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RESUMO

Egletes viscosa Less (Asteraceae) ¢ uma erva conhecida popularmente no Nordeste brasileiro
por “macela-da-terra”, onde seus capitulos florais (CF) sdo usados na forma de cha/infusao para
disturbios gastrointestinais. Suas propriedades gastroprotetoras tém sido atribuidas ao
flavonoide ternatina, e aos diterpenos tanabalina e acido centipédico. Esta planta possui duas
variedades quimicas com base na composi¢ao quimica do 6leo essencial: quimiotipo A, rico em
acetato de trans-pinocarveila, e quimiotipo B, rico em acetato de cis-isopinocarveila. Em razao
disso, o presente trabalho visou realizar um estudo metabolomico e avaliar a atividade
gastroprotetora dos CF e das folhas dos dois quimiotipos de E. viscosa. Os materiais botanicos
investigados foram de origem silvestre, cultivados por semeadura ou adquiridos
comercialmente, sendo posteriormente preparados em diferentes formas e analisados por
técnicas cromatograficas e/ou espectrométricas: cromatografia gasosa acoplado a
espectrometria de massas (CG-EM), espectroscopia de infravermelho proximo (IVp),
ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e cromatografia liquida de ultra-
eficiéncia acoplado a espectrometria de massas (CLUE-EM). Em seguida, os dados gerados
foram combinados com quimiometria para a discrimina¢ao de quimiotipos. A andlise de CG-
EM foi aplicada a CF extraidos por hidrodestilagdo e por microextracao em fase so6lida (MEFS),
a qual foi precedida pela otimizacdo das condigcdes de extracdo através de delineamento
composto central rotacional. As melhores condi¢des foram obtidas com CF extraidos com fibra
DVB/CAR/PDMS por 6,6 min a 40 °C. O método de MEFS tem como vantagens ndo ser nao-
destrutivo e requerer uma quantidade de CF 300x menor do que a hidrodestilacdo. O método
de IVp também discriminou os quimiotipos de maneira ndo-destrutiva utilizando um dispositivo
portatil, o qual pode ser aplicado in situ (ex.: fazendas). Além disso, métodos de CLUE-EM e
RMN 'H foram desenvolvidos e validados para a quantificagdo dos compostos, revelando que
os CF do quimiotipo A possuem maiores teores dos trés principios ativos. Todos os métodos
analiticos mostraram ser simples, rapidos, confidveis e complementares para autenticidade e/ou
controle de qualidade de matérias-primas e produtos comercializados de E. viscosa.
Adicionalmente, a andlise de CLUE-EM de alta resolucdo permitiu a identificagdo de 36
compostos nas infusdes (CF: 25, folhas: 20), sendo 20 deles relatados pela primeira vez na
espécie, entre os quais derivados do acido cafeico, flavonoides e diterpenos. Andlise
quimométrica dos dados de CLUE-EM indicou que os quimiotipos A € B mostravam também
diferencas nas concentracoes de varios destes constituintes nao-volateis. A atividade

gastroprotetora dos CF e folhas foi avaliada através de ensaios de lesdes gastricas induzidas por



etanol em camundongos. Todas as amostras exibiram efeito gastroprotetor (50 - 400 mg.kg!) e
foram desprovidas de toxicidade. Os CF foram mais potentes do que as folhas, exibindo
gastroprote¢io com doses de 50 mg.kg'. Nao foi observada diferenca significativa entre
amostras de ché e de tintura. Os quimiotipos apresentaram apenas algumas pequenas diferengas
no mecanismo de acdo, o qual envolve ac¢do antioxidante, NO, prostaglandinas, canais de K" e
receptores TRPV 1. Nosso estudo ¢ o primeiro relato comprovando o efeito gastroprotetor de E.

viscosa nas formas farmacéuticas consumidas pela populagao.

Palavras-chave: Egletes viscosa. Quimiotipos. Metaboldmica. Asteraceae. Macela-da-terra.

Atividade gastroprotetora.



ABSTRACT

Egletes viscosa Less (Asteraceae) is an herb popularly known as “macela-da-terra” in the
Northeast of Brazil, where its flower buds (FB) are used in the form of tea/infusion for
gastrointestinal disorders. Indeed, its gastroprotective properties have been attributed to the
flavonoid ternatine, and to the diterpenes tanabalin and centipedic acid. Such plant has two
chemical varieties based on the chemical composition of the essential oil: chemotype A, which
is rich in trans-pinocarveyl acetate and cis-isopinocarveyl acetate-rich chemotype B. As a result,
the present study aimed to perform a metabolomic study and evaluate the gastroprotective
activity of FB and leaves of the two chemotypes of E. viscosa. The plant materials investigated
were of wild origin, cultivated by sowing or purchased commercially, then they were prepared
in different forms and analyzed by chromatographic and/or spectrometric techniques: gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), near infrared spectroscopy (NIR),
hydrogen nuclear magnetic resonance ('"H NMR) and ultra-efficiency liquid chromatography
coupled to mass spectrometry (UPLC-MS). Next, the generated data were combined with
chemometrics for the discrimination of chemotypes. The GC-MS analyses were applied to FB
extracted by hydrodistillation and by solid phase microextraction (SPME), which had its
extraction conditions previously optimized through a central rotational composite design. The
best conditions were achieved with FB extracted with DVB/CAR/PDMS fiber for 6.6 min at
40 °C. The SPME method has the advantages of being non-destructive and requiring an amount
of FB 300x lesser than the hydrodistillation. The NIR method also discriminated the
chemotypes in a non-destructive way using a portable device, which can be applied in situ (eg.
farms). In addition, UPLC-MS and 'H NMR methods were developed and validated for the
quantification of the compounds, revealing that the FB from the chemotype A presents higher
contents of the three active principles. All analytical methods showed to be simple, fast, reliable
and complementary for authenticity and / or quality control of E. viscosa raw materials and
products. In addition, the UPLC-MS analysis allowed the identification of 36 compounds in the
infusions (FB: 25, leaves: 20), 20 of them have been reported for the first time in the species,
including derivatives of caffeic acid, flavonoids and diterpenes. Chemometric analysis of the
UPLC-MS data indicated that chemotypes A and B also showed differences in the
concentrations of many non-volatile constituents. The gastroprotective activity of FB and leaves
was evaluated through ethanol-induced gastric lesions in mice. All samples exhibited a
gastroprotective effect (50 - 400 mg.kg™!) and were devoid of toxicity. FB were more potent

than leaves, showing gastroprotection at doses of 50 mgkg'. There was no significant



difference between tea and tincture samples. The chemotypes showed only small differences in
the mechanism of action, which involves antioxidant, NO, prostaglandins, K" channels and
TRPV1 receptors. Our study is the first report proving the gastroprotective effect of E. viscosa

in the pharmaceutical forms consumed by the population.

Keyword: FEgletes viscosa. Chemotypes. Metabolomics. Asteraceae. Macela-da-terra.

Gastroprotective activity.
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1 INTRODUCAO

Egletes viscosa (L.) Less (Asteraceae) ¢ uma erva aromatica anual das regides
tropicais da América, que cresce ao longo das margens dos rios, lagos e represas. No Nordeste
do Brasil, E. viscosa ¢ popularmente conhecida como ‘macela’ ou ‘macela-da-terra’ e seus
capitulos florais secos sd@o comercializados a granel e em embalagens comerciais (por exemplo,
sachés) em supermercados e ervanarios (Figura 1) (MATOS, 2007). A infusdo dos capitulos
florais de E. viscosa tem sido tradicionalmente utilizada para o tratamento de distirbios
gastrointestinais como dor de estdmago, diarreia e dispepsia (SILVEIRA; PESSOA, 2006). E.
viscosa ¢ freqlientemente identificada erroneamente com duas outras espécies de Asteraceae
devido a mesma designagdo popular de ‘macela’, Achyrocline satureioides (Lam) DC e

Tanacetum parthenium L.

Figura 1 - Capitulos florais de E. viscosa comercializados em supermercados e ervanarios.

Fonte: Kirley M. Canuto, 2019.

Estudos fitoquimicos anteriores revelaram trés compostos: ternatina, tanabalina e
acido centipédico, apontados como bioativos, devido as suas propriedades gastroprotetoras e
hepatoprotetoras. Esses efeitos foram previamente corroborados por estudos pré-clinicos
usando extratos e seus constituintes puros (GUEDES et al., 2002, 2008; RAO et al., 1994, 1997;
MELO et al., 2013; SOUZA,1998).

Estudos da composicdo quimica volatil dos capitulos florais revelaram dois
quimiotipos diferentes para E. viscosa com base nos principais componentes do 6leo essencial:
quimiotipo A, caracterizado por acetato de trans-pinocarveila; e quimotipo B, com o acetato de
cis-isopinocarveila como compostos majoritarios. Além disso, uma investiga¢do fitoquimica
anterior mostrou diferengas entre o numero de compostos isolados de chés preparados a partir

dos dois quimiotipos. Embora a discriminagao morfologica entre as amostras seja relativamente
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facil, ¢ impossivel identificar visualmente o quimotipo dos capitulos florais (CUNHA, 2003)
(Figura 2). Desta maneira, o método capaz de discriminar os quimiotipos de E. viscosa € extrair
e analisar seu 0leo essencial por hidrodestilagao e analisado por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM). Este método de extragao do 6leo essencial ¢ demorado e

destrutivo (FREITAS et al., 2018).

Figura 2 - Detalhes das folhas de E. viscosa: (A) quimiotipo "A", rico em acetato de trans-
pinocarveila; (B) quimiotipo “B” rico em acetato de cis-isopinocarveila.

-

AcO

Fonte: SILVEIRA; PESSOA, 2005.

Tendo em vista a necessidade de se desenvolver métodos rapidos para a
discriminacao dos quimiotipos de E. viscosa, nds desenvolvemos métodos espectroscopicos de
infravermelho préximo e de ressonancia magnética nuclear aliados a métodos quimiométricos
supervisionados (iPLS, PLS-DA e OPLS-DA). Ambas as técnicas se mostraram reprodutiveis
e confiaveis para a autenticacdo e qualidade desses materiais. Além disso, observou-se que os
quimiotipos também apresentavam composi¢dao nao volatil distinta. Adicionalmente, os teores
dos compostos bioativos foram quantificados por dois métodos analiticos: RMNq 'H e
cromatografia liquida de ultra-eficiéncia com espectrometria de massas (CLUE-EM),
viabilizando uma quantificacdo rapida, sensivel e precisa.

Apesar da alta eficiéncia dos referidos métodos, eles ndo fornecem a composigao
quimica do 6leo essencial, que também apresenta potencial economico para a indistria de
aromas e fragrancias devido ao bom rendimento de extracao (ca. 1% p / p), odor agradavel e
constitui¢do quimica unica. Por isso, nds desenvolvemos um método de microextracdo em fase
solida (MEFS) combinada com CG-EM para se obter o perfil quimico volatil de uma maneira
mais rapida, ndo destrutiva e utilizando apenas uma quantidade infima de capitulos florais.

Posteriormente, nos avaliamos as atividades gastroprotetora de preparacdes
farmacéuticas (cha e tintura) de capitulos florais e de folhas de E. viscosa através de ensaios

farmacologico in vivo com camundongos. Todas as amostras mostraram efeito gastroprotetor e
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foram isentos de toxicidade, em doses terapéuticas, garantindo eficdcia e seguranca.
Paralelamente, todas as diferentes preparacdes farmacéuticas foram quimicamente
caracterizadas por cromatografia liquida de ultra-eficiéncia acoplada a ionizagdo por
electrospray e espectrometria de massas (CLUE-EMAR), que revelou que estes produtos

continham basicamente derivados do acido cafeico, flavonoides e diterpenos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar um estudo metaboldmico e avaliar a atividade gastroprotetora dos
capitulos florais e das folhas dos dois quimiotipos de Egletes viscosa, visando determinar a

composi¢ao quimica e discriminar os materiais com maior efeito farmacologico.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver um método de quantificacdo de ternatina, tanabalina e &cido
centipedico de capitulos florais e folhas de E. viscosa por CLUE-gDa e RMN(q
de 1H;

e Desenvolver métodos de autenticacdo botanica para a discriminacdo dos
quimiotipos de E. viscosa por técnicas espectrométricas (IVp, RMN H, MEFS e
CLUE-EMAR) combinadas com métodos quimiomeétricos;

e Determinar a composic¢ao quimica volatil dos capitulos florais por CG-EM e CG-
DIC;

e Determinar e comparar a composicdo quimica dos extratos dos capitulos florais
e das folhas dos diferentes quimiotipos usando CLUE-EM;

e Auvaliar a atividade gastroprotetora de infusGes dos capitulos e das folhas de E.
viscosa através de ensaios in vivo em camundongos;

e Correlacionar teores de ternatina, tanabalina e acido centipédico de capitulos

florais com a atividade gastroprotetora.
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3 CONSIDERACOES BOTANICAS

3.1 Breve historico sobre a familia Asteraceae e 0 género Egletes

As plantas da familia Asteraceae (Compositae) t€ém uma distribuicdo cosmopolita e
uma caracteristica morfolégica muito variada. E a terceira maior familia do grupo das
Angiospermas, possui cerca de 32.000 espécies, pertencentes a 1.900 géneros (RETTA et al.,
2012; ROQUE; TELES; NAKAJIMA, 2017).

A familia Asteraceae foi descrita por Teofrasto 300 anos a.C. e posteriormente
denominada de Compositae por Giseke, em 1792, porém o Codigo Internacional de
Nomenclatura Botanica autorizou novamente a denominacao Asteraceae em 1822 (KATINAS
etal.,2007).

Estudos filogenéticos moleculares em Asteraceae t€ém fornecido importantes
resultados na evolucdo da familia. Jansen ¢ Palmer 1987 identificaram uma inversdao de
cloroplastos de todos os membros de Asteraceae, exceto na subtribo Barnadesiinac (BREMER;
JANSEN, 1992). Em fungdo de sua origem monofilética e por ser apontada como o grupo-
irmdo para o restante das Asteraceae, Bremer e Jansen 1992 elevaram esta subtribo a categoria
de subfamilia, Barnadesioideae.

Dessa forma, o tradicional sistema de classificacdo das Asteraceae, consistindo das
subfamilias Asteroideae e Cichorioideae foi, entdo, expandido para incluir a Barnadesioideae.
Posteriormente uma classificagdo subfamiliar foi feita por Kim e Jansent 1995, e teve algumas
revisdes introduzidas por Bremer (1996), Panero e Funk (2002) e Fu et al. (2016), sendo esta
ultima realizada na tentativa de elucidar as relagdes filogenéticas, bem como para avaliar varios
marcadores moleculares, resultando na publicagdo de novos nomes e o reconhecimento de
quatro subfamilias e 35 tribos em Asteraceae (FU et al., 2016).

Para os autores, essas mudancas representam a maior revisao para a classificacao
da familia, e embora os resultados se baseiem em uma grande matriz de dados e na combinagao
de multiplos marcadores genéticos, sua aceita¢do tem sido parcimoniosa entre os estudiosos da
familia.

Estima-se que ocorram cerca de 250 géneros e 2.000 espécies de Asteraceae no

Brasil, distribuidas em todo o territério nacional, de acordo com Silva, Barbosa e Barros (2014):

Possui representantes perenes ou anuais, as vezes lactescentes. Folhas alternas,
ocasionalmente opostas, raramente verticiladas, simples, sem estipulas, margens
inteiras, denteadas, lobadas ou fendidas. Inflorescéncias em capitulos (caracteristica
marcante da familia), formadas por pequenas flores, assentadas em um receptaculo
comum, plano, concavo ou convexo, cercado por bracteas distribuidas em séries;
flores dispostas em raios (externos), geralmente estéreis e flores do disco (interno)
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bissexuadas ou raramente unissexuadas, comumente actinomorfas, diclamideas ou
sem calice (Figura 3).

Figura 3 - Prancha revelando caracteristicas da familia Asteraceae.

(A-J) Heliantus tuberosus: (A) planta florida; (B) capitulo; (C) flor do raio, estéril; (D) capitulo com flores do raio
removidas, mostrando o involucro de bracteas (filarias); (E) flor do disco e bractea; (F) flor dos disco em seccao
longitudinal, observe as anteras, escamas do papus e ovulo basal; (G) ramos do estilete com suas linhas
estigmaticas; (H) aquénio maduro com escamas do papus; (J) aquénio sem papus; (J) rizoma com tiiberas invernais;
(K-L) H. annuus: (K) aquénio; (L) embrido.

Fonte: JUDD et al., 2009.

Ha quatro subfamilias reconhecidas atualmente, as quais ocorrem todas na América
do Sul: Asteroideae, Cichorioideae, Barnadesioideae e Gochnatioideae. A subfamilia
Barnadesioideae ¢ a mais restrita e limitada 8 América Tropical, e apresenta-se sob a forma de
arbustos ou ervas. Essa subfamilia pode ser encontrada mais comumente em regides mais
abertas, como em campos, mas também pode se desenvolver e se adaptar bem em ambientes de
floresta. A subfamilia Asteroideae ¢ a maior das quatro subfamilias dentro de Asteraceae
contendo cerca de metade dos géneros e espécies dessa planta (Figura 4, p. 42).

Dentro de Asteroideae, as tribos que compreendem os maiores géneros e espécie
sao Gnaphalieae, Astereae, Heliantheae e FEupatoricae. A tribo Astereae, formalmente
estabelecida por Cassini em 1819, foi divida em quatro subtribos. Posteriormente, uma nova
classificagdo feita por Bentham em 1873, teve algumas revisdes por Hoffmann em 1890 e
Nesom em 1994, sendo essa ultima classificacdo adotada hoje para tribos, o qual divide as

Astereae em 14 subtribos (Asterinae, Baccharidinae, Bellidinae, Brachycominae,
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Chrysopsidinae, Conyzinae, Feliciinae, Grangeinae, Hinterhuberinae, Lageniferinae,

Machaerantherinae, Podocominae, Solidagininae e Symphyotrichinae) (JUDD et al., 2009).
As espécies da tribo Astereae possuem ampla distribuicdo mundial, porém estao

marcadamente concentradas na Africa do Sul, América do Sul ao longo dos Andes, Australia,

Nova Zelandia e sudoeste da América do Norte (JUDD et al., 2009; ROQUE, 2008).

Figura 4 - Distribuicao geografica das subfamilias de Asteraceae.
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Fonte: Adaptado de FUNK etz al., 2005.

O género mais representativo no Brasil &€ Baccharis com 1441 espécies, seguido de
Conyza com 915. Egletes pertence a subtribo Grangeinae e compreende 10 espécies, ambas de
ampla distribuicdo geografica, sendo a maioria das espécies concentradas na América do Sul
(HEIDEN; PIRANI, 2016; MINTEGUIAGA et al., 2019).

Conforme JUDD et al 2009, o género Egletes possui:

Capitulos radiados, flores radiais femininas férteis e as do disco hermafroditas férteis;
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involucro campanulado; bracteas lanceoladas agudas, subseriadas ao receptaculo.
Corola com flores marginais lanceoladas ou filiformes, disco regularmente tubuloso,
limbo campanulado, dentes 4-5, antena base inteira obtusa, ramo do estilete
brevemente achatado, apéndices breves. Aquénio subquadrangular e apice cupulado.
Sem papus. Erva anual decubente ou suberecta, folhas alternas secéis, obovais
dentadas ou binatifidas, capitulos pequenos pensuculatus.

3.2 Consideracdes botanicas de Egletes viscosa Less

Egletes vicosa Less., ocorre abundantemente no Nordeste do Brasil, inclusive no
Estado do Ceard, onde ¢ facilmente encontrada no sertdo. Segundo Cunha (2003) a espécie E.

viscosa € descrita como:

Egletes viscosa Less. E herbacea, anual, caule cespitoso toda pilosa glandulosa, folha
profunda pinatifida de 2-5 cm de comprimento, subpeciolada, dilatada, capitulos
solitarios, laterais curtos pensuculatos ou apice dos ramos quase carimbosos,
involucro largo campanulado, bractens pilosos, lanceoladas e agudas, corola alva-
ligulada, lanceolada aguda, aquénio quadrangular de apice denteado. Habita toda a
América Tropical — € planta amarga estomaquica e antidiarreica.

O taxon Egletes ¢ formado por 10 espécies: E. dominingensis, E. floribunda, E.
florida, E. humifusa, E. liebmannii, E. obovata, E. prostrata, E. repens, E. tenvifolia, E. viscosa,
das quais apenas E. viscosa ¢ E. prostrata apresentam relatos de estudos cientificos, a tltima
com um tinico artigo relacionando & parte botinica (ALARCON; CUENCA, 2005). A pesquisa
foi realizada colocando o nome de cada espécie no Scifinder. Portanto, a espécie E. viscosa ¢ a
mais estudada no género Egletes.

O primeiro relato etnofarmacolégico de E. viscosa foi feito pelo botanico escocés
George Gardner (1812-1849). E. viscosa ¢ considerada uma das espécies de uso mais difundido
na medicina popular nordestina. O registro de aplicagdo medicinal de macela-da-terra ¢é
conhecido pelo menos desde 1846, quando relatou seu uso contra dispepsia no manuscrito
“Catalogue of Brazilian Plants”, durante uma expedicao ao sertdo nordestino (Icé e Crato-CE)

(FAGG et al., 2015).
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os trabalhos encontrados na literatura para E. viscosa sdo pertencentes a quatro

grandes areas: Agronomia, Biologia, Quimica e Farmacologia.

4.1 Agronomia

Os trabalhos agronomicos abordam, em sua maioria, meios de multiplicacao de E.
viscosa por semeadura. De acordo com Bezerra ef al. (2008) a produgdo de biomassa e de
capitulos florais cresce linearmente com o avango das épocas de colheita e que caule, folhas e
capitulos exibem maiores rendimentos de extratos etanolico e cloroférmico do que as raizes. O
maior rendimento de o6leo essencial das inflorescéncias e o maior indice de colheita foram

registrados 125 dias apos o transplantio.

4.2 Biologia

Estudos citogenéticos e de variabilidade genética, baseados no sequenciamento do
DNA ribossomal das folhas, determinaram duas sequéncias distintas para cada tipo quimico,
sugerindo que os quimiotipos de macela possam ser na verdade duas variedades ou espécies

distintas (BATISTA et al., 2012).

4.3 Quimica

A prospeccao fitoquimica de E. viscosa conduziu ao isolamento de cerca de vinte e
trés compostos de diferentes classes quimicas tais como cumarina, flavonoides e diterpenos
(VIANA et al., 2013). Os primeiros relatos da composi¢do quimica dos capitulos florais de E.
viscosa foram realizados por Lima ef al. (1996) a partir do extrato hexanico isolaram o 4cido
centipédico e um novo diterpeno clerodanico, tanabalina. Do extrato etandlico, foi isolada o
flavonoide ternatina. Embora a tanabalina tenha sido relatada apenas em E. viscosa, os
compostos ternatina e acido centipédico sdo encontrados em outras plantas: ternatina em
Ecoysanthera rosea Miq. - Apocynaceae (ZHU et al., 2011) e Murraya paniculata (Linn.) Jack
- Rutaceae (FERRACIN et al., 1998), acido centipédico em Achillea bieberteinii Afan. -
Asteraceac (MAHMOUD; AL-SHIHRY, 2006) e Laennecia schiedeana (Less.) G. L. Nesom -
Asteraceae (ARCINIEGAS et al., 2011). Além disso, ambos ocorrem em Zanthoxylum
syncarpum Tull. - Rutaceae (FACUNDO et al., 1997).
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Dando continuidade a investigagdo fitoquimica desta espécie, foram identificados
e isolados do extrato cloroformico dos capitulos florais cinco metabélitos, todos caracterizados
como diterpenos. Trés sao diterpenos, 12-epi-bacchotricuneatina (8), barbatol (13) e tarapacol
(14). Outros dois sao diterpenos furdnicos com esqueleto 10,15-ciclofitano denominados de
9,10-sec0-4,9(10),13(14)-labdatrien-15-20-olid-18-0l (15), e o 15,20-epdxi-9,10-seco-
4,9(10),13(20),14-labdatetracn-18-o0l (16). Nesse estudo também foram isolados ternatina (1),
tanabalina (2) e acido centipédico (3). Além de diterpenos labdanicos, foram encontrados em
E. viscosa diterpenos do tipo clerodano, tais como tanabalina e 12-epi-bacchotricuneatina. Os
compostos diterpénicos clerodanicos (4-7) foram também encontrados em E. viscosa
(SILVEIRA; PESSOA, 2006).

Mais tarde, um estudo realizado com o extrato aquoso de capitulos florais colhidos
de espécimens cultivados apontou que E. viscosa também poderia ser diferenciada pela
composi¢do quimica ndo volatil. Vieira et al. (2006) constataram que alguns constituintes
estavam presentes apenas em um dos quimiotipos ou quantitativamente diferentes nos extratos
aquosos preparados com capitulos florais dos dois quimiotipos cultivados. Esse estudo resultou
no isolamento e identificagdo de um novo diterpeno do tipo clerodano: 12-acetoxi-7-hidroxi-
3,13(14)-clerodandieno-18,19:15,16-diolideo (18), como também compostos ja encontrados
em E. viscosa.

Das partes aéreas cultivadas foram isolados ternatina (1), barbatol (13), tarapacol
(14), 13-epi-esclareol (17), espinasterol (19), triacontano (20) e 8a-hidroxilabd-14(15)-eno-
13(S)-O-B-D-ribopiranosideo (21) (SILVA-FILHO et al., 2007). Em estudo feito com uma
planta inteira coletada no Peru, foram identificados diterpenos labdanicos glicosilados (LEE et
al., 2005). Na Figura 5, p. 46, sdo mostradas as estruturas quimicas de todos os compostos

isolados de E. viscosa.
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Figura 5 - Estruturas quimicas dos compostos isolados de E. viscosa (continua).
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Figura 5 - Estruturas dos compostos isolados de E. viscosa (conclusdo).

n

Fonte: Elaborada pela autora.

4.4 Farmacologia

Em geral, a pesquisa mostrou que a familia Asteraceae possui uma ampla
diversidade de atividades farmacologicas. Espécies pertencentes a esta familia sdo bastante
utilizadas na medicina popular, como condimento em culindrias regionais e agente de controle
de pestes. As indicagdes tradicionais na medicina popular incluem problemas digestivos,
hepaticos, renais, inflamatorios e infec¢do bacteriana, entre outros. Varias espécies possuem
em sua constitui¢do quimica muitos compostos fendlicos, sesquiterpénicos, diterpenos € uma
grande abundancia de flavonoides (SHAFIQ, et al., 2020; BESSADA; BARREIRA;
OLIVEIRA, 2015; ACHIKA et al., 2014).

A grande maioria dos trabalhos publicados de E. viscosa relatam estudos
farmacoldgicos ratificando as propriedades terapéuticas da planta através de ensaios pré-
clinicos realizados com extratos e 6leos essenciais dos capitulos florais, bem como de alguns
de seus constituintes quimicos: o flavonoide ternatina e os diterpenos tanabalina e acido
centipédico, que sdo apontados como os principios ativos.

Estudos farmacoldgicos dos extratos hexanico e metandlico dos capitulos florais de
E. viscosa indicam atividades antibacteriana e potencializadora de antibidticos quando
combinadas com aminoglicosideos. Portanto, podem ser utilizados como uma alternativa para
o combate a resisténcia bacteriana (AQUINO et al., 2015). A respeito do extrato aquoso obtido
da maceracdo dos capitulos florais apresentou propriedades antinociceptivas utilizados no
tratamento de distirbios inflamatérios da dor. Nos testes de toxicidade aguda e subcrdnica, ndo
foi observada mortalidade em roedores (ARAUJO et al., 2008).

Os oleos essenciais dos capitulos florais apresentam atividade antinociceptiva,

anticonvulsivante e antibacteriana (SOUZA et al., 1998). Nesse trabalho os autores
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demonstraram eficacia antibacteriana in vitro contra Staphylococcus aureus e atividade
anticonvulsivante e antibacteriana em camundongos.

Na literatura encontram-se varios trabalhos com estes trés constituintes quimicos
isolados considerados como os principios ativos de E. viscosa. Por exemplo, a ternatina foi
sujeito de varios ensaios farmacologicos, tendo sua atividade hepatoprotetora comprovada em
dois tipos diferentes testes: hepatotoxicidade induzida por acetaminofeno e induzida por
tetracloreto de carbono (MELO et al., 2013; SANTOS et al., 2011; SOUZA et al., 1999; 1998;
RAO, et al., 1994). Além disso, a ternatina mostrou ser eficaz na inibicdo da peroxidagdo
lipidica induzida pela aflatoxina B1 (SOUZA et al., 1999).

De acordo com Melo ef al. (2013) a administragdo de ternatina induziu um efeito
inibitério sobre o estresse oxidativo apos hepatectomia parcial a 70%, mas sem alterar a
evolucdo da regeneracdo hepética. Nesse estudo concluiu-se que a ternatina promoveu uma
diminuicdo significativa dos niveis de glicose no sangue 168 h ap6s hepatectomia parcial em
comparagdo com os controles (MELO et al., 2013; 2006). Demonstrou ainda inibi¢do a
quimiotaxia de leucdcitos e a formacao de radicais livres de oxigénio (SOUZA et al., 1992;
RAO et al., 1994; SOUZA et al., 1994; RAO et al., 1997). Guimaraes et al. (2011) mostraram
evidéncias das propriedades antioxidantes e antiperoxidativas na torsdo/destorsdo testicular em
ratos. Além disso, mostrou atividade antianafilatica, antiinflamatoria na supressao da produgdo
de mediadores inflamatdrios e a inibicao das enzimas ciclo-oxigenase e sintese de 6xido nitrico
(VIEIRA, 2004; RAO, 2003; SOUZA et al., 1992).

O efeito gastroprotetor da ternatina foi avaliado em ratos contra os danos da mucosa
gastrica induzida por estresse de restricdo hipotérmica, etanol absoluto e indometacina,
enquanto a atividade antidiarreica foi investigada pelo estudo de sua influéncia no transito
gastrointestinal, medido por um marcador de carvdo e por 6leo de mamona. Tomados em
conjunto, os resultados apontam um possivel efeito da ternatina, uma vez que a sua utiliza¢ao
potencializou a inibicao e o controle das atividades (RAO, et al., 1997).

Os compostos diterpenos tanabalina e acido centipédico isolados foram avaliados
na acao antiinflamatéria em modelos agudos e cronicos de dermatite na orelha de camundongo.
Os resultados mostraram uma inibicdo significativa relacionada ao edema inflamatorio da
orelha e fluxo de células polimorfonucleares (CALOU et al., 2008). Além disso, esses
compostos foram analisados quanto atividade antinoceptiva e gastroprotetora em ratos por
nocicepg¢ao e Ulcera gastrica. Os autores concluiram que houve reducgao na gravidade das lesdes
gastricas absolutas induzidas por etanol (GUEDES et al., 2002; 2008).

Ao passo que se avancavam as pesquisas farmacologicas, desde o inicio dos anos
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90, surgiu a necessidade de se conhecer melhor os diferentes niveis de agdo gastroprotetora dos
constituintes nao-volateis, sendo apontados na literatura trés constituintes quimicos
responsaveis (ternatina, tanabalina e 4cido centipédico) pelas propriedades biologicas descritas
(RAO et al 1994; SOUZA et al 1998).

Neste trabalho foi realizado um levantamento bibliografico das espécies
pertencentes a familia Asteraceae, utilizando o site de buscas Scifinder e sites cientificos como:

http://www.sciencedirect.com.br e http://www.google.com.br.

A pesquisa foi realizada colocando as palavras “Asteraceae”, “Compositae” e
“gastroprotective” no Scifinder, obtendo-se 25 artigos, os quais relatavam os estudos
fitoquimicos e/ou farmacoldgico de 13 géneros de Asteraceae. Achillea, Achyroclines,
Artemisia, Baccharis, Acmella, Arctium, Camellia, Chamomilla, Cynaras, Parastrephia,
Praxelis, Solidago e Vernonia. Dos 25 artigos, 6 sdo reviews, utilizados como importante fonte
de referéncia, que proporcionaram uma avaliacdo geral dos constituintes quimicos de espécies
responsaveis pela atividade gastroprotetora.

A Tabela 1, p. 51, mostra uma compila¢ao das referéncias que contém varias
espécies de Asteraceae com atividade gastroprotetora em diferentes modelos avaliados de
gastroprotecdo (in vivo). As espécies mais citadas na literatura referentes a atividade
gastroprotetora foram Achillea millefolium, Artemisia campestres L, Baccharis trimera,
Baccharis illinita, Solidago chilensis e Vernonia anthelmintica. Entre essas espécies destacam-
se flavonoides e acidos fendlicos. Na espécie Solidago chilensis foram encontrados diterpenos
clerodanicos com relatos de atividade gastroprotetora.

Em relagdo as formas de uso e preparagao dos extratos foi verificado o predominio
das partes aéreas das plantas e a utilizacdo de extratos aquosos na forma de cha. Em geral, as
doses utilizadas variaram de 3-2000 mg kg! com inibigdes de até 95%. Dentre os compostos
identificados, dezoito sdo da classe dos flavonoides, sendo oito do tipo flavonois hidroxilados
(quercetina, kaempferol, kaempferol-ramnosideo, rutina, hiperdsido, mircetina, eupatilina,
hesperidina), quatro do tipo flavonois metoxilados (3'.4',5'-O-trimetiltricetina, santina, éter
quercetagetina-3,6-dimetilico e ternatina), seis flavonas (luteolina, apigenina, -crisina,
naringenina, nobiletina e tangeretina), oitos acidos, sendo cinco derivados do 4cido cafeico
(acido cafeico, acido clorogénico, acido 3,4-dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico, acido
4,5-dicafeoilquinico), acido galico, acido p-cumdrico, duas tremetonas, trés lactonas
sesquiterpénicas (micratina, sintenina e 4f,10a-dihidroxi-58,783,8fH-guaia-1,11(13)dien-
12,8a-olida), treze diterpenos clerodanicos (solidagenona, 3a-hidroxisolidagenona, 3f3-

hidroxisolidagenona, solidagolactona, solidagen-6a-ol, solidagen-6f3-ol, 60.-


http://www.sciencedirect.com.br/
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acetoxisolidagenona, bacchalineol, 4dcido 18-O-maldnico, éster metilico de 18-O-malonato,
¢éster etilico de 18-O-malonato, tanabalina e acido centipédico) e uma cumarina (2H-1-
benzopirano-2-ona), totalizando quarenta e quatro constituintes apontados como responsaveis

pela acdo gastroprotetora de espécies de Asteraceae.
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Tabela 1-Estruturas dos compostos apontados como responsaveis pela atividade gastroprotetora das espécies de Asteraceae (continua).

