrou propriedades anti-cancerigenas, tanto in vivo quanto in vitro (JIANG,
2009). Ha relatos da agao deste alcaloide na supressédo do tampé&o plaquetario e
inibicdo da ciclooxigenase (COX-2) (LIAO et al., 2011). Estudos in vitro com
rutaecarpina mostraram indicios de sua acgao alérgica induzida por IgE, causando
dermatite atopica e rinite (SHIN et al., 2007). A forte e seletiva atividade inibitoria
sobre a COX-2 tem sido confirmada como sendo a origem da atividade anti-
inflamatdria da rutaecarpina (MOON et al., 1999).

A partir de extratos hexanicos de folhas de H. brasiliana foram isoladas
substancias com atividade contra Xylella fastidiosa - uma bactéria Gram-negativa
causadora de varias doengas em culturas de laranjas. Houve atividade bactericida
do extrato de H. brasiliana em concentragdes na faixa micromolar, relacionando tal
atividade a rutaecarpina e ao limondide guianina (SEVERINO et al., 2009c).

Guianina e dictamina, isolados das raizes de H. brasiliana, inibiram o
crescimento dos patdégenos bucais Streptococus salivarius, S. sanguinaris e S.
mutans. No entanto, o extrato hexanico foi mais ativo do que seus derivados,
demonstrando que constituintes minoritarios presentes provocam um sinergismo que
potencializa o efeito (SEVERINO et al., 2009b).

Alcaloides, cumarinas, aminas, derivados do acido diidrocinamico, dois
sesquiterpenos inéditos para a espécie, nerolidol e epoxinerolidol, e dois novos

limonoides, denominados hortiolida A e hortiolida B, considerados como tipos
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estruturais com potencial atividade farmacoldgica, ja foram identificados por
separagao cromatografica isolados do extrato metandlico da madeira e da casca de
H. brasiliana (SUAREZ; MENICHINI; DELLEMONACHE, 2002).

O nerolidol (Figura 8) apresentou atividade antiulcerogénica em ratos, com
reducao significativa das lesbes em até 56,57%, no modelo de ulcera induzida pelo
stress, e no modelo de indugdo por etanol, o percentual alcangou 87,63% de
reducdao (KLOPELL et al., 2007). Demonstrou capacidade anti-bacteriana ao
aumentar a permeabilidade e a suscetibilidade destas a outros constituintes
antimicrobianos (BREHM-STECHER; JOHNSON, 2003) e inibiu o crescimento das
formas promastigotas de Leishmania amazonensis, L. brasiliensis, L. chagasi e L.
amazonensis, in vitro, resultando na reducado de 95% das taxas de infecgdo, em
camundongos (ARRUDA et al., 2005).

R Substancia
——  Nerolidol

O Epoxinerolidol

Figura 8. Sesquiterpenos inéditos em H. brasiliana. R=radical.
Fonte: SUAREZ; MENICHINI; DELLEMONACHE, 2002.

Extratos da casca do tronco de H. brasiliana revelaram diversos tipos de
cumarinas como 6,7-demetoxicumarina; 3-[2-metoxi e 2,6-dimetoxi-6’, 6'-
dimetilpropano (2°,3,3, 4) fenil]-1-propanois e o alcaloide esquimianina (CORREA,;
GOTTLIEB; PADUA, 1975; CORREA; GOTTLIEB; PADUA, 1979), o qual,
juntamente com a fagarina, foram isolados também na madeira do vegetal, estes
alcaloides furoquinolinicos revelaram atividades vasoconstritora, antidiarreica e
espasmolitica (SUAREZ; MARTINEZ; DELLEMONACHE, 1998).

Derivados do acido cindmico considerados inéditos na literatura foram
isolados do tronco (substéncia 1 e 2) e da casca (substancia 3) de H. brasiliana
(Figura 9) (SEVERINO et al., 2002).
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Substancia 1 Substancia 2 Substancia 3

Figura 9. Derivados do acido cindmico de H. brasiliana.
Fonte: SEVERINO et al., 2002.

O acido cindmico é o precursor dos acidos p-cumaricos, 0s quais apos
sofrerem varias reagdes que envolvem desidroxilacao, lactonizacdo e desidratacéao,
formam as cumarinas (Figura 10) (MIRANDA, 2001).

o 0

X
A= e 0
o~ Yo

H—O

Acido cinamico Acido  p-cumérico Cumarina

Figura 10. Biossintese resumida das cumarinas.
Fonte: Adaptado de MIRANDA, 2001.

Em H. brasiliana foram isoladas as cumarinas hortioline, hortiolone
(DELLEMONACHE et al., 1976) e hortionone (DELLEMONACHE; VALERA;
MARINIBETTOLO, 1977), as duas ultimas furanocumarinas serviram de base para
posterior sintese das mesmas (MURRAY; JORGE, 1984). Outras cumarinas como
xantiletina (DELLEMONACHE et al., 1976), ostol e escoparona, também foram
relatadas para a espécie (Figura 11) (FERRACIN, 1992).
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Figura 11. Cumarinas encontradas em H. brasiliana.
Fonte: Adaptado de STEIN, 2005; RIBEIRO, 2006.

Xantiletina € uma piranocumarina que ja demonstrou potencial antifungico
(GODOQY et al., 2005) e anticancerigeno (GLIJNATILAU; KINGSTON, 1994). Seus
derivados revelaram propriedades citotoxicas e analgésicas, além de serem ativos
contra a bactéria Helicobacter pylori, causadora de ulceras (KIM et al., 2011). A
xantiletina tem sido reportada ainda, pela atividade antiplaquetaria, com relatos de
inibicdo da sintese de TXAZ2 e a hidrélise de fosfatidilinositol (TENG et al., 1992).

Ha relatos, para ostol, relacionados a efeito hipotensor, além de relaxamento
da musculatura lisa, cardiaca e também inibicdo da agregacgao plaquetaria e anti-
inflamatéria (HOULT; PAYA, 1996; GARCIA-ARGAEZ et al., 2000).

Escoparona revelou atividades leishmanicidas, inibitéria da enzima
acetilcolinesterase (MORAIS et al., 2012), relaxante muscular, hipotensora,
imunossupressora (SIMOES et al, 2004), além de promover diminuicdo da produgéo
de citocinas, inibicdo da sinalizacdo celular de fatores de transcricdo pro-
inflamatérios, modulacdo da fungdo de mastécitos e linfécitos, reduzindo o
recrutamento de células inflamatérias (FANG; WATANABE, 2003).

2.5 OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais se caracterizam como liquidos oleosos volateis, dotados de
aroma forte, quase sempre agradavel, extraidos de plantas por alguns processos
especificos, como a destilagdo por arraste com vapor de agua (FABIANE et al.,
2008). Sao constituidos de uma mistura complexa de derivados arilpropanoidicos e
terpenoidicos (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010; MIGUEL, 2010). No entanto, por
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questdes econdmicas, sdo normalmente obtidos sinteticamente. Porém, devido a
dificuldade dos aromas sintéticos de se aproximarem da perfeicdo dos aromas
naturais, houve um aumento da demanda pelos produtos originais obtidos
diretamente das plantas (BRITO, 2010).

Os componentes quimicos dos Oleos volateis podem ser divididos em duas
classes: derivados dos terpenoides (mono e sesquiterpenos), formados pela via do
acido mevalbnico-acetato e derivados dos arilpropanoides, substancias aromaticas
formadas pela via do acido chiquimico (SIMOES et al., 2004).

Arilpropanoides s&o biossintetizados pela via do acido chiquimico a partir da
fenilalanina, a qual sofre agdo da fenilalanina amonialiase, dando origem aos acidos
cindmicos - precursores das substancias aromaticas com cadeia lateral: ArCz, ArCy,
ArC, e ArCs; (Cy)n. As substancias de composigcdo ArC; sdo denominadas de
arilpropanoides. Nos organismos em geral, ao invés de utilizar a tirosina como
precursor, ocorre a conversao do acido cinamico em acido p-cumarico. Através de
redugbes enzimaticas, os 4acidos p-cumaricos produzem propenilfendis e/ou
alilfendis, e que sofrem oxidagdes posteriores com degradagédo das cadeias laterais
gerando aldeidos aromaticos que, por ciclizagdes enzimaticas intramoleculares,
formam as cumarinas. Alcool coniferilico, eugenol, safrol e anetol sdo substancias

formadas por reducao dos acidos cindmicos (VOGT, 2009) (Figura 12).
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Fonte: Adaptado de VOGT, 20009.
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Os terpenos formam uma diversificada categoria de produtos naturais
largamente distribuidos na natureza, sendo a classe mais abundante dos
constituintes do metabolismo secundario (HARBORNE, 1998). De acordo com o
numero de unidades isoprenicas ou unidades C5 presentes, os terpenos sao
classificados como: C5 (hemiterpenos), C10 (monoterpenos), C15 (sesquiterpenos),
C20 (diterpenos), C30 (triterpenos), C40 (tetraterpenos ou carotenoides) e unidades
maiores (politerpenos). Os monos e os sesquiterpenos sao constituintes volateis
que, normalmente, fazem parte dos Oleos essenciais. A via biossintética dos
terpenos também leva a formacdo dos metabdlitos pertencentes as classes dos
esteroides, saponinas e heterosideos (CHENG et al., 2007).

A biossintese dos terpenos acontece pela via acetato/mevalonato através da
reacdo de duas moléculas de acetil-CoA, produzindo a acetoacetil-CoA. Apoés
condensagao alddlica, uma molécula de acetil-CoA e uma reagao hidrolise, sob a
acéo da acetil-CoA acetiltransferase e HMG-CoA sintase, origina a 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA) que € reduzida a acido mevalbnico. O acido
mevalbnico forma, entdo, o pirofosfato de isopentenila (IPP) que € uma unidade de
cinco atomos de carbono. A reacido do pirofosfato de isopentenila e seu isbmero
pirofosfato de dimetilalila éster alilico (DMAPP) produz a molécula de pirofosfato de
trans-geranila (GPP) que é usada para formar os demais terpenos (CHENG et al.,
2007; AHARONI et al., 2006).

Os monoterpenos sao resultados da condensacéao tipo cabeca-cauda entre
pirofosfato de dimetilalila e pirofosfato de isopentenila. Os sesquiterpenos sao
formados pelas ligagbes cabega-cauda entre pirofosfato de ftrans-geranila e
pirofosfato de isopentenila, e os diterpenos sdo produzidos a partir da reagédo de
condensacao cabeca-cauda entre pirofosfato de farnesila e pirofosfato de
isopentenila. Os triterpenos e esteroides sdo originados a partir do esqualeno
através da reacao de duas moléculas de pirofosfato de farnesila (FPP) com ligagao
cauda-cauda (CHENG et al., 2007; AHARONI et al., 2006; McGARVEY; CROTEAU,
1995) (Figura 13).
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Figura 13. Via biossintética dos isoprenoides na célula vegetal.

DMAPP = difosfato de dimetilalila; DXP = 5-fosfato 1-deoxi-D-xilulose; DXR = 5-
fosfato de 1-deoxi-D-xilulose redutoisomerase; DXS = 5-fosfato de 1-deoxi-D-xilulose
sintase; FPP = difosfato de farnesila; GGPP = difosfato de geranilgeranila; GPP =
difosfato de geranila; HMGCoA = 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A; IPP = difosfato
de isopentenila.

Fonte: Adaptado de CHENG et al., 2007.

Monoterpenos podem ser aciclicos, monociclicos e biciclicos (Figura 14).
Considerando cada um dos subgrupos, os monoterpenos podem ser classificados
ainda em hidrocarbonetos nao saturados (mirceno), alcoois (mentol), aldeidos
(geranial), cetonas (mentona) e lactonas ou monoterpenos iridoides (nepetalactona)
(McGARVEY; CROTEAU, 1995; SIMOES et al., 2004; CHENG et al., 2007).
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Mirceno Mentol o-pineno

Figura 14. Representantes de monoterpenoides: a) aciclico b) monociclico e c)
biciclico.
Fonte: Adaptado de SIMOES et al., 2004.

Sesquiterpenos seguem a mesma natureza das variagdes estruturais dos
monoterpenos, podendo ser aciclicos, monociclicos, biciclicos e lactonas
sesquiterpénicas (Figura 15) (SIMOES et al, 2004). A partir dessa divisdo, podem
ser reunidos didaticamente em subgrupos derivados do humuleno, germacreno,
bisaboleno, entre outros (Figura 16) (COUTINHO, 2009).

b
) s ) c)
X ToF \\©\
Farnesol y-bisaboleno B-bisaboleno

Figura 15. Representantes de sesquiterpenoides: a) aciclico, b) monociclico e c)
biciclico.
Fonte: Adaptado de SIMOES et al, 2004.
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Figura 16. Formacé&o de subgrupos de sequiterpenoides.
Fonte: COUTINHO, 2009.

Os Oleos essenciais podem ser encontrados em estruturas especializadas
nas espécies vegetais, como tricomas glandulares, células parenquimaticas
diferenciadas, canais oleiferos, bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (CHENG et al.,
2007). Uma vez liberados, os constituintes volateis apresentam propriedades que
estdo associadas a polinizagdo, a protegado contra a perda de agua, ao aumento da
temperatura, a inibicdo da germinagao e a protecédo contra predadores (BAKKALI et
al., 2007; ADORJAN; BUCHBAUER, 2010).

A toxicidade dos 6leos essenciais ja foi observada tanto intoxicagdo aguda
como na crdnica, sendo dependente da dose e da via de administracédo (BAKKALI et
al., 2007; HUMMELBRUNNER; ISMAN, 2001; HOSSEINZADEH et al., 2009). Oleos
essenciais inibem o crescimento de bactérias, fungos, virus e protozoarios,
produzindo menor probabilidade de resisténcia (SIENKIEWICZ; DENYS, 2008).
Essas substancias tém auxiliado no controle fitossanitario e na diminuicdo dos
efeitos deletérios de oxidantes e radicais contribuindo na conservacdo de alimentos
(SANTOS, 2004).

Acao ansiolitica de 6leos essenciais, através da inalagao, foi confirmada por
testes in vivo (LEITE et al., 2008). Além disso, essas substancias tém demonstrado
diferentes propriedades farmacoldégicas (LEAL-CARDOSO; FONTELES, 1999;
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BAKKALI et al., 2007; MIGUEL, 2010; SIMOES et al, 2004; ARAUJO et al, 2005):
acao carminativa (anestesia a regido da cardia do estdbmago, relaxando e
expulsando o ar do trato gastrintestinal); antiespasmaddica (relaxam a musculatura
lisa intestinal, diminuindo ou suprimindo espasmos); estimulante do apetite
(estimulam as secre¢des do aparelho digestivo); cardiovascular (aumentam o ritmo
cardiaco e a pressao arterial); revulsiva (aumentam a microcirculagao local com
efeito rubefaciente, sensagcao de calor e anéstésico local); secretolitica (provocam
atividade secretora do epitélio respiratorio, fluidificando e expulsando o muco); sobre
o sistema nervoso central (agem como estimulante, depressor ou podem provocar
convulsdes); anti-nociceptiva (diminuem estimulos de dor) e anti-inflamatéria

(diminuem producao de mediadores inflamatdérios).

