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RESUMO

MATOS, Ricardo Luis Nascimento de. Dois métodos de secagem da Solidago chilensis
e sua influéncia na concentracao de compostos bioativos e atividades antiviral e
antioxidante. 2024. 164 f. Tese (Doutorado em Quimica), Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2024.

Solidago chilensis, Asteraceae reconhecida por propriedades anti-inflamatorias e
antinociceptivas. Compostos naturais com efeitos anti-inflamatorios podem ser
promissores no tratamento antiviral. Apesar de ser uma planta medicinal com ampla
citagdo, possui descricoes histoldgicas inconsistentes e a falta de padronizagdo no
método de secagem que influencia na concentracdo de compostos bioativos. Este
trabalho objetivou (1) avaliar as estruturas anatdémicas das folhas frescas de Solidago
chilensis, (2) comparar as estruturas das folhas secas por duas técnicas de secagem
(estufa e técnica artistica Oshibana) e (3) avaliar a concentragdo de compostos
bioativos nos extratos das inflorescéncias secas e sua atividade antioxidante,
citotdxica e antiviral. As folhas foram secas em estufa e pela técnica artistica Oshibana
a fim de comparar estatisticamente a massa seca final. As folhas frescas e secas
foram incluidas em parafina, submetidas a secgdes transversais e coradas. Extratos
(tintura - EtOH e diclorometano - DCM) foram obtidos a partir das inflorescéncias
secas de S. chilensis em cada técnica de secagem. Os extratos polares foram
submetidos a determinacéo de fendlicos e flavonoides totais, atividade antioxidante e
a cromatografia liquida de alta eficiéncia. Posteriormente, todos os extratos foram
submetidos ao ensaio de citotoxicidade e testes de atividade antiviral e virucida frente
ao coronavirus da hepatite murina. Os cortes histologicos em parafina confirmaram a
presenca de tricomas tectores multicelulares e hidatédios nas extremidades foliares.
Apesar de ndo haver diferenga estatistica na massa das folhas e inflorescéncias
secas, a secagem por Oshibana preservou melhor as pigmentagdes. Além disso,
houve alteracdes estruturais e perda de celularidade nas folhas secas por estufa. Em
contraste, as folhas secas por Oshibana apresentaram compactagdo, mas manteve a
integridade celular. Os extratos etanolicos das inflorescéncias secas por Oshibana
apresentaram mais fendlicos totais (40,51 mg GAE g-1), enquanto os extratos secos
em estufa tiveram mais flavonoides totais (22,34 mg Qe g' e 48,14 mg Ru g'), com
diferencas significativas entre os métodos. Por outro lado, ndo houve diferenca
significativa na atividade antioxidante. Verifcou-se diferencas nas classes de



compostos e concentragdes entre os extratos polares, sendo 280 nm o comprimento
de onda mais indicado para avalia-los. Os extratos EtOH e DCM de Oshibana
demonstraram uma citotoxicidade superior em comparacao aos extratos obtidos por
secagem em estufa, sendo 1 e 2 vezes mais toxicos, respectivamente. O extrato
etanolico da Oshibana apresentou atividade virucida superior a 99% (25 ug mL™"),
enquanto o extrato obtido em estufa foi eficaz em 95% apenas a 200 ug mL'. Além
disso, o indice de seletividade do extrato polar obtido em estufa foi 113,39, enquanto
o da Oshibana foi 26,74. As analises determinaram os tipos de parénquimas em S.
chilensis. Folhas incluidas em parafina e coloragcdes especiais facilitaram a
identificacdo de estruturas especificas pela primeira vez. A técnica Oshibana
preservou pigmentos e estruturas anatébmicas, mostrando-se uma alternativa viavel
para cole¢des botanicas, incluindo inflorescéncias e compostos fendlicos. Além disso,
o extrato etandlico da Oshibana mostrou-se promissor contra o coronavirus e pode
ser testado contra o SARS-CoV-2.

Palavras-chave: atividade virucida, hidatddio; pigmentos; Oshibana.

ABSTRACT

MATOS, Ricardo Luis Nascimento de. Two drying methods of Solidago chilensis
and their influence on the concentration of bioactive compounds and antiviral
and antioxidant activities. 2024. 164 f. Thesis (Doctor's degree in Chemistry)
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

Solidago chilensis, Asteraceae, is recognized for its anti-inflammatory and
antinociceptive properties. Natural compounds with anti-inflammatory effects may be
promising for antiviral treatment. Despite being a widely cited medicinal plant, its
histological descriptions are inconsistent, and the drying method lacks standardization,
which influences the concentration of bioactive compounds. This study aimed to (1)
evaluate the anatomical structures of fresh leaves of Solidago chilensis, (2) compare
the structures of leaves dried by two drying techniques (oven and Oshibana artistic
technique), and (3) evaluate the concentration of bioactive compounds in the extracts
of dried inflorescences and their antioxidant, cytotoxic, and antiviral activity. The leaves

were dried in an oven and by the Oshibana artistic technique to statistically compare



the final dry mass. Fresh and dried leaves were embedded in paraffin, subjected to
cross sections, and stained. Extracts (tincture - EtOH and dichloromethane - DCM)
were obtained from dried inflorescences of S. chilensis using each drying technique.
Polar extracts were subjected to determination of total phenolics and flavonoids,
antioxidant activity and high-performance liquid chromatography. Subsequently, all
extracts were subjected to cytotoxicity assay, antiviral and virucidal activity tests
against murine hepatitis coronavirus. Histological sections in paraffin confirmed the
presence of multicellular tector trichomes and hydathodes at the leaf tips. Although
there was no statistical difference in the mass of dried leaves and inflorescences,
drying by Oshibana better preserved pigmentation. In addition, there were structural
changes and loss of cellularity in oven-dried leaves. In contrast, leaves dried by
Oshibana showed compaction but maintained cellular integrity. The ethanolic extracts
of dried inflorescences of Oshibana presented more total phenolics (40.51 mg GAE g-
1), while the oven-dried extracts had more total flavonoids (22.34 mg Qe g-1 and 48.14
mg Ru g-1), with significant differences between the methods. On the other hand, there
was no significant difference in antioxidant activity. Differences were observed in the
classes of compounds and concentrations among the polar extracts, with 280 nm being
the most suitable wavelength to evaluate them. The EtOH and DCM extracts of
Oshibana demonstrated superior cytotoxicity compared to the extracts obtained by
oven drying, being 1 and 2 times more toxic, respectively. The ethanolic extract of
Oshibana presented virucidal activity greater than 99% (25 ug mL"), while the extract
obtained in the oven was 95% effective only at 200 ug mL". Furthermore, the
selectivity index of the polar extract obtained in the oven-dried was 113.39, while that
of Oshibana was 26.74. The analyses determined the types of parenchyma in S.
chilensis. Paraffin-embedded leaves and special stains facilitated the identification of
specific structures for the first time. The Oshibana technique preserved pigments and
anatomical structures, proving to be a viable alternative for botanical collections,
including inflorescences and phenolic compounds. Furthermore, the ethanolic extract
of Oshibana showed promise against the coronavirus and might be tested against
SARS-CoV-2.

Key-words: Hydathode; pigmentation; Oshibana; virucidal activity.
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1 INTRODUGAO

Solidago chilensis Meyen (arnica brasileira) pertence a familia
Asteraceae (Lorenzi, 2000), nativa da regido meridional da América do Sul (Lorenzi;
Matos, 2002) e pode ser encontrada em diversas regides do Brasil, principalmente no
Parana (Forzza et al., 2010). Esta descrita na primeira farmacopeia Brasileira (1929)
com as caracteristicas anatdmicas, principalmente, das folhas e inflorescéncias, além
de seu emprego terapéutico na forma de tintura mae e extrato fluido, que é aplicada
principalmente como anti-inflamatorio na medicina popular (Magalhaes et al., 2022;
Maia et al., 2021; Ribeiro et al., 2017).

A solidagenona e a quercetina sao dois dos compostos que atribuem
efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes (Da Silva Bortoleti et al., 2022; Deepika;
Maurya, 2022; Sabir et al., 2012; Valverde et al., 2021). No entanto, a escolha do
orgao vegetal, secagem, método extrativo e o liquido extrator afetam a composigcéo
quimica (Sonaglio et al., 2010), que se torna crucial para garantir a qualidade,
segurancga e eficacia (Farias, 2010). Por outro lado, as plantas aplicadas para fins
etnobotanicos podem ser utilizadas para adulterar produtos botanicos e substituir a
totalidade ou parte de uma espécie (Upton et al., 2011). Assim, sendo possivel, é
importante identificar as espécies botanicas a partir de cortes histologicos, caso
estejam intactos ou grosseiramente quebrados. Entretanto, as plantas medicinais
geralmente sdo comercializadas secas, alterando a aparéncia, coloragéo, textura e os
odores (Houghton, 1998).

Outra forma de identificacdo da espécie seria por marcadores
quimicos, utilizando combinagdes de compostos para distinguir plantas analogas (Gao
et al., 2019), embora diversos fatores intrinsecos e extrinsecos durante o cultivo
alteram essas concentragdes (Embrapa, 2010). Ademais, as concentragbes podem
variar de acordo com a técnica de secagem empregada, dentre as diversas técnicas
empregas, de modo geral, se utiliza a estufa de ar circulante (Nurhaslina; Bacho;
Mustapa, 2022). Outras técnicas de secagem podem ser empregadas, como a técnica
artistica Oshibana, destinada a producao de artesanatos. Esta técnica se destaca por
preservar as caracteristicas organolépticas da planta, especialmente ornamental
(Carvalho; Carvalho; Pessoa, 2016; Mir et al., 2009; Raghupathi; Gantait, 2020; Susilo;
Nasution; Rahmiati, 2021).

Os produtos naturais tém sido base na orientacdo de compostos



20

sintéticos e medicamentos. Adicionalmente, necessita-se que as plantas medicinais
sejam submetidas a testes de citotoxicidade e eficacia para sua validagéo terapéutica
(Chaveerach; Sudmoon; Tanee, 2017). O surgimento da COVID-19 em dezembro de
2019 e sua pandemia influenciou positivamente em uma grande diversidade de
estudos publicados empregando novas alternativas para o tratamento da doenca. A
COVID-19 desregula a producao de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e ativa as
vias inflamatdrias, as quais favorecem a progressédo viral, enquanto os compostos
antioxidantes e anti-inflamatérios atuam de forma inversa, buscando reestabelecer a
homeostase (Forcados et al., 2021; Fratta Pasini et al., 2021).

A partir de estudo in silico, os compostos que apresentaram a
capacidade de inibir alguma proteina do SARS-CoV-2 pode ser testado in vitro, como
a quercetina (Abian et al., 2020; Low et al., 2023). Contudo, a alta taxa de transmiss&o
da COVID-19 dificulta os testes in vitro, devido a necessidade de laborat6rios com
maior nivel de biosseguranca. Desta forma, uma alternativa tem sido utilizar o
coronavirus da hepatite murina (MHV) que ndo infecta seres humanos e extrapolar
novas alternativas terapéuticas em coronavirus patogénicos a humanos (Andrade et
al., 2021; Caldera-Crespo et al., 2022; Felix Da Silva Gomes et al., 2023; Graff Reis
et al., 2022; Pereira-Oliveira; Kroon 2021).

Diante do exposto, se faz necessario a avaliagao mais detalhada da
anatomia das folhas de Solidago chilensis e dos efeitos das secagens em estufa e
Oshibana nas principais estruturas anatémicas, sendo possivel fornecer material para
controle de qualidade botanico. Além disso, verificar a influéncia das diferentes
técnicas de secagens na composi¢cdo quimica em inflorescéncias de S. chilensis, a
fim de determinar a citotoxidade dos extratos e verificar a atividade antiviral em MHV
tipo 3.
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2 CAPITULO 1 — REVISAO DE LITERATURA.

2.1 SOLIDAGO CHILENSIS CARACTERISTICAS GERAIS

O uso de plantas medicinais € amplamente difundido no Brasil, tanto
por indigenas, como por moradores de zonas rurais e outras comunidades em
diversos biomas brasileiros (Almeida et al., 2006; Brito; Marin; Cruz, 2017; Da Costa
Ferreira et al., 2021). Os conhecimentos etnobotanicos abrangem uma grande
diversidade de plantas medicinais, com diferentes aplicagdes terapéuticas (Da Costa-
Ferreira et al., 2021), cujo uso terapéutico depende dos compostos fitoquimicos e da
interagdo sinérgica entre eles, os quais podem variar conforme o 6rgdo vegetal,
estagio de desenvolvimento e a regido geografica de coleta (Dhami; Mishra, 2015).

A medicina tradicional brasileira emprega centenas de espécies
vegetais, incluindo aquelas da familia Asteraceae, que possuem uma distribuicdo
cosmopolita e cerca de 250 géneros e 2000 espécies. Muitas dessas espécies s&o
cultivadas para fins ornamentais ou terapéuticos (Liporacci; Sim&o, 2013; Souza;
Lorenzi, 2008).

Solidago chilensis Meyen pertence a familia Asteraceae, sendo
conhecida por varios nomes populares como arnica, arnica-brasileira, arnica-do-
campo (Lorenzi, 2000), arnica-do-Brasil, pronto-alivio, arnica-silvestre, erva-lanceta,
sape-macho, lanceta (Brasileiro et al., 2006), arnica-da-montanha, arnica-da-serra
(Ribeiro et al., 2017) e arnica-da-horta (Leitdo et al., 2013). Originaria da regiao
meridional da América do Sul (Lorenzi; Matos, 2002), essa espécie pode ser
encontrada em todas as regides do Brasil (Forzza et al., 2010; Rodrigues; Souza
2021), se desenvolvendo nos diferentes biomas, como caatinga, cerrado, pampa,
mata Atlantica (Forzza et al., 2010) e Amazénia (Rodrigues; Souza 2021).

Solidago chilensis também é reconhecida por sua sinonimia Solidago
microglossa D.C. (Lorenzi; Matos, 2008). Suas folhas superiores sdo quase sésseis e
lineares, enquanto as inferiores sao lanceoladas, agudas e estreitas, variando de 5 a
9 cm de comprimento e 8 a 15 mm de largura (Farmacopeia Brasileira, 1929). As
inflorescéncias sdo compostas por inumeros capitulos florais amarelos (Lorenzi,
2000), medindo de 2,5 a 5 mm de comprimento e distribuidos em ramos simples de
15 a 20 cm, possuindo um aroma agradavel e sabor amargo (Farmacopeia Brasileira,
1929). S&o espécies herbaceas perenes, eretas, rizomatosas, variando de 0,8 a 1,5
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metros de altura, com hastes finas e enfolhadas (Fig. 1), multiplicam-se por sementes
e touceira (Lorenzi, 2000). A seguir, é apresentada a classificagdo taxonémica da
Solidago chilensis:

Reino — Plantae;

Ordem Asterales;

Familia — Asteraceae;

Subfamilia — Asteroideae;

Tribo — Astereae;

Género Solidago;

Espécie — Solidago chilensis (Judd et al., 2009).

Figura 1 — Inflorescéncias de Solidago chilensis Meyen.

Fonte: O autor.

Na medicina popular, a espécie S. chilensis é utilizada para fins
terapéuticos semelhantes a Arnica montana. A S. microglossa D.C., sinonimia da S.
chilensis, foi descrita apenas na primeira Farmacopeia Brasileira (1929), com suas

caracteristicas morfolégicas macro e microscopicas e emprego terapéutico na forma
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de tintura mae e extrato fluido.

Para desenvolver produtos terapéuticos ou preventivos a partir de
plantas medicinais, € necessario realizar uma série de estudos prévios, que incluem
coleta, identificacdo botanica, analise quimica, testes de eficacia e de toxicidade
(Chaveerach; Sudmoon; Tanee, 2017). E importante destacar que muitos avangos em
encontrar substancias terapéuticas obtidas de recursos naturais foram alcangados
gracas ao conhecimento ancestral etnofarmacolégico de comunidades tradicionais
(Rates, 2001).

O Governo Federal ampliou a oferta de tratamentos alternativos na
rede publica por meio da Portaria n® 971, de 3 de maio de 2006, incluindo a fitoterapia,
a homeopatia e a acupuntura por meio do PNPIC (Brasil, 2006). Posteriormente, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da Portaria n® 2.960,
regulamentou 71 espécies vegetais de interesse do Sistema Unico de Saude (SUS) e
que constam na Relagcdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema
Unico de Saude (RENISUS), incluindo a S. microglossa D.C., também conhecida
como arnica-brasileira, em conformidade com as Politicas Nacionais de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (Brasil, 2009).

O Brasil tem observado um aumento no estudo da quimica de
produtos naturais, impulsionado pela colaboragcdo cientifica e pela
multidisciplinaridade de diversas areas de conhecimento (Berlinck et al., 2017). Dessa
forma, essas portarias contribuiram para um crescimento significativo nas pesquisas
na area (Coutinho; Muzitano; Costa, 2009) e uma melhor compreensao da relagao

entre o composto quimico e seu efeito terapéutico (Sahoo; Manchikanti; Dey, 2010).

2.2 USO POPULAR DA SOLIDAGO CHILENSIS

Os estudos etnofarmacolégicos sobre o uso popular das espécies do
género Solidago realizados em outros paises indicam maior frequéncia de relatos no
tratamento de afeccgdes relacionadas as vias urinarias (Table 1) (Gras et al., 2017;
lvancheva; Stantcheva, 2000; Menkovié et al., 2011; Sari¢-Kundalié et al., 2011).
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Tabela 1 — Uso etnofarmacolégicos do género Solidago em outros paises.

Espécie Local Finalidade Terapéutica Referéncia
S. chilensis Meyen . . Goleniowski et al.,
var. chilensis Argentina Sedativo e dor de cabega 2006
S. virgaurea L.e S. Bosni Detoxificagdo sanguinea e Sarié-Kundalié

; Osnia o
gigantea diarreia etal., 2010
S. virgaureal.e S. - Diarreia, reumatismo, Sarié-Kundalié

; Bosnia artrites, detoxificagao
gigantea ; C % etal., 2011

sanguinea e cicatrizante
S. decurrens China Eczema e Ulceras de pele Au et al., 2008
S. virgaurea Act. . Dores de cabega,_ |.rr|tagao Kim; Song; Potter,
ey Coreia na garganta, tonsilite,
var. asitica N 2006
ictericia e hematomas
S. ulmifolia Muhl EUA Estimulante Mohagheghzadeh
et al., 2006
S. virgaurea Linn. Escocia Ferimentos Wagner et al., 2017
S. viroaurea L Grécia Doencas de pele, artrites e Vokou; Katradi;

- Virg ’ reumatismo Kokkini, 1993
S. virgaurea L. Frangas Anti-Ulcera e cicatrizante Gras et al., 2017
S. virgaurea L. Montenegro Cicatrizante e gota Menkovi¢ et al., 2011

Na medicina popular brasileira estudos etnobotanicos

etnofarmacologicos evidenciaram o uso da S. chilensis em uma grande variedade de

preparagdes com diferentes aplicagcdes terapéuticas (Tabela 2), principalmente

empregadas em tratamento de inflamacgdes e traumas (Bieski et al., 2015; Brasileiro

et al., 2006; Maia et al., 2011). Além disso, ha relato de uso etnoveterinario destinado

a prevencgao e controle de mastite em bovinos no Rio Grande do Sul (Avancini et al.,

2008).
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Tabela 2 — Uso etnofarmacologico no Brasil da espécie Solidago chilensis por cidade, parte do vegetal utilizado, preparo caseiro,
vias de administragéo e finalidade terapéutica.

Estado Parte do vegetal Extrato Administragcao Finalidade Terapéutico Referéncia
Folhas, . o
. N Cataplasma e - Dor nas costas, hematomas, feridas e Magalhaes et al.,
Alagoas inflorescéncias e . ~ Tépica
infusédo entorses 2022
caule
Cicatrizacao de feridas, detoxificante,
hipertenséo, inflamagéao uterina,
1) Topica: relaxante muscular, problemas renais,
Mato Grosso N&o consta Infuséo 2) Intzrna, anti-helmintico, estdmatites, Bieski et al., 2012
pneumonia, prisdo de ventre e
relaxante muscular
Maceracéo, 1) Topica
Mato Grosso Toda planta decocgao, infuséo P Dor e inflamagéo Bieski et al., 2012
: 2) Interna
e tintura
Maceracéo, 1) Tépica
Mato Grosso Folhas decoccao, infusao P Fraturas Osseas Bieski et al., 2012
: 2) Interna
e tintura
Afecg¢des dermatoldgicas (cicatrizagéo
de feridas e lesdes); infecgdes
uterinas; doengas respiratorias:
Mato Grosso Toda planta Nao consta Nao consta (bronquite, gripe & pneumonia); Bieski et al., 2015

disturbios esquelético-musculares:
(contuséo, fratura 6ssea e
reumatismo); febre; dor; anemia;
doenca de proéstata
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Estado Parte do vegetal Extrato Administragcao Finalidade Referéncia
Mato Grosso Folhas, raizes e Maceracao, N0 consta Inflamacéo, relaxante muscular, Ribeiro et al.. 2017
toda planta infusédo cicatrizante, coagulante e analgésica "
Minas gerais Partes aéreas Nao consta N&o consta Anti-reumg tismq, anti-.infla.mat(')ria Brasileiro et al., 2006
analgésica, otite e cicatrizante v
Paraiba Folhas Infusao Nao consta Contusodes Maia et al., 2021
~ Doencas de pele, olhos, ouvidos,
Folhas e Infusao, nariz e orofaringe, doengas do
Parana . N maceragao e N&o consta ) LI . Bolson et al., 2015
inflorescéncias : sistema respiratorio, musculo-
tinturas . .
esqueléticas e articulares
Rio de Janeiro Nao consta Nao consta Nao consta Nao consta Figueiredo; Leitdo-
Filho; Begossi, 1993
Rio de Janeiro Folhas Nao consta Topica Nao consta Pereira; Oliveira;
P Lemos, 2005
Rio de Janeiro Nao consta Nao consta Nao consta Nao consta Leitao et al., 2009
Rio de Janeiro Nao consta Suco Interna Doengas pulmonares, tosse e Leitdo et al., 2013
tuberculose
Rio Grande do Nao consta Nao consta Nao consta Nao consta Schneider; Irgang,
Sul 2005
Rodrigues; Souza,
2021
Roraima Flor Cataplasma Topica Gripe
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Estado Parte do vegetal Extrato Administragcao Finalidade Referéncia
Estomaquica, adstringente,
Santa Catarina Nao consta Nao consta Nao consta cicatrizante, vulneraria, Maia et al., 2011
traumatismos, contusodes
Santa Catarina Folhas Infusao Nao consta Acidez estomacal Tribess et al., 2015
Sao Paulo Toda planta ) M:tzir;?g()) o 1) Topica, 1) Dores musculares, infec¢ao; Di Stasi et al., 2002
P ’ 2) Interna 2) Sedativo, transtornos digestérios v

Decoctos
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Na Tabela 2, observam-se 17 estudos etnofarmacolégicos que
identificaram o uso terapéutico de S. chilensis. No entanto, apenas cinco desses
estudos fornecem todas as informagbes relevantes, incluindo o 6rgéo vegetal
utilizado, o método de preparo, a via de administragdo e a finalidade terapéutica.
Esses dados destacam a dificuldade em obter uma indicagdo segura de plantas
medicinais com base em seu uso tradicional, o que representa um desafio significativo
(Sahoo; Manchikanti; Dey, 2010). Além disso, diferengas nos fatores intrinsecos e
extrinsecos influenciam diretamente na composicdo dos metabdlitos secundarios e,
consequentemente, nas finalidades terapéuticas (Embrapa, 2010).

