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MATOQOS, Ricardo Luis Nascimento. Perfil fitoquimico e solidagenona isolada de raizes de
Solidago chilensis Meyen: avaliacdo dos efeitos em modelos bioldgicos explantes de pele de
suino. 2019. 115 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

Solidago chilensis Meyen (Asteraceae) é uma planta utilizada na medicina popular em
diferentes tipos de traumas, contusdes, analgesica e anti-inflamatdria. No entanto, poucos
estudos caracterizaram os compostos isolados e avaliaram a atividade terapéutica. O objetivo
deste estudo foi identificar as principais classes de metabdlitos secundarios de raizes de S.
chilensis M., isolar e identificar a solidagenona e verificar seu efeito biolégico em modelo
explante de pele de suino. As raizes foram coletadas 22/03/2017 durante a floracdo e secas em
estufa (50 °C). O perfil fitoquimico na identificacdo das classes de metabdlitos secundarios
procedeu com ensaios gerais de complexacdo, turvacdo, precipitacdo, colorimétricos,
afrogénico e cromatografia em camada delgada comparativa. O extrato bruto de raizes
diclorometanico foi obtido por maceracdo exaustiva, seco por rotaevaporacao e fracionado em
cromatografia liquida a vacuo em gradiente crescente de polaridade. A solidagenona foi
isolada, apds sucessivas lavagens com metanol gelado e recristalizada para a determinacéo
estrutural realizada por espectrometria de massa de ionizacdo por eletrospray (MS-ESI),
ressonancia magneética nuclear (RMN) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Utilizou-se microscopia eletronica de varredura (MEV) e difracdo de raio-X para avaliacéo
morfologica dos cristais, além de analise térmica do ponto de fusdo (PF). A avaliacdo dos
efeitos bioldgicos ex vivo com pele de suino foi realizada durante oito dias de incubacédo e
seis tratamentos - controle, DMSO 0,5%, extrato bruto (0,1 mg mL™) e solidagenona (0,06,
0,03 e 0,01 mg mL™), usando DMSO como veiculo. A integridade tecidual foi realizada por
escore morfoldgico histoldgico e por resposta oxidativa a cada dois dias de incubacgdo. Para
analises estatisticas aplicou-se ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05). As classes de metabdlitos
secundérios identificadas foram flavonoides, taninos hidrolisaveis, saponinas e terpenos. Da
fracdo 8:2 isolou-se 1,3 g de solidagenona (correspondendo a 3,3% do extrato bruto — m/m),
de peso molecular de 316 m z*, verificada por MS-ESI e os resultados espectroscépicos de
deslocamento quimico de carbono e hidrogénio de RMN corroboram a literatura. Observou-se
pureza relativa de 98% de solidagenona identificada por CLAE. Os cristais apresentaram
formato hexagonal observado pela MEV, sugerindo a formacdo de redes cristalograficas
hexagonais em duas fases avaliadas por difracdo de raios X e PF 131 °C. As principais
alteracdes morfoldgicas na pele — apoptose, degeneracdo e fenda derme-epiderme — foram
observadas em todos os tratamentos. No entanto, o escore morfologico do tratamento
utilizando a maior dose de solidagenona (0,06 mg mL™) diferiu estatisticamente do DMSO no
quarto, sexto e oitavo dias, mantendo a melhor integridade tecidual e aumentou a capacidade
antioxidante no sexto dia, em relacdo ao DMSO e ao controle. Conclui-se que as raizes de S.
chilensis contém flavonoides, taninos hidrolisaveis, saponinas e terpenos como classes de
metabolitos secundarios, identifica a solidagenona como composto principal, indicando um
possivel efeito protetor tecidual aos explantes de pele com este metabolito.

Palavras-chave: Perfil fitoquimico. Terpenos. Integridade tecidual. Ex vivo. Resposta
oxidativa.
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ABSTRACT

Solidago chilensis Meyen (Asteraceae) is used in folk medicine for several types of traumas,
contusions, analgesic and anti-inflammatory activities. However, few studies have
characterized the main compounds and evaluated their therapeutic activity. The aim of this
study was to identify the main compound from roots of S. chilensis M., isolate and elucidate
the solidagenone and to verify its effects on pig skin explant. The roots were collected at
03/22/2017 during flowering and dried in oven (50°C). The phytochemical profiles of the
secondary metabolites proceeded with general tests of complexation, turbidity, precipitation,
colorimetric, afrogenic and comparative thin layer chromatography. The crude extract of
dichloromethane roots was obtained by exhaustive maceration, dried under vacuum and
fractionated by vacuum liquid chromatography under increasing polarity gradient. The
solidagenone washed with cold methanol and recrystallized for structural determination by
electrospray ionization mass spectrometry (MS-ESI), nuclear magnetic resonance (NMR) and
high performance liquid chromatography (HPLC). Scanning electron microscopy (SEM) and
X-ray diffraction were used for morphological evaluation of the crystals, as well as thermal
analysis by melting point determination. The evaluation of the ex vivo biological effects with
porcine skin was performed during eight days of incubation and six treatments — control,
DMSO 0.5%, crude extract (0.1 mg mL™) and solidagenone (0.06, 0.03 and 0.01 mg mL™),
using DMSO as vehicle. Tissue integrity was performed by histological morphological score
and by oxidative response every two days of incubation. Statistical analyzes were conducted
with ANOVA and Tukey test (p < 0.05). The classes of secondary metabolites identified were
flavonoids, hydrolysable tannins, saponins and terpenes. It was isolated 1.3 g of solidagenone
(3.3% of the crude extract — w/w) from the fraction 8:2, with molecular weight of 316 m z™*
verified by MS-ESI, and the spectroscopic results of chemical carbon displacement and NMR
hydrogen reinforce the literature. Relative purity of 98% solidagenone identified by HPLC
was observed. The crystals showed a hexagonal shape observed by SEM, suggesting the
formation of hexagonal crystallographic networks with two phases evaluated by X-ray
diffraction and PF 131°C. The main morphological skin alterations - apoptosis, degeneration
and dermis-epidermal cleft - were observed in all treatments. However, the morphological
treatment score using the highest dose of solidagenone (0.06 mg mL™) differed statistically
from DMSO on the fourth, sixth and eighth days, maintaining the tissue integrity and
increased antioxidant capacity on the sixth day, in relation to DMSO and control. It is
concluded that the roots of S. chilensis contain flavonoids, hydrolysable tannins, saponins and
terpenes as classes of secondary metabolites, identifying the solidagenone as main compound,
indicating a possible protective effect for skin explants with this metabolite.

Key-words: Phytochemical. Terpene. Tecidual integrity. Ex vivo. Oxidative response.
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1 INTRODUCAO

A terapia com plantas medicinais geralmente ¢ determinada pela presenga
dos compostos fitoquimicos e o sinergismo entre eles, que se apresentam em quantidades
diferentes influenciados por diversos fatores tais como o o6rgdo vegetal, do estagio de
maturagdo e da regido geografica de coleta (DHAMI; MISHRA, 2015).

O desenvolvimento de produtos derivados de plantas medicinais para fins
preventivos ou terapéuticos necessita de uma série de estudos prévios aos testes em seres
humanos, iniciando-se desde a coleta, identificagdo botanica, andlise quimica e testes de
eficacia e de toxicidade (CHAVEERACH; SUDMOON; TANEE, 2017). Ressalta-se que
alguns importantes estudos relacionados com o desenvolvimento de substancias obtidas de
recursos naturais ocorreram a partir do conhecimento ancestral etnofarmacolégico de algumas
comunidades (RATES, 2001).

A quimica de produtos naturais no Brasil estd em ascensdo devido a
multidisciplinariedade das diversas areas de conhecimento e colaboragdes -cientificas
(BERLINCK et al., 2017). Estudos com medicamentos de origem vegetal insipidamente
cresceram ap6s o aumento de incentivos publicos (COUTINHO; MUZITANO; COSTA,
2009), auxiliando na compreensdo entre o composto e seu efeito terapéutico (SAHOO;
MANCHIKANTI; DEY, 2010).

Com relagao ao estudo dos efeitos de tais medicamentos, uma alternativa
experimental se apresenta no modelo de explante, por exemplo de tecido animal. O modelo de
cultivo explante ¢ caracterizado pela manutencdo de pequenos fragmentos de varios tipos de
tecidos, o que possibilita a redu¢do nas quantidades de substancias quimicas a serem testadas,
a avaliag@o dos efeitos terapéuticos e toxicos diretos no tecido, além de favorecer a reducdo
do numero de animais em estudos experimentais (BASSO; BRACARENSE, 2013).

O objetivo deste estudo foi isolar a Solidagenona de Solidago chilensis
Meyen (Arnica brasileira) e avaliar o efeito da substincia isolada e do extrato bruto em

modelo de explante de pele de suino.
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2 REFERENCIAL TEORICO

No Brasil, o uso de plantas medicinais ¢ muito praticado tanto por indigenas
quanto por moradores da zona rural ou outras comunidades em diversos biomas brasileiros
(DI STASI, 2007). Centenas destas espécies vegetais sdo empregadas na medicina tradicional
brasileira (MACIEL et al., 2002; DAMASCENO; BARBOSA, 2009; LIPORACCI; SIMAO,
2013). As plantas da familia Asteraceae possuem caracteristica cosmopolita, sendo que, no
Brasil ocorrem aproximadamente 250 géneros e 2000 espécies e muitas delas sdo cultivadas

como ornamentais ou para finalidades terapéuticas (SOUZA; LORENZI, 2008).

2.1 SOLIDAGO CHILENSIS

A planta Solidago chilensis Meyen, Asteraceae conhecida popularmente 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), arnica da horta (LEITAO et al., 2013), é
encontrada na regido meridional da América do Sul (LORENZI; MATOS, 2002), e no
territorio brasileiro estd distribuida nas regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste, Sul e nos
mais diversos biomas como caatinga, cerrado, pampa, mata Atlantica; principalmente no
estado do Parand (FORZZA etal.,, 2010). Em solos agricolas, ¢ considerada invasora
(LORENZI, 2000).

Solidago microglossa DC, sinonimia atual de Solidago chilensis (LORENZI;
MATOS, 2008), possui folhas superiores lineares e quase sésseis, enquanto que as inferiores
sdo lanceoladas, agudas e estreitas, variando de 5 a 9 cm de comprimento ¢ 8§ a 15 mm de
largura (FARMACOPEIA-BRASILEIRA, 1929). As inflorescéncias sdo formadas por
inimeros capitulos florais amarelos (LORENZI, 2000) que medem de 2,5 a 5 mm de
comprimento e estdo distribuidas em ramos simples de 15 a 20 cm, possuindo cheiro
aromatico agradavel e de sabor amargo (FARMACOPEIA-BRASILEIRA, 1929). Sao
espécies herbaceas perenes, eretas, rizomatosas, variando de 0,8 a 1,5 metros de altura, com
hastes finas e enfolhadas (Figura 1) e multiplicam-se por sementes e touceira (LORENZI,
2000). A classificacdo taxondmica da Solidago chilensis:

Reino — Plantae

Ordem Asterales

Familia — Asteraceae

Subfamilia — Asteroideae
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Tribo — Astereae
Género Solidago
Espécie Solidago chilensis (JUDD et al., 2009).
Figura 1: Solidago chilensis antes (A), durante a floracdo (B) e planta inteira (C).

Fonte: Autor.

A Solidago chilensis possui finalidade terapéutica similar a Arnica montana
(LORENZI; MATOS, 2008). Contudo, Solidago microglossa DC foi descrita somente na
primeira Farmacopeia Brasileira com suas caracteristicas morfoldgicas macro e microscopica
e o emprego terapéutico na forma de tintura mie e extrato fluido (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1929).
O Governo Federal, por meio da Portaria n° 971, de 3 de maio de 2006,
ampliou na rede publica a oferta de tratamentos ditos alternativos, como a fitoterapia, a
homeopatia e a acupuntura (BRASIL, 2006). Posteriormente, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sob a portaria n® 2.960 regulamentou 71 espécies vegetais que
sdo de interesse do Sistema Unico de Satude (SUS) e que constam na Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS) (BRASIL 2009),
dentre elas constam a arnica-brasileira Solidago microglossa DC em consonancia as Politicas

Nacionais de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL 2009).
2.2 USO POPULAR DE SOLIDAGO CHILENSIS

Em levantamento etnofarmacolégico de plantas com propriedades
medicinais remanescentes da Floresta Ombroéfila Mista Altomontana, Urupema, consta a
Solidago chilensis (MARTINS-RAMOS; BORTOLUZZI; MANTOVANI, 2010), para
tratamento de feridas, escoriacdes, traumatismos e contusdes conforme descrito por Lorenzi e

Matos (2008).
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Em outros paises, o uso popular de espécies do género Solidago relatado em
estudos etnobotanicos ou etnofarmacologicos, sugerem uma maior incidéncia de relatos com
atividade biologica em afeccdes e problemas de vias urinarias (IVANCHEVA;
STANTCHEVA, 2000; MENKOVIC et al., 2011; SARIC-KUNDALIC etal., 2011; GRAS
etal., 2017), enquanto, outras finalidades terapéuticas sdo semelhantes as relatadas na
medicina popular brasileira. As indicagdes no uso tradicional em outros paises estdo descritas

na Tabela 1.

TABELA 1: Uso popular terapéutico de espécies do género Solidago em outros paises.

Espécie Local Uso popular Referéncia
5 chzlensz_s Me.yen Argentina Sedativo e dor de cabega COLENIOBSEAl g2l
var. chilensis 2006
S. virgaurea L. Montenegro Cicatrizante e gota MENKOVIC et al., 2011
S. virgaurea L. Francas Anti-ulcera e cicatrizante GRAS et al., 2017
S vireaurea L Grecia Doengas de pele, artritese =~ VOKOU; KATRADI;
VI ' reumatismo KOKKINI, 1993 i
S. virgaurea L. e S. . Detoxificacao sanguinea e SARIC-KUNDALIC
] Bosnia A
gigantea diarreia etal., 2010
S. virgaurea L. ¢ S, . Diarrela, reumatismo, - ¢ g KUNDALIC
: Bosnia artrites, detoxificacdo
gigantea , Lo etal., 2011
sanguinea ¢ cicatrizante
S. decurrens China Eczema e ulceras de pele AU et al., 2008
g . MOHAGHEGHZADEH
S. ulmifolia Muhl EUA Estimulante et al., 2006
S. virga-aurea Act. . Dores de cabega, irmitacdo. g, SONG; POTTER,
e Coreia na garganta, tonsilite,
var. asiatica 2006

ictericia € hematomas

No Brasil, estudos etnobotanicos ou etnofarmacolodgicos foram realizados
em diversas regides e evidenciaram a Solidago chilensis em Sao Paulo (DI STASI et al.,
2002), Distrito de Governador Valadares (BRASILEIRO etal., 2006), Rio de Janeiro
(PEREIRA; OLIVEIRA; LEMOS, 2005; LEITAO et al., 2013), Serra Catarinense (MAIA, et
al. 2011) e no Mato Grosso (BIESKI et al., 2012; BIESKI et al., 2015; RIBEIRO et al., 2017).

Baseado em estudos populares com a S. chilensis, a obtengdo de extratos
diferem entre as regides que foram estudadas, podendo ser realizada a partir de processos de
maceracoes (DI STASI et al., 2002: BOLSON et al., 2015: RIBEIRO et al., 2017), infusao
(BIESKI et al., 2012: BOLSON et al., 2015: RIBEIRO et al., 2017), tinturas (BOLSON et al.,
2015), decoctos (DI STASI et al., 2002), banhos (PEREIRA; OLIVEIRA; LEMOS, 2005), ¢
suco (LEITAO etal., 2013). O preparo dos extratos difere de acordo com a regiio que o
estudo foi realizado, sendo indicado usar em alguns destes estudos o vegetal como um todo
(DI STASI et al., 2002: RIBEIRO et al., 2017), as folhas (PEREIRA; OLIVEIRA; LEMOS,
2005: BOLSON et al., 2015) ou somente as inflorescéncias (BOLSON et al., 2015).
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A partir do uso popular de S. chilensis no Brasil, destacam-se as indica¢des
terapéuticas para problemas no sistema respiratorio (tosse, gripe, pneumonia, bronquite,
tuberculose e antibidtico para as vias aéreas) (BIESKI et al., 2012: LEITAO etal., 2013:
BIESKI etal.,, 2015: BOLSON etal.,, 2015), sistema locomotor (dores musculares,
reumatismo, fraturas 6sseas, contusdes, traumas, relaxante muscular e inflamagao articular)
(DI STASI et al., 2002: BRASILEIRO et al., 2006: BIESKI et al., 2012: BIESKI et al., 2015:
RIBEIRO et al., 2017), sistema reprodutor (problemas de prostata, infeccdes e inflamagdes
uterina) (BIESKI et al., 2015), infec¢des (DI STASI et al., 2002), sedativo (DI STASI et al.,
2002), analgésico (BRASILEIRO etal., 2006: RIBEIRO etal., 2017), dermatologicos
(BIESKI etal., 2015: BOLSON et al., 2015), detoxificante, hipertensdo, anti-helminticos e
problemas renais (BIESKI et al., 2012), anemia (BIESKI et al., 2015), transtornos digestorios
(DI STASI et al., 2002) acidez estomacal (TRIBESS et al., 2015), conjuntivites (BOLSON
et al., 2015) dor de ouvido e auxilio na cicatrizagdo (BRASILEIRO et al., 2006).

O uso tradicional de uma planta medicinal com a indicagdo segura ¢ uma
grande dificuldade (SAHOO; MANCHIKANTI; DEY, 2010), devido as diferencas entre os
fatores intrinsecos (ontogenéticos) e externos (cultivo, regido geografica, solo, irrigagdo) de
cada planta (EMBRAPA, 2010), que diretamente influenciam na composi¢ao da(s) classe(s)
de metabolito(s) secundario(s) e, consequentemente, nas finalidades terapéuticas. Ademais,
outros fatores que influenciam sdo o tecido vegetal utilizado, a metodologia de obtencdo do
extrato e o liquido extrator (SONAGLIO et al., 2010). A compreensao de todos esses fatores

garante a qualidade, seguranca e eficacia no uso de uma planta medicinal (FARIAS, 2010).

2.3 EFEITO BIOLOGICO DE SOLIDAGO CHILENSIS

O extrato bruto aquoso das partes aéreas de S. microglossa apresentou tanto
efeito hemolitico, quanto anti-hemolitico em eritrocitos humanos. Este efeito antagonico pode
ser devido a grande variedade de compostos presentes no extrato, sendo necessario o
isolamento para determinar qual o composto refere-se a cada um dos efeitos (DE FREITAS
et al., 2008).