2.6 PROCESSO INFLAMATORIO E AGAO ANTI-INFLAMATORIA

A resposta inflamatéria consiste em uma defesa do organismo contra os
agentes agressores, fazendo parte da imunidade inata, ndo especifica, nos casos
agudos, com reacgdes ocorrendo independentemente de sua etiologia. Neste sentido,
a inflamacgao objetiva eliminar o agente inflamatdrio e remover tecidos degenerados,
preparando a regido afetada para o reparo (SIQUEIRA JR.; DANTAS, 2000). O
processo inflamatério ocorre, em sequéncia cronoldgica: lesbes celulares e
teciduais, disturbios circulatérios, exsudacgao, fenbmenos reparadores. A inflamacao,
portanto, € definida como o conjunto de todas essas alteracées ou fenbmenos e é
util a defesa do organismo (PEAKMAN; VERGANI, 2011).

O processo inflamatério podera seguir dois caminhos distintos, conforme a
natureza da agressdo e as condigdes do hospedeiro. Tém-se assim, as formas
exsudativas, caracteristicas dos processos inflamatoérios agudos e as formas
proliferativas ou formativas, que caracterizam os crénicos, relacionados a imunidade
especifica. Os fendmenos vasculares e celulares da inflamacgao elucidam seus sinais
clinicos (SILVA; BERALDO; ROSENFELD, 1949; PEAKMAN; VERGANI, 2011;
SIQUEIRA JR.; DANTAS, 2000; VIEGAS et al., 2005).

Os danos tissulares sejam de natureza fisica, quimica ou biolégica,
desencadeiam imediatamente uma série de eventos, causando rubor, tumor, calor e

dor. Estes sinais resultam da ativacdo de células nervosas, estromais, vasculares e
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circulatérias através de estimulos fisicos ou sinalizagdes quimicas de estruturas das
células rompidas (porcbes da membrana celular e organelas), fragmentos dos
elementos inertes dos tecidos (colagenos, elastinas, fibronectinas, e outros),
proteinas séricas que extravasam dos vasos rompidos e por acdo de mediadores
inflamatérios pré-formados (liberados principalmente dos grénulos das plaquetas,
mastocitos e terminagdes nervosas periféricas) ou neo-sintetizados (eicosanoides e
PAF) (COTRAN et al., 2001; BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; SANTOS et al.,
1976).

Os mediadores supra-citados, ao se ligarem a receptores na superficie da
membrana das células locais, influenciam significativas mudancas no seu
metabolismo, na expressdao de genes e, por consequéncia, em seu fendtipo
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; OLIANI; GIL, 2006). Como resposta, observa-se
a produgédo de uma segunda linha de mediadores de natureza lipidica (eicosanoides)
e peptidica (citocinas, fatores de crescimento e neuropeptideos) e a externalizagao
de proteinas de adesdo para leucdcitos, chamadas de moléculas de adeséao
intercelular (ICAM) e moléculas de adeséo celular-vascular (VCAM), utilizadas como
marcadores, também fazem parte do recrutamento de agentes inflamatorios e se
encontram nas células endoteliais na superficie da membrana voltada para a luz dos
vasos. Os leucdcitos circulantes aderem-se ao endotélio vascular e transmigram
para o tecido intersticial em diregdo ao local da lesao, sob sinalizagao de agentes
quimiotaticos (por exemplo, citocinas e leucotrienos). Em seguida, os leucécitos
fagocitam o agente agressor e degradam o tecido necrético (Figura 17)
(BEVILACQUA, 1993; FILHO et al, 2003; FRANCISCHETTI et al., 2010;
COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).

Além disso, como decorréncia do préprio trauma ou da ativacado celular, o
microambiente tem sua composigéo fisico-quimica alterada (baixa tensdo de Oy,
diminuicdo de pH, presencga de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, geragao,
por macrofagos, de oxido nitrico (NO) atuando como radical livre, sendo esta
também outra forma de sinalizacdo que ativa as células envolvidas no reparo tissular
(SIES; GROOQOT, 1992; BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; OLIANI; GIL, 2006).
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Ativagdo das integrinas
pelas quimiocinas

Rolamento Adesdo estavel Migragdo através
s do endotélio
Leucdcito
A0 Glcoprodeing de Siall-Lewis modificada
}; :-.-. Integring (de baicy afinkdade)

acrifage com
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Figura 17. Esquema ilustrativo da migracdo de leucdcitos através do endotélio
vascular.
Fonte: FRANCISCHETTI et al., 2010.

Além da descricao anterior, € importante enfatizar que uma lesao tissular
periférica leva a liberagcdo de mediadores quimicos (ex. citocinas, histamina,
bradicininas, serotonina, eicosanoides e radicais livres). Estes promovem e facilitam
a transmissédo dolorosa levando a hiperalgesia. Ocorrem alteragdes inflamatdrias
com os sintomas de calor, rubor, dor e edema, além da liberacdo de
neurotransmissores excitatorios (aspartato, glutamato e substancia P) que propagam
a dor pelas vias sensoriais nociceptivas. Desse modo, os mediadores da inflamagao
também estdo envolvidos na transmissdo da dor em nivel central e periférico
(SERHAN; CHIANG, 2004).

Em nivel central, os neurotransmissores citados s&o liberados na medula
espinhal e ativam os receptores NMDA, provocam a atuagao de 2° mensageiros (tais
como, fosfolipase C, AMP ciclico, fosfatidilinositol (IP-3)), promovem a abertura dos
canais de calcio aumentando o influxo destes ions para o interior das membranas
celulares, além de estimular a formagao de oncogenes (RANG et al., 2007).

Os eicosanoides, um dos mais importantes mediadores do processo

inflamatério, sdo formados a partir do acido araquidbénico (AA), liberado dos
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fosfolipidios de membranas celulares pela agdo da enzima fosfolipase A2 (PLA2). O
AA serve de substrato para quatro grupos de enzimas: ciclooxigenase (COX), 5-
lipoxigenase (5-LO), 12-lipoxigenase (12-LO) e 15-lipoxigenase (15-LO). Através de
uma série de reagbes em cascata sdo formados os mediadores pro-inflamatorios:
prostaglandinas (PG), tromboxanas (TX) e leucotrienos (LT) (Figura 18) (SERHAN;
OLIW, 2001).

Fosfolipideos

Fostolipase A2 l

Acido armaquidénico

" "
Lipooxigenase Ciclooxigenase
Leucotrienos Tromboxano Frostaglandinas
.
/ “a
“Prostaglandina “Prostaglandina
fisiologica”® patologica”
(COX-1 constitutiva) (COX-2 indutiva)

Figura 18. Esquema simplificado da biossintese de prostaglandinas.
Fonte: HILARIO; TERRERI; LEN, 20086.

Em 1990, foi descoberto que a COX existe em duas isoformas, COX-1 e
COX-2. A COX-1 é uma enzima presente constitutivamente na maioria das células e
estd relacionada a homeostase normal e citoprotegdo gastrica. A COX-2 é uma
enzima induzida nas células inflamatorias por algum estimulo inflamatério (DUBOIS
et al, 1998; FU et al., 1990; FELDMAN; McMAHON, 2000). Inicialmente necessarias,
a excessiva expressao delas tém consequéncias patogénicas. A capacidade de uma
substancia inibi-las sinaliza um potencial anti-inflamatério (RANG et al., 2007; SUH
et al., 1998).

Uma terceira isoforma da COX é denominada COX-3, sendo uma variante do
gene da COX-1, a principio estaria relacionada com o mecanismo inicial pelo qual as

drogas analgésicas e antipiréticas do tipo anti-inflamatérios ndo esteroides (AINEs)
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promovem reducao de dor e febre, porém nao seria afetada por inibidores seletivos
da COX-2 e ao contrario desta, seria capaz de produzir substancias anti-
inflamatérias (CHANDRASEKHARAN et al., 2002). A algum tempo, pesquisadores
vem se esfor¢gando no intuito de conseguir uma melhor compreensao a respeito de
sua funcdo e modulagédo (BAZAN; FLOWER, 2002; DAVIES et al, 2004).

Na continuidade do processo, ocorrem no tecido lesado a infiltracdo de
células circulantes (neutréfilos e mondcitos) e a migracdo de células das areas
adjacentes como células epiteliais, queratindcitos e fibroblastos. Estas ultimas, em
cooperagao com as células locais, anteriormente ativadas, seréo as protagonistas da
fibroplasia (producdo de colageno pelos fibroblastos) e deposicdo de matriz
extracelular, angiogénese (formacédo de novos vasos), cicatrizagao e re-epitelizagcéao
da regido da ferida (SINGER; CLARK, 1999). O processo do reparo do tecido possui
trés fases que séo a inflamagéao, a formagéao de tecido de granulagdo com deposi¢cao
de matriz extracelular e a remodelagdo que ndo sdo mutuamente excludentes, mas
sobrepostas no tempo. O reparo completo de tecidos resulta de alternancias
sucessivas de reagdes anabdlicas e catabdlicas que tém os leucécitos como um de
seus mais importantes protagonistas. Essas células, além de suas conhecidas
atividades imunes, estdo intimamente envolvidas com as reagdes catabdlicas de
degradacéao de tecidos, pela produgcao de proteases e espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio, e também com as reagdes anabdlicas de formacgédo de tecidos, pela
producdo de fatores de crescimento, responsaveis pela recomposicdo da
celularidade regional ou restabelecimento da sua homeostasia com a formacao de
cicatriz (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

A resposta inflamatdria esta associada a uma série de fatores como doengas
auto-imunes, sepse, aterosclerose, alergias, cancer, dentre algumas. N&o se
conhece um tratamento conclusivo contra esse processo fisiologico, devido a
particularidade dos mediadores do sistema imune e seus subtipos celulares.
Portanto, ha uma grande necessidade de se buscar novos compostos medicinais, e
as plantas medicinais se encontram entre as melhores opgdes de escolha (SOUZA;
OLIVEIRA; NICOLE, 2011).

Tanto a inflamagdo quanto a ulcera tém em comum o estresse oxidativo,
provocado pela agdo exacerbada das células fagocitarias, terminando no

aparecimento de lesdes, dai estudos de plantas com potencial antioxidante
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comumente serem realizados com espécies vegetais de atividade anti-ulcerogénica
e anti-inflamatéria (BAIK et al., 1996).

A existéncia de numerosos agentes obtidos de produtos naturais, os quais
fornecem uma gama enorme de moléculas com potencial medicinal, € uma fonte
para descobrimento de novos medicamentos com distintos mecanismos de atividade
anti-inflamatéria (RECIO et al, 1995).

2.6.1 Substancias de origem vegetal com atividade anti-inflamatéria

A descoberta de novos farmacos a partir de plantas conduziu ao isolamento e
identificacao de substancias que sao utilizadas na terapéutica ou que serviram como
protétipos para a sintese de novos farmacos (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO,
2006; BALUNAS; KINGHORN, 2005; FABRICANT; FARNSWORTH, 2001). Estima-
se que 40% dos medicamentos disponiveis clinicamente foram desenvolvidos a
partir de fontes naturais: 25% de plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais.
Dos farmacos aprovados no periodo entre 1981 e 2002, cerca de 60% eram
produtos naturais ou foram desenvolvidos a partir destes (CALIXTO, 2003;
NEWMAN; CRAGG, 2007).

Um exemplo de produto oriundo de pesquisa brasileira € o anti-inflamatério
fitoterapico Acheflan®, indicado no tratamento local de processos inflamatorios, sob
as formas de aerosol e creme, cada uma contendo 5,0 mg do 6leo essencial de
erva-baleeira (Cordia verbenaceae DC., Boraginaceae), padronizado em 2,3-2,9%
do terpeno a-humuleno. Outro exemplo é o Daflon 500 mg®, medicamento
composto por fragdo flavonoidica purificada, sob forma micronizada contendo 450
mg de diosmina e 50 mg de flavonoides titulados em hesperidina. Apresenta agéo
venoténica e vasoprotetora (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).

Existem inumeras substancias de origem natural, com grande diversidade
quimica, que aprsentam atividade anti-inflamatéria, como terpenos (TOLSTIKOVA et
al., 2006; BRINKER et al., 2007), alcaloides (RAMSEWAK et al., 1999, BUBENYAK
et al., 2008), lignanas (BAN et al., 2002; KASSUYA et al., 2006), cumarinas (SILVAN
et al., 1996) e constituintes fendlicos, especialmente flavonoides (MIDDLETON,;
KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000; HAVSTEEN, 2002; CAZAROLLI et al.,
2008).
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Os flavonoides pertencem a classe dos constituintes fendlicos que tém sido
estudados por suas propriedades anti-inflamatérias (MELO; GUERRA, 2002;
BURNS et al., 2001). Cerca de 40 substancias, derivadas ou baseadas nesta classe,
com acgao anti-inflamatoria, foram aprovadas entre 1983 e 1994 para uso terapéutico
(BRICKS; SILVA, 2005; YOON; BAEK, 2005;). Os flavonoides agem modulando
células envolvidas com a inflamagao (por exemplo, inibindo a proliferagdo de
linfocitos T), inibindo a produgéo de citocinas pré-inflamatdérias (por exemplo, TNF-a
e IL-1), regulando a atividade das enzimas da via do acido araquiddnico, tais como
fosfolipase A2, ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase, além de modularem a enzima
formadora de 6xido nitrico, a 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) (YOON; BAEK,
2005; KASSUYA et al., 2006; SILVAN et al., 1996; MIDDLETON; KANDASWAMI;
THEOHARIDES, 2000; HAVSTEEN, 2002; VEITCH; GRAYER, 2008).

Outros constituintes fendlicos, n&o flavonoidicos, se concentram nos
derivados dos acidos hidroxicinamico e hidroxibenzoico. Entre os primeiros se
destacam os acidos p-cumarico, ferulico, caféico e sinaptico. No grupo dos acidos
hidroxibenzodicos, destacam-se os acidos protocatecuico, vanilico, siringico,
gentisico, salicilico, elagico e galico (HARBORNE, 1998; SIMOES, 2004; SOUSA,
2008). Esses acidos fendlicos tem atuagcao semelhante aos flavonoides, no que diz
respeito a essa capacidade antioxidantes (ANGELO; JORGE, 2007). O processo
oxidativo nos seres vivos € considerado um fator de desencadeamento do processo
inflamatério, visto que provoca uma desregulagéo celular, dano tecidual e disfungéo
endotelial entre outras, conduzindo a varias patologias (NAITO; YOSHIKAWA, 2005;
DUMMER; THOME; VERONESE, 2007). A presenca das hidroxilas nas moléculas
tém sido relacionadas como a principal causa de atividades anti-oxidantes nestes
compostos (RAJALAKSMI; NARASIMHAN, 1995).

2.7 IMPORTANCIA DOS METODOS DE ANALISES APLICADOS AOS
PRODUTOS NATURAIS

Importantes técnicas para separagao e/ou identificacdo de substancias foram
desenvolvidas e aperfeigoadas. Entre as principais, destacam-se a cromatografia em
camada delgada (CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),

cromatografia com fase gasosa (CG), ressonancia magnética nuclear (RMN),
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espectrometria de massas (EM) e espectroscopia na regiao do ultravioleta (UV) e do
infra-vermelho (IF) (ANGNES, 2005).