A escolha do tecido vegetal, da metodologia de obteng&o do extrato e
do liquido extrator afeta a composi¢cdo quimica do extrato (Sonaglio et al., 2010).
Compreender todos esses fatores é crucial para garantir a qualidade, seguranca e
eficacia no uso de plantas medicinais (Farias, 2010). Além disso, produtos botanicos
de uma espécie especifica podem ser adulterados total ou parcialmente por outras
espécies (Upton et al., 2016). Assim, a denominagao etnobotanica, que se refere ao
nome popular de uma determinada espécie, como "arnica", pode ser problematica,
especialmente no Brasil, onde existem sete espécies distintas desse género (De
Athayde et al., 2019). Qualquer uma dessas espécies poderia ser utilizada para
adulterar um produto botanico comercializado sob 0 nome de uma delas.

No contexto do uso de plantas medicinais, a identificagdo boténica é
de extrema importancia, uma vez que cada espécie possui caracteristicas especificas
que se destacam por detalhes e estruturas especificas em seus 6rgdos vegetais,

variando conforme a espécie.

2.3 DESCRICAO ANATOMICA E TECNICAS DE IDENTIFICACAO

As caracteristicas botanicas sao de suma importancia, especialmente
para plantas medicinais, os principais critérios de identificacdo sdo: macroscopia que
engloba a morfologia e anatomia do vegetal, propriedades organolépticas, a
microscopia, a identificacdo de estruturas celulares e classes de compostos por
histoquimica (Chanda, 2014; Houghton, 1998).

No entanto, € importante notar que as plantas medicinais séo
geralmente comercializadas na forma seca, o que pode alterar a sua aparéncia,

coloracgao, textura e odor. Se as plantas estiverem intactas ou quebradicas, a analise
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microscopica pode ser utilizada para a identificacdo. Se o material estiver em po,
apenas alguns critérios podem ser utilizados, como a presengca de conteudos
celulares, como cristais e/ou que estdo presentes em um o6rgdo vegetal e ausentes
em outro (Houghton, 1998).

A morfoanatomia das espécies é fundamental para a identificacao,
especialmente devido a complexidade do género Solidago, que exibe uma grande
diversidade de variedades. A descricdo morfolégica é essencial nesse processo, pois
ressalta caracteristicas peculiares e cruciais. Estruturas funcionais nas plantas, como
tricomas e cavidades secretoras, desempenham um papel importante na
caracterizagao das espécies (Castro; Leitao-Filho; Monteiro,1997).

As paniculas florais de S. chilensis apresentam uma forma deltoidal,
variando de 15 a 20 cm de comprimento, com ramos simples entre 8 a 15 cm de
comprimento (Farmacopeia Brasileira, 1929). No capitulo floral existem dois tipos de
flores: as do disco (Fig. 2A), que s&o hermafroditas e distribuidas radialmente de forma
simétrica e tubular-campanulado; enquanto as flores do raio (Fig. 2B) sdo dispostas
em séries, pistiladas, bilateralmente simétrica e em forma de ligulado (Farmacopeia
Brasileira, 1929: Perez et al., 2018). Aléem disso, as papulas estdo localizadas na

regiao do ovario com aproximadamente 30 por flor.

Figura 2: Tipos de flores encontradas no capitulo floral de Solidago chilensis: flor do
disco (A) e flor do raio (B).

T

i

Enquanto as folhas de S. chilensis sdo quase sésseis, sendo as
superiores lineares e as inferiores lanceoladas, agudas e estreitas, (Farmacopeia
Brasileira, 1929). Apresentam cuticula epidérmica, caracteristicas anfiestomaticas,
dois tipos de tricomas (glandular e ndo glandular) (De Athayde et al., 2019; Souza et
al., 2018), e possui projecdes epidérmicas (De Athayde et al., 2019).
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Ao corte histolégico transverso das folhas de S. chilensis, s&o
observadas as seguintes estruturas anatémicas: xilema, floema, canais secretores,
estdmatos em ambas as faces, colénquima, e parénquimas préximo a nervura central
(De Athayde et al., 2019; Souza et al., 2018). Em contrapartida, a espécie S. chilensis
var. chilensis é caracterizada pela presenga de trés tipos diferentes de tricomas (ndo
glandular, cbénico glandular e bisareto glandular) (Perez et al., 2018). Portanto,
pequenos detalhes observados macro e/ou microscopicamente podem diferenciar
uma espécie da outra. Contudo, todos os 6rgdos de S. chilensis podem ser utilizados
com finalidades terapéuticas.

2.4 EFEITO BIOLOGICOS DE SOLIDAGO CHILENSIS

Os estudos cientificos realizados com S. chilensis em diferentes
regides do Brasil revelam uma falta de padronizagdo tanto nos tipos de extrato
utilizados quanto nos ensaios biolégicos. Observa-se uma diversidade no uso de
diferentes 6rgaos vegetais e na preparagédo de extratos (Tabela 3). De acordo com
Mercandeli et al. (2012), existem evidéncias para o seu uso seguro na atengao
primaria. No entanto, € fundamental caracterizar os extratos para uma compreensao

mais precisa dos efeitos.
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Tabela 3 — Estudos cientificos demonstrando o efeito bioldgico de extratos brutos e/ou fragées obtidos de espécie Solidago chilensis.

Estado-Pais / Técnica Ensaio | Teste
Més / !’arte_ da extrativa / geral / Via Microrganismo - células - lesdo Resultados _Qua_mtltatlvo _Com_p_ostos Referéncia
S. chilensis | Solvente / iy ~ e Qualitativo identificados
. administragao
secagem / Dias extrato
In vitro | Células Vero - CCso 1500 ug mL™"
citotoxicidade Células Vero sem efeito MTC 1000 ug mL™"
Herpes virus simplex 1 (HSV-1) Inativo
RS-Brasil / Maceracgéao 2h / Simaes et
N.l. P.A./secas 3 x metanol 75% Herpes virus simplex 2 (HSV-2) Inativo Nao
al., 1999
N.L. / concentrado
In vitro [ antiviral Adenovirus tipo 2 (AD-2) Inativo
Poliovirus tipo 2 (PV-2) Inativo
Virus estomatite vesicular (VSV) Inativo
In V’t.m/ P ISco Escherichia coli Negativo
difuséo
In vitro | MIC Escherichia coli Negativo
MG-Brasil / Maceragéo /
NL/PA. T etandlico 95% / In v:t_ro / P ISco Staphylococcus aureus Negativo Nao Brasileiro et
secas em estufa difuséo al., 2006
o Extrato
40 °C/N.I.
In vitro | MIC Staphylococcus aureus 5 mg mL"
In vitro | BST / , . 4
citotoxicidade Artemia salina — DLso 72,42 yg mL
N.I/N.L/ In vitro | MTT / Fibroblastos de mucosa bucal y o ~ Martins et
N.I/N.L /N.L NL /N /NI citotoxicidade humana 1 mg mL~ 43,46% N&o al., 2009
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Estado-Pais / Técnica Ensaio | Teste
Més / Parte da extrativa / eral / Via Microraanismo — células - lesdo Resultados Quantitativo = Compostos Referéncia
S. chilensis | Solvente / gera ~ 9 e Qualitativo identificados
. administragao
secagem / Dias extrato
Bacillus subtilis, Negativo
Escherichia coli, Negativo
Staphylococcus aureus, 0,1 mg mL"
Staphylococcus epidermides, Negativo
Maceragao Micrococcus luteus, Negativo
SP-Brasil / N.I. / dindmica 3h/ . ; . ~ Duarte et
NI/ seca etanol 70% / In vitro | MIC Rhodococcus equi Negativo Néao al., 2004
estufa 40°C 48h Seco Salmonella choterasuis, Negativo
Pseudomonas aeruginosa Negativo
Enterococcus faecium Negativo
Streptococcus faecium, 1,6 mg mL™"
Candida albicans Negativo
Ratos Wistar macho DLso 54,7 mg kg™
. -1
MG-Brasil / o in vivo | Ratos Wistar macho DL1oo 83,2 mg kg Facury
N.l. /P.A./ seca Infusgo / agua / cicatrizagdo / R Nao Neto et al
a-éombré /NI liofilizado intraperitoneal Cicatrizagao cutanea 2 cm Reducgéo de 98% em 14 2004 N
w aperitonea didmetro dias
Marcadores hepaticos ALT e AST Sem alteragdes
MG-Brasil / N.I. ~ . Hemolitico .
Maceracgao / In vitro / o ~ De Freitas
/ P.A./ secas ao aquosa / N.I. hemélise Eritrocitos humanos Nao et al., 2008

sol / N.I.

anti-hemolitico
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Estado-Pais / Técnica Ensaio | Teste
Més / Parte da extrativa / - . . . = Resultados Quantitativo = Compostos i
S. chilensis | Solvente / a dgr,r?i:?ilslt:gaéo Microrganismo - celulas - lesao e Qualitativo identificados Referéncia
secagem / Dias extrato ¢
Staphylococcus aureus >1 mgmL"
Staphylococcus epidermidis >1 mg mL"
Klebsiella pneumoniae >1 mg mL"
Escherichia coli >1 mgmL"
RS-Brasil / N.I. / N.l. / Metanol / . P . Morel et al.,
Raizes / N.I. NI In vitro | MIC Salmonella setubal >1 mg mL Sim 2006
Bacillus subtilis >1 mg mL"
Pseudomonas aeruginosa >1 mgmL"
Saccharomyces cerevisiae >1 mgmL"
Candida albicans >1 mg mL"
. In vitro / Diluicdo 3,1x10” CFU mL""
pex>-Brazl]  Cocglio 15/ seriada — Staphylococcus aureus 3,1x10° CFU mL"" Nso Avancini et
/seéo N I /N I- Aquoso / N.1. Inibigéo / al., 2008
e Inativagéo Salmonella chorelaesuis Negativo
RJ-Brasil / N.I. / Maceracso -
P.A. / choque ercolagéo / Invivo / [5%] do extrato = Redugao Da Silva et
térmico 2h 45- e?anol 95 8% / Inflamacgao / Pacientes com lombalgia de percepgao de dor e Nao al. 2010
50 °C/ seca T.A. seco7 0 Topica aumento da flexibilidade ”
30 °C/N.L
SP-Brasil / N.I. / Tintura Staphylococcus aureus Negativo
Folhas / seca ~ In vitro / difusdo ~ Cruz et al.,
TA 2diase+ ~ Maceragdol em égar Nao 2013
™ dias 9 Escherichia coli Negativo

4 diasa45°C
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Estado-Pais / Técnica Ensaio | Teste
Més / Parte da extrativa / - . . . ~ Resultados Quantitativo = Compostos A
. f geral / Via Microrganismo — células - leséo PR . pt Referéncia
S. chilensis | Solvente / administracio e Qualitativo identificados
secagem / Dias extrato ¢
Anti-inflamatério
. AE 2200 mg kg
Induzida Bolsa de ar BuOH 210 mg kg
AR 2 25mg kg™
Infusdo / agua/
SC-Brasil / liofilizagéo (AE) / In vivo | Redugéo
Mar. / Rizomas/  particdo com n- inflamacsio / Miaracéo leucocitaria AE 2200 mg kg™ sim Liz et al.,
seco T.A./7  butanol (BuOH)/ Subcuté%eos grag BuOH 210 mg kg 2008
dias residuo aquoso AR = 25mg kg™
(AR)
Reducéo
= AE 2 100 mg kg
Producgéo de exsudato BuOH 10-25 mg kg-'
AR =10 mg kg’
-1
In vitro / diluigao Streptococcus mutans 7,81 mg mL
seriada - MIC : : A
PB-Brazil / N.1. / Tintura (25%) Lactobacillus casel 1,95 mg mL Nzo Freires et
P.A./N.I./N.L / N.IL al., 2010
In vitro / diluigao Streptococcus mutans . g
seriada - CIMA . . ,85mg m
Lactobacillus casei
-1
SC-Brazil / N.I. / L . 250 mg kg™ Assini;
: Infuséo / &gua / In vivo / , anti-inflamatdria; ~ L
Raizes / seca S ~ Camundongos Swiss - Intraplantar : ) Nao Fabricio;
) liofilizado Inflamacao / oral hipolocomotora;
T.A. /7 dias e Lang, 2013
antinociceptor
RJ-Brasil / N.I. / ~
PA. /secaT.A Maceragao 204h / 5% Reducéo da Percepcdo ,
etanol 92,8% / . - . - . Da Silva et
/ 2 semanas o In vivo [ tépica Pacientes com tendinite de dor e aumento da forga Sim
extragao al., 2015
+ 3h estufa exaustiva muscular.
45-50 °C
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Estado-Pais / Técnica Ensaio | Teste
Més / Parte da extrativa / - . . . ~ Resultados Quantitativo = Compostos A
S. chilensis | Solvente / a dgr,r?i:?ilslt:gaéo Microrganismo - celulas - lesao e Qualitativo identificados Referéncia
secagem / Dias extrato ¢
Camundongo Swiss — DLso 512,5 mg kg™’
Parametro clinicos — atividade Reducéo
B _ geral > 100 mg kg™
SP-Brasil /N.I./ _Maceragao 30 In vivo / . Paula-
P.A./N.I./N.L dlaf/l_eﬁnold% % | 'I;oxw@;ade / | Parametro clinicos — ptose; forga; Reducso Sim Freg&eﬂf al.
lotlizado ntraperitonea cianose; frequéncia respiratoria; ¢ 1
: ~ = 300 mg kg
piloerecao
Org&o macro e microscopia — 1 ~
Figado, Bago e rim > 100 mg kg / alteragbes
In vitro | Folin- Fendlicos totais — expresso em 217 ug mL-"
Ciocalteu catequinas 11 H9
SP-Brasil / Maceragao : : :
Ado. / Folhas / dindmica 7 dias/ In vitro/ cloreto Flavonoides totais — expresso em 0,64 ug mL-" N&o Catarino et
9°F' oihas etanol 70%/ de aluminio quercetina ’ al., 2015
rescas liofilizagao
. - Cicatrizagao rato Wistar — ~
In vivo [ t6pico Queimadura de 2° segundo grau C=1mL
~ In vivo / .

: Maceragéo 30 : ~ . : Malpezzi-
?DP,;\B;aI\?I: //NNI.I/ dias / etanol mfla_magta_\o - Camundongé) quIS;jS e ra;tos Wistar Redugso = 10 mg kg-' sim Marinho et
AN /NLL 93% / liofilizado _ nociceptivo — edema de pata al., 2019

intraperitoneal

In vitro / DPPH Atividade antioxidante N.I.
RJ-Brasil / N.1. / gf?gg%aoﬁj In vitro / Alamar Citotoxicidade Macrdéfagos de 250 mg mL™" Brito et al
|./ seca E.A.C. eéeco blue™ murino J774A.1 18,5-100% Sim 2020 o
35-40 °C/ N.l.

In vitro / Griess Modulagéo de O.N. em Macrofagos = 0,1 ug mL*

método

de murino J774A.1
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Estado-Pais / Técnica .
Més / Parte da extrativa / Ens:;:l //1\'£:te Microraanismo — células - lesdo Resultados Quantitativo = Compostos Referéncia
S. chilensis | Solvente / a d?ninistra P 9 e Qualitativo identificados
secagem / Dias extrato ¢
In vivo / .
inflamagéo / oral Negativo
. Ratos Wistar — edema de orelha
125-50malg” (-25%
Topica redugao)
Maceragéo 30 _ -1 0
SP-Brasil / N.I. / dias. / In vivo / Ratos Wistar — edema de orelha 25 50rrgguk%o)(>25 % sim Tamura et
PA./N.L/N.I  hidroetandlico inflamaggo — s al., 2009
93%!/ liofilizado _ atllteragct)es/ | Miaracio loucoditaria 25 mg kg reduziu cerca
intraperitonea grac de 50%
In vivo /
alteragdes / oral Morfolégicas ou bioquimicas em 12,5-50 mg kg™' Sem
— tépica/ figado, bago e rim alteracoes
intraperitoneal
'”f“s’a/o,\ﬂ T‘quoso In vitro /| DPPH Atividade Antioxidante ECso 2,05 mg L'
Esquel Maceracgéao 7 NI
- . 0 . . . . -1
Araentina / NI / dias / EtOH 70%  In vitro / DPPH Atividade Antioxidante ECso 0,54 mgL Gastaldi ef
9 /N.]
N.L./N.L./ " al., 2016
N.I. Oléos
essenciais / 1, o | DPPH Atividade Antioxidante ECso 83,59 mg L~ Sim
clevenger 2h /
N.I.
RS-Brasil /NI |\ /N1 sie0  Diseo difuaso C>15mm/ sim Morel et al
Folhas / N.I. / o Candida albicans C <0,625 mg mL"/ "
essencial MIC / 1 2006
N.I MLC C<1,25mgmL
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Estado-Pais / Técnica
Més / Parte da extrativa /

S. chilensis | Solvente /
secagem / Dias extrato

Ensaio / Teste
geral / Via
administragao

Microrganismo — células - lesdo

Resultados Quantitativo
e Qualitativo

Compostos
identificados

Referéncia

RS-Brasil / N.1. / N.l. / N.I. / 6leo
Folhas / N.I. essencial

In vitro /
Disco difusao /
MIC /
MLC

Klebsiella pneumoniae

C<12mm/
C>5,0mgmL"/
C>20 mg mL™

Escherichia coli

C>11mm/
C<1,25mgmL"/
C<1,25mg mL"

Salmonella setubal

C<11mm/
C<1,25mgmL"/
C>5,0mgmL"

Bacillus subtilis

C<11mm/
C<1,25mgmL"/
C<25mgmL"

Pseudomonas aeruginosa

C>11mm/
C<1,25mgmL"/
C<1,25mg mL"

Saccharomyces cerevisiae

C>24mm/
C <0,625 mg mL"/
C < 0,625 mg mL""

Staphylococcus epidermidis

C>12mm
C<1,25mgmL"/
C<25mgmL"

Staphylococcus aureus

C>11mm/
C<1,25mgmL"/
C<1,25mg mL™"

Sim

Morel et al.,
2006
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Estado-Pais /
Més / Parte da
S. chilensis |

secagem / Dias

Técnica
extrativa /
Solvente /

extrato

Ensaio / Teste
geral / Via
administragao

Microrganismo — células - lesdo

Resultados Quantitativo
e Qualitativo

Compostos

identificados Referancla

In vitro /| DPPH Atividade Antioxidante ICso

59,12 ug mL™"

Ratos Wistar hipoglicemiante

Reducéao 180’