Oleos essenciais extraidos com metanol das folhas de S. microglossa
apresentaram atividade bioldgica contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella setubal, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Saccharomyces cerevisiae ¢ Candida albicans (MOREL et al., 2006), enquanto
que, o extrato etandlico das partes aéreas de S. microglossa apresentou atividade

antimicrobiana para Staphylococcus aureus e promoveu efeito citotoxico (BRASILEIRO
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et al., 2006). Contudo, a tintura mae de folhas de Solidago chilensis ndo apresentou efeito
inibidor sob Staphylococcus aureus e Escherichia coli (CRUZ et al., 2013).

No teste de citoxidade MTT (brometo de 3-(dimetiltiazol-2-yl)2,5-difenilte-
traz6lio) em fibroblastos obtidos da cavidade oral ndo foi demonstrada a citotoxidade do
extrato de arnica-brasileira (MARTINS et al., 2009). A parte da planta, o tipo de extrato e o
liquido extrator ndo foram descritos no estudo.

Em teste de inflamacdo aguda induzida em orelha de camundongos, foi
observado reduc¢do de edema apos aplicagdo topica do extrato hidroalcoolico das partes aéreas
de S. chilensis. Além disso, a aplicacdo do mesmo extrato por via intraperitoneal também
reduziu o edema de orelha e promoveu a diminuicdo da migra¢do de leucocitos (TAMURA
et al., 2009).

O extrato hidrometanodlico obtido das partes aéreas de S. chilensis,
apresentaram efeito hipoglicemiante, hipolip€mico em aumentar a produgdo e liberagdo de
insulina em ratos (SCHNEIDER et al., 2015).

O efeito anti-inflamatério e a inibicdo da migracdo leucocitaria em modelo
de inflamacao induzida por carragenina foi atribuido aos extratos aquosos de rizomas, folhas e
inflorescéncias de Solidago chilensis (GOULART et al., 2007). O mesmo efeito foi observado
do infuso de rizomas e da particdo realizada com butanol, além da reducdo de exsudato
inflamatorio (LIZ et al., 2008). O extrato aquoso obtido apos infusdo das partes aéreas de S.
microglossa, promoveu a cicatrizagdo de feridas abertas em ratos sem alterar as enzimas
hepaticas (FACURY NETO et al., 2004). O infuso de raizes de S. chilensis em teste de
formalina 2% demonstrou atividade hipolocomotora, antinociceptora e antinflamatoria
(ASSINIL; FABRICIO; LANG, 2013).

O gel de extrato fluido glicolico das partes aéreas de S. chilensis apresentou
uma melhor significativa em pacientes com lombalgia (DA SILVA et al., 2010) e a percepg¢ao

de dor em pacientes humanos com tendinite (DA SILVA et al., 2015).

2.4 COMPOSTOS QUIMICOS ISOLADOS DE SOLIDAGO CHILENSIS

O género Solidago, possui 42 espécies descritas e aceitas como oficiais na
literatura cientifica e depositadas no banco de dados species link (2018), porém no Tropicos®,
Missouri Botanical Garden atualmente estdo catalogadas 651 espécies do género Solidago,
além de suas sinonimias, subespécies e variedades.

Os metabolitos secundarios que estdo presentes em maior quantidade no

género Solidago sdo sesquiterpenos e diterpenos (BOHLMANN et al., 1980). Outras classes
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de metabolitos secundarios de S. chilensis sdo: flavonoides, taninos, saponinas, terpenos
(resinas e Oleos essenciais) (GRANDI, 2014; CATARINO etal., 2015), alcaloides
(CATARINO et al., 2015), fendlicos, triterpenos e esteroides (SOUZA et al., 2018).

Os compostos isolados e identificados de Solidago chilensis foram:
acetofenona, carotenodides, quercetina (GRANDI, 2014) e solidagenona, nas inflorescéncias
(VALVERDE-SOARES; AZEVEDO-SILVA; TOMASSINI, 2009). Enquanto nas folhas
foram identificados a-pineno, B-pineno, mirceno, a-felandreno, 6-3-careno, limoneno, B-
ocimeno, a-campholenal, isolongifoleno, cariofileno, a-humuleno, B-cubebeno,
biciclogermacreno, a-farneseno, espatulenol, 6-cadineno (MOREL et al., 2006), acido galico,
quercetina, quercitrina e rutina (SABIR et al., 2012) e nas raizes, inulina, rutina, os acidos
quinico, caféico, clorogénico, hidroxicindmico (GRANDI, 2014), ramnosideos (LORENZI;
MATOS, 2008) e solidagenona (RODRIGUEZ et al., 2005).

2.5 TERPENOS

Os terpenos sao hidrocarbonetos distribuidos amplamente no reino vegetal e
algumas subclasses de terpenos sdo encontradas em fungos, bactérias, corais e anfibios, sendo
compostos que apresentam uma grande variedade estrutural e sdo classificados em
hemiterpeno, monoterpenos, sequiterpenos, diterpenos, sesteterpenos, triterpenos e esteroides
(precursores do colesterol, vitaminas e hormonios) (HEINRICH et al., 2012), tetraterpenos e
politerpenos (DEWICK, 2002). Desta forma, estas subclasses de compostos sdo de grande
interesse farmacoldgico (HEINRICH et al., 2012).

A via metabolica para formagdo dos terpenodides se origina a partir da
condensa¢do de trés moléculas de acetato formando o mevalotato ou 4cido mevalonico, que
perde um carbono e recebe dois grupamentos fosfato através de reagdes enzimaticas que
resultaram na formagdo da unidade basica isopentenil difosfato (Figura 2A). Esta molécula
apresenta o nucleo estrutural isopreno (Figura 2B) ap6s a perda dos grupamentos fosfato. Os
diversos esqueletos terpendides sdo originarios de um isopreno ou da condensacdo de duas ou

mais moléculas de isopentenil pirofosfato (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000).
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Figura 2: Nucleos isopentenil difosfato (A) e isopreno (B) para a sintese dos terpendides.

)\/o—%—o—g_—o_ >—//

Isopentenil difosfato (A) Isopreno (B)

Fonte: Autor.

Os hemiterpenos, moléculas mais simples dentre os terpenos, sdo formados
por uma unidade de isopreno, contendo cinco dtomos de carbono, enquanto que todos os
outros nucleos fundamentais dos terpenoides sdo multiplos de isopreno. A condensagdo de
duas moléculas de isopreno varia de acordo com a subclasse de terpenos a ser formada, sendo
condensadas moléculas de isopreno por cabeca - cauda (Figura 3A) até a formacdo de
diterpenos e a partir desta subclasse a condensagdo ocorre por cabega - cabeca (Figura 3B).
As moléculas intermedidrias para as formagdes das diversas subclasses sdo: geranil difosfato
(10 4tomos de carbono), farnesil difosfato (15 atomos de carbono), geranilgeranil difosfato
(20 atomos de carbono), esqualeno (30 dtomos de carbono) e fitoeno (40 atomos de carbono),
sendo o difosfato o grupo abandonador (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000, DEWICK,
2002).

Figura 3: Modelos de condensacdes entre duas moléculas de isopreno.

0

Cabeca-cauda (A) Cabeca-cabega (B)

Fonte: Autor.

Os oleos volateis sdo constituidos por fenilpropanoides e, principalmente,
monoterpenos € sesquiterpenos €, em sua maioria, possuem baixa estabilidade na presenga de
umidade, calor, luz e ions metalicos (SIMOES; SPITZER, 2010). Sdo produzidos por plantas
aromaticas em diversos oOrgdos vegetais atuando para o vegetal como substancia
antimicrobiana, inibidora de germinacdo, além de possibilitar a atracdo de insetos
polinizadores. Para os seres humanos os 6leos volateis apresentam grande interesse nas
industrias de cosméticos, alimenticia e para outros produtos de utilizagdo domésticas e ou
terapéuticas (MELO; CROTTI, 2017).

As estruturas quimicas dos 6leos volateis, de origem terpenoidicas, sdo as
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mais variadas possiveis e podem ser ciclicas e aciclicas, dependendo da espécie vegetal que

produz esse composto (Figura 4) (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000, DEWICK, 2002).

Figura 4: Estrutura quimica de 6leos volateis ciclicas e aciclicas de monoterpenos.

R & g

Limoneno f3-pireno Linalol Citronelol
Fonte: Adaptado de CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000, DEWICK, 2002.

Os diterpenos sdo encontrados predominantemente em plantas superiores,
embora ja foram isolados em insetos, fungos e organismos marinhos. Possuem uma grande
variedade de esqueletos estruturais, sendo aciclicos, mono, bi, tri, tetra e pentaciclicos
(VENEZIANI et al., 2017). Dentre os diversos tipos de esqueletos ciclicos, o nticleo triciclico
taxano (VENEZIANI etal.,, 2017) ¢ o precursor para o medicamento taxol (Figura 5),
farmaco utilizado para o tratamento de cancer (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000).
Entretanto, essa substancia ¢ extraida das cascas da espécie Taxus brevifolia, que necessita
estar madura, ou seja, para a produgdo de 2 gramas de taxol ¢ necessario a coleta da casca de
trés arvores centendrias desta espécie, sendo que a demanda da droga para uso terapéutico €
em torno de 100 a 200 kg por ano (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000). No entanto, a
10-deacetilbaccatina III, extraida de folhas e galhos de Taxus baccata, serve como material de
partida para a sintese do taxol com rendimentos superiores ao encontrado em 7. brevifolia

(DEWICK, 2002).

Figura 5: Estrutura quimica do taxol (nucleo Taxano em vermelho).

9 H,ccoo  OH
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Fonte: Adaptado de CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000.
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O nucleo triciclo caurano reduz a resisténcia vascular mediante a inibi¢ao do
influxo de calcio, aumentando a diurese e natriurese, atuando como um hipotensor
(VENEZIANI et al., 2017) e também, foi observado o efeito analgésico devido a inibi¢cdo de
diversas citocinas conforme relata MIZOKAMI et al., 2012.

Os triterpenos (Figura 6) sdo moléculas precursoras de fito-esteroides,
esteroides, colesterol, saponinas triterpénicas e esteroidais (CUNHA; JANUARIO;
PAULETTI, 2017). O uso de fito-esterdis na industria alimenticia ¢ uma alternativa ao
controle do colesterol LDL. No entanto, outros estudos sugerem risco a saude humana,
necessitando dessa forma de mais estudos para avaliar os riscos e beneficios (CHOUDHARY;
TRAN, 2011).

Figura 6: Estrutura molecular do triterpeno (4cido oleanolico).

COOH

HO

Fonte: Autor.

Os carotenos (Figura 7) formam o tunico grupo de compostos que
representam os tetraterpenos, sendo o nucleo precursor dos diferentes tipos de vitamina A.
Algumas espécies de animais que possuem a coloragcdo rosa/vermelho, como salmdo e
crustaceos, a coloragdo alaranjada da cenoura e a coloragdo avermelhada do tomate deve-se a
presenca deste grupo de composto, o qual ¢ obtido a partir da alimentacdo, sendo
posteriormente metabolizados. Da mesma forma que os mamiferos, incluindo os humanos,

ndo conseguem sintetiza-lo, a obtencdo ¢ feita somente através da ingestdo (DEWICK, 2002).

Figura 7: Estrutura molecular de tetraterpeno (B-Caroteno).

Fonte: Autor.
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Estudos realizados em modelo ex vivo com pele de suino utilizando retinoides,
produto formado apoés a clivagem do betacaroteno ou tetraterpeno (DEWICK, 2002),
observou inibi¢cdo da producdo de queratina (AOYAGI et al., 1981b), porém favoreceram o

crescimento da epiderme (AOYAGTI et al., 1981a).

2.5.1 DITERPENO: NUCLEO LABDANO (SOLIDAGENONA)

O diterpeno biciclico de nucleo labdano (Figura 8) ¢ formado a partir do
processo de ciclizagdes e/ou reacdes de rearranjos intramoleculares, que estdo relacionados a
ciclizacdo para formagdo da conforma¢do do anel decalino, promovendo variagdes de sua
estereoquimica conforme as relagdes enzimadticas e fungdes estruturais (PETERS, 2010).
Sendo isolados de fungos, insetos (Hemiptera), propolis produzido por Apis mellifera,

organismos marinhos (algas e poriferos) e em tecidos vegetais (CHINOU, 2005).

Figura 8: Esqueleto basico do nticleo biciclico de diterpenos do tipo labdano.
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Fonte: Adaptado de TRAN; WONG; CHAI, 2017.

A subclasse dos ldbdanos apresentam de modo geral efeito anti-
inflamatorio, a partir da inibicdo do NF-KB (complexo de proteinas que controla a transcri¢do
do fator de transcri¢do nuclear kappa B) influenciando na liberagdo do 4cido araquiddnico e a
diminui¢do do 6xido nitrico, obtendo assim um efeito anti-inflamatério (TRAN; WONG;
CHALI, 2017). Embora sejam descritas outras finalidades terapéuticas aos diterpenos labdanos,
como indugdo de apoptose e efeito antiproliferativo em linhagem de células tumorais (LI et
al., 2005), antiespasmodico intestinal (RIGANO et al., 2009) e antimicrobiano
(CHAKRABORTY et al., 2010).

O diterpeno solidagenona (Figura 9) isolado de raizes de Solidago

canadensis e identificada a primeira vez na década de 60 por Anthonsen e colaboradores
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(1969). Ademais foi isolada em partes subterrdneas de Solidago chilensis (RODRIGUEZ
etal., 2005; SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2005) de inflorescéncias de S. chilensis
(VALVERDE-SOARES; AZEVEDO-SILVA; TOMASSINI, 2009), de partes aéreas
(GOMES et al., 2018) e em outra espécie Psychotria spectabilis (BENEVIDES; YOUNG;
BOLZANI, 2004).

A solidagenona apresentou efeito gastroprotetor em ulceras gastricas
induzidas (RODRIGUEZ et al, 2002; SCHMEDA-HIRSCHMANN; RODRIGUEZ;
ASTUDILLO, 2002), capacidade antiproliferativa em células tumorais (GOMES et al., 2018)
e citotoxicidade em cepas de Saccharomyces cerevisiae (BENEVIDES; YOUNG; BOLZANI,
2004).

A solidagenona (diterpendide) pode ser considerada a substincia
farmacologicamente ativa presente na espécie S. chilensis (VALVERDE-SOARES;
AZEVEDO-SILVA; TOMASSINI, 2009).

Figura 9: Estrutura quimica do diterpeno solidagenona.

Fonte: Autor.

2.6 MODELO BIOLOGICO EX VIVO

O cultivo de tecidos iniciou na década de 1930 com embrides de aves
(FELL; ROBINSON, 1930), com adaptagdes, afim de melhorar a viabilidade dos o6rgdos
incubados a partir de caracteristicas especificas conforme a finalidade da analise tecidual
(PRUNIERAS; DELESCLUSE, 1976), tais como: meio de cultura, adicdo ou ndo de
suplementos, utilizacdo de diferentes antibidticos e as espécies animais utilizadas na
experimentacdo (ratos, camundongos, suinos € humanos) (RANDALL; TURTON; FOSTER,
2011) e vegetais (THOKCHOM; MAITRA, 2016). No entanto, diversos 6rgdos ja foram
utilizados neste tipo de modelo, tais como: intestinos (BASSO; BRACARENSE, 2013),
figado (DA SILVA; LEITE, 2005), cartilagem (VAN BUUL et al., 2012), sistema nervoso
central (MARINS et al., 2009) e pele (DAME et al., 2008).
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O modelo explante de animais ¢ complementada com partes de plasticos
para superar as limitacdes do uso de animais vivos na experimentagdo (KIM; BANG;
HWANG, 2015), como a capacidade de mimetizar perfusdo extracorpérea para avaliacdo do
tecido epitelial (BAYNES, 2001). O modelo ex vivo possui inimeras vantagens, sendo
considerado realista, de baixo custo (KIM; BANG; HWANG, 2015), a partir de um doador ¢é
possivel produzir inumeros fragmentos (RANDALL; TURTON; FOSTER, 2011), reduzindo
o nimero de animais (BASSO; BRACERENSE, 2013), avaliar a producdo de substancias
produzidas por tecido especifico (VAN BUUL et al., 2012), além do uso de explantes para
proliferar tipos celulares proveniente do tecido (DAME et al 2008). A limitacdo da técnica
estd relacionada ao tempo de viabilidade celular (BASSO; BRACARENSE, 2013), sendo
uma desvantagem em andlises especificas, como a ultrassonografia endoscopica realizada em
explante, os quais necessitam um longo periodo de preparacdo e perdem as caracteristicas

teciduais originais (KIM; BANG; HWANG, 2015).

2.6.1 MODELO EX ViVO DE PELE

O primeiro cultivo de diversos o6rgdos de ratos pos-termo foi realizado na
década de 60, dentre eles a pele que estava queratinizada com os foliculos ainda em
desenvolvimento (TROWELL, 1959). No terceiro dia de cultivo, o tecido ndo apresentou
alteracdes significativas, enquanto que no sexto dia foi observado diminui¢do da espessura
tecidual e auséncia de elementos mitdticos (TROWELL, 1959).

A técnica de cultivo de tecidos consiste na remocdo de fragmentos
representativos, submetidos a estudos em condicdes artificiais, mantendo alguns critérios, por
exemplo, no cultivo de pele, os fragmentos devem ser pequenos, para uma melhor difusdo dos
nutrientes ¢ de oxigénio (PRUNIERAS; DELESCLUSE, 1976), além do controle da
temperatura e a renova¢do do meio de cultura (HALPRIN; LUEDER; FUSENIG, 1979).
Dessa forma, a manutengdo dos tecidos ¢ favorecida por algumas horas ou dias, podendo ser
testadas substancia das mais diversas aplicagdes farmacologicas e terapéuticas (PRUNIERAS;
DELESCLUSE, 1976).

Em cultivo de explante de pele humana saudéavel, observou-se a preservagao de
desmossomos apo6s trés dias de cultivo (BARNETT, 1978). A técnica ex vivo permite que o
tecido cultivado possa ser separado, em derme e epiderme, afim de verificar a proliferacdo e
diferenciagdo celular (HALPRIN; LUEDER; FUSENIG, 1979). Além de ensaios de
eliminagdo transdérmica de xenobidticos (BAYOUMI; MARKS, 1980) e testes com

substancias que alterem o metabolismo celular do tecido (AOYAGI et al., 1983).
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Os explantes de pele cultivados em placas podem permanecer submersos em
meio de cultura (HOLBROOK; HENNINGS, 1983), suplementados com soro fetal bovino e
fator de crescimento epitelial, que favorece o aumento do niimero de elementos mitoticos na
epiderme (AOYAGTI et al., 1984). Além disso, o DMSO pode induzir a diferenciagdo celular
na epiderme (HOLBROOK; HENNINGS, 1983).

Com o modelo de explante foi possivel avaliar a resposta imune de dispositivos
médicos comerciais (DELUSTRO et al., 1986), fatores que podem influenciar na cicatrizagao
da pele, tais como o fator de agregacdo plaquetaria (HEBDA etal., 1986), além de
substancias que possam induzir a hipersensibilidade (MOORE; DANNENBERG, 1992) e
enzimas especificas proteoliticas (EKHOLM; EGELRUD, 2000).