Os métodos cromatograficos sao procedimentos de analise fitoquimica mais
utilizados atualmente, os quais, de forma resumida, consistem na passagem de um
eluente (fase movel) através de uma superficie plana ou coluna suporte (fase
estacionaria), onde se aplica a amostra. As substancias presentes em uma amostra
sdo retidas ou eluidas de acordo com o grau de afinidade pela fase estacionaria. Os
constituintes de menor afinidade sdo mais rapidamente separados. Esses métodos
sao utilizados na avaliagdo da qualidade de produtos medicinais naturais e constam
em documentos da Organizagdao Mundial de Saude (WHO, 1992; WHO, 1998), em
farmacopeias nacionais e internacionais. Por exemplo, a cromatografia em camada
delgada (CCD), por ser uma metodologia simples, acessivel e de grande utilidade na
andlise de drogas vegetais (MATOS, 1997; SIMOES et al, 2004).

A CCD é um método rapido, eficiente, de baixo custo e empregado em grande
escala no controle de qualidade de plantas medicinais, tanto na matéria-prima
quanto no produto acabado (JULIAO et al., 2003). Geralmente séo utilizadas fases
estacionarias extremamente polares e solventes com uma polaridade média em
relagao a polaridade dos componentes da amostra (DEGANI, CASS; VIEIRA, 1998).

A cromatografia com fase gasosa (CG) consiste na distribuicdo dos
componentes da amostra entre uma fase estacionaria (sélido ou liquido) e uma fase
mével sendo o gas denominado carreador ou de arraste, onde as substancias serao
transportadas e separadas através da coluna. O componente da amostra cuja
afinidade pela fase estacionaria seja maior exigira maior tempo para ser eluido que
aquele cuja interagao seja menor. O ponto de ebulicdo do componente determina o
tempo de eluigdo, entre dois componentes de uma mistura com a mesma afinidade
pela fase estacionaria, aquele que possuir maior ponto de ebulicdo apresentara
maior tempo de eluicao (CHAAR, 2000).

A combinagcdo de cromatografia com fase gasosa aliada a detecgao por
espectro de massas (CG-EM) é um grande facilitador na analise de misturas
complexas, pois exige quantidade reduzida da amostra a ser analisada e possui
compatibilidade, sensibilidade e especificidade dos dados (McFADDEN, 1988).

O espectrometro de massas € um instrumento que permite determinar a
massa molecular de substancias eletricamente carregadas por um sistema de

ionizacao, ou ions previamente formados pela dissociagdo molecular induzida por
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colisdo, com apresentacdo de um espectro de massas para cada sinal
cromatografico, de acordo com o padrdo de fragmentagdo. A massa molar ja
caracteriza a classe de substancia. O padrao de fragmentagdo pode ser comparado
aos dados de uma biblioteca de espectros de massas, geralmente instalada no
computador, acoplado ao aparelho. O programa computacional com o banco de
dado faz propostas quanto a identidade da substéncia analisada e cabe ao
analisador identificar corretamente (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005;
NICARETA, 2006).

Para identificacdo das substancias, compara-se o tempo de retencao relativo
da amostra com padrdes, geralmente buscando auxilio no indice de retengao, o qual
apresenta a retencdo de substancias numa escala uniforme, determinada por uma
série padrao, utilizando uma mistura de alcanos de diferentes numeros de atomos
de carbono. Ele fornece informagdes sobre a sequéncia de eluicdo da substancia e
varia em funcao da fase estacionaria e da temperatura. Uma variacdo desse indice
pode ser usada quando ndo ha uma escala logaritima, na programagao de
temperatura, sendo chamada de indice de Kratz (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963;
PINI, 1995; JANZANTTI; FRANCO; WOSIACKI, 2003).

A técnica de cromatografia liquida, em especial a CLAE, é complementar a
cromatografia com fase gasosa, pelo fato de permitir a separagdo e analise de
substancias termicamente instaveis, nao volateis ou de elevada polaridade
(BARCELO; HENNION, 1997). E uma das técnicas de maior crescimento tanto em
analises qualitativas como quantitativas, principalmente na area farmacéutica,
devido a sensibilidade e seletividade do método. A separacdo dos constituintes
ocorre com base nas caracteristicas fisico-quimicas de cada substancia e interagdes
(eletrostaticas, hidrofébicas, pontes de hidrogénio ou forgas de Van der Waals) entre
o soluto e a fase estacionaria, resultando numa migragdo pela coluna de forma
seletiva pela fase movel, a qual ndo deve ter qualquer interecdo quimica com a
amostra (TONHI et al., 2002; CASS; DEGANI, 2001).

A CLAE pode ser acoplada a espectroscopia de ultravioleta (UV), a qual se
utiliza de radiacdo de baixo comprimento de onda (200 — 400 nm) e alta energia.
Para que os componentes de uma amostra sejam detectaveis, € necessario que
apresentem caracteristicas moleculares como presenga de ligagdes insaturadas,
ligacbes n (duplas ou triplas). Ao ser incidido sobre a amostra uma determinada

quantidade de radiacdo UV, esta é absorvida (absorbancia) excitando os elétrons
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das ligagdes e induzindo um salto quantico de um orbital de menor para um de maior
energia (estado ativado). A energia absorvida ¢é liberada no retorno dos elétrons ao
estado fundamental havendo detectacéo, pelo espectrofotdmetro, do comprimento
de onda (nm) com pico maximo de absorbancia caracteristico da amostra analisada
(REDA, 2004).

Deve-se ressaltar que a abordagem convencional baseada no espectro de UV
é freqlentemente Ilimitada quando a amostra contém substadncias muito
semelhantes, cromoforos semelhantes e auséncia destes. Esta técnica esta sendo
preterida em relacdo a outras técnicas espectrométricas, devido a possibilidade de
obtencao de espectros semelhantes para substancias muito diferentes (PEREIRA,
2010; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

O controle da autenticidade e qualidade dos medicamentos naturais é
necessario e imprescindivel. A identificacdo dos vegetais e seus principios ativos
proporcionam aos laboratorios especializados e a populagcdo condi¢gdes de, ao
realizarem o estudo e preparacdo de um fitoterapico, que sejam alicercados ao
conhecimento cientifico (ALICE et al., 1995).

A analise anatbmica, macro e microscépica também €& uma ferramenta
importante no uso racional de fitoterapicos (BARBOSA, 2004). A identidade botanica
da matéria-prima de um medicamento natural, confere autenticidade ao mesmo e é
realizada principalmente através destas analises, além da verificacdo dos
constituintes quimicos da espécie. Entretanto, a maioria das plantas comercializadas
in natura esta em forma de pds, permitindo somente a identificagdo da droga pelos
aspectos microscéopicos. Um exemplo é a analise de canais ou cavidades
secretoras, responsaveis pela liberagdo de variadas substancias quimicas como
Oleos essenciais, que permite, dependendo da deformacdao ou rompimento, uma
verificagdo qualitativa e quantitativa de uma matéria-prima vegetal (WALLIS, 1960;
SA, 1992; SIMOES et al, 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os constituintes quimicos e avaliar o potencial farmacolégico dos
extratos das folhas (FO), cascas do ramo lateral (CR) e cascas do tronco (CT) de
Hortia brasiliana Vand. ex DC., com intuito de evidenciar o uso popular através da

experimentacao cientifica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar uma caracterizagao morfo-anatémica das folhas de H. brasiliana.

Caracterizar em H. brasiliana, por cromatografia com fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas, os componentes do 6leo essencial obtido das folhas e
dos extratos hexanicos de FO, CR e CT.

Avaliar em H. brasiliana, a influéncia do efeito da hora de coleta, da idade das
folhas e de individuo em estagio de frutificacdo, na composicdo do 6leo essencial
obtidos das folhas.

Caracterizar e comparar os constituintes dos extratos FO, CR e CT de H.
brasiliana por cromatografia em camada delagada e cromatografia liquida de alta
eficiéncia associada a espectrocopia de UV.

|dentificar constituintes quimicos em H. brasiliana.

Investigar as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria dos extratos
hexanicos de FO, CR e CT de H. brasiliana.
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4 MATERIAL E METODOS

41 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Hortia brasiliana Vand. ex DC. foi coletada nas cidades de Muriaé e Juiz de
Fora, Minas Gerais, totalizando quatro individuos. A espécie foi identificada pelo Dr.
Milton Groppo Junior, da Universidade de Sao Paulo — USP. Tombos realizados no
Herbario CESJ da UFJF.

Amostra 1: Folhas (FO), cascas do ramo lateral (CR) e cascas do tronco (CT)
de H. brasiliana foram coletadas no distrito de Sdo Fernando, Muriaé, Minas Gerais,
no dia 19 de setembro de 2010, para caracterizagdo quimica e testes
farmacologicos. Uma segunda coleta de folhas foi realizada para analise
morfoanatémica. Numero de tombo 59192.

Amostra 2: Para extragcdo e analise de o6leo essencial, folhas foram
coletadas, no condominio Villagio da Serra, BR040, Juiz de Fora, Minas Gerais, no
dia 10 de fevereiro de 2011, em trés turnos, 8:30, 14:30 e 18:30 hs, chamando-se
de HM1, HM2 e HM3 para cada uma das trés repeticdes de coleta matutina
respectivamente, HT1, HT2 e HT3 para cada uma das trés repeticbes de coleta
vespertina respectivamente, HN1, HN2 e HN3 para cada uma das trés repeticdes de
coleta noturna respectivamente. Estas coletas tiveram como objetivo a analise
comparativa dos constituintes de acordo com a influéncia do horario de coleta.
Numero de tombo 59191.

Amostra 3: Para extracao e analise de 6leo essencial, folhas foram coletadas
no condominio Salvaterra, bairro Salvaterra, Juiz de Fora, Minas Gerais, no dia 20
de outubro de 2011, em dois estagios diferentes de amadurecimento, denominados
estagio folha nova (FN) e estagio folha madura (FM). Numero de tombo 59193. Uma
coleta foi feita das folhas de outro individuo no mesmo local, porém em estagio de
frutificagcdo (FG). Numero de tombo 59194. Estas coletas tiveram como objetivo a
analise comparativa dos constituintes de acordo com idade das folhas e o periodo

de frutificagao.
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Amostra1: Para obtengao de extratos brutos, as amostras foram submetidas
a secagem na temperatura de 50°C, em estufa de circulagao forcada de ar até atingir
peso constante.

Amostras 2 e 3: No processo de obtencdao de dleo, quando nao levadas
imediatamente, apds coleta, para extracdo, as folhas frescas eram mantidas em

freezer e rasuradas apenas no momento de realizagao da hidrodestilagao.

4.2 CARACTERIZAGAO MORFOANATOMICA DAS FOLHAS

Folhas frescas (Amostra 1) foram avaliadas quanto a exsudacgao de 6leo na
superficie epidérmica através da utilizacdo de lupa e microscopio estereoscopico.

O preparo das laminas microscopicas temporarias constou de cortes
transversais de folhas corados com Azul de Astra e Fucsina para realcar as
estruturas secretoras presentes.

Para quantificagdo das glandulas secretoras presentes na superficie
epidérmica foram seccionadas laminas foliares (Amostra 3) com 1cm? da regido
mediana foliar, excetuando-se a margem, nervura central, apice e a base. Um
fragmento da porgéao intercostal direita e esquerda de cinco folhas foram clarificados
com hipoclorito de soédio 50%. Apds lavados, os fragmentos foram corados com
Sudan lll, para evidenciar substancias lipidicas.

Os fragmentos selecionados foram fotografados em fotomicroscopio marca
BX41 com fotomicrografia aclopada, marca Canon Power Shot A640, e em
microscopio estereoscédpico marca Olympus. Posteriormente foi feita a contagem do
total das cavidades para comparacdo entre as partes abaxial e adaxial de trés
tamanhos de folhas, denominadas folha pequena (FP), folha média (FC) e folha
grande (FD), além de uma quarta folha denominada folha madura (FM).

4.3 PROCESSOS DE EXTRAGAO

4.3.1 Oleo essencial
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Para extracao do 6leo essencial, as folhas foram rasuradas e acondicionadas
em baldes de vidro de 12 litros, sendo que o volume de agua destilada e material
vegetal atingia 6 litros em sistema de hidrodestilagao utilizando-se aparelho tipo
Clevenger modificado. Apés um periodo ininterrupto de 3 horas de destilagdo, foram
obtidos os 6leos essenciais para serem analisados em CG-EM.

Os constituintes dos 6leos essenciais obtidos foram avaliados quanto a
influéncia do horario de coleta em triplicata, na Amostra 2, e quanto a influéncia do

estagio de desenvolvimento das folhas e do periodo de frutificagdo, na Amostra 3.

4.3.2 Extratos hexanicos e metanodlicos

FO, CR e CT (Amostra 1) foram fragmentadas manualmente e submetidas a
extragdo em hexano seguido por metanol, por maceragao estatica, até exaustao.
Dessa forma, foram obtidos os extratos hexanicos, avaliados por CG-EM, CLAE-UV

e CCD; e os extratos metandlicos, avaliados por CLAE-UV e CCD.

4.3.3 Extratos aquosos

FO, CR e CT (Amostra 1) foram fragmentadas manualmente e submetidas a
extragdo com decocgdo por 15 min. Apds congelamento os extratos foram
liofilizados e analisados por CLAE-UV e CCD.

4.4 CARACTERIZAGAO QUIMICA

A analise dos constituintes quimicos por CG-EM foi realizada na Plataforma
Analitica de Farmanguinhos (FIOCRUZ), utilizando um cromatdgrafo com fase
gasosa Hewlett Packard 6890 equipado com uma coluna capilar de silica fundida
(HP-5, 30m x 0,25 mm e espessura da pelicula 0.25um), hélio como gas de arraste,
taxa de fluxo 1.0mL/min; programacéo de temperatura de 70°C a 290°C (2°C / min),
acoplado a um espectrometro de massas Hewlett-Packard 5972. Os parametros
operacionais foram: fonte, 70eV ion 250°C equipado com El.

A identificagdo das substancias foi realizada por comparagao de seus indices

de retengao (IR) com valores de literatura (ADAMS, 1995) e com o banco de dados
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do espectrémetro de massas (WILEY 7n.1). Esses indices foram calculados usando
dados de CG de uma série homodloga de hidrocarbonetos alifaticos saturados com
C8 a C22, utilizando-se a mesma coluna e condicbes da analise de CG para os
extratos.

A analise dos constituintes quimicos por CLAE-UV foi realizada na Plataforma
Analitica de Farmanguinhos (FIOCRUZ) com cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
marca Shimadzu LC-10, duas bombas LC-10 AT, injetor Rheodyne 7725, com algca
de amostragem de 20 uL e detector de arranjo de fotodiodos SPD-M10A. Coluna
utilizada: Zorbax SB-18; 250 x 4,6 mm, com particulas de 5 pL. Um gradiente linear
foi estabelecido num sistema binario de solventes, A: B, que variou de 0 a 100% de
B, sendo executado numa taxa de fluxo de 1 mL/min. ao longo de 60 minutos, onde
A constituiu-se de acetonitrila: H2O, 5:95, com 0,05% TFA e B - acetonitrila: H,0,
65:35, com TFA a 0,05%. A fase movel foi devolvida a sua composigao original ao
longo de 60 minutos, havendo um adicional de 10 minutos para a coluna se re-
equilibrar antes da injecdo da amostra seguinte. O volume da amostra consistiu em
20 uL a uma concentragédo de 1 mg/mL e a temperatura foi mantida a 25°C durante a
analise. A deteccao foi realizada simultaneamente a 220 e 335 nm.

Andlise dos constituintes quimicos por CCD foi realizada utilizando-se
cromatoplacas silicagel 60 0,2 mm, com indicador fluorescéncia UV,s4, marca
Macherey-Nagel.