500 mg kg™
. Maceragao 6 C i~ Aumento
SC-Brasil / N.I. / dias / metanol Glicogénio hepatico e muscular 500 mg kg _ Schneider
P.A./secas N.I. o Sim
(80%) / . etal., 2015
/NI liofilizad In vivo / oral Inibiu a maltase
lohlizado atividade da dissacaridase »
250 mg kg
Reducéo
Colesterol total 150, 250 & 500 mg kg"
In vitro /| DPPH Atividade Antioxidante ICso 71,24 ug mL™
Hiperlipidémica dieta Positivo: Reducao do
colesterol
Percolacio Reducédo TC, LDL e TG
SC-Brasil / N.I. / N s , 150, 300 e 600 mg kg”; Roman
exaustiva / Perfil lipidico sanguineo = . :
P.A./secas N.I. etanol 70% / Redugao VLDL Sim Junior et
/NI S o0 In vivo | oral 300 e 600 mg kg™’ al., 2015
liofilizado
Enzima hepatica da biossintese do Redugéao
colesterol 150, 300 e 600 mg kg™’
Aumento
Colesterol fecal 150, 300 & 600 mg kg"
RJ-Brasil / N.I. / Maceracao 24h In Vlvoﬂ/ Camundongo Swiss inflamagao- Reducédo de edema . Vogas et
o R.S. / etanol Inflamacgao / : 1 Sim
I./E.A.C.40 °C 99% / seco NI Edema de pata por carragenina 250 mg kg al., 2020
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Estado-Pais / Técnica Ensaio | Teste
Més / Parte da extrativa / - . . . = Resultados Quantitativo = Compostos i
. f geral / Via Microrganismo — células - leséo PR . pt Referéncia
S. chilensis | Solvente / administracio e Qualitativo identificados
secagem / Dias extrato ¢
. Maceracéao 24h In vitro / ~ .
RJ-Brasil / N.I. / = Indugéo de transcrigcdo do gene 1 . Vogas et
L /EAC. 40 °C R.S:). / etanol Inflamacao / PPARy ECso 0,075 mg mL Sim al.. 2020
99% / seco N.I.
Staphylococcus aureus AE 6,2 mg mL"/ BUOH 3,1
mg mL"/ AR 6,2 mg mL"’!
I .y . AE 6,2 mg mL"/ BuOH 6,2
Infusdo / agua/ . Escherichia coli " A
SC-Brasil/ liofilizagdo (AE)/ M vitro/MIC mg mL"'/ AR 6,2 mg mL
margo / Rizoma  partigdo com n- AE 31m A ~ Liz et al.,
,1mg mL"'/BuOH Nao
/ seco em T.A.7 buta’nol (BuOH)/ Pseudomonas aeruginosa 12,5 mgmL'/ AR 6,2 mg 2009
dias residuo aquoso mL-"
(AR)
Igglrtgga/\;;;l_ Plaquetas humanas AE 400 yg mL'/ BUOH 50
A pug mL'/ AR 400 ug mL™
plaquetaria
In vitro | Folin- A , 1
Ciocalteu Fendlicos totais 7,7 mg GAE g
I vitro / cloreto Flavonoides totais 5,8 mg Qe g
de aluminio ,0 Mg g
Esquel- In vitro | DPPH Atividade Antioxidante >50% a 0,1 mL
Argentina / Infusdo / aquosa ’ N&o Gastaldi et
O“}-;‘Jf‘?-,\ﬁ PA- - [oflizado In vitro | BST Artemisia salina DLso 8,53 mg mL"! al,, 2018
In vitro | MTT Trofoblasticas HTR-8/SVneo P
. . . 0,24 mg mL
antiproliferativo ECso

In vitro | MTT

Adenocarcinoma de colon T84 -
ECso

0,16 mg mL™"
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Estado-Pais / Técnica Ensaio | Teste
Més / Parte da extrativa / - . . . = Resultados Quantitativo = Compostos i
. f geral / Via Microrganismo — células - leséo PR . pt Referéncia
S. chilensis | Solvente / iy ~ e Qualitativo identificados
. administragao
secagem / Dias extrato
EtOH pg mL™
Penicillium digitatum; MIC 250
MFC 1000
. Maceracgao 3x L He e AcE pg mL™
Santa Fe 24h/ Hexano Botrytis cinérea MIC 1000
Magr _Fev. / (He); acetato de In vitro /MIC sim Liberto et
Folhas / N.I. / etila (AcE); / MFC He e AcE ug mL™ al., 2019
L etanol (EtOH) Monilinia fructicola; 250 < MIC < 62,5
o /seco 1000 < MFC < 500
He e AcE ug mL™
Rhizopus stolonifer 250 < MIC < 62,5 1000 <
MFC < 500
RJ-Brasil / Ca.=1mgkg™
Dez.—Mar. / Ca. inibicdo de 34,84%
el./seco Clevenger / 3h
E.A.C.a37°C/ In vivo | Anti- . : l. =1 mgkg’
. camundongos Swiss e ratos Wistar C o . Valverde et
48h noqll_c’eptora / - —inducéo por acido acético inibigao de 48,86% Sim al., 2020
opica
RJ-Brasil /
1 mg kg™
DezF.—Mar. i Clevenger / 3h inibicdo 52,93%
rescas
In vitro | MTT Células Vero — CCso > 200 pg miL?
-1
MG-Brasil / N.I. Maceragao / DLso 100 ug mlL
/ Raizes / secos Etanol 80% / Sim Costa et al.,
40 °C In vitro / DL10o 200 pyg mL™" 2020
seco Antischistosoma :
Alteragdo extensas no tegumento = > 25 ug mL-

50%
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Estado-Pais / Técnica Ensaio / Teste
Més / Parte da extrativa / - . . . = Resultados Quantitativo = Compostos i
. f geral / Via Microrganismo — células - leséo PR . pt Referéncia
S. chilensis | Solvente / iy ~ e Qualitativo identificados
. administragao
secagem / Dias extrato
MG-Brasil / N.I. Maceracgao / In vitro / Costa et al
i 0 2 -1 i -
/ Ralzesol Secos Etanol 80% / Antischistosoma Reducédo de Ovopostura 10, 25 e 50 uyg mL Sim 2020
40 °C seco
Células cancerigenas: glioblastoma A
(U-251) 202,76 pg mL
Células cancerigenas: .
> 250 ug mL
SC-Brasil / ~ mama (MCF-7) Ho
Maceracgao 5
Fev./P.A./ g . . , .
fragmentadas e dl_as/ In V{tro/_ Celulas_ cancerigenas: > 250 pg mL” Sim Gomes et
o etandlica 70% antiproliferativo Rim (786-0) al., 2018
secas a 25 °C/
NI seco e ,
o élulas cancerigenas: »
prostata (PC-3) 102,66 ug mL
Células cancerigenas: A
pulmao (NCI-H460) > 250 g mlL
Células cancerigenas: glioblastoma A
(U-251) 33,24 ug mL
Células cancerigenas: .
115,67 yg mL™"
SC-Brasil / ~ mama (MCF-7) HS
Maceracgao 5
Fev. /P.A./ dias / In vitro / Células cancerigenas: Gomes et
: 4 .
fragmentadrils ©  diclorometano / antiproliferativo Rim (786-0) 87,71 ug mL Sim al., 2018
secas a 25 °C/
NI seco e ,
o élulas cancerigenas: »
prostata (PC-3) 104,64 g ml.
Células cancerigenas: > 250 ug mL-"

pulmao (NCI-H460)
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Estado-Pais /

Més / Parte da

S. chilensis |
secagem / Dias

Técnica
extrativa /
Solvente /

extrato

Ensaio / Teste
geral / Via
administragao

Microrganismo — células - lesdo

Resultados Quantitativo
e Qualitativo

Compostos

identificados Referancla

SC-Brasil / N.I. /
Folhas / frescas

Maceracgéao 7
dias/ metanol /
seco

In vitro /| DPPH

Atividade Antioxidante ICso

Log 1,9

In vivo / Ulcera
gastrica / oral

In vivo / Ulcera
gastrica/ MTT

Camundongos Swiss induzida
EtOH/HCI

100 mg kg™ redugao de
lesédo

300 mg kg redugéo de
lesdo e MPO e aumento de
GSH

In vivo | Gastrite
aguda / oral

Camundongos Swiss induzida
indomethaci

100 mg kg™’
reduziu a area lesédo e

MPO e aumentou de GSH De Barros

Sim

In vivo / Ulcera
gastrica / oral

Camundongos Swiss induzida por
acido acético

etal., 2016
100 mg kg™ reducéo de
lesdo e de citocinas
inflamatdrias

Invivo | 1-10 ug mL"" sem
Citotoxicidade / Fibroblastos murinos L929 U Hgm
citotoxicidade.
MTT
In vivo / 1
Proliferativo / Fibroblastos murinos L929 0.1-1 ug "2'-
MTT 84 e 86 %

N.L.: ndo informado; CIM: concentragdo inibitéria minima; CLM: Concentragdo Letal minima; DLso: dose letal 50%; DL1go: dose letal 100%; CIMA: concentragdo inibitéria minima
lipopolissacarideo; CMT: concentragdo maxima tolerada; DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo; MTT:
methylthiazolyldiphenyltetrazolium; BST: Brine shrimp lethality test; P.A.: partes aéreas; T.A.: temperatura ambiente; E.A.C. estufa de ar circulante; h: horas; |.: inflorescéncias;
Ca.: Caule; C.: controle; O.N.: 6xido nitrico; R.S.: renovacgéo de solvente.

de aderéncia; MFC:

concentragdo fungicida minima;
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Com base em todas as informacdes apresentadas na Tabela 3,
observa-se falta de detalhes quanto a parte da planta utilizada, ao preparo do extrato
e, principalmente, a identificacdo de compostos, que foi descrita em apenas 18 dos
32 estudos analisados. E importante ressaltar que os estudos listados na Tabela 3
nao consideram a influéncia do local de coleta da S. chilensis. No entanto, um estudo
realizado por De Souza et al. (2018) no Parana, avaliou a concentragédo de quercitrina
em 10 espécimes de S. chilensis coletadas em diferentes cidades, o qual, identificou
uma diferenga de 35,91, 29,04 e 16,74 mg g nas folhas, inflorescéncias e partes
aeéreas respectivamente, entre as maiores e menores concentracdes obtidas. Essas
variagbes foram atribuidas a algumas caracteristicas do solo, justificando os
resultados obtidos. Desta forma, o efeito bioldgico poderia ser diferente, visto que ha
um sinergismo dos compostos presentes nas plantas medicinais (Dhami; Mishra,
2015).

2.5 COMPOSTOS IDENTIFICADOS EM SOLIDAGO CHILENSIS

Sao registrados, até janeiro de 2024, 911 géneros e/ou espécies de
Solidago, podendo ser encontradas sinonimias das espécies originais, subespécies e
variedades catalogadas por diferentes autores, conforme o banco de dados do
Tropicos®, Missouri Botanical Garden (2024).

O género Solidago €& conhecido por produzir comumente
sesquiterpenos e diterpenos, sendo estes o0s metabdlitos secundarios mais
frequentemente encontrados (Bohlmann et al., 1980). Além disso, a espécie S.
chilensis apresenta outras classes de metabdlitos secundarios, incluindo flavonoides,
taninos, saponinas, terpenos (resinas e Oleos essenciais) (Catarino et al., 2015;
Grandi, 2014), fendlicos, triterpenos e esteroides (Souza et al., 2018). Ademais,
diversos outros compostos foram identificados e/ou isolados de S. chilensis, os quais
estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Compostos identificados e/ou isolados de Solidago chilensis: informagdes sobre massa molecular e férmula molecular.

Classes de

metabélitos Composto Férmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia
Do Amaral et al., 2018;
Terpenos Mirceno CioH16 136,2380 g mol’ m Gastaldi et al., 2016; Morel et
al., 2006; Vila et al., 2002
Terpenos -Mirceno CioH16 136,2380 g mol’ >:/} Valverde et al., 2020
= Do Amaral et al., 2018; Morel
Terpenos B-Ocimeno (Z) CioH1s 136,2380 g mol’ . - et al., 2006; Valverde et al.,
2020
Terpenos o-Cimeno CioH1a 134,2220 g mol! O_< Valverde et al., 2020
Terpenos p-Cimeno CioH14 134,2220 g mol’! “®w< Vila et al., 2002
Terpenos p-Cimen-8-ol C10H140 150,2210 g mol! < > % Vila et al., 2002
Terpenos Linalol C1oH180 154,2530 g mol! >:/:>(O Vila et al., 2002
I
i : < Do Amaral et al., 2018;
Terpenos a-Felandreno CioH1s 136,2380 g mol’ Gastaldi et al., 2016; Morel et

al., 2006; Valverde et al.,
2020; Vila et al., 2002
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rﬁ:eat::(::iti es Composto Férmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia
Do Amaral et al., 2018; Morel
Terpenos a-Pineno CioH16 136,2380 g mol’ et al., 2006; Valverde et al.,
2020; Vila et al., 2002
. Morel et al., 2006; Valverde et
_ -1 ’ ’
Terpenos B-Pineno CioHie 136,2380 g mol @: al., 2020; Vila et al., 2002
Terpenos Oxido de a-Pineno C1oH160 152,2370 g mol! @ Morel et al., 2006
O
Terpenos B-Felandreno CioH1s 136,2380 g mol"’ :C>_< Valverde et al., 2020
Do Amaral et al., 2018;
Gastaldi et al., 2016; Morel et
. _1 £l E)
Terpenos Limoneno CioH16 136,2380 g mol {>—< al., 2006: Valverde et al.,
2020; Vila et al., 2002
Do Amaral et al., 2018; Vila et
. _1 E) H
Terpenos Sabineno CioH1s 136,2380 g mol >—g>: al., 2002
Terpenos 0-3-Carene CioH1s 136,2380 g mol’ /d/ Morel et al., 2006
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rﬁleat::’:iti es Composto Férmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia
Terpenos Trans-Carveol C1oH160 152,2370 g mol! Vila et al., 2002
HO
(@]
Terpenos Carvone C1oH140 150,2210 g mol’! z\ > < Vila et al., 2002
5
Terpenos Terpinen-4-ol C10H180 154,2530 g mol’! ~©$/ Vila et al., 2002
Terpenos Acetato de Bornil C12H2002 196,2900 g mol’! Valverde et al., 2020; Vila et
0 al., 2002
J~o
Terpenos Camfeno CioH16 136,2380 g mol’ @ Valverde et al., 2020
Terpenos a-Farneseno (E,E) CisH24 204,3570 g mol! ~ S Morel et al., 2006
Terpenos B-Farneseno CisH24 204,3570 g mol! = Valverde et al., 2012
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al., 2020; Vila et al., 2002

rﬁ:eat::(::iti es Composto Férmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia
= x
Terpenos (2)-B-Farneseno CisH24 204,3570 g mol! Valverde et al., 2020
=
4
Terpenos e-Nerolidol C15H260 222,3720 g mol! \ \ Vila et al., 2002
HO
Terpenos Isolongifoleno CisH24 204,3570 g mol! @ Morel et al., 2006
Terpenos a-1,7-Di-epi-cedreno CisH24 204,3570 g mol! @ Morel et al., 2006
2
Terpenos Cariofileno (E) CisH24 204,3570 g mol! Do Amaral et al., 2018
=
Terpenos B-Cariofileno CisH24 204,3570 g mol! Morel et al., 2006; Valverde et
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Classes de
metabdlitos

Composto

Foérmula Molecular

Massa Molecular

Estrutura quimica

Referéncia

Terpenos

Terpenos

Terpenos

Terpenos

Terpenos

Terpenos

a-Humuleno

a-Cubebeno

-Cubebeno

Biciclogermacreno

0-Cadineno

a-Eudesmol

CisH24

CisH24

CisH24

CisH24

CisH24

Ci15H260

204,3570 g mol!

204,3570 g mol!

204,3570 g mol!

204,3570 g mol!

204,3570 g mol!

222,3720 g mol!

ORRBED

Do Amaral et al., 2018; Morel
et al., 2006; Valverde et al.,
2020; Vila et al., 2002

Valverde et al., 2020; Vila et
al., 2002

Morel et al., 2006; Valverde et
al., 2020

Do Amaral et al., 2018; Morel
et al., 2006

Do Amaral et al., 2018; Morel
et al., 2006; Valverde et al.,
2020; Vila et al., 2002

Morel et al., 2006
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Classes de

. Composto Férmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia
metabdlitos

Terpenos a-epi-Cadinol C15H260 222,3720 g mol! Morel et al., 2006

Terpenos y-Cadinol C15H260 222,3720 g mol! Valverde et al., 2020

Morel et al., 2006; Valverde et

; OH
HO \
-1
Terpenos Espatulenol Ci5H240 220,3560 g mol @r al., 2020; Vila et al., 2002
HO
HO
OH
HO:

Terpenos Isospatulenol C15H240 220,3560 g mol! Vila et al., 2002

Terpenos Cubenol C15H260 222,3720 g mol! Morel et al., 2006

Terpenos Dihidroeudesmo C16H300 238,4150 g mol! Morel et al., 2006
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Classes de
metabdlitos

Composto

Foérmula Molecular

Massa Molecular

Estrutura quimica

Referéncia

Terpenos

Terpenos

Terpenos

Terpenos

Terpenos

Terpenos

a-Bisaboleno

0-Calacoreno

Cedren-13-ol

Acorenona

Zizanal

Dill ether

CisH24

CisH20

Ci15H240

Ci15H240

Ci15H220

C10H160

204,3570 g mol!

200,3250 g mol!

220,3560 g mol!

220,3560 g mol!

218,3400 g mol!

152,2370 g mol’

DR

373,

Valverde et al., 2020

Valverde et al., 2020

Valverde et al., 2020

Valverde et al., 2020

Morel et al., 2006

Morel et al., 2006
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Classe:s' de Composto Férmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia
metabolitos
Terpenos a-Campholenal C10H160 152,2370 g mol’ (\6—/ Morel et al., 2006
o]
Terpenos Germacreno D-4-ol C15H260 222,3720 g mol! @\( Do Amaral et al., 2018
OH
Do Amaral et al., 2018;
Terpenos Germacreno-D CisH24 204,3570 g mol! Gastaldi et al., 2016; Valverde
et al., 2020; Vila et al., 2002
=3
Valverde et al., 2012;
-1 ’ ;
Terpenos Germacreno B CisH24 204,3570 g mol % Valverde et al., 2020
Terpenos B-lonone C13H200 192,3020 g mol’! C%_\\_(o Vila et al., 2002
Terpenos Bourbonanol C15H260 222,372020 g mol’! HO ; i Vila et al., 2002
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Classes de

. Composto Férmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia
metabdlitos

Valverde et al., 2020; Vila et

_ -1
Terpenos B-Bourboneno CisH24 204,3570 g mol al.. 2002

Terpenos Copaene CisH24 204,3570 g mol! Valverde et al., 2020

Do Amaral et al., 2018; Vila et

OH
-1
Terpenos Globulol Ci15H260 222,3720 g mol @ al., 2002
E O

Do Amaral et al., 2018;
Valverde et al., 2020; Vila et
al., 2002

Terpenos Oxido de Cariofileno C15H240 220,3560 g mol!

Terpenos Isocariofileno CisH24 204,3570 g mol!

Valverde et al., 2020

Terpenos Isolongifoleno CisH24 204,3570 g mol! Valverde et al., 2020
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Classe:s' de Composto Férmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia
metabdlitos
Terpenos y-Elemene CisH24 204,3570 g mol! JL? Valverde et al., 2020
Terpenos B-Elemene CisH24 204,3570 g mol! J\§ Vila et al., 2002
Terpenos y-Muurolene CisH24 204,3570 g mol! §©\ Valverde et al., 2020
Terpenos Aromadendreno CisH24 204,3570 g mol! )ﬁ Valverde et al., 2020
Terpenos a-Guaiene CisH24 204,3570 g mol! ﬁ Valverde et al., 2020




Classes de

al., 2002

metabélitos Composto Férmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia
Terpenos 6,9-Guaiadieno CisH24 204,3570 g mol! ﬁ/ Vila et al., 2002
Terpenos 0-Guaiene CisH24 204,3570 g mol! ﬁ Vila et al., 2002
Terpenos y-Gurjuneno CisH24 204,3570 g mol! ﬁ( Vila et al., 2002
Terpenos B-Gujuneno CisH24 204,3570 g mol! ?Q Vila et al., 2002
Terpenos a-Gurjuneno CisHos 204,3570 g mol! QQ Valverde et al., 2020; Vila et




Classes de

. Composto Férmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia
metabdlitos

Terpenos y-Cadineno C1aH24 204,3570 g mol! Vila et al., 2002

H

Terpenos Khusimone C14H200 204,3130 g mol!

Terpenos Khusimol C15H240 220,3560 g mol! @
H

Terpenos epi-Zizanone C14H200 204,3130 g mol!

Do Amaral et al., 2018

Do Amaral et al., 2018

Do Amaral et al., 2018

Terpenos a-Cadinol C15H260 222,3720 g mol! QEG/ D\j)a,lbzlrgfdrzlst;ﬁ, 22 (?21 (? ;
0
?@
O
Oﬁ
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Classes de
metabdlitos

Composto

Foérmula Molecular

Massa Molecular

Estrutura quimica

Referéncia

Terpenos

Terpenos

Terpenos

Terpenos

Terpenos

E)-isovalencenol

Acido Vetivenico

a-Vetivona

a-Calacoreno

cis-a-Bisaboleno

Ci15H200

Ci15H2202

C1H220

CisH20

CisH24

220,3560 g mol!

234,3390 g mol!

218,3400 g mol!

200,3250 g mol!

204,3570 g mol!