L. ) . . Doses Inibi¢oes-Partes o
Compostos Espécies Ensaios experimentais (mgke') | da planta-Extratos Referéncias
Flavonoides
. . . Gastrico induzido por etanol em 81%-aéreas- BITTENCOURT et
Achillea millefolium ratos 25-300 FioH al., 2010
Achillea millefolium Gastrico induzido por etanol em 100-300 | 90%-aéreas- HyO CAVALCANTI et al.,
ratos 2006
) ) ) MOTILVA;
7 r 0 r _ 9
Aemella oleracea Induzido por acido acético em 100 88% aéreas LASTRA: CALERO,
ratos EtOH 1992
OH o Arctium lappa Lesdes gastricas induzidas por 50-400 | 75%-folhas-EtOH ALMEIDA et al.,
O ’ etanol 2012
HO 0 . Ulceras induzidas por estresse em o/ 1 KAHRAMAN;
O | N Artemisia rupestres ratos 200 80% aéreas- H,O SERTESER, 2003
OH O Artemisi i Gastrico induzido por etanol em 100 90%-aéreas — AI;)LIE’O]{:JZIZI;?APIIKII{?’ y
Quercetina rtemisia campestris ratos H,0 0 5019 e
“ﬁi Z;IZZS Gistrico md“f;fgspor etanolem | 60500 | 86%-acreas- H20 | SANTIN ef al., 2010
dri‘;ffc};‘;;glm Ulceras mduzﬁfsspor etanolem | 50500 | 95%-agreas-EtOH | LEMOS et al., 2007
L. ) 0
Baccharis illinita Gastrico induzido por etanol em 3-100 >0%-acreas FREITAS et al., 2008
) ratos CHCI;
Baccharis trimera Uleeras iﬁ?rlsllzgfsatilsgsr ctanol / 100 77%-aéreas-EtOH RAO et al., 2003
Camellia sinensis Ulceras induzidas por 4cido etanol 25-50 74% aéreas-EtOH 1Z70 et al., 1994
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Tabela 1-Estruturas dos compostos apontados como responsaveis pela atividade gastroprotetora das espécies de Asteraceae (continua).

Inibi¢oes-Partes

Compostos Espécies Ensaios experimentais Dosesil da planta- Referéncias
(mg.kg™)
Extratos
Camellia sinensis Ulceras induzidas por 100 50%-aéreas- MARTIN, MOTILVA E
ligacao do piloro MeOH LASTRA et al., 1993
. . . 0/ _ , _
Chamomilla recutita Uleeras induzidas por 250 - 800 56%-Acreas AL-HASHEM et al., 2010
OH etanol em ratos H>O
L ! 0/ )
OH Cynaras colymus Gastrico induzido por 50 83%-acreas KOTOB et al., 2018
HO 0 ’ etanol em ratos MeOH
. . . . 0 A N
O | Praxelis clematidea Ulceras induzidas por 125 - 500 88%-aéreas FALCAO et al., 2013
OH etanol em ratos CHCI3
OH O 2 o -
) . g Ulceras induzidas por 50%-aéreas-
Quercetina Solidago chilensis 4cido etanol em ratos 100 - 300 McOH BARROS et al., 2016
Solidago chilensis Uleeras induzidas por | 1555000 | 9204-a¢reas-H:0 | BUCCIARELLI et al., 2010
etanol em ratos
Vernonia anthelmintica Gastrico induzido por 100 88%-sementes- DOGRA, KUMAR E
etanol em ratos DCM KUMAR et al., 2020
Géstrico induzido por DIB; EZZAHRA,;
OH Artemisia campestris N p 100 90%-aéreas-H,0 ALAOQOUI-FARIS et al.,
etanol em ratos 2019
. . . Gastrico induzido por 81%-aéreas- BITTENCOURT et al.,
Achillea millefolium ctanolem ratos 25-300 EtOH 2010
. . . Gastrico induzido por 90%-aéreas-
OH O Achillea millefolium 100 - 300 CAVALCANTI et al., 2006
. etanol em ratos H>O
Luteolina
) L. ) 0
Achyroc{mes Gastrico induzido por 100 - 500 86%-aéreas SANTIN ef al., 2010
satureoides etanol em ratos H>O
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Tabela 1-Estruturas dos compostos apontados como responsaveis pela atividade gastroprotetora das espécies de Asteraceae (continua).

Compostos

Espécies

Ensaios experimentais

Doses
(mg kg™

Inibi¢oes-Partes da
planta-Extratos

Referéncias

OH O
Luteolina

Baccharis illinita
Baccharis illinita

Baccharis trimera

Camellia sinensis

Chamomilla recutita
Praxelis clematidea
Solidago chilensis

Vernonia condensata

Vernonia
anthelmintica

Gastrico induzido por
etanol em ratos
Gastrico induzido por
etanol em ratos
Gastrico induzido por
etanol em ratos

Gastrico induzido por
ligacdo do piloro

Gastrico induzido por
etanol em ratos
Gastrico induzido por
etanol em ratos
Gastrico induzido por
etanol em ratos
Gastrico induzido por
etanol em ratos
Gastrico induzido por
etanol em ratos

300-1000

3-100

100 - 500

100

250 - 800

125 - 500

100 - 300

30-300

100

80%-raizes- H,O
50%-aéreas-CHCl3

86%-aéreas-H,O

50%-aéreas-MeOH

56%-Aéreas-H,O
88%-aéreas- CHCl;
50%-aéreas-MeOH
80%-folhas-EtOH

88%-sementes-DCM

BAGGIO et al., 2003
FREITAS et al., 2008

DIAS et al., 2009

MARTIN, MOTILVA
E LASTRA et al.,
1993
AL-HASHEM et al.,
2010

FALCAO et al., 2013

BARROS et al.,
2016

BOEING et al., 2016

DOGRA, KUMAR E
KUMAR et al., 2020




Tabela 1-Estruturas dos compostos apontados como responsaveis pela atividade gastroprotetora das espécies de Asteraceae (continua).
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, . . ) : Doses Inibigoes-Partes da A
Compostos Espécies Ensaios experimentais (mgke) planta-Extratos Referéncias
. . e . DIB; EZZAHRA,;
Artemisia campestris | Gastrico 1r;$1§;€[1(())spor etanol 100 90%-aéreas-HaO ALAOULFARIS e al.,
2019
Artemisia campestris | O3STIC0 InAuzido por aspirina |-y 54 40 | g50/ a¢reas-H,0 SEBAI et al., 2014
¢ estresse oxidativo em ratos
Achillea millefolium | Gaéstrico induzido por etanol 25-300 | 81%-aéreas-FtOH BITTENCOURT et al.,
em ratos 2010
Achillea millefolium | Gaéstrico induzido por etanol 100-300 | 90%-acéreas- HyO CAVALCANTI et al.,
em ratos 2006
Baccharis illinita | G%T1¢0 ‘zﬂ?f;‘tigspor ctanol | 3100 | 50%-aéreas-CHCl; | FREITAS ef al., 2008
Chamomilla recutita Gastrico induzido por etanol 250-800 | 56%-Aéreas-HyO AL-HASHEM et al.,
em ratos 2010
e . 0 e N
Praxelis clematidea Gastrico induzido por etanol 125 - 500 887%-acreas FALCAO et al., 2013
em ratos CHCI3
.. .| Gastrico induzido por etanol . DIB; EZZAHRA,
Artemisia campestris om 1atos 100 90%-aéreas — HoO | ALAOUI-FARIS et al.,
2019
Achillea millefolium Gastrico induzido por etanol 25-300 | 81%-acreas- EtOH BITTENCOURT et al.,
em ratos 2010
. Baccharis illinita | O*T “;f;‘f;fgspor etanol |3 100 | 50%-acreas-CHCl; | FREITAS et al., 2008
Kaempferol 4strico i i Aci 0-ad -
Solidago chilensis | Oastico induzido pordcido ) 54 55 >0%-acreas BARROS et al., 2016
etanol em ratos MeOH
Vernonia Gastrico induzido por etanol 100 88%-sementes- DOGRA, KUMAR E
anthelmintica em ratos DCM KUMAR et al., 2020




55

Tabela 1-Estruturas dos compostos apontados como responsaveis pela atividade gastroprotetora das espécies de Asteraceae (continua).

, . ) ) ) Doses Inibi¢bes-Partes da N
Compostos Espécies Ensaios experimentais (mgke) planta-Extratos Referéncias
Achillea millefolium |~ G3C0 duzido por| 55350 | g9, gereas- Erop | PITTENCOURT eval,
etanol em ratos 2010
Achyroclines Géstrico induzido por |y 500 | g69-aéreas- H2O | SANTIN et al., 2010
satureoides etanol em ratos
L. . DIB; EZZAHRA;
OH O 0 OH Artemisia campestris Gat:;ﬁgfgi?i;fgspor 100 90%-aéreas — Ho O | ALAOUI-FARIS et al.,
A OH 2019
OH Baccharis Gastrico induzid
Kaempferol dracunculifolia o o P 50-500 | 95%-aéreas-EtOH | LEMOS et al., 2007
ramnosideo
Vernonia Gastrico induzido por 100 88%-sementes- DOGRA, KUMAR E
anthelmintica etanol em ratos DCM KUMAR et al., 2020
Achillea millefoliwm | 31160 NUZIA0 POT 55505 | g1o, pereas-Eto | BITTENCOURT etal,
etanol em ratos 2010
OH O
Crisina Gastrico induzido por
Artemisia campestris aspirina e estresse 100 - 400 85%-aéreas-H,O SEBAl et al., 2014

oxidativo em ratos
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Tabela 1-Estruturas dos compostos apontados como responsaveis pela atividade gastroprotetora das espécies de Asteraceae (continua).

, . ) ) ) Doses Inibigoes-Partes da A
Compostos Espécies Ensaios experimentais (mgke) planta-Extratos Referéncias
Achillea millefolium Gastrico induzido por o/ .z BITTENCOURT et al.,
etanol em ratos 25-300 81%-aéreas-EtOH 2010
Achyroclines Gastrico induzido por | 450 500 | 86%-aéreas- HaO SANTIN et al., 2010
satureoides etanol em ratos
. : Gastrico induzido por 0/ 2 DIB; EZZAHRA;
Artemisia campestris etanol em ratos 100 90%-aéreas-H>O ALAOUI-FARIS et al.,
2019
Baccharis Gastrico induzido por |5 500 | 9504 aéreas-EtOH LEMOS et al., 2007
dracunculifolia etanol em ratos
Baccharis illinita Gaﬁcttr;‘(’ﬂ‘giff;fgspor 3-100 | 50%-aéreas-CHCl; |  FREITAS et al., 2008
Camellia sinensis Gastrico mg;?llglo por dcido 25-50 74% aéreas-EtOH 1ZZ0 et al., 1994
Vernonia Gastrico induzido por 100 88%-sementes- DOGRA, KUMAR E
anthelmintica etanol em ratos DCM KUMAR et al., 2020
Artemisia campestris Gastrico induzido por 100 90%-acéreas-H20O DIB E ALAOUI-FARISB et
etanol em ratos al., 2019
HO\““Q:OH Gastrico induzido por
OH Artemisia campestris aspirina e estresse 100 - 400 85%-aéreas-H,O SEBAl et al., 2014

Hiperodsido

oxidativo em ratos




57

Tabela 1-Estruturas dos compostos apontados como responsaveis pela atividade gastroprotetora das espécies de Asteraceae (continua).

Inibi¢des-Partes

Compostos Espécies Ensaios experimentais (n[zgslfg'l) da planta- Referéncias
) Extratos
Achillea Gastrico induzido por 25 -300 81%-aéreas- BITTENCOURT et al.,
oH on millefolium etanol em ratos EtOH 2010
HO O OI O OH Artemisia Gastrico induzido por
OH campestris aspirina e estresse 100 -400 | 85%-aéreas-H20 SEBAl et al., 2014
OO oxidativo em ratos
Mircetina
Vernonia Gastrico induzido por 100 88%-sementes- DOGRA, KUMAR E
anthelmintica etanol em ratos DCM KUMAR et al., 2020
O\
HO - Artemisia Gastrico induzido por DIB; EZZAHRA;

0 OH ! P 100 90%-aéreas-H0 | ALAOUI-FARIS e al.,
OH O campestris etanol em ratos 2019
Eupatilina

OH
oH N
HO:Q\\O
AR Artemisi Gastrico induzido por 90%-aéreas — DIB; EZZAHRA;
%o reemisia Astrico Induzico po 100 oacreds ALAOUI-FARIS et al.,
““Q"OH campestris etanol em ratos H>O

OH

Hesperidina

2019
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Tabela 1-Estruturas dos compostos apontados como responsaveis pela atividade gastroprotetora das espécies de Asteraceae (continua).

, . ) ) ) Doses Inibi¢bes-Partes da A
Compostos Espécies Ensaios experimentais (mgke) planta-Extratos Referéncias
Achillea millefolim | GSTIC0 INAUZIOPOT |55 560 | §10; aéreas- Erop | BITTENCOURT eval.,
etanol em ratos 2010
Gastrico induzido por
Artemisia campestris aspirina e estresse 100 85%-aéreas-H,0O SEBAl et al., 2014
oxidativo em ratos
on & . . o DIB; EZZAHRA;
Naringenina Artemisia campestris Gaf{;‘(’ﬂlgiﬁ;ﬂ&p‘” 100 90%-aéreas-H20 | ALAOUI-FARIS ef al.,
2019
Baccharis illinita Imb“?g’éi;zzcre@ao 3-100 | 80%-aéreas-CHCl3 | FREITAS et al., 2008
Artemisia campestris Gastrico induzido por 0/ 4 BITTENCOURT et al.,
etanol em ratos 25-300 81%-aéreas-EtOH 2010
Mo © Inibicdo da secrecido
Nobiletina Baccharis illinita ¢ wistrica ¢ 3-100 | 80%-aéreas-CHCl; | FREITAS et al., 2008
Artemisia campestris | Gastrico induzido por 0/ 4 BITTENCOURT et al.,
etanol em ratos 25-300 81%-aéreas-EtOH 2010
H,cO O q =
: Baccharis illinita Inibigdo da secrecao 3-100 | 80%-aéreas-CHCl3 | FREITAS et al., 2008

Tangeretina

gastrica
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Tabela 1-Estruturas dos compostos apontados como responsaveis pela atividade gastroprotetora das espécies de Asteraceae (continua).

, . ) ) ) Doses Inibi¢bes-Partes da N
Compostos Espécies Ensaios experimentais (mg.ke') planta-Extratos Referéncias
Achillea Gastrico induzido por 100 45%-aéreas-AcOEt | ABD-ALLA ef al., 2016
biebersteinii etanol em ratos
Achillea Gastrico induzido por
biebersteinii p 100 45%-aéreas-AcOEt | ABD-ALLA et al., 2016
etanol em ratos
OH O ibica 5
Santina Baccharis illinita Inibigao da secregao 3-100 | 80%-aéreas-CHCl; | FREITAS et al., 2008

gastrica
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Tabela 1-Estruturas dos compostos apontados como responsaveis pela atividade gastroprotetora das espécies de Asteraceae (continua).

, . . ) : Doses Inibi¢bes-Partes da A
Compostos Espécies Ensaios experimentais (mgke) planta-Extratos Referéncias
Achillea Gastrico induzido por
biebersteinii etanol em ratosp 100 45%-aéreas-AcOEt | ABD-ALLA et al., 2016
) OH O
Eerquerceagelina: 30 | gy charis illinita Imbl@ag‘;ijiizcre@ao 3-100 | 80%-aéreas-CHCl; | FREITAS ef al., 2008
e . O s
Egletes viscosa Gastrico induzido por 25-50 60% cap.ltulos RAO et al., 1997
etanol em ratos florais
OH O
Ternatina
Acidos fenélicos
Oy OH
Artemisia campestris Gastrico induzido por
HO OH P aspirina e estresse 100 - 400 85%-aéreas-H,O SEBAl et al., 2014
) OH oxidativo em ratos
Acido gélico
O . . .
N~ oH Artemisia campestris Gastrico induzido por
P aspirina e estresse 100 - 400 85%-aéreas-H,O SEBAl et al., 2014
HO

Acido p-cumarico

oxidativo em ratos
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Tabela 1-Estruturas dos compostos apontados como responsaveis pela atividade gastroprotetora das espécies de Asteraceae (continua).

Inibi¢des-Partes

Compostos Espécies Ensaios experimentais Dosesil da planta- Referéncias
(mg.kg™) Extratos
. . . Gastrico induzido por etanol em 81%-aéreas- BITTENCOURT et al.,
Achillea millefolium ratos 25-300 FtOH 2010
Gastrico induzido por etanol em DIB; EZZAHRA,
0 Artemisia campestris p 100 90%-aéreas-H>O | ALAOUI-FARIS et al.,
HO A ratos
D/\)LOH 2019
HO" Artemisia campestris Gastrico 1ndu;1dq POTASPITINA € 1160 _ 400 | 85%-aéreas-H,0 SEBAl et al., 2014
Acido cafeico estresse oxidativo em ratos
. o Gastrico induzido por HCI / 50%-aéreas-
Solidago chilensis EtOH em ratos 100 - 300 MeOH BARROS et al., 2016
Vernonia Gastrico induzido por etanol em 100 88%-sementes- DOGRA, KUMAR E
anthelmintica ratos DCM KUMAR et al., 2020
. . . Gastrico induzido por etanol em 81%-aéreas- BITTENCOURT et al.,
Achillea millefolium ratos 25-300 EtOH 2010
"o Gastrico induzido por etanol em DIB; EZZAHRA,
o Artemisia campestris ratosp 100 90%-aéreas-H,O | ALAOUI-FARIS et al.,
S 0 """0OH 2019
HO OH | Yrtemisia campestris | O2Stc0 induzido poraspirinae | o 406 | 8504 a¢reas-H,0 | SEBAI et al., 2014
OH estresse oxidativo em ratos
o A Gastrico induzido por HCI / 50%-aéreas-
Acido clorogénico 1 ilensi. -
g Solidago chilensis EtOH em ratos 100 - 300 McOH BARROS et al., 2016
Vernonia Gastrico induzido por etanol em 100 88%-sementes- DOGRA, KUMAR E
anthelmintica ratos DCM KUMAR et al., 2020
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Tabela 1-Estruturas dos compostos apontados como responsaveis pela atividade gastroprotetora das espécies de Asteraceae (continua).

, . . ) : Doses Inibi¢bes-Partes da N
Compostos Espécies Ensaios experimentais (mgke!) planta-Extrato Referéncias
Achillea millefolium |~ GSTIC0 MAUZAOPOT |55 350 | g10/ a¢reas-Eron | BITTENCOURT efal,
etanol em ratos 2010
o OR; L. .
Ho I RONANOR | dchillea millefolium | GSTIC0 IMAVZAAOROT |06 300 | 9004 agreas 0 | CAVALCANTIefal.
etanol 2006
HO Cafeoil "OR4
' R . e .
Ry~R, = H; Ry=R, = Cafeoil Achyroclines Gistrico induzido por | 140 500 | 8%-asreas-H:0 | SANTIN et al., 2010
R,=R, = H; R,=R; = Cafeoil satureoides etanol
R Gastrico induzido por DIB; EZZAHRA;
; ) . Artemisia campestris P 100 90%-aéreas-H,O | ALAOUI-FARIS et al.,
Ac. 3.4-di-cafeoilquinico etanol em ratos
. » PP 2019
Ac. 3.5-di-cafeoilquinico . .
Ac. 4.5-di-cafeoilquinico | Baccharis illinita I“‘blgag(;g;iizcre‘?ao 3-100 | 80%-aéreas-CHCl3 | FREITAS er al., 2008
Vernonia Gastrico induzido por 100 88%-sementes- DOGRA, KUMAR E
anthelmintica etanol em ratos DCM KUMAR et al., 2020
R
0, ‘\\\”\,07(\/@
0
> . e .
Parastrephia Gastrico induzido por HCI1 20 76%-aéreas-EtOH | ARDILES et al., 2018
R=H quadrangulares / EtOH em ratos
R=OH

Tremetonas
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Tabela 1-Estruturas dos compostos apontados como responsaveis pela atividade gastroprotetora das espécies de Asteraceae (continua).

Doses Inibicdes-
Compostos Espécies Ensaios experimentais 1 Partes da Referéncias
(mg.kg™) lanta.
planta-Extrato
Lactonas
sesquiterpénicas
0 OAc
Micrantina
OAc
AcO” Y7 Y
N Achillea Gastrico induzido por etanol 45%-aéreas- ABD-ALLA et al.,
0 . . 100
Sintenina biebersteinii em ratos AcOEt 2016

0o
0o
~YoH

4p,100-dihidroxi-50.7,

8BH-guaia-1,11(13)dien-

12,8a-o0lida
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Tabela 1-Estruturas dos compostos apontados como responsaveis pela atividade gastroprotetora das espécies de Asteraceae (continua).

Inibi¢des-Partes

Compostos Espécies Ensaios experimentais Doses_l da planta- Referéncias
(mg-kg™) Extratos
Diterpenos
L . . SCHMEDA-
I o/ _ -
Solidago chilensis Gstrico induzido por HCI/ 50 -200 75%-rizoma HIRSCHMANN et al.,
etanol em ratos CHCI3 2002

3B-Hidroxisolidagenona




Tabela 1-Estruturas dos compostos apontados como responsaveis pela atividade gastroprotetora das espécies de Asteraceae (continua).

65

Inibigoes-
L . . . Doses Partes da A
Compostos Espécies Ensaios experimentais (mgke™) planta- Referéncias
Extratos
. . . SCHMEDA.-
. 0 -
Solidago chilensis | 085trico induzido por HCL/ g 550 | 75%-rizoma- | e o rANN ef
. S etanol em ratos CHCI; 4l 2002
* OH .

Solidagen-60-0l

- OH

Solidagen-6[3-ol
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Tabela 1-Estruturas dos compostos apontados como responsaveis pela atividade gastroprotetora das espécies de Asteraceae (continua).

Inibi¢des-Partes

Compostos Espécies Ensaios experimentais Dosesil da planta- Referéncias
(mg.kg™) Extratos
. . . SCHMEDA-
. 0 -
. Solidago chilensis Gistrico induzido por HCI/ 50 -200 75%-rizoma HIRSCHMANN et
. = EtOH em ratos CHCI;
~ OAc al., 2002
6a-Acetoxisolidagenona
R H Parastrephia Gastrico induzido por HC1/ 20 19%-aérea- ARDILES et al.,
Bacchalineol quadrangularis EtOH em ratos EtOH 2018
R=OH
R= Ac. 18-O-malénico
R= Ester metilico de 18-O-malonato
R= Ester etilico de 18-O-malonato
e . 0 s
Egletes viscosa Gastrico induzido por etanol em 25_50 63%-capitulos GUEDES et al., 2002

Tanabalina

ratos

florais




Tabela 1-Estruturas dos compostos apontados como responsaveis pela atividade gastroprotetora das espécies de Asteraceae (conclusao).

_ Ensaios Inibi¢des-Partes da ‘
Compostos Espécies ' . Doses (mg.kg™!) Referéncias
experimentais planta-Extratos
79%-capitulos GUEDES et al.,
y y y o _ 25-100 ‘
\ N Gastrico induzido florais 2008
CO,H 0 Egletes viscosa
Acido centipédico por etanol em ratos 55 - 50 49%-capitulos GUEDES et al.,
florais 2002
Cumarinas
AN
: o L ° Gastrico induzido MAJOULI
. o . . et
Cumarina (2H-1- Hertia cheirifolia |, 4C1 / EtOH em 50 - 100 88%-raizes-MeOH o1
al.,

benzopirano-2-ona)

ratos

67
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4.5 Metaboldmica

A metabolomica compreende a andlise abrangente e quantitativa do metaboloma de
um sistema biologico. Poderosos métodos analiticos eficientes, como cromatografia liquida de
alta eficiéncia, espectrometria de massas de alta resolu¢do, e programas computacionais
capazes de processar grandes conjuntos de dados analiticos gerados viabilizaram o rapido
desenvolvimento da metaboldmica. Os metabolitos sdo produtos intermediarios ou finais do
metabolismo em uma amostra bioldgica. O conjunto de todos os metabolitos de baixa massa
molecular (at¢ 1500 Da), presentes ou alterados em um sistema bioldgico ¢ chamado de
metaboloma. Muitos desses compostos também sdo chamados de produtos naturais (PNs) e
historicamente t€ém sido uma fonte importante de moléculas na descoberta de medicamentos,
aromatizantes, alimentacdo, devido a sua a¢gdo em muitos alvos farmacologicos (FIEHN, 2001;
WOLFENDER et al., 2013).

Existem duas abordagens analiticas utilizadas para a andlise dos metabolitos:
metabolomica ndo direcionada (do inglés, untargeted metabolomics) e metabolomica
direcionada (do inglés, targeted metabolomics) (LOPES et al., 2020; NAUSHAD; KHAN,
2014).

A abordagem mais tradicional da metabolomica direcionada (targeted
metabolomics) consiste na andlise de um grupo de metabdlitos de interesse previamente
definidos. Por outro lado, na metaboldmica nao direcionada (untarget metabolomics) permite
avaliar todo o conjunto de substancias de modo insdiscriminado. A Figura 6 demonstra, através
de um fluxo de informagdes, os requerimentos basicos para o desenvolvimento de um

experimento em metabolomica (CANUTO et al., 2018).

Figura 6 - Etapas envolvidas nas analises metabolémicas.

Metabolémica niao direcionada

G »‘- JA\‘J\ - ‘t; "M = ‘1

Coleta ¢ Atividade

biologica

Anilise Processamento X Selegio de
Analise ol
s metabolitos
estatistica

preparo de o
Pro instrumental de dad
amostra ¢ dados

Metabolémica direcionada

M NS '» " “; - zf :

v

Selegio de Coleta e Anilise
metabolitos preparo de instrumental Processamento Analise
amostra de dados estatistica

Atividade
biologica

Fonte: Adaptado de CANUTO et al., 2018.
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A quantidade de dados adquiridos impde um grande desafio analitico no
mapeamento completo da constituigdo metabodlica de um organismo bioldgico, uma vez que
existe uma grande diversidade quimica de metabdlitos, com diferentes funcdes biologicas e
com niveis de concentragdes diferentes. Sendo assim, ¢ importante enfatizar que atualmente
nao ¢ possivel encontrar uma Unica técnica analitica capaz de promover a identificacdo e
quantificacdo de todo o metaboloma de um determinado sistema bioldgico (CANUTO et al.,
2018; FUNARI et al., 2013; SUSSULINI, 2017). A maioria dos experimentos em
metabolomica combina ferramentas analiticas de detec¢do e separagdo, com o objetivo de
minimizar as deficiéncias individuais das ferramentas analiticas. Dentre as combinac¢des mais
comuns estdo as técnicas de separagdo cromatografica (cromatografia liquida e gasosa)
acopladas a detectores de ultravioleta ou espectrometria de massas. Além disso, a ressonancia
magnética nuclear (RMN) também vem sendo empregada para a elucidagdo estrutural, bem
como nos estudos de extratos brutos de alta complexidade (LOPES et al., 2020).

Neste trabalho, as duas abordagens metabolomicas, direcionada e ndo direcionada,
foram aplicadas na investigagdo dos metabolitos de E. viscosa. Em todos os casos, as
abordagens contemplaram uma visao global da composi¢do quimica visando a discriminagao,

quantificacdo e identificagdo dos seus constituintes no material vegetal.

4.6 Técnicas analiticas utilizadas em estudos metaboldémicos

4.6.1 Métodos de validacéo

A necessidade de se mostrar a qualidade das medi¢des dos analitos, através de sua
eficiéncia, reprodutibilidade e confiabilidade, esta sendo cada vez mais reconhecida e exigida.
Dados analiticos nao confidveis podem conduzir a decisdes desastrosas e a prejuizos financeiros
e académicos irrepardveis. Para garantir que um novo método analitico gere informagdes
confiaveis e interpretdveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliacio denominada
validagdo. A validacdo de um método ¢ um processo continuo que comega no planejamento da
estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento. Para registro de novos
produtos, todos os o0rgdos reguladores do Brasil, e de outros paises, exigem a valida¢ao de
metodologia analitica e, para isso, a maioria deles tem estabelecido documentos oficiais que
sdo diretrizes a serem adotadas no processo de validagcdo (CASSIANO, 2009; RIBANI, 2004).

Neste trabalho foi desenvolvido um método de quantificagdo dos principios ativos

correspondentes as classes: flavonoide e diterpenos. Geralmente, a quantificacdo de flavonoides
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¢ realizada por cromatografia liquida de alta resolugdao (CLAE), acoplada a deteccao por
Ultravioleta/Arranjo de diodo (UV/Vis / UV/DAD) e, mais recentemente, a espectrometria de
massas (EM). A deteccdo por UV/DAD ¢ eficiente e seletiva para flavonoides. Devido ao seu
carater aromatico conjugado, os flavonoides absorvem fortemente a luz ultravioleta em
comprimentos de onda longos (faixas de 240-550 nm) (RIUKE et al., 2006; VILLIERS;
VENTER; PASCH et al., 2016). Por outro lado, a andlise de diterpenos ¢ realizada em
comprimentos de onda mais curtos (205-230 nm) devido a auséncia de grupos cromoforos,
resultando em baixa sensibilidade (JOSHI, 2012). Dessa maneira a espectrometria mostra-se
uma técnica apropriada, uma vez que fornece informagdes estruturais sobre a férmula molecular
e/ou padrdo de fragmentacdo, além de alta sensibilidade. Além disso, essa técnica tem sido
refor¢ada pela sua hifenagdo com cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE-EMAR), que

¢ atualmente a técnica de separagdo mais eficiente (VILLIERS; VENTER; PASCH et al., 2016).

4.6.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho Préximo (1Vp)

Algumas técnicas espectroscopicas possuem o diferencial de realizar medidas
analiticas de maneira ndo destrutiva, e dentre elas se destaca a espectrometria no infravermelho
proximo (do inglés, Near Infrared — IVp). Essa técnica permite o desenvolvimento de métodos
nao invasivos, rapidos, com baixo impacto ambiental (com o minimo de reagentes/solventes) e
baixo custo (ALVES-FILHO et al., 2019; SHAWKY; EL-KHAIR; SELIM, 2020).

A regido do infravermelho compreende a radiagdo -eletromagnética com
comprimento de onda de 780 a 1.000.000 nm, sendo dividida em trés sub-regides:
Infravermelho proximo IVp (780-2.500 nm), infravermelho médio (2.500-50.000 nm) e
infravermelho distante (50.000-1.000.000 nm) (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2009).

A analise IVp produz um espectro eletromagnético (reflectancia ou transmitancia),
em que o comprimento de onda depende dos processos de espalhamento e de absor¢do de
acordo com as composi¢des quimicas: grupos funcionais moleculares e ligagdes C-H, N-H, S-
H ou O-H (ALVES-FILHO et al., 2019b; QUINTELAS et al., 2019; BLANCO, 2005).

Devido as bandas espectrais no IVp serem largas e na maioria das vezes sobrepostas
torna-se necessaria a aplicagcdo de técnicas matematicas e estatisticas de analise e calibracao
multivariada que extraiam as informag¢des contidas nesses dados espectrais (ALVES-FILHO et
al., 2019b; TAHIR et al., 2019; TSUCHIKAWA et al., 2007; DING et al., 2017).

As primeiras aplicagdes analiticas desta técnica ocorreram no final da década de 50

e a primeira aplicacdo importante foi na década de 60, quando Karl Norris iniciou o seu
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emprego no estudo de matrizes complexas de origem natural, como os de produtos
agroindustriais. A partir deste momento, o interesse pela espectrometria IVp cresceu
notavelmente e esta técnica foi reconhecida como uma poderosa ferramenta para analises quanti
e qualitativas de parametros quimicos e fisicos (TSUCHIKAW, 2007; KAROUI,
BAERDEMAEKER, 2007; SHAWKY; EL-KHAIR, SELIM, 2020). Sua propagacao nas mais
variadas areas de atuacao pode ser atribuida principalmente a sua habilidade para processar
amostras solidas com minima, ou nenhuma, manipulacao analitica e a sua compatibilidade com
sondas de fibra dptica como transmissores de sinais, os quais permitem analises in situ e online.
Além dessas caracteristicas, as metodologias baseadas na espectroscopia IVp possuem as
seguintes propriedades inerentes: andlise simultanea de varios pardmetros; ndo invasivas;
possuem alta velocidade de processamento das informagdes e rapido fornecimento de
resultados quantitativos; ndo consomem reagentes quimicos nocivos ao meio ambiente; sao
menos laboriosas e de baixo custo (ALVES-FILHO et al., 2019; JINTAO ¢ al., 2018).
Portanto, nos ultimos anos esta técnica vem se consolidando como um método
alternativo, ndo-invasivo e de facil operagdo, devido sua utilizacdo na identificacdo de espécies
vegetais (WANG et al. 2018), andlise de origem geografica (YANG et al. 2018), analise
quantitativa (CHEN et al. 2018; SUN et al. 2019), deteccdo rapida (JINTAO et al. 2018),

detecgdo de adulteragdo e monitoramento online (XU et al. 2012).