Tanto o modelo ex vivo de orelha de suino quanto o modelo in vivo em
camundongos hairless, apresentaram resultados positivos frente a permeacdo cutanea de
diferentes formulacdes com clindamicina. Apods estes ensaios preliminares, a mesma
formulacgdo foi utilizada no tratamento de comeddes em humanos, obtendo bons resultados
(HONZAK; SENTJURC, 2000).

Observam-se variados tipos de estudos com explantes de pele como: foto-
toxicidade induzida por agentes exogenos (SARABIA etal.,, 2000), radiacdo ultravioleta
(RIJNKELS; WHITELEY; HENEGOUWEN, 2001), uso substincias fotoprotetoras
(MOISON; DOERGA; HENEGOUWEN, 2002; MOISON; HENEGOUWEN, 2002;
RIJNKELS et al., 2003; FOCO; GASPERLIN; KRISTL, 2005), absorcdo e eliminacio de
metabolitos secundarios (CAL; KUPIEC; SZNITOWSKA, 2006), terapias génicas
(PFUTZNER et al., 2006), dermatofarmacocinética (HERKENNE et al., 2006) e atividade
antimicrobiana ap6s colonizag¢ao tecidual (RUBINCHIK et al., 2009).

O modelo mais complexo e completo de explante de pele consiste na remogao
cirurgica do tecido de suino mantendo a vascularizagdo intacta. Este por sua vez ¢ acoplado a
um sistema que mimetiza a perfusdo corpdrea, desta forma pode-se avaliar varios tipos de
funcdes dermatoldgicas (BAYNES, 2001).

Os ensaios biologicos utilizando animais devem ser avaliados e estar de acordo
com a Resolugdo Normativa N°12, de 25 de setembro de 2013, do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), que estabelece diretrizes para a real
justificativa do uso experimental e do bem-estar animal (CONCEA, 2013). Ao serem
comparados o uso experimental com suinos e ratos, ambas espécies apresentam vantagens e
desvantagens dependendo da resposta e hipoteses formuladas, sendo que os suinos respondem
de maneira semelhante as alteragdes biologicas humanas em diferentes tecidos (FAIRBAIRN

et al., 2011). Contudo os resultados experimentais obtidos de explantes com fragmentos



32

teciduais de suinos também podem ser comparados diretamente com as mudangas observadas

em humanos (RANDALL; TURTON; FOSTER, 2011).

2.7 RESPOSTA OXIDATIVA

O processo fisiopatologico relaciona-se ao estresse oxidativo em animais e
humanos, e o uso de plantas medicinais com acdo antioxidante, seja por suplementacao
dietética ou compostos terapéuticos, sdo promissoras afim de evitar a formacdo de radicais
livres (HASANI-RANJBAR; LARIJANI; ABDOLLAHI, 2009). As espécies reativas de
oxigénio (ERO’s) sdo geradas a partir do estresse oxidativo que induzem respostas
inflamatorias agudas e cronicas (PAGLIUSO et al., 2006) e doengas metabolicas (WAFULA
etal., 2017).

As ERO’s podem ser classificadas como radicalares (anion superdxido e
radical hidroxila) e ndo radicalares (perdxido de hidrogénio e 0z6nio), ambas as espécies
reativas podem oxidar proteinas alterando o seu metabolismo (CELI; GABAI, 2015). Sendo
assim, o equilibrio entre a atividade oxidante e antioxidante caracterizam o bem-estar e
longevidade celular do sistema imune (ASLANI; GHOBADI, 2016). Portanto, atividade
antioxidante e oxidante pode ser uma forma de avaliar o metabolismo celular.

A atividade antioxidante pode ser medida em extratos e compostos de
origem vegetal (RUFINO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; KLAJN et al., 2012) e fluidos
bioldgicos (KLAJN et al.,, 2012). Dentre as técnicas utilizadas, as reacdes quimicas de
sequestro do radical 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) ABTS-* (Figura
10) e o poder antioxidante de reducdo do Ferro (FRAP — Ferric Reduction Antioxidant
Power) (Figura 11) s3o mensuradas por absorbancia em comprimentos de ondas especificos
na faixa de ultravioleta visivel (UV/VIS) em espectrofotometro (RUFINO et al., 2007,
KLAJN et al., 2012). No entanto, ambos os ensaios necessitam de uma curva analitica para a
obter a equacdo da reta e converter a absortividade da amostra e expressar o resultado

observado (RUFINO et al., 2007; MARTINEZ et al., 2016).
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Figura 10: Reagdo quimica da atividade antioxidante de captura do radical ABTS-*
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Fonte: RUFINO et al., 2007.

Na placa de leitura, o radical ABTS" apresenta uma coloragdo verde escura
e caso haja a captura do radical ABTS a intensidade de cor diminui (verde claro)
proporcionalmente a quantidade de antioxidantes presente na amostra, podendo ficar incolor,
ou seja, quanto maior a atividade antioxidante menor sera o valor de absorbancia (RUFINO et
al., 2007). Em contrapartida, a coloragdo inicial da solugdo com o reagente
Fe**/tripiridiltriazina - TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) ¢ azul clara e quanto maior a
atividade antioxidante, reducdo para Fe**, mais escuro se torna a amostra, resultando em uma

alta absortividade (KLAJN et al., 2012).

Figura 11: Reacdo quimica da atividade antioxidante por redu¢do de ions Ferro (FRAP).
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Fonte: KLAJN et al., 2012.

A capacidade oxidante pode ser avaliada pela redugdo do reagente azul de

nitrotetrazolio (NBT), que ao reagir com o anion superoxido se converte em formazam

(Figura 12) (WATANUKI et al,

2006). Estes compostos sdo mensurados em um

comprimento de onda especifico na faixa do UV/VIS em espectrofotdmetro e quanto maior a

absortividade mais anions superdxidos contém na amostra (WATANUKI et al., 2006;

OLIVEIRA et al., 2009).
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Figura 12: Reacdo quimica da redu¢do do reagente azul de nitrotetrazolio (NBT) por anion

superoxido.
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Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al., 2009.

Conforme descrito anteriormente, a classe dos terpenos apresenta ampla
variedade de nucleos estruturais, e apds isolamento e identificagdo de seus compostos a partir
de plantas utilizadas na medicina popular, podem ser avaliados seus efeitos toxicos e

terapéuticos em modelos ex vivo associado a resposta oxidativa.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o perfil fitoquimico das raizes de Solidago chilensis M., isolar e
caracterizar a solidagenona afim de avaliar o seu efeito biolégico em explante de pele de

suino.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar as principais classes de metabolitos secundarios presentes em
raizes de S. chilensis, por ensaios: colorimétricos (flavonoides, antraquinonas, taninos
hidrolisaveis e condensados), de precipitacdo e turvacgdo (alcaloides), determinagdo do indice
afrosimétrico (saponinas) e cromatograficos (cumarinas e terpenos).

Isolar a solidagenona por métodos cromatograficos do extrato bruto obtido
das raizes de S. chilensis.

Identificar a estrutura molecular da solidagenona.

Determinar as caracteristicas fisico-quimicas da solidagenona (forma
cristalina da solidagenona, o ponto de fusdo e temperatura de degradagao).

Definir a citoxicidade da solidagenona sobre as hemadcias.

Avaliar o efeito biologico do extrato bruto comparado as diferentes
concentragdes de solidagenona em modelo ex vivo a partir de andlise histoldgica e resposta

oxidativa.
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4 METODOLOGIA

4.1 COLETA DO VEGETAL E PREPARO DE EXSICATA

A coleta de material vegetal foi efetuada por Ricardo Luis Nascimento de
Matos na zona urbana {/at: -23.328908, long: -51.211961}, Jardim Columbia, Londrina — PR.
A exsicata foi depositada no Herbario da Universidade Estadual de Londrina (UEL), sob o
registro FUEL 54685, identificada por Matos, R. L. N. As partes subterraneas da planta foram
colhidas durante a florag¢do plena em 22/03/2017.

4.2 SECAGEM DE RAIZES DE SOLIDAGO CHILENSIS

As raizes foram estabilizadas por meio de secagem em estufa (Lucadema®
Sdo José do Rio Preto, BR) a 50 °C + 3 °C (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2010).
Posteriormente, a droga vegetal foi pulverizada em moinho de facas (M-Vithory® Curitiba,
BR), pesada em balanga analitica (Marte — modelo AW220) e acondicionado em frascos

ambar sendo utilizada para andlise fitoquimica e obtencdo do extrato bruto.

4.3 PERFIL FITOQUIMICO QUALITATIVO

4.3.1 REACOES DE IDENTIFICACAO DE NUCLEO FLAVONOIDICOS

Pesou-se 2 g da droga vegetal e adicionou-se 40 mL de etanol 75%. A solucao
foi aquecida até a fervura em chapa aquecedora (208D- Ethik® Vargem Grande Paulista, BR),
resfriada e filtrada, distribuindo-se 2 mL de extrato em 3 capsulas e, novamente, aquecido até
a evaporacao do solvente. Ainda em aquecimento, adicionou-se 0,2 mL de cloroférmio, sendo
posteriormente eliminado da solugdo por evaporagdo. O conteudo foi ressuspendido com 2
mL de etanol 75% e dividido em dois tubos de ensaios, para determinagdo de flavonoides. 1 —
branco e 2 — 200 mg de magnésio metalico, adicdo do ressuspendido e inser¢ao gradativa de 1
mL de acido cloridrico concentrado. O resultado colorimétrico da reacdo de Shinoda ou
Cianidina foi comparado as subclasses de flavonoides presentes na tabela 2 (adaptado de
BIAVATTI; LEITE, 2007; COSTA, 2000).
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Tabela 2: Ensaio colorimétrico para identificacdo de subclasses de flavonoides em raizes de
Solidago chilensis a partir da reagdo de Shinoda ou Cianidina.

Reacdo\Subclasses Flavonas Flavonois Flavanonas

Shinoda ou Cianidina Laranja Vermelha Violeta

Fonte: COSTA, 2000.

4.3.2 REACAO DE STIASNY PARA DETERMINACAO DE CLASSES DE TANINOS

O Reativo de Stiasny foi preparado no momento do uso com 10 mL de formol
e 5 mL de 4cido cloridrico (HCI) concentrado em refluxo por 20 minutos.

Pesou-se 1 g da droga vegetal pulverizada e em um béquer adicionou 20 mL de
agua destilada e aquecido por 2 minutos em chapa-aquecedora (208D- Ethik® Vargem Grande
Paulista, BR). Apos a fervura, o extrato foi resfriado, filtrado e completou-se o volume para
20 mL com agua destilada. Desta solucao, verteu-se 20 mL do extrato em um baldo de fundo
redondo de 100 mL e, posteriormente, adicionou-se 6 mL do Reativo de Stiasny e refluxo por
30 minutos.

Apds o periodo de refluxo, observou-se a formagdo de precipitados
avermelhados (flobafenos), indicando a presenca de taninos condensados e, para a detec¢do
de taninos hidrolisaveis, realizou-se a filtragdo para a separagdo dos taninos condensados e
uma aliquota de 10 mL da solu¢do foi transferida para um tubo de ensaio e, posteriormente,
adicionou-se 2 g de acetato de so6dio e quatro gotas de solugdo de cloreto de ferro a 1% em
metanol, sendo observado a cor azul marinho (adaptado de COSTA, 2000; ROJAS et al.,
2012).

4.3.3 REACAO DE BORTRANGER INDIRETA PARA IDENTIFICACAO DE ANTRAQUINONAS

Pesou-se 1 g da droga vegetal e adicionou-se 20 mL de etanol 25%, sendo a
solugdo mantida em aquecimento por um minuto em chapa aquecedora (208D- Ethik®
Vargem Grande Paulista, BR). Apds a fervura, a mistura foi filtrada e transferida para o funil
de separagdo, onde adicionou-se 20 mL de acido sulfurico 5%. A solucdo foi agitada e apds
resfriada em temperatura ambiente, adicionou-se 20 mL de hexano, agitando-se
vagarosamente por inversdo. Apos descanso da solucdo, descartou-se a fase acida e a fase

organica foi dividida em dois tubos de ensaio com 5 mL em cada, onde foram adicionados 3
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mL de hidroxido de amoénio 40%. A reagdo positiva para antraquinonas ¢ quando uma

coloracdo rdsea esta presente na solucao organica (MATOS, 1988).

4.3.4 REACOES GERAIS PARA IDENTIFICACAO DE ALCALOIDES

Pesou-se 5 g da droga vegetal pulverizada, adicionando-se 100 mL de HCI 2%
e aqueceu-se até a fervura em chapa aquecedora (208D- Ethik® Vargem Grande Paulista, BR).
O extrato foi resfriado a temperatura ambiente e filtrado diretamente ao funil de separacdo e,
posteriormente, alcalinizado com solu¢do de hidroxido de amoénia (NH4OH) 40% até se
estabelecer pH entre 9 e 10 com papel indicador. Foram acrescentados 20 mL de cloroférmio,
agitando-se vagarosamente, retirando-se a fase alcalina para outro funil de separacao.
Repetiu-se a parti¢do por mais duas vezes. Apos a completa transferéncia da fase organica em
um unico funil de separacdo, foram adicionados 40 mL de HCI 2% e agitou-se vagarosamente.
Posteriormente, a fase organica foi descartada e a fase aquosa acidificada foi distribuida em
quantidades equivalentes em cinco tubos de ensaio, sendo: 1 — Branco; 2 — Reagente de
Dragendorff; 3 — Reagente de Mayer; 4 — Reagente de Bertrand; 5 — Acido Tanico 5%. Em
seguida, adicionou-se trés gotas de cada reagente observando a formagao de precipitado e/ou
turvacdo, indicando a presenga de alcaloides (adaptado COSTA 2000, BIAVATTI; LEITE,
2007).

4.3.5 INDICE AFROSIMETRICO PARA IDENTIFICACAO DE SAPONINAS

Pesou-se 5 g de droga vegetal pulverizada em béquer, adicionando-se 100 mL
de 4gua destilada e preparou-se um decocto por 5 minutos em chapa-aquecedora (208D-
Ethik® Vargem Grande Paulista, BR). O extrato foi resfriado e filtrado para uma proveta e o
volume completado até 100 mL. O filtrado foi distribuido em 10 tubos de ensaios com as
mesmas dimensdes, conforme a Tabela 3 e agitado energeticamente no sentido vertical por 15

segundos.
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Tabela 3: Metodologia para determinacdo do indice afrosimétrico de raizes de Solidago
chilensis.

Identificagdo dos Tubos I om |y m|Iivy| Vv | Vvl Vvl | vlll| IX| X
Solugdo Extrativa (mL) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Agua destilada (mL) 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -
Volume Total (mL) 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 10 10 | 10

Fonte: COSTA, 2000.

Apos 15 segundos de agitacdo e 15 minutos de descanso, foi observado a altura
de espuma persistente superior ou igual a 1 cm da menor concentracdo do extrato, a partir
deste tubo de ensaio foi determinado do indice afrosimétrico de raizes de S. chilensis e

determinada conforme o exemplo demonstrado na figura 13 (adaptado de COSTA, 2000).

Figura 13: Calculo para determinagdo do indice afrosimétrico.

S5¢g 100 mL
X 3 mL (Tubo de ensaio III)
Logo, x = (3*5)/100, sendo x = 0,15 g

Relacao de diluicao para 1 g de droga vegetal
x (0,15) 10 mL

lg y mL

Logo, y = (1*10)/0,15, portanto y = 66,6 mL

Fonte: adaptado de COSTA, 2000.

4.3.6 REACOES PARA IDENTIFICACAO DE CUMARINAS POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA COMPARATIVA (CCDC)

Pesou-se 1 g da droga vegetal, adicionou-se 20 mL de etanol 30% e manteve-
se a solugdo em aquecimento por dois minutos apos a fervura em chapa aquecedora (208D-
Ethik® Vargem Grande Paulista, BR), sendo filtrado e resfriado em temperatura ambiente.

A CCDC  foi  realizada  utilizando-se @ como  fase  movel
Tolueno:Acetona:Diclorometano (9:6:5), fase estacionaria silica gel GF254 e revelagdo com
KOH 10% e a cromatoplaca mantida sob luz UV 360 nm por 2 minutos (BIAVATTI; LEITE,
2007), utilizou-se como controle positivo as folhas do guaco (Mikania glomerata) para
cumarinas, sob luz UV observa a fluorescéncia verde (COSTA, 2000).

4.3.7 REACOES PARA IDENTIFICACAO DE TERPENOS POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
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DELGADA COMPARATIVA (CCDC)

Pesou-se 1 g da droga vegetal pulverizada grosseiramente. Dividiu-se em dois
béqueres. No primeiro béquer, adicionou-se 20 mL de diclorometano e, no outro béquer, 20
mL de hexano, sendo ambos mantidos por 30 minutos no banho de ultrassom (Eco-sonics —
Ultronique® Indaiatuba, BR). Ao término do periodo, os extratos foram filtrados e 0 mesmo
procedimento foi repetido duas vezes. Os extratos foram evaporados e ressuspendidos com 15
mL dos respectivos solventes extratores (adaptado de JEFFREYS; NUNEZ, 2016).

A CCDC foi realizada utilizando-se como fase movel Hexano:Acetato de
etila (93:07), fase estacionaria silicagel GF254 e revelagdo com anisaldeido sulfurico com
posterior aquecimento. Foram aplicadas 30 pL, com pipeta automatica, de cada extrato
concentrado. Quando positivo, verifica-se a coloracdo roxa no centro da cromatoplaca

(adaptado de WAGNER; BLADT; ZGAINSKI, 1984).

4.4 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO DICLOROMETANICO

O extrato bruto das raizes de S. chilensis M. foi obtido por extragdes
exaustivas com diclorometano, que procedeu com a adicdo do solvente extrator até cobrir a
droga vegetal em frascos ambar, que foram submetidos a dois ciclos de 60’ em ultrassom
(Eco-sonics —Ultronique® Indaiatuba, BR). Apds 24h, os extratos foram filtrados e
concentrados por rotaevaporagdo (2 45 °C) (RE-301-BM-500 Yamato®). O extrato foi
ressuspendido no mesmo solvente e transferido em um tUnico frasco previamente tarado e

armazenado em dessecador (adaptado de ARAKAWA et al., 2008).