Moo

%

Voot
04

Do Amaral et al., 2018

Do Amaral et al., 2018

Do Amaral et al., 2018

Vila et al., 2002

Vila et al., 2002
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Classes de
metabdlitos

HO
Terpenos Fitol CaoHa00 296, 5390 g mol" A(\/\r\/\m/ Vila et al., 2002
Terpenos (e)-Fitol C20HaoO 296,5390 g mol"’ HO/\)\/\)\/\)\/\)\ Valverde et al., 2020

a
o . Vi
Terpenos Pumiloxido CaoHaoO 286,4590 g mol”" Valverde et al., 2012; Vila et
al., 2002
o)
o\ _0
o)
o
74
OH \©
o)
o\ _0
o)

Composto Férmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia

S
Terpenos II-Solidagolactol C23H3404 374,5210 g mol! Valverde et al., 2012

N—
Terpenos IV-Solidagolactol C23H3404 374,2457 g mol! Valverde et al., 2012
Terpenos Pré-Solidagenona C2oH2803 316,4410 g mol! QﬁEC

Valverde et al., 2012




Classes de

metabélitos Composto Férmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia
O\
Ester metilico do O ©
Aci - @
Terpenos 2?5503;-163-,01x6c;-272- C22H3205 376,4930 g mol’ Valverde et al., 2012
labdeno-15-oico
0]
]
Dt
Terpenos V-Solidagolactol C21H300s5 362,4660 g mol! g / 0] Valverde et al., 2012
\
N
[15, 16-epoxi-1 a- OH \ d
hidroxi-3,13(16),14-
Terpenos friedolabda- C20H3002 302,4580 g mol’ Valverde et al., 2012
trieno(17 a, 18 0,20
a)]
O
o o \

Terpenos I-Solidagolactol C21H300s5 300,4420 g mol! Valverde et al., 2012

@]
(@)
O™\
Terpenos Desoxissolidagenona C2oH2802 300,4420 g mol’ o Valverde et al., 2012
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Morel et al., 2006

Classe:s' de Composto Férmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia
metabolitos
(0]
/ . .
Y% Da Silva Bortoleti et al., 2021;
Liberto et al., 2019; Locateli et
Terpenos Solidagenona C20H2803 316,4410 g mol! OH al, 2020; Rodriguez et al.,
2005; Valverde; Azevedo-
Silva; Tomassini, 2009:
H Valverde et al., 2021
O
OH
Terpenos Bauerenol C30Hs500 426,3862 g mol" Costa et al., 2020; Valverde et
al., 2012
Terpenos a-Amirin C30Hs500 426,3862 g mol" Costa et al., 2020; Valverde et
al., 2012
HO
N
Terpenos a-Espinasterol CogH4s0 412,7020 g mol"! Costa et al., 2020;
HO
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rﬁ:eat::(::iti es Composto Férmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia
™
HO
o-Espinasteril 1 0
Terpenos glicopiranosideo C35Hs5506 574,8430 g mol HO o Valverde et al., 2012
HO OH
OH
OH
o _
Fendlico Acido Cafeoilquinico C16H180g 354,3110 g mol’ HO 0 o) Da Silva et al., 2015
HO OH
OH

O.__CH

=
Fendlico Acido Hidrocinamico CyHsO3 164,1600 g mol! HO Grandi, 2014

O~__OH
Gastaldi et al., 2018; Sabir et
Fendlico Acido Galico C7HsOs 170,1200 g mol! al., 2012; Valverde et al.,
2012;
HO OH
OH
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Classe's' de Composto Foérmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia
metabolitos
HO OH 5
0 o Da Silva et al., 2015;
Aci _di-O-E- HO ™ OH  Mari .
Fendlico Acidos 4.,5 d’| O E CosHoO1 516,4550 g mol" 0 Malpezzi Ma.rlnho etal., 2019;
cafeoilquinicos 0 N Paula-Freire et al., 2014;
HO OH Tamura et al., 2009
0
0]
HO A~on
0 Da Silva et al., 2015;
. Acidos 3,4-di-O-E- 1 HO 2 CH Malpezzi-Marinho et al., 2019;
Fenolico cafeoilquinicos CasH24012 516,4550 g mol WO o Oi Paula-Freire et al., 2014;
HO OH Tamura et al., 2009
(0]
/
o]
Fendlico Acido Felurico C10H1004 194,1860 g mol’! o) \ (e} Gastaldi et al., 2018
I
Q
I
@]
HO OH
. ‘L Lo | o .
Fendlico Acido Feruloilquinico C17H200g¢ 368,3380 g mol’ o . Da Silva et al., 2015
O OH
OH
HO
OH
. Gastaldi et al., 2018; Grandi
ST . I -1 HO \ ’ 3 ’
Fendlico Acido caféico CoHgO4 180,1590 g mol OH 2014: Liz et al., 2008
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Classe:s' de Composto Férmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia
metabolitos
(@]
"o OH Grandi, 2014; Vogas et al
Fendlico Acido Quinico C7H1206 192,1670 g mol! ’ 20’20 9 v
HO OH
OH
O
HO OH Gastaldi et al., 2018; Grandi,
o 2014; Liz, et al., 2008; Oliveira
Fendlico Acido Clorogénico C16H180g¢ 354,3110 g mol’ et al., 2017; Schmeda-
HO x o OH Hir?;:hmannt e;‘ ag,ogg%;
ogas et al.,
OH
HO
o]
Fendlico Acetofenona CgHsO 120,1510 g mol! Morel et al., 2006
OH
HO, . .
N Acidos 5-O-E- . o Malpezerarlnho et al.,
Fendlico cafeoilquinicos C16H180g¢ 354,3110 g mol HO . OH 2019 ; Paula-Freire et al.,
a o oH 2014; Tamura et al., 2009
HO o
H__O
Fendlico Vanilina CgH1003 166,1760 g mol! Valverde et al., 2012
0]
o |
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Classe:s' de Composto Férmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia
metabolitos
@]
Fendlico 4-etilbenzoato de etila C11H1203 192,2140 g mol! ; < > zo Valverde et al., 2012
RN
Fendlico Sesamol C7HsO3 138,1220 g mol! Morel et al., 2006
Brito et al., 2020; Gastaldi et
al., 2018; Gomes et all., 2018;
Oliveira et al., 2017; Sabir et
. . -1 ; )
Flavonoide Quercetina C15H1007 302,3280 g mol al., 2012: Schneider et al.,
2015; Valverde et al., 2012,
Vogas et al., 2020
Flavonoide kaempferol C15H1006 286,2390 g mol! Brito et al., 2020
Apigenina 7-O-
Flavonoide metilado C16H120s5 284,2670 g mol™! Gastaldi et al., 2018
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Classe:s' de Composto Férmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia
metabdlitos
Flavonoide Flavona 7-metilada C16H1202 236,2700 g mol! Gastaldi et al., 2018
Isoquercetina . . .
Flavonoide (Quercetin 3- C21H20012 464,3790 g mol’! Gastaldi et al., 2018; Takeuchi
. et al., 2006
glucosideo
OH
OH OH
. Brito et al., 2020; De Barros
Afzelin et al., 2016; Oliveira et al
Flavonoide (Kaempferol 3- C21H20010 432,3810 g mol! ” X v

rhamnoside)

OH

OH

2017
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Classe:s' de Composto Férmula Molecular Massa Molecular Estrutura quimica Referéncia
metabdlitos
OH OH
Vitexina
Flavonoide (Apigenin 8-C- C21H20010 432,3810 g mol! Takeuchi et al., 2006
glucoside)
Flavonoide ~ uercetina-3-O- CazH22011 462,4070 g mol"! Gastaldi et al., 2018
rutinosideo
Brito et al., 2020; Gastaldi et
Hiperosideo al., 2018; Oliveira et al., 2017;
Flavonoide (Quercetin-3-0O- C21H20012 464,3790 g mol"! Vechia et al., 2016; Vogas et

galactoside)

al., 2020

OH OH
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Classes de
metabdlitos

Composto

Foérmula Molecular

Massa Molecular

Estrutura quimica

Referéncia

Flavonoide

Flavonoide

Flavonoide

Rutina (Quercetin-3-
O-rutinoside)

Quercitrina
(quercetin 3-
rhamnoside)

Nicotiflorina
(Kaempferol-3-O-
rutinoside)

C27H30016

C21H20014

C27H30015

610,5210 g mol!

448,3800 g mol’

594,5220 g mol’

Brito et al., 2020; Da Silva et
al., 2015; Grandi, 2014;
Malpezzi-Marinho et al., 2019;
Paula-Freire et al., 2014;
Sabir et al., 2012; Schmeda-
Hirschmann et al., 2005;
Takeuchi et al., 2006; Tamura
et al., 2009; Valverde et al.,
2012; Vogas et al., 2020

Brito et al., 2020; De Barros et
al., 2016; Gastaldi et al., 2018;
Gomes et al., 2018; Oliveira et
al., 2017; Roman Junior et al.,
2015; Sabir et al., 2012;
Valverde et al., 2012; Wagner
et al., 2006

Oliveira et al., 2017
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Conforme destacado na Tabela 4, foram identificadas 121
substancias, pertencentes a trés classes. Sendo 94 terpendides, 15 substancias
fendlicas, enquanto oito dentre os 12 flavonoides descritos, apresentam uma ou duas
gliconas. O propésito da analise dos metabdlitos secundarios € compreender o efeito
biolégico e associa-lo a classes especificas de metabdlitos secundarios e/ou
compostos isolados produzidos pela espécie, como sugerido por Valverde, Azevedo-
Silva e Tomassini (2009) e Valverde et al. (2021). Esses estudos atribuem o efeito
anti-inflamatério da S. chilensis a solidagenona, a qual pode ser extraida a partir de
inflorescéncias (Valverde; Azevedo-Silva; Tomassini, 2009: Valverde et al., 2021),
raizes (Da Silva Bortoleti et al., 2021; Rodriguez et al., 2005) e rizomas (Da Silva
Bortoleti et al., 2021).

Ainda, o extrato de S. chilensis, foi capaz de ativar o PPARy que € um
receptor nuclear ligado a resposta anti-inflamatéria, demonstrando outra via de
atuacao atribuida ao efeito dos compostos como fendlicos e flavonoides, incluindo
acido quinico, acido clorogénico, hiperosideo, quercetina e rutina (Vogas et al., 2020).
Além disso, principalmente extratos contendo flavonoides, fendlicos e terpenos, sao
antioxidantes (Halliwell, 1996). No entanto, o efeito bioldgico da solidagenona contribui
para o equilibrio entre as respostas pré-oxidativa e anti-oxidativa, controlando a
inflamacdo ao reduzir citocinas pro-inflamatérias e aumentar citocinas anti-
inflamatorias, além de melhorar a capacidade antioxidante. (Da Silva Bortoleti et al.,
2022).

2.6 EFEITO ANTIOXIDANTE

O estresse oxidativo € um processo fisiopatoldgico e a inflamagao
pode desencadear o processo tanto em animais quanto em humanos. Radicais livres
sdo moléculas com um elétron desemparelhado que as torna reativas e instaveis. Eles
podem se formar através de processos metabdlicos normais ou fatores externos,
como poluigdo e radiagdo. Quando reagem com outras moléculas, podem gerar
espécies reativas de oxigénio (EROs), como peroxidos e radicais hidroxilas, que s&o
altamente agressivas e podem causar danos a lipidios, proteinas e DNA, contribuindo
para estresse oxidativo e inflamagdo. Embora o organismo possua sistemas

antioxidantes para neutralizar essas espécies, em condigdes de inflamagao aguda e
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cronica, a producao excessiva de EROs pode superar a capacidade antioxidante,
resultando em danos celulares e perpetuagao da inflamagao (Pagliuso et al., 2006).
Além disso, doengas metabdlicas tém sido associadas a esse processo (Wafula et al.,
2017), tornando promissora a utilizagdo de plantas medicinais com ag&o antioxidante,
seja por suplementacdo dietética ou compostos terapéuticos (Hasani-Ranjbar;
Larijani; Abdollahi, 2009).

As ERO’s podem afetar o metabolismo celular e podem ser divididas
em duas categorias: as radicalares, tais como o anion superéxido e o radical hidroxila,
e as nao radicalares, incluindo o peroxido de hidrogénio e o ozbnio (Celi; Gabai, 2015).
A homeostase oxidativa é crucial para a saude celular (Aslani; Ghobadi, 2016), sendo
importante a avaliagdo de extratos vegetais in vitro para prever o efeito antioxidante
in vivo (Rufino et al., 2007a, 2007b).

Diversas técnicas podem ser empregadas para medir a atividade
antioxidante em compostos (Munteanu; Apetrei, 2021; Oliveira et al., 2009; Rufino et
al., 2007a, 2007b). Uma das técnicas mais comuns envolve a reagao de sequestro do
radical ABTS™* (2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) (Fig. 3), que
utiliza a absorbancia em comprimentos de onda especificos na faixa de ultravioleta
visivel (UV/VIS) em espectrofotometro (Rufino et al., 2007b). Entretanto, a medicéo
do sequestro do radical ABTS € uma forma indireta de avaliag&o, exigindo o uso de
uma substancia antioxidante conhecida como padréo para a expressao do resultado
observado (Martinez et al., 2016; Rufino et al., 2007b) e sendo aplicavel para
compostos hidrofilicos e lipofilicos (Munteanu; Apetrei, 2021).

Figura 3: Reacdo quimica da atividade antioxidante de captura do radical ABTS™.

sos—'|.

_ S - 0,8 8
058 S N : j@ Antioxidante 3 S N:< :O
>— e} — >—N’
\Q NN K2S05 N \

SOy

N I |
) C,H ! CoHs
Csz 25 C2H5

Cor: verde-escura Cor: verde-clara

Fonte: Rufino et al., 2007b.

O radical ABTS* apresenta uma coloragéo verde escura. Caso haja
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captura do elétron desemparelhado, a intensidade de cor diminui proporcionalmente
a quantidade de antioxidantes presentes na amostra, podendo inclusive tornar-se
incolor. Em outras palavras, quanto maior a atividade antioxidante, menor sera o valor
de absorbancia (Rufino et al., 2007b).

Outro método que pode ser utilizado para avaliagdo da atividade
antioxidante de extratos € a captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (Fig.
4) (Rufino et al., 2007a), que é caracteriza por ser de baixo custo, simples, rapido e
serve para misturas e/ou substancias pura, como a quercetina (Oliveira, 2015), e
permite a avaliagcdo de compostos hidrofébicos (Munteanu; Apetrei, 2021).

Figura 4: Estabilizagdo do radical DPPH' e altera¢des oxidativas na quercetina.

oWe 0
N' . HO NH .
OZN@NOZ O — OZNQN%
OH

NO NO
2 5 B 2 2

Cor: Violeta-escura Cor: Violeta-clara

Fonte: adaptado de Materska 2008; Oliveira 2015.

Desta forma, os extratos vegetais e/ou compostos isolados, que
apresentam caracteristicas promissoras sob o efeito antioxidante, podem ser
submetidos a avaliag&do de outros tipos de ensaios. De acordo com Karimi et al. (2021),
extratos de plantas com compostos antioxidantes demonstraram reduzir o tempo de
internagdo de pacientes com COVID-19. A S. chilensis possui compostos
antioxidantes e, portanto, tem potencial para o tratamento antiviral, devido aos seus

efeitos anti-inflamatdrios e antioxidantes.

2.7 INFECCAO VIRAL CAUSADA POR CORONAVIRUS

Em dezembro de 2019, pacientes foram internados em Wuhan China,
com quadros de pneumonia incomuns, posteriormente denominados como COVID-19

ou Sindrome Respiratéria Aguda Severa causada pelo coronavirus (SARS-CoV-2)
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(Huang et al., 2020; She et al., 2020).

O nome “coronavirus” (CoVs) esta relacionando a presenga de
proteinas na superficie do virus, que se assemelham uma coroa, pertencente a familia
Coronaviridae (Mcintosh; Perlman, 2015). Dentre os quais, destacam-se os
coronavirus que causam maior preocupacao por infectarem humanos e serem
altamente virulentos, como o SARS-CoV (Sindrome Respiratéria Aguda severa
coronavirus) (Geller; Varbanov; Duval, 2012), MERS-CoV (Sindrome Respiratoria do
Oriente Médio) e o SARS-CoV-2 (Cui; Li; Shi, 2019; Giwa; Desai, 2020).

Além disso, ha outras espécies de coronavirus que infectam somente uma
unica espécie ou algumas, principalmente, mamiferos, aves (Woo, 2012), morcegos
e roedores (Ge et al., 2017). No entanto, devido as semelhangas estruturais e
gendmicas, 0 SARS-CoV-2 assemelha-se ao virus da hepatite murina (MHV), que n&o
infecta humanos. Assim, o MHV serve de modelo para diversos tipos de estudos
(Caldera-Crespo et al., 2022; Koerner et al., 2020), principalmente por ndo exigir
laboratérios de biosseguranca de nivel lll, o MHV facilita a validag&o inicial de modelos
de estudo para coronavirus patogénicos para os seres humanos. Além disso, o MHV
tem sido amplamente estudado tanto na avaliacdo de produtos sanitizantes quanto
como modelo de infecgdes virais associado a diversas patologias (Andrade et al.,
2021; Caldera-Crespo et al., 2022; Masciarella et al., 2023; Pereira Oliveira; Kroon,
2021).

A transmissdo de SARS-CoV-2 ocorre por vias aéreas e aerossois, 0
que favoreceu a disseminagao do virus pelo planeta desde o inicio dos primeiros
casos em Wuhan (She et al., 2020). A pandemia foi decretada em margo de 2020,
apenas quatro meses depois dos primeiros casos. Como medida de saude publica, a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) declarou situacdo de pandemia, e as
recomendagdes incluiram o distanciamento social, uso de mascaras e higiene das
maos e dos ambientes (Cucinotta; Vanelli, 2020).

O SARS-CoV-2, desregula a producdo ERO’s e ativa as vias
inflamatorias, as quais favorecem a progresséo viral (Forcados et al., 2021; Fratta
Pasini et al., 2021), podendo acometer diversos 6rgaos e sistemas, desencadeando
problemas gastrointestinais, cardiacos, renais, perda de fibras musculares
esqueléticas, disturbios de coagulagédo, choque e a Sindrome Respiratéria Aguda
(SRAG) (Jiang et al., 2020; She et al., 2020).

Durante a pandemia foram conduzidos muitos estudos com
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compostos sintéticos para tratamento do SARS-CoV-2 (Farooq; Ngaini, 2021; Felix Da
Silva Gomes et al., 2023) e compostos naturais (Farooq; Ngaini, 2021; KIM, 2021;
Sampangi-Ramaiah; Vishwakarma; Shaanker, 2020). Apesar de todos os esforgos
para buscar e desenvolver novos farmacos, apenas trés deles receberam aprovagao
para uso pelo Food and Drug Administration (FDA, EUA) (CDC, 2024).

Por outro lado, os compostos naturais possuem caracteristicas e
possibilidades de promover o efeito biologico adequado e podem ainda servir de base
para a producao de novos farmacos (Jamtsho et al., 2024). Destacam-se as classes
dos terpenos de origem vegetal (Diniz et al., 2021) e animais marinhos (Sahoo et al.,
2021), bem como compostos antioxidantes (Forcados et al., 2021). Dentre os
compostos antioxidantes, os flavonoides (Halliwell, 1996) sdo capazes de neutralizar
as vias metabdlicas pro-inflamatorias induzidas pela COVID-19 (Forcados et al.,
2021).

Durante a busca por novos medicamentos e alternativas para o
tratamento da COVID-19 foram desenvolvidos diferentes tipos de vacinas,
posteriormente aprovadas para uso emergencial pelo FDA. Esta foi uma das medidas
com maior efeito, além da alocagao de recursos, que contribuiram para o controle da
pandemia (Wang et al., 2024). A imunizagdo teve inicio em outubro de 2020, e
somente em maio de 2023 foi decretado o fim da pandemia, embora a emergéncia
global frente ao SARS-CoV-2 ainda persista (OMS). Além disso, em outubro de 2023,
Instituto John Hopkins (2024 ) registrou 676.609.955 casos confirmados, 6.881.955
mortes por COVID-19 e 13.338.833.198 de vacinados em todo mundo. No Brasil
desde o inicio da pandemia foram 38.264.864 casos e 708.999 6bitos (Ministério da
Saude, 2024).

Embora nenhum medicamento de origem natural tenha sido
aprovado, estudos conduzidos com pacientes internados demonstraram que o uso de
plantas medicinais em diferentes apresentacdes, reduziram o tempo de internagao
(Karimi et al., 2021), o que aponta para a possibilidade de novas alternativas naturais
para combater o SARS-CoV-2 de forma mais eficaz.

As infecgdes graves por SARS-CoV-2 desencadeiam a desregulagéo
da produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a ativagdo de vias
inflamatadrias, ressaltando a importancia de abordagens terapéuticas inovadoras.

Neste contexto, torna-se evidente a necessidade de estudos
anatdmicos mais detalhados da Solidago chilensis, com o intuito de ampliar as



76

estratégias de controle de qualidade da espécie e explorar alternativas de secagem
mais eficazes. Além disso, considerando os reconhecidos efeitos antioxidantes e anti-
inflamatorios da Solidago chilensis, ha um potencial significativo para que ela atue em
diversos alvos celulares. Dessa forma, ela se destaca como uma candidata
promissora para este fim, sendo necessaria a avaliagao em modelos experimentais in

vitro, abrindo novas possibilidades terapéuticas antivirais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as estruturas anatémicas das folhas frescas de Solidago
chilensis, comparando-as com as folhas secas e avaliar a concentracdo de compostos

nos extratos das inflorescéncias secas e sua atividade biologica antiviral.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar as estruturas anatomicas e histoldgicas das folhas de S.
chilensis frescas e incluidas em parafina com diferentes técnicas de coloracgdes;

b) Avaliar e comparar o efeito da secagem por diferentes técnicas na
biomassa final e nas alteracdes das folhas de S. chilensis;

c) Avaliar e comparar o efeito da secagem por duas diferentes
técnicas (estufa e Oshibana) na biomassa final e verificar os produtos nos diferentes
extratos;

d) Obter dois extratos secos com polaridades distintas para cada
técnica de secagem empregada nas inflorescéncias de S. chilensis;

e) Avaliar a concentracdo de teores fendlicos e flavonoides, e a
atividade antioxidante para os extratos secos polares das inflorescéncias de S.
chilensis;

f) Determinar a citotoxicidade e avaliar a atividade antiviral e virucida

de todos os extratos obtidos inflorescéncias de S. chilensis.
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4 CAPiTULO 2 - ANATOMICAL CHARACTERIZATION AND COMPARATIVE
ANALYSIS OF SOLIDAGO CHILENSIS LEAVES: FRESH, OVEN-DRIED, AND

OSHIBANA METHODS

4.1 INTRODUTION

Over the centuries, herbal medicines have played a significant role in
human well-being. Exploring various drying techniques for individual medicinal herbs
is crucial in defining their bioactive compounds, quantities, qualities, and efficacies
(Nurhaslina; Bacho; Mustapa, 2022) . The production of high-quality herbal medicines
critically depends on the steps of drying and storage (Embrapa, 2010). Currently, the
most common plant drying method involves a circulating air oven at 40-60 °C, yet
there is no universally accepted drying technique (Nurhaslina; Bacho; Mustapa, 2022).

The method of drying using a press and heat chamber has been widely
used in herbariums to create a specimen bank for species identification, known as
"exsiccate." This collection comprised whole plants or branches with leaves, flowers,
and fruits (Mentz; Bordignon, 2010). However, herbalized materials often lose their
original pigmentation (Soares et al., 2009), which may complicate the identification of
botanical specimens (Rotta; Beltrami; Zonta, 2008). Furthermore, the botanical
collection of herbaria may be deteriorated by insects and fungi. In such cases, gamma
radiation can be utilized with minimal color alteration (Lima et al., 2021).