4.6.3 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A RMN ¢ um fendmeno, que pode ser observado para qualquer &tomo que contenha
spin nuclear diferente de zero (I # 0). Esses atomos possuem propriedades giromagnéticas
intrinsecas, devido a seus momentos angulares e magnéticos, que os fazem detectdveis por
RMN. Todos os metabdlitos podem apresentar em suas estruturas atomos de hidrogénio,
carbono, nitrogénio, oxigénio e/ou fosforo. Esses elementos tém alguns isdtopos com / # 0,
sendo os isétopos 'H, °C, >N e P os mais importantes. O isétopo de hidrogénio de massa

atdmica igual a 1, o 'H, é o mais utilizado, devido a sua sensibilidade e sua elevada abundancia
natural (99,98 %) (PAIVA, 2010).

A RMN ¢ uma técnica qualitativa e quantitativa altamente reprodutivel e nao
seletiva, ou seja, ndo depende das caracteristicas quimicas dos compostos observados, como
polaridade e acidez. Em metabolomica, experimentos de RMN uni- e bidimensionais vem

sendo extensamente empregados devido a sua alta reprodutibilidade e facil preparo de amostras,



72

fornecendo informagdes a respeito da estrutura de diferentes compostos.

Em geral, a analise por RMN tem uma grande vantagem em relagdo a outras
técnicas, pois € ndo destrutiva e ndo requer o uso de substancias de referéncias de alto grau de
pureza para obtencao de concentracdo dos compostos, as quais sdo necessarias para EM ou
condigdes cromatograficas (fase estacionaria, fase movel, temperatura) (FREITAS et al., 2018).

A primeira anélise quantitativa de uma mistura por RMN de 'H foi relatada em 1963
por Hollis (HOLLIS et al., 1963; GIRAUDEAU, 2017). Desde entdo, varios desenvolvimentos
metodoldgicos aumentaram a faixa de aplicagdo do RMN quantitativo, que tem sido cada vez
mais utilizado em uma variedade de aplicagcdes como produtos farmacéuticos, produtos naturais,
metabolomica, ciéncia de alimentos, etc.

Nas ultimas décadas, a RMN tem sido aplicada majoritariamente a estudos
metabolomicos ao possibilitar a analise simultinea de diversos grupos de metabolitos
secundarios. Dentre as inumeras aplicacdes destaca-se a discriminagdo, autenticacdo e
avaliagdo da qualidade de fitoterdpicos e alimentos (ALVES-FILHO et al., 2019; DIEHL et al.,
2020).

Além disso, a poderosa combinagdo de RMN e quimiometria permite a avaliacao
qualitativa e quantitativa de produtos organicos como um todo ou, em outras palavras, sem
processos de separacdo quimica prévia (MONAKHOVA et al., 2015). Geralmente, visam
abordar trés objetivos principais diferentes: simplificagdo de conjuntos de dados complexos,
por exemplo, andlise de componentes principais (PCA); classificacdo de objetos para definir
suas caracteristicas qualitativas (andlise discriminante); ou predicdo quantitativa da
concentracdo de analitos usando técnicas de regressdo multivariada (DIEHL et al., 2020).

Portanto, alguns requisitos importantes relacionados a analise de RMN (parametros
de aquisi¢ao e processamento) devem ser levados em consideracao para reduzir o erro analitico
e produzir resultados confidveis o ajuste preciso do transmissor na sonda de RMN; calibragdo
do pulso rigido a 90° para fornecer a intensidade maxima do sinal a uma temperatura estavel;
relaxamento total da rotagao apds o pulso de 90°, o tempo de aquisi¢ao somado ao intervalo de
relaxacdo deve ser mais de sete vezes o tempo de relaxamento longitudinal mais longo (77) do
nicleo de protons ('H), que para uma molécula orginica de tamanho médio (massa de um
algumas centenas) ¢ de 0,5-5,0s, dependendo da concentracdo da amostra, viscosidade,
temperatura e solvente (RIGGER et al., 2017); e, por fim, o perfil de saturag¢do para supressao
de 4gua deve ser avaliado para aumentar o ganho (gain) permitindo, consequentemente, maior
e melhor deteccao e andlise de metabolitos. Esses requisitos devem ser considerados em todos

os estagios do desenvolvimento metodolégico no RMNq 'H (ALVES-FILHO; ALEXANDRE;
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FERREIRA, 2015).

4.6.4 Espectrometria de massas (EM)

A combinagdo da cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE), acoplada a
espectrometria de massa de alta resolugdo (EMAR), ¢ a técnica analitica de separagdo mais
eficiente para aquisicdo de perfis cromatograficos atualmente, podendo ser acoplada a
diferentes analisadores e detectores. Em metabolomica, essa técnica se tornou especialmente
importante a partir do inicio dos anos 90 apos o seu acoplamento a fontes de ionizacdo em
pressdo atmosférica (electrospray - ESI). A ESI é o método de escolha para a maioria dos
estudos metabolomicos, permitindo a formagao de espécies protonadas, desprotonadas e adutos.
Com o desenvolvimento dos analisadores do tipo tempo de voo e Orbitrap, por exemplo, foi
possivel obter espectros em alta resolugdo ¢ a determinagdo de formulas elementares a partir
dos valores de massa/carga (m/z) dos ions detectados, auxiliando o processo de identificagdo e
quantificagdo de metabolitos (ESTEKI; SHAHSAVARI, 2020; AYDO, 2020; FORCISI et al.,
2013; FUNARI et al., 2013; MOCO et al., 2007).

Na literatura encontram-se diversos estudos com extratos de plantas a partir de
métodos desenvolvidos para obter o perfil metabolico levando a identificagdo de substancias.
Além disso, o uso de analise multivariada de dados permite, ainda, o agrupamento de amostras
por semelhancas na produg¢do de metabolitos especiais selecionados (PEERAPATTANA,
OTSUKA 2013; DING et al., 2015; NIKAM et al., 2012; SMILLIE E KHAN, 2009).

4.6.5 Cromatografia gasosa (CG-EM)

A CG-EM ¢ uma das técnicas de andlise mais empregadas em estudos
metabolomicos, apresentando alta robustez e reprodutibilidade. Essa técnica requer que os
analitos sejam volateis e termicamente estaveis, condi¢des que excluem muitos metabolitos
secundarios importantes das plantas. Entretanto, grande parte dos metabdlitos que compdem o
metaboloma podem ser derivatizados, para que se tornem volateis a baixas temperaturas
(CANUTO et al., 2018; DETTMER-WILDE; ENGEWALD, 2014; SUSSULINI, 2017;
YULIANA et al., 2013). Todavia, o uso da CG-EM em metabolomica apresenta uma grande
vantagem, resultante da construcdo de espectrotecas, conferindo alta credibilidade na

identificacao dos metabolitos, que combina a informagao de tempo de retencao e o padrao de
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fragmentacao obtido, em decorréncia da ionizagdo por impacto de elétrons sob uma energia
padronizada de ionizacao (usualmente 70 eV) (CANUTO et al., 2018; DETTMER-WILDE;
ENGEWALD, 2014; SUSSULINI, 2017).

4.6.6 Microextracdo em Fase Solida (MEFS)

A MEFS baseia-se no equilibrio de analitos entre uma fibra de silica fundida, ou
uma fibra recoberta com um polimero nado-volatil (equilibrio de adsor¢ao e partigdo,
respectivamente), € a matriz amostral. A fibra, responsavel pela extragdo, fica protegida no
interior de uma agulha, adaptada em um dispositivo chamado holder, sendo exposta pela
movimentagdo de um &émbolo. A altura (comprimento) da agulha pode ser de acordo com a
finalidade ou local onde se deseja inseri-la (BHAVYA; RAVI; NAIDU, 2019; BELLIARDO et
al., 2006).

Caso seja necessario, as fibras podem ser substituidas, por motivos de desgaste, ou
para que se empregue outro tipo de polimero, de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas
do(s) analito(s).

A hidrodestilagao ¢ uma das técnicas mais comuns usadas para o isolamento de
Oleos essenciais de plantas. No entanto, ¢ uma abordagem destrutiva e demorada, exigindo
grandes quantidades de amostra. Além disso, longos periodos de tempo em aquecimento levam
a destrui¢do de compostos sensiveis, formacgdo de artefatos e oxidagcdo dos compostos. Neste
sentido, a microextracdo em fase solida pode ser uma alternativa valiosa, pois sdo necessarias
pequenas quantidades de amostra e evita-se a degradacao térmica e a contaminagdo por solvente
dos componentes quimicos volateis (BELLIARDO et al., 2006; MESQUITA et al., 2017).

A MEFS difere das outras técnicas de extracdo para amostras aquosas pelo menor
tempo de andlise e pela nao utilizagdo de solventes. Em relag@o as outras, ¢ uma técnica simples,
rapida e de facil manuseio, além da vantagem da utilizag¢do de pequenas quantidades de amostra,
podendo ser aplicada para a extragdo de volateis de plantas medicinais, alimentos, amostras
biologicas e culturas de fungos. Entretanto, embora seja uma técnica versatil, as condigdes de
extracdo devem ser otimizadas para cada tipo de amostra. Neste caso, os principais parametros
a serem avaliados sdo modo de extra¢do (“headspace” ou imersdo direta na amostra liquida),
tipo de fibra, tempo de exposi¢do da fibra, tempo de equilibrio, pH, velocidade de agitagao,
concentracao idnica, temperatura ¢ volume da amostra (BHAVYA; RAVI; NAIDU, 2019;
RAFIEIOLHOSSAINIA, 2012).
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4.6.7 Anélise estatistica

O grande volume e alta complexidade de dados produzidos em estudos
metabolomicos tornaram impossivel tratar as informacdes manualmente, por isso varias
ferramentas e softwares de informatica foram desenvolvidos para ajudar no processamento de
dados, de modo a evitar erros ¢ manter a integridade das variagdes biologicas investigadas
(BOUFRIDI; QUINN, 2016; HU; XU, 2013; MOCO et al., 2007). Nesse contexto, as
ferramentas quimiométricas sao utilizadas com o objetivo de reduzir o dimensionamento do
conjunto de dados, sem perder a qualidade das informagdes geradas nas analises metabolomicas.

A andlise estatistica ¢ utilizada para extrair informagdes relevantes dos dados,
através de métodos de analise multivariada, e univariada. As analises estatisticas multivariadas,
também denominadas de métodos de reconhecimentos de padrdes, sdo recomendadas para a
classificagdo e discrimina¢ao de entidades ou metabolitos responsaveis por diferenciar os
grupos de amostras, além disso, também sdo utilizadas para correlacionar um perfil metabolico
a uma determinada atividade bioldgica (CANUTO et al., 2018; FUNARI et al., 2013). Nas
analises univariadas, as varidveis de estudo (metabolitos) sdo avaliadas separadamente e, ao
contrario dos métodos multivariados, sdo desprezadas as relagdes entre elas. Testes estatisticos
como ANOVA e teste ¢ de Student sdo frequentemente utilizados. Por outro lado, as ferramentas
de andlises estatisticas multivariadas empregadas para a andlise de dados de perfis dos
metabolitos podem ser classificadas como abordagens nao supervisionadas e supervisionadas
(FUNARI et al., 2013; THEODORIDIS et al., 2012).

Nos métodos supervisionados, cada amostra analisada provém de uma classe pré-
estabelecida, e essa informacdo € utilizada durante a analise dos dados e na constru¢ao dos
modelos de classificagdo. Em contrapartida, os métodos ndo supervisionados ndo fazem uso
dessa informacgdo e, portanto, ndo requerem nenhum conhecimento prévio a respeito da
classificagdo das amostras. De modo que as mesmas sdo naturalmente agrupadas com base nas

informagdes contidas nos dados experimentais (FERREIRA, 2015).

4.6.8 Métodos nao supervisionados de analises de dados

De um modo geral, inicialmente sdo utilizados os métodos ndo supervisionados,
também designados de métodos exploratorios, com a finalidade de reduzir a dimensionalidade
dos dados e fornecer uma visdo geral da separagdo, formacdo de conglomerados de dados

(clusters) e/ou detectar amostras andmalas (outliers) (FUNARI et al., 2013; THEODORIDIS
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et al., 2012). A finalidade principal € reunir as amostras de tal modo que aquelas pertencentes
a um mesmo grupo sejam mais semelhantes entre si. A ideia ¢ maximizar a homogeneidade
interna, dentro dos grupos, e maximizar a heterogeneidade entre grupos. Sendo assim, alguns
algoritmos foram desenvolvidos para elaborar graficos que representem a maior quantidade
possivel das informacdes contidas em um conjunto de dados analiticos (CORREIA;
FERREIRA, 2007). Dentre os métodos nao supervisionados mais utilizados, tem-se a analise
de componentes principais (PCA, do inglés, principal component analysis) e a analise
hierarquica de agrupamentos (HCA, do inglés, hierarchical cluster analysis) (CANUTO et al.,
2018; SOUZA; POPPIL, 2012; FUNARI et al., 2013; THEODORIDIS et al., 2012).

PCA ¢ o método ndo supervisionado mais empregado nos estudos metabolomicos.
Sua utiliza¢do visa reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados original, preservando a
maior quantidade de informagdes (varidncia) possiveis. Essa redugdo ¢ obtida por meio do
estabelecimento de novas variaveis ortogonais entre si, denominadas componentes principais
(PCs). Organizadas em ordem decrescente de importancia, as PCs sdo combinagdes lineares
das variaveis originais. Os graficos obtidos representam as amostras em um sistema cartesiano
onde os eixos sdo as PCs (BOUFRIDI; QUINN, 2016). Através da interpretacdo dos graficos ¢
possivel verificar quais dos parametros analisados (variaveis) sdo os principais responsaveis
pela formagao dos grupos de amostras. A avaliagdo das PCs pode auxiliar no estabelecimento
de uma assinatura quimica particular para cada grupo de amostras segregado ap6s a PCA. Esse
¢ o objetivo principal dos estudos de reconhecimento de padrdes, que busca encontrar uma
maneira de relacionar a identidade de uma amostra com suas caracteristicas quimicas (SOUZA;
POPPI, 2012).

A andlise de componentes principais tem sido utilizada em dados espectroscopicos
ou espectrométricos, como CLAE-DAD, CLAE-DAD-EM ou RMN 'H, sendo aplicado
principalmente para discriminacdo de amostras submetidas a diferentes condigdes genéticas e
ambientais (SOUZA; POPPI, 2012).

A andlise hierdrquica ¢ util para reduzir a dimensionalidade de conjunto de dados
de grande porte, principalmente quando se tem muitos conjuntos de amostras e/ou variaveis,
permitindo um grande numero de amostras que possam ser agrupadas por suas semelhancgas
(FERREIRA, 2015). HCA busca agrupar as amostras em classes, baseando-se na similaridade
dos participantes de uma mesma classe e nas diferencas entre os membros de classes distintas.
A representagdo grafica obtida ¢ denominada de dendrograma, um grafico bidimensional
independentemente do nimero de variaveis do conjunto de dados (PILON et al., 2020).

A andlise hierarquica tem sido extensamente empregada na quimica de produtos
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naturais para a quimiotaxonomia de amostras, permitindo a classificagdo genética de espécies
de plantas e microorganismos baseados no perfil quimico de cada espécie (CANUTO et al.,
2018; SOUZA; POPPIL 2012; PILON et al., 2020).

Tanto HCA quanto PCA permitem a interpretagdo multivariada de conjuntos de
dados, grandes e complexos, por meio de graficos bi ou tridimensionais. Estes graficos
apresentam informagdes que expressam as inter-relagcdes que podem existir entre as variaveis,
facilitando a interpretagdo multivariada do comportamento das amostras (CANUTO et al., 2018;

SOUZA; POPPI, 2012; PILON et al., 2020).

4.6.9 Métodos supervisionados de analises de dados

Nas andlises supervisionadas, selecionam-se uma série de amostras representativas
de cada grupo para as quais as medidas experimentais sdo coletadas e o padrdo de cada um
deles ¢ definido. Nesses métodos, as informacgdes a respeito das amostras ¢ que supervisionam
o desenvolvimento dos critérios de discriminagdo que serdo utilizados para fazer o
reconhecimento ¢ a consequente distingdo de novas amostras (CORREIA; FERREIRA, 2007).
Normalmente, os métodos supervisionados de andlises sdo executados posteriormente aos
métodos ndo supervisionados. Esses métodos sdo concebidos com o objetivo de melhorar a
separagdo entre os grupos obtidas nas andlises exploratorias. Em suma, o uso dos métodos
supervisionados tem por objetivo obter a maxima distingdo dos grupos de amostras e entender
quais variaveis sao responsaveis por esta distingdo (THEODORIDIS et al., 2012). Os métodos
supervisionados de analises mais utilizados em estudo metaboldmicos sdo anélise discriminante
por minimos quadrados parciais ou proje¢do para estruturas latentes (PLS-DA, do inglés,
projection to latent structures ou partial least squares discriminant analysis) € minimos
quadrados parciais ortogonais ou projecdes ortogonais para estruturas latentes (OPLS-DA, do
inglés, orthogonal projection to latent structures ou orthogonal partial least squares
discriminant analysis) (CANUTO et al., 2018; CORREIA; FERREIRA, 2007;
THEODORIDIS et al., 2012).

O método consiste em um vetor Y que representa os valores das classes em relagao
ao vetor X (conjunto de dados). O modelo gerado tem como pardmetros o R?, que mede a
adequag¢do do modelo para o conjunto de dados, enquanto Q* e PRESS (Soma dos Quadrados
dos Erros Residuais de Previsao) sao utilizados para avaliar o capacidade de predigao do modelo
(validagdo), sendo recomendado o uso de dupla validacao cruzada.

O OPLS-DA foi introduzido como uma melhoria do método PLS-DA para
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discriminar dois ou mais grupos de amostras. O algoritmo OPLS-DA melhora a capacidade
preditiva, devido a corre¢do de sinal ortogonal para distinguir as variagdes nos dados que sao
uteis para a predicdo de uma resposta (THEODORIDIS et al., 2012; WESTERHUIS et al.,
2010).

A literatura relata trabalhos com os métodos (PLS-DA e OPLS-DA) para classificar
e discriminar espécies, autenticar materiais vegetais e na identificagao de marcadores quimicos

(SUD et al., 2016; WISHART, 2016; ZHANG et al., 2019).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validagdo do Método Analitico

5.1.1 Otimizagao das condicdes de separacédo CLUE-EMAR e CLUE-QDa

No primeiro passo para o desenvolvimento do método, os padrdes (ternatina,
tanabalina e acido centipédico), conforme apresentados na Figura 7, foram analisados no
sistema CLUE-EMAR para estabelecer parametros de ionizag¢dao e identificagdo molecular,
conforme apresentado nas Figuras 8 e 9, p. 80. A melhor ionizagdo foi alcancada no modo
positivo [M+H]*. No modo negativo, esses compostos foram detectados em baixa intensidade,
juntamente com picos adicionais de compostos interferentes. Posteriormente, o método foi
transposto para o sistema CLUE-QDa para analise em modo de varredura completa como
observado na Figura 10, p. 81. Em seguida, o método CLUE-QDa foi otimizado ajustando-o ao
modo de monitoramento de ions selecionados (MIS), que abreviou o tempo de corrida de 19
para 10 min. Assim, apenas as m/z dos ions mais abundantes dos analitos foram selecionadas
para serem detectadas nos intervalos de tempo especificos, resultando em maior sensibilidade

e seletividade.

Figura 7 - Estrutura dos compostos bioativos de E. viscosa: ternatina (1); tanabalina (2) e acido
centipédico (3).
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Figura 8 - Cromatogramas CLUE-EMAR dos padrdes (C = 100 ppm) em modo negativo: (A)

ternatina, (B) tanabalina e (C) &cido centipédico e em modo positivo (D) ternatina, (E)
tanabalina e (F) &cido centipédico.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 9 - Espectros ESI no modo positivo dos padrdes analiticos de (A) ternatina, (B)
tanabalina e (C) &cido centipédico.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Os ions quantitativos de ternatina e &acido centipédico foram os seus ions
precursores com m/z 375,1 (t-= 0,76 — 2,76 min) e m/z 317,2 (t- = 5,00 - 7,00 min). Por outro
lado, quantificou-se a tanabalina a partir de seu ion-fragmento de m/z 313,2 (t. = 2,10 — 4,10)
correspondendo a perda de 4cido acético [M+H-60]", o qual mostrou-se mais abundante que
seu respectivo ion precursor, por isso foi adotado como ion de quantificagdo. Conforme

apresentado na Figura 10.

Figura 10 - Cromatogramas CLUE-QDa em modo de varredura completa (210-400 nm) dos
padr@es analiticos: (A) ternatina, (B) tanabalina e (C) acido centipédico.
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.2 Seletividade

O método CLUE-QDa-MIS mostrou uma boa seletividade para os ions monitorados
uma vez que os sinais cromatograficos dos padrdes foram bem resolvidos em seus respectivos
intervalos e avaliados através da andlise de amostras em branco e amostras fortificadas. O
Monitoramento de fons Selecionados (MIS) permite que o espectrometro de massas detecte
compostos especificos com alta sensibilidade. No modo MIS, o instrumento ¢ configurado para

reunir dados em massa de interesse, na qual o sinal cromatografico ¢ atribuido a um s6 analito.
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Dessa maneira, tem-se uma maior seletividade e sensibilidade nas analises dos compostos, onde
a presenc¢a do analito na amostra ¢ constatada pela analise do espectro de massas do mesmo em
seu respectivo intervalo de monitoramento. Devido a essa elevada seletividade, os efeitos de
possiveis interferentes provenientes de componentes presentes na matriz sdo minimizados. A

Figura 11 mostra os cromatogramas no modo MIS da infusdo dos capitulos florais.

Figura 11 - Cromatogramas CLUE-QDa MIS da infusdo de capitulos florais (Ev017): (a)
ternatina; (b) tanabalina e (c) &cido centipédico. (a)
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Fonte: Elaborada pela autora.
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5.1.3 Linearidade

No estudo inicial de avaliagdo da linearidade do método foram obtidos os valores
dos parametros “a” (coeficiente angular), “b” (coeficiente linear), e o coeficiente de correlacao
linear (R), por meio do método dos minimos quadrados proveniente das injecdes
cromatograficas das solu¢des padrao dos analitos no solvente e na matriz, plotou-se as
concentragdes conhecidas (x;), contra as respostas do sistema cromatografico (y;). Desse modo,
a curva de calibragdo que melhor representa o conjunto de pontos obtidos (x;, y;), mediante o
uso do método dos minimos quadrados, fornece a equagcdo com a melhor linha reta entre o
conjunto de pontos (x;, i) (SKOOG, WEST, HOLLER, 2005).

Os valores dos coeficientes de correlacdo (R) das curvas analiticas construidas com,
ou sem superposi¢ao de matriz revelaram-se adequados para os compostos estudados, conforme

Tabelas 2 € 3.

Tabela 2 - Resultados obtidos para as curvas analiticas dos compostos construidas sem
superposicao de matriz (solvente) por CLUE-QDa-MIS.

Composto Equacio (y=ax=b) R Intervalo Linear
(ng L)
Ternatina y =274,39x - 1886 0,9997 25-500
Tanabalina y=29,127x -158,5 0,9981 75 -1000
Acido centipédico y=7,0681x + 372,53 0,9973 75 - 1000

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 3 - Resultados obtidos para as curvas analiticas dos compostos construidas com
superposicao de matriz (extrato) por CLUE-QDa-MIS.

Composto Equacio (y =ax=b) R Intervalo Linear
(ng L)
Ternatina y =175,05x — 558,61 0,9991 25 -500
Tanabalina y=8,56x + 1728 0,9953 75 —1000
Acido centipédico y=2,35x+367,35 0,9976 75 - 1000

Fonte: Elaborada pela autora.

No que diz respeito a faixa linear, ou seja, intervalo que melhor compreende a
capacidade do método de fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracdo do
analito, observa-se que o intervalo linear adequado para boa parte dos compostos tanto na

matriz quanto no solvente estd compreendido de 25 a 1000 pug L',
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5.1.4 Teste de homocedasticidade

A homocedasticidade ¢ uma caracteristica da calibragdo que esta relacionada com
a homogeneidade das variancias dos residuos em cada nivel de concentragdo. A distribuicao
dos residuos ao longo dos valores de x pode ser verificada pelos graficos de residuos d, em
funcdo de x (valores dos niveis de concentracao p da calibragao). A representagdo grafica desses

valores pode ser verificada na Figura 12.

Figura 12 - Graficos tipicos de desvios residuais.

Fonte: MARTINS, 2015.

em que:

(a) Residuos aleatoriamente dispersos em torno da linha zero, indicando um ajuste
satisfatorio (modelo linear adequado).

(b) Residuos apresentando desvios sistematicos, desvios em forma de U ou de U
invertido, indicando falta de ajuste ou de linearidade (modelo inadequado) na faixa de
calibracdo. Nesses casos, a curva de calibracdo pode ser ajustada por um polindmio de ordem
superior a um, ou alternativamente reduz-se a faixa de concentragao da calibragao.

(c) Residuos crescentes (ou decrescentes) com a concentracdo, em formato
afunilado ou de cone, indicando heterocedasticidade da resposta instrumental e exigindo o

ajuste pelo MMQP (métodos dos minimos quadrados ponderados).
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Na Figura 13, p. 86, sdo apresentados graficos de residuos para a calibragdo dos
compostos, nos quais podemos verificar que os erros se distribuem de forma aleatoria,
indicando o carater homocedastico da calibracdo (varidncias constantes dos residuos) e,
portanto, a possibilidade de estimativa dos parametros de regressao via método dos minimos
quadrados ordinarios (MMQO). Por fim, deve-se avaliar estatisticamente o ajuste do modelo,
empregando teste ¢, para qualidade do ajuste, pois sé assim pode-se concluir, com confiabilidade,
que o modelo linear esta ajustado. A constatacdo de homocedasticidade pode ser também um

indicativo de ajuste do modelo linear para a curva de calibracdo (DANZER; CURRIE, 1998).
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Figura 13 - Grafico de residuo das respostas em cada nivel de concentracdo em fungdo das
concentragOes das solucOes padrao de calibragdo: Desvio d, versus Concentragdo (ug LY
para 0s compostos: (a) ternatina; (b) tanabalina e (c) acido centipédico.
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O ajuste do modelo linear para a calibracao pode ser verificado pelo teste F' de
Hartley, calculado segundo a Equacao 4 na subsec¢do 6.8.4. Ao mesmo tempo, obteve-se o valor
critico tabelado de F disponivel na literatura correspondente ao respectivo grau de liberdade (f
=m - 1) no numerador e no denominador, para um nivel de confian¢a de 95%, sendo m o nimero
de réplicas por ponto de calibragdo e k ¢ o nimero de pontos da curva. Os resultados obtidos

estdo representados na Tabela 4.

Tabela 4 - Resultados obtidos para o teste F de avaliagdo de homogeneidade de variancias,
sendo k o nimero de grupos (pontos de calibracéo).

Featcutado
Composto Solvente Matriz Teste Fcritico k m
Ternatina 39,0 14,6 333 7 3
Tanabalina 28,4 62,3 266 6 3
Acido centipédico 7.3 11,4 266 6 3

Fonte: Elaborada pela autora.

Pela analise da Tabela 4, ao comparar os valores de F.u com 0s Feitico Obtido na
literatura, que todos os compostos apresentaram perfil homocedastico (Feaie < Ferir), 1SS0
significa que a analise de regressao pode ser conduzida através do método MMQO.

Embora os valores de F' (Feuc < Ferir)) mostrem homogeneidade das variancias, esse
resultado ndo comprova a ndo existéncia de efeito matriz, que tem como objetivo averiguar
possiveis interferéncias causadas pelas substancias que compdem a amostra. Para isso, foi-
necessaria a aplica¢do do teste ¢ de Student, o qual avalia os parametros de inclinagdo e
intercepto a fim de definir se as curvas analiticas possuem perfis que diferem estatisticamente
entre si.

O valor do parametro ¢ obtido para cada composto nas curvas de calibragao em
solvente puro (sem superposi¢cdo de matriz) e no extrato (com superposi¢cdo de matriz), foi
avaliado com base no niimero de pontos de calibracdo, que auxiliou no célculo do niimero de
graus de liberdade, para um nivel de confianca de 95%. Como pode ser observado nas Tabelas
5 e 6, p. 88, os valores do teste t mostraram que todos os coeficientes angulares das curvas de
calibragdo sdo siginificativos, uma vez que feaic,a > terir. Contudo, os coeficientes lineares das
curvas de calibra¢do nio foram significativos (fcaic,» < fcrir), podendo ser retirados da curva para

a quantificacdo dos analitos.
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Tabela 5 - Analise estatistica de significancia dos pardmetros das curvas analiticas sem
superposicao de matriz.

Curva
COII]pOStO *a Sa Tealc,a **p Sh Leale,p Terit Teste ¢
ajustada
A teal > terit
Ternatina 274,39 2,82 96,69 -1886,0 651,13 -290 2,57 y =274,39x
teal< lerit
teal = Lerit
Tanabalina 29,12 0,85 32,69 -109,05 411,8 -0,26 2,78 y=29,12x
teal< terit
Acido teal >ty =7,06x +
o 7,06 0,26 23228 372,53 122,61 3,04 2,78
centipédico feal> terie 72,53

a = coeficiente angular;

b= coeficiente linear;

sq € sp = desvio padrdo de cada coeficiente;,

t.rir = valor obtido na literatura;

tealea®  tealep = valor de ¢ calculado e curva ajustada.

Tabela 6 - Andlise estatistica de significancia dos pardmetros das curvas analiticas com
superposicao de matriz.

Curva
Composto *a Y Lealc,a **ph AY) Teale,b Terit Teste ¢
ajustada
3 = teal = Lerit
Ternatina 175,05 3,38 51,36 558,61 780,37 2,57 y=175,05x
0,72 teal< lerit

teal = terit y= 8,56x +
Tanabalina 8,56 0,41 18,10 1728,00 200,38 8,62 2,78

teal > terit 1728
Acido feal > teir Yy =2,35x+
o 2,35 0,08 16,45 367,35 38,79 9,47 278
centipédico teal > terit 367,35

a = coeficiente angular;
b= coeficiente linear;
sq e sp = desvio padrdo de cada coeficiente,
t.rir = valor obtido na literatura;
tealcae  teaiey = valor de ¢ calculado e curva ajustada.

No teste ¢ de Student para a comparagdo dos valores absolutos dos parametros de
regressao, observamos os valores dos coeficientes angulares das duas curvas analiticas, que
todos os analitos sofreram influéncia significativa da matriz sobre sua quantificagdo, visto que
houve decréscimo nos coeficientes angulares nas curvas analiticas do solvente e da matriz.

Essa constatacdo mostra que a matriz tem significativa influéncia sobre a exatidao
na quantificacdo dos compostos, indicando que a curva de calibragdo analitica seja construida

considerando a superposi¢ao de matriz (RIBANI et al., 2004).
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5.1.5 Efeito matriz

Em andlises empregando fontes de ionizacdo do tipo electrospray € muito comum
a presen¢a do efeito matriz, pois a presenca de componentes coeluidos pode influenciar a
intensidade do sinal do composto através de uma competi¢ao por cargas disponiveis e pelo
acesso a superficie de gotas para emissao de fase gasosa, criando assim o chamado efeito matriz
(WILM, 2011). Assim, pode-se considerar que a significativa diminui¢do, ou aumento, da
sensibilidade dos compostos estd associada ao efeito matriz, pois ocorre uma competi¢ao entre
0s co-extrativos (substancias que podem interferir na resposta analitica) e os analitos, que
suprime ou potencializa o sinal do analito.

A avaliacdo do efeito matriz foi conduzida com base na comparacao estatistica das
inclinagdes (a) e interceptos (b) das curvas de calibracdo ajustadas obtidas no solvente puro e
na matriz, preparadas conforme descrito na subsec¢ao 6.8.7 nos estudos de linearidade. Em cada
analito, foram expressos como porcentagens das inclina¢des das curvas analiticas, ternatina (-
36,2 %), tanabalina (- 70,6%) e acido centipédico (- 66,6%), caracterizando significativo efeito
matriz para todos os compostos, onde o efeito se pronunciou de forma negativa. Esse efeito
pode ser visualizado na Figura 14, p. 90, que exibe as curvas analiticas no solvente e na matriz.
Na literatura o efeito matriz ndo ¢ considerado significativo, isto ¢, ndo influencia a anélise
quantitativa quando valores < 20% ou > - 20% sdo observados (WALORCZYK, 2014). Assim,
para a infusdo de E. viscosa os componentes da matriz influenciam diretamente na quantificagao.

Portanto, a quantifica¢do dos compostos foi baseada na curva da matriz.
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Figura 14 - Grafico mostrando o efeito matriz para os compostos bioativos: (a) ternatina, (b)
tanabalina e (c) &cido centipédico de E. viscosa.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Os limites de detecgdo e quantificagdo descritos na Tabela 7 foram estimados pelo
método da relagdo sinal / ruido. Os valores satisfatoriamente estimados para limites de deteccao
(LD) variaram entre 5 mg.kg™! e 12,5 mgkg™! enquanto os valores de limite de quantificagio

enquadraram-se entre 25 mg.kg™ e 37,5 mg.kg™.
LQ d 25 kg'le375 kg!

Tabela 7 - Resultados dos limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) estimados para 0s
compostos.

Composto LD (mg.kg™) LQ (mg.kg™")

Ternatina 5 25

Tanabalina 12,5 37,5
Acido centipédico 12,5 37,5

Fonte: Elaborada pela autora.

Os valores estabelecidos para LD e LQ foram baseados na razao sinal/ruido entre a
altura do sinal e do ruido, estabelecendo uma relagdo de aproximadamente 3 e 10,
respectivamente. Os valores estabelecidos para os compostos mostraram-se confidveis na
quantificagdo, tendo em vista que estes analitos estdo presentes na amostra em quantidades
majoritarias, ou seja, ndo estdo presentes em niveis tragcos, os limites de deteccdo e

quantifica¢do que foram determinados sdo aceitaveis para o escopo do método.