4.5 METODOS CROMATOGRAFICOS PARA O ISOLAMENTO DE SOLIDAGENONA

4.5.1 Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

As amostras analisadas através de CCDC foram solubilizadas em
diclorometano ou cloroférmio e foram aplicadas com um capilar de vidro a 1,5 cm da base em
cromatoplacas de vidro (5x20, 10x20 ou 20x20 cm, conforme a necessidade) com silica gel
GF2s4 (Merck, codigo 7730) de espessura 0,25 mm como fase estaciondria. Para a fase movel,
foram utilizados solventes puros e misturados em diferentes proporc¢des, conforme cada
andlise, dentro de cubas de vidro que foram saturadas com a fase mével e compativel ao

tamanho da cromatoplaca (NYIREDY, 2000). Apds a corrida, as placas foram reveladas com
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luz UV em 254 e 366 nm e, posteriormente, com o revelador quimico (anisaldeido sulftirico)
e submetidas ao aquecimento a 110 °C em chapa-aquecedora (208D- Ethik® Vargem Grande
Paulista, BR) (VALVERDE-SOARES; AZEVEDO-SILVA; TOMASSINI, 2009) no
LabBioTransfito da UEL, Dep. de Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Ciéncias da Satde,

responsavel Prof. Dr. Nilton Syogo Arakawa.

4.5.2 Cromatografia Liquida a Vacuo (CLV)

Para a realizagdo da CLV, utilizou-se coluna de vidro com placa sintetizada
e como fase estacionaria mistura de silica gel 60 H (Merck, codigo 7736) e silica gel 60
(Merck, 230 - 400 mesh, codigo 9385). A coluna cromatografica foi previamente preenchida
com a fase estacionaria e saturada com a fase movel inicial. Posteriormente, a amostra foi
incorporada a silica gel 60 H e colocada dentro da coluna para a realizagdo do fracionamento
em gradiente crescente de polaridade. No bocal lateral, uma mangueira foi acoplada a bomba
de véacuo (TE - 58 Tecnal® Piracicaba, BR) e as fragdes foram recolhidas em um baldo
volumétrico de 1000 mL. Cada fase movel utilizada (em média 500 mL) foi armazenada em

frasco ambar para posterior secagem por rotaevaporagao.

4.5.3 ISOLAMENTO E RECRISTALIZACAO

O extrato bruto foi submetido a Cromatografia em Camada Delgada
Comparativa (CCDC) em diferentes polaridades de fase movel para verificar a quantidade de
manchas presentes no extrato. Apods as analises de CCDC, o extrato bruto foi fracionado
através de CLV (Tabela 4), utilizando-se com fase estaciondria silica gel 60 (Merck, 230 -
400 mesh, codigo 9385) na propor¢do 1:30 (extrato:silica (m/m)), em gradiente crescente de
polaridade. As fragdes obtidas foram concentradas por rotaevaporagdo e ressuspendidas na
mesma fase moével, sendo transferidas para recipientes previamente pesados e monitoradas

por CCDC em diferentes polaridades de fase movel.
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Tabela 4: Fracionamento do extrato bruto por Cromatografia Liquida & Vacuo em gradiente
crescente de polaridade.

Fragdes Solventes Proporgao Volume (mL)
1 Hexano 100 800
2 Hexano: Acetato de Etila 9:1 800
3 Hexano: Acetato de Etila 8:2 800
4 Hexano: Acetato de Etila 7:3 800
5 Hexano: Acetato de Etila 6:4 800
6 Hexano: Acetato de Etila 5:5 800
7 Hexano: Acetato de Etila 3.7 800
8 Acetato de Etila 100 800
9 Metanol 100 800

A fragdo 8:2 mostrou a formacgdo de precipitado e este foi lavado com
metanol gelado e mantido por 24h sob refrigeracdo. Entdo, o sobrenadante foi retirado e
transferido a um frasco previamente pesado e o mesmo processo repetido até a total limpeza
do precipitado.

O precipitado foi dividido em duas partes iguais, uma das partes foi
solubilizada em banho-maria com acetona PA e, posteriormente, foi adicionado hexano até
observar a turvagdo. O frasco fechado foi mantido sob refrigeragdo (- 20 °C) por dois dias
para a recristalizacdo. Apos esse periodo, o sobrenadante foi retirado e o frasco com os
cristais colocado em dessecador. A outra parte do precipitado foi dissolvida em hexano e
acetato de etila na propor¢do 4:1 a temperatura ambiente, apds a dilui¢do completa do
precipitado o solvente foi evaporado em temperatura ambiente e houve a formagao de cristais.

Obteve-se em ambos 0s processos, cristais brancos que foram monitorados
por analise em CCDC e revelada em anisaldeido sulfurico com posterior aquecimento a 110
°C. Ao se observar apenas uma Unica mancha roxa na cromatoplaca determinou-se o fator de
retencdo, sendo o composto recristalizado submetido as anélises de Espectrometria de Massas
(MS-ESI), Ressonincia Magnética Nuclear de 'H e !C, (uni e bidimensionais),
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, Espectroscopia de Energia Dispersa, Infravermelho
com Transformada de Fourier, Microscopia Eletronica de Varredura, Difracdo de Raio - X,
Ponto de Fusdo, Calorimetria Exploratéria Diferencial, Analise Termogravimétrica e
Termogravimetria Derivada. Depois de devidamente caracterizado, a solidagenona foi

submetida ao ensaio biologico sob o modelo de explante.
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4.6 ELUCIDACAO ESTRUTURAL

4.6.1 Espectrometria de Massas por Electrospray ionization (MS-ESI)

A identificagdo da massa do composto isolado foi realizada em modo de
ionizagdo negativa em espectrometro de massas triplo-quadropolo (QqQ) com ionizagdo por
eletrospray (ESI em modo sequencial (ESI-tandem-MS) - Waters® €2795 Separations
Modules no laboratorio Fenn de Espectrometria de massas na UFPR - Campus Jandaia do Sul
- Prof. Dr. Eduardo César Meurer.

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Dilui-se dois mg da
amostra em 1 mL de alcool metilico (Vetec, 99,9% a nivel UV/HPLC), de acordo com a fase
moével com o modificador o organico hidroxido de aménio (NH4OH). A solugdo final foi
injetada no equipamento com vazdo de gas, Argonio, 0,140 mL min’!, temperatura de
desolvatacdo 250 °C; capilar 2500 V; cone 40 V; energia de colisdo 20 V, vazao de seringa 50

uL min!, tempo total de ciclo, 2,7 seg. nimero de canais 27.

4.6.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrdmetro Bruker Modelo
Avance 1II, operando a 400 mHz para 'H e 100 mHz para ’C, equipado com sondas
multinucleares de 5 mm. Esses espectros foram registrados utilizando cloroférmio deuterado
(CDCl3) como solvente e padrio interno para calibragdo dos espectros de RMN de 'H foram
adotados 7,26 ppm e para °C o tripleto em 77,35, 77,03, 76,71 ppm, sendo ambos para
CDClIs. As areas dos sinais foram obtidas por integracdo eletronica e suas multiplicidades
foram descritas como: simpleto (s), sinpleto largo (sl), dupleto (d), duplo dupleto (dd),
quarteto (q) e multipleto (m). Portanto, os cristais isolados foram solubilizados em CDCl;
para a obtencao dos espectros de RMN 1D (hidrogénio, carbono, DEPT 135 ¢ DEPT 90) e 2D
(COSY, HMBC e HSQC). LABSPEC da UEL Departamento de Ciéncias Exatas - Prof. Dr.

Fernando César de Macedo Junior.
4.6.3 Infravermelho por Transformada de Fourieir (IV-TR)
O cristal foi comprimido com Brometo de potéassio (KBr), formando a

pastilha, que foi analisada na faixa de 4000 — 500 cm™!. Os espectros de absorgdo na regido de

infravermelho foram obtidos em equipamento IRPrestige-21 Shimadzu®, no LABSPEC da
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UEL, Depto de Ciéncias Exatas - Prof. Dr. Henrique de Santana.

4.6.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os cristais isolados foram analisados por CLAE sob seguintes condigoes:
foi preparada uma solugéo de 2 mg mL! em élcool metilico (Vetec, 99,9% a nivel UV/HPLC)
e injetada 20 pL no equipamento CLAE Shimadzu® modelo 20A, coluna C18 (5 um, 100 A
de 25 x 4,6 mm) com detector PDA no comprimentos de onda 190 a 600 nm, com fase mdvel
em gradiente decrescente de polaridade (Acetronitrila: dcido formico 0,1%- 5:95% a 95:5%)
em 20 minutos, mantendo-se a mesma propor¢do até 30 min, retornando a condi¢@o inicial
com um tempo total de corrida de 40 minutos. Foi preparada uma solugdo de 2 mg mL! em
alcool metilico (Vetec, 99,9% a nivel UV/HPLC) do extrato bruto e, posteriormente, filtrado,
sendo analisado nas mesmas condi¢des e pardmetros que o composto isolado. Ambos o
cromatogramas foram comparados a fim de avaliar a presenca do isolado no extrato bruto. As
analises foram realizadas no LABDIA da UEL do Centro de Ciéncias Exatas do Depto de

Quimica - Docente responsavel Prof. Dra. Suzana Lucy Nixdorf.

4.6.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As duas formas de cristais obtidas por evaporagdo e recristalizagdo foram
submetidas ao ponto de secagem critica (Critical Point Dryer CPD 030, Bal-Tec Union Ltd.,
Liechtenstein). Apds esse processo, os cristais foram colocados em stubs e recobertos com
ouro (Sputter Coater SDC 050, Bal-Tec Union Ltd., Liechtenstein). Posteriormente,
analisados por Microscopio Eletronico de Varredura (FEI Quanta 200, Netherlands)
(ARAGAO etal.,, 2013). As andlises foram realizadas no Laboratorio de Microscopia
Eletronica e Microandlise da UEL, Centro de Ciéncias Biologicas, Depto de Biologia Geral -

Prof. Dr. Admilton Gongalves de Oliveira Junior

4.6.6 Espectro de Dispersdo Energética (EDS)

Os cristais foram previamente preparados para a MEV. Selecionou-se uma
superficie sem deformacdes e foi aplicado um feixe de elétrons acelerados 20 kV, obtendo-se
o Espectro de Dispersdo Energética (EDS), para avaliar a porcentagem dos tipos de dtomos
que compde o cristal e comparar estes resultados a andlise centesimal do composto isolado

obtido pelo software ACD labs apds a elucidacdo estrutural. As microanalises foram
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realizadas no Microscépio Eletronico de Varredura (FEI Quanta 200, Netherlands) (adaptado
ARAGAO etal., 2013). As analises foram realizadas no Laboratorio de Microscopia
Eletronica e Microandlise da UEL, Centro de Ciéncias Biologicas, Depto de Biologia Geral -

Prof. Dr. Admilton Gongalves de Oliveira Junior.

4.6.7 Difrag¢ao de Raios — X

Os ensaios de difragdo de raios X, analisou ambos os cristais obtidos, que
foram realizados em um difratdmetro marca Panalytical e modelo XPert Pro MPD. Foi
utilizada geometria Bragg-Brentano (teta-2teta), fonte de radiacdo Cobre Kaifa-1,2, detector de
ionizacdo de Xe, fendas fixas, soller de 0,4 rad e monocromador de grafite. A amostra foi
montada por sistema back load e rotacionada durante a medida, como forma de subtrair
deformacdes no difratograma que ndo sejam unicamente devido a amostra. As analises foram
realizadas com auxilio do software High Score Plus v3 e as bases de dados consultadas foram
Inorganic Crystal Structure Database (ICSD), Crystallography Open Database (COD),
CRYSTMET e [International Centre for Diffraction Data (ICDD). As andlises foram
realizadas no Laboratério LDRX da UEL, Pré Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacao,
responsavel prof. Jair Scarminio.

As informagdes cristalograficas (cif - “crystallographic information file”)
encontrados nas bases de dados para a formula molecular do composto isolado foram obtidas
e buscou-se ajustar os difratogramas com o resultado obtido. Desta forma, avaliou-se os
parametros cristalograficos simulados de acordo com o tipo de rede cristalina e o grupo de
simetria considerando unicamente a posi¢ao angular dos picos de difra¢do, utilizando-se uma

funcdo de indexacao tipo Treor.

4.7 ANALISE TERMICA

4.7.1 Ponto de Fusdo (PF)

Os cristais foram depositados entre 1dminas de vidro no aparelho digital de
ponto de fusdo (MQAPF - 302 Microquimica Equipamentos LTDA) submetidos a rampa de
aquecimento de 5 °C.min"! até a fusdo completa dos cristais, no Laboratorio de Quimica

Organica da UEL do Depto de Ciéncias Exatas - Prof. Dr. Fernando César de Macedo Junior
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4.7.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Foram pesados 5 mg de amostra em cadinho de aluminio, com taxa de
aquecimento 10 °C.min! de 23 a 262 °C, com vazdo de 50 mL min™! de nitrogénio para a
obtengdo da Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC - 60 Shimadzu®), no LABSPEC da
UEL, do Depto de Ciéncias Exatas - Prof. Dr. Henrique de Santana.

4.7.3 Analise Termogravimétrica (TGA)

Foram pesados 5 mg de amostra em cadinho de aluminio, com taxa de
aquecimento 15 °C.min! de 25 a 600 °C, com vazdo de 50 mL min™! de nitrogénio para a
obtencdo da TGA e a Termogravimetria Derivada (DTG) no equipamento Thermogravimetric
TGA-50 Shimadzu®, no LABSPEC da UEL, Depto de Ciéncias Exatas - Prof. Dr. Henrique

de Santana - € os resultados do TGA foram expressos em % de massa € 0 DTG em mg seg™!.

4.8 ATIVIDADE HEMOLITICA IN VITRO

A atividade hemolitica foi realizada em eritrocitos de ovinos saudaveis,
colhidos utilizando tubo a vacuo heparinizado. Os eritrocitos foram lavados com solucdo
salina tamponada com fosfato (PBS 0,1 M, pH 7,2), associado de centrifuga¢cdo a 1000 rpm
por 10 minutos (Universal 320 R — Ttettich Zentrifugen) e o sobrenadante foi descartado, o
processo foi repetido trés vezes. Posteriormente, preparou-se a suspensdo de hemacias a 2%
em PBS. Em placas de 96 pocos na propor¢ao 1:1 com volume final 200 pL, foi adicionado
em cada poco a suspensdo de hemadcias e os tratamentos: controle negativo (PBS), controle
positivo (Triton X-100 a 1%), Dimetisulféxido (DMSO) na concentracao final de 0,5%, e a
solidagenona utilizada em quatro concentragdes diferentes (0,1 0,06, 0,03 € 0,01 mg mL!). O
DMSO foi utilizado para dilui¢do da solidagenona mantendo a concentragado final de 0,5%, e
para preencher o volume total foi adicionado PBS. As placas foram incubadas por 3 horas a
36 °C a 5% de COa. Posteriormente, as placas foram centrifugadas a 1000 rpm por 10
minutos, € os sobrenadantes foram coletados e analisados pela leitura em espectrofotometro
no comprimento de onda de 550 nm (Thermo Scientific, Multiskan GO) (BORTOLETI et al.,
2018). As analises foram realizadas em trés repeti¢des e em duplicata, aprovado pelo comité
de ética para experimentagdo animal pela UEL sob o registro n® 82862016.60, no Laboratorio
de Imunoparasitologia de Doengas Negligenciadas e Cancer, Dep. De Patologia

Experimental, Resp Wander Rogério Pavanelli.
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As concentragdes que ndo causaram toxicidade eritrocitaria foram utilizadas

no ensaio bioldgico ex vivo.

4.9 ENSAI0 BIOLOGICO: MODELO EX VIvo

Cinco pares de orelhas de cinco suinos com cinco meses de vida foram
colhidas no abatedouro Frigorifico Prosperidade (CNPJ: 16.992.533/0001-37, localizado na
rodovia PR 90, Km 382), pos-morte, foi refrigerado e transportado ao Laboratorio de
Patologia Animal da UEL do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Centro de
Ciéncias Agrarias - Prof. Dra. Ana Paula Frederico Rodrigues Loureiro Bracarense.

O meio de cultura Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM)
enriquecido com glicose, foi preparado com &gua ultrapura estéril e adicionado 3,7 g de
bicarbonato de sodio e homogeneizado. As peles foram submetidas a tricotomia e
higienizadas com clorexidina a 2% e solucdo fisiologica 0,9% estéril. Posterior a
higienizagao, foram retirados 75 fragmentos, por par de orelha de cada suino, com punch de
bidpsia de 6 mm e transferidos para 200 mL de meio de cultura recém preparado com 0,250
puL de gentamicina. Aleatoriamente, foram retirados trés fragmentos de explantes zero horas,
sendo um fixado em solucdo de formalina tamponada a 10% para avaliac¢ao histoldgica, e dois
pesados e mantidos a - 80 °C até a avaliagdo da resposta oxidativa.

Os outros 72 fragmentos foram distribuidos em 4 placas de cultivo de 6
pogos, sendo 3 explantes por poco, em 6 mL de meio DMEM suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Sigma F0804), 1% de aminoacidos (MEM Vitamin Solution 100x - Sigma
M6895), 1% de insulina, transferrina e selénio (ITS Liquid Media supplement 100x - Sigma
13146) e 1% solugdo de antibidtico (100 U mL-! de penicilina, 100 pg de estreptomicina e 250
ng mL! de anfotericina B; Antibiotic Antimycotic Solution 100x Stabilized - Sigma A5955) e
distribuidos em seis tratamentos: controle (meio de cultura), Dimetisulfoxido (DMSO) na
concentragdo final de 0,5%, extrato bruto (0,1 mg mL") (adaptado de ZUBAIR et al., 2016) ¢
a solidagenona utilizada em trés concentragdes diferentes (0,06, 0,03 e¢ 0,01 mg mL")
(adaptado de MARCONDES-ALVES et al., 2017; TSAI et al., 2018) e de acordo com o teste
de hemolise. O DMSO foi utilizado para dilui¢do do extrato bruto e o composto isolado
mantendo a concentragdo final de 0,5%. As placas foram incubadas por 8 dias em estufa a
37,5 °C em 5% de CO,, com renovagdo do meio a cada dois dias. Uma placa com seus
respectivos tratamentos foi retida e processada conforme o explante zero horas (adaptado de

DAME et al., 2008; YEUNG et al., 2016).
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4.9.1 Escore morfoldgico de explantes de pele

Os explantes de pele fixados em solu¢do de formalina tamponada a 10% por
24h, foram processados e submetidos a cortes histoldgicos em microtomo (SLEE® - CUT
6062) com 4 um de espessura em laminas de vidro para avaliagdo morfoldgica.

A avaliagdo morfologica procedeu-se em microscopio Optico com as
laminas coradas em Hematoxilina e Eosina (H&E), baseado nas principais alteragdes do
tecido epitelial (apoptose de células basais da epiderme, fenda sub-epitelial, edema de derme
superficial, degenerag¢@o vacuolar da epiderme, infiltrado inflamatoério, degeneragdo vacuolar
do epitélio glandular, edema periglandular e/ou glandulas anexas), avaliados em ocular de 20
mm. Para avaliacdo de apoptose de células da camada basal da epiderme foram considerados
células em estagio de picnose e corpusculo apoptotico, em 12 campos por fragmento no
aumento de 400x e para os demais parametros, as avaliacdes foram realizadas ao longo de
toda derme e epiderme de cada fragmento (excluindo-se um campo de 400x em cada
extremidade).