Foram pesados 5mg de cada um dos extratos aquosos, hexanicos e
metanodlicos e posteriormente diluidos em 1mL de solvente na seguinte forma:
extrato metandlico e aquoso em metanol; e extrato hexanico em cloroférmio.

Com o auxilio de tubos capilares de vidro, retirou-se 20 uL de cada solugao
para serem aplicadas na origem de cinco cromatoplacas.

Cada placa recebeu aplicagdes de extrato de FO, CR e CT e foram eluidas de
acordo com o solvente dos referidos extratos, conforme segue: extrato hexanico=
hexano : acetato de etila (1:1, vV); extrato metandlico = acetato de etila 100% e/ou
acetato de etila : metanol (9:1); extrato aquoso= acetato de etila : metanol : agua
(100:13,5:10).

Apos eluicao, as placas foram secas e observadas sob luz ultravioleta (UV 54
e UV3g5 marca Biothec) ou a olho nu, de acordo com a literatura (WAGNER; BLADT,

2001), sendo registrados os resultados.
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Posteriormente foram utilizados os reveladores para as principais classes de
substancias quimicas de interesse (SHARMA; BAKHASHI, 1991; WAGNER; BLADT,
2001; CARVALHO et al., 2006; GIANVECHIO et al., 2006; MACIEL et al., 2006):

- DRG (Dragendorff) para a detecc¢ao de alcaloides (coloragdo amarronzada).

-NP/PEG (difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol), para a deteccdo de
flavonoides (amarelo, laranja) e acidos fendlicos (azul) sobre luz ultravioleta de
comprimento de onda de 365 nm.

-KOH (hidroxido de potassio) para a detec¢cdo de antraquinonas (vermelho-
amarelo) e cumarinas (azul-verde/verde amarelado) sobre luz uv 365 nm.

-VS (vanilina sulfurica) para a detecgcado de terpenoides (amarelo-marrom) e
acidos graxos (azul).

-LB (Liebermann-Burchard) detecgcdo de triterpenocides e esteroides

(coloragao levemente rosea a avermelhada).

4.5 ATIVIDADES ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA

4.5.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (25-30 g) e ratos Wistar (200-240 g)
machos provenientes do Centro de Biologia da Reprodugao da Universidade Federal
de Juiz de Fora. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (47x34x18
cm) com ragao e agua ad libitum em temperatura ambiente (22+2 °C) durante 3 dias
no ciclo claro/escuro de 12 horas (claro de 06:00 as 18:00 h). Doze horas antes da
realizagcao dos experimentos, os animais foram privados de alimentacéo. O protocolo
utilizado foi aprovado pelo Comité de Etica na Experimentagéo Animal (CEEA) desta
instituicao (n° 036/2010).

4.5.2 Teste de contorgoes abdominais

Os extratos hexanicos de H. brasiliana (50, 100 e 200 mg/kg) foram
administrados em camundongos, por via oral (v.0.), uma hora antes da aplicacéo de
10 mL/kg de &cido acético 0,6% (n = 8) (COLLIER et al., 1968) intraperitonealmente.

O numero de contorgdes abdominais foi contado entre 10 e 30 minutos apds esse
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procedimento. O grupo controle recebeu 10 mL/kg de salina (v.0.). Indometacina (10
mg/kg, v.0.) e acido acetilsalicilico (200 mg/kg), anti-inflamatérios nao-esteroides,

foram usados como controles positivos.

4.5.3 Teste da formalina

Um volume de 20 puL de formalina 2,5% (em salina estéril) foi aplicado no
espaco subplantar da pata direita dos camundongos (n = 8) e duragao do tempo de
lambida foi determinado de 0 a 5 minutos (12 fase) e 15 a 30 minutos (22 fase)
(HUNSKAAR; HOLE, 1987). Os extratos hexanicos de H. brasiliana foram
administrados nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg (v.0.) 1 hora antes da injecédo da
formalina. Os animais controle receberam 10 mL/kg de salina (v.0.). Morfina (1

mg/kg, s.c.) e indometacina foram usadas como controles positivos.

4.5.4 Teste da placa quente

Quatro grupos de oito camundongos foram tratados com salina ou extratos
hexanicos de H. brasiliana (50, 100 e 200 mg/kg, v.0.). Os animais forma colocados
em placa quente aquecida a 55+1 °C (EDDY; LEIMBACH, 1953). A medida dos
tempos que os animais levam para levantar a pata foi realizada com base em 0, 30,
60 e 90 minutos, apds administracdo do extrato, com tempo maximo de
permanéncia sobre a placa quente de 40 segundos, para evitar lesées. Em outro
grupo de animais, o efeito do pré-tratamento com naloxona (1 mg/kg, s.c.) sobre a
analgesia produzido pelo extrato (200 mg/kg, v.o.) foi determinado. Morfina (1 mg/kg,
S.C.), na auséncia e na presenga de naloxona, foi usada como controle positivo do

teste.

4.5.5 Edema de pata induzido por carragenina

O edema de pata foi induzido pela injecdo de 0,1 mL de carragenina (2% p/v)
em salina estéril e administrada na regido subplantar da pata direita de rato Wistar
machos (n = 6). Uma hora antes da inje¢ao de carragenina, os extratos hexanicos de
H. brasiliana foram administrados (v.0.) nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg (WINTER

et al., 1962). O grupo controle recebeu 10 mL/kg de salina (v.0.). Na pata esquerda,



- 43 -

usada como controle, foi injetada 0,1 mL de salina estéril. Nos tempos 2h, 3h e 4h
apos injegcao de carragenina, a medida do edema foi feita pela diferenca entre o
volume da agua deslocado da pata direita e o da pata esquerda utilizando um
pletismémetro. Indometacina (10 mg/kg, v.o.) foi usada como controle positivo do

teste.

4.5.6 Pleurisia induzida por carragenina

A pleurisia foi induzida em ratos Wistar pela injecdo intrapleural de 0,5 mL,
entre a terceira e a quinta costela do lado direito do mediastino, de uma suspensao
de carragenina 2% em solugéao salina estéril (VINEGAR et al., 1973). Grupos de seis
ratos foram tratados com os extratos hexanicos de H. brasiliana (50, 100 e 200
mg/kg, v.0.), indometacina (10 mg/kg, v.o.) ou salina (10 mL/kg, v.0.) uma hora antes
da aplicagdo do agente inflamatério. Quatro horas apds a indugao da inflamagéao, os
animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (75 mg/kg) e cloridrato de
xilazina (10 mg/kg) e sacrificados. Uma incisdo foi feita entre a terceira e quinta
costela em cada lado do mediastino. O exsudato pleural foi coletado, transferido a
um tubo cbénico de centrifuga e o volume foi determinado. Uma aliquota de 20 uL do
exsudato foi usada para determinar a contagem total de leucécitos em camara de

Neubauer.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram demonstrados através da médiaterro padrao da média.
Andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Student Newman-Keuls foi

utilizada para medir o grau de significancia (p < 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGAO MORFO-ANATOMICA DAS FOLHAS

A Figura 19 ilustra a presenga das estruturas secretoras em folhas de H.
brasiliana onde se verificam cavidades secretoras em varios tamanhos e estruturas
com afloramento na epiderme. A foto D representa um corte transversal de lamina
foliar que detalha estrutura secretora corado com azul de Astra apds clarificacdo
(Figura 19). As demais fotos apresentaram coloragdo com SUDAN Il apds
clarificacdo. Nestas, podem ser vistas as cavidades secretoras em diversos estagios
e aumentos de tamanho (Figura 19). As fotos foram obtidas nos seguintes
tamanhos: em microscopia otica (A=4x; B=10x; D=20x; C e E=40x) e em
microscopio estereoscopico (F=4X) (Figura 19).

Considerando as alteracbes foliares, a folha é o 6rgao vegetal de maior
plasticidade e com grande capacidade de adaptagcdo de suas estruturas internas,
pois sua anatomia sofre muita interferéncia das condicées ambientais (LANGE et al,
1983). Uma avaliagao foliar revela particularidades importantes na identificagcdo da
espécie e do teor de Oleos essenciais e outras substancias naturais (WALLIS, 1960;
SA, 1992).

A familia Rutaceae apresenta como sinapomorfia a presenca de cavidades
translucidas em suas folhas (JUDD et al., 1999). Estas estruturas foram verificadas
contendo 6leos essenciais nas folhas de H. brasiliana, sendo distribuidas em todo o

parénquima foliar como pontos translucidos, a olho nu (Figura 19).
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Figura 19. Cortes transversais de lamina foliar de Hortia brasiliana Vand. ex DC.

Foto A: cavidades secretoras em varios tamanhos e estagios de desenvolvimento,
em folha clarificada. Foto B: duas cavidades sendo que a da esquerda apresenta
afloramento na epiderme, em destaque na foto C. Fotos D e E: sec¢bes transversais
de estrutura nova sem afloramento epidérmico e estrutura em estagio de
afloramento epidérmico, respectivamente. Foto F: extravasamento de éleo essencial
em visao frontal epidérmica em microscopio estereoscopico.

Barras: A=100um; B a E=50 um; F= sem barra

Os dleos essencias podem ser utilizados pelos vegetais com finalidades de
competicdo planta-planta, atragcdo de polinizadores e protegao contra ataques de
predadores (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Na relacdo do numero de cavidades secretoras de 6leo essencial expostas na
epiderme das folhas, pode-se perceber que na parte abaxial ha um maior numero,
nos estagios iniciais analisados, nas folhas médias e principalmente nas folhas
pequenas (Figura 20), o que pode demonstrar uma adaptacdo do vegetal a
sobrevivéncia, pois H. brasiliana apresenta estdmatos apenas na parte abaxial e
sabe-se que estas estruturas representam uma potencial porta de entrada de

microrganismos (LARCHER, 1986). Neste sentido, o éleo poderia estar agindo como
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protecao contra herbivoria e microrganismos patogénicos sendo que nas folhas
grandes e maduras parece nao haver diferenca na quantidade adaxial e abaxial, o
que poderia ser explicado por estas ja possuirem uma estrutura tecidual mais rigida
e resistente. Ha herbivoros que rejeitam folhas maduras pelo fato deles nao
possuirem um aparelho bucal adequado preferindo folhas novas, devido a estas
possuirem uma espessura mais fina (COLEY, 1983; RIBEIRO; PIMENTA;
FERNANDES, 1994).

A maior concentracdo de cavidades na parte abaxial, onde se encontram os
estdbmatos, estruturas responsaveis pela maior taxa de transpiragcéo vegetal, pode

ainda ter uma relagdo com a possibilidade de diminuicdo da perda de agua.

30
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FPad FPab FCad FCab FDad FDab FMad FMab

N° de Estruturas Secretoras

Figura 20. Comparagao da quantidade de estruturas secretoras presentes nas folhas
de Hortia brasiliana. FPad=folha pequena adaxial, FPab=folha pequena abaxial,
FCad =folha média adaxial; FCab =folha média abaxial, FDad= folha grande adaxial;
FDab=folha grande abaxial; FMad=folha madura adaxial; FMab=folha madura
abaxial. Barra referente a desvio padrao de 10 repeticbes (secgdes a esquerda e

direita na porgao intercostal de 5 folhas).
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52 CARACTERIZAGAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS
(AMOSTRA 2)

As folhas da Amostra 2 foram coletadas em trés turnos com trés repeticoes
cada: manhad (8:30hs) denominadas HM1, HM2 e HMS3), tarde (14:30hs)
denominadas HT1, HT2 e HT3 e noite (18:30hs) denominadas HN1, HN2 e HN3). A
influéncia do horario de coleta foi avaliada com base na variacdo dos constituintes e
de suas concentragbes, sendo agrupadas em estruturas aciclicas, ciclicas e
biciclicas.

Do total de constituintes identificados no 6leo essencial, 20 substancias estao
presentes em, pelo menos, uma das repeticdes dos trés horarios avaliados. Destas,
as oito mais frequentes foram identificadas em todas as repetigdes: Z-f-farneseno,
a-curcumeno, zingibereno, 6-cadineno, p-sesquifelandreno, a—cadinol, a—bisabolol
e Z-a-trans-bergamotol (Tabela 1).

Os componentes dos 6Oleos essenciais geralmente variam entre 20 e 60
substancias, destacando duas ou trés em altas concentragdes, chamadas de
majoritarias (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2002). Neste sentido, o constituinte
majoritario em todos os horarios e repeticdes da Amostra 2, exceto em HM1, foi Epi-
a-cadinol (Tabela 1 e Figura 21), com maior concentragao em HM3 (21,61%). Em
HM1 foi o E-f-guaieno com 17,96% (Tabela 1).

A segunda substancia de maior teor, em todos os horarios e repeticbes da
Amostra 2, foi o zingibereno (Tabela 1 e Figura 22), enquanto o 3° componente
majoritario variou entre Z-a-trans-bergamotol (Figura 23), E-f-guaieno (Figura 24),
o—bisabolol (Figura 25), E-hidrato de sesquisabineno (Figura 26) e f-
sesquifelandreno (Figura 27), de acordo com as repeti¢cdes (Tabela 1).

O dleo essencial, ainda quando extraido do mesmo 6rgao do vegetal, pode
variar significativamente a sua composi¢céo quimica, de acordo com a época do ano
ou até mesmo do horario de coleta dentro de um mesmo dia (REIS et al., 2003).

O horario de coleta demonstrou pouca influéncia na composicédo dos 6leos
essenciais analisados. No entanto, a variedade de substancias nas repeticdes do
periodo matutino ficou abaixo dos outros horarios (Tabela 1) divergindo das
recomendacgdes que sao feitas em muitas espécies, para melhor aproveitamento da

coleta neste periodo, em funcdo da temperatura mais amena (SIMOES et al, 2004).
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Tabela 1. Principais constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas de H.
brasiliana (Amostra 2) identificados por CG-EM.