5.1.6 Precisdo

A Tabela 8, p. 92, sdo relatados os resultados obtidos para a precisdo, associados a
repetitividade. Os ensaios foram conduzidos sob as mesmas condi¢des de medi¢do, mesmo dia,
mesmo analista, mesmo equipamento. A precisdo inter-corrida foi conduzida sob as mesmas
condicdes citadas anteriormente, contudo, as andlises foram realizadas em dias diferentes. Em
seguida, foi calculado o desvio padrdo correspondente as concentragdes obtidas para cada

analito (MAPA, 2011).
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Tabela 8 - Dados de precisao (repetividade e inter-corrida).

Precisdo intra-dia *DP (%) Precisdo inter-dia *DP (%)
50 150 250 500 50 150 250 1
-1 -1 -1 1 1 1 1 500 Hg L
Composto ngl” pgl pgl”  pgl ngL pgl” pgl
Ternatina 4,22 NI 3,81 1,49 4,24 NI 4,63 0,89
Tanabalina NI 0,92 0,35 1,11 NI 0,89 1,17 0,88
Acido NI 604 341 1,00 NI 878 3,38 0,87
centipédico

desvio padrao; NI, ndo informado.

Os valores para precisdes intra-dia e inter-dia para ternatina, tanabalina e 4cido
centipédico foram expressos em percentual de desvio padrao, mostrando-se inferiores a 4,63,
1,17 e 8,78%, respectivamente. Esses valores foram satisfatorios, tendo como critério de
aceitabilidade para a precisdo valores maximos de 15% para critério de aceitacdo do parametro

(MAPA, 2011).

5.1.7 Exatidao

Os ensaios de recuperagdo foram conduzidos de acordo com o procedimento
descrito na subsecdo 6.8.9. Os resultados estimados a partir dos percentuais médios de
recuperagao e seus respectivos desvios padrao estdo discriminados na Tabela 9, apresentando
valores entre 85 a 115 %. O critério de aceitabilidade para a exatidao baseada no percentual de
recuperacdo ¢ dependente dos niveis de concentragao considerados nos ensaios. Para resultados
de recuperagdo de solugdes com concentragdes entre 1 ppb e 100 ppm, considera-se como

aceitaveis valores entre 70 % e 120 % (RIBANI et al., 2004).

Tabela 9 - Resultados obtidos para os ensaios de recuperacdo no estudo de exatiddao do método.

Recuperacio (%)

25 g L! 150 pg L! 250 ug L' 500 ug L
Ternatina 86+ 3,7 NI 99 +£7,7 106 + 5,7
Tanabalina NI 81+8,0 107 £ 10,9 86+2,4
Acido centipédico NI 115+2,9 108 +3,1 85+9,1

NI, ndo informado, Fonte: Elaborada pela autora.
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5.2 Quantificacdo dos compostos bioativos de E. viscosa

O método desenvolvido e validado foi aplicado a dezesseis amostras de capitulos
florais de E. viscosa: infusdes preparadas com materiais comerciais adquiridos entre
marc¢o/2019 e novembro/2017 e materiais silvestre (Aiuaba e Taud/Serrote de boi). As amostras
foram classificadas quanto ao quimiotipo baseadas na extracao e identificagdo quimica do o6leo
essencial. O objetivo foi estabelecer um método robusto que simultaneamente incorporasse os
analitos em uma Unica ampla faixa linear aplicavel a espécie.

Os resultados da quantificacdo dos analitos mostraram que a composi¢ao quimica
das amostras de infusdes de E. viscosa variou significativamente dependendo da origem e da
época dos capitulos florais. A partir do perfil quimico foi possivel verificar a existéncia dos dois
quimiotipos, como mostrado em um estudo anterior por Vieira et al. (2006) através de andlise
da composicao volatil dos capitulos florais, ratificado nesse trabalho através da quantificacdo e
identificacao de seus constituintes. Portanto, os capitulos florais podem apresentar constituintes
comuns a ambos os quimiotipos, ou diferentes e especificos para cada um deles. Os teores de
ternatina, tanabalina e acido centipédico variaram de 9,00 a 189,00 mg.kg™!, 33,00 a 960,00
mg.kg! e 60,00 a 553,00 mg.kg!, respectivamente (dados disponiveis no Apéndice A). De
acordo com a analise ANOVA, o quimiotipo A contém mais tanabalina e 4cido centipédico do
que o quimiotipo B. No entanto, o teor da ternatina nao € estatisticamente diferente para os dois
quimiotipos (Figura 15, p. 94).

As infusodes das folhas cultivadas dos dois quimiotipos (baseado na morfologia das
folhas) foram submetidas a andlise por CLUE-QDa-MIS. Curiosamente, a presenca dos
compostos bioativos foi confirmada. Numa analise comparativa entre os extratos das partes
aéreas, pdde-se observar que os teores dos constituintes bioativos nas folhas foram inferiores a
encontrada nos capitulos florais (Figura 16, p. 94). Nas amostras investigadas, a ocorréncia

desses compostos foi detectada em maiores concentragdes no quimiotipo A.
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Figura 15 - Teores de ternatina, tanabalina e &cido centipédico (mg.kg™?) da infusdo dos
capitulos florais de E. viscosa, determinados por analise de CLUE-QDa MIS.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 16 - Teores de ternatina, tanabalina e acido centipédico (mg.kg!) da infusdo das partes
aéreas de E. viscosa, determinados por andlise de CLUE-QDa MIS.

850
750
650
__550
b
oo 450
£
+ 350
5
2
250
150 .
50
[
-50 Ternatina Tanabalina Acido centipédico
M Capitulos florais A B Capitulos floraisB BFolhaA [OFolhaB

Fonte: Elaborada pela autora.

5.3 Espectroscopia no infravermelho préximo (1Vp)

5.3.1 Discriminacdo de quimiotipos de E. viscosa nos capitulos florais com base no

conjunto de dados 1Vp

Viarios métodos analiticos tém sido empregados para determinar a autenticidade de
materiais vegetais. As técnicas mais comumente usadas para a autenticidade incluem
cromatografia liquida e gasosa e técnicas espectroscopicas (infravermelho e ressonancia

magnética nuclear). A espectroscopia no infravermelho tem sido utilizada como um método
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para determinar a autenticidade de amostras de plantas através do uso do infravermelho
proximo. O IVp, (do inglés, NIR - Near Infrared Spectroscopy) fornece facilidade para uma
avaliacdo rapida e ndo destrutiva de matérias-primas. Esse método acoplado com ferramentas
quimiométricas permitiu discriminar os dois quimiotipos de E. viscosa.

A maioria das bandas de absor¢do na regido do infravermelho préximo sdo bandas
harmoénicas ou de combinagao das bandas de absor¢ao fundamentais na regido do infravermelho
do espectro eletromagnético, que sao decorrentes de transigdes vibracionais e rotacionais. A
Figura 17, p. 97 mostra os espectros de IVp de algumas amostras de capitulos florais de E.
viscosa. Os espectros das amostras na figura evidenciam a variabilidade dos dados de IVp como
uma funcdo da composi¢do quimica entre as amostras. Os espectros sdo claramente muito
semelhantes e sdo dominados pelos grupamentos funcionais O-H, C-H e uma banda de
combinag¢do em 1930 nm (Figura 18, p. 98). Observa-se no espectro uma banda de absor¢do em
1185 nm, que pode ser atribuida ao segundo sobretom do estiramento das ligagdes C-H de
grupos CH3 e CHa. As absor¢des em 1432, 1930 e 2155 nm s3o devidas aos primeiros sobretons
do estiramento da ligagdo e combinagdes de alongamento de O-H e deformagdo. O
aparecimento destas bandas nas amostras € justificado pela presenca de dlcoois monoterpénicos
encontrados no 6leo essencial dos capitulos florais de E. viscosa. Além disso, as bandas em
1696 e 1815 nm podem ser atribuidas ao primeiro sobretom do estiramento da ligacdo C-H
associado a uma ligacdo dupla de carbono C=C, provavelmente de compostos monoterpénicos
(NG; WEHLING; CUPPETT, 2011).

Em virtude da alta similaridade dos espectros, o uso de métodos estatisticos
multivariados sofisticados foi essencial para se extrair informagdes uteis dos espectros de IVp.
Entdo, um método de analise discriminante por minimos quadrados ordinarios (PLS-DA) foi
desenvolvido para discriminar os dois quimiotipos de capitulos florais de E. viscosa: o
quimiotipo A, rico em acetato frans-pinocarveila, o quimiotipo B, formado principalmente por
seu isdmero acetato de cis-isopinocarveila. Inicialmente, essa modelagem de classificacao
binaria foi obtida usando todo o conjunto de dados do espectro [Vp.

Posteriormente, o uso de um método por minimos quadrados parciais de intervalo
(iPLS) permitiu selecionar a regido espectral mais relevante para a classificacdo dos
quimiotipos (Figura 19a, p. 98). O método iPLS ¢ baseado na divisdo do espectro em intervalos
menores seguido pela obtencdo dos modelos de regressao PLS para cada intervalo usando o
mesmo numero de varidveis latentes (VL). Essa etapa ¢ de fundamental importancia nos
resultados a serem obtidos. Um modelo contendo um ntimero de VLs inferior ao ideal resultara

em subajuste, pois ndo ird considerar na totalidade a informacao contida no conjunto de dados.
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Por outro lado, um numero elevado de VLs aumentara o ruido e os erros de modelagem,
resultando em um sobreajuste. Desse modo, foram selecionadas 3 VLs, pois 96,49% das
amostras de todas as classes sdo classificadas corretamente com este nimero de variaveis
(Figura 19b, p. 98).

A eficiéncia dos modelos de calibragdo multivariada pode ser avaliada pelo célculo
dos valores da raiz quadrada do erro quadratico médio (RMSE — do inglés, root mean square
error), os quais expressam a exatidao do modelo, ou seja, a proximidade entre o valor calculado
pelo modelo e o valor verdadeiro ou obtido por um método de referéncia. Tais valores podem
ser calculados atraves da equacao 16 na subse¢ao 6.9.1. De acordo com os valores de RMSECV
(erro médio quadratico da validagao cruzada) do iPLS, o modelo usando a regido espectral entre
1647-1680, 1810-1884, 1933-1965 e 2014-2169 nm apresentou a melhor capacidade de
classificagdo para os quimiotipos de E. viscosa.

A Figural9c, p. 98, apresenta as pontuacdes para a classificacdo bindria de 80

espectros [Vp obtidos em quintuplicatas de E. viscosa com base no quimiotipo.
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Figura 17 - Espectros de [Vp das amostras dos capitulos florais de E. viscosa do quimiotipo A (espectros de cima) e quimiotipo B (espectros de

baixo).
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Figura 18 - Espectro de IVp dos capitulos florais de E. viscosa.
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As absorbancias entre 1647 e 1884 nm estdo relacionadas ao estiramento C-H,
enquanto as bandas entre 1933 e 2169 nm podem ser atribuidas ao grupamento funcional O-H
(MAGWAZA et al., 2012). De fato, essas bandas sdo amplamente encontradas em muitos
compostos organicos, incluindo os monoterpenos que compdem o 0leo essencial de E. viscosa,
através dos quais os quimiotipos de seus capitulos florais tradicionalmente se distinguem entre
si.

A acuricia da classificagdo do modelo PLS-DA para a discriminagdo dos
quimiotipos de E. viscosa foi determinada pela anélise da matriz de confusdo, como pode ser
visto no Apéndice C, utilizando a capacidade de predi¢do do agrupamento de quimiotipos sob
a “regra mais provavel”. A Tabela 10, p. 100, descreve os respectivos parametros estatisticos
utilizados para avaliar a qualidade da modelagem. Os valores de positivo verdadeiro (PV); falso
positivo (FP); verdadeiro negativo (VN); falso negativo (FN) foram determinados através da
analise da matriz de confusdo. A partir desses dados foram obtidos os valores de sensibilidade,
especificidade, precisdo e coeficiente de correlagdo de Matthews (MCC), de acordo com as
formulas aplicadas para cada pardmetro, conforme mostrados na subsecdo 6.9.1 (STEDMON;
BRO 2008; BALLABIO; CONSONNI, 2013). O modelo mostrou-se bem ajustado, uma vez
que os valores encontrados para esses parametros estavam proximos a 1. O pardmetro
sensibilidade foi capaz de distinguir duas amostras, com uma certa confianca. A especificidade
denota a capacidade de se detectar uma amostra na presenga de outros componentes. Além disso,
a alta precisdo na discrimina¢do dos quimiotipos foi evidenciada através do coeficiente de
correlacdo de Matthews (MCC), que indica a perfeita separagdo entre os dois quimiotipos. Os
baixos erros de calibragdo e validagdo cruzada (RMSEC e RMSECV), bem como o alto indice
de similaridade (RMSEC / RMSECYV), além dos altos coeficientes de correlagcdo de calibragao
(1 cal) e validacdo cruzada (r> VC) corroboraram a grande capacidade de classificagdo da
modelagem (FREITAS et al., 2018). Por fim, os valores baixos de bias mostraram uma

excelente capacidade preditiva para o modelo.
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Tabela 10 - Parametros de validacdo cruzada para a acuracia de classificacdo derivados da
matriz de confusdo com base nas andlises de I1Vp para os capitulos florais dos quimiotipos A e
B de E. viscosa, usando trés variaveis latentes (3 VL).

Parametros Quimiotipo A Quimiotipo B
Sensibilidade 0,96 0,94
Falso Positivo 0,06 0,04
Especificidade 0,94 0,96
Falso Negativo 0,04 0,06
Erro 0,05 0,05
Precisdao 0,89 0,98
MccC 0,89 0,89
RMSEC* 0,24 0,24
RMSECV? 0,26 0,26
RMSEC /
RMSECT® 0,92 0,92
Bias -1,9x 1071 -2,0x 1071
CV Bias 0,0001 0,0001

2 erro quadratico médio de calibragdo da raiz;
b Erro quadratico médio da raiz da validagio cruzada;
¢ Indice de similaridade.

5.3.2 Correlagdo entre o conjunto de dados IVp e o conteudo de acetato de trans-

pinocarveila e acetato de cis-isopinocarveila

Devido a grande exatiddo e capacidade de classificacdo do modelo, como pode ser
observado os valores dos parametros estatisticos, para discriminar quimiotipos de E. viscosa
através do conjunto de dados I1Vp, hipotetizamos que a resposta I\VVp estaria correlacionada com
0 conteudo de seus respectivos compostos principais. Assim, a principio poderiamos quantifica-
los usando a andlise de IVp em vez da anélise demorada e destrutiva realizada por cromatografia
gasosa. Nesse sentido, aplicamos um modelo de predicdo multivariada baseado em PLS ao
conjunto de dados 1Vp associado apenas as areas absolutas de acetato de trans-pinocarveila e
acetato de cis-isopinocarveila no cromatograma CG-DIC (Apéndice B). Os cromatogramas de
CG-DIC podem ser visualizados na Figura 20, p. 101. No entanto, essa suposta correlacdo ndo
foi confirmada, como pode ser verificado pelos baixos coeficientes de correlagdo e altos erros
(Tabela 11, p. 101). Além disso, as curvas de regressdo evidenciam a baixa capacidade de
predicdo do modelo, comparando as concentragdes previstas e reais (Figura 21, p. 102). O fato
dos compostos trans-pinocarveila e cis-isopinocarveila serem isémeros justifica os resultados

obtidos por IVp. Os resultados obtidos do conjunto de dados de 1VVp associado as areas absolutas
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dos isdmeros no CG-DIC sugere que outros constituintes contribuem para a discriminagéo dos

quimiotipos de E. viscosa.

Figura 20 - Cromatogramas dos 6leos essenciais obtidos em CG-DIC dos capitulos florais de
E. viscosa. A: quimiotipo A (Ev024) e B: quimiotipo B (Ev017).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 11 - Parametros estatisticos de modelos de regressdo multivariada usando trés variaveis
latentes (3 VL) para os quimiotipos A e B de acordo com as respectivas quantidades de acetato
trans-pinocarveila e acetato cis-isopinocarveila (area absoluta no cromatogama CG-DIC).

Parametros Quimiotipo A Quimiotipo B
RMSEC* 1,8 x 10° 1,0 x 10°
RMSECV? 1,9 x 10° 1,1 x 10°
¥ cal ¢ 0,38 0,69
P CVe 0,31 0,62

2 erro quadratico médio de calibragdo da raiz;
® Erro quadratico médio da raiz da validagdo cruzada;
¢ Coeficiente de correlagdo entre o quimiotipo real e o previsto durante a calibragao.
4 Coeficiente de correlagdo entre o quimiotipo real e o previsto durante a validagdo cruzada.
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Figura 21 - Teste de validagéo cruzada para a quantidade predita x medida de acetato de trans-
pinocarveila (a) e acetato de cis-isopinocarveila (b) (expresso como é&rea absoluta no
cromatograma CG-DIC). A curva de regressdo verde € a correlacdo perfeita entre o valor real e
o predito pelo modelo, e a curva vermelha representa a correlagéo real.
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5.3.3 Identificacdo de marcadores volateis para o conjunto de dados CG-EM.

Como a resposta [Vp mostrou uma baixa correlagdo com o conteudo de acetato de
trans-pinocarveila e de cis-isopinocarveila de acordo com o modelo PLS anterior, buscamos
outros compostos discriminantes para os quimiotipos de E. viscosa. A Figura 22, p. 103,
apresenta os cromatogramas dos 6leos essenciais dos capitulos florais analisados por CG-EM
(do inglés, CG-MS Gas Chromatography Mass Spectrometry). Assim, um método de analise
discriminante por minimos quadrados ordinarios (PLS-DA) foi desenvolvido para o conjunto
de dados de CG-EM dos oleos essenciais de 16 variedades de E. viscosa (Figura 23, p. 103).
De acordo com os resultados do PLS-DA, as amostras do quimiotipo A agruparam-se em
escores positivos de VL1 de acordo com o conteudo de acetato de trams-pinocarveila
(quimiotipo A, azuis). Por outro lado, as amostras do quimiotipo B foram agrupadas em escores
negativos de VLI, com base na quantidade de acetato de cis-isopinocarveila (quimiotipo B,
vermelhas) (Figura 23a, p. 103). No gréafico de pesos (Figura 23b, p. 103), observou-se a
presenca abundante no quimiotipo A dos compostos: f-pineno (# = 4,68 min; 1,52-25,60%),
trans-pinocarveol (¢ = 8,46 min; 0,29-11,33%); acetato de frans-pinocarveila (4 = 13,22 min;
2,09-64,73%) e acetato de mirtenila (# = 13,98 min; 0,97-6,00%). Para o quimiotipo B, os
compostos: trans-carveol (& = 10,47 min; 0,70-8,01%), acetato de cis-crisantenila (z = 12,01
min; 0,10-4,85%) e acetato de cis-isopinocarveila (¢t = 13,54 min; 1,25-82,49%). Além disso, a
importancia da variavel no grafico de projecao (VIP) foi entdo usada para identificar quais
compostos volateis mais contribuiram para o agrupamento ou tendéncias observadas nos dados
(Figura 23c, p. 103) revelando que esses compostos sdo responsaveis pela separacdo das

amostras. A Figura 24, p. 104, apresenta as estruturas dos constituintes quimicos volateis
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responsaveis pela separagdo das amostras. A composi¢ao quimica global e estruturas de todos

os compostos volateis identificados estdo disponiveis no Apéndice D-F.

Figura 22 - Cromatogramas dos 6leos essenciais obtidos em CG-EM dos capitulos florais de E.
viscosa. A: quimiotipo A (Ev024) e B: quimiotipo B (Ev017).

2.5x10
1.2x10" A —— Ev024 (quimiotipo A) B Ev017 (quimiotipo B)]
;
1.0x10" - 2.0x10" 4
6
8.0x10" 1.5x10"
B 3
o 6.0x10° 3
g 2 1.0x10"
- )
£ 40x10° =
. 5.0x10° 4 .
2.0x10°
Ll i N N R B
T T T T T T T T
5 10 15 20 25 5 10 15 20 25
Tempo (min) Tempo (min)

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 23 - Variabilidade dos quimiotipos de E. viscosa com base no conjunto de dados CG-
EM de seus 0Oleos essenciais: escores VL1 x VL2 (a), grafico de pesos para a discriminacéo de
quimiotipos (b), de acordo com o grafico de importancia das variaveis na projecéo (c).
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Além disso, a elevada exatiddao de classificagdo do modelo PLS-DA pode ser
verificada com erros de classificacdo zero, além de valores maximos de sensibilidade,
especificidade, precisdo e coeficiente de correlacao de Matthews (MCC) (Tabela 12, p. 105)
(STEDMON; BRO, 2008; BALLABIO; CONSONNI, 2013; BALLABIO et al., 2015;
JENSEN et al., 2005). Esses valores foram determinados pela analise da matriz de confusao
(Apéndice Q), bem como empregando as fémulas conforme pode ser visualizado na subsegao
6.9.1. Os valores obtidos foram iguais a 1 para sensibilidade, especificidade, precisao e MCC
0 que permitiu uma maior capacidade de classificacao do modelo. Baixos erros de calibragao e
validagdo cruzada (RMSEC e RMSECV), bem como o alto indice de similaridade (RMSEC /

RMSECYV), além dos baixos valores de bias mostraram a capacidade de predi¢ao do modelo.

Figura 24 - Principais constituintes dos 6leos essenciais de capitulos florais dos quimiotipos A
e B de E. viscosa.
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OAc
OAcC

acetato de mirtenila

O
I

B-pineno trans-pinocarveol acetato de
trans-pinocarveila

Quimiotipo B
OH
: Aco“" AcO™ @
/\ :
acetato de cis-
trans-carveol acetato de cis-crisantenila isopinocarveila

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 12 - Par@metros de validacao cruzada avaliados na acurécia da classificacdo do modelo
PLS-DA para discriminacdo dos dois quimiotipos de E. viscosa usando o conjunto de dados
CG-EM de seus Gleos essenciais.

Parametros Quimiotipo A Quimiotipo B
Sensibilidade 1,00 1,00
Falso Positivo 0,00 0,00
Especificidade 1,00 1,00
Falso Negativo 0,00 0,00
Erro 0,00 0,00
Precisdo 1,00 1,00
MCC 1,00 1,00
RMSEC* 0,13 0,13
RMSECV? 0,21 0,21
RMSEC / RMSECV* 0,62 0,62

Bias -1,1 x 10716 5,5 %1077

Bias VC -0,02 0,02

2Erro quadratico médio de calibragdo da raiz;
b Erro quadratico médio da raiz da validagdo cruzada;
¢ Indice de similaridade.

A acuricia da classificagdo do modelo PLS-DA para a discriminacdo dos
quimiotipos de E. viscosa foi determinada pela anélise da Matriz de Confusdo como pode ser

visto no Apéndice Q.

5.4 Discriminacdo de quimiotipos de E. viscosa usando o conjunto de dados de

espectroscopia de RMN.

Buscando outros métodos analiticos rapidos que pudessem revelar compostos
discriminantes ndo volateis, mas também quantifica-los, desenvolveu-se um método RMNq 'H
acoplado a ferramentas quimiométricas para discriminacdo de quimiotipos de E. viscosa, como
foi realizado no conjunto de dados I'Vp. No entanto, em primeiro lugar, a preparacdo da amostra
foi otimizada para garantir niveis detectaveis e quantificaveis dos metabolitos secundérios nao
volateis. Nesse sentido, os melhores resultados foram alcancados solubilizando os capitulos
florais em p6 (25 mg) em CD;OD (600 pL), uma vez que os sinais d¢ RMN 'H associados a

ternatina (em menor quantidade) foram atribuidos e mais intensos do que nos espectros
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registrados em CDCIs (Figura 25, p. 107). Com relacdo a quantidade de amostra, a massa
minima investigada (25 mg) mostrou-se suficiente para a detec¢do e quantificacdo dos
compostos bioativos (Figura 26, p. 108).

Os espectros de RMN de 'H exibiram sinais em & 7,35 (s, H-17), 7,23 (s, H-16) e
6,28 (s, H-15), que eram consistentes com os esperados para hidrogénios do anel furanico do
acido centipédico. Os sinais em ¢ 7,54 (s, H-15), 7,45 (s, H-16) e 6,74 (dd, J = 7,2 Hz, H-15)
foram atribuidos aos hidrogénios do anel furanico e olefinicos da tanabalina, enquanto aqueles
em o 7,80 (s, H-6") 7,75 (d, J = 8,1 Hz, H-2") foram compativeis com hidrogénios aromaticos
da ternatina. Além disso, a trilinoleina foi caracterizada pelos sinais em ¢ 5,34 (m, H-9, H-10,
H-12 e H-13), 2,77 (t, J = 6,8 Hz) ¢ 2,34 (t, J = 7,4, H-2). Através de comparagdo com dados
na literatura, os sinais dos triglicerideos foram reconhecidos (ALEMANY, 2002; NIEVA-
ECHEVARRIA, et al., 2014). Os sinais em ¢ 4,15 (dd, /= 12,1; 6,3 Hz, CH> glicerol) e ¢ 4,35
(dd, J = 12,1; 3,7 Hz, CHa glicerol) foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos do glicerol.
O sinal em 6 5,21(m) foi compativel ao hidrogénio metinico da unidade glicerol. De fato, esses
compostos foram atribuidos de maneira inequivoca através de experimentos de RMN 2D
(Apéndice G-P) e por comparagdo com os dados da literatura. As atribui¢des estdo descritas no
Apéndice S.

Assim, um método PLS-DA foi aplicado ao conjunto de dados de RMN para
classificacdo dos quimiotipos de E. viscosa, usando as condi¢des de amostragem mencionadas
acima. A Figura 27, p. 109, ilustra os escores (a) e os pesos relevantes (b) da andlise
multivariada para a atribuigdo de amostras, apresentando tendéncias de agrupamento e outliers
com nivel de confianga de 95%. Uma clara tendéncia de separacao dependente do quimiotipo
foi observada principalmente no eixo VL1. As amostras de E. viscosa localizadas em escores
negativos de VL1 foram basicamente aquelas previamente classificadas como quimiotipo A, as
quais continham maiores teores de ternatina, tanabalina e acido centipédico. Por outro lado,
amostras de E. viscosa com escores positivos pertenciam ao quimiotipo B e apresentaram

maiores teores de trilinoleina.
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Figura 25 - Espectro RMN *H (600 MHz) de capitulos florais de E. viscosa (25,0 mg): amostras do quimiotipo A (Ev024) extraidas com CDCls
(a) e CD30OD (b); amostras do quimiotipo B (Ev017) extraidas com CDClz (c) e CD3OD (d); expansdes da regido entre 3,3 — 4,7 (al e bl); Sinais
dos compostos: Te: ternatina; T: tanabalina e Ac: acido centipédico.
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Figura 26 - Espectros de RMN tH (600 MHz, CD3s0OD) de capitulos florais pulverizados de E. viscosa do quimiotipo B (Ev034): (a) 100,0 mg; (b)
50,0 mg e (c) 25,0 mg e expansdes da regido entre 3,3 a 4,1 (al, bl ecl).
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Figura 27 - Variabilidade dos quimiotipos de E. viscosa com base no conjunto de dados de
RMN de 'H: gréfico de escores VL1 x VL2 (a) e pesos (b) para discriminagio dos quimiotipos:
A em bolas azuis e B em bolas vermelhas.
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Conforme desenvolvido para as andlises IVp e CG, a acurécia da classificagdo do
modelo PLS-DA para a discriminacdo dos quimiotipos de E. viscosa foi determinada pela
analise da matriz de confusao seguida pela avaliagdo dos seus parametros estatisticos (Apéndice
R). Da mesma forma que os outros dois métodos, o modelo para dados de RMN demonstrou
alta sensibilidade, especificidade, precisdo e coeficiente de correlacio de Matthews (MCC),
portanto, ¢ capaz de fornecer uma discriminacdo confidvel dos quimiotipos resultante das
diferencas entre seus constituintes nao volateis (Tabela 13, p. 110).

De fato, um estudo fitoquimico anterior apontou que os quimiotipos de E. viscosa
também eram diferentes em relagdo a composi¢do quimica ndo volatil. Vieira et al. (2006)
constataram que alguns constituintes estavam presentes apenas em um de seus quimiotipos ou
quantitativamente divergentes nos extratos aquosos preparados com capitulos florais dos dois
quimiotipos cultivados. Além disso, estudos citogenéticos e de variabilidade genética revelaram
duas seqiiéncias distintas para cada tipo quimico com base no seqiienciamento do DNA

ribossdmico de suas folhas, sugerindo que os quimiotipos de E. viscosa poderiam realmente ser
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duas variedades ou espécies distintas (BATISTA et al., 2012).

Tabela 13 - Pardmetros de validacao cruzada avaliados na acurécia da classificacdo do modelo
PLS-DA para discriminacdo dos dois quimiotipos de E. viscosa usando o conjunto de dados
RMN.

Parametros Quimiotipo A Quimiotipo B
Sensibilidade 1,0 1,0
Falso Positivo 0,0 0,0
Especificidade 1,0 1,0
Falso Negativo 0,0 0,0
Erro 0,0 0,0
Precisao 1,0 1,0
MccC 1,0 1,0
RMSEC* 0,15 0,15
RMSECV? 0,17 0,17
RMSEC /
RMSECT* 0,88 0,88
Bias 25,5 x 107V -1,1 x 10716
CV Bias 0,007 -0,007

2 Erro quadratico médio de calibragdo da raiz;
b Erro quadratico médio da raiz da validagio cruzada;
¢ Indice de similaridade.

5.4.1 Quantificacdo dos compostos bioativos em capitulos florais de E. viscosa por RMNq
de 'H.

A Figura 28, p. 111, mostra as expansdes do espectro e seus respectivos sinais
integrados na quantificacdo dos compostos por RMNq 'H. A Figura 29, p. 111, mostra o
contetido dos compostos discriminantes (em mg.kg!) quantificados por analise de RMNq 'H.
De acordo com a analise ANOVA, o quimiotipo A contém mais tanabalina e 4cido centipédico
que o quimiotipo B, corroborando a tendéncia observada na anélise quimiométrica. No entanto,

o contetido da ternatina ndo ¢ estatisticamente diferente para os dois quimiotipos.
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Figura 28 - A: Expansdes do espectro de RMN 'H (CD3;0D, 600 MHz) do extrato matandlico
dos capitulos florais de E. viscosa. A: expansao da regiao (ou 7,05-7,70); B: expansdo da regiao
(ou 3,77-3,92).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Além de permitir discriminar o quimiotipo de E. viscosa, o método RMNq de 'H
pode ser util para o controle de qualidade de matérias-primas e produtos a base de plantas
derivados desta planta, uma vez que os trés compostos quantificados sdo seus componentes

bioativos (Apéndice T).

Figura 29 - Teor de ternatina, tanabalina e acido centipédico (mg.kg*) em capitulos florais de
E. viscosa, determinados por analise de RMNq tH.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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5.5 Otimizacéo da técnica de Microextracdo em Fase Solida (MEFS-CG-EM) para

analise de compostos volateis de E. viscosa.

Investigagdes farmacologicas revelaram que o oleo essencial de E. viscosa possui
atividades antinociceptivas, anticonvulsivantes e antibacterianas (SOUZA et al., 1998). A
destilacdo a vapor e a hidrodestilagdo sdo basicamente os métodos mais antigos conhecidos
para se obter compostos volateis das plantas. Para o estudo quimico dos constituintes dos dleos
essenciais de E. viscosa, a hidrodestilacdo tem sido o método de extracdo convencionalmente
usado para identificagdo dos seus quimiotipos. No entanto, esse método tem algumas
desvantagens, como a grande quantidade de amostra e o longo tempo de extracao.

MEFS, (do inglés SPME Solid-Phase Microextraction), combinado com CG-EM
foi aplicado pela primeira vez para analisar os capitulos florais de E. viscosa. Dessa forma, foi
necessario otimizar a etapa de preparo da amostra ¢ a condi¢do de extracdo para ambos 0s
quimiotipos, visto que sua composicdo quimica poderia gerar diferentes respostas analiticas.
Primeiramente, a fim de garantir uma classificacdo inequivoca para os quimiotipos, realizamos
a quimiotipagem convencional das amostras de capitulos florais com base na quantificagdo dos
compostos principais [acetato de frans-pinocarveila (26) e acetato de cis-isopinocarveila (27)]
em seus 6leos essenciais, que inicialmente se destinavam a ser materiais de referéncia para as
analises de MEFS. Cinco das 16 amostras de 6leo essencial foram classificadas como
quimiotipo A (26: 54-64%; 27: 0-5%), enquanto onze corresponderam ao quimiotipo B (27: 2-
27%; 27: 43-82%). Curiosamente, os rendimentos de dleo para as amostras do quimiotipo B
(0,43-1,80%) foram superiores aos obtidos das amostras do quimiotipo A (0,3-0,5%).
Posteriormente, escolhemos uma amostra de cada quimiotipo para os experimentos de
otimizagdo. Os perfis cromatograficos de MEFS ndo coincidiram completamente com os de
seus respectivos 6leos essenciais, nem em relacdo a quantidade total do pico nem as areas dos
picos dos compostos principais. Este resultado indesejado foi encontrado porque as duas
abordagens de extracdo possuem diferentes formas de amostragem e injegdo CG-EM
(headspace x injecdo direta), implicando também em uma ligeira variacdo no tempo de retencao
de seus constituintes. Além disso, uma vez que os compostos 26 e 27 estavam geralmente
presentes em ambos os quimiotipos, eles ndo conseguiram discriminar as amostras
individualmente. Portanto, propusemos a relagao da area do pico entre eles como o critério-
chave para selecionar a melhor condicao analitica.

Belliardo et al. (2006) relataram previamente o efeito do revestimento da fibra de

MEFS para vérias plantas aromaticas e medicinais. Como cada analito possui caracteristicas
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fisico-quimicas particulares, se comportando de maneira especifica em relagao ao equilibrio de
particdo existente entre a fibra e matriz da amostra, buscou-se as condi¢des de extragao cujo
equilibrio favorecesse a pré-concentragdo dos compostos de interesse no revestimento das
fibras.