In addition, the pigmentation of food and aromatic plants is important.
Consequently, a visual pigmentation degradation score was devised based on the
remaining chlorophyll content and its derivatives (Lafeuille; Lefevre; Lebuhotel, 2014).
Preserving pigments, texture, shine, appearance, and shape are intrinsic to each plant
type and specific techniques can be adapted (Raghupathi; Gantait, 2020). Additionally,
morphological analyses of herbs and their aesthetics are often overlooked (Nurhaslina;
Bacho; Mustapa, 2022).

Oshibana art is a Japanese drying technique that derived its name
from the fusion of "Osh/" meaning to press, and "bana" derived from the word "hana,"
which means flower. This method involves dehydrating various parts of plants
(Carvalho; Carvalho; Pessoa, 2016), without altering the original color, potentially
attaining a high market value (Susilo, Nasution; Rahmiati, 2021). Mir et al. (2009),
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suggested that owing to the substantial production and export of flowers in India,
flower-drying techniques, especially Oshibana techniques, which are predominantly
applied in ornamentals, could be a significant investment in the industry (Raghupathi;
Gantait, 2020).

In this context, microscopy for botanical identification should be
applied to intact or coarsely broken plants (Houghton, 1998). Furthermore, plants used
for ethnopharmacological purposes can be adulterated into botanical products, which
involves the replacement of whole or partial species (Upton et al., 2016). However,
each plant may have one or more plant organs of interest (Nurhaslina et al., 2022).
Thus, the ethnobotanical designation, which refers to the common name of a particular
species, such as "arnica," can be problematic, especially in Brazil, where there are
seven distinct species of this genus (Athayde et al., 2019). Any of these species could
potentially be used to adulterate a botanical product marketed under the name of one
of them.

The medicinal herb Solidago chilensis Meyen (Asteraceae), known as
arnica or arnica-Brasileira, exhibits various reported biological effects in the literature,
with extracts produced by different parts of the plant (Brasileiro et al., 2006; Cruz et al.,
2013; Da Silva et al., 2010; Da Silva et al., 2015; Goulart et al., 2007; Morel et al.,
2006).

S. chilensis, native to South America (Lorenzi; Matos, 2002), is found
across various Brazilian regions, including the Northeast, Center-West, Southeast,
South (Forzza et al., 2010), and North (Rodrigues; Souza, 2021), occupying diverse
biomes, such as the Caatinga, Cerrado, Pampa, Atlantic Forest (Forzza et al., 2010),
and Amazonia (Rodrigues; Souza, 2021). However, it is predominantly abundant in
Parana state (Forzza et al., 2010). Seven common names are used for arnica, which
is traditionally used in medicine because of its anti-inflammatory properties, in Brazil.
The anatomical structures, as revealed using histological morphology, are unique to
each species (De Athayde et al., 2021), enabling differentiation.

The leaves of S. chilensis are almost sessile; the upper leaves are
linear; the lower leaves are lanceolate, acute, and narrow; their surfaces are glabrous;
and the edges are entire or slightly dentate (Farmacopeia Brasileira, 1929). The
histological sections of the leaves of S. chilensis exhibited an epidermal cuticle,
amphistomatic characteristics, various trichomes, parenchyma tissues, secretory

cavities, xylem, phloem, and collenchyma near the midrib in the transverse section.
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Furthermore, S. chilensis has two types of trichomes: glandular and non-glandular
(Souza et al., 2018, De Athayde et al., 2019). In contrast, the species S. chilensis var.
chilensis is characterized by the presence of three different trichome types (Perez et
al., 2018). This anatomical trait is a potential method for species differentiation.

Therefore, the aim of this study was to evaluate and elucidate the
morphological structures of S. chilensis leaves, considering the influence of two drying
techniques, i.e., conventional oven drying and Oshibana drying, with a focus on
paraffin-embedded material. We conducted a comparative analysis of fresh and
paraffin-embedded tissue samples to achieve our objectives. Various staining methods
have been applied to discern tissue alterations arising from each drying technique,
using both optical and polarized microscopy.

4.2 MATERIALS AND METHODS

4.2.1 Exsiccate Assay

The project to study Brazilian arnica (Solidago chilensis) was
registered in the National Management System of Genetic Heritage and Associated
Traditional Knowledge (SisGen A8C1C62). Seventeen similar leaves of Solidago
chilensis Meyen from the urban area (23.328908 W; 51.211961 S) of Londrina, PR,
Brazil, collected in December 2019, were compared with the exsiccated sample stored
at the Herbarium of the State University of Londrina (FUEL 54685).

4.2.2 Analysis of Fresh Leaves

Two leaves were cut freehand without staining and analyzed using
optical microscopy under light and polarized light (O500R — Opticam Microscopy
Technology). One of the cross-sections was dehydrated in ethanol to confirm which
type of parenchyma might be found in S. chilensis (Costa, 2001).

4.2.3 Preparation of Fresh Leaves

The fresh were fixed in FAA (formaldehyde, acetic acid, and 50%
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hydroethanolic solution in the ratio of 1:1:18) for one week, then they were embedded
in paraffin, and submitted to histological evaluation using stained transversal and
paradermal sections (Johansen, 1940).

4.2.4 Embedding Process

The leaves were first placed on a cutting board, and a 1 cm? wide
fragment was transversely cut from the center. This fragment was then dehydrated
using a histological battery and embedded in paraffin (adapted from Johansen, 1940).
The embedded leaves were subsequently sectioned into transverse and paradermal
thickness using a microtome (CUT-6062 — SLEE medical GmbH).

Afterward, the fresh leaves embedded in paraffin (FLEP) were cut
cross-sectionally into eight fragments with a 4 ym thickness using a microtome to
evaluate and compare leaf tissues using different stains. From the FLEP, three
paradermal cuts were made from the adaxial region to observe the leaf margin
structures. Thus, the FLEP fragments were deparaffinized and hydrated, and the
sections were subjected to staining techniques: 1) 0.5% toluidine blue (O’Brien; Feder;
Mccully, 1964) for both histological types of sections, whereas 2) alcian blue, 3) PAS
McManus (McManus, 1948), 4) Sudan Il (Pearse, 1972) using Light Green SF (0.2%)
as a counterstain for 3 minutes, and 5) picrosirius red (Falcdo-Pires et al., 2011) were
used for the transversal sections. After staining all slices, only the Sudan stain was
mounted using water, whereas the other stains were mounted using a synthetic resin

(Entella; Merck, Germany).

4.2.5 Preparation of Dried Leaves

The collected leaves were divided equally into two groups: 1) dry
leaves obtained by drying in an oven at 37 °C (DLOv) (Falkenberg; Santos; Simdes,
2010) and 2) dry leaves obtained using the Oshibana technique (DLOs). The weights
of 15 leaves subjected to each drying technique were recorded before and after the
drying period. Finally, all groups were fixed in FAA for one week and subjected to

morphoanatomical evaluation.
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4.2.6 Oshibana Technique

The Oshibana technique systematically arranges all the leaves
destined for drying, using a method that involves creating a layered “sandwich” to
facilitate capillary drying without the use of temperature and in an oxygen-free
environment. The sandwich was built using mattresses (blank newspaper sheets),
viscose, leaves, and mattresses. These layers were placed in large plastic bags, and
the air was completely removed. The bag was then folded and placed in another plastic
bag, and the procedure was repeated twice. The third and final bags were sealed
before undergoing a uniform, flat pressing of 14 kg. After 24 hours, all mattresses were
replaced with dry mattresses and repackaged. This procedure of changing the
mattresses was carried out for 7 days. After this initial phase, the procedure transitions
to a frequency of every 2 days until the leaves are completely dry 18 days after the
procedure. Following this, the leaves were weighed, fixed in FAA for one week, and

subjected to morphoanatomical evaluation.

4.2.7 Statistical Analysis and Pigment Degradation

The value of percentage of water lost were presented as means + STD
(Standard deviation) was compared using Student’s t-test statistical analyses in the
GraphPad Prisma 6.01 (GraphPad Software, Inc., CA, USA) with a significance level
of 5%. The Shapiro-Wilk test followed by Bartlett's test, was done to confirm the
assimptions of the normal distribution of residuals and homogeneity of variance.
Pigmentation was evaluated using the method described by Lafeuille, Lefevre, and
Lebuhotel (2014).

4.2.8 Embedding and Histological Process

The dried leaves were embedded in paraffin in the same manner as FLEP and
subjected to histological transversal sectioning using three stains to evaluate the
influence of drying on the tissue. The samples were stained with toluidine blue
(O’Brien; Feder; Mccully, 1964). After staining, all the slices were mounted as
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previously described.

4.3 RESULTS AND DiIscuss

4.3.1 Fresh Leaves Analyses

The cross-section of two leaves analyzed in free hand without staining
showed the cuticle on both epidermal faces, amphistomatic structures, parenchyma,
collenchyma, xylem, and phloem (Souza et al., 2018) under light or optical microscopy
(Fig. 5A). In contrast, the phloem and collenchyma were clear in the same cut under
polarized light (Fig. 5B), which exhibited birefringence. However, the xylem and
palisade structures could not be identified under polarized light. This difference may
be explained by the composition, type, and quantity of lignin present in each cell that
forms each structure (Lourengo et al., 2016). Three types of parenchyma have been
identified in the leaves of S. chilensis: palisade (De Athayde et al., 2019; Souza et al.,
2018), aquiferous (De Athayde et al., 2019), and spongy (Souza et al., 2018). The
aquiferous parenchyma can maintain water inside the cells by storing mucilage, which
is generally present in plants that live in dry environments, whereas the spongy
parenchyma has spaces that facilitate the movement of gases and water (Costa,
2001). Dehydration was applied to confirm which type of parenchyma was found in the
leaves of S. chilensis. The freshly cut leaves (Fig. 5C) subjected to dehydration in
ethanol did not shrink (Fig. 5D), confirming the presence of spongy parenchyma and a
lack of mucilage in the tissue.

Figure 5 — Histological transverse section of fresh leaves (FL) from S. chilensis was
observed using an optical microscope (A) and polarized microscope (B) along with a
comparison of the fresh cut before (C) and after dehydration (D).
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Leg: PP: Palisade parenchyma; SP: Spongy parenchyma; Co: Collenchyma; Xy: Xylem; Ph: Phloem;
SE: Superior epidermis; IE: Inferior Epidermis, AdE: Adaxial Epidermis, AbE: Abaxial Epidermis, scale
50 um (A, B) 10 um (C, D).

4.3.2 Fresh Leaves Embedded in Paraffin (FLEP)

The FLEP subjected to toluidine blue (Fig. 6A) highlighted the walls of
the vessel elements (xylem) with a bluish color and showed the organization of the
palisade parenchyma. In contrast, the Alcian blue (AB) technique (Fig. 6B) highlighted
both elements of the sieve tube vessels (phloem), but not the xylem tissue. The
collenchyma was visible in both strains. In addition, slight pink pigmentation was
observed in the palisade parenchyma due to the Picro-Ponceau counter dye in AB,
indicating protein accumulation (Vidal, 1970).

The FLEP stained using PAS McManus (Fig. 6C) highlighted the xylem
but not the phloem and collenchyma, which might explain this stain specificity, as it
colors lignified walls but not cellulose walls. The palisade parenchyma was brittle.
However, the Sudan |l stain (Fig. 6D) highlighted that the cuticle, which can be

composed of long-chain lipids (Appezzato-Da-Gloria; Carmello-Guerreiro, 2012),
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remained preserved after the histological process and paraffin embedding with the
widely used nonpolar solvent xylene. Although lipid identification is typically performed
on fresh sections to highlight compounds, such as oils and fats, in paraffin-embedded
tissue, these compounds might be extracted during the process. However, structural
lipids such as cutin and waxes might be retained (Ventrella et al., 2013).

In the FLEP observed by picrosirius red staining (Fig. 6E), the xylem
vessels appeared crystalline under optical microscopy, while the entire tissue was
stained red, highlighting the organization of the palisade parenchyma. However, the
picrosirius red technique is commonly used in human histology to differentiate between
the presence and type of collagen in tissue repair, enabling the distinction of a few
types of collagen by observing staining under polarized light (Rittie, 2017). Therefore,
when picrosirius red staining was observed under polarized light (Fig. 6F), the xylem
vessels were primarily highlighted, displaying colors ranging from pearly white to pink.
The phloem stained in shades of green, the collenchyma stained in shades of green
and yellow, while the epidermis exhibits parts stained red and others in orange, and
even disappeared in certain areas of the histological section in the abaxial region away
from the central vascular bundle. In addition, the palisade parenchyma was invisible.

Figure 6 — A cross-sectional histological view of S. chilensis Meyen leaves is
presented in image, offering detailed insights into the internal structure. The stains
used include toluidine blue (A), Alcian blue (B), PAS McManus (C), Sudan Il — light
green (D), Picro-sirius red (E) and polarized microscope for Picro-sirius red (F).
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Substomatal cavity; Black arrow: cuticle; SC: Secretory cavity. AJE: Adaxial epidermis, AbE: Abaxial
epidermis, scale 50 um.

Picrosirius red staining effectively enhanced the birefringence effect in the xylem
vessels, indicating its strong affinity. The interaction of picrosirius red involves its
elongated molecule, which has six —SO3H sulfonic groups that interact with the basic
groups aligned on the collagen molecule, as well as four—-N=N-azo structures that
serve as chromophores (Rittié, 2017). In contrast, the birefringence effect was not

observed in fresh histological sections, possibly because of the chemical reaction
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between picrosirius red and the xylem tissue. Therefore, we suggest using picrosirius
red staining of paraffin-embedded plant tissues to evaluate the xylem. However,
variations in the chemical composition of the xylem (Lourengo et al., 2016) or the type
of secondary cell wall in the xylem vessel may be responsible for this polarizing effect.

4.3.3 Leaf Epidermal and Blades Projections

The leaf edges of S. chilensis exhibit outward epidermal projections
(De Athayde et al., 2019). These projections were approximately 0.25 mm in length
(white arrow), the vein (Ve) was detected (Fig. 7A), and the paradermal section
revealed the presence of a secretory cavity, as well as the architectural features of the
palisade parenchyma and vein organization (Fig. 7B). The epidermal projection
consisted of four distinct, well-defined cells, as evident in the paradermal histological
sections (Fig. 7C). Additionally, in the transverse sections, the same epidermal cells
were more prominent at the extremities of the leaves (Fig. 7D). Based on the
characteristics and structure of the epidermal projection, it was identified as a tector
trichome or a non-glandular trichome, which is consistent with the findings of De
Athayde et al. (2019).

Figure 7 — Appendices epidermal (white arrow) in leaves from S. chilensis revealed
through fresh tissue (A) in a Neubauer chamber, and histological paradermal section
stained with toluidine blue (B, and C), and the multicellular tector trichome, transversal
section reveals the base of the epidermal projection (black arrow).



102

B ™ - |
Leg: Ve: vein; SC: Secretory cavity; AdE: Adaxial epidermis; AbE: Abaxial epidermis, scale 0.25 mm
(A), 50pm (B), 20um (C, D).

The leaves of S. chilensis exhibited structures that differed at the tip of the leaf
(grey arrow), which were larger than the tector trichomes (yellow arrow) (Fig. 8A, B).
Additionally, the transverse sectioning of the leaf blade projection (LBP) (Fig. 8B)
indicated that the longitudinal xylem (red arrow) extended towards the leaf margin, and
the LBP had a circular architecture, was the same size as the leaf, and was covered
by epidermal cells (Fig. 8C). Upon closer inspection, PAS McManus staining (Fig. 8D)
and toluidine blue staining (Fig. 8E) revealed the presence of xylem inside the LBP,
likely supported by loose parenchyma and featuring a pore (green arrow). This xylem
arrangement was most prominently observed with picrosirius red staining under a
polarized microscope (Fig. 8F), highlighting the xylem structures.

Therefore, S. chilensis may possess hydathodes. Typically located on
leaf margins and irrigated by veins, the mesophyll of these structures differentiates into
epithelia with large intercellular spaces. It has been reported that hydathodes have
been found in 19 tribes of Asteraceae (Martinez-Quezada et al., 2023), and they can
exist as either passive or active hydathodes (Evert; Esau, 2013). However, this is the
first report of such a structure in S. chilensis.

Figure 8 — Leaf blade projection (LBP) (gray arrow) of leaves (A) from S. chilensis
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revealed through fresh tissue (B) the tector trichome (yellow arrow) submitted at
histological cross-sections following the in red line, PAS McManus stained (C, D)
showed the LBP far from the lip of the leaf and the xylem longitudinal, toluidin blue (E),
and picro-sirius red observed under a polarized microscope (F), the LBP reveals a pore
(green arrow) and Xylem (Xy - red arrow) in all stained.

Leg: scale 0.5 mm (A), 0,25 mm (B), 50um (C), 10pm (D,E,F).

4.3.4 Statistical and Organoleptic Analyses

The leaves that were dried using both techniques did not show

significant differences in final mass; however, the dry mass of the DLOv leaves
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(27.45% = 3.02) showed a higher dry percentage than the DLOs leaves (28.47%
2.04).

In addition, a distorted shape was observed in DLOv (Fig. 9A, black
arrow), as well as darkening of the leaves, which was more noticeable in the central
vein at the base of the leaf (Fig. 9B, red arrow) and could be categorized between 65
and 90% pigmentation. In contrast, the DLOs maintained pigmentation without a
significant impact, registering above 90% according to the classification of Lafeuille,
Lefevre e Lebuhotel, (2014), and it was possible to observe the projection dentate on
the leaf (blue arrow) (Farmacopeia Brasileira, 1929). Based on these results, applying
the Oshibana technique could be considered in the botanical collection and
preservation of food plants. According to Qiu et al. (2022), other techniques for
preserving plants for the food industry are still under development in laboratory settings
due to high production costs and safety concerns.

Figure 9 — S. chilensis leaves — Oven-dried (DLOv) (A); and Oshibana technique
(DLOs) (B): lllustrating the impact of techniques on the tissue (black arrow), mostly the
central vein pigmentation (red arrow), and the projection dentate on the leaf (Blue
arrow).

Pigment loss is common in plants that are dried by exposure to heat,
which can be justified by the removal of the chlorophyll long lateral chain (phytol) and/or
the chelated Mg*2, which are linked to the porphyrinic nucleus esterified at C17 and at
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the center, respectively (Fig. 10) (Thamkaew; Sjohim; Galindo, 2020).

Figure 10 — Pathway of degradation of chlorophyll during the drying process.
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Fonte: Thamkaew; Sjohim; Galindo, 2020.

4.3.5 Histological Anatomy Following Drying Methods

In DLOv, the tissue becomes contorted, but the xylem remains
preserved; however, the phloem deforms to the point of collapse. In contrast, the
palisade parenchyma and collenchyma were deformed, but remained visible (Fig.
11C).
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In DLOv, the stomatal cavities in both epidermal layers indicated a
process of dilation, which can be explained by the forced evaporation of water due to
constant exposure to higher temperatures. In some cases, secondary veins and
phloem collapsed, the palisade parenchyma ruptured owing to increased intracellular
spaces, and a reduction in pigmentation and damage to the epidermis could be
observed in some areas (black arrow in Fig. 11D), along with degradation of the
stomatal cavity. Furthermore, all features and structures can be observed and
compared to FLEP (Fig. 11A and 11B).

In DLOs, the phloem did not collapse (Fig. 11E) even under pressure,
and there was no deformation of the collenchyma. Epidermal cells remained intact,
although some regions showed signs of collapse. In contrast, the cells of the palisade
parenchyma remained intact, and there was a reduction in the intercellular spaces,
particularly in the spongy parenchyma region, which became almost imperceptible.
The substomatal cavities in both epidermal layers remained intact (Fig. 11E and 11F).

The weight change might be attributed to the degradation observed in
Figure 11D, which displays structural loss. This may account for a 1% reduction,
although it did not reach statistical significance.

Figure 11 — Comparative histological analysis of S. chilensis leaves — transverse
sections following different processing methods stained with toluidine blue: fresh
leaves embedded in paraffin (FLEP) (A, B); leaves dried by oven (DLOv) (C, D); and
leaves dried by Oshibana technique (DLOs) (E, F).
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Leg: *: Substomatal cavity; Black arrow — loss of epidermal tissue; scale bar 50 um (A, C, E) 20 ym (B,
D, F).

Cross-sections of FLEP from S. chilensis effectively preserved their structures
after complete histological processing using paraffin embedding, similar to the common
freehand technique. It is possible to identify the cuticle on both epidermal surfaces and
amphistomatic structures in FLEP samples (Souza et al., 2018), with a predominance
on the lower surface (Farmacopeia Brasileira, 1929). Each vascular bundle contains a

secretory channel. According to the Farmacopeia Brasileira (1929), the secretory
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channel may be located beneath the endodermis in the vascular bundle. Additionally,
both types of parenchyma, collenchyma, xylem, and phloem were observed (Souza et
al., 2018), and the vascular bundle exhibited strong convexity in the abaxial part, as
described in the Farmacopeia Brasileira (1929). Moreover, all staining techniques
enabled the determination of morphoanatomical or compositional characteristics such
as the cuticle and proteins, each presenting unique features based on the technique
and/or region evaluated.

Thus, it was possible to identify and confirm the types of parenchyma
present in the leaves of S. chilensis, along with certain characteristics of the plant
tissue in fresh cuts, by using light and polarized microscopy. Additionally, plant tissues
embedded in paraffin facilitate histological analysis based on the thickness of the
section, which might favor the quantification of certain structures and/or areas.
Moreover, we highlighted the impact of the different staining methods applied in this
study and the effect on the main structure of the leaves after exposure to different
drying techniques. Furthermore, the Oshibana method can be another alternative for
the preparation of exsiccates and other applications, such as the preservation of plant
foods, aromatic plants and biological compounds. In addition, our study revealed the
vascularity of the epidermal projections within the leaves of S. chilensis.