Substancias C. | HM1 | HM2 | HM3 | HT1 HT2 HT3 | HN1 | HN2 | HN3 TR IR-. | IR-c.
Z-p-farneseno A 4,30 | 3,09 | 532 | 3,83 | 4,88 | 437 | 267 | 520 | 498 | 2212 | 1443 | 1454
»curcumeno B 6,74 0 0 1,32 0 0 0 0 1,46 | 22,82 | 1480 | 1482
a-curcumeno B 4,51 242 | 6,31 2,77 | 240 | 290 | 2,03 | 2,28 | 3,40 | 22,90 | 1483 | 1485
Zingibereno B | 13,71 | 834 | 13,13 | 9,69 | 10,16 | 9,40 | 8,22 | 10,74 | 11,32 | 23,24 | 1495 | 1498
E—p-guaieno C | 17,96 | 8,09 0 0 0 0 3,11 0 4,10 | 23,51 | 1500 | 1510
B-bisaboleno B | 853 | 0 |514 | 493|486 | 648 | 260 | 532 | 531 | 2356 | 1509 | 1512
»-cadineno C 3,43 | 3,06 0 0 0 2,35 | 3,23 | 1,38 | 2,85 | 23,77 | 1513 | 1520
Sesquicineol B| o 0 0 | 149 ]| o 0 0 0 0 [23,77 | 1514 | 1520
5-cadineno C 7,96 | 4,7 5,41 2,91 2,79 | 412 | 446 | 2,49 | 496 | 23,86 | 1524 | 1524
S-sesquifelandreno B 811 | 439 | 754 | 520 | 554 | 525 | 405 | 585 | 6,58 | 23,97 | 1524 | 1529
(~) Z-hidrato de sesquisabineno | B 0 2,43 0 1,82 | 221 | 218 | 2,65 | 1,82 | 2,13 | 24,69 | desc | 1559
E-hidrato de sesquisabineno B | 0 |480 492|492 | 805|541 | 474 | 657 | 397 | 2531 | 1580 | 1585
(~) E-hidrato de sequisabineno B 0 513 | 524 | 427 | 533 | 534 | 460 | 527 | 4,22 | 25,56 | desc | 1595
Epi- a—cadinol C 0 14,48 | 21,61 | 10,39 | 20,22 | 15,63 | 21,48 | 16,56 | 12,13 | 26,36 | 1640 | 1630
a cadinol C | 374 | 411|643 | 404 | 312 | 348 | 3,74 | 2,98 | 3,64 | 27,13 | 1653 | 1664
S-bisabolol B 0 0 0 1,76 0 0 0 1,10 1,45 | 27,43 | 1671 | 1677
a-bisabolol B | 212 | 6,77 [ 1042 | 960 | 6,85 | 7,02 | 7,20 | 6,30 | 563 | 27,76 | 1683 | 1691
Epi-a—bisabolol B 3,18 | 3,18 0 0 283 | 299 | 297 | 2,83 | 3,12 | 27,81 | 1686 | 1694
Z-crtrans-bergamotol B | 955 | 810 | 853 | 6,36 | 6,54 | 7,39 | 6,58 | 490 | 6,42 | 27,93 | 1693 | 1699
n.d. - 0 2,50 0 2,29 | 363 | 255 | 359 | 3,35 | 1,87 | 28,08 | nd. | 1706
(~) Z-a—bergamotol B | 352|359 | 0 | 242|346 | 293 | 341 | 223 | 276 | 28,27 | desc | 1715
Z-f-santalol B 2,63 | 2,83 0 2,04 | 2,61 2,40 | 2,38 | 1,71 2,22 | 28,58 | 1720 | 1729
a-sinensal A 0 1,84 0 1,40 0 1,65 | 1,67 | 1,04 1,48 | 29,20 | 1752 | 1758
TOTAL 99,99 | 93,86 | 100 | 84,11 | 9548 | 93,84 | 95,38 | 89,92 | 96 -

C.=classe; HM1=folha da 12 coleta matutina; HM2=folha da 22 coleta matutlna
HM3=folha da 3?2 coleta matutina; HT1= folha da 12 coleta vespertina; HT2=folha da
22 coleta vespertina; HT3=folha da 32 coleta vespertina; HN1=folha da 12 coleta
notura; HN2=folha da 22 coleta noturna; HN3=folha da 3? coleta noturna; TR=tempo

de retencéo;

IR-l.=indice de retengdao da literatura;

IR-c.=indice de retencao

calculado; (~) =semelhante; n.d.=n&o determinado; desc.=desconhecido. A = grupos

aciclicos; B

= grupos monociclicos; C =

nos padroes de fragmentacdo de massas).

grupos biciclicos. (Agrupamento baseado



- 49 -

a)
43 161

119 204

T

|I
T T T |r|\|||

Abundéancia

\||\ \hn \H| ‘ |
20 30 40 50 60 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 m'z

b)

=
T g ———

Abundéancia

P—
"
-
—
|
—
¥
]
¥

i@ aA F] 1 AR . 18 . .
. i i2e 142 . 1Ea AR 228 miz

Figura 21. Espectro de massas do Epi-a-cadinol, constituinte majoritario do oleo
essencial da Amostra 2 de H. brasiliana. a) espectro de massa obtido da amostra. b)

espectro de massa da literatura (ADAMS, 1995).
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Figura 22. Espectro de massas do zingibereno, 2° constituinte majoritario em todas

as coletas e horarios da Amostra 2 de H. brasiliana. a) espectro de massa obtido da

amostra. b) espectro de massa da literatura (ADAMS, 1995).
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Figura 23. Espectro de massas do Z-«a- trans-bergamotol, 1° majoritario em todas as
coletas da Amostra 3 e 3° majoritario nas coletas HM1, HT1 e HT3 da Amostra 2 de

H. brasiliana. a) espectro de massa obtido da amostra. b) espectro de massa da

literatura (ADAMS, 1995).
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Figura 24. Espectro de massas do E-f-guaieno, 1° maijoritario na coleta HM1 e 3°

em HM2, da Amostra 2 de H. brasiliana. a) espectro de massa obtido da amostra. b)

espectro de massa da literatura (ADAMS, 1995).
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Figura 25. Espectro de massas do a-bisabolol, 3° majoritario na coleta HM3 e HN1
da Amostra 2 de H. brasiliana. a) espectro de massa obtido da amostra. b) espectro
de massa da literatura (ADAMS, 1995).
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Figura 26. Espectro de massas do E-hidrato de sesquisabineno, 3° majoritario na
coleta HT2 e HN2 da Amostra 2 de H. brasiliana. a) espectro de massa obtido da

amostra. b) espectro de massa da literatura (ADAMS, 1995).
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Figura 27. Espectro de massas do f-sesquifelandreno, 3° majoritario na coleta HN3
da Amostra 2 e de FG da Amostra 3 de H. brasiliana. a) espectro de massa obtido

da amostra. b) espectro de massa da literatura (ADAMS, 1995).

De acordo com a classificagédo dos grupos aciclicos, monociclicos e biciclicos
(SIMOES et al, 2004), estabeleceu-se as classes A, B e C, respectivamente, por
semelhanga do padrao de fragmentagao das substancias analisadas. As substancias
majoritarias da Amostra 2 pertencem as classes B e C. A classe B foi
significativamente mais abundante e a classe A a menos presente. O maior
destaque, quanto ao horario de coleta, foi a predominéncia de constituintes da
classe C no dleo essencial obtido a partir da coleta do horario da manha (Figura

28).
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Figura 28. Comparacao das classes A, B e C por area dos constituintes do dleo
essencial das folhas de H. brasiliana, na média das repeticbes dos trés turnos de
coleta (Amostra 2). M = matutino; T = vespertino; N = noturno. Barra referente a
desvio padrao de trés repeticoes.
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53 CARACTERIZAGAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS
(AMOSTRA 3)

As folhas da Amostra 3 foram coletadas em dois estagios diferentes de
amadurecimento, sendo denominadas estagio folha nova (FN) e estagio folha
madura (FM), e uma outra coleta quando a espécie estava no periodo de frutificagdo
(FG).

Considerando a composigcao quimica do 6leo essencial, oito substancias mais
frequentes foram identificadas em todas as coletas: a-curcumeno, Z-hidrato de
sesquisabineno, E-hidrato de sesquisabineno, p-bisabolol, a-bisabolol, Epi-a-
bisabolol, Z-a-trans-bergamotol e Z-$-santalol (Tabela 2).

Os constituintes de FM estao presentes em FN, mas aquela contém ainda
mais 10 substancias, a saber. Z-p-farneseno, zingibereno, f-bisaboleno,
sesquicineol, s~cadineno, f-sesquifelandreno, elemol, E-nerolidol, Epi-a—cadinol e o-
sinensal (Tabela 2). FM também conteve todos os contituintes de FG, além de mais
cinco: s-cardineno, Epi—a—cadinol, a—cadinol, oplopanona e um componente nao
determinado (Tabela 2).

A Amostra 3 teve como constituinte majoritario em todas as coletas o Z-o-
trans-bergamotol (Tabela 2 e Figura 23), sendo em FM: 11,25%; em FN: 11,98% e
FG: 14,71%.

A diferenga mais acentuada entre os constituintes do 6leo essencial de FM e
FN, esteve no 2° maijoritario desta ultima, o oplopanona, com 11,01% contrastando
com 0,54% da primeira (Figura 29). O 2° majoritario em FM e o 3° de FN nao
puderam ser identificados. O 2° majoritario de FG e o 3° de FM foi o a—curcumeno

(Figura 30). O 3° de FG foi o f-sesquifelandreno (Figura 27).
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Tabela 2. Principais constituintes quimicos do d6leo essencial das folhas de H.
brasiliana (Amostra 3) identificados por CG-EM.

Substancias C. FM FN FG TR IR-I. IR-c.

Z-pfarneseno 2,61 0 449 | 22,12 1443 1454
a-curcumeno 6,42 | 2,99 7,53 | 22,90 1483 1485
Zingibereno 1,67 0 3,99 | 23,24 1495 1498
S-bisaboleno 3,48 0 538 | 23,56 1509 1512
Sesquicineol 0,51 0 0,57 23,77 1514 1520
s—cadineno 0,32 0 0 23,86 1524 1524
S-sesquifelandreno 3,56 0 6,33 23,97 1524 1529
Z-hidrato de sesquisabineno 1,77 | 1,41 2,04 24,43 1545 1548

Elemol 0,46 0 0,33 | 24,58 1549 1554
2,82 | 2,84 345 | 24,69 | desc. 1559
1,20 0 1,02 | 24,80 1564 1563

4,18 | 5,04 518 | 25,31 1580 1585

(~) Z-hidrato de sesquisabineno

E-nerolidol

E-hidrato de sesquisabineno

(~) E-hidrato de sesquisabineno 452 | 8,33 5,49 25,56 desc. 1595
Epi-a—cadinol 5,68 0 0 26,36 1640 1630
n.d 6,57 | 6,65 0 26,49 n.d 1636
oa—cadinol 201 | 2,35 0 27,13 1653 1664
Sbisabolol 215 | 3,48 249 | 27,43 1671 1677
a-bisabolol 4,90 | 7,09 564 | 27,76 1683 1691
Epi-a—bisabolol 4,19 | 6,49 3,70 | 27,81 1686 1694

Z-o-trans-bergamotol 11,25] 11,98 | 14,71 | 27,93 1693 1699

2,50 | 2,73 1,41 28,27 | Desc. 1715

(~) Z-a—trans-bergamotol

> O0O|mm | |W w000 |m|w|(>» || w0 |0 o W |w| >

Z-f-santalol 298 | 5,73 3,46 | 28,58 1720 1729
Oplopanona 0,54 | 11,01 0 28,90 1733 1744
o—sinensal 2,05 0 2,15 | 29,20 1752 1758

TOTAL 78,34| 78,12 | 79,36 - - -
C.=classe; FM=folha madura; FN=folha nova; FG= folha de individuo em estagio de
frutificacdo; TR=tempo de retencdo; IR-l.=indice de retencdo da literatura; IR-
c.=indice de retencdo calculado; (~)=semelhante; n.d.=ndo determinado;
desc.=desconhecido. A = grupos aciclicos; B = grupos monociclicos; C = grupos
biciclicos.
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Figura 29. Espectro de massas do oplopanona, 2° majoritario na coleta FN da
Amostra 3 de H. brasiliana. a) espectro de massa obtido da amostra. b) espectro de
massa da literatura (ADAMS, 1995).
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Figura 30. Espectro de massas do a-curcumeno, 2° majoritario na coleta FG e 3° na
coleta FM da Amostra 3 de H. brasiliana. a) espectro de massa obtido da amostra. b)
espectro de massa da literatura (ADAMS, 1995).

O ¢dleo essencial de FM possui mais substancias que FN, conforme foi visto
anteriormente, porém, desses constituintes em comum, a maioria esta em maior
concentracdo em FN (Tabela 2), sendo provavel que eles estejam relacionados com
funcbes de protecdo da mesma, corroborando com os resultados da analise
morfoanatdémica, em relagcao a possivel fungdo do 6leo essencial contra pragas,
necessidade que pode estar diminuida nas folhas maduras, por ja possuirem maior
resisténcia fisica.

Essas variagdes também sugerem a possibilidade das subtancias estarem se
convertertendo uma nas outras. Através de reacgdes nucleofilicas, ciclizacbes e
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rearranjos moleculares, os compostos aromaticos mono e sesquiterpenoides sofrem
inUmeras variagdes estruturais (PETERSEN, 2006). O aumento do numero de
isdbmeros nestas classes esta diretamente relacionado com o aumento do numero de
carbonos, gerando uma grande variedade dentro da classe, ainda que o mecanismo
de formacé&o destas estruturas n&o esteja totalmente elucidado (BULOW; KONING,
2000).

Um exemplo € a forma g do bisabolol (Amostra 2 e 3), elucidada na década
de 60 e considerada um derivado do jpcurcumeno (Amostra 2) (MINYARD,
THOMPSON, HEDIN, 1968).

Na Amostra 3, na comparacéo entre FN e FM, se repetiu a equivaléncia das
classes B e C entre os majoritarios. Houve predominancia da classe B nos
constituintes gerais, a classe A foi minoritaria em FM e ausente em FN (Figura 31).
Ja no oleo de FG, foi a classe C a ausente, continuando a predominancia da classe

B, assim como foi averiguado na Amostra 2 (Figura 32).
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Figura 31. Comparacao das classes A, B e C, por area dos constituintes do dleo

essencial da folha madura (FM) e folha nova (FN) de H. brasiliana (Amostra 3).
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Figura 32. Comparagéo das classes A, B e C, por area dos constituintes do éleo
essencial de H. brasiliana: folha madura (FM), folha nova (FN), folha de individuo em
estagio de frutificacdo (FG), HM1, 2 e 3 (coleta matutina), HT 1, 2 e 3 (coleta

vespertina), HN1, 2 e 3 (coleta noturna).

A analise das Amostras 2 e 3 identificou sesquiterpenos inéditos para H.
brasiliana, a saber: Z-p-farneseno, j»curcumeno, a-curcumeno, zingibereno, E—pf-
guaieno, fS-bisaboleno, j~cadineno, sesquicineol, 5~cadineno, S-sesquifelandreno, E-
hidrato de sesquisabineno, Epi-a—cadinol, «cadinol, S-bisabolol, a-bisabolol, Epi-
a-bisabolol, Z-o-trans-bergamotol, Z-f-santalol, o-sinensal, Z-hidrato de
sesquisabineno, elemol, E-hidrato de sesquisabineno e oplopanona.

Das substancias presentes nos 6leos essenciais das folhas das Amostras 2 e
3, todas pertencem a classe dos sesquiterpenos (Tabelas 1 e 2). E quase ausente
relatos de sesquiterpenos em H. brasiliana e até o momento n&o se encontrou na
literatura, nenhum estudo sobre a caracterizacdo dos constituintes do 6leo essencial
da espécie.

Houve oscilagdo quanto aos constituintes majoritarios dependente do
individuo analizado. Nao foi constatado padrao de oscilagdo, quanto ao horario de
coleta avaliado. Como a planta apresenta desenvolvimento lento e ndo é caducifdlia,
€ provavel que os sesquiterpenos mantenham-se oscilando pela agdo enzimatica e
caracteristicas intrisecas das moléculas presentes nas cavidades secretoras
mantidas por relativamente longos periodos nos mesofilos foliares. Dessa forma,

novos estudos tais como diferenga quanto a exposi¢cao ao sol, microclima de cada
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individuo, caracteristicas de solo, poderao contribuir para elucidagao dos padrdes de

oscilagcdes dentre os sesquiterpenos presentes nas folhas de H brasiliana.

5.4 CARACTERIZAGAO QUIMICA DOS EXTRATOS HEXANICOS

Os extratos hexanicos, através da analise de CG-EM foram comparados com
dados da literatura (ADAMS, 1995) e banco de dados.