Neste estudo, dois revestimentos poliméricos com afinidade de adsor¢do distinta
foram avaliados: DVB/CAR/PDMS (revestimento apolar) e Poliacrilato (revestimento
moderadamente polar). A fibora DVB/CAR/PDMS extraiu muito mais compostos (pelo menos
duas vezes) e picos geralmente maiores do que o poliacrilato, incluindo os compostos principais,
independentemente da preparagdo da amostra e do quimiotipo. Além disso, a fibra ternaria
mostrou alta eficiéncia para extracao de volateis, por isso foi selecionada para este estudo. Essa
fibra contém uma estrutura meso-macroporosa e, portanto, contém uma variedade de tamanhos
de poros aumentando a distribui¢do da porosidade e a polaridade da fibra, melhorando a
reten¢do dos analitos (PAWLISZYN et al., 2006).

ANOVA e teste F'a 95% do nivel de confianga revelaram que as areas de picos de
26 e 27 foram significativamente maiores nas extragdes realizadas com fibra DVB/CAR/PDMS
para quase todas as amostras, conforme resumido nos Apéndices AA e BB. Surpreendentemente,
a fibra de poliacrilato ndo foi capaz de capturar o composto 27 das amostras do quimiotipo A
adicionadas com 4agua ou solucdo salina. Por fim, mas ndo menos importante, a fibra
DVB/CAR/PDMS forneceu perfis cromatograficos com razdo 26/27 semelhantes aos obtidos
para o 6leo essencial de ambos os quimiotipos, embora este tltimo tenha sido bem menos rico,
ndo apresentando mais de 10 picos.

Outros parametros, como adi¢do de dgua e sal na amostra durante o tempo de
equilibrio, também foram avaliados. Os Apéndices Y e Z apresentam os dados de CG-EM para
o efeito da adicdo de NaCl e agua as amostras na extracdo dos compostos volateis: nimero e
area total dos picos detectados; area e razdo entre os picos dos compostos majoritarios
(trans/cis), além dos resultados das fibras testadas. A adi¢do de sal na amostra aquosa antes do
processo de extragao aumenta a forga idnica da solugdo (BELLIARDO et al., 2019). No entanto,
o aumento das areas dos picos foi observado apenas para amostras de capitulos florais do
quimiotipo B imersas em solu¢do aquosa salina e extraidas com fibra PA.

Observa-se um caso de efeito de salting-in, fendbmeno onde ocorre o aumento de
solubilidade do composto organico na matriz aquosa. Por outro lado, efeito salting-out, ocorre
quando ha diminuicao de solubilidade do analito. Assim, o efeito salting aumenta ou diminui a
quantidade de analito extraida dependendo do composto e da concentragcdo de sal (LORENZO,
2014; RUBIOLO et al., 2006). O efeito negativo da resposta com a adi¢ao de sal ¢ evidente na
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Figura 30, p. 115, e Figura 31, p. 116, pois percebe-se que o maximo de resposta ¢ obtido
quando nao ha a adigdo de sal. O efeito salting ndo pode ser determinado teoricamente, embora
teorias tenham sido desenvolvidas para explicar esse efeito em extragdes (PAWLISZYN et al.,
2012).

Dessa forma, optou-se por utilizar no procedimento experimental amostras de
capitulos florais desprovidas de aditivos, a fim de se desenvolver método nao-destrutivel, mais

rapido, mais sensivel e que fornecesse maiores informagdes e teores dos analitos.
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Figura 30 - Cromatogramas MEFS-CG-EM das fibras DVB/CAR/PDMS (& esquerda) e PA (a direita) e 6leo essencial do quimiotipo A (Ev024)
de E. viscosa: (a) capitulos florais; (b) capitulos florais e agua; (c) capitulos florais, &gua e sal; (d) hidrodestilacao.
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Figura 31 - Cromatogramas de MEFS-CG-EM das fibras DVB/CAR/PDMS (a esquerda) e PA (a direita) e 6leo essencial do quimiotipo B (Ev017)
de E. viscosa: (a) capitulos florais; (b) capitulos florais e agua; (c) capitulos florais, &gua e sal; (d) hidrodestilacao.
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5.5.1 Planejamento experimental para otimizacédo dos parametros de MEFS

O peso da amostra, o tempo de extragao e a temperatura sao os principais fatores
que afetam a eficiéncia do MEFS na anélise de compostos volateis (BELLIARDO et al., 2019).
O efeito dessas varidveis independentes e suas interacdes foram avaliados. O projeto
experimental e os respectivos valores de resposta Y1 (soma das areas de pico dos compostos de
acetato de trans-pinocarveila (26) e acetato de cis-isopinocarveila (27) no cromatograma CG-
EM) e 1> (resolugdo de pico) sdo mostrados na Tabela 14, p. 118.

Assim, os dados experimentais foram analisados por meio de regressdo de
superficie de resposta ajustada a um modelo polinomial de segunda ordem. Os valores previstos
(Y) foram avaliados em fungdo dos efeitos lineares, quadraticos e de interacao significativos (p
< 0,05) de acordo com a ANOVA, conforme mostrado na Tabela 15, p. 119. Os modelos
calculados para cada resposta foram estatisticamente significativos (p < 0,05) enquanto a falta
de ajuste dos modelos foi desprezivel (p > 0,05). Modelos quadriticos com R* > 0,90 foram
obtidos para compostos volateis, area total e nimero de compostos volateis. Além disso, valores
elevados foram observados para R*> e R? ajustado, variando de 0,9632 a 0,9861 e 0,9995 a
1,0000, respectivamente. Os modelos de superficie de resposta para quimiotipos de E. viscosa
(p <0,05) podem ser expressos usando as equacdes (1) e (2), que sdo baseadas na area total do
pico dos isdmeros acetato de frans-pinocarveila (26) e acetato de cis-isopinocarveila acetato

(27) registrado no cromatograma CG-EM dos capitulos florais, respectivamente:

Y sroq Torar = 530 + 0,71X; + 0,09X5 + 0,60X2 + 0,0011X2 + 0,00074X2 — 0,025X,.X,
— 0,014X,.X; — 0,0015X,.X; (1)

Y sreq Total = 7,52 — 0,0012X,. X5 + 0,00094.X2 2)
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Tabela 14 - CondicGes experimentais e valores de resposta para extracdo de compostos volateis
dos capitulos florais dos dois quimiotipos de E. viscosa usando MEFS-CG-EM.

Temperatura  Tempo de Quimiotipo A Quimiotipo B
Massa  de extracio, extracio, t (Ev024) (Ev017)

N° Exp. (2 T (°C) (min) Y1 (log Y1)? Y2 P Yi(logY1)?* Y2°
1 0,5 40 10 6,96 1,91 7,98 1,95
2 0,5 40 20 7,46 1,59 8,21 1,79
3 0,5 60 10 8,61 0,00°¢ 9,04 0,00°¢
4 0,5 60 20 8,68 0,00°¢ 8,96 0,00°¢
5 1,0 40 10 7,32 1,66 8,06 1,95
6 1,0 40 20 7,63 1,60 8,37 1,78
7 1,0 60 10 8,60 0,00°¢ 8,93 0,00¢
8 1,0 60 20 8,72 0,00°¢ 9,05 0,00°¢
9 0,33 50 15 7,80 1,27 8,39 1,67
10 1,0 50 15 7,81 1,29 8,43 1,65
11 0,75 33,2 15 7,20 1,92 7,96 2,15
12 0,75 66,8 15 8,80 0,00°¢ 9,30 0,00°¢
13 0,75 50 6,6 7,55 1,65 8,23 1,75
14 0,75 50 23,4 7,95 1,17 8,55 1,56
15 0,75 50 15 7,79 1,38 8,42 1,95
16 0,75 50 15 7,79 1,38 8,45 1,79
17 0,75 50 15 7,78 1,33 8,40 1,84

2 Soma das areas dos picos dos compostos acetato trams-pinocarveila e acetato cis-isopinocarveila nos
cromatogramas de CG-EM,;

® Resolugdo dos picos cromatograficos;

¢ alargamento dos sinais, com a consequente sobreposi¢ao de compostos adjacentes.

A resolucdo dos sinais também foi avaliada, fornecendo uma medida quantitativa
da capacidade da coluna para separar os dois compostos usados na discriminacdo dos
quimiotipos: acetato trans-pinocarveila e acetato cis-isopinocarveila. Em geral, os valores de
resolucdo foram superiores a 1,5, indicando uma separagdo completa dos analitos, exceto na
temperatura de 60 °C, na qual os sinais coeluiram devido a elevada concentragcdo desses

compostos na amostra.
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Tabela 15 - Analise de variancia (ANOVA) para os modelos quadraticos desenvolvidos para
descrever a influéncia da massa de capitulos florais (X1), temperatura de extragdo (X2) e tempo
de extracdo (X3) na érea total dos picos no cromatograma de CG-EM dos capitulos florais de E.
viscosa.

Quimiotipo A' Quimiotipo B?
Area dos picos® Area dos picos®
Constante Coeficiente )% Coeficiente )%
Constante 5,30 1,86E-4 7,52 0,018
X1 0,71 7,7E-3 -0,07 0,800
X2 -6,9E-3 0,070 -0,02 0,100
X3 0,09 1,2E-3 0,04 0,077
Xi? 0,60 2,0E-3 0,26 0,160
X5? 1,1E-3 2,5E-4 9,4E-4 0,006
X5? 7,4E-4 8,5E-3 3,7E-4 0,339
X1. X2 -2,5E-2 1,1E-3 -0,01 0,067
X1. X3 -1,4E-2 0,013 0,02 0,059
X2. X3 -1,5E-3 6,9E-4 -1,2E-3 0,019
Falta de ajuste ~ 8,63E-4 - 0,085 -
R? 0,9632 - 0,9861 -
R? adjustado 1,0000 - 0,9995 -

2Soma da area dos picos de CG-EM para os compostos acetato de trans-pinocarveila e acetato de
cis-isopinocarveila; 'Ev024; 2Ev017.

De acordo com grafico de Pareto (Figuras 32, p. 121 e 33, p. 122), a temperatura de
extracdo teve um papel significativo nas variaveis de respostas estudadas. Dessa forma,
verificou-se um aumento na resposta a medida que a temperatura foi elevada a 60 °C, visto que
temperaturas mais altas favorecem a volatilizacdo de compostos menos volateis, resultando em
maior extragdo. O grafico de Pareto mostra também interagdes significativas entre a massa de
amostra, temperatura e tempo de extragdo. O valor negativo para essas interagdes indica um
efeito oposto na resposta analitica. Portanto, a temperatura de 40 °C foi adotado como ideal na
deteccao e identificacdo dos compostos.

No tocante a varidvel tempo, percebeu-se uma pequena variagdo significativa na
eficiéncia da MEFS, indicando que um tempo minimo de extra¢do € sucificiente para detec¢ao
e identificacdo dos compostos, como ¢ observado pelo grafico de superficie resposta para o

quimiotipo A (Figura 32, p. 121) e para o quimiotipo B (Figura 33, p. 122). Dessa forma, foi
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adotado um tempo de 6,6 minutos para extragdo dos compostos. Esse efeito também foi
observado para variavel peso da amostra, cuja contribui¢do foi quase insiginificante na resposta
dos analitos. Portanto, para a variavel peso foi estabelecida a quantidade minima de 0,33 g

como suficiente para se obter uma extragao eficiente.



121

Figura 32 - Efeitos estimados pelo grafico de Pareto para a soma das &reas dos picos de CG-
EM dos compostos acetato trans-pinocarveila e acetato cis-isopinocarveila extraidos dos
capitulos florais do quimiotipo A de E. viscosa (a); graficos da superficie em 2D (b); gréafico da

superficie resposta em 3D (c).
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Figura 33 - Efeitos estimados pelo grafico de Pareto para a soma das &reas dos picos de CG-
EM dos compostos acetato trans-pinocarveila e acetato cis-isopinocarveila extraidos dos
capitulos florais do quimiotipo B de E. viscosa (a); graficos da superficie em 2D (b); gréafico da
superficie resposta em 3D (c).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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5.5.2 Analise dos compostos volateis em E. viscosa por MEFS.

Analise de CG-EM dos compostos volateis dos capitulos florais de E. viscosa
extraidos por hidrodestilagdo (6leo essencial) revelou 24 constituintes, como mostrado na
Tabela 16, p. 126. Os 0leos essenciais consistiram basicamente de estéres de monoterpeno, com
predominancia de acetato trams-pinocarveila e acetato cis-isopinocarveila. Além disso, os
monoterpenos a-pineno, f-pineno e limoneno foram abundantes.

A analise MEFS dos capitulos florais de E. viscosa permitiu a identificagdo de 33
compostos. Para o quimiotipo A, a extracdo com a fibra DVB/CAR/PDMS rendeu 11
monoterpenoides (5 alcoois-11,48%; 2 cetonas-32,75% e 4 ésteres- 8,30%) (monoterpenoides),
além de 10 monoterpenos (37,53%) e 9 sesquiterpenos (4,30%), representando 94,36%. A fibra
PA extraiu também 11 monoterpenoides (4 alcoois- 32,26%; 3 cetonas-34,99% e 4 ésteres-
24,89%), 2 monoterpenos (3,38%) e 6 sesquiterpenos (4,17%), representando quase 99,69%.
Na andlise do quimiotipo B, a fibra DVB/CAR/PDMS extraiu 11 monoterpenoides (5 alcoois-
16,42%; 2 cetonas (0,61% e 4 ésteres- 53,25%, 8 monoterpenos (12,63%) e 3 sesquiterpenos
(2,01%), representando quase 90,92%; A fibra PA extraiu 12 monoterpenoides (6 alcoois -
52,27%; 3 cetonas- 3,55% e 3 ésteres- 34,70%), 2 monoterpenos (3,51%) e 2 sesquiterpenos
(1,46%), representando quase 95,49% (Tabela 16, p. 126).

De modo geral, a fibra DVB/CAR/PDMS possibilitou extrair compostos de
polaridade intermediaria e baixa. J& para fibra PA, as propor¢des de compostos polares tiveram
aumento significativo. A influéncia do revestimento da fibra na extragdo de HS-SPME de
compostos volateis foi estudada por Carasek e Pawliszyn (2006), e concluiram que os dois tipos
de fibras em conjunto (PDMS e DVB/CAR) atuam de forma complementar para filtrar
compostos volateis, sugerindo que DVB/CAR/PDMS era o revestimento mais eficiente para a
extracdo de compostos de menor peso molecular e de polaridades intermediarias. Além disso,
essa combinacao aumenta a distribuicdo de porosidade, por conseguinte, ocorre o aumento da
polaridade, melhorando a retencao (adsor¢ao) dos analitos na fibra. Por fim, a fibra PA, que
apresenta um revestimento polar, observou-se que ela exibiu melhor eficiéncia para os
compostos menos volateis, quando comparada a fibra DVB/CAR/PDMS (SILVA et al., 2018;
REYES-GARCES et al., 2018).

Esses resultados mostram claramente que a analise por MEFS pode ser utilizado
com sucesso para discriminar os quimiotipos de E. viscosa. As analises do OE sdo
caracterizadas por apresentarem fracfes ricas em ésteres terpénicos embora com composicoes

completamente diferentes. O 0leo essencial do quimiotipo A € caracterizado pelo acetato de
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trans-pinocarveila (60,46%) como componente principal e f-pineno (8,21%). Por outro lado, o
6leo essencial do quimiotipo B é caracterizado pelo acetato de cis-isopinocarveila (64,68%)
como componente principal e acetato de cis-crisantenila (5,55%). Foram investigados a
composicdo do 6leo essencial e por MEFS dos capitulos florais de ambos os quimiotipos de E.
viscosa, adequados para discriminar os dois quimiotipos. Este é o primeiro relato de
comparacdo da composicdo quimica das fracGes volateis obtidas pelos dois métodos de
extracdo. Nesse sentido, observou-se que alguns compostos estavam presentes exclusivamente
no OE: sabineno, trans-carveol e acetato de geranila. Por outro lado, véarios constituintes foram
detectados apenas por MEFS, canfeno (3), a-felandreno (7), a-terpineno (8), o-cimeno (9),
trans-p-menth-2-en-7-ol (22), cis-mirtanol (23), trans-3-pinanona (13), trans-3-pinocarvona
(14), cis-3-pinocarvona (15), acetato de verbenila (25), a-cubebeno (29), a-copaeno (32), o-
curcumeno (37), a-muuroleno (38), 6xido de cariofileno (41) e benzofenona (42). Alguns deles
eram abundantes, como trans-3-pinanona (13) (11,82-13,75%) e cis-3-pinocarvona (15)
(20,93% -21,24%) no quimiotipo A, bem como trans-3(10)-caren-2-ol (19) (32,20%) e acetato
de verbenila (25) (7,09%) no quimiotipo B, destacando-se a presenga abundante de trans-3-
pinanona (11,82-13,75%) e de cis-3-pinocarvona (20,93%-21,24%) no quimiotipo A, bem
como de trans-3(10)-caren-2-ol (32,20%) e acetato de verbenila (7,09%) no quimiotipo B.
Além disso, o composto trans-pinocarveol foi encontrado em ambos 0s quimiotipos com
percentuais acima de 5%. A auséncia desses compostos nas analises de hidrodestilacdo (HD)
nas amostras investigadas pode ser justificada pelo método de extracdo utilizado para obtencédo
dos 6leos essenciais: hidrodestilacdo. Esse processo, embora versatil e bastante utilizado para
obtencdo dos 0leos essenciais de plantas aromaticas, pode proporcionar a degradacédo de alguns
compostos presentes no 6leo essencial, visto que o material botanico permanece em contato
direto com a &gua quente por longos periodos de tempo. Como consequéncia da alta
temperatura, alguns compostos de baixo peso molecular (menor coeficiente de efuséo)
encontrados na andlise por MEFS, podem ter sido degradados ou volatilizados durante o
processo de extracdo. A MEFS baseia-se no equilibrio de analitos e a fibra recorberta por um
polimero e a matriz amostral. No ato da exposi¢cdo da fibra na matriz da amostra, tende-se a
estabelecer um equilibrio dos analitos entre a matriz e a fibra. Durante o equilibrio, os
compostos com menor massa molecular tende a permanecer na fase gasosa, favorecendo o
processo de adsorcdo na fibra. Isso justificaria a existéncia de outros constituintes de menor
peso molecular (inexistentes no OE), majoritarios nas analises por MEFS. Entretanto, com o

aumento da temperatura, pode-se observar que 0s compostos acetato de trans-pinocarveila e
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acetato de cis-isopinocarveila tiveram concentragdes elevadas, uma vez que foram coeluidos na

temperatura de 60 °C.
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Tabela 16 - Comparacdo dos componentes volateis identificados nos capitulos florais de E. viscosa pelo método de MEFS e hidrodestilagdo (HD)
do quimiotipo A (Ev024) e quimiotipo B (Ev017) (continua).

Quimiotipo A (Ev024) Quimiotipo B (Ev017)

Compostos volateis® IKP IK¢* DVB/CAR/PDMS PA HD DVB/CAR/PDMS PA HD
Monoterpenos hidrocarbonetos
1 a-Tujeno 933 930 1,10 - 0,52 1,05 -
2 o-Pineno 947 939 4,42 - - 1,89 0,21
3 Canfeno 950 954 0,54 - - - -
4 Sabineno 984 975 - - - - - 1,34
5 S-Pineno 990 979 22,23 2,74 8,21 7,44 1,07 3,73
6 S-Mirceno 996 990 0,72 - - 1,04 0,21
7 o-Felandreno 1007 1004 0,33 - - - -
8 a-Terpineno 1027 1017 0,41 - - 0,53 -
9 O-Cimeno 1036 1026 0,72 - - 0,75 - -
10 Limoneno 1039 1029 6,49 0,88 1,20 5,20 2,44 1,80
11 y-Terpineno 1068 1059 0,60 - 0,25 0,73 -

Monoterpenos alcoois
12 trans-Pinocarveol 1150 1139 8,77 22,56 3,91 5,77 6,78 0,25
16 Terpinen-4-ol 1183 1177 - 0,76 0,73 - - 0,41
17 a-Terpineol 1194 1188 - 0,54 - 0,25 0,47 0,32
18 Mirtenol 1200 1195 1,61 5,1 2,15 0,71 1,75 -
1206 32,2
19 trans-3(10)-Caren-2-ol 1204 0,25 0,60 - 7,80 -
20 Dihidro-isocarveol 1207 1214 - - 0,54 - -
21 trans-Carveol 1211 1216 - - - - - 1,06
22 trans-p-Ment-2-en-7-o0l 1235 1230 0,62 1,70 - 1,28 5,41 -
23 cis-Mirtanol 1253 1253 0,23 1,00 - - 3,72 -
Monoterpenos cetonas

13 trans-Pinanona 1156 1158 11,82 13,75 - 0,21 1,13 -
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Tabela 16 - Comparagdo dos componentes volateis identificados nos capitulos florais de E. viscosa pelo método de MEFS e hidrodestilagdo (HD)
do quimiotipo A (Ev024) e quimiotipo B (Ev017) (continua).

Compostos voléteis® Quimiotipo A (Ev024) Quimiotipo B (Ev017)
IKP IK¢* DVB/CAR/PDMS PA HD DVB/CAR/PDMS PA HD
14 trans-Pinocarvona 1164 1160 - - - 0,40 - -
15 cis-Pinocarvona 1170 1172 20,93 21,24 - - 0,81 -
Monoterpenos acetoxilados
24 Acetato de cis-crisantenila 1265 1268 - - 0,56 - - 5,55
25 Acetato de verbenila 1275 1280 0,60 6,26 - 6,44 7,09 -
26 Acetato de frans- 1310 1298 6,72 1671 60,46 10,47 6,76 647
pinocarveila
27 Acetato de cis- 1321 1305 0,68 1,18 8,08 35,56 208 6468
isopinocarveila 5
28 Acetato de mirtenila 1325 1326 0,30 0,74 7,83 0,78 - -
30 Acetatg de dihidri-neo- 1356 1359 i i 0.17 i i i
isocarveol
31 Isobutanoato de linalila 1381 1375 - - 1,76 - - 3,70
33 Acetato de geranila 1387 1381 - - - - 0,47
34 Acetato de mirtanila 1385 1386 - - 1,05 - - 1,03
Sesquiterpenos
29 a-Cubebeno 1355 1345 0,18 - - 0,41 - -
32 a-Copaeno 1370 1374 0,39 - - 0,45 -
35 E-Cariofileno 1417 1419 0,86 0,99 0,68 - - 0,86
36 y-Muuroleno 1475 1479 1,24 0,50 - - - 0,25
37 a-Curcumeno 1480 1480 0,17 0,74 - - - -
38 o-Muuroleno 1499 1500 0,22 0,44 - - 0,15 -
39 cis-Calameneno 1520 1520 0,75 1,00 - - - -
40 0-Cadineno 1536 1523 0,41 0,17

41 Oxido de cariofileno 1599 1583 0,49 0,50 - 1,15 1,31 -
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Tabela 16 - Comparagdo dos componentes volateis identificados nos capitulos florais de E. viscosa pelo método de MEFS e hidrodestilacdo (HD)
do quimiotipo A (Ev024) e quimiotipo B (Ev017) (conclusao).

Compost lateis® Quimiotipo A (Ev024) Quimiotipo B (Ev017)
OMPOSIOS VOIALels IK IK° DVB/CAR/PDMS  PA HD DVB/CAR/PDMS PA  HD
42 Benzofenona 1622 1626 - 0,82 - - 1,61 -
Total identificado (%) 94,36 99,69 98,77 90,92 95,49 99,56
(%) Classes
Monoterpenos 37,53 338 10,18 18,63 3,51 7,29
hidrocarbonetos
Monoterpenos alcoois 11,48 32,26 7,33 16,42 52,27 7,59
Monoterpenos cetonas 32,75 34,99 0,82 0,61 3,55 -
Monoterpenos acetoxilados 8,30 24,89 78,30 53,25 34,70 81,90
Sesquiterpenos 4,30 4,17 2,14 2,01 1,46 2,78

2 Os compostos sdo listados na ordem de eluigdo em HP-5MS. ® indice de Kovats obtido em HP-5MS. ¢ indice de Kovats obtido da literatura (ADAMS, 2017; NIST, 2011).
DVB/CAR/PDMS: Divinilbenzeno/Carbowax/Polidimetilsiloxano; PA: Poliacrilato.
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A Tabela 17 apresenta a distribuicdo quantitativa dos dois componentes
caracteristicos dos quimiotipos de E. viscosa. A analise por MEFS das amostras investigadas
forneceu perfis confiaveis que podem ser facilmente distinguidos, proporcionando assim uma
discriminacdo inequivoca entre os dois quimiotipos. O nimero de picos detectados por MEFS
foi sempre maior do que os encontrados no OE, ou seja, a composicdo volatil dos capitulos é
mais rica e diversificada do que a do OE. Os percentuais dos constituintes majoritarios foram
maiores quando extraidos por hidrodestilagdo. As condi¢bes cromatograficas aplicadas as
amostras foram descritas na subsecdo 6.11. As estruturas dos compostos identificados na
analise de MEFS e os cromatogramas podem ser encontrados no Apéndice CC e DD,

respectivamente.

Tabela 17 - Resultados das analises de CG-EM para compostos volateis de capitulos florais de
E. viscosa extraidos por hidrodestilacdo (6leo essencial) e por MEFS.

Hidrodestilaciao MEFS
Codigo Quimiotipo trans* cis® n° picos trans’ cis® n picos
(%) (%) (%) (%)
Ev005 A 54,45 ; 23 25,76 4,04 43
Ev006 A 55,08 1,25 23 27,15 4,91 40
Ev007 B 1046 69,21 20 1030 44,33 29
Ev008 B 2.77 82,49 22 5.74 62,26 35
Ev009 B 13,13 66,99 19 1443 46,16 36
Ev013 B 1804 52,03 21 1743 29,09 34
Ev014 B 2,09 77,86 16 3,88 59,96 27
Ev016 B 1127 70,28 19 1227 4482 32
EvO17 B 11,82 68,78 18 10,18 31,18 35
Ev020 B 2744 4340 25 1981 2748 32
Ev0z1 B 2258 56,99 29 1420 34,16 31
Ev022 B 1498 55,76 15 1788 45,83 25
Ev024 A 64,73 5,04 17 34,30 1,75 31
Ev025 A 56,11 ; 17 30,23 1,80 27
Ev027 A 5953 2,92 20 30,56 444 35
Ev030 B 13,49 56,05 19 1429 4181 33

2 Acetato de trans-pinocarveila. ® Acetato de cis-isopinocarveila.
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5.6 Determinacéo do perfil quimico dos capitulos florais de E. viscosa usando dados de
CLUE-EMAR.

5.6.1 Caracterizagdo quimica de amostras de E. viscosa por CLUE-EMAR

Seguindo a metodologia de extracdo descrita na subsecdo 6.5, amostras dos
capitulos florais de E. viscosa foram analisadas por CLUE-EMAR de acordo com os parametros
descritos na subse¢do 6.6. Os cromatogramas foram obtidos nos modos de ionizagdo por
eletronebulizacdo negativo ESI(-) e positivo ESI(+).

Analise por CLUE-EMAR, (do inglés UPLC-HRMS - Ultra Performance Lliquid
Chromatography-High Resolution Mass Spectrometry) da infusdo de capitulos florais silvestres
(Ev017) do quimiotipo B permitiu a identificagdo de vinte e dois compostos: sete derivados do
acido cafeico (5, 6, 7 e 12-15), trés flavonoides (10, 11 e 33) e doze diterpenos (24, 25, 27-30,
35-37, 39, 40 ¢ 46) (Tabela 18, p. 132). A numeragao das estruturas foi baseada na ordem de
eluicdo desses compostos (picos) nos cromatogramas CLUE (Figura 34, p. 131), onde
compostos fenolicos foram primeiramente eluidos seguidos por diterpenos como esperado para
coluna de fase reversa, em que componentes ndo-polares como os terpenos sao mais fortemente
retidos pelo adsorvente do que pelos componentes hidrofilicos. Embora o cromatograma em
modo negativo tenha mostrado mais sinais, a maioria dos compostos foi detectada em ambos
os modos de ionizagdo como ions protonados / desprotonados além de alguns adutos de sodio
observados no ESI(+). A escolha do método cromatografico baseou-se em um método descrito
anteriormente para Phyllanthus amarus Schum & Thonn (Phyllanthaceae) que também
proporcionou uma boa separagao para metabolitos secundarios de E. viscosa (SOUSA ef al.,
2016). Foram analisados seis extratos das partes aéreas de E. viscosa e identificados trinta e
seis compostos, dos quais vinte sdo relatados pela primeira vez na espécie (2, 4-15, 20, 24, 29,

30, 32, 34 ¢ 35). As estruturas destes metabodlitos podem ser visualizadas na Figura 35, p. 134.
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Figura 34 - Cromatogramas de CLUE-EMAR para infusdo de capitulos florais de E. viscosa
silvestre (Ev017) do quimiotipo B: (a) modo de ionizacdo por eletronebulizacao negativo e (b)
modo positivo.
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Fonte: Elaborada pela autora.



132

Tabela 18 - Identificacdo quimica da infusdo dos capitulos florais silvestre (Ev017) por CLUE-EMAR (continua).

Modo Negativo Fragmentos de ions Modo Positivo  Fragmentos de fons
. - +
Pico I Compostos Formula [M-H] Erro m/z [M+H] Erro m/z Referéncias
(min) molecular m/z (ppm) m/z (ppm)
167,0249; 124,0240; -
1 1,16 ndo identificado C;7HgO4 203,0227 4.5 96,9695 - - -
3 2,09 ndo identificado Ca6H26010 497,1440 -24 - - _ . -
s 2555  4cido neoclorogénico  CigHisOs  353,0876  -0,6  191,0549;179,0378  355,1038 55 163.0396 (SANCHEZ-
’ ’ SALCEDO et al., 2016)
3,01 4cido clorogénico”  CisHisOy  353,0858 0,0  191,0437;179,0366  355,1038 (SANCHEZ-
6 s e 2,5 163,0392 SALCEDO et al., 2016)
7 338 acido cafeico” CoHyO4 179,0464 0,5  135,0451;133,0334 - . ] (WANG et al., 2017)
10 4,10 rutina” Cy7H30016 609,1501 0,1 301,0347 611,1625 2.1 303,0479 (SOUSA et al., 2016)
kaempferol 3-O- .
11 445 tinosiden CyH30016  593,1503 0,2 285,0340 5951649 54 32%37%‘255 (ENGELS et al., 2012)
1o 452 cafeoil quinico CasHxO1n  515,1201 12 700320 173.0366 511331 29 o501 KNIGHTz;OIégHNERT,
acido 3,4-di-O- 353,0821; 191,0504; 287.0564- (CLIFFORD;
13 403 afeoil quinico  C@HeO2  SISHHO 01 Tag 03560 1730415 S17139% 1s 1630358 KNIGHTz;OIégHNERT,
acido 3,5-di-O- 353,0845; 191,0535; 287.0533: (CLIFFORD;
14 4,76 cafeoil quinico Cy5H24012 515,1243 1,6 179,0535: 173,0439 517,1371 4.8 163”0368’ KNIGH'I;OIégHNERT,
acido 4,5-di-O- 353,0953; 191,0500; 287.0555: (CLIFFORD;
15 484 cafeoil quinico CusthiOr SISHH06 02 99 0351, 173,0432 2171330 08 163,0377 KNIGHTz;oIégHNERT’

16 572 ndo identificado C3sHuOs 5473201 -1,1  483,1365;331,1617 - -

17 6,72 ndo identificado C20H2606 361,1655 1,1 345,1749; 191,0567; - -

24 6,90 lactona isociliolida C20H2405 343,1489 -4,1 299,1629 - (ZDERO et al., 1990)
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Tabela 18 - Identificagdo quimica da infusdo dos capitulos florais silvestre (Ev017) por CLUE-EMAR (conclusao).
Modo Negativo Modo Positivo
‘ ‘ Formula ~ [M-H]  Emo | regmemtosde  ppne gy,  Fragmentosde L
Pico ¢ (min) Compostos molecular m/z (ppm) ions m/z (ppm) ions Referéncias
pp m/z pp m/z
387,1718;
25 6,90 kerlinolida C»H2507 - - - 405,1884 1,7 327,1571; (VIEIRA et al., 2006)
217,1222
7-hidroxi-3,13-clerodandieno- 329,2519; (JANUARIO etal.,
27 7,28 16,15:18,19diolida CaoHaOs - 3471822 -0.4 205,1733 i i i 2004)
1somero 7-hidroxi-3,13- ) 219,1367, ‘
28 7,53 clerodandieno- CyH2s0s  347,1798 0,0 32%)9521369722 349,1981 2,0 173,1290; (JANU?%%;()) etal,
16,15:18,19diolida ’ 95,0868
. 315,1714; (AKAIKE et al.,
29 7,81 bacchariol Co0H240¢ 359,1532  -1,1 297.1733 - 2003)
30 7,93 1sdmero lactona isociliolida Cy0H2405  343,1499 0,5 299,0195 - (ZDERO et al., 1990)
33 8,60 ternatina™ Ci9H 1303 - - 375,1049 -22 345,0577 (LIMA et al., 1996)
15,16-epoxi-12-
. . 317,1991; (SILVEIRA,;
35 10,01 h1dr9x1neocler0da—13(16),14- Ca0H3004 - - - 357,2051 3,9 223.1064 PESSOA, 2005)
dieno-18,19-hemiacetal
313,0215;
12-hidroxi-clerodandien- 303,1934; (SILVEIRA;
36 10,05 18,19:15,16-diolida CaoH2s0s - 331,1887 - -0.3 269,1918; - - - PESSOA, 2005)
219,1366
8a-hidroxilabda-13(S)-O-B-D- 463,3053 (SILVA-FILHO et al.,
37 10,33 ribopiranosideo CosHa306 ) ) ) [M+Na]* 0.6 273,2593 2007)
isdmero 12-hidroxi 313,0287;
A 303,1960; 355,1883 315,0516; (SILVEIRA,;
39 10,60 clerodandle.n—.l8,l9.15,16- CyH2504 331,1747 1,1 269.1940- [MiNa]* 0,6 2710284 PESSOA, 2005)
diolida
219,1659
. 313,1795;
40 10,65 tanabalina CxH250s - - - 373,2020 1,9 2191366 (LIMA et al., 1996)
L. g 299,1991;
46 13,01 acido centipédico** C20H2303 - - 317,2116 0,5 271.2125 (LIMA et al., 1996)

*Comparado com padrdo auténtico
** Identificado pelo ion extraido
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 35 - Estruturas dos compostos tentativamente identificados das partes aéreas de E.

viscosa.
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Figura 35 - Estruturas dos compostos tentativamente identificados das partes aéreas de E.
viscosa.
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O pico 2 (tr = 1,36 min) exibiu um ion molecular desprotonado com m/z 191,0160
(a), consistente com a formula molecular CeH7O7. Seu espectro de EM/EM (Figura 36) mostrou
fons correspondentes a perda de agua com m/z 173,0054 (b), diéxido de carbono com m/z
147,9248 (c), seguido de desidratacdo com m/z 111,0100 (d), conforme sumarizados na Figura
37. De acordo com a literatura, esse composto trata-se do acido citrico (2), o qual esta sendo
descrito pela primeira vez no género em estudo (SANCHEZ-SALCEDO et al., 2016).