S. chilensis was described only in the first edition of the Farmacopeia
Brasileira (1929). Since then, many studies have described the medicinal properties of
different parts of S. chilensis, and others have compared and described the
morphological anatomy; however, more studies are needed to evaluate and confirm
the function of this epidermal projection. Therefore, it is crucial to explore various drying
methods for each plant species, particularly for those with medicinal properties.
Additionally, highlighting the significance of the histological evaluation of post-drying
tissues is essential. This approach not only underscores the importance of assessing
anatomical structures but also opens new avenues for verifying the authenticity of plant

materials.

4.4 CONSIDERATION

With the fresh freehand cuts used on S. chilensis leaves and analysis

techniques, it was possible to determine some adornment characteristics using
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microscopic analysis and the determination of the spongy parenchyma in the
histological cross-section.

The histological sections of leaves from S. chilensis using paraffin-
embedded helped to analyze all the stained samples used in this study, and Sudan I
and picrosirius red might be used for special evaluations of cuticle and xylem vessels,
respectively, with the same thickness of each section. In addition, all histological
structures, including the xylem, phloem, collenchyma, secretory cavity, stomates,
spongy and palisade parenchyma, proteins, and cuticle.

Paraffin-embedded histological analyses allowed us to identify and
evaluate multicellular tector trichomes and hydathodes in S. chilensis. This should be
studied to determine its physiological function.

Oshibana altered the leaves of S. chilensis less than the common
drying techniques, which preserved pigmentation and might have increased the
biological compounds. The Oshibana technique is considered simple, relatively low-
cost, and does not use any chemical products during the process (Carvalho; Carvalho;
Pessoa, 2016), compared to both techniques used in this study, the histological
characteristics might be used to evaluate the dried material and further more studies
should investigate quality control and the application in histological analyses of
medicinal plants.
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5 CAPITULO 3 - INFLUENCIA DOS METODOS DE SECAGEM NA
CONCENTRAGAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE INFLORESCENCIAS DE
SOLIDAGO CHILENSIS: ATIVIDADE ANTIOXIDANTE, ANTIVIRAL E VIRUCIDA

5.1 INTRODUCAO

A Pandemia de Sindrome Respiratoria Aguda Severa Coronavirus
(SARS-CoV-2), conhecida como COVID-19, foi oficialmente declarada pela
Organizagdo Mundial de Saude em margo de 2020. Originada em Wuhan, China,
quatro meses antes, a doenga apresentou sintomas incomuns de pneumonia (Huang
et al., 2020; She et al, 2020). Os coronavirus (CoVs), integrantes da familia
Coronaviridae, exibem proteinas em sua superficie que se assemelham a uma coroa
(Mcintosh; Perlman, 2015). O SARS-CoV-2, um virus RNA envelopado com cerca de
30.000 bases, codifica um numero limitado de proteinas.

O tratamento medicamentoso para a COVID-19 é determinado pelo
estagio e pelos sintomas da doenga (Kupferschmidt; Cohen, 2020). Entre os sintomas
mais comuns estdo: febre, tosse seca, dor de cabecga, perda de paladar e perda de
olfato. Nos casos mais graves, a falta de ar evidencia a inflamagao pulmonar (Jiang et
al., 2020; She et al., 2020; Zhou et al., 2020).

Ao longo da pandemia foram empreendidos esforgos significativos na
busca por novos farmacos anti-SARS-CoV-2 provenientes de moléculas naturais para
o tratamento da doenca (Kim, 2021; Sampangi-Ramaiah; Vishwakarma; Shaanker,
2020). Nestes esforgos foram exploradas diversas classes de metabolitos
secundarios, incluindo terpenos de origem vegetal (Diniz et al., 2021) e animais
marinhos (Sahoo et al., 2021), bem como compostos antioxidantes (Forcados et al.,
2021). No entanto, experimentos laboratoriais direcionados ao combate do SARS-
CoV-2 demandam instalagdes de biosseguranga de grau lll. Como alternativa, MHV-
3 — (Murine Hepatitis Coronavirus) tem sido extensamente utilizado em pesquisas de
novos antivirais para coronavirus patogénicos em humanos (Andrade et al., 2021,
Masciarella et al., 2023). Esta abordagem permite a analise in silico de substancias
promissoras contra o SARS-CoV-2, seguida de testes in vifro no MHV-3 para
selecionar aquelas que serdo eleitas para continuidade nos estudos (Felix Da Silva
Gomes et al., 2023).

As proteinas estruturais (Fig. 12) e nao estruturais do SARS-CoV-2
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(Fig. 13), servem como alvos potenciais para novos medicamentos (Domling; Gao,
2020), e a triagem in silico que permite a selegdo de moléculas com maior afinidade
aos sitios ativos de interesse (Mohanasundaram et al., 2024).

Figura 12 — Representag¢ao das proteinas estruturais do virus SARS-CoV-2.

Proteinas estruturais:
Spike (S) a4
Nucleocapsideo (N) C
Membrana (M) ®
Envelope (E) =

Fonte: Domling; Gao, 2020

Figura 13 — Representagcdo de proteinas nao estruturais do virus SARS-CoV-2
obtidas do banco de dados Protein Data Base (PDB): (A) (RdRp — cédigo 7BV2), (B)
Helicase — codigo 7NNO), (C) PLpro — codigo 6WX4) e (D) 3Clpro — codigo 6Y2E).

et al., 2020.

O flavonoide quercetina foi utilizado para inibir a proteina nao
estrutural 3CLpro, responsavel pela replicagado do virus, por meio de docking, o que
foi confirmado experimentalmente (Abian et al., 2020). Outro flavonoide heterosidico,
a rutina, também demonstrou ser um potente inibidor in silico em duas proteinas nao
estruturais, 3CL e PL (Mohanasundaram et al., 2024). Desta forma, todas as proteinas
sdo de suma importancia para a replicagao viral (Fig.14), que ocorre dentro da célula

hospedeira (Yang; Rao, 2021
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Figura 14 — Ciclo de replicagao viral do SARS-CoV-2
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Fonte: Adaptado de Yang; Rao, 2021

Diversas espécies vegetais sintetizam flavonoides, incluindo a planta
medicinal Solidago chilensis Meyen (Fig. 15), que foi descrita a sinonimia na primeira
Farmacopeia Brasileira (1929) como S. microglossa D.C. A espécie pertencente a
familia Asteraceae pode ser encontrada em diversas regides do Brasil (Forzza et al.,
2010). Atualmente a S. chilensis esta registrada na Lista Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS) (Brasil, 2009) e é
popularmente conhecida como arnica brasileira (Lorenzi, 2000). O termo “arnica” é
utilizado devido as propriedades terapéuticas semelhantes a Arnica montana (Lorenzi;
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Matos, 2008).

Figura 15 — Ramos de inflorescéncias de Solidago chilensis in natura.

Fonte: O Autor.

A atividade anti-inflamatoria da S. chilensis, foi comprovada a partir
de diversos estudos, utilizando 6rgaos vegetais e métodos extrativos distintos (Assini;
Fabricio; Lang, 2013; Da Silva et al., 2010; Da Silva et al., 2015; Facury Neto et al.,
2004; Goulart et al., 2007; Liz et al., 2008; Malpezzi-Marinho et al., 2019; Tamura et
al., 2009). Ademais, esse efeito biolégico é atribuido a solidagenona, um furano
diterpeno labdano que pode ser isolado das inflorescéncias (Valverde; Azevedo-Silva;
Tomassini, 2009; Valverde et al., 2021), raizes (Da Silva Bortoleti et al., 2021;
Rodriguez et al., 2005) e rizomas (Da Silva Bortoleti et al., 2021).

A S. chilensis sintetiza diversos compostos, incluindo flavonoides
como quercetina, quercitrina, rutina (Sabir et al., 2012), carotenoides (Grandi, 2014),
acido galico (Grandi, 2014; Sabir et al., 2012), taninos, saponinas, terpenos (Catarino
et al., 2015; Grandi, 2014), fendlicos, triterpenos e esteroides (Souza et al., 2018). A

maioria dessas classes de compostos exibe propriedades antioxidantes, destacando-
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se os carotenoides, fendlicos e, especialmente, os flavonoides, conforme observado
por Halliwell (1996).

Durante os processos inflamatorios ocorre um desequilibrio entre a
producdo e a capacidade de neutralizacdo das Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs), resultando em um aumento de radicais livres que comprometem a
homeostase e a fisiologia celular, como observado nas lesées associadas ao SARS-
CoV-2 (Forcados et al., 2021; Fratta Pasini et al., 2021). Nesse contexto, os
antioxidantes naturais desempenham um papel crucial, neutralizando os radicais
livres, inibindo a produgdo de enzimas geradoras de radicais e quelando ions
metalicos que catalisam a formagao desses radicais. Além disso, os compostos
polifendlicos demonstram a capacidade de bloquear respostas oxidativas e aumentar
a atividade de enzimas antioxidantes, resultando em efeitos sinérgicos antioxidantes
quando combinados com outros compostos (Lv et al., 2021).

O conhecimento sobre os compostos sintetizados pela S. chilensis
nao garante por si so a qualidade terapéutica, mas podem indicar um efeito esperado.
No entanto, as concentracbes destes metabdlitos podem ser impactadas por
caracteristicas intrinsecas e extrinsecas durante o cultivo (Ciocan et al., 2023; Pérez-
Ochoa et al., 2022). Apés a colheita, as etapas de secagem e armazenamento tornam-
se de suma importancia para a obten¢cado de um produto de qualidade, sendo essencial
controla-las adequadamente para evitar a degradagao dos principios ativos (Embrapa,
2010).

A secagem, em particular, exerce uma influéncia direta na quantidade
de compostos antioxidantes, podendo aumentar ou diminuir de acordo com a espécie
e o0 orgao da planta (Ng; Yong; Lim, 2020), o que, por conseguinte, afeta as
propriedades terapéuticas (Embrapa, 2010). Vale destacar que a secagem é crucial
para a preservacéao de plantas e ervas, garantindo seu uso futuro (Nurhaslina; Bacho;
Mustapa, 2022).

O método mais comum de secagem envolve o uso de estufa de ar
circulante a 40 a 60°C (Nurhaslina; Bacho; Mustapa, 2022), expondo as plantas
medicinais ao ar quente com controle preciso de velocidade e temperatura (Embrapa,
2010). No entanto, a técnica de secagem japonesa Oshibana, cujo nome deriva da
fusdo de "Oshi" que significa prensar, e "bana" derivado da palavra "hana", que
significa flor (Carvalho; Carvalho; Pessoa, 2016), preserva a cor original (Susilo;
Nasution; Rahmiati, 2021). Vale ressaltar que os pigmentos naturais extraidos de
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especies vegetais promovem beneficios a saude (Rodriguez-Mena et al., 2023). A
partir de diferentes métodos de secagem aplicado a mesmas espécies vegetal, &
possivel garantir a qualidade e eficacia dos principios ativos (Nurhaslina; Bacho;
Mustapa, 2022).

No contexto apresentado, o objetivo do nosso estudo foi submeter as
inflorescéncias de S. chilensis a dois métodos de secagem e posterior avaliacdo do
teor de matéria seca. Além disso, pretendeu-se determinar, a partir das tinturas
hidroetandlicas, os teores de fendlicos e flavonoides totais, assim como a atividade
antioxidante desses extratos. Por fim, o estudo pretendeu obter dois extratos
diclorometénicos provenientes dos mesmos processos de secagem que foram

avaliados quanto a citotoxicidade e efeitos antivirais e virucidas para MHV-3.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Colheita e Processamento das Inflorescéncias de Solidago chilensis

Trinta ramos de inflorescéncias de S. chilensis Meyen foram colhidos
na zona urbana (23,328908 W; 51,211961 S) em Londrina, PR, Brasil, em 06/01/21.
Um exemplar foi comparado com a exsicata depositada no Herbario da Universidade
Estadual de Londrina (FUEL 54685). Este projeto foi registado no Sistema Nacional
de Gestao do Patrimoénio Genético e Conhecimentos Tradicionais Associados (SisGen
A8C1C62).

Das inflorescéncias, foram colhidas 24 paniculas, sendo duas por
planta de tamanhos semelhantes. Posteriormente, as paniculas foram pesadas e
aleatoriamente divididas em dois grupos. Doze inflorescéncias foram secas em estufa
de ar circulante, enquanto as outras 12 foram submetidas ao método Oshibana (1SO).
O restante das inflorescéncias foi dividido e submetido igualmente as mesmas

técnicas de secagem.

5.2.2 Técnicas de Secagem

A inflorescéncias de Solidago chilensis foram distribuidas sob as

bandejas de inox forradas com jornal, posteriormente este material foi submetido a
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secagem em ar circulante a 37 °C (ISE) por cinco dias (Falkenberg; Santos; Simdes,
2010).

A secagem Oshibana procedeu com a distribuigdo das inflorescéncias
sobre viscoses, que foram posteriormente cobertas com uma nova camada de viscose
e colocadas entre colchonetes (folhas de jornais virgens). O conjunto, semelhante a
um "sanduiche" (colchonete, viscose, folhas, viscose e colchonete), foi inserido em
um saco plastico grande. Em seguida, procedeu-se a remogéo total do ar, dobrando
0 saco e repetindo esse procedimento mais duas vezes. O terceiro e ultimo saco foi
selado com fita adesiva e submetido a prensagem com uma carga uniforme de 14 kg.
Aposs 24 horas, todos os colchonetes foram substituidos por colchonetes secos e o
processo foi repetido. Essa troca de colchonetes foi realizada diariamente por sete
dias consecutivos, seguida pela alternancia em dias subsequentes até a completa
secagem da planta, totalizando 18 dias.

5.2.3 Obtencao de Tinturas de Inflorescéncias de S. chilensis

As inflorescéncias secas foram trituradas e subdivididas em dois
subgrupos, resultando na obtengdo de dois extratos brutos (tintura EtOH e
diclorometanico DCM) para cada técnica de secagem.

As tinturas (1:10 g mL") das inflorescéncias foram submetidas a
maceragao hidroetandlica 70% em temperatura ambiente, seguida de uma hora de
ultrassom (Q3.8/40; Ultronique, Indaiatuba, SP, Brasil) em diferentes dias (1, 7 e 15),
além de serem protegidas da luz por um periodo de 21 dias (adaptado Da
Farmacopeia, 2021). Apds os 21 dias, as tinturas foram filtradas e concentradas por
5h sob rotaevaporagcdo (45 °C) (RE-301-BM-500 Yamato) e, posteriormente,
submetidas a liofilizagao.

As tinturas foram liofilizadas no Liofilizador L101 (Liotop) a uma
temperatura de -55 °C e sob pressao reduzida de aproximadamente 300 mmHg no
Laboratério de Quimica Prebidtica da UEL sob responsabilidade do Professor Dimas

Augusto Morozin Zaia.
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5.2.4 Obtencéao de Extrato Bruto Diclorometanico de Inflorescéncias de S. chilensis

O extrato diclorometanico foi obtido por meio de maceragao exaustiva
em frascos ambar; os frascos foram submetidos a dois ciclos de 60 minutos em
ultrassom (Eco-sonics — Ultronique, Indaiatuba, BR). Apos 24 horas, os extratos foram
filtrados e concentrados por rotaevaporagao (45 °C) (RE-301-BM-500 Yamato) para
um unico frasco, sendo armazenado em um dessecador (adaptado de Arakawa et al.,
2008).

5.2.5 Preparo dos Extratos Brutos para Analises

Os extratos secos obtidos a partir das tinturas (ISE-EtOH e ISO-EtOH)
e os extratos diclorometanicos (ISE-DCM e ISO-DCM) foram ressuspendidos a
concentragdo de 40 mg mL"' em etanol 70% e em DMSO, respectivamente. Os
extratos EtOH foram entdo submetidos a analise cromatografica, determinagédo de
teores (fendlicos e flavonoides totais) e a analise antioxidante. Posteriormente, todos
os extratos etandlicos e diclorometanicos foram submetidos a ensaios in vitro para

determinacao do efeito citotdxico, antiviral e virucida.

5.2.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de fotodiodo
(CLAE-UV/DAD)

Os extratos hidroetandlicos obtidos por ambos os métodos de
secagem foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) sob
seguintes condigdes: uma solugdo de 2 mg mL" de cada extrato foi preparada e
filtrada utilizando um filtro de seringa de 0,22 ym. Em seguida, foram injetados 20 pL
no equipamento CLAE (Shimadzu® modelo 20A), utilizando uma coluna C18 (5 um,
100 de 25 x 4,6 mm). O comprimento de onda aplicado ao detector PDA foi de 190 a
400 nm, com fase mével em gradiente decrescente de polaridade (Acetonitrila: agua
ultra—pura - 0:100% - 100:0%) mantendo a fase mével com fluxo constante de 1 mL
mL-" e acidificada a 0,1% de acido férmico conforme descrito na Tabela 5. O tempo
total foi de 110 minutos de corrida. Os resultados das corridas cromatograficas foram
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avaliados em 5 comprimentos de onda (220, 254, 280, 320 e 340 nm).

Tabela 5 — Metodologia cromatografica em gradiente crescente de polaridade
aplicada aos extratos EtOH de inflorescéncias de S. chilensis secas em estufa (ISE)
e Oshibana (1SO).

Tempo em Minutos % de Acetonitrila % Agua ultrapura
100
100
20 2,5 97,5
30 5 95
50 15 85
60 25 75
65 30 70
70 45 55
75 50 50
80 70 30
85 90 10
90 100 0
110 100 0
111 0 100
115 0 100

5.2.7 Determinacao de Teores de Fendlicos e Flavonoides Totais

O teor de fendlicos totais em cada extrato foi mensurado a partir do
método colorimétrico, usando Folin-Ciocalteu como reagente (Sigma-Aldrich, Merck)
e acido galico (Vetec) com padrao. Desta forma, foi determinado a curva padrdo em
diferentes concentragdes de acido galico (4-32 ug mL™") conforme determinado na

equacao1.

Equacgao 1:y = 0,0422x + 0,0041

Os teores de flavonoides totais foram expressos em quercetina e
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rutina. Desta forma, foi realizada a partir da complexagao do extrato com o cloreto de
aluminio (AICI3) 2% preparado em etanol 70%. Na qual, foi determinando a curva
padrdo em diferentes concentragbes de quercetina (1,2-32 yg mL") conforme
determinado na equacgéo 2.

Equacao 2:y = 0,0285x — 0,0268

Os teores de flavonoides totais foram expressos em rutina
(concentragdes de 6-60 ug mL™") conforme determinando da equacgéo 3. O padréo de
rutina foi diluido em etanol 95% e posteriormente diluido para etanol 70% para

determinar a curva de calibragao.

Equacao 3:y = 0,0115x — 0,004

Sendo, a absorbancia representada por y e a concentragao de acido
galico (ug mL"), quercetina (ug mL™") ou rutina (ug mL") respectivamente a equagéo
1, 2 e 3 e por x, com o coeficiente linear de R? = 0,999. E os resultados foram
expressos em mg equivalente de acido gdlico por g de extrato (GAE gE-") (Carra et
al., 2022); quercetina por g de extrato (Qe gE') (Georgetti et al., 2007); e rutina por g
de extrato (Ru gE™") (Rolim et al., 2005).

As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Lambda 25
spectrometer; Perkin Elmer. Waltham. MA. USA) em 760, 420 e 430 nm para acido
galico, quercetina e rutina, respectivamente. O branco foi processado sob as mesmas
condi¢cbdes sem o extrato somente o veiculo para cada ensaio e todos os experimentos
foram realizados em triplicata para todos os extratos e submetidos as analises
estatisticas.

5.2.8 Ensaio Antioxidante In Vitro

O potencial antioxidante das tinturas foi determinado por duas
técnicas lidas em espectrofotdmetro (Multi-skan GO Microplate Spectrophotometer,
Thermo Scientific, Vantaa, Finland). A capacidade de eliminagdo de radicais livres
ABTS™ (cido 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina- 6-sulfonico - Sigma Chemical Co., St.
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Louis, MO, USA) em 730 nm (Rufino et al., 2007b) e a eliminagdo do radical livre
DPPH" (1,1-difenil-2-picrilhidrazil DPPH¢) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)
em 515 nm (Rufino et al., 2007a). Todas as analises foram realizadas em triplicatas e
os resultados das absorbancias foram convertidos e expressos em pg mL-" de tintura

para ambos os ensaios e foi determinado o ICso para cada tintura.

5.2.9 Citotoxicidade

A citotoxicidade dos extratos de inflorescéncias de S. chilensis foram
determinados pelo ensaio de redugédo do MTT [(3-4, 5-dimetiltiazol-2-YL) -2,5-difenil
brometo de tetrazolina] (Sigma Chemical Co., USA) A linhagem de células
(fibroblastos) L929 (CCL-1, ATCC) foi mantida em meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium), suplementado com 10% de soro fetal bovino em de CO2 (5%) a 37 °C
em placas de 96 pocos, por 24 h.

ApOs esse periodo, o sobrenadante com o soro fetal bovino foi
removido com cautela e o meio DMEM renovado. Assim, em microscépio invertido
(Olympus®) determinou-se aproximadamente 10° células/pogo aderidas no fundo para
prosseguir com o ensaio. Foram utilizados dois tipos de controles: o controle positivo,
que consistia no meio de cultura, e o controle negativo, que consistiam em
Dimetilsulfoxido (DMSO) a 10% e EtOH 7% ambos diluidos em DMEM. Além disso,
foram realizadas diluicbes seriadas de cada extrato, comegando com uma
concentrago inicial de 2 mg mL' em DMEM. Apds o preparo das diluigdes, o ensaio
procedeu sobre as monocamadas, em quintuplicatas, sendo o volume final de todos
0s pogos 100 uL/pogo. Apds 72 horas de incubagao, o meio de cultura foi removido
dos pogos e lavado com 100 pL de D-PBS e 35 pL de solugdo de MTT (0,5 mg mL™")
foi adicionado em cada poco. Posteriormente, as placas foram incubadas por 2 horas
em estufa, em seguida, o sobrenadante foi removido e substituido por 100 yL de
solugéo solubilizante (Isopropanol acidificado com HCI 0,01 M e 0,36% de Triton-X).