Foi considerada satisfatéria a caracterizacdo por CG/EM quanto a sua
representatividade. No extrato hexanico das folhas (FO), foram encontradas 96,94 %
das classes de substancias, enquanto o extrato hexanico das cascas do ramo lateral
(CR) apresentou 80,96%. O extrato hexanico das cascas do tronco (CT) apresentou
93,11% das classes (Tabela 3).

Alguns constituintes dos extratos também foram encontrados na analise do
O0leo essencial das folhas: a-curcumeno, p-bisaboleno, p-sesquifelandreno e
nerolidol. Apesar do Oleo essencial das folhas da Amostra 1 n&o ter sido
apresentado, fez a sua extragao encontrando também constituintes em comum com
extrato hexanico de FO, sendo eles, o guaiol, o qual foi o majoritario do 6leo
(18,5%), p-bisaboleno e S-sesquifelandreno.

Classes de substancias em comum nos extratos hexanicos de FO e CR,
estiveram presentes, respectivamente, na porcentagem de 36,3 e 30,9%. Classes
em comum nos extratos hexanicos de CR e CT, foram detectadas, respectivamente,
na porcentagem de 26,9 e 93,11%, ou seja, praticamente todas as classes de
substancias encontradas no extrato hexanico de CT estdo também presentes no
extrato hexanico de CR (Tabela 3).

Considerando os constituintes quimicos, alcaloides e cumarinas estdo entre
os principais componentes identificados em H. brasiliana na literatura, sendo
descritos como marcadores da espécie (PACHTER et al., 1960; SUAREZ;
MARTINEZ; DELLEMONACHE, 1998; SEVERINO, 2008; LIAO et al., 2011).
Entretanto, baseado na polaridade das substéncias extraidas, sesquiterpenos,
diterpenos, acidos graxos, hidrocarbonetos e triterpenos pentaciclicos foram
detectados, nos extratos hexanicos de H. brasiliana, na analise por CG-EM do
presente estudo e essas classes quimicas podem ser responsaveis pelas atividades

farmacoldgicas descritas no mesmo.



Tabela 3. Constituintes quimicos do extrato hexénico das diferentes partes de H.

brasiliana identificados por CG-EM.

Substancia Classe quimica FO (%) | CR(%) | CT (%) TRM
a-curcumeno sesquiterpeno 2,70 4,22 - 18,67
S-bisaboleno sesquiterpeno 0,86 1,21 - 19,32

S-sesquifelandreno sesquiterpeno 1,16 - - 19,72

Nerolidol sesquiterpeno - 9,60 0,94 20,54

(~) Lanceol sesquiterpeno - 1,48 - 21,08

Oxido de cariofileno sesquiterpeno 0,94 17,86 - 21,27

(=) Norbornadiene sesquiterpeno 0,74 - 21,39

Guaiol sesquiterpeno 9,72 - 21,50

n.d. sesquiterpeno - 3,09 - 21,89

Oxi a-muuroleno sesquiterpeno - 2,94 - 23,20

(~) Diidrolinalol sesquiterpeno 1,61 1,00 - 23,47

n.d sesquiterpeno - 5,88 - 23,54

(~) E-a-bergamoteno sesquiterpeno 1,30 - - 23,63

E-bergamotal sesquiterpeno 2,53 - - 23,99

desc. — 1,85 - 24,37

desc. - 0,69 1,28 - 24,61

n.d. tipo diterpeno 1,62 2,47 - 24,67

n.d. tipo diterpeno 2,32 2,15 - 26,10

n.d. tipo diterpeno - 2,01 - 26,36

n.d. tipo diterpeno - 2,89 - 27,26

n.d. tipo diterpeno - 2,29 - 28,05

n.d. acidos graxos - 0,99 26,11 28,92

n.d. acidos graxos - 4,78 33,20 31,01

n.d. acidos graxos - 1,99 25,20 32,25

n.d. acidos graxos - 4,82 2,34 32,85

n.d. acidos graxos - 4,06 4,29 33,91

n.d. acidos graxos - 0,63 1,03 36,28

Nonacosano hidrocarboneto 25,57 0,73 - 44,33

Eicosano hidrocarboneto 10,80 - - 46,95

n.d. triterpeno pentaciclico 5,12 - - 50,33

n.d. triterpeno pentaciclico 2,73 - - 50,56

n.d. triterpeno pentaciclico| 18,49 - - 51,05

n.d. triterpeno pentaciclico 8,78 - - 54,89
TOTAL - 96,94 80,96 93,11

FO = folhas; CR = cascas do ramo lateral; CT = cascas do tronco; TRM = tempo de
retencdo médio; n.d.=ndo determinado; desc. = desconhecido; (~) = semelhante.
Classe quimica proposta com base nos padrdes de fragmentagao de massas.
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Dentre as substancias majoritarias do extrato hexanico de FO, que totalizaram
81,2%, destacam-se os hidrocarbonetos nonacosano (25,6%) e eicosano (10,8%),
um triterpeno pentaciclico (18,5%) e o sesquiterpeno guaiol (9,7%) (Tabela 3).

O guaiol é bastante apreciado pela industria de perfumaria, sendo usado
como fixador em perfumes de luxo (CRAVEIRO, 2007). Guaiol e S5-guaieno tém
origem em comum e ja foram sintetizados em laboratério pela conversao direta do
bulnesol (MULAY; FOX, 1962). Testes com guaienos demonstraram, in vitro, a
capacidade inibitéria da produgdo de o&xido nitrico, em células macréfogas,
sugerindo possuir atividade anti-inflamatéria (WANG; UNEHARA; KITANAKA, 2005).

Triterpenos sao uma classe quimica que exibem propriedades anti-
inflamatdria, antitumoral, anti-oxidante (VECHIA; GNOATTO; GOSMANN, 2009;
SANTOS, 2005). Em H. longifolia foi considerado o possivel responsavel pela
atividade anti-fungica (MAXIMO et al., 2010).

Das sete substancias majoritarias detectadas no extrato hexanico de CR
(51,2%), foram encontrados acidos graxos (13,6%) e sesquiterpenos (37,6%). Entre
os sesquiterpenos identificados, destacam-se o nerolidol (9,6%), o qual apareceu
também em CT, e 6xido de cariofileno (17,9%), o qual foi também identificado no
extrato hexanico em FO.

O o6xido de cariofileno, componente majoritario do extrato hexanico de CR, é
derivado do p-cariofileno, através de auto-oxidagao e ciclizagao pelo contato com o
ar. Estudo com 6leo de copaiba demonstrou que o 6xido de cariofileno atua
diretamente na inibicdo de fungos, e a forma g foi particularmente efetiva contra
insetos (VEIGA; PINTO, 2002; SKOLD et al., 2006 ). As duas formas s&o detentoras
de efeitos anticancerigenos (ZHENG, KENNEY, LAM, 1992) e anti-inflamatdrios
(SHIMIZU, 1990; TAMBE et al., 1996). O nerolidol foi o segundo componente
majoritario encontrado no extrato hexanico de CR, apresenta atividade
antimicrobiana (BREHM-STECHER; JOHNSON, 2003), anti-protozoaria (ARRUDA
et al., 2005) e antiulcerogénica (KLOPELL et al., 2007).

Os quatro majoritarios no extrato hexanico de CT, os quais sao acidos graxos,
totalizaram 88,8% das substancias detectadas, enquanto essas mesmas
substancias no extrato hexanico CR perfizeram 11,8%.

Acidos graxos foram relatados como os possiveis responsaveis pela acéo

antimicrobiana de H. oreadica (SEVERINO et al, 2009a). Quando poliinsaturados,
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tém demonstrado atividades anti-triglicérides (JORGE et al., 1997), anti-oxidante
(KINSELLA et al., 1993), anti-arritmica (KANG; LEAF, 1996), cardioprotetora
(KROMHOUT; BOSSCHIETER; COULANDER, 1985) e anti-inflamatéria
(CAMANDOLA et al., 1996; SELLMAYER; DANESCH; WEBER, 1996).

Sesquiterpenos identificados, principalmente em FO e CR, como o
curcumeno, p-bisaboleno e p-sesquifelandreno, tém sido relatados com
propriedades antiulcerogénicas e anti-inflamatéria. O f-bisaboleno apresentou
também propriedades analgésicas. (YAMAHARA et al, 1992; PIERI; MUSSI;
MOREIRA, 2009).

Foram identificados mais quatro sesquiterpenos inéditos para H. brasiliana:
oxido de cariofileno, guaiol, 6xi-o-muuroleno e E-bergamotal.

Na analise comparativa por CG-EM de extratos hexanicos, CR se manteve
intermediario entre FO e CT, possuindo constituintes em comum a eles, contudo, em
proporgcdes bastante desiguais. Os trés extratos podem ser considerados diferentes

quimicamente, pressupondo-se comportamentos farmacoldgicos também diferentes.

5.5 COMPARAGAO QUIMICA DOS EXTRATOS HEXANICOS, METANOLICOS E
AQUOSOS

5.5.1 Analise por cromatografia em camada delgada

A cromatografia com camada delgada (CCD) se mostrou satisfatéria para
comparagdo quimica entre as amostras dos extratos de FO, CR e CT. E importante
ressaltar que os perfis cromatograficos indicam constituicdo quimica diferente para
os extratos de H. brasiliana (Tabela 4).

A revelacdo com vanilina sulfurica no extrato hexanico apresentou cinco
manchas azul-violeta em FO, trés manchas marrons em CR e uma azul em CT,
indicando a presenca de terpenoides e acidos graxos. Para o extrato metandlico de
FO, uma mancha azul foi detectada (Tabela 4).

A revelagdo com reagente de Liebermann-Burchard mostrou no extrato
hexanico das CT uma mancha vermelha, sugerindo a presenca de esteroides e

triterpenos (Tabela 4).



-62 -

Ao se utilizar o revelador com NPPEG observou-se uma mancha azul
fluorescente no extrato metandlico das CR e duas no extrato metandlico de CT, em
posi¢des diferentes, indicando presencga de acidos fendlicos (Tabela 4).

Os extratos metandlicos revelados com KOH indicaram presenga de uma
mancha azul, o que sugere a presenga de compostos cumaricos (Tabela 4).

Apesar da evidéncia da presenca de alcaloides em H. brasiliana (CORREA,;
GOTTLIEB; PADUA, 1979; SEVERINO, 2008), a reagdo com reagente de

Dragendorff ndo detectou estes constituintes nos extratos avaliados.

Tabela 4. Analise por CCD de extratos hexanicos, metandlicos e aquosos de H.

brasiliana.

Classe Terpenoide/ Triterpeno/ Acido |[Cumarina| Alcaloide

quimica Acido graxo Esteroide fendlico

Revelador VS LB NPPEG KOH DRG

HFO X - - - -
HCR X

HCT X X -
X

MFO

MCR X
MCT - - X
AFO ; 3 .
ACR - - - - -
ACT - - - - -

H HFO=extrato hexanico da folha; HCR= extrato hexanco da casca do ramo lateral;
HCT= extrato hexanico da casca do tronco; MFO=extrato metandlico de folha;
MCR=extrato metandlico da casca do ramo lateral; MCT=extrato metandlico da
casca do tronco; AFO=extrato aquoso de folha; ACR=extrato aquoso de casca do
ramo lateral; ACT=extrato aquoso de casca do trono; VS=vanilina sulfurica;
LB=Lierbermann-Burchard; NP/PEG= difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol;
KOH=hidréxido de potassio; DRG=Dragendorff.

5.5.2 Anadlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a

espectroscopia do ultravioleta

As analises por CLAE-UV corroboraram com as diferengas quimicas
apresentadas, entre as diferentes partes vegetais de H. brasiliana, nos extratos
avaliados por CCD e na anallise do extrato hexanico por CG-EM. Novamente, assim
como em CG-EM, a constituicdo quimica de CR se mostrou intermediaria entre FO e
CT, mas em diferentes proporgdes. Pode-se constatar assim, que FO, CR e CT né&o

possuem substancias em comum, quando observados em conjunto.
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Com isso, ficou evidenciado que a alternativa ecolégica de substituir, no uso
popular medicinal, as cascas de tronco pelas folhas, por serem renovaveis, ndo seria
possivel em fungao dessa diferente constituigao.

A comparagao quimica se baseou nos tempos de retengao e comparagao dos
espectros ultravioletas de referéncias da literatura (GOODWIN; POLLOCK, 1954;
SANTOS, 2005; REIMBERG, 2006; MIRA et al, 2008; LIANDA, 2010).

As substancias em comum nos extratos hexanicos de FO e CR apresentaram
respectivamente areas: 11,35 e 9,81% / 16,00 e 3,78% (220nm). Nos extratos
hexanicos de CR e CT foram detectadas substancias em comum respectivamente,
com areas de: 3,21 e 21,66% / 4,83 e 21,04% (220nm). Apesar da analise do extrato
hexanico de FO a 220nm e do extrato hexanico de CR a 335 nm n&o terem
alcancado um percentual de area acima de 50%, a mesma se manteve relevante por

estar apresentando constituintes majoritarios das amostras (Tabelas 5).

Tabela 5. Anadlise em CLAE-UV da area dos constituintes majoritarios do extrato
hexanico de H. brasiliana por tempo de retengao.

Tempo de FO (%) | FO (%) | CR (%) CR (%) CT (%) CT (%)

Retengao 220nm | 335nm | 220nm 335nm 220nm 335nm
45,21 - - 0,9 - - -
44,67 - - - - - -
47,95 - - - - - -
48,61 - - - - - -
50,21 - - 1,77 1,77 - -
51,77 - - - - - 20,63
51,94 - - 2,90 26,25 - -
52,51 - - - - - -
54,11 - - 3,07 - - -
54,98 - - - - - 12,90
56,29 - - - - 31,11 -
56,46 - - 2,31 - - -
58,21 - - - - 1,25 32,95
58,33 - - 2,36 15,04 - -
58,86 € 59,10 - - 3,21 - 21,66 -
61,10 - - 8,03 - - -
63,34 a 63,74 - - 4,83 - 21,04 7,22
64,73 - - 6,65 - - -
68,65 - - 1,65 - - -
73,42 - - - - - -
74,39 a 74,40 11,35 - 9,81 - - -
75,64 a 75,65 16,00 - 3,78 - - -
76,29 16,73 - - - - -
TOTAL 44,08 - 50,37 43,06 75,06 73,77

FO = folhas; CR = cascas do ramo lateral; CT = cascas do tronco.
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Na analise dos extratos metandlicos, FO, CR e CT apresentaram as mesmas

substancias, respectivamente nas areas: 34,33, 37,28 e 15,23% / 5,52, 14,03 e
11,39% (220 nm) / 12,54, 16,79 e 10,77% (335nm). As substancias em comum dos
extratos metandlicos de FO e de CR mostraram areas, respectivamente: 7,92 e
4,60% (220 nm) / 12,95 e 7,23% (335nm). Quando comparados os extratos

metandlicos de FO e CT, as substancias em comum apresentaram as respectivas

areas de 5,73 e 4,00% (220 nm). Além disso, os extratos metandlicos de CR e CT

produziram substancias em comum com nas areas de 4,38 e 5,99% (335nm)

(Tabelas 6).

Tabela 6. Andlise em CLAE-UV da area dos constituintes majoritarios do extrato

metandlico de H. brasiliana por tempo de retencéo.