Para o escore morfologico multiplicou-se os valores definidos para cada
alteracdo avaliada pelo grau de severidade, como observado no exemplo dado da tabela 5. Os
valores minimo e maximo do escore morfologico foram respectivamente 10 e 40 e os valores
foram convertidos em porcentagem, sendo o controle zero horas considerado 100 % para a

integridade tecidual.
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Tabela 5: Exemplo de escore morfoldgico de explante de pele de suino analisando as
alteracdes morfologicas e multiplicando pelo grau de severidade.

Grau de Severidade
Alteracoes (Fator de Auséncia Discreta Moderada | Acentuada Total
severidade) 4 A3) 2) 1)
Apoptose (.le célula basais da 2 x4 3
epiderme (2)
Fenda sub-epitelial (1) 1x3 3
Edema de derme (1) 1x3 3
Deg. vacuolar epiderme (1) 1x2 2
Infiltrado inflamatério (2) 2x4 8
Deg. vacuolar epitélio glandular 2%3 6
2
Edema periglandular (1) 1x4 4
Escore Morfolégico (TOTAL) 34

4.9.2 Estresse oxidativo

4.9.2.1 Ensaio oxidante de reducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT)

Os explantes foram triturados com Tissue Tearor (Biospec Products®
Bartlesville, USA) em solugdo de EDTA a 0,02 M (1:50 mg uL™") e centrifugados a 4 °C por
30 s a 3000 rpm. Entdo, 50 pL do sobrenadante de cada amostra foram transferidos para a
placa de 96 pogos, que foi incubada por 1 h a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
cuidadosamente removido da placa e adicionou-se 100 pL do reagente de azul de
nitrotetrazolio (NBT) em cada pogo que permaneceu por 15 min; Apos este periodo, o NBT
foi retirado, e o precipitado formazan foi solubilizado em 20 pL de metanol, 120 puL de
hidroxido de potassio (KOH) 2 M e 140 pL. de DMSO em cada pogo e as absorbancias dos
pocos foram medidas em espectrofotometro (Multi-skan GO Microplate Spectrophotometer,
Thermo Scientific, Vantaa, Finland) a 620 nm. O resultado da leitura foi subtraido do branco
que continha somente a solu¢do de metanol, KOH e DMSO.

Todas as amostras foram analisadas em triplicata e os valores obtidos foram
expressos em pg de tecido para avaliar a capacidade de redugdo do anion superdxido do
corante NBT (WATANUKI et al., 2006). As andlises foram realizadas no Laboratério de

Andlises de Materiais e Moléculas, resp. profa. Dra. Elisete Pains Rodrigues.
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4.9.2.2 Ensaio da atividade antioxidante ABTS e FRAP

Os explantes foram triturados com Tissue Tearor (Biospec Products®
Bartlesville, USA) em cloreto de potassio (KCI) 1,15% na proporgdo (1:10 mg tecido uL!) e
centrifugados (10 min, 3200 rpm, 4 °C). O potencial antioxidante dos explantes foi
determinado por duas técnicas, sendo a capacidade de eliminagdo de radicais livres ABTS
(Acido 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina- 6-sulfoénico - Sigma ChemicalCo., St. Louis, MO,
USA) e a reducdo de ions ferro FRAP (Ferric-Reducing Ability of Plasma -Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA). Para ambos os ensaios, foi determinada uma curva padrdo de
Trolox (Sigma ChemicalCo, St. Louis, MO, USA) nas concentragdes de 20 - 0,039 nmol L e
a constru¢do da equacao da reta (MARTINEZ et al., 2016).

A solugdo de ABTS foi diluida em tampao fosfato até que obtive-se
absorbancia de 0,7 (= 0,02) a 730 nm. Apos serem triturados, foram transferidos 7 uL do
sobrenadante em placa de 96 pogos e adicionado 200 pL da solugdo de ABTS. Apos 6 min, as
placas foram lidas a 730 nm em espectrofotdmetro (Multi-skan GO Microplate
Spectrophotometer, Thermo Scientific, Vantaa, Finland). Para o ensaio FRAP, 30 uL do
sobrenadante foram adicionado a placa de 96 pocos e, posteriormente, foram adicionado 150
uL do reagente de FRAP e incubada a 37 °C por 20 min, e a absorbancia mensurada em 595
nm em espectrofotometro (Multi-skan GO Microplate Spectrophotometer, Thermo Scientific,
Vantaa, Finland) (MARTINEZ et al 2016).

Todas as analises foram realizadas em triplicatas para cada explante e os
resultados das absorbancias referente a atividade antioxidante foram convertidos a partir das
equacdes da reta e expressos em nmol de Trolox equivalente a pg de tecido. As andlises
foram realizadas no Laboratorio de Analises de Materiais e Moléculas, resp. profa. Dra.

Elisete Pains Rodrigues.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica da atividade hemolitica, dos escores morfologicos
e as respostas oxidativas (NBT, ABTS e FRAP) dos explantes, os resultados foram
apresentados como meédia e desvio padrdo e foram analisados quanto a normalidade dos
residuos (teste de Shapiro) e homogeneidade das variancias (teste de Bartelett). Quando
ambas as hipoteses foram atendidas e validadas, a andlise de variancia (ANOVA) foi
aplicada, seguida pelo teste de Tukey para comparagdes multiplas, avaliando o efeito entre

todos os tratamentos no teste de hemolise, enquanto os escores morfolodgicos e as respostas
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oxidativas foram subdivididas em 4 blocos (zero horas e dois dias; quatro dias; seis dias; oito
dias) e o efeito do tempo de incubacdo em cada tratamento com os explantes zero horas e ao
longo de oito dias de cultivo. Os resultados analisados foram avaliados com significancia de

5% utilizando o software estatistico R studio versao 3.4.1 - 2017.
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De acordo com o perfil fitoquimico qualitativo das principais classes de
metabolitos secundarios, identificou-se a presenca de flavonoides, subclasse flavona, taninos

hidrolisaveis, saponinas e terpenos (Tabela 6)

Tabela 6: Perfil fitoquimico qualitativo de metabolitos secundarios presentes em raizes de

Solidago chilensis.

Classe de metabolitos secundarios Reacio de identificacao Resultados

Flavonoides Shinoda Flavonas
Taninos Hidrolisaveis Stiasny FeCls +
Taninos Condensados Stiasny - flobafeno -
Antraquinonas Borntringer Indireta -
Bertrand -
Alealoide Dragendorff -
Mayer -
Acido Tanico 5% +
Saponinas Indice Afrosimétrico +
Cumarinas CCDC -
Terpenos CCDC (extrato hexanico) +
CCDC (extrato diclorometanico) +

Leg: (+) positivo; (-) negativo; FeCls cloreto de ferro; CCDC — Cromatografia em Camada Delgada
Comparativa

Os estudos descrevem as subclasses de metabolitos secundarios em Solidago
chilensis principalmente das partes aéreas, que pode englobar partes vegetativas: caule, folhas
e partes reprodutivas: flores (SOUZA; MELLO; LOPES, 2012), sendo relatado até o
momento somente um estudo em rizomas indicando a producdo de flavonoides, fendlicos e
terpenos (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2005).

A triagem fitoquimica, dependendo do ensaio colorimétrico, indica a presenca
de subclasses de flavonoides, sendo mais de 4200 substancias flavonoidicas, que sdo
diversificadas e encontradas principalmente em produtos naturais de origem vegetal
(ZUANAZZI; MONTANHA, 2010). O ensaio realizado neste estudo indicou a presenga da
subclasse das flavonas (Figura 14A), no entanto Schmeda-Hirschmann e colaboradores
(2005) identificaram a presenca de quercetina e expressaram a quantidade total de flavonoides
em rizomas. Contudo, o ensaio por mudanca de pH, pode mascarar a presenga de outra

subclasse (MATOS, 1988).
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Nas partes aéreas de S. chilensis em trés épocas do ano, sendo inflorescéncias e
folhas coletadas no verdo e folhas na primavera, verdo e inverno, foi identificada a presenga
de flavonoides por ensaio cromatico nas folhas em todas as épocas de analise (CHICOUREL
et al., 1998). Entretanto, outros estudos identificaram a presenga de flavonoides por ensaios
cromaticos das partes aéreas de S. chilensis (PEDROSO; SILVA; FURLAN, 2009; BAGGIO
et al., 2012; CRUZ et al., 2013; CATARINO et al., 2015; SOUZA et al., 2018). Sendo os
principais flavonoides isolados de Solidago chilensis encontrado nas partes aéreas foram
quercetina (Figura 14B) (TAMURA et al, 2009; SABIR et al, 2012), quercitrina
(SCHNEIDER et al., 2015; VECHIA et al., 2016) e rutina (SABIR et al., 2012), identificada
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (ZUANAZZI; MONTANHA, 2010).
Como os estudos ocorram em diferentes épocas do ano e com matérias vegetais secos ou
frescas, fatores que exercem grande influéncia na producdo e no acumulo de metabdlitos
secunddrios, cuidados especiais devem ser realizados para que a degradagcdo dos compostos
seja interrompida apds a coleta da matéria vegetal (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES,
2010).

Figura 14: Nucleos flavonoidicos identificado em Solidago chilensis.

OH O OH O

Flavona (A) Flavonol (B)
Fonte: adaptado de ZUANAZZI; MONTANHA, 2010).

Os taninos hidrolisaveis (Figura 15A) estdo ligados a molécula de glicose, por
outro lado taninos condensados (catequinas) (Figura 15B) sdo ligados a duas ou mais
unidades de derivados flavanoidicos e ambos podem ser identificados por reagdes quimicas de
turvacdo e precipitam com proteinas e metais apds se complexarem (SANTOS; MELLO,
2010). Desta forma a reagdo de Stiasny diferencia a classe de taninos (COSTA, 2000). A
partir deste ensaio identificou-se a presenca de taninos hidrolisados e a auséncia de taninos

condensados nas raizes de S. chilensis.
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Figura 15: Classes de metabolitos secundarios taninos hidrolisaveis e condensados.

HO.__O

HO OH
OH

OH O
Taninos hidrolisaveis (acido galico - A) Taninos condensados (Catequinas B)

Fonte: adaptado de SANTOS; MELLO, 2010).

A presenca de taninos foi identificada em raizes com a reacdo de Stiasny
somente no presente estudo. Entretanto, foi identificado a presenca de taninos em
inflorescéncias no verdo e em trés épocas do ano nas folhas (CHICOUREL et al. 1998). O
mesmo observado por Baggio et al., (2012) nas folhas. O ensaio de complexagdo com cloreto
férrico (FeCls) produz uma forte coloragdo azul em meio alcalino para a presencga de taninos
hidrolisaveis, ja em solugdes aquosas, uma coloragcdo verde ¢ menos intensa e observada na
presencga de catequinas. Embora haja a mistura de ambos os grupos, a coloragdo verde ndo ¢
perceptivel (SANTOS; MELLO, 2010). Contudo, por meio deste ensaio foi determinada a
presenga de taninos condensados (PEDROSO; SILVA; FURLAN, 2009). Em contrapartida,
Souza e colaboradores (2018) nao identificaram nenhuma das classes de taninos nas folhas
por cromatografia em camada delgada.

Outra forma de identificacdo seria a formagdo de precipitado branco apds a
reacdo com acetato de chumbo capaz de determinar taninos hidrolisaveis, o que foi observado
por Pedroso, Silva e Furlan (2009) e Cruz et al., (2013) em partes aéreas de Solidago chilensis.
A espécie em estudo pode produzir ambas as classes de taninos, visto que, os flavonoides sao
observados em praticamente todos os estudos anteriores € os taninos hidrolisaveis sdo
considerados fenolicos simples e originam-se a partir da via metabdlica do dcido chiquimico,
em contrapartida, os flavonoides sdo originados por duas vias metabodlicas (chiquimato e
acetato) (SANTOS; MELLO, 2010; ZUANAZZI; MONTANHA, 2010).

Duas classes de compostos que ndo foram identificadas nesse estudo nas raizes
de S. chilensis foram nucleo quindnico (Figura 16), utilizando a reagcdo de Bortrdnger indireta,
corroborando outros estudos (BAGGIO et al., 2012; CRUZ et al., 2013; SOUZA et al., 2018)

pesquisado nas partes aéreas € o nucleo cumaérico (Figura 17), utilizando a CCDC, assim



55

como, Chicourel et al., (1998) em trés épocas do ano e nas folhas por Souza e colaboradores

(2018) indicando que estas classes de compostos nao sao produzidas por S. chilensis.

Figura 16: Classes de metabolitos secundarios nucleo antraquinonico.

O

@)
Fonte: adaptado de (FALKENBERG, 2010).

Figura 17: Classes de metabolitos secundarios nucleo cumarico.
L
(OJN©)
Fonte: adaptado de (KUSTER; ROCHA, 2010).

Os alcaloides s3o compostos nitrogenados presentes principalmente em
angiospermas, sendo considerados verdadeiros (Figura 18A) quando a origem metabdlica seja
a partir de um aminoacido em que o nitrogénio esteja num sistema heterociclico,
protoalcaloides (Figura 18B) tem a mesma origem, porém o nitrogénio se encontra fora da
cadeia ciclica e os pseudoalcaloides (Figura 18C) que ndo sdo originados de aminoécidos,
mas incorporam o nitrogénio a estrutura quimica, através do processo de trans-aminagdo

(HENRIQUES et al., 2010).

Figura 18: Classes de metabolitos secundarios nucleo alcaloidico.

o

HO OH HaCO - )tN/
N

NH, |

%/\é HCO //‘\N N>
OCHj o

Alcaloide verdadeiro (A) Protoalcaloide (B) Pseudoalcaloide (C)
Fonte: adaptado de (HENRIQUES et al., 2010).

Devido a grande variedade de estruturas dos alcaldides, esses ndo podem ser
identificados em extratos vegetais com apenas um unico critério necessitando de reagcdes com
reagentes especificos (HENRIQUES et al., 2010). De acordo com Costa (2000), o acido
tanico se complexa com compostos nitrogenados, € no presente estudo, somente esta reacao

foi positiva ndo sendo identificado a presenga de alcaloides nas raizes de S. chilensis.
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No entanto, estudos em partes aéreas de S. chilensis identificaram a presenga
de alcaldides em diferentes estacdes do ano verdo (CHICOUREL et al., 1998), inverno
(CHICOUREL et al., 1998; CATARINO et al., 2015) e outono (BAGGIO et al., 2012).
Contudo, ndo foi identificada a presenca de alcaloides nas folhas colhidas na primavera
(CHICOUREL et al., 1998), por Pedroso, Silva e Furlan (2009), que foram adquiridas da
empresa Santosflora sem descri¢do do local e também nao foram identificados em folhas de S.
chilensis (SOUZA et al., 2018), sendo que ambos os estudos ndo descreveram o periodo de
coleta. De acordo com os estudos descritos anteriormente, a sazonalidade influencia na
deteccdo de alcaloides, sugerindo uma maior concentrag¢do nas folhas S. chilensis. Porém, as
classes de compostos podem estar distribuidas em um ou mais Orgdos da planta
(HENRIQUES et al. 2010).

Em contrapartida, a formagao de precipitados pode ocorrer entre alguns outros
metabolitos, tais como: taninos e glicosideos, os quais devem ser excluidos para evitar
interpretagdes erroneas (COSTA, 2000), sendo que alguns flavonoides podem apresentar
reacdes positivas com o reagente Dragendorff (SAKER; LATIF; GRAY, 2006), que foi
utilizado em todas as metodologias descritas anteriormente e, cerca de 47 a 50% de espécies
de bactérias, produzem alcaloides (SHAH; SETH, 2010). Mesmo que o &cido tanico tenho
indicado resposta positiva, a complexacdo pode ter ocorrido por aminoacidos, ndo
alcaloidicos, presentes nas raizes e/ou na terra, além da presenga de metais no solo e/ou nas
proprias raizes.

As saponinas (Figura 19) sdo heterosideos contendo em sua estrutura uma
porcdo lipofilica (terpenos ou esteroides) e hidrofilico (sacarideos). O equilibrio entre ambas
as partes, determina sua propriedade emulsificante, reduzindo a tensdo superficial da agua e,
em solu¢do aquosa, formam espuma persistente e abundante (SCHENKEL; GOSMANN;
PETROVICK, 2010). Na avaliagdo realizada para determinar o indice afrosimétrico foi
positivo, sendo necessario 1 g de raiz seca de Solidago chilensis em 28,57 mL para produzir 1

cm de espuma persistente em 10 mL.

Figura 19: Classes de metabolitos secundérios nucleo saponina triterpénica.

HO
Fonte: adaptado de (SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 2010).
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A presenga de saponinas nas partes aéreas de S. chilensis ndo foi identificada
em outros estudos (CHICOUREL et al., 1998; PEDROSO; SILVA; FURLAN, 2009). Em
contrapartida, houve a manuten¢do de espuma persistente nas folhas de S. chilensis (BAGGIO
et al., 2012; CRUZ et al., 2013; CATARINO et al., 2015; SOUZA et al., 2018). Embora,
nenhum dos estudos avaliou o indice afrogénico, ndo foi possivel comparar o resultado obtido,
porém foi possivel confirmar a presenca de saponinas em todas as partes da espécie em estudo.
Por outro lado, a técnica empregada ¢ relativamente simples e ndo necessita de vidrarias e
reagentes especificos, mas depende da agitagdo manual vigorosa vertical para produgdo de
espuma, o que pode haver uma variag¢ao de precisdo ou replicabilidade (MATOS, 1988).

Ao avaliarmos a presenga de terpenos (seccdo 25, p. 19) ambos os extratos
obtidos de raizes de S. chilensis por hexano e diclorometano, foi observado manchas roxas em
diferentes alturas da cromatoplaca, sem diferenca visuais significativas, indicando a presenca
de compostos terpénicos. De acordo com Bohlmann e colaboradores (1980), o género
Solidago, produz compostos terpenoidicos, sendo o diterpeno solidagenona isolado de partes
subterraneas (RODRIGUEZ et al., 2005) e¢ de inflorescéncias (VALVERDE-SOARES,
AZEVEDO-SILVA; TOMASSINI, 2009). Contudo, a presenca de triterpenos ndo foi
identificado nas inflorescéncias e nem nas folhas independente da época de coleta
(CHICOUREL et al., 1998), porém foram identificados em extratos de folhas de S. chilensis
e em cortes histologicos das mesmas (SOUZA et al., 2018).

Apesar de apresentarem desvantagens, como subjetividade do analista e
interferéncias nas coloragdes observadas, os ensaios colorimétricos para avaliacdo do perfil
fitoquimico qualitativo, pode indicar classes de compostos de interesse auxiliando na triagem
de plantas medicinais com finalidades terapéuticas e/ou nutricionais, servindo de base para
futuros estudos. Entretanto, técnicas mais especificas sdo de suma importancia para

identificacdo dos compostos.