Apo6s ao procedimento descrito, as células viaveis formam cristais de
formazam que s&o solubilizados em agitacdo por 15 minutos e a placa foi lida em
espectrofotometro (Agilent BIOTEK) em 570 nm, sendo possivel determinar a % de
células viaveis (CCso). Para remover possiveis interferéncias da placa, foi realizada
uma leitura adicional a 690 nm. A partir dos resultados de absorbancia, os dados foram
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transformados em porcentagem de viabilidade celular de acordo com a equacgéo 4,
sendo a densidade O6ptica do grupo tratado (DOrt) e a densidade 6ptca do grupo
controle (DOc). Desta forma, os resultados foram utilizados para determinar a equagéo
da reta para cada composto e para determinar a o CCsg (Felix Da Silva Gomes et al.,
2023; Rechenchoski et al., 2020).

Equacdo 4: Viabilidade Celular (%) = EZ 70 72 ZTE”‘?; x 100
c(570) —~ DOc¢(690

5.2.10 Ensaio In Vitro Antiviral e Virucida Frente ao MHV-3

O titulo viral do MHV-3 (Murine Hepatitis Coronavirus-3) foi
determinado conforme o TCIDso (Median Tissue Culture Infectious Dose) (Reed,;
Muench, 1938). A faixa de diluicdo da infec¢ao por MHV-3, foi realizada em gradiente
de porcentagem de infecgdo < 50% até 100%. Desta forma, as diluigbes do titulo viral
seriadas foram de 10, 10, 10 e 107, a partir da concentragdo do MHV-3 inicial de
10644 TCIDso/mL™" (5,49 x 10° PFU/mL), sendo incubado por 1h em estufa a 37°C e
5% CO..

Para avaliagao do efeito antiviral, a linhagem celular L929 foi semeada
em placas de cultura de 96 pogos na concentragdo de 10° células/pogo para adeséo
overnight. Posteriormente, os pocos foram lavados e o meio de cultura renovado, em
seguida, foi realizada a infecgdo com diluicbes seriadas. Apds 1h de incubagéo, as
placas foram lavadas e realizou-se a renovag&o do meio de cultura com os seguintes
tratamentos: controle negativo, controle viral, os tratamentos dos extratos ISE-EtOH e
ISO-EtOH 200, 100, 50 e 25 ug mL™" e dos extratos ISE-DCM e ISO-DCM 50 e 25 ug
mL", que foram incubados por 24h em estufa 37 °C a 5% CO,. Sendo assim, foram
realizadas sete replicatas para cada diluigdo e o volume final foi de 100 pL pogo™.

Posterior ao periodo de incubacéao, as placas foram observadas por
meio de microscopio invertido (Olympus®) para avaliagdo do efeito citopatico (ECP) e
determinado o ICsg para cada extrato.

A partir dos resultados da atividade antiviral foi determinado o I1Csg
para cada extrato. Posteriormente, determinou-se o indice de seletividade de cada
extrato, a partir da equacéo 5.
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CC50

Equagdo 5: Indice de Seletividade (IS) = 1500

Para avaliagédo do efeito virucida, o virus MHV-3 foi incubado por 1h
a titulagao viral de 10" em estufa a 37 °C a 5% CO,, diretamente com os tratamentos
em duas concentragdes distintas para cada tipo de extrato (ISE-EtOH e ISO-EtOH 200
e 100 uyg mL' e ISE-DCM e ISO-DCM 50 e 25 ug mL™"). Subsequente ao periodo de
incubacao, foram realizadas as diluicbes seriadas em placas de 96 pocos contendo
as células L929, que foram infectadas seguindo os mesmos padrées e métodos de

analise da atividade antiviral a partir do ECP.

5.2.11 Analise Estatistica

Os resultados comparados estatisticamente neste estudo avaliaram
as técnicas de secagem ISE e ISO quanto ao teor de % de agua nas inflorescéncias
secas, as concentragdes de teores de fendlicos e flavonoides totais e as respostas
antioxidantes (ABTS e DPPH) nos extratos hidroetanodlicos e os efeitos citotoxicos
entre as técnicas de secagem e os mesmo tipos de liquidos extratores. Os resultados
foram apresentados como média e desvio padrao e quando validadas pelo teste de
normalidade dos residuos (teste de Shapiro) e homogeneidade das variancias (teste
de Bartelett), foi empregado o teste de T student com significancia de 5% utilizando o
software estatistico R studio versédo 4.3.2 — 2017 e o Prisma (GraphPad Software
6.01).

O ICsp foi determinado através de ensaios de dose-resposta utilizando
diferentes concentragdes da substancia. Os dados foram analisados no software
GraphPad Prisma 6.01, que gerou um grafico de dose-resposta. O ICso foi calculado
a partir dessa curva, representando a concentragdo necessaria para inibir 50% da

atividade observada.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Alteragdes em Inflorescéncias Secas de S. chilensis

As inflorescéncias secas por Oshibana (ISO) e em estufa (ISE) n&o
apresentaram diferenga significativa apds o término da secagem, sendo 28,04% =
2,86 e 28% * 2,94 de matéria seca respectivamente. Embora ndo tenha sido um
critério especifico aplicado, observou-se a manutengdo da pigmentagado mais proxima
do original nas ISO (Fig. 16A), quando comparadas a ISE (Fig. 16B) e a inflorescéncia
fresca (Fig. 16C), sendo possivel classificar conforme Lafeuille, Lefevre e Lebuhotel
(2014), relacionando a perda da pigmentagédo das paniculas de S. chilensis. Desta
forma, as ISO ndo apresentaram impacto significativo, sendo superior a 90%
preservado, em contrapartida, as ISE tiveram um impacto significativo < 35%
preservado, na degradagédo dos pigmentos ao término da secagem. Observaram-se
poucas areas em castanho no apice de algumas flores (seta preta) nos capitulos
florais das ISO, os quais, s&do semelhantes ao estagio de maturagcéo/oxidagao da flor
(Fig. 16D), enquanto é possivel observar o predominio do castanho em toda panicula
nas ISE. A secagem em estufa alterou a pigmentagéo original, por fotodegradacgao,
tempo de exposigao a temperatura de secagem (Rababah et al., 2015).

Figura 16 — Sub-ramo de inflorescéncias de Solidago chilensis secos por Oshibana
(A) e estufa a 37 °C (B) e observa-se a degradacéo da pigmentagcdo amarela original
da inflorescéncia (C) e flor maturada/oxidada (D).
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Fonte: O Autor

5.3.2 Efeitos da Secagem nos Teores de Fendlicos e Flavonoides e na Atividade
Antioxidante das Inflorescéncias de S. chilensis

As concentracbes de teores de fendlicos e flavonoides totais
apresentaram diferengas significativas entre os dois extratos. Os resultados dos
teores de fendlicos e flavonoides totais estao dispostos na Tabela 6. Pode-se observar
em relagéo ao teor de fendlicos totais, o extrato ISO-EtOH obteve maior concentragéo
do que ISE-EtOH. Enquanto, em relagao ao teor de flavonoides totais, o extrato ISO-
EtOH obteve menor concentracdo para ambos os flavonoides testados. Contudo, a
atividade antioxidante dos extratos ISE-EtOH e ISO-EtOH empregadas neste estudo

ndo apresentaram diferenga significativa entre as técnicas (Tabela 6).

Tabela 6 — Comparacéao entre extratos hidroetanolicos de inflorescéncias de Solidago
chilensis produzidos a partir de dois tipos de secagem em Estufa (ISE) e Oshibana
(ISO) para a determinacdo de teor de fendlicos e flavonoides totais, e atividade
antioxidante DPPH e ABTS (média e desvio padrao).

Ensaio de Teores e Atividade Antioxidante ISO-EtOH ISE-EtOH
Teor de fendlicos mg GAE gE'1 40,51+ 1,27 a 36,84 £1,14b
21,08 +0,20 b 22,34+ 0,40 a

Teor de flavonoides mg Qe gE™
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4483 +£0,57b 48,14 £ 0,78
Teor de flavonoides mg Ru gE™ @
; 4352 +5,81a 33,86 £ 7,87 a
DPPH ICso pug mL
ABTS ICsg ig mL” 8,48 1,03 a 6,67+ 1,882

Leg: letras diferentes representam diferenga significativa p<0,05, GAE: acido galico equivalente, gE:
grama por extrato, Qe: quercetina, Ru: rutina.

De acordo com Materska (2008), existem 17 tipos de compostos com
o nucleo flavonoidico de quercetina, variando conforme o tipo de glicona ligada ao
nucleo flavonoidicos e/ou a posi¢do do grupamento metdxi (Fig. 17D). Em estudos
anteriores, foi identificado a presenca de quercetina, quercitrina e rutina em S.
chilensis (Brito et al., 2020; Sabir et al., 2012; Valverde et al., 2012). A quercetina é o
nucleo flavonoidico (Fig. 17A), enquanto a quercetina monoglicosilada e di-glicosilada
s&o respectivamente denomindas de quercitrina (Fig. 17B) e rutina (Fig. 17C).

Figura 17 — Estrutura quimica da quercetina (A) e alguns derivados, quercitrina (B),
rutina (C) e apigenina metoxi (D) identificadas em Solidago chilensis.

Fonte: Gastaldi et al., 2018; Materska 2008.

Observa-se que, na Tabela 6, os flavonoides expressos em rutina
eram duas vezes mais abundantes do que aqueles expressos em quercetina nos
extratos hidroetanolicos. Por outro lado, o estudo conduzido por De Souza et al. (2018)

utilizou a quercitrina como padrao para quantificar e relacionar o teor encontrado nos
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extratos de S. chilensis as caracteristicas dos solos de cada regido. Desta forma,
determinaram-se as caracteristicas do solo mais adequadas para obter as maiores
concentragbes de quercitrina. Além disso, foi comprovada uma variagdo nas
concentragdes entre os locais de colheita e o tecido vegetal, sendo encontrados os
maiores teores de quercitrina nas folhas, seguidos pelas flores e, por ultimo, pelas
partes aéreas.

O efeito antioxidante sob o radical DPPH é maior quando a
concentracdo de flavonoides e acido clorogénico sdo maiores (Apati et al., 2003),
embora a concentragao de flavonoides tenha sido maior no extrato ISE-EtOH, o acido
clorogénico € um fendlico encontrado em S. chilensis que apresenta maior
concentragdo que flavonoides, quando comparados a espécie S. canadenses (De
Oliveira et al., 2023). Aléem do &acido clorogénico, outros fendlicos podem ter sido
preservados durante a secagem ISO, tais como o acido quinico (Vogas et al., 2020) e
acido galico (Sabir et al., 2012). Muitos fatores podem influenciar na reducéo de
fendlicos livres, sendo a temperatura um dos fatores de indugdo a complexagao de
fendlicos com proteinas (Ozdal; Capanoglu; Altay, 2013).

De acordo com Schneider et al. (2015) o ICsp sob o radical DPPH foi
59,12 ug mL™" do extrato metandlico para as partes aéreas de S. chilensis, e a partir
do mesmo tipo de extrato e mesma técnica, mas a partir das folhas o 1Cso foi log1,9
(De Barros et al., 2016). Em contrapartida, o extrato etandlico das partes aéreas obtido
por percolagéo apresentou o ICso 71,24 ug mL™" (Roman Junior et al., 2015).

Por outro lado, na Argentina, a infusdo e tintura de S. chilensis
resultaram em 2,05 e 0,54 pL de extrato, respectivamente, de cada extrato para
reduzir 50% do radical DPPH (Gastaldi et al., 2016). No entanto, a capacidade de
neutralizar o DPPH utilizando extrato de partes aéreas, foi de aproximadamente 60%,
a partir da infus&o aquosa resultando na concentragéo de 7,7 mg g' de GAE e 5,8 mg
g' de Qe. (Gastaldi et al., 2018). Adicionalmente, atribui-se o melhor efeito
antioxidante relacionado a maior concentragao de flavonoides (Halliwell, 1996). Desta
forma, o ideal para os estudos antioxidantes, seria utilizar as folhas, desde que, de
referéncia do marcador quimico fosse quercitrina (De Souza et al., 2018). Além disso,
as concentragdes necessarias para atingir o ICso do DPPH radical em nosso estudo
foram inferiores em comparagdo com outros estudos, o que pode ser atribuido a

diversos fatores, incluindo o local de colheita das inflorescéncias, as técnicas de
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secagem empregadas, o meétodo extrativo utilizado e concentragdes dos teores de
flavonoides e fendlicos totais presentes nos extratos.

A técnica Oshibana néao utiliza temperatura e manteve as
inflorescéncias durante a secagem sem contato com a luz e/ou oxigénio, dois fatores
que podem influenciar na degradacgéo dos flavonoides (Rababah et al., 2015). Porém
os colchonetes saiam encharcados nas primeiras trocas, e sugere-se que parte desta
agua retirada por capilaridade, tenha arrastado uma quantidade de flavonoides e
como néo se utiliza temperatura, as enzimas polifenoloxidase (Rababah et al., 2015)
se mantiveram ativas por mais tempo e clivaram os polifendis. Entretanto, a
pigmentacdo amarela conservada em |ISO, sdo resultados sugestivos da
concentracéo de flavonoides como por exemplo, rutina e/ou quercetina.

As concentragdes totais de flavonoides expressos em rutina e
quercetina foram 4,8 e 2,2% nos extratos ISE-EtOH. No estudo realizado por De
Souza et al. (2018), a concentragdo média de quercitrina nas inflorescéncias coletadas
em diferentes regiées do Parana, foram de 24,61 mg g™, o que representou 2,4%. Por
outro lado, Schneider et al. (2015) determinaram a concentragdo de 2,4% de
quercitrina em partes aéreas, enquanto De Souza et al. (2018) relataram 2,1%. Ambos
os estudos utilizaram a técnica de CLAE para determinar as concentragdes dos
compostos.

5.3.3 Analise Cromatografica dos Extratos Polares

A analise dos cromatogramas evidenciou a presenga de compostos
com caracteristicas terpéncias, fendlicas e flavonoidicas em ambos os extratos, ISE-
EtOH e ISO-EtOH. Constatou-se, em ambos os extratos, uma maior distribuigdo dos
picos nas faixas de 50 a 105 minutos em todos os comprimentos de onda empregados,
com variagdes especificas. Nos comprimentos de onda mais baixos, 225 e 254 nm
(Apéndices 1A a 1D e 2A a 2D), puderam ser observados compostos com carater
terpénico, como a solidagenona, que, de acordo com Valverde, Azevedo-Silva e
Tomassini (2009), pode ser observada em 220 nm. Embora seja um diterpeno furano
labdano, possuindo uma enona simples que absorve na faixa de 220 a 250 nm (Pavia
et al., 2010), essa variagdo de 30 nm seria suficiente para reduzir a interagdo do
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solvente com a linha de base, principalmente quando a concentracdo de acetonitrila
foi maior, tornando a corrida cromatografica mais apolar.

A analise dos cromatogramas revelou um padrédo interessante: a
intensidade dos picos em 280 nm aumentou significativamente entre 50 e 90 minutos
(Apéndices 3A-3D), enquanto os picos em comprimentos de onda mais baixos
diminuiram apds esse tempo. Por outro lado, ao aumentar o comprimento de onda
para 340 nm (Apéndices 5A-5D), observou-se uma supresséo dos picos entre 90 e
105 minutos, indicando a possivel presenga de outros grupos de compostos que
absorvem preferencialmente nessa regido. Essa tendéncia sugere a presenga de
compostos fendlicos e flavonoidicos, conhecidos por absorver em 280 e 340 nm
respectivamente. (Campanini et al., 2014).

A integracéo dos 20 picos mais intensos em cada cromatograma, nos
cinco comprimentos de onda analisados, permitiu uma comparagcao detalhada entre
os extratos ISE-EtOH e ISO-EtOH (Apéndices 6 e 7). Embora ambos os extratos
apresentassem um perfil cromatografico similar, as porcentagens de area dos picos
mostraram diferengas significativas nos diversos tempos de retengdo. Os extratos
ISO-EtOH destacaram-se por uma distribuicdo mais homogénea das areas dos picos,
sugerindo uma concentragdo mais uniforme dos compostos.

Ao analisarmos as areas dos picos em 340 nm, verificamos que os
extratos ISO-EtOH apresentaram uma distribuicdo mais homogénea, com a maioria
dos picos (10) concentrando-se entre 3% e 5,9% da area total. Em contraste, apenas
5 picos nos extratos ISO-EtOH ultrapassaram 6% de area. Nos extratos ISE-EtOH,
embora também tenhamos observado 6 picos na faixa de 3% a 5,9%, a distribuigao
foi menos uniforme, com 5 picos acima de 6% e 9 picos abaixo de 2,99%. E importante
ressaltar que a area de um pico € diretamente proporcional a concentracdo do
composto correspondente na amostra, no comprimento de onda analisado.

A analise dos dados revela um perfil composicional distinto entre os
extratos. O extrato ISE-EtOH apresenta uma maior concentragcdo de compostos
minoritarios, enquanto o ISO-EtOH demonstra uma distribuicdo mais homogénea dos
compostos, possivelmente devido ao emprego da técnica de secagem Oshibana.
Essa maior homogeneidade no ISO-EtOH pode potencializar o efeito sinérgico, como
sugerido por Dhami e Mishra (2015), devido a presenga de uma variedade de
compostos bioativos interagindo de forma cooperativa. Por outro lado, a maior
concentragdo de alguns compostos bioativos no ISE-EtOH, como por exemplo, a
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solidagenona (Valverde et al., 2021) e a quercitrina (De Souza et al., 2018), pode
favorecer determinados efeitos bioldgicos, dependendo do alvo molecular e do
mecanismo de ag¢ao envolvidos.

Todavia, pode haver um efeito sinérgico que superestima ou
subestima as concentracdes das substancias devido a presenga de outros compostos
nos extratos brutos (Jiang; David; Barbin, 2010). Além disso, a parte do vegetal e os
meétodos de obtengao dos extratos sio fatores que influenciam a concentragao final
dos diferentes compostos (Sonaglio et al., 2010), o que evidencia a necessidade de
marcadores quimicos e técnicas mais sensiveis para a caracterizacao adequada de
um extrato.

Com base nas analises cromatograficas e nas intensidades dos picos
em diversos comprimentos de onda, o comprimento de onda de 280 nm se revela o
mais adequado para analises subsequentes por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) acoplada a um detector de massas. Além disso, € imprescindivel
submeter os diferentes extratos a ensaios de atividades biolégicas para comprovar
seus efeitos.

5.3.4 Efeito da Secagem e Tipo de Extrato na Atividade Biologica das Inflorescéncias

de S. chilensis.

A partir da caracterizagdo geral dos extratos, verificou-se a
concentragéo citotoxica 50% (CCso) dos extratos ISE e ISO de S. chilensis,
independentemente do tipo de solvente empregado (EtOH e DCM) uma diferenga
significativa entre ambos os solventes, conforme apresentado na Tabela 7. A
concentragdo menos citotoxica foi de 716,81 ug mL™' para o extrato ISE-EtOH,
enquanto a mais toxica foi de 74,75 ug mL™" para o extrato ISO-DCM.

Tabela 7 — Avaliagao da citotoxicidade dos extratos obtidos das inflorescéncias secas
de Solidago chilensis em estufa (ISE) e com a técnica Oshibana (ISO) usando
solventes diferentes (tinturas - EtOH e diclorometano - DCM): comparagdo das
técnicas de secagem e solventes extratores com médias e desvios padréo

CCso em fibroblastos de murinos L929 [ug mL™"]
Secagem / solvente

EtOH DCM EtOH/DCM
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ISE 716,81 5,14 a 164,40 £ 3,26 a 4,36
ISO 664,63 +17,96 b 74,75+244 Db 8,89
ISE/ISO 1,07 2,19

Leg: letras diferentes representam diferenga significativa p<0,05

Nota-se que as técnicas de secagem apresentam aproximadamente
uma diferenga inferior a 50 e 100 ug mL" entre as tinturas e o diclorometano,
respectivamente, na concentragéo citotoxica. Além disso, a secagem ISO-DCM foi
duas vezes mais toxicas as células L929 do que o extrato ISE-DCM. Em contrapartida,
ao compararmos a mesma técnica de secagem entre os dois liquidos extratores, foi
possivel observar que o ISE-EtOH foi quatro vezes menos téxico que ISE-DCM,
enquanto o ISO-EtOH, foi quase 10 vezes menos toxico que o ISO-DCM.

De acordo com Brito et al. (2020) a CCso do extrato de inflorescéncias
de S. chilensis utilizado pelos autores estaria entre 50 e 100 ug mL™" quando testado
em macrofagos de murinos J774A.1. A mistura de éter:etanol, extrai uma quantidade
maior de compostos que sao toxicos as células, com 23,1% de diterpenos e 13,8% de
derivados flavonoidicos (Brito et al., 2020). De outra forma, uma concentragéo de 1-
10 yg mL' testada por De Barros et al. (2016) ndo apresentou toxicidade em
fibroblastos L929 apds 24 horas de incubacgao, o resultado foi atribuido a presencga de
dois flavonoides, a quercetina e a afzelina (kaempferol).

Observa-se o aumento da citotoxicidade ao utilizar o DCM como
liquido extrator. Por outro lado, o DCM permite o isolamento de compostos mais
apolares, como o diterpeno solidagenona, que demonstrou ser citotoxico em
promastigotas de L. amazonenses (Da Silva Bortoleti et al., 2021). Por outro lado, o
extrato produzido por Martins et al. (2009) ndo apresentou toxicidade em fibroblastos
obtidos da cavidade oral, no entanto, ndo foram descritos detalhes relacionados ao
meétodo extrativo, solvente e parte da S. chilensis utilizada.