Tempo de FO (%) | FO (%) CR (%) CR (%) CT (%) CT (%)

Retengao 220nm | 335nm 220nm 335nm 220nm 335nm
3,61 5,73 - - - 4,00 -
8,89 a 9,25 34,33 - 37,28 - 15,23 -
15,00 - - - - 5,29 -
15,08 - - - - - 5,32
20,10 - - - - - 2,73
20,50 - - - - 4,36 -
21,49 - - - - 2,75 -
22,47 - - - - - 4,14
24,89 2,16 - - - - -
24,94 a 24,97 - - - 4,38 2,49 5,99
25,54 - 12,50 - - - -
25,86 - - - - 2,31 3,63
26,35 a 26,38 5,52 12,54 14,03 16,79 11,39 10,77
27,03 - - - - 1,19 3,27
27,54 - - 4,91 - - -
27,72 - - - - 1,33 4,08
29,31 - - - - 4,10 7,46
29,86 - - - - 3,36 11,60
31,85 3,08 40,95 - - - -
32,11 a 32,14 7,92 12,95 4,60 7,23 - -
45,69 - - - - 2,73 -
49,85 - - 2,05 8,86 - -
51,78 - - 5,70 32,58 - -
52,11 - - - - 2,40 8,58
58,10 - - - - - 2,22
TOTAL 58,74 78,94 68,57 69,84 62,93 69,79

FO = folhas; CR = cascas do ramo lateral; CT = cascas do tronco
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Na analise dos extratos aquosos de FO, CR e CT apresentaram as mesmas

substancias com areas, respectivamente: 49,49, 55,38 e 7,09% / 6,21, 12,07 e

7,61% (220 nm). As substancias em comum dos extratos aquosos de FO, CR
produziram areas, respectivamente: 2,73 e 9,08% / 5,54 e 4,28% (220nm) / 6,18 e
12,18% / 24,99 e 8,10% (335nm). A comparacéo dos extratos aquosos de CR e CT
mostrou substancias em comum com as respectivas areas: 3,59 e 5,80 / 4,40% e
4,43 (220nm) e / 39,96% / 10,72% (335nm) (Tabela 7).

Tabela 7. Andlise em CLAE-UV da area dos constituintes majoritarios do extrato
aquoso de H. brasiliana por tempo de retengéo.

Tempo de FO (%) FO (%) CR (%) CR (%) CT (%) CT (%)

Retengao 220nm 335nm 220nm 335nm 220nm 335nm
3,86 - - - - 3,46 -
6,50 - - - - 2,52 -
8,67 a 8,75 49,49 - 55,38 - 7,09 -
8,86 - - - - 11,73
10,78 - - - - 4,58 -
15,03 a 15,07 - - 3,59 - 5,80 -
15,10 - - - - 6,92
15,50 3,36 - - - - -
16,78 - - - - 1,95
17,40 3,24 - - - - -
20,73 a 20,96 - - 4,40 - 4,43 -
21,24 - - - - - 1,02
21,32 - - - - 3,77
22,01 - - - - 3,32
22,73 - - - - 2,13 1,87
24,04 - - - - 2,48 -
24,45 2,17 16,02 - - - -
25,27 3,17 - - - - -
25,30 - - 3,51 13,78 - -
25,54 - - - - 2,45 5,77
25,88 - - - - - 1,62
25,97 - 6,66 - - - -
26,29 - - - 13,88 - -
26,68 - 18,07 - - - -
26,78 a 27,07 6,21 - 12,07 39,96 7,61 10,72
27,09 a 27,13 - 6,18 - 12,18 - -
27,97 a 28,00 2,73 - 9,08 - - -
28,18 - - - - - 4,47
29,72 - - - - - 3,34
30,12 - - - - - 4,49
30,47 - - - - - 14,36
32,35 - - - 5,75 - -
32,62 a 32,63 5,54 24,99 4,28 8,10 - -
46,30 - - - - 15,63 0,86
49,12 - - - - 3,24 -
TOTAL 75,91 71,92 92,31 93,65 80,24 79,58

FO= folhas; CR=cascas do ramo lateral; CT=cascas do tronco.
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Substéncias encontradas na literatura (GOODWIN; POLLOCK, 1954;
SANTOS, 2005; REIMBERG, 2006; MIRA et al, 2008; LIANDA, 2010) foram
comparadas com as substancias encontradas na analise UV das partes vegetais dos
extratos de H. brasiliana. Observaram-se substancias fendlicas derivadas do acido
cindmico e benzadico: acidos o (orto) e p (para) -cumaricos, protocatecurico, caféico,
vanilico. (Tabela 8).

Esta classe quimica foi também encontrada no teste de CCD. Derivados do
acido cinamico sao muito relatados na literatura para H. brasiliana, entre eles, os
acidos o- e p-cumaricos sao considerados precursores das cumarinas, também
relatadas na literatura para a espécie (DELLEMONACHE et al., 1976; MURRAY;
JORGE, 1984; FERRACIN, 1992).

Dentre os derivados do acido cinamico supostamente encontrados nos
espectros UVs, aparentemente o acido caféico teve a maior representatividade
(11,6%). Este é o éacido fendlico que tem despertado mais atengdo dos
pesquisadores atualmente, estando envolvido com a diminuigdo de citocinas
responsaveis pelo inicio do processo inflamatério (MILES; ZOUBOULI; CALDER,
2005). Seus ésteres apresentaram seletiva inibicdo da lipoxigenase, ligada a
biogénese dos leucotrienos, conhecidos mediadores inflamatorios (KIMURA et al,
1987), além disso, apresentaram uma maior inibicdo da COX2, também uma
importante formadora de mediadores pro-inflamatdrios, em relacao a isoforma COX-
1, o que confere uma vantagem, ja que esta ultima tem finalidades mais ligada a
atividade constitutiva do que patologica. Ao contrario de outras substancias fendlicas
que necessitam de dosagens mais altas para realizar a inibicdo da COX2, esses
ésteres conseguiram exercer atividade na faixa micromolar (SOUSA, 2008).

O maior percetual por area e numeros de repeticdes nas partes vegetais de
H. brasiliana parece ser da 3,4-diidroxicumarina, s6 nao verificada no extrato
hexanico de CT. No extrato aquoso de CR foi responsavel por mais de 50% da
amostra (Tabela 8). Estudos com diidroxicumarinas na posicdo orto tém
demonstrado efeito inibidor da lipooxigenase, e consequentemente, atividade anti-
inflamatoria (WERNZ, 2007).

Houve indicativos da presenca de flavonoides nos extratos metandlicos e
aquosos, ha relatos na literatura para a familia e o género aos quais pertencem H.
brasiliana. Foi a segunda classe quimica com maior percentual de

representatividade (12,5% no extrato metandlico de FO) nos espectros UVs das
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amostras. De todos os compostos de origem natural, os flavonoides sao os mais
reconhecidos possuidores de atividade anti-inflamatéria (Tabela 8) (KIM et al, 2004).

Embora possam ocorrer espectros UVs semelhantes para substancias
diferentes (PEREIRA, 2010; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005), eles
corroboram com os resultados do CCD e dados da literatura, indicando a relevancia

para a realizagao de testes anti-inflamatorios para H. brasiliana.
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Tabela 8. Possiveis constituintes em H. brasiliana comparados com UVs da

literatura.

Nome Espectro/amostra | Espectro/literatura Extratos (%)
3,4-diidroxi H } HFO (11,35); HCR
cumarina a (9,08); MFO (34,33);
GOODWIN; Q MCR (37,24); MCT
POLLOCK, | 272 (15,22) AFO (49,49);
1953 | ACR (55,38); ACT

C (7,09);

acido o- ». ACT (2,13)
cumarico .
SANTOS, \
2005 .

m w0 220 300y 360
acido pP- \ 3083 A\ ACT (2,47), MCR
cumarico '; (2,49); MCT (2,49)
LIANDA, Vo
2009 N

220 300 400mm =
acido ACR (3,59)
protocatecuri \ o=
co Ve
LIANDA, SN
2009 20 a0 400
acido caféico 4 MCT (11,60)
LIANDA, \ I v
2009 \ AW

] W \
| ‘ \

acido ACH (4,58)
vanilico A s0s
(MIRA et al "gl f:u o 291
2008) VoA

P 40 200 300 400 500mm
Flavonoide 2695 338 0 - MFO (12,50);
(isovitexina) NN AFO (6,66)
REIMBERG, f\f\/ﬁ\ f\\/\_//\\
2006 ' \

200 300 400nm

00 50 00 350 M

HF O=extrato hexanico da folha; HCR= extrato hexanco da casca do ramo lateral;
HCT= extrato hexanico da casca do tronco; MFO=extrato metandlico de folha;
MCR=extrato metandlico da casca do ramo lateral; MCT=extrato metandlico da
casca do tronco; AFO=extrato aquoso de folha; ACR=extrato aquoso de casca do
ramo lateral; ACT=extrato aquoso de casca do trono.
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5.6 AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTINOCICEPTIVA E ANTI-
INFLAMATORIA DOS EXTRATOS HEXANICOS

5.6.1 Efeitos sobre as contorg¢oes induzidas por acido acético 0,6%

Os extratos FO, CR e CT de H. brasiliana, na dose de 200 mg/kg (50,00 +
1,70; 50,75 £ 2,14 e 54,00 + 2,73, respectivamente), reduziram, significativamente,
as contor¢gdes abdominais em 18,51 (p < 0,001), 17,30 (p < 0,01) e 12,00% (p <
0,05) quando comparado ao grupo controle (61,36 + 2,05) (Figura 33). Como
esperado, a indometacina (22,62 + 1,70, p < 0,001) e o acido acetilsalicilico (21,50 +

1,90, p < 0,001), farmacos de referéncia, reduziram significativamente as contorgdes

abdominais.
m Controle
70 1 OFO 50 mg/kg
O FO 100 mg/kg
60 - B FO 200 mg/kg
B CR 50 mg/kg
m CR 100 mg/kg
@ 50 - A CR 200 mg/kg
Q CT 50 mg/kg
g 40 B CT 100 mg/kg
= ] CT 200 mg/kg
o B AAS
% 30 - B Indometacina
ke
o
Z 20 -
10 -
0 .

Grupos

Figura 33. Efeitos dos extratos hexénicos de H. brasiliana sobre as contor¢des
induzidas por acido acético 0,6% em camundongos. AAS = Acido acetilsalicilico;
FO= folhas; CR= cascas do ramo lateral; CT= cascas do tronco.

*p<0,05 *p<0,01 *p<0,001

Considerando a atividade antinociceptiva, a administragcao intraperitoneal de

acido acetico induz a sintese de prostaglandinas e mediadores do sistema
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simpaticomimético como PGE2 e PGF2« (DERAEDT et al., 1980). Desse modo, os
resultados do teste de contorcbes abdominais induzidas por acido acético
demonstraram que os extratos hexanicos de H. brasiliana reduziram as contorcoes
abdominais quando comparado ao controle negativo. Esse dado sugere a hipdtese
da participagdo do extrato na inibicdo da sintese de prostaglandinas, pois o
mecanismo nociceptivo de inducdo das contor¢bes por acido acético envolve

metabdlitos da via da ciclooxigenase (DUARTE et al., 1992).

5.6.2 Efeitos sobre a nocicepgao induzida por formalina

O efeito antinociceptivo foi também avaliado pelo teste de formalina que € um
método que mimetiza a dor clinica (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

A injecdo subplantar de formalina promoveu uma resposta caracteristica
bifasica (Tabela 9). O tempo gasto na primeira fase (0-5 min) foi 78,12 +2,82 s e na
segunda fase (15-30 min) foi de 82,50+3,10 s para o grupo controle. Ap6s 60 min de
tratamento, nas doses de 100 e 200 mg/kg, o extrato FO reduziu a primeira fase do
tempo de lambida em 9,43 e 16,32%, respectivamente, e a segunda fase teve efeito
significativo nas doses de 100 (72,62+1,90; 11,97%; p < 0,05) e 200 mg/kg
(63,12+1,44; 23,49%; p < 0,001). O extrato CR reduziu a duragdo do tempo da
lambida da primeira fase nas doses de 100 e 200 mg/kg em 10,71%; (p < 0,05) e
32,96%; (p < 0,001), respectivamente. A segunda fase foi inibida na dose de 200
mg/kg (12,88%, p < 0,05). Na dose de 200 mg/kg, o extrato CT inibiu
significativamente (p < 0,001) a primeira fase em 24,32% e a segunda fase foi inibida
nas doses de 100 (73,25+2,56; p < 0,05) e 200 mg/kg (66,12+2,75; p < 0,01). A
morfina e a indometacina reduziram a segunda fase (p < 0,001).

O teste da formalina produz uma resposta bifasica, onde a primeira fase (0 a
5 min) é denominada neurogénica correspondendo uma agado em nivel central,
enquanto segunda fase (15 a 30 min) € chamada de inflamatdria, pois, apés 15 min
da aplicacdo da formalina, é desencadeado o processo inflamatério pela presenca
do inchago da pata direita (HUNSKAAR; HOLE, 1987; SHIBATA et al., 1989).
Substancia P e bradicinina agem como mediadores na primeira fase e histamina,
serotonina, prostaglandinas e bradicinina estdo envolvidas na resposta nociceptiva

da segunda fase (SHIBATA et al., 2989). Substancias com agao central reduzem o
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tempo da lambida de ambas as fases (DUBUISSON; DENNIS, 1977; NEMIROVSKY
et al., 2001). A segunda fase € inibida por substdncias anti-inflamatérias néao-
esteroides e corticosteroides (HUNSKAAR; HOLE, 1987; SHIBATA et al., 1989). Os
resultados demonstraram os extratos agiram em dois niveis, periférico e central,
sugerindo atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria por reduzir a resposta

bifasica (12 e 22 fases).

Tabela 9. Efeitos dos extratos hexanicos de H. brasiliana sobre a nocicepgcao

induzida por formalina em camundongos.

Grupos Dose Duracgéao do tempo da lambida (s)
(mgrkg) Primeira fase Segunda fase
Tempo Inibicao (%) Tempo Inibicao (%)
Controle Salina 78,12 +2,82 - 82,50+3,10 -
50 77,62+2,10 - 81,62+2,83 1,07
FO 100  70,75+1,44* 9,43 72,62+1,90* 11,97
200 65,37+1,99** 16,32 63,12+1,44*** 23,49
50 74,25+2 10 4,95 82,12+2,23 -
CR 100  69,75+2,21* 10,71 80,62+2,51 2,28
200 52,37+2,10*** 32,96 71,87+2,92* 12,88
50 76,62+3,29 1,92 82,37+3,34 -
CT 100 73,37+3,25 6,08 73,25+2,56* 11,21
200 59,1242, 47** 24,32 66,12+2,75** 19,85
Morfina 1 21,37+1,71%* 72,64 22,37+1,92** 72,88
Indometacina 10 76,75+2,90 - 25,12+1,92*** 69,55

FO= folhas; CR= cascas do ramo lateral; CT= cascas do tronco. *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001

5.6.3 Efeitos sobre o tempo de reagcdo de camundongos expostos a placa

quente

Os extratos hexanicos FO, CR e CT de H. brasiliana aumentaram o tempo de

laténcia de camundongos expostos a placa quente (Tabela 10). No tempo de 60 min.
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apos tratamento, os extratos de FO e CT, na dose de 200mg/kg, aumentaram o

tempo de laténcia, respectivamente, em 41,92 e 48,00% (p < 0,01). No tempo de 90

min., extratos de FO, CR e CT aumentaram o tempo de laténcia, respectivamente,
na dose de 100mg/kg, em 29,92, 32,00 e 36,00% (p<0,05), e na dose de 200mg/kg,
em 55,69, 48,00 e 65,38% (p< 0.01 e p< 0,001). Morfina mostrou ser um potente

analgésico, aumentando o tempo de laténcia. Naloxona, um antagonista opioide,

bloqueou a agédo da morfina, mas nao alterou completamente o efeito antinociceptivo

do extrato de CT.