5.2 ISOLAMENTO E ELUCIDACAO ESTRUTURAL

As raizes de Solidago chilensis coletadas foram secas em estufa e realizou-
se a extracdo com 2566,36 g da droga vegetal. Apds o processo de extragdo, foram obtidos
39,37 g de extrato diclorometanico seco, ao qual foram submetidas & Cromatografia Liquida a
Viécuo em gradiente crescente de polaridade e os rendimentos das fragdes estdo descritos na

Tabela 7.
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Tabela 7: Rendimento do fracionamento de Cromatografia Liquida a Vacuo do extrato bruto
de raizes de Solidago chilensis.

Solventes Proporcao (%) Massa (g) Rendimento (%)
Hexano 100 0,70 1,79
Hexano: Acetato de Etila 9:1 12,69 32,23
Hexano: Acetato de Etila 8:2 12,47 31,69
Hexano: Acetato de Etila 7:3 1,86 4,72
Hexano: Acetato de Etila 6:4 4,08 10,36
Hexano: Acetato de Etila 5:5 2,67 6,78
Hexano: Acetato de Etila 3.7 1,96 4,97
Acetato de Etila 100 1,22 3,10
Metanol 100 1,12 2,84

As duas fragdes que apresentaram o maior rendimento foram 9:1 e 8:2 essa
ultima apresentou a formacao de precipitado (Figura 20) na fragdo 8:2, que apos sucessivas
lavagens com metanol gelado, o sobrenadante foi separado com rendimento de 10,94 g e os
precipitados separados apresentaram rendimento de 1,30 g, equivalente a 3,30 % do extrato
bruto. Apos a realizacdo da Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC),

observou-se o fator de retencao dos precipitados separados de 0,45 cm.

Figura 20: Precipitado branco obtido do fracionamento do extrato bruto das raizes de
Solidago chilensis na fracao 8:2.

Fonte: Autor

A solidagenona ¢ um diterpeno de nucleo labdano, que apresenta a massa
molecular de 316,43 (Figura 21), de formula molecular de C0H2303 e a anélise elementar
centesimal obtida por software ACD labs foi de 75,91 % C; 8,92 % H; 15,17% O. A
espectrometria de massa de lonizag¢do por Electrospray (MS-ESI) do ion molecular no modo
negativo, confirmou com a perda de um hidrogénio com massa final de 315,43 m.z"!
(Apéndice 1 p. 106) a solidagenona, sendo o pico base do ion molecular de massa 301,45 m.z"
!. Todos os picos da fragmentagdo da solidagenona estdo descritos na tabela 8 e os respectivos

ions moleculares estdo apresentados na figura 22.
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Figura 21: Solidagenona isolada das raizes de Solidago chilensis,

Fonte: BOHLMANN et al., 1980

Tabela 8: Dados dos espectros de massa de Ioniza¢do por Electrospray da fragmentacdo em
modo negativo da solidagenona isolada de raizes de S. chilensis.

Picos mz!

1 191,4
204.4
2194
2204
221,5
284.4
300,5
315,5

[e AN o Y U, | QSN US| \S]

Figura 22: Fragmentacdo da solidagenona isolada das raizes de Solidago chilensis, em modo
negativo por Espectrometria de Massa de lonizagao por Eletrospray.
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Leg: Fragmentacdes de solidagenona com as respectivas massas - (I) 204,4 m z'!, (II) 219,4 m z™!, (III)
220,4mz!, (IV)221,4mz!', (V) 284,4mz!, (VI)300,5mz!, (VI)3155mz".
Fonte: Autor

A analise do espectro 1D de RMN de carbono (*C) (Apéndices 2-4 p. 106-

107) identificou a presenca de 20 atomos (Figura 23), os quais apds andlises dos espectros de
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Dept 135 e 90, foram atribuidos a presenca de 4 metilas (-CH3), 5 Carbonos metilénicos (-

CHy), 5 Carbonos metinicos (-CH) e 6 carbonos quartendrios que estdo apresentados na

Tabela 9 e seus respectivos deslocamentos quimicos (9).

Figura 23: Identificacdo numérica sequencial de identificacdo dos adtomos de carbonos da

solidagenona isolada das raizes de Solidago chilensis.

Fonte: Autor

Tabela 9: Dados dos espectros 1D de Ressonancia Magnética Nuclear de '*C (100 MHz; § em
ppm), Dept 135 (+, - e ausente) e Dept 90 (+ e ausente) da solidagenona isolada de raizes de

Solidago chilensis em CDCls.

Carbono 1D
BC S Dept 135 Dept 90
C-1 31,6 - ausente
C-2 17,8 - ausente
C-3 42.6 - ausente
C-4 32,2 Ausente ausente
C-5 55,8 + +
C-6 200,1 Ausente ausente
C-7 129,2 + +
C-8 155,6 Ausente ausente
C-9 76,6 Ausente ausente
C-10 46,4 Ausente ausente
C-11 33,2 - ausente
C-12 21,2 - ausente
C-13 125,1 Ausente ausente
C-14 110,7 + +
C-15 143,1 + +
C-16 138,6 + +
C-17 20,0 + ausente
C-18 33,8 = ausente
C-19 21,7 + ausente
C-20 18,2 = ausente

Leg: (+) o sinal no espectro esta para cima; (-) o sinal no espectro esta para baixo

O espectro de 1D de RMN de hidrogénio (‘H) (Apéndice 5 p. 108), foram
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determinados os &§ para cada 'H, com as respectivas multiplicidades, sendo nove multipletos
(m), um quarteto (q), um tripleto (t), um dupleto (d), dois duplo dupleto (dd), trés singletos (s)
e um singleto largo (sl) e trés constantes de acoplamento (/) (Tabela 10).

As metilas foram identificadas a partir dos resultados de Dept 135 ¢ 90 que
estdo acopladas aos carbonos 17, 18, 19 e 20. Pode-se atribuir que cada um dos trés singletos
sdo destas metilas, no entanto, s6 foi possivel determinar a metila do C17 pela constante de
acoplamento (J) por ser igual ao H7, sendo um d e um ¢ respectivamente, demonstrando que
ambos os 'H estdo proximos. A partir do J foi possivel determinar que o H15 (¢) acopla ao
H14 (dd), este por sua vez, também acopla ao H16 (m) havendo assim uma proximidade entre

os trés (Figura 24).

Tabela 10: Dados dos espectros 1D de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (400 MHz; &
em ppm; mult.; J em Hz) de solidagenona isolada de raizes de Solidago chilensis em CDCls.

Hidrogénio 1D

'H O; mult; J
H-1a 1,59; m
H-1b 1,78; m
H-2 1,55; m
H-3a 1,17; m
H-3b 1,37; m
H-5 2,7; sl
H-7 5,71; g, 1,15

H-11a 1,91; m
H-11b 2,07, m
H-12 2,66; m
H-14 6,30; dd; 0,93; 1,61
H-15 7,37; ;1,61
H-16 7,26; m; 0,93
H-17 2,02;d; 1,15
H-18 1,15; s

H-19 1,19; s

H-20 1,00; s

Leg: (8) deslocamento quimico em ppm; (mult.) multiplicidade; (J) constante de acoplamento em Hz,
(m) multipleto, (sl) singleto largo, (q) quarteto, (dd) duplo dupleto, () tripleto, (d) dupleto ¢ (s)
singleto.
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Figura 24: Ampliagdo do espectro 1D de RMN de 'H de solidagenona em dos H15, H16 e
H14 em CDCls.
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Leg: Multiplicidade de 'H — H15 (¢) tripleto, H16 (m), H14 (dd) duplo dupleto

A elucidacdo molecular procedeu com os espectro 2D de RMN (Apéndices
6-8, p. 108-109) , iniciando com o HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) para
determinar os 'H que estdo acoplados aos seus respectivos '°C, HMBC (Heteronuclear
Multiple Bond Coherence) que determina o acoplamento do 'H a outros *C e¢ COSY
(Correlation Spectroscopy) que correlaciona o acoplamente entre os diferentes hidrogénios.

Sabendo que a solidagenona possui um anel furano e de acordo com os
dados anteriores da proximidade e intera¢do entre trés 'H, observou pelo HSQC que os sinais
de 6 7,38, 6,30 e 7,26 ppm, atribuidos a H15, H14 e H16 respectivamente (metilinicos)
acoplam aos C15, C14 e C16 de 9 143, 110 e 138 ppm. Estes o sdo caracteristicos de duplas,
sendo confirmado a presenga de C13 de & 125 ppm, caracteristico de *C quartenario, por
acoplar aos H15, H14 e H16 observado HMBC (Figura 25), indicativo da presenca do anel

heterociclico.
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Figura 25: Ampliagdo do espectro 2D HMBC para formagdo do anel furano presente na
solidagenona em CDCIl3; em CDCls.
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O conjunto de sinais obtidos do COSY permite confirmar que os H15 e H14
presentes no anel furano acoplam com o hidrogénio metilénico do C12, vale ressaltar que o

H12a acopla com o H16 com J de 0,93 Hz, ndo sendo observado para o H12b (Figura 26).

Figura 26: Ampliacdo do COSY para confirmar do anel furano a partir do acoplamento dos
Hidrogénios de solidagenona em CDCls.
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O espectro de HMBC da metila em & 2,02 (d) com J = 1,44 Hz foi atribuido
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ao C17, estes hidrogénios, correlaciona-se aos C8, C7 (Figura 27), com 6 155 e¢ 129 ppm
respectivamente, caracteristicos de carbono sp?, e também estéa correlacionado ao C9 de & 76
ppm, este sinal caracteristico de carbono hidroxilado (Figura 28). O Carbono metinico de &
5,7 ppm ({g} com J = 1,44 Hz) presente no C7, além da correlagio com os atomos de

carbonos descritos anteriormente, também se correlaciona com C5 de 6 55 ppm (Figura 29).

Figura 27: Ampliagao do espectro 2D HMBC destacando o acoplamento do H17 aos C7 e C8

de solidagenona em CDCls. 17
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Figura 28: Ampliagdo do espectro 2D HMBC do H7 demonstrando o acoplamento ao C9 de
solidagenona em CDCls.
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Figura 29: Ampliacdo do espectro 2D HMBC do H7 demonstrando o acoplamento ao C5 e
C17 de solidagenona em CDCls.
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O sinal de H em 6 2,7 (s/) relativo ao CS5, conforme observado através do
espectro de HMBC, esta correlacionado a uma sequéncia de carbonos caracteristicos de anel
biciclo, sendo o C4 (6 32,2 ppm), C18 (6 21,7 ppm), C19 (6 33,8 ppm), C3 (0 42,6 ppm), C2
(0 17,8 ppm), C1 (& 31,6 ppm), C10 (& 46,6 ppm), C20 (5 18,2 ppm), C9 (6 76 ppm), C17 (6
20,0 ppm), C11 (6 33,2 ppm), C12 (6 21,2 ppm) (Figura 30) e o C6 de & 200,1 ppm,
caracteristico de carbonila ou cetona. Contudo, cada um dos C18, C19 e C20 sdo metilas em o
1,15 ppm, 6 1,18 ppm e 6 1,01 ppm, os H18 e H19 correlacionando-se com o C4, C3 e C5,

entretanto o H18 acopla ao C11 (6 33,2) que esta ligado a um grupamento metileno.
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Figura 30: Ampliac¢do do espectro 2D HMBC do H5 demonstrando o acoplamento de C1, C2,
C3, C4, C10, C11, C12,C17, C18, C19 e C20 de solidagenona em CDCls.
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Os Hlla e Hl1lb acoplam aos C12, C9 e C8, entretanto o C10 estd
correlacionado ao Hlla e o CI3 se correlaciona com ao Hl1lb, indicando que estas

correlacdes entre os Hs descritos acima se apresentam no mesmo plano (Figura 31).

Figura 31: Ampliagdo do espectro 2D HMBC destacando o acoplamento dos Hl1a e H11b
aos C10, C9, C13 e C8 de solidagenona em CDCls.
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O H3a também nao aparece no espectro de RMN 1D de hidrogénio,
entretanto observa-se a correlagdo deste 'H com o C3, pelo espectro de HSQC (Figura 32),
sugere uma sobreposi¢do dos sinais e devido a intensidade dos sinais das metilas (C18 e C19),
ndo sendo possivel realizar a integragdo do mesmo. No entanto, os sinais de RMN 'H e 13C no

espectro 1D corroboram com os dados Schmeda-Hirschmann, Astudillo e Palenzuela (2004).

Figura 32: Ampliacdo do espectro de RMN 2D demonstrando o acoplamento de H3a (5 1,17

ppm) observado no HSQC de solidagenona em CDCls. (H3a)
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Em relagdo aos espectros de RMN 2D (Tabela 11), as trés técnicas foram
essenciais para definir as correlagdes e os acoplamentos. Entretanto, a orientacao espacial sera
confirmada pelo espectro 2D de RMN NOESY, devido as diferentes estereoquimica de
nicleos labdanos que depende da ciclizagdo dos anéis e/ou dos rearranjos moleculares,
alterando a orientagdo espacial do composto (PETERS, 2010; TRAN; WONG; CHAI, 2017).

Conforme o HMBC o H12 acopla aos C14, C13, C16 e C11 (Figura 33),
sendo que, o C12 esté ligado ao anel furano e o C11 que se liga ao anel biciclo e ambos estdo

conectados entre eles.
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Figura 33: Ampliacao do espectro de RMN 2D demonstrando o acoplamento de H12 (& 2,66
ppm) observado no HMBC de solidagenona em CDCl;.
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Tabela 11: Dados dos espectros 2D de RMN de HSQC, HMBC e COSY de solidagenona
isolada de raizes de Solidago chilensis em cloroféormio deuterado (CDCI3).

HSQC HMBC COSY
B¢ (C-H) Acoplamento de 'H ao *C H Acoplamento H/H
C-1 H-1a; H-1b H-2; H-3b; H-5; H-20 H-1a
C-2 H-2 H-1a; H-2; H5 H-1b H-1b/H-20
C-3 H-3a; H-3b H-1a; H-1b; H-2; H-5 H-2
C4 H-2; H-3b; H-5; H-18; H-19 H-3a
C-5 H-5 H-1b; H-3a; H3-b; H-7; H-18; | H-3b
H-19; H-20;
C-6 H-1a; H-5; H-17 H-5 H-5/H-7; H-5/H-18;
H-5/H-20
C-7 H-7 H-17 H-7 H-7/H-16; H-7/H-17
C-8 H-7; H-11a; H-17; H-20; H-11 a
C-9 H-5: H-7; H-11a; H11b; H-12; | H-11b
H-17; H-20
C-10 H-1a; H-1b; H-2; H-5; H-11a; | H-12 H-12/H-15; H-12/H-16;
H-17; H-20 H-12/H-17
C-11 H-11a; H-11b H-12; H18; H-20 H-14 H-14/H-12; H-14/H-15;
H-14/H-16
C-12 H-12 H-11a; H-17 H-15 H-15/H14
C-13 H-12; H-14; H-15; H-16 H-16 H-16/H-12; H-16/H-14;
H-16/H17
C-14 H-14 H-15; H-16 H-17 H-17/H-7; H-17/12;
H-17H16
C-15 H-15 H-14; H-16 H-18 H-18/H-5
C-16 H-16 H-12; H-14; H-15 H-19
C-17 H-17 H-7; H-11* H-20 H-20/H-1b; H-20/H-5
C-18 H-18 H-5
C-19 H-19 H-2; H-3a; H-5
C-20 H-20 H-1b; H-5;

Leg: RMN, Ressonancia Magnética Nuclear; HSQC, Heteronuclear Sigle Quantum Coherence;
HMBC, Heteronuclear Multiple Bond Coherence; COSY, Correlation Spectroscopy

Sendo assim, baseado nos dados da literatura (Tabela 12) ¢ de acordo com

as analises de MS-ESI e RMN o diterpeno solidagenona foi isolado de raizes de S. chilensis.
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Tabela 12: Dados dos espectros 1D de RMN de 'H e '3C de solidagenona isolada de Solidago

chilensis em CDCl3 descritas por Schmeda-Hirschmann, Astudillo e Palenzuela (2004).

Hidrogénio 1D Carbono 1D
H 0 mult; J BC 0

H-1 1,5-1,6;m C-1 31,61
H-2 1,56; m C-2 17,91
H-3 1,38-1,15; m C-3 42,63
H-5 2,68; s C-4 32,24
H-7 5,72;dl; 1 C-5 55,83
H-11 1,8—-2,0; m C-6 200,18
H-12 2,65; m C-7 129,25
H-14 6,31;d/; 1. C-8 155,71
H-15 7,38;dd ;1,5¢ 1 C-9 76,56
H-16 7,26; sl C-10 46,50
H-17 2,02;d;1,5 C-11 33,32
H-18 1,16; s C-12 21,30
H-19 1,19; s C-13 125,13
H-20 1,01; s C-14 110,75

C-15 143,10

C-16 138,60

C-17 20,09

C-18 33,84

C-19 21,72

C-20 18,32

Leg: () deslocamento quimico em ppm; (mult.) multiplicidade; (J) constante de acoplamento em Hz,

(m) multipleto, (s) singleto, (dl) dupleto largo, (dd) duplo dupleto, (d) dupleto e (sl) singleto largo.

Os cristais analisados através de espectroscopia na regido Infravermelho

com Transformada de Fourier (IV-TR), apresentaram hidroxila, metila, metileno e anel

furano. As bandas estdo descritas e caracterizadas de acordo com o tipo de vibragdo

intramolecular, intensidade dos sinais ¢ o nimero de onda (PAVIA et al., 2010) na Tabela 13
(Apéndice 9, p. 110).

Tabela 13: Dados do espectro de Infravermelho Transformada de Fourier de solidagenona
isolada de raizes de Solidago chilensis.

Picos Vibracao Grupo funcional N° de ondas cm™
1 Estiramento O-H (hidroxila) 3550 a 3180
2 Estiramento C-Hj; (carbono sp’ - metila) 2860
3 Estiramento  C-H; (carbono sp2 - metileno) 2930
4 Estiramento C=0 (carbonila - cetona) 1655
5 Estiramento Anel furano 1565, 1485
6 Dobramento C-H; (carbono sp* - metila) 1415
7 Dobramento ~ C-H, (carbono sp2 - metileno) 1378
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Nao foi possivel identificar todos os sinais do cristal analisado por RMN 1D
de 'H. O sinal caracteristico de deslocamento quimico para hidroxila de alcoois se localiza
entre 4 a 6 ppm (PAVIA et al., 2010). Embora este sinal ndo tenha sido observado no espectro
ID de hidrogénio, observa-se uma banda larga em 3550 a 3180 cm! no espectro de
infravermelho, caracteristicos de alcoois e fenois (PAVIA et al., 2010), conforme resultados
de Schmeda-Hirschmann, Astudillo e Palenzuela (2004).