Vale ressaltar que as concentragdes mais toxicas foram nos extratos
DCM e a técnica teve uma influéncia direta neste resultado, sendo a técnica tradicional
menos toxica que a Oshibana. Desta forma, pode ser sugerido que a concentragéo de
compostos mais téxicos foram extraidos em maior quantidade no DCM devido as
caracteristicas apolares do liquido extrator. Enquanto os extratos hidroetandlicos,
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podem ter extraido parte uma maior concentracdo de compostos fendlicos e
flavonoidicos.

O CCso determina a dose segura para que nao haja um efeito
citotdoxico do composto e/ou extrato no experimento, e quanto maior for a dose ou a
concentragdo, mais seguro e menos toxico € a substéncia ou extrato testado,
permitindo definir doses para serem testadas em outros ensaios. Adicionalmente, a
partir do CCsp, foi possivel estabelecer uma concentragao inicial para cada extrato no
teste antiviral. Assim, investigou-se o efeito antiviral e virucida desses extratos contra
o virus MHV-3, utilizando os fibroblastos da linhagem L929 para incubar o virus e

observar o efeito citopatico (ECP) resultante (Fig. 18).

Figura 18 — Efeito citopatico (ECP) do virus MHV-3 em fibroblastos de linhagem
murina L929 cultivados em meio DMEM sem soro fetal bovino apés 24h de incubagao
em estufa a 37 °C e 5% CO>. L929 nao infectados (A) e infectados (B) com formagéao
de sincicio caracteristico.

Fonte: Autor

Nas diferentes concentragdes testadas, o ICso foi mais eficaz nos
extratos obtidos do ISE, sendo que o ISE-EtOH apresentou uma concentragdo menor,
enquanto o ISO-EtOH teve o maior ICso (Tabela 8). Por outro lado, ao avaliar o indice
de seletividade (IS) dos extratos, observa-se que os hidroetandlicos apresentaram os
valores mais altos de IS, sendo o ISE-EtOH quatro vezes maior que o ISO-EtOH
(Tabela 8).

Tabela 8 — Determinacgao do indice de seletividade (is) a partir da razao entre cc50 e
ic50 (inibicao antiviral) em 24h frente a MHV-3 para extratos hidroetandlicos (EtOH) e
diclorometanicos (DCM) obtidos de inflorescéncias de Solidago chilensis secadas por
dois métodos: estufa (ISE) e Oshibana (ISO) com médias e desvios padrao.
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Secagem e L929* Cgso Antiviral !1Cso indice de seletividade (IS)
extratos Mg mL Mg mL
ISE-EtOH 716,81 £ 5,14 6,25 113,39
ISO-EtOH 664,63 £ 17,96 24,93 26,74
ISE-DCM 164,40 £ 3,26 7,14 22,75
ISO-DCM 74,75 £ 2,44 16,40 4,41

Por outro lado, a atividade virucida do extrato ISE-EtOH foi observada
apenas na concentragdo de 200 ug mL™", enquanto o ISO-EtOH apresentou efeito
virucida superior a 90% em todas as doses testadas. Em contrapartida, os extratos
DCM, observa-se a atividade virucida em todas as doses testadas, demonstrando a
atividade superior para o ISE-DCM (Tabela 9).

Tabela 9 — A atividade virucida (%) frente a MHV-3 de extratos hidroetandlicos (EtOH)
e diclorometanico (DCM) a partir de extratos de inflorescéncias de Solidago chilensis
produzidos a partir de duas técnicas de secagem em Estufa (ISE) e Oshibana (1SO).

% VIRUCIDA 24 h

s Concentragao
ecagem ug mL"
EtOH DCM
200 94,55 -
100 0,00 -
ISE
50 - 93,37
25 - 85,20
200 99,37 -
100 90,00 -
ISO
50 99,99 93,37
25 99,99 73,12

Leg: - ensaio ndo realizado
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Até o momento a espécie S. chilensis n&o havia apresentado nenhum
efeito antiviral, sendo testada contra o herpes simplex 1 e 2, adenovirus, poliovirus e
virus estomatite vesicular (Simdes et al., 1999). Os resultados antivirais e virucidas
podem ser atribuidos a diversos fatores, destacando-se principalmente a atuacao
sinérgica dos compostos fitoquimicos presentes no extrato. A interacdo entre esses
compostos ndo apenas potencializa suas propriedades benéficas individuais, mas
também produz um efeito combinado que pode superar a eficacia de cada fitoquimico
isoladamente (Dhami; Mishra, 2015).

Outros compostos, como rutina, quercetina e solidagenona, possuem
propriedades anti-inflamatorias e atuam no sequestro de radicais livres, na doagao de
prétons para espécies reativas de oxigénio e na mobilizagcdo dos mecanismos
celulares para restabelecer a homeostase. Isso ocorre por meio da reducdo da
producgao de citocinas pro-inflamatérias e do aumento da produgao de citocinas anti-
inflamatorias. (Da Silva Bortoleti et al., 2022; Goulart, et al., 2007; Liz et al., 2008;
Valverde et al., 2020). Como demonstrado por Wagner et al. (2006), a quercitrina,
apresenta efeitos anti-inflamatoérios e antioxidantes com redugnao da peroxidagao
lipidica in vitro (Wagner et al., 2006).

Os compostos flavonoidicos podem inibir a proteina 3CLpro,
responsavel pela replicagado do virus, (Abian et al., 2020). Outro composto que se
apresenta promissor foi a rutina, com a capacidade de inibir a 3CL e a LP do
coronavirus, ambas atuam na replicagdo do SARS-CoV-2 (Mohanasundaram et al.,
2024). Além disso, estudos clinicos mostraram redugédo do tempo de internacéo de
pacientes, quando adicionando aos tratamentos convencionais o uso de decoctos e
capsulas produzidas a partir de diferentes plantas medicinais. O decocto, de oito
espécies de plantas medicinais, apresentou as maiores concentracdes para teor de
fenolicos e flavonoides, respectivamente (35,57 mg GAE g' de extratos e 11,21 mg
Qe g de extratos) (Karimi et al., 2021). Os valores sdo inferiores as concentragbes
obtidas desses metabdlitos secundarios neste estudo.

De acordo com Graff Reis et al. (2022), os extratos diclorometénicos
de microalgas revelaram a melhor atividade virucida contra o MHV-3. No entanto, ao
correlacionar os compostos, verificou-se que o acido férmico, acido latico-L,
hipoxantina e acido piruvico tiveram uma correlagdo positiva ao efeito bioldgico.

Adicionalmente, alguns flavonoides demonstraram protegdo profilatica em
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camundongos contra doses letais de diferentes virus, prevenindo infecgdes virais
eficazes (Badshah et al., 2021).

E importante destacar que os glicosideos flavonoidicos apresentam
maior solubilidade, e foi comprovado uma atividade antiviral superior em comparagao
com as agliconas flavonoidicas. Além disso, estudos in silico evidenciaram interagdes
significativas entre a enzima Mpro e flavonoides como a rutina, a quercetina-3-O-
rutinosideo e a quercetina, que também interagiram com a proteina spike S2 da
superficie do SARS-CoV-2 (Badshah et al., 2021). Além disso, a quercetina
demonstrou atividade antiviral inibindo a replicagao viral (Kandeil et al., 2021).

Substancias como a rutina, potencialmente inibitérias em estudos
antivirais in silico, por atuarem em multiplos alvos como a RdRp, Mpro (Bajrai et al.,
2022), 3CL e PL do SARS-CoV-2 (Mohanasundaram et al., 2024), podem ser
promissoras e sugere-se que sejam testadas e validadas em ensaios in vitro e in vivo
para o desenvolvimento de novos medicamentos potenciais contra o SARS-CoV-2
(Bajrai et al., 2022). Desta forma, os efeitos antivirais e virucidas observados no
presente estudo sugerem que a maior concentracdo de flavonoides foi responsavel
pelos efeitos observados em MHV-3. No entanto, a secagem Oshibana teve um papel
crucial no efeito bioldgico.

Ao analisarmos os resultados dos extratos DCM, observamos que a
diferenca entre a dose terapéutica testada e a dose téxica foi pequena, o que pode
ser um desafio para a viabilidade de um novo fitoterapico, considerando que o indice
terapéutico foi baixo em comparagao com as tinturas. Outro ponto importante é que
ambos os extratos demonstraram efeitos virucidas. Contudo, o extrato ISO-EtOH se
mostra mais promissor, pois a menor dose testada apresentou 99% de atividade
virucida, o que é equivalente a dose de IS, com baixa toxicidade e atividade antiviral.
Além disso, o ISO-EtOH apresentou uma quantidade superior de fendlicos, que
possuem propriedades antioxidantes. Assim, o extrato pode atuar no organismo de
guatro maneiras: antiviral, virucida, antioxidante e anti-inflamatéria.

No entanto, é importante ressaltar que atualmente n&o existem
evidéncias suficientes para garantir a seguranga do uso interno do Solidago chilensis
(Oliveira et al., 2021). Para isso, sdo necessarios mais estudos que visem garantir a
qualidade, seguranca e eficacia das plantas medicinais. Além disso, é crucial conduzir
novas pesquisas sobre o potencial de tratamento para a COVID-19, especialmente
considerando a auséncia de um tratamento padréo previsto (Bajrai et al., 2022), e
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avaliar os efeitos dos extratos de S. chilensis contra o SARS-CoV-2 in vitro, uma vez
que os resultados foram promissores em MHV-3, utilizando principalmente a técnica
Oshibana.

5.4 CONCLUSAO

A técnica de secagem Oshibana preservou os pigmentos das
inflorescéncias de S. chilensis de forma bastante fiel aos originais, evidenciando seu
potencial para a obtengao de extratos ricos em compostos bioativos. As técnicas de
secagem e o solvente utilizados na extragao influenciam significativamente o perfil
fitoquimico dos extratos. No entanto, estudos futuros sdo necessarios para avaliar a
estabilidade dos compostos ao longo do tempo e otimizar a extragdo de compostos
especificos com potencial efeito farmacolégico.

A técnica Oshibana abre um leque de possibilidades para novos
estudos ao manter caracteristicas especificas dos materiais originais, podendo ser
empregada em cole¢des botanicas, no comércio de plantas alimenticias secas e,
como observado neste estudo, na preservagéo de compostos biolégicos. Além disso,
foi possivel observar que S. chilensis, principalmente o extrato ISO-EtOH, emerge
como uma alternativa promissora para avaliagao frente a outros tipo de virus que
infectam humanos e com potencial aplicagao anti-SARS-CoV-2, embora mais estudos
sejam necessarios.

As limitagbes deste estudo incluem o numero limitado de amostras e
a falta de analise quantitativa de todos os compostos presentes nos extratos, o que é

fundamental para relacionar o efeito bioldgico observado aos compostos bioativos.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A presente pesquisa, por meio de detalhados estudos anatémicos em
folhas de Solidago chilensis, permitiu ndo apenas confirmar estruturas previamente
descritas, mas também identificar novas caracteristicas anatdbmicas, gragas ao
emprego de técnicas histoldgicas avancadas. Esses resultados demonstram a
importancia da histologia vegetal como ferramenta para a identificagdo e controle de
qualidade de plantas medicinais, especialmente considerando as significativas
alteragdes anatébmicas observadas apds o processo de secagem.

A técnica de secagem Oshibana revelou-se uma alternativa
promissora para a conservacao de material botanico, preservando tanto as estruturas
anatébmicas quanto os pigmentos de forma superior as técnicas convencionais. Além
disso, os resultados obtidos indicam que a secagem Oshibana pode influenciar o perfil
quimico dos extratos e, consequentemente, sua atividade biolégica. No entanto, a
escolha do solvente extrator exerce um papel ainda mais crucial, modulando a
bioatividade dos compostos.

As inflorescéncias de S. chilensis secas por Oshibana demonstraram
um potencial significativo como fonte de compostos bioativos com atividade antiviral e
virucida, abrindo novas perspectivas para o desenvolvimento de produtos naturais
com aplicacdo na saude humana. A quantificacdo de marcadores quimicos
especificos, como quercetina, quercitrina e rutina, em diferentes 6rgaos da planta e a
caracterizagao do solo de cultivo podem contribuir para a padronizagao da qualidade
dos produtos derivados de S. chilensis e otimizar seu cultivo.

Os resultados desta pesquisa demonstraram a importancia da
histologia vegetal e da técnica de secagem Oshibana para o estudo de plantas
medicinais. As inflorescéncias de S. chilensis apresentaram um grande potencial para
o desenvolvimento de novos produtos naturais com propriedades terapéuticas.
Sugere-se, para futuras pesquisas, aprofundar os estudos sobre a influéncia das
diferentes técnicas de secagem e de extragcdo que influenciam no perfil fitoquimico e
nos efeitos bioldgicos.
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APENDICES

Apéndice 1A — Analise do Cromatograma Completo do Extrato ISE-EtOH em 225 nm
ao Longo de 0-115 Minutos.
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Apéndice 1B — Analise do Cromatograma Completo do Extrato ISO-EtOH em 225 nm
ao Longo de 0-115 Minutos.
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Apéndice 1C — Analise Aproximada do Cromatograma do Extrato ISE-EtOH em 225

nm na Regido de 50-105 Minutos.
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Apéndice 1D — Analise Aproximada do Cromatograma do Extrato ISO-EtOH em 225

nm na Regido de 50-105 Minutos.

mALx1,000) Max Intensity : 1,500
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Apéndice 2A — Analise do Cromatograma Completo do Extrato ISE-EtOH em 254 nm
ao Longo de 0-115 Minutos.

mAUG100) Max Intensity : 375
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Apéndice 2B - Analise do Cromatograma Completo do Extrato ISO-EtOH em 254 nm
ao Longo de 0-115 Minutos.
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Apéndice 2C — Analise Aproximada do Cromatograma do Extrato ISE-EtOH em 254
nm na Regido de 50-105 Minutos.
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Apéndice 2D - Analise Aproximada do Cromatograma do Extrato ISO-EtOH em 254
nm na Regido de 50-105 Minutos.
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Apéndice 3A — Analise do Cromatograma Completo do Extrato ISE-EtOH em 280 nm
ao Longo de 0-115 Minutos.

mAl(x100) Max Intensity . 459
JC:\LabSolutions'\Data\Ricardo Matos\Pedro 28 08 23\30_10_23\Amostra J stoh 30_10_23.Icd PDA Ch3 280nm 4nm Time 21.305 Inten. 12170
] 100
a5
50
4
80
35
70
304
] 60
28]
1 50
2
1 40
15
4 30
I.D—_ 20
05 F10
0 D_',_.J,lLA.‘_,_. A B O 4
T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 30 100 110 min

Apéndice 3B — Analise do Cromatograma Completo do Extrato ISO-EtOH em 280 nm
ao Longo de 0-115 Minutos.
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Apéndice 3C — Analise Aproximada do Cromatograma do Extrato ISE-EtOH em 280
nm na Regido de 50-105 Minutos.

mal{x100) Max Infensity . 459
C.\LabSolutions\Data\Ricardo Matos\Pedro 28 08 23130 _10_23\Amostra J etoh 3010 23 lcd PDA Ch3 280nm 4nm Time &1.017 Inten. Z84%t
100
454
90
40+
80
35
F70
3
60
25
50
204
40
£
£ Fa0
104 L2
¢ L_,L_A’— -
0.0 Lo
550 600 €0 700 750 8o 850 %09 w0 we mn

Apéndice 3D — Analise Aproximada do Cromatograma do Extrato ISO-EtOH em 280
nm na Regido de 50-105 Minutos.
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Apéndice 4A — Analise do Cromatograma Completo do Extrato ISE-EtOH em 320 nm

ao Longo de 0-115 Minutos.
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Apéndice 4B — Analise do Cromatograma Completo do Extrato ISO-EtOH em 320 nm

ao Longo de 0-115 Minutos.
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Apéndice 4C — Analise Aproximada do Cromatograma do Extrato ISE-EtOH em 320
nm na Regido de 50-105 Minutos.
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Apéndice 4D — Analise Aproximada do Cromatograma do Extrato ISO-EtOH em 320
nm na Regido de 50-105 Minutos.
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Apéndice 5A — Analise do Cromatograma Completo do Extrato ISE-EtOH em 340 nm

ao

Longo de 0-115 Minutos.
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Apéndice 5B — Analise do Cromatograma Completo do Extrato ISO-EtOH em 340 nm
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Apéndice 5C — Analise Aproximada do Cromatograma do Extrato ISE-EtOH em 340
nm na Regido de 50-105 Minutos.
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Apéndice 5D — Analise Aproximada do Cromatograma do Extrato ISO-EtOH em 340
nm na Regido de 50-105 Minutos.
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Apéndice 6 — Tabela de Tempo de Retencéo e Area dos Picos Cromatograficos do ISE-EtOH em Diferentes Comprimentos de Onda
(225, 254, 280, 320 e 340 nm).

Pico Tempode | Area%do | Tempode | Area%do | Tempode | Area%do | Tempode | Area%do | Tempode | Area % do
RT 225 nm | pico 225 nm | RT 254 nm | pico 254 nm | RT 280 nm | pico 280 nm RT 320 pico 320nm RT 340 pico 340 nm
1 70,245 2,102 56,175 2,218 56,174 4,853 56,174 8,187 56,175 7,093
2 70,703 2,011 63,881 1,084 63,882 1,724 63,109 2,195 63,113 1,007
3 71,088 6,578 70,248 5,299 70,248 2,763 63,882 2,137 63,882 2,805
4 72,622 5,555 70,706 5,167 70,706 2,814 66,061 3,723 66,063 1,589
5 72,078 2,514 71,088 16,786 71,088 8,897 70,248 3,754 70,248 5,809
6 75,003 1,845 71,622 15,065 71,622 7,854 70,706 3,515 70,706 5,274
7 75,584 1,271 72,078 7,098 72,078 3,696 71,089 11,411 71,089 17,762
8 83,717 1,908 73,590 3,609 73,147 1,234 71,622 10,046 71,622 15,417
9 83,983 2,987 73,866 1,657 73,587 2,208 72,078 4,701 72,078 7,246
10 84,281 5,953 75,003 2,552 73,865 3,314 73,143 1,874 73,146 2,289
11 85,291 11,350 75,584 2,900 75,003 4,216 73,587 2,845 73,588 5,057
12 87,214 2,082 83,721 1,603 75,584 2,142 73,864 5,442 73,864 6,637
13 87,492 5,161 83,982 2,895 83,172 1,399 75,003 7,637 74,258 2,285
14 90,551 2,347 84,281 5,497 83,460 1,420 75,584 3,695 75,003 7,137
15 90,754 5,275 85,304 2,975 83,980 6,077 83,171 0,747 75,584 4,405
16 91,582 2,779 87,214 2,324 84,281 22,710 83,459 0,465 79,845 0,583
17 92,376 1,825 87,492 5,795 85,283 3,857 83,980 5,738 81,691 0,512
18 95,424 4,462 89,926 0,902 95,456 4,939 84,281 20,748 83,982 1,910
19 97,299 3,226 92,376 2,639 97,196 0,961 85,221 0,736 84,281 4,622
20 100,494 28,770 100,490 11,937 100,489 12,923 88,149 0,403 85,218 0,561

Apéndice 7 — Tabela de Tempo de Retencéo e Area dos Picos Cromatograficos do ISSO-EtOH em Diferentes Comprimentos de



Onda (225, 254, 280, 320 e 340 nm).
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Pico Tempode | Area%do | Tempode | Area%do | Tempode | Area%do | Tempode | Area%do | Tempode | Area % do
RT 225 nm | pico 225 nm | RT 254 nm | pico 254 nm | RT 280 nm | pico 280 nm RT 320 pico 320nm RT 340 pico 340 nm

1 70,369 3,681 69,550 3,069 63,289 1,882 55,572 8,320 55,572 8,986
2 70,927 3,460 69,996 3,329 69,550 1,369 63,289 2,780 63,289 4,461

3 74,072 1,551 70,369 11,265 70,369 5,014 65,469 2,175 65,472 3,075
4 75,154 1,104 70,927 10,597 70,927 4,637 69,551 2,262 69,551 4,268
5 83,420 2,741 71,418 3,666 71,418 1,595 69,995 2,179 69,995 4,183
6 83,740 9,321 73,083 2,818 73,082 1,561 70,369 7,430 70,369 14,194
7 84,769 8,945 74,067 3,026 73,383 1,439 70,927 6,904 70,927 13,233
8 86,664 1,131 74,569 1,799 74,065 1,725 71,419 2,383 71,419 4,807
9 86,938 7,179 75,154 2,418 74,569 2,339 72,618 1,326 72,618 1,428
10 87,667 2,249 79,156 2,693 75,154 1,943 73,083 2,179 73,083 3,956
11 88,312 1,469 83,420 4,496 79,588 1,445 73,382 3,048 73,382 4,624
12 89,391 1,208 83,740 10,383 82,556 1,254 74,569 4,837 74,569 6,974
13 89,996 3,826 84,761 2,721 82,867 1,076 75,154 2,991 75,154 4,891

14 90,203 8,578 86,665 3,672 83,421 8,986 79,156 1,386 79,155 3,023
15 91,014 4,7 65 86,939 8,756 83,739 37,795 82,555 1,023 80,955 1,710
16 91,729 3,717 89,994 2,524 84,773 2,862 83,248 0,238 83,419 3,328
17 94,644 3,324 90,207 1,058 87,614 0,972 83,421 8,489 83,739 9,942
18 96,265 4,658 91,730 5,345 98,171 5,047 83,739 36,342 84,670 0,800
19 96,430 1,504 96,444 1,499 98,969 6,189 87,613 2,568 87,614 1,348
20 99,142 25,592 99,134 14,874 99,134 10,868 89,179 1,141 89,179 0,768