Tabela 10. Efeitos dos extratos hexanicos de H. brasiliana sobre o tempo de reagcao

(s) de camundongos expostos a placa quente.

Grupos Dose Tempo de laténcia (s)
(mg/kg) 0 min 30 min 60 min 90 min
Controle Salina 6,12+0,64 6,37+0,60 6,25+0,65 6,50+0,60
50 6,50+0,50 6,50+0,57 7,12+0,58 7,50+0,42
FO 100  6,75+0,65 6,87+0,51 7,50+0,42 8,12+0,40*
200 6,62+0,65 7,37+0,60 8,87+0,48* 10,12+0,51***
50 5,75+0,53  6,25+0,43 6,75+0,50 7,12+0,48
CR 100  6,12+0,40 6,50+0,62 6,87+0,51 8,25+0,53*
200 6,37£0,53 6,62+0,60 7,50+0,63 9,25+0,60**
50 5,60+0,65 6,12+0,51 6,12+0,44 6,75+0,53
CT 100  5,62+0,68 5,87+0,44 7,37+0,56 8,50+0,42*
200 5,75+0,45 6,87+0,51 9,25+0,59** 10,75+0,60***
Morfina 1 6,25+0,65 10,25+0,67*** 12,37+0,86*** 15,25+0,80***
Naloxona+Morfina 1+1 6,00£0,71 9,15+0,64*  8,75+0,67* 7,87+0,80
Naloxona+ExtratoFO 1+200 6,62+0,50 7,12+0,72 8,12+0,44* 7,75+0,53
Naloxona+ExtratoCR 1+ 200 6,25+0,45 6,75+0,45 7,12+0,40 8,12+0,40*
Naloxona+ExtratoCT 1+200 6,25+0,75 7,12+0,61 8,87+0,58**  9,87+0,58**

FO= folhas; CR= cascas do ramo lateral; CT= cascas do tronco. *p < 0,05, **p <

0,01, ***p < 0,001
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A agao central foi confirmada no teste da placa quente, mostrando efeito
maximo apds 90 minutos da resposta. Nossos resultados indicaram que a acéo
analgésica dos extratos pode ser dependente ou ndo do sistema opidide, pois o
efeito de CR e CT nao foi totalmente revertido na presenga de naloxona, um

antagonista opioide.

5.6.4 Efeitos sobre o edema de pata induzido por carragenina

Os extratos hexanicos FO, CR e CT de H. brasiliana diminuiram o volume
deslocado nos edemas de pata induzidos por carragenina em camundongos.
(Tabela 11). O extrato FO, na dose de 200 mg/kg, no tempo 3h, reduziu o volume
deslocado em 35,41% (p < 0,01) e no tempo de 4h, a redugao foi de 17,65% (p <
0,001). O extrato CR gerou efeitos na dose de 200 mg/kg nos tempos 3 e 4h com
redugcéo no volume deslocado em 13,54 e 9,41% respectivamente (p < 0,05). Nos
tempos 3h e 4h, o extrato CT, na dose de 100 mg/kg, provocou reducao de 16,67%
e 23,53%, respectivamente, (p < 0,001). Nos tempos 2, 3 e 4h, a dose de 200 mg/kg
do extrato CT diminuiu em 18,42%, 27,08% e 40%, respectivamente (p < 0,001). A
indometacina, na dose de 10 mg/kg, foi significativa em reduzir o volume deslocado
apos 2 h de aplicagao da carragenina.

O efeito anti-inflamatdério, observado no teste da formalina, foi confirmado pelo
método de edema de pata induzido por carragenina em ratos, um modelo animal
empregado largamente para estudos de atividade anti-inflamatoria de substancias e
extratos vegetais. A resposta inflamatdria induzida por carragenina é caracterizada
pela formagdo de edema resultado da liberacdo de diversos mediadores como
histamina, serotonina e bradicinina; que é subseqlentemente sustentada pela
liberagdo de prostaglandinas induzidas por isoformas de ciclooxigenase (COX-2) (DI
ROSA et al., 1971; SEIBERT et al., 1994; NANTEL et al., 1999). No presente estudo,
o tratamento com extrato hexanico de H. brasiliana produziu uma proeminente
inibicdo do edema de rato induzido por carragenina. Os extratos podem ter inibido
uma das vias que biossintetiza a bradicinina, a histamina, a substancia P e/ou o fator
de agregacgao plaquetaria (PAF) que participam da resposta inflamatéria induzida
pela carragenina (STOCHLA; MASLINSKI, 1982; GILLIGAN et al., 1994; DE
CAMPOS et al., 1994). Vale destacar que o extrato de CT foi o unico a apresentar

atividade no tempo 2h, onde ha producdo de mediadores como bradicidina,
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histamina, diferentemente dos tempos 3 e 4h, onde ha producao de prostaglandinas
(DI ROSA et al, 1971) Portanto, as evidéncias permitem como sugestao que a agao
anti-inflamatéria de H. brasiliana esta relacionada a inibicdo de uma ou mais vias da

sinalizagao intracelular envolvidas nos efeitos desses mediadores.

Tabela 11. Efeitos dos extratos hexanicos de H. brasiliana sobre o edema de pata

induzido por carragenina.

Grupos Dose Volume deslocado (mL)
(mg/kg) 1h 2h 3h 4 h
Controle Salina  0,55+0,02 0,76+0,02 0,96+0,03 0,85+0,02
50 0,56+0,02 0,77+0,02 0,94+0,03 0,84+0,02
FO 100 0,56+0,01 0,76+0,02  0,86+0,02*  0,78+0,02*
200 0,54+0,0 0,75+0,02  0,62+0,02** 0,70+0,02***
50 0,53+0,02 0,73+0,01 0,89+0,02 0,84+0,03
CR 100 0,56+0,02 0,73+0,01 0,88+0,02 0,83+0,02
200 0,54+0,02 0,71+0,02  0,83+0,01*  0,77+0,03*
50 0,53+0,04 0.77+0,02 0,93+0,02 0,79+0,02
CT 100 0,53+0,02 0,71+0,02 0,80+£0,01*** 0,65+0,03***
200 0,50+0,03 0,62+0,02*** 0,70+£0,01** 0,51+0,02***
Indometacina 10 0,53+0,02 0,56+0,02*** 0,62+0,02*** 0,47+0,01***

FO= folhas; CR= cascas do ramo lateral; CT= cascas do tronco. *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001

5.6.5 Efeitos sobre a pleurisia induzida por carragenina

Os extratos FO, CR e CT de H. brasiliana diminuiram o volume do exsudato e
o n° de leucdcitos no teste de pleurisia induzida por carragenina (Tabela 12). Apos
tratamento, a dose de 200 mg/kg (0,87+0,05, p < 0,05) de FO reduziu o volume do
exsudato, enquanto 100 e 200 mg/kg diminuiram a migracdo leucocitaria
(12,55+0,22, p < 0,05; 11,52+0,25, p < 0,001, respectivamente) quando comparadas
ao grupo controle. O extrato CR, na dose de 200 mg/kg, diminuiu o volume do
exsudato em 25,94% (p < 0,01) e 15,10% o n°® de leucécitos (p < 0,001). Na dose de

200 mg/kg do extrato CT, houve reducdo de 41,67% no volume do exsudato e
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19,82% no n° de leucécitos (p < 0,001 em ambos). Este extrato foi o Unico a gerar
efeitos na dose de 100mg/kg, em relagdo ao volume do exsudato, reduzindo 23,15%
(p < 0,05). A indometacina, na dose de 10 mg/kg, a partir de 2h, provocou

significativa redu¢do do volume do exsudato e numero de leucécitos (p < 0,001).

Tabela 12. Efeitos dos extratos hexanicos de H. brasiliana sobre o volume de

exsudato e o numero de leucécitos na pleurisia induzida por carragenina.

Grupos Dose Volume do Inibigdo  N° de Leucdcitos  Inibigao
(mg/kg) exsudato (mL) (%) (x10° cels/mm?®) (%)
Controle Salina 1,08+0,06 - 13,37+0,24 -
50 1,07+0,07 - 13,4210,27 -
FO 100 1,03+0,08 4,62 12,55+0,22* 6,13
200 0,87+0,05* 19,44 11,52+0,25*** 13,83
50 1,08+0,05 - 13,33+0,30 -
CR 100 0,98+0,06 9,25 12,38+0,24* 7,40
200 0,80+0,06** 25,94 11,35+0,33*** 15,10
50 1,02+0,06 - 12,97+0,38 2,99
CT 100 0,83+0,05* 23,15 12,13+0,18** 9,27
200 0,63+0,04*** 41,67 10,72+0,40*** 19,82
Indometacina 10 0,62+0.07*** 42,59 9,27+0.53*** 30,67

FO=folhas; CR= cascas do ramo lateral; CT=cascas do tronco. *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001

A formagao do exsudato na cavidade pleural (AMMENDOLA et al., 1975;
ALMEIDA et al., 1980) e a migragao leucocitaria (ALMEIDA et al., 1980; CAPASSO
et al., 1975) foram produzidas pela injecéo intrapleural de carragenina e este método
foi usado para confirmar os resultados obtidos do edema de pata. Farmacos anti-
inflamatoérios ndo-esteroides, tais como indometacina, inibem o acimulo de exsudato
e a mobilizagcdo dos leucocitos entre 3 e 6 horas aplicagdo de carragenina
(ALMEIDA et al., 1980; VINEGAR et al., 1973). Os extratos de H. brasiliana
confirmaram atividade anti-inflamatéria, demonstrada pela reducdo do edema de

pata.
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As atividades antinocicepiva e anti-inflamatéria verificadas no presente estudo
foram também descritas com plantas pertencentes a familia Rutaceae (LEE et al.,
2008; LIAO et al., 2011; MOON et al., 1999; VILLALBA et al., 2007). Provavelmente,
componentes similares detectados em nossos experimentos podem ser
responsaveis por essas propriedades, pois a analise fitoquimica dos extratos
hexanicos do H. brasiliana demonstraram a presencga de sesquiterpenos, diterpenos,
hidrocarbonetos e triterpenos pentaciclicos, sugerindo acao sinérgica (VALENCIA et
al., 1994; CARVALHO et al., 1996; GOMES et al., 2010; GEETHA; VARALAKSHMI,
2001). Além disso, substancias tais como triterpenos, comum em extratos
hexanicos, tém demonstado atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria (FOURIE;
SNYCKERS, 1989; GEETHA; VARALAKSHMI, 2001). Baseado nas classes de
substancias detectadas em H. brasiliana, mecanismos de acdo podem explicar as
atividades observadas com os extratos hexanicos. Por exemplo, a atividade anti-
inflamatodria dos extratos de H. brasiliana pode estar associada ao efeito inibitorio de
triterpenos sobre o fator nuclear kB (FN-kB) (NAM, 2006). Os mecanismos anti-
inflamatérios do acido asiatico, um triterpeno pentaciclico, tém sido relacionados a
diminuicdo nos niveis de malondialdeido (MDA), iNOS, COX-2, e FN-kB no edema
de pata via aumento das atividades de superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e glutationa peroxidase (GPx) no figado (HUANG et al., 2011).

Os resultados da farmacologia demonstram a relevancia dos trés extratos e,
consequentemente, o estudo das trés partes da planta como fonte das substancias
bioativas, sugerindo o aprofundamento na caracterizagao quimica de cada parte
avaliada para obtencao de respectivos marcadores biolégicos. Além disso, deve-se
salientar que foram avaliados farmacologicamente extratos apolares e sugere-se a
avaliacido de extratos mais polares, tais como os aquosos, de uso popular, para
posteriormente correlacionar com as respectivas constituigbes quimicas ja

determinadas como diferentes principalmente entre casca de tronco e folhas.
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6 CONCLUSOES
De acordo com os resultados apresentados, foi possivel obter as seguintes
conclusdes:

1.

A analise morfo-anatdbmica revelou uma possivel maior quantidade de
cavidades secretoras de 6leo essencial na parte abaxial das folhas novas,
podendo estar relacionado com a protecéo destas.

O dleo essencial de folhas de H. brasiliana apresentou constituicao restrita
aos sesquiterpenos, porém com oscilagdes entre individuos avaliados. Os
constituintes majoritarios da Amostra 2 foram: Epi-a—cadinol, E-B-guaieno,
zingibereno, Z-a-trans-bergamotol, a—bisabolol, E-hidrato de sesquisabineno
e p-sesquifelandreno. Para a Amostra 3 foram detectados majoritariamente:
Z-o-trans-bergamotol, oplopanona, a-curcumeno e S-sesquifelandreno.

A analise por CG-EM dos extratos hexanicos demonstrou a presenga dos
seguintes constituintes: oOleos essenciais (a-curcumeno, S-bisaboleno, S-
sesquifelandreno, nerolidol, 6xido de cariofileno, guaiol e E-bergamotal), os
hidrocarbonetos nonacosano e eicosano, além de substancias com padrao de
fragmentagcdo de massas de diterpenos, acidos graxos, e triterpenos
pentaciclicos.

No extrato hexanico da amostra 1 e no 6leo essencial das amostras 2 e 3
foram encontrados sesquiterpenos inéditos em H. brasiliana: Z-p-farneseno, -
curcumeno,  a-curcumeno,  zingibereno, E-f-guaieno,  f-bisaboleno,
»—cadineno, sesquicineol, oJ-cadineno, p-sesquifelandreno, E-hidrato de
sesquisabineno, Epi-a—cadinol, «cadinol, p-bisabolol, a-bisabolol, Epi-
a-bisabolol, Z-a-trans-bergamotol, Z-f-santalol, «—sinensal, Z-hidrato de
sesquisabineno, elemol, E-hidrato de sesquisabineno, oplopanone, 6xido de
cariofileno, guaiol, 6xi-a-muuroleno e E-bergamotal.

A caracterizagao quimica de extratos hexanicos, metanodlicos e aquosos por
CCD, CG-EM e CLAE-UV demonstrou a diferenca quimica entre cascas de
tronco, cascas de ramos laterais e folhas de H. brasiliana.

As analises cromatograficas por CCD e CLAE-UV permitiram indicar a
presenca de flavonoides, cumarinas e derivados do acido cinamico e

benzoico nas partes vegetais de H. brasiliana.
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Os extratos hexanicos de H. brasiliana demonstraram atividades
antinociceptiva e anti-inflamatéria, com indicios de agao tanto a nivel central
quanto periférico, neste ultimo caso, o extrato de CT parece agir em mais
mediadores inflamatdrios do que os outros extratos.

Os resultados obtidos sugerem que H. brasiliana é uma fonte de substancias
bioativas com atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria, o que pode
justificar o uso popular para algumas disfungdes organicas. No entanto,
estudos clinicos e toxicoldgicos aprofundados sao necessarios para confirmar

a segurancga, eficacia e a utilizagdo como fitomedicamento.
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