O Espectro de Dispersdao Energética (EDS) permite identificagdo dos
elementos quimicos presentes nos cristais (ARAGAO et al., 2013), a partir da ionizagdo em
uma area selecionada, gerando um espectro que pode mapear os atomos contidos no analito
(ALFONSO et al., 2010). Foi possivel identificar a presenca de ouro, carbono e oxigénio nos
cristais. Ao desconsiderarmos o ouro, impregnado nos cristais, determinou-se o equivalente
de 81,34 % de carbono e 18,66 % de oxigénio (Apéndice 10, p. 110). A porcentagem
determinada pela microandlise da quantidade dos atomos que compde o analito permitiu a
identificacdo somente de carbono e oxigénio. O sinal do hidrogénio pode ter sido suprimido
devido a dispersdo de elétrons para os outros atomos, sendo uma caracteristica da propria
técnica (EGERTON, 2011).

A partir da quantidade centesimal dos dtomos e a porcentagem dos outros
elementos quimicos presentes na solidagenona proposto pelo programa ACD/ChemSktech,
excluindo os atomos de hidrogénio, foram identificados 83,34% Carbono e 16,65% Oxigénio,
sendo observado uma diferenca de 2% entre as técnicas. Desta forma, a técnica de EDS
auxiliou na identificacdo dos atomos e pode ser ampliada para outras analises. Embora seja
possivel a deteccdo de mais de 32 elementos quimicos em uma amostra (SOARES; SARON,
2010), ndo seria possivel substitui-la pela analise centesimal que apresenta um erro de 0,5%
obtido pela andlise centesimal. Contudo, seria necessario avaliar outros compostos a fim de
verificar se a diferenca proporcional dos atomos se mantem, embora a técnica possa ser
aplicada como evidencia forense (ARAGAO et al., 2013), sendo associada simultaneamente a
outras técnicas (Microscopia Eletronica de Transmissdo Espectroscopia de Perda de Energia
Eletronica ¢ Campo Escuro Anular de Alto Angulo) sdo capazes de fornecer informagdes
quimicas estruturais e funcionais na resolugdo atomica espacial (ALFONSO et al., 2010).

As andlises de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) mostraram que
os cristais apresentaram formato hexagonal. Entretanto com a evaporagdo da mistura de
solventes em temperatura ambiente (Hex:AcOEt), os cristais apresentaram poros nas laterais
em formatos similares a losangos em diferentes tamanhos e, no interior, observou-se poros
irregulares e de diversos tamanhos. Enquanto, apds a recristalizacdo a quente com Acetona:

Hexano, os cristais apresentaram fissuras discretas nas laterais sem uniformidade, que ndo sao
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profundas, e sugere que a por¢do mais proxima da borda foi formada posteriormente,
diferenciada por uma linha ténue entre a borda e o centro, sendo possivel verificar uma maior
uniformidade no centro, com raros poros minusculos e as saliéncias internas sugerem terem

sido formadas ap6s a quebra da estrutura cristalina (Figuras 34 e 35).

Figura 34: Foto macroscopica do composto isolado de raizes de Solidago chilensis: A -
cristal sem recristalizagdo: B - cristal recristalizado.

Fonte: Autor



73

Figura 35: Microscopia eletronica de varredura dos cristais isolados de Solidago chilensis:
Al vista lateral (sem recristalizagdo); A2 vista transversal (sem recristalizacdo); B1 vista
lateral (recristalizado); B2 vista transversal (recristalizado).

Fonte: Autor

A MEV permite a identificagdo morfoldgica dos cristais (ARAGAO et al.,
2013). Baseado no formato hexagonal da solidagenona observado no MEYV, buscou-se
indexar o sistema cristalino como hexagonal. Dentre os unicos 15 arquivos de informagdes
cristalograficas (cif - “crystallographic information file”) encontrados nas bases de dados
citadas para a molécula CyoH2303, nenhum ajustou-se adequadamente ao difratograma
observado. Desta forma, os modelos de indexagdo escolhidos foram aqueles cujos pardmetros
de rede calculados foram da ordem de uma dezena, e angulos de 90, 90 e 120°. Os melhores
ajustes pressupdem uma mistura de duas fases cristalinas em ambas as amostras (cristal —
Figura 35 Al e A2 e recristalizada — Figura 35 B1 e B2), uma fase com sistema cristalino
hexagonal e grupo espacial P63 e outra trigonal de grupo P3. Os valores dos parametros sao

mostrados na Tabela 14.
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Tabela 14: Propriedades cristalograficas do composto CaoH2803; solidagenona isolado de
raizes de Solidago chilensis

Sistema Grupo de Parametros de Volume da célula
Fase Cristalino Simetria rede a; b; ¢ (A) unitaria (A%)
1 hexagonal P63 12,2;12,2; 18,1 2329,01
2 trigonal P3 9,15;9,15; 23,04 1670,96

A evaporacdo do solvente na formagdo dos cristais a temperatura ambiente
mais rapida, pode ter aprisionado as impurezas & matriz cristalografica ou recobrindo os
cristais, € com a evaporagdo acelerada, os cristais tendem a ficar mais deformados (DIAS,
COSTA, GUIMARAES, 2004), em nosso estudo, mais porosos. Contudo, ambos os
difratogramas apresentaram praticamente os mesmos picos, entretanto, ndo foram encontrados
compostos com as redes bravais cristalograficas hexagonais de diterpenos na base de dados,
somente difratogramas de moléculas diterpénicas com a mesma féormula molecular Czo Hos

O3, com redes bravais de orientagdes ortorrombicas, monoclinicas ou tetraédricas (Figura 36).

Figura 36: Orientagdo espacial das redes bravais cristalograficas de diterpenos ortorrdmbica
(A) e monociclica (B).

HM:P 21 21 21 #19 HM:P 1 21 1 #4
a=9.697A a=6.9884
b=11.3334 b=11.2544
: ~ c=11.4804
0=90.000°
B=102.060°
Y=90.000°

FONTE: CRYSTALOGRAPHY .NET 2018

Os parametros de rede sdo formados por trés eixos cristalograficos (a, b e ¢)
e os trés eixos angulares (alfa, beta e gama), para a formacdo da célula unitiria e com o
agrupamento destas células se obtém o cristal, estes pardmetros de rede modulam o arranjo
espacial cristalino (PRADO; ROCHA, 2015). A estrutura cristalina hexagonal possui um
angulo de 120 ° (gama) e os outros dois de 90 ° (alfa e beta) que com o agrupamento de trés
células, formato de losango, obtém-se o inicio do arranjo espacial hexagonal (Figura 37). Os

resultados complementares obtidos da solidagenona serdo inseridos na base dados para
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futuras consultas de outros trabalhos.

Figura 37: Orientagdo espacial das redes bravais cristalograficas hexagonal e formagao de
hexagono a partir do agrupamento de losango.

HM:P 61 #169
a=15.4884 @
b=15.4884
c=11.6043
0=90.000°

B=90.000°

FONTE: CRYSTALOGRAPHY .NET 2018; AUTOR

Entretanto, o estudo cristalografico da solidagenona foi descrito e ndo pode
ser comparado devido aos pardmetros (hexagonal - P61) utilizados para a andlise
cristalografica, porém foram caracterizados em cristais hexagonais piramidais, com duas
moléculas assimétricas quase idénticas distorcidas por cada célula unitaria, sendo o anel A em
formato espacial cadeira e o anel B em barco, esta fusdo entre os anéis mostram-se uma forma
cis € o ambos os anéis furanos sdo observados espacialmente como planares (Figura 38)

(MARIEZCURRENA; FORNARO, 1992).

Figura 38: Solidagenona em duas conformacdes diferenciadas devido a ligagdo do anel A
(formato cadeira) ao anel B (formato barco).

Fonte: Adaptado de MARIEZCURRENA; FORNARO, 1992.

A recristalizagdo tem como finalidade principal, a purificagdo do composto

s6lido utilizando um ou mais solventes, de acordo com a solubilidade da substancia a ser
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recristalizadas (DIAS, COSTA, GUIMARAES, 2004). Nos trabalhos de Schmeda-
Hirschmann, Astudillo e Palenzuela (2004) e de Valverde-Soares, Azevedo-Silva e Tomassini
(2009) foram utilizados o hexano e o diclorometano para promover a recristalizacdo, ambos
os solventes apolares. No presente estudo, a utilizagdo dos solventes acetona e hexano
possibilitou um alinhamento cristalografico para a compactagao do cristal mais eficiente que a
evaporacdo da mistura de acetato de etila e hexano. Embora o acetato de etila (6,2) e o
diclorometano (9,1) possuam polaridades semelhantes, a acetona (20,6) ¢ mais polar que
ambos, o que pode ter favorecido o processo de recristalizagdo. No entanto, nos estudos
experimentais por ambos os autores (SCHMEDA-HIRSCHMANN; ASTUDILLO;
PALENZUELA, 2004; VALVERDE-SOARES; AZEVEDO-SILVA; TOMASSINI, 2009), a
Difracdao de Raios-X e a MEV ndo foram realizados impossibilitando a comparagdo deste
resultado.

Solidago chilensis, planta medicinal incluida no RENISUS, ndo possui
marcador quimico definido, porém dados na literatura descrevem alguns compostos isolados e
identificados (MOREL et al., 2006; RODRIGUEZ et al., 2005; SABIR et al., 2012). A
solidagenona, isolada neste estudo em quantidades consideraveis (3,30%), pode ser utilizada
como um marcador quimico da S. chilensis. Os marcadores quimicos garantem a
autenticidade e qualidade de uma planta medicinal, independente de ser avaliado no produto
intermediario ou no produto final (LI etal., 2008), que sdo descritos em monografias
(FOLASHADE; OMOREGIE; OCHOGU, 2012), como as técnicas descritas na Farmacopeia
Brasileira, como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para determinar a
autenticidade de Arnica montana (ANVISA, 2010).

Os precipitados separados foram analisados por CLAE e apresentaram duas
faixas de absor¢do do comprimento de ondas 225 nm (Apéndices 11 e 12 — p.111) e 254 nm
(Apéndices 13 e 14 — p.112), com um tempo de retengdo relativa de 23,385 min e pureza
relativa de 98,174 e 97,343%, respectivamente. A CLAE ¢ uma das técnicas analiticas
utilizada para confirmar e caracterizar uma substdncia no controle de qualidade
(FOLASHADE; OMOREGIE; OCHOGU, 2012). O tempo de retencdo da solidagenona na
CLAE com fluxo isocratico de sistema eluente obtido por Valverde-Soares, Azevedo-Silva e
Tomassini (2009) foi de 71,6 minutos. No presente estudo, este tempo de retencdo foi
reduzido em 23,3 min, ao se utilizar o sistema eluente de gradiente decrescente. Ambos
espectros de absor¢do UV foram obtidos com o mesmo comprimento de onda (225 nm) e
apresentaram mesmo comportamento de absortividade, que pode ser explicada devido as
variacoes das intensidades de transferéncia de elétrons, sendo a faixa de 220 a 250 nm

caracteristica de enonas simples (PAVIA et al., 2010).
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O extrato bruto apresentou 41 picos nas mesmas condigdes ao composto
isolado de raizes de S. chilensis. De acordo com Schmeda-Hirschmann e colaboradores
(2005), os rizomas secos em espécies selvagens de Solidago chilensis apresentam
concentragdo de solidagenona que variam entre 0,5 a 3,5%, com o melhor rendimento no final
do verao, entre marco e abril, sendo obtido por sothlex utilizando metanol. Em contrapartida,
a solidagenona praticamente ndo foi detectada por CLAE no extrato bruto diclorometanico
(Apéndices 15-18, p. 113-114), sugerindo que a detec¢dao de solidagenona sofreu um efeito
antagonico com outras moléculas extraidas durante o processo extrativo (JIANG et al., 2010).
Sendo necessario o uso de outra metodologia cromatografica, a fim de separarem os
compostos presentes no extrato bruto e determinar a concentragdo de solidagenona. Além de
verificar se este seria 0 composto majoritario presente nas raizes, utilizando outras técnicas
hifenadas que melhoram a resolucdo e auxiliam na identificagdo do composto (JIANG et al.,
2010). Assim como, no extrato bruto das inflorescéncias obtidos por maceragdo dinamica
utilizando éter-etilico:etanol (1:1), foi observado equivalente a 20,8% de solidagenona no
comprimento de onda de 220 nm (VALVERDE-SOARES; AZEVEDO-SILVA;
TOMASSINI, 2009).

Verificamos em nosso estudo que uma pequena variagdo de 30 nm
influencia na propor¢do e, consequentemente, na concentragdo de solidagenona no extrato
bruto. Ademais, também pode haver um efeito sinérgico supraestimando a concentracdo da
substancia analisada em fun¢do de outros compostos presentes em extratos brutos (JIANG et
al., 2010). Contudo, a parte do vegetal e os métodos de obtencdo de extratos, sdo fatores que

influenciam na concentragdo final de diferentes compostos (SONAGLIO et al., 2010).

5.3 ANALISES TERMICAS

O ponto de fusdo da solidagenona foi 128 a 131° C, corroborando os dados
da literatura que apresentaram 130 a 131 °C (VALVERDE-SOARES; AZEVEDO-SILVA;
TOMASSINI, 2009) e 132 a 134 °C (GOMES et al., 2018). O resultado do DSC apresentou
uma faixa de fusdo da solidagenona entre 118,3 a 136,5 °C, sendo que o ponto maximo de
depressdo foi observado em 131 °C (Apéndice 19 — p. 115), o qual justifica a variacdo do
ponto de fusdo (WENDLANDT, 1986) observadas por outros autores (VALVERDE-
SOARES; AZEVEDO-SILVA; TOMASSINI, 2009; GOMES et al., 2018). A variagdo entre
0s equipamentos e as respectivas sensibilidades para determinar a fusdo de um composto pode
variar, enquanto o DSC amplia a faixa de transi¢ao do estado fisico abrangendo as diferengas

entre outros estudos e, de acordo com Wendlandt (1986), o DSC avalia a variagdo de entalpia
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da amostra.

A curva TGA (Apéndice 20, p. 115) apresentou um estigio de
decomposicdo térmica a partir de 232,38 a 350,02 °C com perda de massa, evidenciado pelo
DTG a 319,6 °C, caracteristico da degradacdo da solidagenona. Desta forma, foi possivel
determinar a temperatura maxima utilizada em um meio reacional afim de evitar a degradacdo
da solidagenona. O TGA avalia a degradacdo da amostra (WENDLANDT, 1986). Ambas
técnicas (DSC e TGA) sdo simples e necessitam de baixa quantidade de amostra
(WENDLANDT, 1986). No entanto, o DSC e o TGA da solidagenona nao foram realizados
em estudos anteriores e ambas as técnicas, podem ser complementares no controle de
qualidade de so6lidos em industrias farmacéuticas, devido as caracteristicas fisico-quimicas
relacionadas a estrutura cristalina, que afetam a biodisponibilidade, processabilidade e

estabilidade de um farmaco (PRADO; ROCHA, 2015).
5.4 ENSAIOS BIOLOGICOS IN VITROE EX VIVO

A solidagenona e o DMSO nas concentragdes testadas nao apresentaram
toxicidade aos eritrocitos significativa, entretanto foi observada na dose de 0,1 mg mL™! de
solidagenona a viabilidade de 97% de eritrocitos, sendo esta dose excluida do ensaio ex vivo.

(Figura 39).

Figura 39: Ensaio in vitro de hemolise por solidagenona em eritrécitos de ovinos

Atividade Hemolitica

(/2] -
@ 150
b4
Q
0
=
x
@ 100 x2
(] 5
8 5
q’ 25055
g 0:0:{
T 501 XX
= o2e%
Qo 0:0:0:
o) o202
> KX
OO
X o0
2
&
N\
Y
N

Leg: ® letras diferentes indicam diferenca estatistica com significancia de 5%



79

Os escores morfoldgicos foram reduzindo gradativamente em relacdo ao
tempo de incubagdo em todos os tratamentos, variando de 94 a 50% em oito dias de
incubagdo comparado ao explante zero horas (Tabela 15). Com relagdo a capacidade oxidante,
para o marcador NBT foi observado diferenca estatistica somente no segundo e quarto dias de
incubacdo. Para a atividade antioxidante, os resultados com ABTS ndo apresentaram
diferencas significativas em nenhum dos periodos de incubagdo, enquanto que para o FRAP

diferiu estatisticamente entre os tratamentos no quarto e sexto dia de incubagao.

Tabela 15: Valores percentuais de integridade tecidual do escore morfoldgico de explantes de
pele de orelha de suino para todos os tratamentos durante oito dias de incubacgao.

Incubacao Tratamento % de escore morfologico

Zero horas Zero horas 100
Controle 87

DMSO 0,5% 80

5 dias Extrato Bruto 0,1 mg mL™" 90
Solidagenona 0,06 mg mL™! 94

Solidagenona 0,03 mg mL! 90

Solidagenona 0,01 mg mL™! 83

Controle 73

DMSO 0,5% 64

4 dias Extrato Bruto 0,1 mg mL™" 77
Solidagenona 0,06 mg mL! 81

Solidagenona 0,03 mg mL! 76

Solidagenona 0,01 mg mL™! 68

Controle 65

DMSO 0,5% 55

6 dias Extrato Bruto 0,1 mg mL™" 67
Solidagenona 0,06 mg mL! 72

Solidagenona 0,03 mg mL! 68

Solidagenona 0,01 mg mL™! 59

Controle 56

DMSO 0,5% 50

2 dias Extrato Bruto 0,1 mg mL™" 59
Solidagenona 0,06 mg mL™! 64

Solidagenona 0,03 mg mL! 53

Solidagenona 0,01 mg mL™! 58

As principais alteracdes que levaram a essa diferenciacdo no escore
morfoldgico entre os explantes ao longo de oito dias de incubacdo em ordem decrescente das
alteracdes observadas foram: degeneracdo vacuolar da epiderme e de glandulas anexas >
apoptose das células basais > fenda sub-epitelial > edema periglandular > edema de derme e

infiltrado inflamatorio (Figura 40).
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Figura 40: Fotomicrografia de explante de pele de suino (Hematoxilina e Eosina)
evidenciando as principais alteracdes morfologicas avaliadas em todos os tratamentos ao
longo de 8 dias de incubagao.
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Leg: (A) células basais epidérmicas em apoptose com nucleos picndticos (setas); (B) Fenda
em jungdes derme-epidérmica (setas); (C) células epidérmicas em degeneracdo vacuolar
(setas); (D) glandulas apdcrinas com células vacuolizadas (setas); (E) infiltrado inflamatério
predominio de histiocitos na regido subepidérmica (setas); (F) Predominio de histidcitos
ampliacdo em 400x (setas).
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Os explantes zero horas foram considerados com 100% de integridade
tecidual, por serem a referéncia do que deveria ser considerado alteracdo ou ndo. Essa
caracteristica apresenta-se como uma vantagem ao compararmos ao modelo in vivo, devido a
todo tecido avaliado prover de um unico doador obtendo resultados mais fidedignos
(RANDALL; TURTON; FOSTER, 2011). Contudo, foi observada discreta presenca de
células inflamatorias, raras apoptoses na lamina basal da epiderme, auséncia de degeneracdo
vacuolar na epiderme e periglandulares, auséncia de fenda subepitelial da jun¢do derme-
epiderme e auséncia de edema na derme e periglandular. Quando algum explante de qualquer
tratamento, apresentou similaridade ao zero horas foi considerado o mesmo grau de
severidade.