Figura 36 - Espectro de massas (EM/EM) no modo negativo do &cido citrico (2).
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Figura 37 - Esquema mostrando as principais fragmentacdes do acido citrico (2).
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Fonte: Elaborada pela autora.

O pico 4 (t = 2,31 min) mostrou ion molecular desprotonado com m/z 315,0670
(a), compativel com a formula molecular C13H1509 (Figura 38, p. 137). Além da presenca dos
fragmentos com m/z 153,0143 (b) consistente com a perda neutra de uma unidade hexosideo e
descarboxilagdo com m/z 109,0316 (c), conforme mostrado na Figura 39, p. 137. Este composto
foi identificado como &cido 3,4-dihidroxibenzoico hexosideo (4), o qual esta sendo descrito
pela primeira vez no género em estudo (SANCHEZ-SALCEDO et al., 2016).
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Figura 38 - Espectro de massas (EM/EM) no modo negativo do 4cido 3,4-dihidroxibenzoico
hexosideo (4).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 39 - Esquema mostrando as principais fragmentac6es do acido 3,4-dihidroxibenzoico
hexosideo (4).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os picos 5 e 6 (tr = 2,55 e 3,01 min) apresentaram ions desprotonados com m/z
353,0876 / 353,0858 (a) consistentes com a formula molecular C16H1709 (Figura 40, p. 138).
Seus espectros EM/EM mostraram o mesmo perfil de fragmentacdo consistindo na perda de
acido quinico com m/z 191,0549 / 191,0437 (b) e acido cafeico 179,0378 / 179,0366 (c) (Figura
41, p. 138). Com base na intensidade dos ions fragmentos e tempo de retencdo descrito na
literatura, foi possivel identificar os compostos como sendo acido 3-cafeoilquinico (&cido
neoclorogénico) (5) e acido 5-cafeoilquinico (acido clorogénico) (6). Além disso, o acido
clorogénico foi confirmado pelo padrdo auténtico nas mesmas condigdes cromatogréficas,
ambos estdo sendo descritos pela primeira vez no género em estudo (SANCHEZ-SALCEDO
etal., 2016).
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Figura 40 - Espectro de massas (EM/EM) no modo negativo do &cido neoclorogénico (A) e

acido clorogénico (B).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 41 - Esquema mostrando as principais fragmentac6es do acido neoclorogénico (5).
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Fonte: Elaborada pela autora.

O pico 7 (tr = 3,38 min) apresentou um ion molecular desprotonado com m/z
179,0464 (a) compativel com a formula molecular CoHgO4 (Figura 42, p. 139), bem como 0s

ions fragmentos m/z 135,0451 (b) decorrente da perda de dioxido de carbono e eliminagdo de

acido formico com m/z 133,0334 (c), conforme sumarizados na Figura 43, p. 139 (WANG et

al., 2017). Assim, o composto 7 foi identificado como acido cafeico por compara¢do com
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padrdo auténtico nas mesmas condicGes cromatograficas, o qual estd sendo descrito pela

primeira vez no género estudado (SANCHEZ-SALCEDO et al., 2016).
Figura 42 - Espectro de massas (EM/EM) no modo negativo do &cido cafeico (7).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 43 - Esquema mostrando as principais fragmentac6es do acido cafeico (7).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os picos 8 e 9 (tr = 3,52 e tr = 3,73) exibiram ion molecular desprotonados com m/z

353,0856 e 353,0836, respectivamente, consistentes com a formula molecular C16H1709. Seus

espectros EM/EM (Figura 44, p. 140) mostraram ions referentes a perda de quinona ceteno com
m/z 191,05140, 191,0539 (b), acido quinico com m/z 179,0281, 179,0338 (c) e &gua com m/z
173,0405, 173,0492 (d), conforme mostrado na Figura 45, p. 140. Com base nos dados de
fragmentagdo e por comparacdo com dados da literatura (tempo de retencdo) foi possivel

identificar os compostos como &cido criptoclorogénico (8) e acido 1-cafeoilquinico (9)

(SANCHEZ-SALCEDO et al., 2016).
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Figura 44 - Espectro de massas (EM/EM) no modo negativo do acido criptoclorogénico (A) e

acido 1-cafeoilquinico (B).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 45 - Esquema mostrando as principais fragmentac6es do acido criptoclorogénico (8).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os picos 10 e 11 (¢ =

4,10 e 4,45 min) foram caracterizados como glicosideos

flavonodicos baseados em seus ions precursores desprotonados com m/z 609,1501 (a), Figura

46, p. 141, compativel com a férmula molecular C27H30016 € m/z 593,1503 (a), Figura 47, p.

141, consistente com a formula molecular C27H30015, além da presenca dos fragmentos com

m/z 301,0347 (b) e m/z 285,0340 (b), respectivamente (Figura 48, p. 141 e Figura 49, p. 142),

caracteristico para quercetina e kaempferol, decorrentes da perda de uma unidade rutinosideo.

Assim, estes compostos foram propostos a serem rutina (quercetina-3-O-rutinosideo) (10) e

kaempferol-3-O-rutinosideo (11), respectivamente. O composto rutina foi autenticado por um
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composto padrao, nas mesmas condi¢des cromatograficas. Ambos estdo sendo relatados pela
primeira vez no género, os quais foram relatados anteriormente em Asteraceae (SOUSA et al.,

2016; ENGELS et al., 2012).

Figura 46 - Espectro de massas (EM/EM) no modo negativo da rutina (8).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 47 - Esquema mostrando as principais fragmentagdes da rutina (8).

m/z 301 (b)
(C5Hy0O7)

m/z 609 (a) CH
(Ca7H29046)

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 48 - Espectro de massas (EM/EM) no modo negativo de kaempferol-3-O-rutinosideo

9).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 49 - Esquema mostrando as principais fragmentac6es de kaempferol-3-O-rutinosideo

9).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os picos 12-15 (12, tr = 4,52 min; 13, 4,63 min; 14, 4,76 min e 15, 4,84 min)
exibiram ions moleculares desprotonados com m/z 515,1201, 515,1110, 515,1243 e 515,1106
(a), respectivamente, exibiram foérmula molecular CosH24012 (Figura 50, p. 143) Estes
compostos foram atribuidos aos &cidos dicafeoilquinicos (diCaQ) devido aos ions-produtos
referentes a perda neutra de quinona ceteno com m/z 353,0782 / 353,0821 / 353,0845 / 353,0953
(b), a saida de duas unidades de cafeoil com m/z 191,0425 / 191,0504 / 191,0535 / 191,0500
(c), eliminacdo de clorogenato com m/z 179,0329 / 179,0356 / 179,0535/ 179,0351 (d) e perda
de agua com m/z 173,0366 / 173,0415 / 173,0439 / 173,0432 (e), conforme sumarizados na
Figura 51, p. 144. Como os padrdes de fragmentacdo eram idénticos aos anteriormente relatados
por Clifford et al. (2005), esses isomeros foram distinguidos pela proporcdo relativa de seus
fragmentos, bem como pela ordem de elui¢do (Tabela 19, p. 143). Assim, com base na analise
dos dados de fragmentacéo e por comparagdo com os dados propostos por Clifford et al. (2005)
foi possivel caracterizar estes compostos como acidos dicafeoilquinicos: 1,4-diCaQ (12); 3,4-
diCaQ (13); 3,5-diCaQ (14) e 4,5-diCaQ (15), os quais estdo sendo relatados pela primeira vez

no género.
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Figura 50 - Espectro de massas (EM/EM) no modo negativo dos &cidos dicafeoilquinico: (a)

1,4-diCaQ; (b) 3,4-diCaQ; (c) 3,5di-CaQ e (d) 4,5di-CaQ.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 19 - Abundéancia relativa dos ions-produtos (EM/EM) no modo negativo dos

dicafeoilquinicos (diCaQ).

lons-produtos (EM/EM)

Compostos m/z Abundancia (%) m/z Abundancia (%)
1,4-diCaQ 101 30 179 45
3,4-diCaQ 191 90 179 60
3,5-diCaQ 101 40 179 30
4,5-diCaQ 191 25 179 65

Fonte: Clifford et al., (2005).

acidos
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Figura 51 - Esquema mostrando as principais fragmentacdes do acido dicafeoilquinico.
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Fonte: Elaborada pela autora.

O ion protonado com m/z 303,0451 (a) (¢-= 5,94 min) foi consistente com a férmula
molecular Ci5H1007. Seu espectro EM/EM (Figura 52) mostrou ions com m/z 285,1009 (b)
consistente com a perda de agua, e posterior eliminacdo de monodxido de carbono com m/z
257,0396 (¢). Além disso, foi observado ion com m/z 153,0287 (d) decorrente da fragmentagao
Retro Diels Alder (RDA) no anel C (Figura 53, p. 145). Esse composto foi identificado como
flavonoide quercetina (20) apds ser comparado com o padrdo auténtico nas mesmas condi¢des

cromatograficas, o qual esta sendo relatado pela primeira vez no género (ENGELS et al., 2012).

Figura 52 - Espectro de massa (EM/EM) no modo positivo da quercetina (20).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 53 - Esquema mostrando as principais fragmentacdes da quercetina (20).
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Fonte: Elaborada pela autora.

O pico 22 (tr = 6,65 min) exibiu um ion molecular desprotonado com m/z 403,1706
(a), consistente com a formula molecular C20H2s04. Seu espectro EM/EM (Figura 54) mostrou
jons-produtos compative com a perda de &cido acético com m/z 343,1465 (b), perda de
mondxido de carbono com m/z 317,1779 (c) e perda neutra de vinil-butenil-lactona com m/z
233,1436 (d) (Figura 55, p. 146). Este composto foi caracterizado como 12-acetoxi-7-hidroxi-
3,13(14)-clerodandieno-18,19:15,16-diolideo (22). Esse composto foi previamente encontrado

em E. viscosa (VIEIRA et al., 2006).

Figura 54 - Espectro de massas (EM/EM) no modo negativo do 12-acetoxi-7-hidroxi-3,13(14)-
clerodandieno-18,19:15,16-diolideo (22).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 55 - Esquema mostrando as principais fragmentagdes de 12-acetoxi-7-hidroxi-3,13(14)-
clerodandieno-18,19:15,16-diolideo (22).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os ions desprotonados com m/z 343,1489 (a) (tr = 6,90 min) e 343,1499 (t, = 7,93

min) foram consistentes com a férmula molecular C2oH250s (Figura 56). Ambos mostraram

fons-produtos com m/z 299,1629 / 299,0195 (b) sugerindo uma ruptura do anel lactbnico

atribuida a perda de diéxido de carbono, conforme mostrado na Figura 57, p. 147. Estes

compostos foram identificados como o diterpeno clerodénico lactona isociliolida (24) e seu

epimero (30), que foram encontrados anteriormente em Conyza schimperi (Asteraceae)

(ZDERO et al., 1990).

Figura 56 - Espectro de massas (EM/EM) no modo negativo de lactona isociliolida (A) e seu

isdmero (B).

100+ (A)

108.0257

940338 116.9302

80 100 120 140

108.0268

103.0458 ] 112.9971

| |I
T

0 "-'15-".|'"'|'""l|"

e

160

183.0058

184.0150 ;05.1541

180 200 220 240 260 280

201.1348
7

01T

a
343.1489

b

;991629 944.1662

403.1707

m/z
300 320 340 360 380 400 420

a
343.1499

344.1697
L

b
299.01 9§ ;767794

60 80 100 120 140

R el Mas Lk S L i L s v L L g s i b s B V64
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 57 - Esquema mostrando a principal fragmentacdo da lactona isociliolida (24) e seu
isdmero (30).
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Fonte: Elaborada pela autora.

O pico 25 (tr = 6,90 min) foi determinado como diterpeno clerodanico kerlinolida
(25) cuja formula molecular C22H2807 foi deduzida do ion protonado com m/z 405,1884, Figura
58. A estrutura proposta foi confirmada com base na observacdo dos ions-produtos com m/z
387,1718 (b) sugerindo uma perda de agua, seguida de perda de acido acético com m/z 327,1571
(c) e perda neutra de vinil-butenil-lactona com m/z 217,1222 (d), conforme sumarizados na
Figura 59, p. 148. Kerlinolida foi previamente isolada de E. viscosa (VIEIRA et al., 2006).

Figura 58 - Espectro de massas (EM/EM) no modo positivo da kerlinolida (25).
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Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 59 - Esquema mostrando as principais fragmentacdes da kerlinolida (25).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Os ions moleculares desprotonados com m/z 347,1907 / 347,1922 / 347,1877 (a)
observados para o0s picos 27 (tr = 7,28 min), 28 (tr = 7,53 min) 32 (tr = 8,57 min),
respectivamente, foram atribuidos a férmula molecular C2oH2g0s, (Figura 60). Fragmentos de
ions com m/z 329,2519 / 329,2392 / 329,2495 (b) referente a perda de agua, bem como a perda
neutra de vinil-butirolactona seguida de mondéxido de carbono m/z 205,1733 / 205,1672 /

205,1671 (c), conforme mostrado na Figura 61, p. 149. Assim, estes compostos (27) e (28)

foram identificados como 7-hidroxi-3,13-clerodandieno-16,15:18,19 diol, um diterpeno

clerodanico relatado em Baccharis trimera (Asteraceae) (AKAIKE et al., 2003).

Figura 60 - Espectro de massas (EM/EM) no modo negativo dos isomeros 7-hidroxi-3,13-

clerodandieno-16,15: 18,19 diol.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 61 - Esquema mostrando as principais fragmentagdes do 7-hidroxi-3,13-clerodandieno-

16,15:18,19-diol (27) e seu isbmero (28).
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Fonte: Elaborada pela autora.

O pico 29 (tr = 7,81 min) foi caracterizado como diterpeno clerodano bacchariol

(29) devido ao seu ion molecular desprotonado com m/z 359,1324 (a), atribuido a formula

molecular de C20H240s, conforme mostra a Figura 62, juntamente com ions-produtos com m/z

315,1714 (b) gerado pela descarboxilacdo e seguido de desidratacdo com m/z 297,1733 (c)

(Figura 63, p. 150) (JANUARIO et al., 2004). Esse composto foi encontrado anteriormente em

B. gaudichaudiana (AKAIKE et al., 2003).

Figura 62 - Espectro de massas (EM/EM) no modo negativo do bacchariol (29).
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Figura 63 - Esquema mostrando as principais fragmentacdes de bacchariol (29).
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Fonte: Elaborada pela autora.

O pico 31 (tr = 8,15 min) exibiu um ion molecular protonado com m/z 343,1534
(@), cuja férmula molecular deduzida da massa monoisotépica, C2oH220s (Figura 64). Além
disso, o seu espectro de EM/EM mostrou ions fragmentos referentes a perda de &gua com m/z
325,1435 (b), perda de dioxido de carbono com m/z 297,1491 (c) e posterior eliminacéo neutra
de vinil-butirolactona com m/z 203,1040 (d) (Figura 65, p. 151). Este composto foi identificado
como 12-epi-bacchotricuneatina (31), um diterpeno clerodano relatado em E. viscosa (VIEIRA
etal., 2004).

Figura 64 - Espectro de massas (EM/EM) no modo positivo de 12-epi-bacchotricuneatina (31).
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Figura 65 - Esquema mostrando as principais fragmentac6es de 12-epi-bacchotricuneatina (31).
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Fonte: Elaborada pela autora.

O pico 32 (tr =

8,57 min) mostrou um ion molecular desprotonado com m/z

347,1888 (a), compativel com a formula molecular C2oH270s. Seu espectro de EM/EM,

conforme observado na Figura 66, mostrou ions fragmentos correspondentes a perda de agua

com m/z 329,1868 (b), a saida de vinil-butirolactona resultando no ion com m/z 217,1766 (c),

bem como, a eliminacdo de mono6xido de carbono a partir do ion com m/z 173,0404 (d) (Figura

67, p. 152). Este composto foi identificado como diterpeno clerodanico 12-hidroxi-3,13-

clerodandieno-16,15:18,19-diolida, o qual estd sendo descrito pela primeira vez na espécie

(JANUARIO et al., 2004).

Figura 66 - Espectro de massas (EM/EM) no modo negativo de 12-hidroxi-3,13-clerodandieno-

16,15:18,19-diolida (32).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 67 - Esquema mostrando as principais fragmentacdes de 12-hidroxi-3,13-clerodandieno-
16,15:18,19-diolida (32).
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Fonte: Elaborada pela autora.

O pico 33 (tr = 8,60 min) exibiu um ion molecular protonado com m/z 375,1049 (a)
compativel com a formula molecular C19H1g0s, cujo espectro de massas (EM/EM) (Figura 68)
mostrou ion fragmento referente a perda de 30 Da com m/z 345,0577 (b), consistente com perda
de formaldeido ou etano, conforme sumarizados na Figura 69, p. 153. Assim, este composto foi
identificado como flavonoide ternatina (33) por comparac¢do com padréo auténtico nas mesmas
condicbes cromatogréaficas (LIMA et al., 1996).

Figura 68 - Espectro de massas (EM/EM) no modo positivo da ternatina (33).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 69 - Esquema mostrando a principal fragmentacdo da ternatina (33).
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Fonte: Elaborada pela autora.

O pico 35 (tr = 10,01 min) mostrou um ion de aduto de sédio com m/z 357,2051 (a)
consistente com a formula molecular C20Hz004. Seu espectro EM/EM (Figura 70) mostrou ions-
produtos referentes a perda de agua com m/z 317,1991 (b) e posterior eliminacdo neutra de
vinil-furano com m/z 223,1064 (c), conforme mostrado na Figura 71, p. 154. Esse composto
(35) foi caracterizado como 15,16-epdxi-12-hidroxineocleroda-13(16),14-dieno-18,19-
hemiacetal, um diterpeno ja relatado em E. viscosa (SILVEIRA; PESSOA, 2005).

Figura 70 - Espectro de massas (EM/EM) no modo positivo de 15,16-epdxi-12-
hidroxineocleroda-13 (16), 14-dieno-18,19-hemiacetal (35).
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Fonte: Elaborada pela autora.



154

Figura 71 - Esquema mostrando as principais fragmentacGes de 15,16-epdxi-12-
hidroxineocleroda-13(16),14-dieno-18,19-hemiacetal (35).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os ions desprotonados com m/z 331,1887 e 331,1747 (a) encontrados nos picos 36
(tr = 10,05 min) e 39 (tr = 10,60 min), foram compativeis com a férmula molecular C2oH2g0a.
Seus espectros de EM/EM (Figura 72) mostraram fragmentos referentes a perda de agua com
m/z 313,0215 / 313,0287 (b), mondxido de carbono com m/z 303,1934 / 303,1960 (c), dioxido
de carbono com m/z 269,1918 / 269,1940 (d) e vinil-furano com m/z 219,1366 / 219,1659 (e),
conforme sumarizados na Figura 73, p. 155. Portanto, esses diterpenos foram propostos como
diastereoisdbmero de 12-hidroxi-clerodandien-18,19: 15,16-diolida, os quais foram relatados
para E. viscosa (SILVEIRA; PESSOA, 2005).

Figura 72 - Espectro de massas (EM/EM) no modo negativo de 12-hidroxi-clerodandien-
18,19:15,16-diolida (A) e seu isdmero (B).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 73 - Esquema mostrando as principais fragmentagdes dos diastereoisomeros 12-hidroxi-
clerodandien-18,19: 15,16-diolida (36) e seu isdmero (39).
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Fonte: Elaborada pela autora.

O ion molecular protonado com m/z 389,1940 (tr = 9,17 min), foi atribuido a

férmula molecular C22H2806 (Figura 74). Fragmentos de ions referentes a perda de acido acético
com m/z 329,1722 (b), agua com m/z 311,1630 (c), vinil-furano com m/z 235,1340 (d) e

posterior perda de &gua com m/z 217,1202 (e), conforme mostrado na Figura 75, p. 156. Com

base no perfil de fragmentacdo e dados da literatura, este composto foi atribuido a

salvisplendina C (34), um diterpeno clerodanico relatados em Heteropappus altaicus

(Asteraceae), o qual esta sendo relatado pela primeira vez no género (FONTANA; SAVONA,

RODRIGUEZ, 2006). Estudos fitoquimicos de E. viscosa realizados nesse trabalho possibilitou

o isolamento e elucidacdo estrutural do constituinte denominado salvisplendina C. Os dados de

RMN *H e bidimensionais estdo disponiveis nos Apéndices EE-LL.

Figura 74 - Espectro de massas (EM/EM) no modo positivo da salvisplendina C (34).
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Figura 75 - Esquema mostrando as principais fragmentacoes de salvisplendina C (34).
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Fonte: Elaborada pela autora.

O composto (37) (tr = 10,33 min) teve a sua férmula molecular estabelecida como
C25H4306 a partir do ion de aduto de sédio com m/z 463,3053 (a). Foram observados no espectro
de massas EM/EM, conforme mostra a Figura 76, fragmentos referentes a perda de uma unidade
glicosidica seguido de desidratacdo com m/z 273,2593 (b) e posterior eliminacdo de 3-
metilpent-1,3-dieno com m/z 191,1819 (c) (Figura 77, p. 157). Este composto foi identificado
como 8a-hidroxilabd-13(S)-O-p-ribopiranosideo (39), um glicosideo diterpénico previamente
encontrado em E. viscosa (SILVA-FILHO et al., 2007).

Figura 76 - Espectro de massas (EM/EM) no modo positivo do 8a-hidroxilabd-13(S)-O-p-
ribopiranosideo (37).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 77 - Esquema mostrando as principais fragmentacdes do 8a-hidroxilabd-13(S)-O-p-
ribopiranosideo (37).
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Fonte: Elaborada pela autora.

O pico 38 (tr = 10,59 min) exibiu ion aduto de s6dio com m/z 399,3087 (a)
correspondendo a formula molecular C22H320s. Seu espectro (EM/EM), conforme mostra a
Figura 78, mostrou ions fragmentos com m/z 355,1898 (a), m/z 315,1945 (b), m/z 269,1945 (c),
compativeis com perdas de dioxido de carbono, agua e etanol, respectivamente (Figura 79, p.
158). Este composto foi identificado de 3-etdxi-12-hidroxi-clerodandien-18,19:15,16-diolida
(38), um composto na classe dos diterpenos clerodanicos previamente encontrado em E. viscosa
(SILVEIRA; PESSOA, 2006).

Figura 78 - Espectro de massas (EM/EM) no modo positivo do 3-etoxi-12-hidroxi-
clerodandien-18,19:15,16-diolida (38).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 79 - Esquema mostrando as principais fragmentagdes de 3-etoxi-12-hidroxi-
clerodandien-18,19:15,16-diolida (38).
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Fonte: Elaborada pela autora.

O pico 40 (tr = 10,65 min) exibiu um ion molecular protonado com m/z 373,2020
(a), compativel com a formula molecular C22H280s. Seu espectro EM/EM (Figura 80)
apresentou ions referentes a perda de acido acético com m/z 313,1795 (b) e fragmento neutro
de vinil-furano com m/z 219,1366 (c) (Figura 81). Com base nos dados de fragmentacdo e
comparacdo com padrdo auténtico foi inferida como sendo o diterpeno clerodano tanabalina
(40) (LIMA et al., 1996).

Figura 80 - Espectro de massas (EM/EM) no modo positivo da tanabalina (40).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 81 - Esquema mostrando as principais fragmentacdes de tanabalina (40).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Os compostos diastereoisomeros de 9,10-seco-4,9(10),13(14)-labdatrien-18-ol
mostraram ions de aduto de sodio com m/z 341,2102 (a) (41, tr = 11,07 min) e 341,2103 (a)
(43, tr = 12,04 min) compativeis com a formula molecular C2oH3003. No espectro de massas
(Figura 82), eles mostraram ions fragmentos com m/z 301,2196 / 301,2180 (b), m/z 173,0154 /
173,0251 (c), e m/z 187,1151 / 187,1314 (d), consistentes com a perda de agua, vinil-
butirolactona e metano, respectivamente (Figura 83). Estes compostos foram previamente
encontrados em E.viscosa (SILVEIRA; PESSOA, 2006).

Figura 82 - Espectro de massas (EM/EM) no modo positivo do 9,10-seco-4,9(10),13(14)-
labdatrien-18-ol (A) e seu isémero (B).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 83 - Esquema mostrando as principais fragmentacGes do 9,10-seco-4,9(10),13(14)-
labdatrien-18-ol (41) e seu isbmero (43).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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O pico 45 (tr = 12,81 min) mostrou um ion de aduto de s6dio com m/z 347,2553
consistente com a formula molecular C20H3sO3 (Figura 84). Os ions fragmentos com m/z
307,2642 (b) e m/z 191,1793 (c) foram compativeis com a perda de 4gua e 3-metilpentan-1,2,3-
triol, respectivamente (Figura 85). Esse composto foi identificado como sendo tarapacol (45)

que foi previamente encontrado em E. viscosa (SILVA-FILHO et al., 2007).

Figura 84 - Espectro de massas (EM/EM) no modo positivo do tarapacol (45).
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Elaborada pela autora.

Figura 85 - Esquema mostrando as principais fragmentacdes do tarapacol (45).
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Fonte: Elaborada pela autora.

O pico 46 (tr = 13,01 min) exibiu ion molecular protonado com m/z 317,2116
compativel com a formula molecular de C20H2303 (Figura 86) onde verificou-se a presenca dos
ions fragmentos com m/z 299,1991 (b) e m/z 271,2125 (c) referentes a perda de &gua e &acido
formico, Figura 87, p. 161. A partir desses dados e por compara¢do com padrdo auténtico foi
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possivel identifica-lo como sendo um diterpeno denominado acido centipédico (46) (LIMA et
al., 1996).

Figura 86 - Espectro de massas (EM/EM) no modo positivo do acido centipédico (46).
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Figura 87 - Esquema mostrando as principais fragmentacdes do acido centipédico (46).
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Fonte: Elaborada pela autora.

O pico 47 (tr = 13,07 min) mostrou um ion de aduto de sédio com m/z 445,2921 (a),
consistente com a formula molecular C2sH4205 (Figura 88, p. 162). Os ions fragmentos com
m/z 273,2575 (b) e m/z 191,1799 (c) foram consistentes com a perda de uma unidade glicosidica
e 3-metilpentan-1,3-dieno, respectivamente, conforme mostrado na Figura 89, p. 162. Esse
composto foi caracterizado como 13-hidroxilabda-7,14-dieno13(R)-O-a--arabinopiranosideo
(47), que foi previamente descrito em E. viscosa (LEE et al., 2005).
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Figura 88 - Espectro de massas (EM/EM) no modo positivo do 13-hidroxilabda-7,14-
dienol13(R)-O-a-L-arabinopiranosideo (47).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 89 - Esquema mostrando as principais fragmentacGes do 13-hidroxilabda-7,14-
dienol3(R)-O-a--arabinopiranosideo (47).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Além dos constituintes descritos acima nas amostras de infusdo, os constituintes
bioativos ternatina, tanabalina e &cido centipédico também foram observados, porém somente
quando seus respectivos m/z foram extraidos do cromatograma de ions totais (TIC). Verificou-
se a identificacdo através dos seus fons protonados [M+H]*, exibindo m/z 375,1081 (C19H1sOs,
Am/z = 0,3 ppm), 373,2022 (C22H2805, Am/z = -1,6 ppm) e 317,2022 (C20H2803, Am/z = 1,9
ppm). Embora esses compostos sejam abundantes nos capitulos florais de E. viscosa, eles séo
pouco extraidos pela agua quente, uma vez que a ternatina, o &cido centipedico e a tanabalina
sdo compostos lipofilicos. Nos extratos analisados, tintura e o extrato otimizado, por exemplo,
foi possivel observar sinais desses compostos nos cromatogramas, essa diferenca pode ser
atribuida ao tipo de extracdo utilizada na obtengdo desses extratos e na utilizacdo do solvente

etanol na extracao e solubilizacdo dos compostos.
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5.6.2 Identificacdo quimica da infuséo dos capitulos florais comerciais do quimiotipo A de
E. viscosa (Ev024).

Analise por CLUE-EMAR da infusao de capitulos florais comerciais, adquiridos
no mercado de Fortaleza-CE (Figura 90), possibilitou a identifica¢do de vinte compostos, dos
quais sete foram derivados do acido cafeico (5-7 e 12-15), trés flavonoides (10, 11, 33) e dez

diterpenos (24, 25, 27, 28, 30, 36, 37, 39, 40 ¢ 46) (Tabela 20, p. 164).

Figura 90 - Cromatogramas CLUE da infuséo dos capitulos florais de E. viscosa comerciais
(Ev024) do quimiotipo A: (a) modo de ionizacdo negativo e (b) modo positivo.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 20 - Identificacdo quimica da infusdo dos capitulos florais comerciais (Ev024) do quimiotipo A por CLUE-EMAR (continua).

Modo Negativo Modo Positivo
. tr Formula [M-H] Erro  Fragmentos de fons [M+H]"  Erro Fragrgentos Referéncias
Pico . Compostos de ions
(min) molecular m/z (ppm) m/z m/z (ppm) /s
. 167,0249;
1 1,16 nao identificado C7H307 203,0227 4,5 124,0240: 96,9695 - - - -
3 2,09 ndo identificado CosH26010  497,1440 -24 - - - - -
191,0596; (SANCHEZ-
5 2,55 acido neoclorogénico CisHi1s09  353,0929 -0,6 179’ 0425’ 355,1038 2,5 163,0396 SALCEDO et al.,
’ 2016)
191,0580; (SANCHEZ-
6 3,01 acido clorogénico” CigHisOo  353,0872 0,0 1790402 355,1038 2,5 163,0392 SALCEDO et al.,
’ 2016)
7 3,38 acido cafeico” CoHsOs 1790344 0,0 11153’%‘;9927; ; . ; (WANG et al., 2017)
10 4,10 rutina* CyH30016  609,1456 0,1 301,0393 611,1625 2,1 303,0479  (SOUSA et al., 2016)
kaempferol 3-O- 303,0485; (ENGELS et al.,
11 445 P CyH30016  593,1501 0,2 285,0385 5951649 24 o3 2012)
. . . 353,0911;191,0611 _ (CLIFFORD;
12 45y  Acido 1’41;1;;3)“’3&0‘1 CpsHpOp  515,1184 12 - 179,0385; 517,1331  -2,9 7‘18673’%2;(} KNIGHT;
d 173,0498 ’ KUHNERT, 2005)
. . . 353,0878;191,0589 . CLIFFORD;
13 463  Adcido3 ’4'1,‘2{3)'“&0‘1 CosHaO1  515,1190 0,1 - 179,0384: 5171354 1,5 21%73%5365‘; KNIGHT;
qu 173,0502 ’ KUHNERT, 2005)
. . . 353,0930;191,0595 , CLIFFORD;
14 476  Acido3S 'l,dnli'g'cafeo‘l CosHaO1n  515,1172 1,0 - 179,0415; 517,1371 48 21%73’%5336%’ KNIGHT;
qu 173,0519 ’ KUHNERT, 2005)
. . . 353,0913; 91,0607; . CLIFFORD;
15 484 Acidods 'lfinli'co"’afe‘”l CasHaO1  515,1186 0,2 179,0395; 517,1350 0,8 21%73%25757 KNIGHT;
quinico 173,0492 ’ KUHNERT, 2005)
16 5,72 ndo identificado CssHa4O3  547,3201 -1,1 483,1365; - _ . _

331,1617
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Tabela 20 - Identificacdo quimica da infusdao dos capitulos florais comerciais (Ev024) do quimiotipo A por CLUE-EMAR (continua).

Modo Negativo Modo Positivo
y Férmula [M-H] Erro  Fragmentos de fons  [M+H]" Fragmentos
Pico . Compostos Erro de fons Referéncias
(min) molecular "z (ppm) m/z m/z (ppm) s
o . . 345,1749;
17 6,72 ndo identificado CyH260s  361,1655 1,1 1910567 - B ) )
24 6,90 lactona isociliolida CxH240s  343,1559  -2,1 299,1790 - R - (ZDERO et al., 1990)
o 387,1824;
25 6,90 kerlinolida C22H2307 - - - 405,1920 1,7 327,1492;  (VIEIRA et al., 2006)
217,1197
7-hidroxi-3,13- . .
2 728 clerodandien- CuHuOs  347,1824  -09 S : i : (JANUARIO et al.,
16,15:18,19diolida : 2004)
isomero 7-hidroxi-3,13- . 219,1367,; {

7,53 clerodandien-16,15:18,19  CaHsOs  347,1858 0,0 329,2486; 349,1981 1290, ~ WANUARIOeral,

28 en- 205,1520 173,1290; 2004)
diolida 95,0868
isdmero lactona
30 7,93 isociliolida Cy0H240s5  343,1499 0,5 299,0195 345,0287 0,9 301,5874 (ZDERO et al., 1990)
33 8,60 ternatina** C19H150s - - - 375,1080 g0 345,0498 (LIMA et al., 1996)
313,2258;
12-hidroxi-clerodandien- 303,1877; SILVEIRA;

36 1005 g 0.05 16-diolida  CHz0s+  33L1907 0.3 269,1820; ) - - p}gsso[x, 2005)

219,1299
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Tabela 20 - Identificagdo quimica da infusdo dos capitulos florais comerciais (Ev024) do quimiotipo A por CLUE-EMAR (conclusio).