Em todos os tratamentos, foram observados processos de degeneracio
vacuolar da epiderme e de glandulas apdcrinas nos explantes. A degeneracdo ¢ uma alteragao
celular que pode ocorrer tanto em processos reversiveis quanto irreversiveis em resposta a
quebra da homeostase causada por uma agressio (MONTENEGRO; FRANCO, 2004;
MCGAVIN; ZACHARY, 2007). A degeneracao hidrépica ¢ acimulo intracelular de agua
(MONTENEGRO; FRANCO, 2004), que pode ocorrer por substancias exdégenas que lesam o
tecido (MOORE; DANNENBERG, 1992), mas, a principal causa ¢ a hipoxia, que diminui o
aporte energético para as fungdes metabolicas alterando o controle osmotico da membrana
plasmatica (MCGAVIN; ZACHARY, 2007).

Outros tipos de acumulos intracelulares sdo classificados de acordo com a
substancia como lipidica, proteica, mucoide (mucopolissacarideo) e glicogénica (carboidrato),
podendo reduzir o metabolismo celular (MCGAVIN; ZACHARY, 2007). Dessa forma,
sugere-se que a degeneracdo vacuolar seja do tipo hidrdpica, que pode ter ocorrido por
insuficiente difusdo de oxigénio no meio de cultura para suprir as necessidades do tecido,
mesmo sendo controlado o nivel de oxigénio durante a incubagdo, pois também foi observado
nos grupos controle.

O escore morfoldgico dos explantes incubados com DMSO no segundo dia
de incubagdo tiveram uma perda de 20% na integridade tecidual, sendo diferente
estatisticamente com os fragmentos zero horas, mas ndo diferindo dos outros tratamentos
(Figura 41). Por outro lado, todos os tratamentos tiveram menor resposta oxidante (NBT) do

que aos explantes zero horas diferindo estatisticamente.
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Figura 41: Comparagdo entre os explantes de pele de orelha de suino entre os tratamentos em
dois dias e zero hora para o escore morfologico e a resposta oxidativa NBT.
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A produgdo do anion superdxido foi maior no explante zero horas, o que
pode ser sugerido devido lesdo tecidual no momento da coleta dos fragmentos de explantes e
essas moléculas sdo instdveis e decompdem-se espontaneamente por acdo da enzima
superoxido desmutase em oxigénio e peréxido de hidrogénio (H20,) (KUMAR et al., 2010).
O que corrobora com estudos anteriores a inducao de processos inflamatorios que resultam na
diminui¢do da capacidade oxidativa, como nos estudos em camundongos induzindo o
processo inflamatorio (BERNARDY et al., 2017) e a inducdo por raios UV-B (MARTINEZ
et al., 2016). Entretanto, foi evidenciado por Microscopia Confocal Raman, a absortividade de
formulagdes fotoprotetoras e avaliagdo da formagdo de radicais livres em modelo de explante
expostos a luz UV-A e UV-B (SOUZA et al., 2017), este aumento se deve ao desequilibrio
homeostatico do tecido, sendo a diminui¢do na produ¢do de enzimas antioxidantes e/ou o
aumento na producdo de EROs.

No quarto dia de incubagdo, a maior perda da integridade tecidual foi
observada nos explantes tratados com DMSO (64%), que diferiram estatisticamente dos
explantes tratados com solidagenona na maior dose (81%). Além de aumentar a capacidade
oxidante NBT em relagdo ao controle, em ambos tratamentos indicaram aumento da atividade

antioxidante FRAP em rela¢do ao extrato bruto (Figura 42).
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Figura 42: Escore morfologico, NBT e FRAP de explantes de pele de orelha de suino
comparando os tratamentos em quatro dias de incubagao.
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O DMSO ¢ um solvente polar universal utilizado como veiculo em diversos
experimentos e, mesmo em baixas doses (1, 2, 4 e 8% v/v), pode influenciar no metabolismo
mitocondrial, fator observado apés 24 h de incubagdo de astrdcitos, elevando a producao do
citocromo C, uma das proteinas responsdveis por induzir a apoptose (MCGAVIN;
ZACHARY, 2007; KUMAR et al., 2010; GALVAO et al., 2013; YUAN et al., 2014). Mesmo
ndo tendo sido avaliado este marcador mitocondrial, todos os explantes incubados com
DMSO 0,5 % apresentaram maior nimero de apoptose por campo, sendo observado a
diferenga estatistica ap6s 48 h de incubacdo. Dessa forma, a presenga da degeneragdo
hidrépica e de apoptose pode ter ocorrido por uma possivel difusdo de oxigénio ineficiente
associada a alteragdo no metabolismo mitocondrial gerada pelo contato com o DMSO.

Contudo, nos tratamentos com solidagenona a qual foi diluida com DMSO,
verificou-se menor frequéncia de células apoptodticas, resultado evidenciado principalmente
apos 72 h de incubagdo utilizando a maior dose (0,06 mg mL™"). Ademais, em testes in vitro a
solidagenona demonstrou ser inativa a eliminagdo do anion superdxido (RODRIGUEZ et al.,
2005), dessa forma, sugere-se que a solidagenona possa atuar na manuten¢do metabolica
celular, o que corrobora as melhores respostas das atividades metabolicas celulares oxidantes
(NBT) e antioxidante (FRAP) quando comparado aos outros tratamentos.

Apoptose ¢ caracterizada pelo encolhimento da célula, a cromatina
condensa e se agrega perifericamente com posterior fragmentagdo do nucleo gerando
corpusculos apoptoticos, a membrana plasmatica permanece intacta e ndo ha inflamagdo
adjacente, sendo um processo fisioldgico e/ou patologico de morte celular programada

(KUMAR et al., 2010). Quanto maior o tempo de incubagdo de explantes de pele, maior o



84

namero de células em apoptose, e consequentes alteracdes teciduais (DUONG et al., 2006),
corroborando os resultados do presente estudo observados ao longo do tempo de incubagao.
No entanto, esta alteracdo celular ocorreu de forma mais sutil nos tratamentos com extrato
bruto e na maior dose de solidagenona. O extrato bruto apresenta diversos tipos de compostos,
dentre eles a solidagenona, podendo ocorrer um efeito sinérgico entre os mesmos, podendo ou
ndo favorecer a manutencao metabolica tecidual.

Com seis dias de incubag@o o controle ndo apresentou diferenga estatistica
com os outros tratamentos para o escore morfoldgico, e o tratamento com DMSO nao diferiu
com a menor dose de solidagenona, e ambos sdo significativamente diferentes do tratamento
com a maior dose de solidagenona, o qual manteve a integridade tecidual mais preservada
(72%). Os tratamentos com extrato bruto e solidagenona a 0,03 mg mL™! também diferem
estatisticamente do DMSO que em seis dias teve uma perda de 45% de integridade
morfoldgica (Figura 43).

A solidagenona na maior dose (0,06 mg mL™") aumentou a capacidade
antioxidante, aos seis dias de incubagdo, apresentando diferencga estatistica com os explantes

tratados com DMSO e o controle.

Figura 43: Escore morfologico e resposta antioxidante FRAP de explantes de pele de orelha
de suino comparando os tratamentos em seis dias de incubagao.
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Apo6s oito dias de incubagdo (Figura 44), a maior dose de solidagenona
preservou 64% da morfologia dos explantes, diferindo estatisticamente do tratamento com

DMSO, o qual manteve 50 % da integridade tecidual.
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Figura 44: Escore morfolégico de explantes de pele de orelha de suino comparando os
tratamentos em oito dias de incubagao.
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O nuacleo labdano de inibir o NF-KB que desencadeia o processo
inflamatorio (TRAN; WONG; CHAI, 2017). A inflamacdo pode ser provocada por agentes
fisicos (MONTENEGRO; FRANCO, 2004), quimicos e biologicos (KUMAR et al., 2010), o
qual resulta na adaptagdo celular por estimulo por fatores externos ou por outras células pela
comunicagdo celular por meio de mediadores quimicos, levando a alteracdes genéticas,
bioquimicas e estruturais celulares (KUMAR et al., 2010).

Em todos os explantes, as células inflamatorias que estavam em maior
concentragdo eram os histicitos (macrofagos), poucos linfocitos e raros eosinodfilos.
Entretanto, em estudo in vivo com camundongos, verificou-se que o extrato hidroalcoolico
das partes aéreas diminuiu a migragdo leucocitéria de células polimorfonucleares (TAMURA
et al., 2009). Embora, o extrato das partes aéreas possa conter a solidagenona (VALVERDE-
SOARES; AZEVEDO-SILVA; TOMASSINI, 2009), os compostos identificados por Taruma
e colaboradores (2009) foram o acido cafeico e a rutina. Ademais, no modelo ex vivo ¢ dificil
avaliar o processo migratorio de células especializadas, uma vez que todos os tipos celulares
estardo distribuidos e limitados ao fragmento. Em contrapartida, através de marcadores
quimicos seria possivel predizer se haveria uma resposta inflamatdéria, aumentando as
interleucinas (IL) 1 e IL-8, por exemplo, ou se predominaria uma resposta anti-inflamatorios
na produgdo elevada de IL-10 e IL-1Ra (antagonista do receptor de IL-1) (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAIL 2012). Além de fatores de proliferacdo de células leucocitarias
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polimorfonucleares, como o C-SGF (granulocyte colony-stimulating factor), sendo os
macrofagos os principais produtores destes marcadores (VARELLA; FORTE, 2001; ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI 2012). Desta forma, ao quantificar estes marcadores e/ou outros seria
possivel determinar se haveria o aumento ou ndo de células polimorfonucleares em modelos
explantes, uma vez que os macrofagos estdo presentes em todos os tipos de tecidos (ABBAS;
LICHTMAN; PILLALI, 2012).

Ao longo do tempo de incubacdo foi observada diferenca significativa na
capacidade oxidativa NBT entre todos os tratamentos e o explantes zero horas, o qual
apresentou menor capacidade oxidativa (Figura 45). A resposta antioxidante ABTS ndo
diferiu estatisticamente em nenhum dos tratamentos, enquanto o FRAP a diferenca estatistica
ocorreu no sexto dia em quase todos os tratamentos, exceto o controle que ndo teve diferenca
ao longo do tempo de incubagao (Figura 46).

Os aumentos das atividades funcionais aos estresses fisiologicos excessivos
sdo considerados uma resposta adaptativa da célula (KUMAR et al., 2010), evidenciado no
sexto dia de incubagdo, exceto no controle, ao avaliar o efeito do tempo de incubagdo para
cada tratamento demonstrou um aumento na capacidade antioxidante (FRAP) dos explantes.
Se fosse avaliado somente a resposta antioxidante e o estresse fisioldgico fosse cessado a
célula poderia retornar ao seu estado normal (KUMAR et al., 2010). Por outro lado, ao avaliar

a capacidade oxidante verifica-se um desequilibrio entre as respostas no controle de ERO’s.
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Figura 45: Resposta oxidativa NBT de explantes de pele de orelha de suino ao longo do
tempo de incubagdo de todos os tratamentos comparados aos explantes zero horas.
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Figura 46: Resposta antioxidante FRAP de explantes de pele de orelha de suino ao longo do
tempo de incubagdo de todos os tratamentos comparados aos explantes zero horas.
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Ao avaliar os resultados de cada tratamento ao longo do tempo comparado
aos explantes zero horas, foi observado que a perda da morfologia ocorreu de forma gradativa
em todos os tratamentos. Entretanto, a diferenca percentual entre as andlises dos fragmentos
de pele tratados com solidagenona na maior dose e o extrato bruto ndo diferiram
estatisticamente. Nos tratamentos controle e nas outras doses de solidagenona a diferenga
estatistica foi evidente entre o segundo e quarto dia de incubagdo. Nos explantes tratados com
DMSO, o segundo dia de incubagdo difere significativamente do explante zero horas e do
quarto dia de incubagdo, ndo havendo mais diferenca estatistica entre os outros dias (Figura

47).

Figura 47: Escore morfolégico de explantes de pele de orelha de suino ao longo do tempo de
incubagdo de todos os tratamentos.
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O tempo prolongado de incubagao altera a integridade dos explantes, porém,
verificou-se que o ponto mais critico para a adaptagdo do tecido foi entre o segundo e quarto
dia na maioria dos tratamentos. Todavia, as analises das EROs evidenciaram uma
homogeneidade para todos os resultados quando avaliado o efeito tempo para cada um dos

tratamentos, ou seja, ha necessidade de avaliar principalmente este periodo o qual o controle
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ndo manteve a perda mais evidente da integridade tecidual. O extrato bruto e a solidagenona
na maior dose (0,06 mg mL!"), ambos diluidos em DMSO, mantiveram a alteragio tecidual de
forma discreta em relacdo ao tempo. E em relagdo as EROs, observou-se discreta melhora no
quarto dia de incubagdo no tratamento solidagenona na maior dose quando em comparacao ao
extrato bruto.

A manutengdo tecidual pela solidagenona foi observada apds efeito
gastroprotetor, sem alteragdo da producdo de muco ou de secre¢do acida em experimentos
com indu¢do de ulceras estomacais por etanol em camundongos (SCHMEDA-
HIRSCHMANN; RODRIGUEZ; ASTUDILLO, 2002). Dessa forma, sugere-se que a
solidagenona atue como fator protetor em diferentes tipos de epitélio. Contudo, necessita-se
de mais estudos com marcadores celulares para elucidar o(s) mecanismo(s) de acdo que

promoveram a manutencao tecidual epitelial durante dos oito dias de incubagao.
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6 CONCLUSAO

Solidago chilensis apresenta em suas raizes as classes de metabdlitos
secundarios flavonoides, saponinas, taninos hidrolisaveis e terpenos.

Os métodos cromatograficos e espectroscopicos empregados para isolar e
elucidar a estrutura de solidagenona de raizes de S. chilensis, foram eficientes, apresentando
um com rendimento de 1,3 g e pureza 98,17%, além de otimizar o tempo em CLAE. Ha
necessidade de desenvolver novas metodologias cromatograficas para determinar a
concentragdo de solidagenona em extratos brutos diclorometanicos.

Foram realizados ensaios para complementar dados cristalograficos
hexagonais da solidagenona por Difracdo de Raio-X e ainda andlises que ndo haviam sido
descritas como Espectroscopia de Dispersdo Energética, Microscopia Eletronica de
Varredura, Calorimetria Diferencial Exploratoria e Anélise Termogravimétrica favorecendo o
conhecimento cientifico sobre a solidagenona.

A solidagenona manteve a viabilidade de eritrocitos acima de 97% em todas
as doses testadas e 0 DMSO também ndo apresentou toxicidade na concentragdo avaliada.

A solidagenona na maior dose testada (0,06 mg mL') manteve a melhor
integridade tecidual, confirmada pela avaliagdo histologica ao longo de oito dias de incubagdo

e o controle das ERO’s em quatro e seis dias.
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7 PERSPECTIVAS

O modelo de explante de pele de suino ¢ promissor na avaliacdo de
substancias com possiveis finalidades terapéuticas, seja de origem vegetal, semi-sintética ou
sintética.

Faz-se necessario identificar outros marcadores celulares envolvidos nos
mecanismos que preservaram a integridade da pele de suino ao longo de todo periodo de

incubagao.
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APENDICES

Apéndice 1: Espectro de Massas Electrospray ionization (MS-ESI) em modo negativo de
solidagenona
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Apéndice 2: Espectro 1D de RMN de '*C de solidagenona de S. chilensis CDCl3
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Apéndice 3: Espectro 1D de RMN Dept 135 de solidagenona de S. chilensis em CDCl3
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Apéndice 4: Espectro 1D de RMN Dept 90 de solidagenona de S. chilensis em CDCl3
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Apéndice 5: Espectro 1D de RMN 'H de solidagenona de S. chilensis em CDCl3
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Apéndice 6: Espectro 2D de RMN COSY de solidagenona de S. chilensis em CDCIl3
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Apéndice 7: Espectro 2D de RMN HSQC de solidagenona de S. chilensis em CDCIl3
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Apéndice 8: Espectro 2D de RMN HMBC de solidagenona de S. chilensis em CDCIl3
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Apéndice 9: Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourier de solidagenona de
Solidago chilensis

100
80 —
| OH
=
© 60 —
[&)
| o
i 1
k=
[72] 40 -
[
©
— |
20 —
C=0
(o] T T v T T T T T T T v T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Apéndice 10: Espectro de Dispersdo de Energética (EDS) de solidagenona
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Apéndice 11: Cromatograma integrado de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
de solidagenona com comprimento de onda em 225 nm

mAU
1225nm,2nm (1.00)

3250

59988163

2750
2500
2250

2000

8380
4
6

‘F448277

(<2}
; %
250 >
] N

)

0 i)

A
4
N
3

-250]

500
e e e e e e
0.0 25 50 75 10.0 125 15.0 175 200 25 250 275 300 325 350 375 min

Apéndice 12: Espectro de absor¢do UV da solidagenona em 225 nm
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Apéndice 13: Cromatograma integrado por CLAE de solidagenona com comprimento de

onda em 254 nm
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Apéndice 14: Espectro de absor¢do UV da solidagenona em 254 nm
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Apéndice 15: Cromatograma do extrato bruto de Solidago chilensis em 225 nm
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Apéndice 16: Cromatograma do extrato bruto de raizes de Solidago chilensis em 254 nm
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mAU
375254nm2nm (1.00)

5.0

254

00— _J

-25+

Solidagenona

T
125



114

Apéndice 17: Cromatograma do extrato bruto de raizes de Solidago chilensis e a
sobreposi¢ao de solidagenona em 225 nm por CLAE
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Leg: (verde) cromatograma do extrato bruto de raizes de S. chilensis; (roxo) cromatograma de solidagenona

Apéndice 18: Cromatograma do extrato bruto de raizes de Solidago chilensis e a
sobreposi¢ao de solidagenona em 254 nm por CLAE
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Leg: (verde) cromatograma do extrato bruto de raizes de S. chilensis; (roxo) cromatograma de solidagenona
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Apéndice 19: Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) de solidagenona
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Apéndice 20: Analise Termogravimétrica (TGA) e Termogravimetria Derivada (DTG) de
solidagenona
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