Modo Negativo Modo Positivo
t, c Férmula [M-H] Erro  Fragmentos deions  [M+H] Erro F rzgmentos
; . ompostos e ions anci
Pico  (min) P molecular m/z (ppm) s m/z (ppm) Referéncias
m/z
8a-hidroxilabd-13(S)-O- 463,3044 SILVA-FILHO et
37 1033 S-D-ribopiranosideo CasHasOs i i i [M+Na]* 0.6 273,2539 ( al., 2007)
isdmero 12-hidroxi- gég’%ggg’ 3551883
39 10,60 clerodandien- CuHiOs  331,1976  -23 e, o 06 184.0769; SILVEIRA,
18,19:15,16-diolida 269,1899; [M+Na] ’ 133,0869 PESSOA, 2005)
I 219,1300
20 1065 tanabalina™ CooHs0s - - - 373200 19 SN (LMAeral., 1996)
46 1301 dcido centipédico™  CaoHasOs . - - 317208 19 DT (LMAeral., 1996)

*Comparado com padrdo auténtico
** Identificado pelo ion extraido
Fonte: Elaborada pela autora.
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5.6.3 Ildentificacdo quimica da infusdo dos capitulos florais cultivados do quimiotipo B de E.

viscosa (Ev034-01).

O perfil quimico da infusdo dos capitulos florais cultivados foi estabelecido
mediante a andlise do cromatograma em modo negativo ESI(-) e positivo ESI(+), conforme
ilustrado na Figura 91. Andlise por CLUE-EMAR permitiu a identificagcdo de dezessete
compostos: sete derivativos do acido cafeico (5-7 e 12-15), trés flavonoides (10, 11, 32) e nove

diterpenos (27-29, 31, 32, 35-37 ¢ 39) (Tabela 21, p. 178).

Figura 91 - Cromatogramas de CLUE da infusdo de capitulos florais cultivados de E. viscosa
(Ev034-01) do quimiotipo B: (a) modo de ionizagdo negativo e (b) modo positivo.

(a)
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1800
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39 j ;
33 Lﬁ\“
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 21 - Identificacdo quimica da infusdo dos capitulos florais cultivados (Ev034-01) do quimiotipo B por CLUE-EMAR (continua).

Modo Negativo Modo Positivo
. tr Formula [M-HT Erro  Fragmentos de ions  [M+H]" Erro Frag@entos Referéncias
Pico . Compostos (pp de ions
(min) molecular m/z (ppm) m/z m/z
m) m/z
o . 167,0255;
1 1,22 nao identificado C7HsO7 203,0230 4.2 124,0210: 96,9607 - - - -
3 2,09 nao identificado CyH26010  497,1455 -2,0 - - - - -
191,0585; (SANCHEZ-
5 2,55 acido neoclorogénico CisHi1sO9  353,0942 -0,9 ’ ’ 355,1038 2,5 163,0396 SALCEDO et al.,
179,0414 2016)
191,0580; (SANCHEZ-
6 3,01 acido clorogénico” CisHis09  353,0865 0,5 ’ ’ 355,1038 2,5 163,0392 SALCEDO et al.,
179,0402 2016)
L - 135,0492; (WANG et al.,
7 3,38 acido cafeico CoHyO4 179,0362 0,8 133.0397 - - - 2017)
10 4,10 rutina” C»7H30016  609,1490 -1,4 301,0393 611,1625 2,1 303,0479 (SO[;(S)?ét al.,
S 303,0485; (ENGELS et al.,
11 4,45 kaempferol 3-O-rutinosideo Cy7H30016  593,1501 0,8 285,0385 595,1649 -2.4 287.0535 2012)
353,0911;191,0611 2870570 (CLIFFORD;
12 4,52  acido 1,4-di-O-cafeoil quinico  CosH24O12  515,1174 2,5 ; 179,0385; 517,1331  -2.9 163’ 0381’ KNIGHT;
173,0498 ’ KUHNERT, 2005)
353,0878;191,0589 2870564 CLIFFORD;
13 4,63  acido 3,4-di-O-cafeoil quinico  CsH»4012  515,1185 0,5 ; 179,0384; 517,1354 1,5 163, 0358’ KNIGHT;
173,0502 ’ KUHNERT, 2005)
353,0930;191,0595 2870533 CLIFFORD;
14 4,76  acido 3,5-di-O-cafeoil quinico  CysH»4O012  515,1149 0,4 ; 179,0415; 517,1371 4.8 163, 0368’ KNIGHT;
173,0519 ’ KUHNERT, 2005)
353,0913; 91,0607, 2870555 CLIFFORD;
15 4,84  acido 4,5-di-O-cafeoil quinico  CosH24012  515,1190 0,5 179,0395; 517,1350 0,8 163’ 0377’ KNIGHT;
173,0492 ’ KUHNERT, 2005)
6 572 ndo identificado CyHuOs 5473201 -1,1 483,1365; . i i i

331,1617




Tabela 21 - Identificagcdo quimica da infusdo dos capitulos florais cultivados (Ev034-01) por CLUE-EMAR (continua).
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Modo Negativo Modo Positivo
f Férmula [M-HY Erro  Fragmentos deions [M+H]™ Erro  Fragmentos
Pico  (min) Compostos molecular /s (ppm) /s /s (pp de fons Referéncias
m) m/z
17 6,72 néo identificado CaoH260s  361,1655 1,1 31‘;51”1075‘297; 3632018 (4 193.2593 _
7-hidroxi-3,13-clerodadien- 329,2465; JANUARIO et al.
27 733 16,15:18,19diolida CoothsOs 3471801 1.2 205,154 ] - - A o "
isomero 7-hidroxi-3,13- . 219.1367: ,
7,55 clerodadien-16,15:18,19- CaoHOs  347,1858 0,0 329,2486; 349,1981 3 . (JANUARIO et al.,
)3 n-1 205,1591 173,1290; 2004)
diolida 95,0868
o 781 bacchariol CaoHoiOg  359.1499  -1.1 3IS1479: 3610157, 3171247 (AKAIKEeral,
297,1524 > 299,2298 2003)
325,1451;
8,15 12-epi-bachotricuneatina C20H2,0s - - - 343,1540 ; (VIEIRA et al.,
31 0,5  297,1488; 2006)
203,1078
12-hidroxi-3,13- 329,1868; )
32 857  clerodandieno-16,15:18,19-  CxHxOs 347,1888 1,5 217,1994; - } ] (JANUARIO et al.,
diolida 173,0404 2004)
33 8,60 ternatina”™ CioH150s - - - 375,1080 00 345,0496  (LIMA et al., 1996)
15,16-epoxi-12-
35 10,01  hidroxineoclerodal3 (16),14-  CagH30Os - - - 357,2051 39 317,1991; (SILVEIRA;
’ 223,1064 PESSOA, 2005)

dien18,19-hemiacetal
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Modo Negativo Modo Positivo
M-HT Fragmentos de MHT
) t Compostos Férmula [M-H] Erro jons [ ] Erro F ragrrrlentos o
Pico  (min) p molecular /s (ppm) m/z (ppm) de fons Referéncias
m/z m/z
22208 (SILVEIRA
12-hidroxi-clerodadien- 303,1900; >
36 1005 18,19:15,16-diolida CaollsOs - 33LIS0O7 03 269,1923; ) - - PESSOA,
219,0632 2005)
8a-hidroxilabd-13(S)-O- 463,3044[ (SILVA-
37 10,33 f-D-ribopranosideo CasHa306 - - - M+ Nal* 0,6 273,2539  FILHO et al.,
2007)
isomero 12-hidroxi- 313’2054; SILVEIRA
39 10,60  clerodadien-18,19:15,16-  CxHxOs 331,1976 2.3 o oo 39518830 184,0769;  “precoa
diolida 69,1950; M+Na] : 133,0869 >
216,0132 2005)

*comparado com padrio auténtico nas mesmas condi¢gdes cromatograficas. ** ion extraido.
Fonte: Elaborada pela autora.
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5.6.4 Andlise do perfil quimico da tintura dos capitulos florais do quimiotipo B de E. viscosa
(Aiuaba-Ev017-03).

O perfil quimico da tintura foi estabelecido mediante a analise do cromatograma
em modo negativo ESI(-) e positivo ESI(+), como ilustrado na Figura 92. Analise por CLUE-
EMAR permitiu a identificagdo de vinte e sete compostos: um acido organico (2), sete
derivativos do acido cafeico (5-7 e 12-15), quatro flavonoides (10, 11, 20 e 33) e quinze
diterpenos (24, 25, 27, 29, 31, 34, 35-39, 41, 43, 45-47) (Tabela 22, p. 172).

Figura 92 - Cromatogramas CLUE da tintura dos capitulos florais de E. viscosa silvestre
(Aiuaba - Ev017-03) do quimiotipo B: (a) modo de ionizacdo negativo e (b) modo positivo.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 22 - Identificacdo quimica da tintura dos capitulos florais silvestres (Aiuaba - Ev017-03) do quimiotipo B por CLUE-EMAR (continua).

Negativo Fraementos de fons Positivo Fragmentos
tr Formula [M-H] Erro & y [M+H]* Erro de ions Referéncias
Pico (min) Compostos molecular m/z (ppm) m/z (ppm) m/z
L. [ 173,0054; 147,9248,; (SANCHEZ-
2 1,36 acido citrico C¢HsO7 191,0160 -3,1 111.0100 - - - SALCEDO e al., 2016)
3 2,17 ndo identificado CH26010  497,1440 -2,4 315,0794 - - -
4cido ) (SANCHEZ-
5 2,62 neoclorogénico Ci6Hi309 353,0871 -0,6 191,0561; 179,0329 - - - SALCEDO et al., 2016)
. N . (SANCHEZ-

6 3,12 4&cido clorogénico Ci6Hi309 353,0872 -0,3 191,0537; 179,0384 - - - SALCEDO et al., 2016)

7 3,41 acido cafeico” CoH304 179,0339 -2,8 135,0389; 133,0397 - - - (WANG et al., 2017)

10 4,03 rutina” C27H30016 609,1465 1,5 301,0364 - - - (SOUSA et al., 2016)

11 430 kaiu‘rg’rfzrs‘l,’é;o' CyH3O1  593,1496  -1,7 285,0410 - - - (ENGELS et al., 2012)
L . . (CLIFFORD;
acido 1,4-di-O- 353,0795;191,0528; 287,0570; ]

12 4,37 cafeoil quinico Ca5H24012 515,1175 -2,9 179.0302: 173,0435 517,1331 -2,9 163.0381: KNIGH";,OI(%;HNERT,

. . CLIFFORD;
acido 3,4-di-O- 353,0832; 91,0522; 287,0564; ( ] ’

13 4,51 cafeoil quinico Ca5H24012 515,1177 -2,5 179,0295: 173,0441 517,1354 1,5 163.0358: KNIGH";,OI(%J)HNERT,
. . (CLIFFORD;
acido 3,5-di-O- 353,0853;91,0533; 287,0533; ]

14456 afeoil quinico  CxH2O12 515119408 179.0305: 1730443 1137048 030368 KNIGHTZ’O%;;HNERT’

. . CLIFFORD;
acido 4,5-di-O- 353,0823; 91,0531, 287,0555; ( ] ’

15 4,68 cafeoil quinico CysH24012 515,1188 -0,4 179.0305: 173,0406 517,1350 0,8 163.0377- KNIGHI;,OIE;J)HNERT,

16 5,38 ndo identificado C27H43011 547,3097 -3,8 191,0437; 173,0437 - _ _ -

17 550  ndoidentificado  CaHaOs  361,0651 00 171709 173.0414; i ] ] ]

163,0428
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Tabela 22 - Identificacdo quimica da tintura dos capitulos florais silvestres (Aiuaba - Ev017-03) do quimiotipo B por CLUE-EMAR (continua).

Negativo Fragmentos de Positivo B
] - . " Fragmentos de ions ferénei
Pico t Compostos Férmula [M-H] Erro ions [M+H] Erro /z Referéncias
(min) p molecular m/z (ppm) m/z m/z (ppm)
317,1657;
18 5,67 nao identificado CyoH20s  361,1663 3,3 173,0384; - - - -
163,0601
20 5,94 ercetina” Ci5H100 301,0499 1,8 151,0467 303,0513 2,6 285,1036; -
’ qu 1STH0MT ’ ’ ’ ’ ’ 257,0355; 153,0271
24 6,90 lactona isociliolida CaoH2Os  343,1559 4.1 299,1698 (ZDEII;;)Oft al.,
. 387,1871; (VIEIRA et al.,
25 6,90 kerhnohda C22H2807 - - - 40531906 '197 327,1520’ 217’1540 2006)
26 6,71 nio identificado Ca0H203 - - - 311,1641 -0,6 217,1160; -
7-hidroxi-3,13-clerodandien- 329,0307; , (JANUARIO et
27 7,28 16,15:18.19diolida C0H2805 347,1862 1,2 205.1780 349,1129 -2,9  331,2403;251,0134 al., 2004)
. 315,1940; (AKAIKE et al.,
29 7,81 bachariol Cy0H240¢ 359,1500 1,4 2971549 361,1587 0,8 317,0187 2003)
. . . 323,7852; 325,1451; (VIEIRA et al.,
31 8,15 12-epi-bachotricuneatina C20H220s5 341,1387 1,0 2951587 343,1540 0,5 297,1488: 203.1078 2006)
12-hidroxi-3,13- 329,1008; [
32 857 clerodandieno-16,15:18,19- CaoHxOs 3471878 12 217.1554: ] ] ; (JAI;IU%%})) et
diolida 173,1104 s
33 8,60 ternatina Ci9H;30g - - - 375,1071 -0,3 345,0704 (LII\I/IQAQE; al,
(FONTANA;
327,0026;
. . ’ ’ 329,1753; 311,1693; SAVONA;
34 9,17 salvisplendina C CH2306 396,1899 -0,5 32(195, 13132977, 398,1971 1,8 235.1537: 217.1236 RODRiGUEZ,

2006)
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Tabela 22 - Identificacdo quimica da tintura dos capitulos florais silvestre (Aiuaba - Ev017-03) do quimiotipo B por CLUE-EMAR (continua).

Negativo Fraementos de fons Positivo Fragmentos de
Pico I Compostos Formula [M-H]"  Erro g iy [M+H]* Erro ions Referéncias
(min) P molecular m/z (ppm) m/z (ppm) m/z
15,16-epoxi-12-
hidroxineoclerodal3 317,1981; (SILVEIRA;
,14-dienle, 15- i i i ’ ’ 5 >
35 10,01 (16),14-dien18,19 Ca0H3004 357,2045 31 22371078 PESSOA, 2005)
hemiacetal
12-hidroxi-clerodandien- 313,1652; 303,0214; (SILVEIRA;
361005 e 19:15 16-diolida CoolosO4 331907 =03 569 5010: 219,1398 - - - PESSOA, 2005)
12-hidroxi-clerodandien- 355,1871 313,8567; (SILVEIRA;
36 10,10 18,19:15,16-diolida CaoH2s04 i i i [M+Na]* -39 221,1444 PESSOA, 2005)
8a-hidroxilabda-13(S)-O- (SILVA-FILHO
37 981 $-D-ribopiranosideo CasHuOs  439,3058  -0,5 273,0215 - - - et al., 2007)
8a-hidroxilabda-13(S)-O- 463,3045 273,2539; (SILVA-FILHO
371033 g by ribopiranosideo C2sHuOs - - - [M+Na]* L9 1911793 et al., 2007)
3-etoxi-12-hidroxi- 355,2350; .
R clerodanaien-18,19: 15,16- 223205 - - - + 2 5 5
38 10,59 clerodandien-18,19: 15,16-  CyHiO ?13193\11;7 25 3152025 PIEZISL(;]/EII;(%S)
diolida 269,1956 ’
isOmero 12-hidroxi-
. . 313,1025; 313,0257; 355,1871 313,1967; (SILVEIRA;
39 10,60 clerodand:ieigiiljéw.15,16- CyH2304  331,1921 3,6 269.1960: 219.2014 [M+Nal* -1,7 2212091 PESSOA, 2005)
9,10-seco-4,9(10),13(14)- 341,2069 329,0254; (SILVEIRA;
4l 11,68 labdatrien-18-ol C20H300s i ) ) [M+Na]* =32 205,3214 PESSOA, 2006)
isomero 9,10-seco-
’ . 341,2082 329,0200; (SILVEIRA;
43 11,76 4,9(10),13(11842)—11abdatrlen— C20H3003 - - - (MANa] 32 205.1216 PESSOA. 2006)
347,2553 307,2642; (SILVA-FILHO
45 1281 tarapacol Ca0H3603 - - - [M+Na]* L2 911793 et al., 2007)
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Tabela 22 - Identificacdo quimica da tintura dos capitulos florais silvestre (Aiuaba - Ev017-03) do quimiotipo B por CLUE-EMAR (conclusao).

Negativo , Positivo Fragmentos de
) Fragmentos de ions . A
. I Formula [M-H]"  Erro [M+H]* Erro ions Referéncias
Pico . Compostos m/z
(min) molecular m/z (ppm) m/z (ppm) m/z
46 12,99 scido centipédico CaHOs  315,1974 44  299,1570; 271,010 i - (II;%A etal,
13-hidroxilabda-7,14-

. ’ 4452921 273,2575; (LEE et al.,

47 13,07 dleng 1 3(3)-0—51—L- C25sH4,0s - - - (M- Na]" -2,0 191.1799 2005)
arabinopiranosideo

*comparado com padrao auténtico.
Fonte: Elaborada pela autora.
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5.6.5 Analise do perfil quimico da infusdo das folhas (Ev047) do quimiotipo A de E. viscosa

cultivada.

O perfil quimico do cha das folhas do quimiotipo A foi estabelecido mediante a
analise do cromatograma em modo negativo ESI(-) e positivo ESI(+), como ilustrado na Figura
93. A andlise por CLUE-EMAR permitiu a identificacdo de dezenove compostos: dois acidos
organicos (2 e 4); nove derivados de 4cido cafeico (4-6, 8, 9 ¢ 12-15), trés flavonoides (10, 11

e 33) e cinco diterpenos (27, 29, 31, 36 ¢ 37) (Tabela 23, p. 177).

Figura 93 - Cromatograma CLUE das folhas cultivadas do quimiotipo A de E. viscosa (Ev047):
(a) modo de ionizagao negativo e (b) modo positivo.
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Fonte: Elaborada pela autora.



Tabela 23 - Identificacdo quimica do cha das folhas cultivadas (Ev047) do quimiotipo A por CLUE-EMAR (continua).

Negativo Fragmentos de Positivo B
, - . " Fragmentos de ions Referénci
Pico ¢, (min) Compostos Foérmula [M-H] Erro 1ons [M+H] Erro /= eterencias
r p molecular m/z (ppm) m/z m/z (ppm)
2 135 4cido citrico CeHsO;  191,0190  -1,0 111,0087 ; ; (SANCHEZ-SALCEDO
etal., 2016)
dcido (SANCHEZ-SALCEDO
4 231  dihidroxibenzoico CooH120s 3150672 4.8  153,0073; 109,0218 - - ;
, etal., 2016)
hexosideo
5 2,62  acido neoclorogénico C16H1509 353,0878 1,4 191,0513;179,0336  355,1031 0,6 163,0392 (SANifI(SZ_zSO?E)CEDO
6 310  dcidoclorogénico™  CigHisOs 353,086 2,0  191,0437; 179,0356 ) ; ; (SANCHEZ-SALCEDO
etal., 2016)
8 3,52 4cido criptoclorogénico C16H1309 353,0875 0,6 191,0528; 179,0376 - - - (SANCHEZ-SALCEDO
etal., 2016)
9 373 4cido l-cafcoilquinico  CisHisOs  353,0860  -3,7  191,0547; 179,0343 ) ; - (SANCHEZ-SALCEDO
etal., 2016)
10 3,99 rutina* CyH3016  609,1453 0,5 301,0305 611,1613 0,2 303,0514  (SOUSA et al., 2016)
11 430 kaempferol 3-O- CyH3O16  593,1498  -13 285,0304 5951660 -0,5 2030306 ENGELS eral, 2012)
rutinoside 287,0534;
acido 1,4-di-O-cafeoil 353,0839; 191,0544; 287,0543; (CLIFFORD; KNIGHT;
12438 quinico CostaOnz = SIS1165 49 799 0310: 1730407 217137 21 16370360 KUHNERT, 2005)
acido 3,4-di-O-cafeoil 353,0804; 191,0469; 287,0564;  (CLIFFORD; KNIGHT;
13449 quinico CosH2O0n SIS HT7 - -2,5 179,0286; 173,0417 SIT1357 2,1 163,0358; KUHNERT, 2005)
acido 3,5-di-O-cafeoil 353,0847; 191,0557; 287,0539;  (CLIFFORD; KNIGHT;
14 467 quinico CosthaO2 SISHT9 =21 539 1360, 173,0403 2171304 35 16300384, KUHNERT, 2005)
acido 4,5-di-O-cafeoil 353,0825; 191,0568; 287,0544;  (CLIFFORD; KNIGHT;
15 494 quinico CosthaO2 SIS 0.2 S50 0311 173,042 171321 48 16300374, KUHNERT, 2005)

177
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Tabela 23 - Identificacao quimica do cha das folhas cultivadas (Ev047) do quimiotipo A por CLUE-EMAR (conclusao).

Negativo Positivo
. tr Foérmula [M-HT Erro  Fragmentos de fons [M+H]"  Erro Fragrgentos A
Pico . Compostos de ions Referéncias
(min) molecular m/z (ppm) m/z m/z (ppm) /s
. 353,0796; 191,0585;
19 5,82 nao identificado CasH47010 543,3173 0,7 179.0800: 173.0472 - - - -
7-hidroxi-3,13- ,
27 7,28 clerodandien- CuHOs 347,183 14 329,0171;205,1598 - ; : ¢ ANU%%;? etal,
16,15:18,19diolida
29 7,81 bacchariol C20H2406 359,1493 -0,6 315,1129; 297,1293  361,1587 0,8 317,0187 (AKAIKE et al., 2003)
N 325,1451;
31 8,15 P C20H2,05 - - - 343,1540 0,5  297,1488;  (VIEIRA et al., 2006)
bacchotricuneatina
203,1078
33 8,60 ternatina Ci9H 1903 - - - 375,1073 -1,9 345,0521 (LIMA et al., 1996)
12-hidroxi- ) ) )
36 10,05 clerodandien- C20H2304 331,1913 1,2 321639’(129%% %2(139,2116‘;55, - - (SILVEH;(I)AO’ SI;ESSOA’
18,19:15,16-diolida ’ ’ ’
8a-hidroxilabd-13(S)- 463,3050 (SILVA-FILHO et al.,
37 10,33 O-B-D-ribopiranosideo C2sHa30 . . . [M+Na]* 3.5 273,2598 2007)
g 347,2574 271,2433;
42 11,71 nio identificado C20H3503 - - - [M+Na]’ 3,5 163.1478 -
g 347,2571 271,2433;
44 12,03 nio identificado C20H3503 - - - [M+Nal* 2,6 163.1475 -

*comparado com padrdo auténtico.
Fonte: Elaborada pela autora.
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5.6.6 Analise do perfil quimico do cha das folhas cultivadas (Ev048) do quimiotipo B de E.

viscosa.

A andlise por CLUE-EMAR da infusdo das folhas do quimiotipo B permitiu
identificar dezenove compostos: dois acidos organicos (2 e 4); dez derivados do acido cafeico
(5, 6, 8,9 e 12-15), trés flavonoides (10, 11 e 33) e sete diterpenos (22, 27, 29, 31, 36, 37 e 45)
(Figura 94). Os compostos foram detectados e tentativamente identificados no modo negativo

e positivo, como ilustrado na Tabela 24, p. 180.

Figura 94 - Cromatograma de CLUE-EMAR das folhas (Ev048) de E. viscosa do quimiotipo B
no modo de ionizacdo: (a) negativo e (b) positivo.

100 (a)
=
0 ,,,TTT,T,,,,,T,,,J}*
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00
11 Tem oo (min)
100
12
(b)
10,
=
5
05 RELELL AL R | L LRI | LN LN | L | LA RS B ] iy LN L | T LA Ty LT TEY
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

Tempo (min)

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 24 - ldentificacdo quimica da infusdo das folhas cultivadas (Ev048) do quimiotipo B por CLUE-EMAR (continua).

Negativo Positivo
Fragmentos de fons  [M+H] Fragmentos .
pi t C . Férmula [M-HJ B m/z N Erro de ions Referéncias
1co (min) Ompostos molecular m/z ro (ppm) m/ (ppm) m/z
(SANCHEZ-
2 1,35 acido citrico CsHzO;  191,0190  -1,0 111,0087 - - - SALCEDO et al.,
2016)
acido 3.4- (SANCHEZ-
4 2,31 dihidroxibenzoico CxH1p0s  315,0672 4.8  153,0073; 109,0218 - - - SALCEDO et al.,
hexosideo 2016)
(SANCHEZ-
5 2,62 acido neoclorogénico CisHis0o  353,0878 1.4  191,0513; 179,0336 355,1031 0,6 163,0392  SALCEDO et al.,
2016)
(SANCHEZ-
6 3,10 4cido clorogénico” CisHis0o  353,0886 2,0  191,0437; 179,0356 - - - SALCEDO et al.,
2016)
(SANCHEZ-
8 3,52 acido criptoclorogénico C16H1509 353,0875 0,6 191,0528; 179,0376 - - - SALCEDO et al.,
2016)
_ _ (SANCHEZ-
9 3,73 acido 1-cafeoilquinico C16H1509 353,0836 -2,7 191,0539; 179,0338; - - - SALCEDO et al.,
173,0492
2016)
10 3,99 rutina* CyH30016  609,1453  -0,5 301,0305 611,1613 0,2 303,0514 (sogg%zz al,
11 430 kaer‘ﬁﬁie;;’ildi -0- CyHuO  593,1498 1.3 285,0304 595,1660 0,5 328222 (ENGZEOII%” al.,
12 43y dcldolddi-O-cafeoil o 4 o 5i51165 49 3330839191054 517,1357 o1 287.0543; (Clélzllig(l){}"}];),
quinico 179,0310; 173,0407 163,0369; KUHNERT, 2005)
. . . . . . (CLIFFORD;
13 449  Acido3 ’;;idn‘i'g'cafeo‘l CostiO 5151177 2.5 315739”((’)82%‘;’; 119713’2)16]97’ 517,1357 2.1 fggggg KNIGHT;

KUHNERT, 2005)



Tabela 24 - Identificacdo quimica da infusao das folhas cultivadas (Ev048) do quimiotipo B por CLUE-EMAR (continua).

Negativo Positivo
, . . " Fragmentos
Pico  f (min) Compostos Foérmula [M-H] Erro  Fragmentos de ions [M+H] Erro de fons Referéncias
molecular m/z (ppm) m/z m/z (ppm) iy
N P _ _ _ (CLIFFORD;
14 467  Acido3S lfinlicoo cafeoil o 105 5151179 2.1 315739’%2279’, 119713’%1273’ 517,1364 3,5 ?2;’8%2? KNIGHT;
qu HE0T L, U2%%  KUHNERT, 2005)
. P . _ _ (CLIFFORD;
15 494  Acidods l,dnlicoo cafeoil ¢ MO 5151189 -02 315739%22151 119713’%23% 517,1321 4.8 fi;’gg‘;if KNIGHT;
qu 03115 173, 2% KUHNERT, 2005)
L 353,0796; 191,0585;
19 5,82 nao identificado CysH47010  543,3173 0,7 179.0800: 173,0472 ) - - -
o 329,1764;
21 621 no identificado CaoHaeOs 3451666  -3,8  327,1692;217,1222 347,1855 09 311660 -
o 387,1754;
12-acetoxi-7-hidroxi- ) ) ’ ’
22 665  3.13(14)-clerodandien-  CoHaOr 4031736 2,1 S0-1423;317,1782; 405,1912 02 3271604 (VIEIRA et al.,
18,1915 16odioliden 233,1452 309,1471; 2006)
SR 217,1216
313,1829;
26 7,05 ndo identificado Ca0H2704 - - - 331,1919 3,0  219,1398; -
163,0735
7-hidroxi-3,13- ‘
27 13 clerodandien- CaHsOs 3471863 1.4  329,0171;205,1598 ; ; ; (JANUQ)%EC)) etal,
16,15:18,19diolida
29 781 bacchariol CaoH2Os  359,1493  -0,6  315,1129;297,1293 361,1587 0,8 317,0187 (AK"ZI(I)%E)“ al.,
. 325,1451;
31 8,15 12-epi- C20H2,05s - - - 343,1536[M+Na]+ 0,5 297,1488; (VIEIRA et al.,
bacchotricuneatina 2006)
203,1054
33 860 ternatina C1oH 1605 ; ; ; 375,1073 19 3450587 (LIMA et al.,

1996)

181
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Tabela 24 - Identificacdo quimica da infusao das folhas cultivadas (Ev048) do quimiotipo B por CLUE-EMAR (conclusao).

Negativo Positivo
Pico ¢ (min) Compostos nljc?lrerf:lﬁ:r [l\:[n'/lj]' (E;;(i) Fr. agmef::l(/)zs de fons [Mn:/lz{r (I];:Iig ) Fr?j%jzgstos Referéncias
W s PRSI ao  wen o BEEREE - - - S
37 10,33 S“Bhglrr‘l’;‘;l;‘ﬁgni g;o- Ca5H4306 - - - 463,3050[M+Na]* 3.5 273,2598 (SILc\ZIZé-;éI(;%O ot
45 12,02 tarapacol CaoH3603 - - - 347,2566[M+Na]" 1,2 31%71216729% (SILZﬁf&%%O et

*comparado com padrio auténtico.
Fonte: Elaborada pela autora.
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5.6.7 Comparacao do perfil quimico dos extratos de E. viscosa analisados por CLUE-

EMAR.

O perfil quimico dos extratos de capitulos florais de E. viscosa foi estabelecido
mediante a andlise dos cromatogramas de CLUE-EMAR nos modos de ionizagdo negativo
ESI(-) e positivo ESI(+). Este estudo possibilitou a identificacdo de compostos ja relatados na
espécie E. viscosa, como também forneceu dados inéditos quanto a presenga de compostos
tentativamente identificados. No conjunto de compostos considerados, ha a presenca de classes
quimicas tais como: derivados do acido cafeico, flavonoides e diterpenos, observando-se que a
literatura relata a presenga majoritaria de diterpenos e a presenca do flavonoide ternatina. Nao
ha relatos na literatura reportando a presenga dos compostos derivados do acido cafeico em E.
viscosa.

Na Tabela 25, p. 185, ¢ possivel visualizar melhor os compostos semelhantes e
diferentes presentes nos extratos. A tintura apresentou a maior quantidade de compostos
identificados. O uso do etanol favoreceu a solubilizagdo de compostos mais lipofilicos.

Na anélise quimica dos extratos, os derivados do acido cafeico e flavonoides, tais
como rutina e kaempferol 3-O-rutinosideo, estavam presentes em todas amostras,
independentemente da condi¢do de preparo da amostra, exibindo picos cromatograficos
intensos. Todos estdo sendo relatados pela primeira vez em E. viscosa.

A infusdo dos capitulos florais apresentou diferencas entres os quimiotipos, sendo
encontrado  exclusivamente no quimiotipo B os compostos: 15,16-epoxi-12-
hidroxineoclerodal3(16),14-dieno-18,19-hemiacetal, 3-etoxi-12-hidroxi-clerodandien-
18,19:15,16-diolida e bacchariol.

Os compostos acido dihidroxibenzoico, acido criptoclorogénico e acido 1-
cafeoilquinico foram encontrados apenas nas infusdo das folhas. Em relagdo aos quimiotipos,
as folhas também mostraram diferencgas, sendo os compostos 12-acetoxi-7-hidroxi-3,13(14)-
clerodandien-18,19:15,16-diolideo e tarapacol identificado apenas nas folhas do quimiotipo B.

Na tintura, foram observados compostos diterpénicos denominados: 9,10-seco-
4,9(10),13(14)-labdatrien-18-ol e seu isdmero, salvisplendina C, 12-epi-bachotricuneatina, 13-
hidroxilabda-7,14-dieno13(R)-O-a-L-arabinopiranosideo. Adicionalmente, quercetina e acido
citrico foram encontrados na tintura, sendo relatados pela primeira vez na espécie. Alguns
diterpenos foram comuns a todas amostras, tais como, lactona isociliolida, kerlinolida, 8a-
hidroxilabda-13(S)-O-B-D-ribopiranosideo,  além  dos  compostos  7-hidroxi-3,13-
clerodandieno-16,15:18,19diolida,  7-hidroxiclerodandieno-18,19:15,16-diolida ¢  seus
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respectivos isomeros, dentre esses, apenas lactona isociliolida e 7-hidroxi-3,13-

clerodandieno-16,15:18,19-diolida nao foram previamente relatados em E. viscosa.
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Tabela 25 - Comparagao do perfil quimico dos extratos de E. viscosa (continua).

Capitulos Florais Folhas
Compostos Infusio® Infusiio® Infusio® Tintura® Infuséof Infusiio®
i Quimiotipo B QuimiotipoA  Quimiotipo B Quimiotipo B Quimiotipo A  Quimiotipo B
Acido
Acido citrico (2) - - - X X X
TOTAL DE COMPOSTOS - - - 1 1 1
Acidos Fenélicos
Acido dihidroxibenzoico hexosideo (4) - - - - X X
Acido neoclorogénico (5) X X X X X X
Acido clorogénico (6) X X X X X X
Ac. cafeico (7) X X X X - -
Acido criptoclorogénico (8) - - - - X X
Acido 1-cafeoilquinico (9) - - - - X X
Acido 1,4-di-O-cafeoil quinico (12) X X X X X X
Acido 3,4-di-O-cafeoil quinico (13) X X X X X X
Acido 3,5-di-O-cafeoil quinico (14) X X X X X X
Acido 4,5-di-O-cafeoil quinico (15) X X X X X X
TOTAL DE COMPOSTOS 7 7 7 7 9 9
Flavonoides
Rutina (10) X X X X X X
Kaempferol 3-O-rutinosideo (11) X X X X X X
Quercetina (20) - - - X - -
Ternatina (33) X X X X X X
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Tabela 25 - Comparagdo do perfil quimico dos extratos de E. viscosa (continua).

Capitulos Florais Folhas
Compostos Infusio? Infusio® Infusio® Tintura® Infusiof Infusio®
Quimiotipo B Quimiotipo A  Quimiotipo B  Quimiotipo B Quimiotipo A  Quimiotipo B
TOTAL DE COMPOSTOS 3 3 3 4 3 3
Diterpenos

12-Acetoxi-7-hidroxi-3,13(14)-clerodandien- X
18,19:15,16-diolideo (22)
Lactona isociliolida (24) X X - X - -
Kerlinolida (25) X X - X - -
7-Hidroxi-3,13-clerodandien-16,15:18,19-diolida (27) X X X X X X
Isdmero 7-hidroxi-3,13-clerodandien-16,15:18,19-

X X X - - -
diolida (28)
Bacchariol (29) X - X X X X
Isdmero lactona isociliolida (30) X X - - - -
12-epi-Bachotricuneatina (31) - - X X X X
12-hidroxi-3,13-clerodandien-16,15:18,19-diolida (32) X - X X - -
Salvisplendina C (34) - - - X - -
15,16-Epoxi-12-hidroxineoclerodal3(16),14-dieno-

X - X X - -
18,19-hemiacetal (35)
12-Hidroxi-clerodandieno-18,19:15,16diolida (36) X X X X X X
8a-Hidroxilabda-13(S)-O-f-D-ribopiranosideo (37) X X X X X X
3-Etoxi-12-hidroxi-clerodandien-18,19: 15,16-diolida X

(33%)
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Tabela 25 - Comparagao do perfil quimico dos extratos de E. viscosa (conclusao).

Compostos Infusao?® Infusdo® Infuséao® Tintura® Infuszo [nfuszo
folhas' folhas®
Isomero 12-hidroxi-clerodandien-18,19:15,16-diolida (39) X X X X - -
Tanabalina (40) X X - - - -
9,10-Seco-4,9(10),13(14)-labdatrien-18-o01 (41) - - - X - -
Isdmero 9,10-seco-4,9(10),13(14)-labdatrien-18-ol (43) - - - X - -
Tarapacol (45) - - - X - X
Acido centipédico (46) X X - X - -
13-hidroxilabda-7,14-dieno13(R)-O-a-L- ] ) ) X ) )
arabinopiranosideo (47)
TOTAL DE COMPOSTOS 13 10 9 17 5 7

3Cha dos capitulos florais de E. viscosa silvestre (Aiuaba-Ce); ® Cha dos capitulo florais de E. viscosa adquiridos comercialmente no mercado central de Fortaleza; © Cha dos
capitulos florais cultivados no canteiro da Embrapa (Cascavel-Ce); ¢ Tintura do capitulos florais de E. viscosa silvestre (Aiuaba-Ce); ¢ Cha das folhas de plantas cultivadas no
canteiro da Embrapa morfologicamente atribuidas ao quimiotipo A; " Cha das folhas de plantas cultivadas no Canteiro da Embrapa morfologicamente atribuidas ao quimiotipo
B.
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Os compostos considerados bioativos ternatina, tanabalina e acido centipédico
foram identificados, na maioria das vezes, através da obten¢do de seus ions extraidos do
cromatograma de ions totais (TIC). Embora esses compostos sejam abundantes nos capitulos
florais de E. viscosa, eles sdo poucos extraidos pela dgua quente, uma vez que a ternatina,

tanabalina e o acido centipédico sao compostos lipofilicos.

5.7 Discriminacéo dos quimiotipos de E. viscosa usando o conjunto de dados de CLUE-
EMAR.

Um método de impressao digital metabdlica por CLUE-EMAR juntamente com um
método de reconhecimento de padrdes supervisionado baseado em OPLS-DA foi utilizado para
discriminar e classificar amostras comerciais e silvestres de capitulos florais. Essa abordagem
teve como objetivo identificar compostos ndo volateis presentes na infusao dos capitulos florais
responsaveis pela discriminacdo dos quimiotipos. Utilizou-se o perfil CLUE-EMAR para a
identificacdo de compostos marcadores. A técnica ¢ considerada abrangente no que se refere a
classe de compostos a serem analisadas, devido a grande variedade de fases estacionarias
disponiveis, além dos diferentes modos de separacao, como a elui¢do em fase reversa, com ou
sem pareamento i0nico, interagdo hidrofilica, e troca i6nica. Além disso, vem sendo cada vez
mais aplicada nos estudos envolvendo andlises metabolomicas devido a alta robustez,
sensibilidade e seletividade (CANUTO et al., 2018).

Inicialmente, a fonte ESI foi operada nos dois modos de ionizagdo, positivo e
negativo. No entanto, por fornecer mais informac¢des, 0 modo de ioniza¢cdo adotado foi o
negativo, como pode ser visualizado no Apéndice U. Os espectros de massas foram adquiridos
de m/z 110-1180, que ¢ uma faixa abrangendo as massas da maioria dos metabolitos secundarios
(compostos fenolicos, diterpenos e derivados de metabolitos) presentes nos capitulos florais de

E. viscosa.

5.7.1 Variabilidade do conjunto de dados de CLUE-EMAR

A analise por CLUE-EMAR acoplada a quimiometria foi desenvolvida para
classificar as amostras de acordo com a variabilidade dos metabolitos secundarios e o respectivo
quimiotipo: maiores quantidades de acetato de trans-pinocarveila ("A" como azul); quantidades
maiores de acetato de cis-isopinocarveila ("B" como vermelho). A fim de identificar a variagao

dos quimiotipos e encontrar marcadores quimicos em potencial, os dados de CLUE-EMAR



189

foram analisados através de projecao ortogonal para analise discriminante de estruturas latentes
(OPLS-DA). Os resultados da classificagdo multivariada obtidos por OPLS-DA revelaram a
separagdo clara das amostras de E. viscosa com base em seu quimiotipo (Figura 95a, pag. 190).
As pontuagdes na classificagdo das amostras (Fig. 95¢, pag. 190) revelou que o quimiotipo A
agrupou em escores negativos de VL1 pelas altas quantidades concomitantes de rutina (10),
kaempferol 3-O-rutinosideo (11), acido 1,4-di-O-cafeoilquinico (12), isomero 7-hidroxi-3,13-
clerodandieno-16,15:18,19-diolida (28), bacchariol (29) e 15,16-epdxi-12-hidroxineocleroda-
13(16),14-dieno18,19-hemiacetal (35). Por outro lado, o quimiotipo B, agrupou em pontuagdes
positivas de VL1 por maiores quantidades de acido 3,4-di-O-cafeoilquinico (13), acido 4,5-di-
O-cafeoilquinico (15), composto desconhecido (16), lactona isociliolida (24) e kerlinolida (25),
as estruturas podem ser vizualizadas na Figura 96, p. 191. Esses compostos citados
apresentaram significancia relevante na classificacao de E. viscosa de acordo com os resultados
do VIP (importancia varidvel na projecdo), uma vez que suas intensidades de sinais foram
superiores ao valor limite em 1 (Figura 95d, pag 180).

A Tabela 26, p. 190, descreve os parametros estatisticos de OPLS-DA usando 2
variaveis latentes (2 VL), que foram escolhidas de acordo com os erros de modelagem,
variancia capturada e classificagdo das amostras com base nos resultados da Matriz de Confusao.
Além disso, apesar de algumas amostras apresentarem alta influéncia (Hotelling T2) ou erro (Q
residual) na modelagem (valores maiores que 1), ndo influenciaram negativamente no modelo
de classificagdo. Além disso, os parametros estatisticos revelaram a elevada robustez da
classificacdo do modelo por baixo erro na calibragio (RMSEC) e validagdo cruzada
(RMSECYV), baixo bias e valores de bias VC, bem como sensibilidade maxima (sem amostras
classificadas erroneamente, taxa de verdadeiro positivo igual a 1) capacidade de validagao
cruzada e alta especificidade, uma vez que apenas 1 das 45 amostras do quimiotipo A foi

classificada incorretamente (taxa de verdadeiro negativo igual a 0,98).
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Figura 95 - Resultados da classificagdo multivariada da modelagem OPLS-DA das amostras de
E. viscosa de acordo com o quimiotipo: a) Escores VL1 x VL2; b) Residuos de Hotelling T2 x
Q; c) Cargas VLI relevantes; d) Pontuacdes VIP no eixo VLI1: rutina (10); kaempferol 3-O-
rutinosideo (11); acido 1,4-di-O-cafeoilquinico (12); acido 3,4-di-O-cafeoilquinico (13); acido
4,5-di-O-cafeoilquinico (15); composto desconhecido (16); lactona isociliolida (24);
kerlinolida (25); isomero 7-hidroxi-3,13-clerodandieno-16,15:18,19-diolida (28); bacchariol
(29) e 15,16-epoxi-12-hidroxineocleroda-13(16),14-dieno18,19-hemiacetal (35).
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Tabela 26 - Pardmetros estatisticos da acuracia da classificagdo do modelo PLS-DA para
discriminacao dos dois quimiotipos de E. viscosa usando o sistema CLUE-EMAR sob 2 VL.

Parametros Quimiotipo A Quimiotipo B

Sensitividade ¢ TVP? 0,98 1,00
Especificidade e TVN® 1,00 0,98
RMSEC* 0,19 0,19
RMSECVY 0,20 0,20
MCC 0,98 0,98
RMSEC/RMSECV*® 0,95 0,95

Bias 0,00 2,2 %1016

Bias VC -6,0 x 10°° -6,0 x 10°°

@ Taxa de verdadeiro positivo; ° Taxa de verdadeiro negativo; ¢ Erro quadratico médio de
calibragdo; ¢ Erro quadratico médio da validagdo cruzada; © Indice de similaridade
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Figura 96 - Estruturas dos compostos responsaveis pela discriminagdo dos quimiotipos no
conjunto de dados de CLUE-EMAR.
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5.8 ESTUDOS FARMACOLOGICOS

5.8.1 Resultados da avaliagio gastroprotetora dos extratos de E. viscosa.

Foram realizados ensaios pré-clinicos (camundongos) para avaliagdo do efeito
gastroprotetor de amostras (chas e tintura) preparadas a partir dos capitulos florais silvestres,
comerciais e cultivados, e das folhas de planta cultivada, visando avaliar se as folhas também
possuem atividade gastroprotetora e se ha diferenga no efeito gastroprotetor entre os
quimiotipos. Inicialmente, foram testadas seis amostras de E. viscosa: Ev024 (Cha de capitulos
florais comerciais - Quimiotipo A), Ev034-01 (Cha de capitulos florais cultivados - Quimiotipo
B), Ev017-01 (Cha dos capitulos florais de material silvestre (Aiuaba) - Quimiotipo B), e
Ev017-03 (Tintura dos capitulos florais de material silvestre (Aiuaba) - Quimiotipo B), Ev047
(Cha das folhas cultivadas- Quimiotipo A) e Ev048 (Cha das folhas cultivadas- Quimiotipo B).

Todas as amostras demostraram atividade gastroprotetora, por via oral, com doses
que variaram de 50 — 400 mg.kg! (Figura 97, p. 195). As preparagdes feitas com capitulo florais
exibiram maior efeito gastroprotetor, exibindo gastroprote¢io com doses de 50 mgkg! e
percentual de inibigdo da lesdo gastrica de mais de 80% em doses de 200 mg.kg!. Nio foi
observada diferenca significativa entre amostras de cha e de tintura.

Estudos fitoquimicos prévios dos capitulos florais de E. viscosa revelaram a
presenca do flavonoide, ternatina e compostos diterpenos, tanabalina e acido centipédico. As
investigacdes farmacoldgicas anteriores demonstraram as propriedades antiinflamatorias,
hepatoprotetoras, gastroprotetora e antinociceptiva da ternatina. Os efeitos gastroprotetores da
tanabalina e acido centipédico foram demonstrados em ensaios in vivo de lesdes gastricas
induzidas por indometacina e etanol (GUEDES et al., 2008).

Estudos realizados por Aratijo ef al. (2008) avaliaram o efeito antinociceptivo do
extrato aquoso de capitulos florais, em contor¢des abdominais induzidas por &cido acético. Os
resultados mostraram agao antinociceptiva do extrato, apresentando inibi¢ao de 63%.

Os resultados encontrados nos chas de capitulos florais de E. viscosa testados neste
trabalho, reforcaram de que o cha ¢ eficiente no tratamento de doencgas gastrointestinais,
evidenciado, pelo efeito na lesdo gastrica induzida po etanol em camundongos. Essa
constatagcdo corrobora a forte inibi¢do encontrada (valores entre de 60-80% de inibi¢ao),
compativeis com extratos de capitulos florais de E. viscosa relatos na literatura.

Investigacdes farmacoldgicas dos compostos bioativos isolados de E. viscosa
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comprovam acdo gastroprotetora dos extratos. Estudos fitoquimicos do chad através da
identificacdo e quantificagdo neste trabalho, possibilitou identificar além dos trés constituintes,
a presenca de compostos fenodlicos, flavonoides e diterpenos ja relatados em E. viscosa, bem
como na familia Asteraceaec CAMPOS e al., 2016; GALVEZ; MEDINA:; JIMENEZ et al.,
2001). Na literatura, a atividade gastroprotetora de espécies de Asteraceas ¢ atribuida a
compostos fenodlicos, flavonoides e diterpenos do tipo clerodanico (LAKSHMI et al., 2011,
MARTIN et al., 1998; MOTA et al., 2009; WACHTER; MONTENEGRO; TIMMERMANN,
1999). Em especial os compostos: acido cafeico, acido clorogénico, os acidos dicafeoilquinico,
rutina ¢ kaempferol ramnosideo, que, de acordo com a literatura e baseado no levantamento
deste trabalho encontrado na subsecdo 4.4, pode-se concluir que esses compostos possuem
atividade gastroprotetora. Além disso, € possivel que estes compostos necessitem atuar
combinado aos demais presentes (diterpenos) na planta para desempenhar determinadas agoes
bioldgicas.

Os chas das folhas apresentaram gastroprotecdo apenas nas doses mais elevadas
(200 e 400 mg.kg"), ndo havendo diferenca na resposta entre os quimiotipos. Entretanto, o
efeito gastroprotetor das folhas foi inferior ao dos capitulos florais em todas as doses testadas.
Este achado pode ser justificado pelos teores dos compostos bioativos, revelando uma menor
concentragdo de ternatina, tanabalina e 4cido centipédico nas folhas. A identificagdo quimica
das folhas cultivadas por CLUE-EMAR revelou diferengas com relacdao aos capitulos florais.
Os compostos acido citrico, acido dihidroxibenzoico e tarapacol foram identificados
exclusivamente nas folhas. As folhas cultivadas também mostraram diferencas, sendo os
compostos  12-acetoxi-7-hidroxi-3,13(14)-clerodandien-18,19:15,16-diolideo e tarapacol
identificado apenas nas folhas do quimiotipo B.

Ardiles et al. 2018 avaliaram os diterpenos clerodanos isolados de Parastrephi
quadrangulares, os quais mostraram efeito gastroprotetor. Além disso, dois compostos (p-
coumaroiloxitremetona e p-cinamoiloxitremetona) foram também avaliados quanto a sua acdo
gastroprotetora a qual mostrou melhor capacidade gastroprotetora, superior a do farmaco
controle lansoprazol (76%). Esses resultados revelaram que varios constituintes desta planta
tém atividade gastroprotetora, sendo esses dois compostos citados anteriormente, podendo ser
considerados moléculas lideres na exploragdo de novos agentes gastroprotetores.

A partir dessa avaliacdo inicial, procedeu-se a escolha daquelas com melhor
atividade gastroprotetora (Ev024, Ev034-01 e Ev017-03) para seguirem para a avaliagdo da
possivel participacao de uma atividade antioxidante como parte de sua acdo gastroprotetora. As

amostras Ev024 e Ev034-01 mostraram atividade antioxidante como parte de sua agdo
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gastroprotetora.

Para investigagao do mecanismo de agao gastroprotetora, apenas as amostras Ev024
e Ev034-01 foram avaliadas, em virtude de serem chas, a forma medicinal mais comumente
utilizada pela populagdo. Os resultados mostraram que o mecanismo de acdo de Ev024 envolve
a participagao de prostaglandinas, de canais de potassio dependentes de ATP e de receptores
TRPV1, sem a participacao do 6xido nitrico. Por outro lado, o mecanismo de agao de Ev034-
01 também conta com a participagdo de canais de potassio dependentes de ATP e de receptores
TRPV1, além de 6xido nitrico, contudo sem a participag¢do das prostaglandinas. Essa diferenca
no mecanismo da acdo gastroprotetora deve-se possivelmente a diferenga de composi¢ado
quimica entre os quimiotipos A e B. As analises quantitativa e qualitativa dos extratos realizados
neste trabalho, revelou que os quimiotipos possuem composicao quimica nao-volatil distinta.
Uma vez que os teores dos compostos bioativos nos capitulos florais apresentaram diferencas,
sendo os compostos tanabalina e 4acido centipédico com maiores teores no quimiotipo A. Em
relacdo a identificacdo quimica por CLUE-EMAR da infusdo dos capitulos florais, observa-se
diferencas entres os quimiotipos, sendo encontrado exclusivamente no quimiotipo B os
compostos: 15,16-epdxi-12-hidroxineoclerodal3(16),14-dieno-18,19-hemiacetal 12-hidroxi-
3,13-clerodandieno-18,19:15,16-diolida e bacchariol.
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Figura 97 - Atividade gastroprotetora de Ev024 (Cha de capitulos florais comerciais -
Quimiotipo A), Ev034-01 (Cha de capitulos florais cultivados - Quimiotipo B), Ev017-01 (Cha
dos capitulos florais de material silvestre (Aiuaba) - Quimiotipo B) e Ev017-03 (Tintura dos
capitulos florais de material silvestre (Aiuaba) - Quimiotipo B), Ev047 (Cha das folhas
cultivadas- Quimiotipo A), Ev048 (Cha das folhas cultivadas- Quimiotipo B) e N-acetilcisteina
(NAC) em modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol em camundongos.
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Nota-se visualmente que as porcentagens de inibicao da lesdo gastrica, o cha do
quimiotipo A ¢ melhor que o chd do quimiotipo B. Contudo, quando ¢ realizada a analise
estatistica ndo ha diferenca entre os dois. As comparacdes foram feitas com relagdo aos

controles (ndo tratados) e os dados considerados significativos com p < 0,05.

5.8.2 Efeito dos chés e tintura de Egletes viscosa sobre o estresse oxidativo gastrico no

modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos.

Os extratos que mostraram maiores atividades gastroprotetora (Ev024, Ev034-01 e
Ev017-03) foram selecionados para os ensaios de atividade antioxidante. As amostras foram
avaliadas quanto aos seus efeitos em marcadores gastricos de estresse oxidativo: Glutationa
reduzida (GSH), quantificada pelo teor dos grupos sulfidrilicos ndo-protéicos (NP-SH)
(SEDLAK e LINDSAY, 1968); Malondialdeido (MDA) (AGAR, BOS E DEMO, 1999);
Catalase (aCAT) (AEBI, 1974); Superoxido dismutase (SOD) (BEAUCHAMP; FRIDOVICH,
1971) e Nitrito/nitrato (GREEN et al., 1982; BRADFORD, 1976).

Os resultados da avaliagdo do estresse oxidativo (Figura 98, p. 197) mostram que
Ev034-01 e Ev017-03 apresentaram a melhor atividade antioxidante. Segue-se entdo o Ev024
que também possui atividade antioxidante com excecao do GSH comparado a Ev034-01. Para
a tintura Ev017-03 sua a¢do gastroprotetora ndo esta relacionada a atividade antioxidante

(Tabela 27, p. 198).
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Figura 98 - Efeito dos chas (Ev024 e Ev034-01) e tintura (Ev017-03) de Egletes viscosa sobre
0 estresse oxidativo gastrico no modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em

camundongos.
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Tabela 27 - Analise geral da avaliacdo do efeito antioxidante.

Amostras GSH MDA aCAT SOD Nl.trato
/Nitrito
Ev024 NA ! NA 1 NA
Ev034-01 1 ! NA 1 NA
Ev017-03 NA NA NA NA NA

1: Aumentou em relacdo ao grupo controle referente ao teste do efeito antioxidante (Figura 98); |: Diminuiu em
relagdo ao grupo controle referente ao teste do efeito antioxidante (Figura 98); NA: Nao alterou em relagdo ao
grupo controle referente ao teste do efeito antioxidante (Figura 98).

GSH (glutationa reduzida), MDA (malondialdeido), aCAT (catalase), SOD (superdxido dismutase).
Fonte: Flavia A. Santos, 2020.

5.8.3 Efeito de Egletes viscosa sobre a toxicidade aguda em camundongos

Avaliacao da toxicidade aguda evidenciam que a administrac¢do oral inica de 2000
mgkg! das amostras testes ndo produziu alteracdes no peso dos camundongos, nem no
consumo de ragdo e¢ agua quando comparadas com o grupo controle, durante os 14 dias
seguintes a sua administracdo. Nenhuma morte foi observada e apo6s os 14 dias a inspegao,
apenas visual, ndo mostrou alteracdes significativas ou lesdes nos 6rgaos internos dos grupos
tratados quando comparados com os do grupo controle (Figura 99, p. 199). Esses dados
certificam a seguridade das doses utilizadas para estudar o efeito farmacoldgico das amostras.

As amostras Ev024, Ev034-01, Ev047 e Ev017-03 foram avaliadas em um ensaio
de toxicidade aguda, por via oral, com administragdo tnica de uma dose de 2 gkg™'. O ensaio
revelou a total auséncia de toxicidade aguda das amostras, confirmando a seguranca de uso das

preparacdes de E. viscosa nas doses escolhidas nesse projeto.
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Figura 99 - Avaliagdo da toxicidade aguda de Ev024 (Cha de capitulos florais comerciais -
Quimiotipo A), Ev034-01 (Cha de capitulos florais cultivados - Quimiotipo B), Tintura Ev017-
03 (Tintura dos capitulos florais de material silvestre (Aiuaba) - Quimiotipo B), Ev047 (Cha
das folhas cultivadas- Quimiotipo A) e Ev048 (Cha das folhas cultivadas- Quimiotipo B) em
camundongos.
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Fonte: Flavia A. Santos, 2020.

5.8.4 Avaliacdo do envolvimento das Prostaglandinas, do Oxido Nitrico (NO), dos Canais
de Potassio dependentes de ATP (Katp) e dos receptores TRPV-1 no efeito
gastroprotetor das amostras Ev024 e Ev034-01 de Egletes viscosa.

O pré-tratamento dos animais com indometacina, um inibidor da sintese de
prostaglandinas, reverteu totalmente a agdo gastroprotetora de Ev024, mas ndo inibiu a
atividade gastroprotetora de Ev034-01, demonstrando que a acdo gastroprotetora de Ev024
envolve a participagdo das prostaglandinas, enquanto a a¢do gastroprotetora de Ev034-01 nao

envolve a participacdo das prostaglandinas (Figura 100, p. 200).
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Figura 100 - Avaliacédo do envolvimento das prostaglandinas no efeito gastroprotetor de Ev024
(Ché& de capitulos florais comerciais - Quimiotipo A) e Ev034-01 (Chéa de capitulos florais
cultivados - Quimiotipo B).
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Fonte: Flavia A. Santos, 2020.

Os resultados sdo expressos como média + e.p.m da area de lesdo gratrica (mm?). ?
p<0,05 comparado com o veiculo, ® p < 0,05 comparado com Ev024, Ev034-01 ou Misoprostol
(n = 8 animais/grupo) (ANOVA e teste de Tukey).

O pré-tratamento dos animais com L-NAME, um inibidor da atividade da enzima
oxido nitrico sintase, ndo inibiu a atividade gastroprotetora de Ev024, mas reverteu totalmente
a atividade de Ev034-01, demonstrando que a ag¢do gastroprotetora de Ev024 ndo envolve a
participagdo do 6xido nitrico, enquanto a de Ev034-01 envolve a participa¢do do 6xido nitrico

(Figura 101).

Figura 101 - Avaliacdo do envolvimento do 6xido nitrico no efeito gastroprotetor de Ev024
(Cha de capitulos florais comerciais - Quimiotipo A) e Ev034-01 (Cha de capitulos florais
cultivados - Quimiotipo B).
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Os resultados sdo expressos como média + e.p.m. da 4rea de lesdo gratrica (mm?).
45 < 0,05 comparado com o veiculo, °p < 0,05 comparado com Ev024, Ev034-01 ou L-arginina
sozinho (n = 8 animais/grupo) (ANOVA e teste de Tukey).

O pré-tratamento dos animais com glibenclamida, um bloqueador dos canais de
potassio sensiveis ao ATP (Katp), reverteu parcialmente a agao gastroprotetora de Ev024, mas
reverteu totalmente a acdo gastroprotetora de Ev034-01, demonstrando a participagcdo da

abertura dos canais de potdssio na a¢do gastroprotetora de ambas as amostras (Figura 102).

Figura 102 - Avaliacdo do envolvimento dos canais de potassio sensiveis ao ATP (Katp) no
efeito gastroprotetor de Ev024 (Chéa de capitulos florais comerciais - Quimiotipo A) e Ev034-
01 (Cha de capitulos florais - Quimiotipo B).
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Fonte: Flavia A. Santos, 2020.

Os resultados sdo expressos como média + e.p.m. da area de lesdo gratrica (mm?).
< 0,05 comparado com o veiculo, ® p < 0,05 comparado com Ev024, Ev034-01 ou Diazoxido
sozinho (n = 8 animais/grupo) (ANOVA e teste de Tukey).

O pré-tratamento dos animais com capsazepina, um antagonista especifico dos
receptores TRPV1, reverteu parcialmente a acdo gastroprotetora de Ev024, porém reverteu
totalmente a acdo de Ev034-01, demonstrando a participagdo dos receptores TRPV1 na agao
gastroprotetora dos compostos, evidenciando a possivel participacdo das fibras sensoriais

aferentes em seus mecanismos de gastroprotecao (Figura 103, p. 202).
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Figura 103 - Avaliacdo do envolvimento dos receptores TRPV-1 no efeito gastroprotetor de
Ev024 (Cha de capitulos florais comerciais - Quimiotipo A) e Ev034-01 (Cha de capitulos
florais cultivados - Quimiotipo B).
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Fonte: Flavia A. Santos, 2020.

Os resultados sdo expressos como média + e.p.m. da area de lesdo gratrica (mm?).
45 < 0,05 comparado com o veiculo, °» < 0,05 comparado com Ev024, Ev034-01 ou Capsaicina

sozinha (n = 8 animais/grupo (ANOVA e teste de Tukey).

5.8.5 Avaliacéo histoldgica do tecido gastrico das amostras de E. viscosa em modelo de

Ulcera géstrica induzida por etanol em camundongos

Apds exame histopatoldgico, temos que no grupo Normal (sham) a maioria das
amostras ndo demonstraram altera¢des significativas; no grupo Veiculo (etanol absoluto)
ocorreu uma lesdo gastrica intensa apresentando erosdo, hemorragia, edema e infiltrado
inflamatoério diversificado; para o grupo Ev024 temos que as amostras ficaram subdivididas:
lesdo gastrica moderada com presenga de erosdo leve e amostras com a ndo ocorréncia de
alteracdes histologicas significativas, apresentando uma leve ocorréncia de erosdes e de
infiltrado polimorfonuclear; ja o grupo Ev034-01 apresentou lesdo géastrica moderada associada
a erosao moderada na maioria dos estdmagos examinados apresentando edema leve e infiltrado
polimorfonuclear moderado; no grupo N- acetilcisteina a maioria das amostras nao
demonstraram alteracdes significativas (Figura 104, p. 203).

A analise microscopica das amostras de estobmagos dos respectivos tratamentos, a

fim de verificar o que estava acontecendo a nivel tecidual, e observou-se que tanto Ev024 e
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Ev034-01 reduziram as lesdes teciduais (edema, hemorragia, erosdo), em maior ou menor grau,
assim como o infiltrado antiinflamatério tecidual induzidos pelo etanol absoluto (Tabela 28, p.
204).

Figura 104 - Microfotografias representativas de cortes estomacais de camundongos
observados em ensaio in vivo para avaliacdo atividade gastroprotetora de amostras de E.
viscosa.

\ . ! 2 N .
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Microfotografias representativas de cortes estomacais.
(A), controle normal (sham) mostrando aparéncia histologica normal da mucosa (mu), submucosa (sm) e da regido
muscular (ms);

(B) grupo etanol absoluto, mostrando erosdo (er) e hemorragia (he) na camada mucosa, infiltragdo de células
inflamatorias (ic) na area submucosa ¢ edema (ed);

(C) grupo Ev024 (100 mg/kg) mostrando erosdo (er) leve;

(D) grupo Ev034-1 (100 mg/kg) mostrando erosdo (er) na regido de mucosa, infiltragdo de células inflamatdrias
(ic) na area submucosa e edema (ed);

(E)  grupo N-acetilcisteina (200 mg/kg) mostrando histologia normal da mucosa e submucosa (H&E, 200x; n =
8 animais/grupo).

Fonte: Flavia A. Santos, 2020.
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Tabela 28 - Efeitos dos tratamentos com Ev024, Ev034-01 e N-acetilcisteina (NAC) nas
alteracdes histopatoldgicas gastricas em modelo de Ulcera gastrica induzidas por etanol em

camundongos.
Alteracao Controle Veiculo
Ev024 | Ev034-01 NAC
histopatolégica (Normal) (Etanol)
Erosdo na area da 0 3 2 2 0
mucosa (0-0) (2-3)a (0-2) b (0-2) b (0-2) b
Hemorragia na area 0 2 0 0 0
da mucosa (0-0) (0-2)a (0-1)b (0-0)b (0-0)b
Edema na area da 0 2 0 0 0
submucosa (0-0) (0-2) a (0-0)b (0-1)b (0-0)b
Infiltracdo de células
. 0 3 0 0 0
inflamatorias na area
(0-0) (2-3)a (0-2)b (0-2) 0-1)b

da submucosa

Parametros de pontuacio: nulo (0), leve (1), moderado (2) e grave (3). Escores expressos como mediana (minima
- maxima). * p < 0,05 comparado ao Controle (Normal) ¢ ® p < 0,05 comparado ao Veiculo (Etanol) (Kruskal-wallis

e teste de Dunn).

Ev024 (Cha de capitulos florais comerciais -

Quimiotipo B).

Fonte: Flavia A. Santos, 2020.

Quimiotipo A), Ev034-01 (Cha de capitulos florais cultivados -
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6 MATERIAL E METODOS

Os experimentos e analises quimicas foram conduzidos no Laboratorio
Multiusudrio de Quimica de Produtos Naturais (LMQPN), localizado na Embrapa
Agroindustria Tropical (Fortaleza-CE).

6.1 Planejamento de estudo

O planejamendo de estudo permitiu utilizar e associar as técnicas analiticas para
obtenc¢do do perfil quimico dos capitulos florais e das folhas de E. viscosa. Dessa forma, foi
possivel identificar e caracterizar quimicamente os seus dois quimiotipos. Os materiais foram
submetidos a diversos tipos de preparo de amostra e¢ de andlises cromatografica e
espectrométricas. Os capitulos florais foram investigados in natura e nas formas de 6leo
essencial, cha, tintura e de extrato com solventes deuterados, sendo posteriormente analisados
por IVp, CG-EM, CG-DIC, RMN, CLUE-EMAR, CLUE-QDa-MIS. As folhas foram avaliadas
apenas na forma de ché e analisada por CLUE-EMAR. Por fim, os chas e tintura dos capitulos

florais e das folhas foram submetidos a ensaios para avalia¢ao da atividade gastroprotetora.

6.2 Reagentes e padrdes

A 4gua ultrapura foi obtida usando um sistema de purificacdo de agua Milli-Q
(Billerica, MA, EUA). Metanol e acetonitrila foram adquiridos da Tedia (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) e 4cido formico da Fluka (Buchs, ZU, Suica). Os padrdes analiticos de ternatina,
tanabalina e acido centipédico, foram isolados a partir de um extrato de diclorometano dos
capitulos florais de E. viscosa, utilizando cromatografia em coluna de silica gel e CLAE de
acordo com o método descrito por Vieira et al. (2006). A pureza variou de 95-98% de acordo
com as analises CLUE-DAD e RMN. Os padrdes auténticos de acido clorogénico (> 95%),
acido cafeico (> 98%) e rutina (> 94%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich.
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6.3 Material Vegetal

Os capitulos florais de E. viscosa foram adquiridos em supermercados e ervanarios
no Estado do Ceard, conforme descrito no apéndice A. A determinagdo do quimiotipo das
amostras foi baseada na area relativa dos picos dos principais compostos volateis: acetato de
trans-pinocarveila e acetato de cis-isopinocarveila, que foram determinados por analises dos
seus Oleos essenciais através de cromatografia gasosa acoplado a escpectrometria de massas
(CG-EM) e com detector de ionizagdo de chama (CG-DIC). O procedimento de extracdo e as
condig¢des cromatograficas, conforme descrito na subsecao 6.10 e 6.11, estavam de acordo com
o método relatado anteriormente por Castro et al. (2019). Um espécimem coletado no municipio
de Aiuaba-CE foi depositado no Herbario Prisco Bezerra, da Universidade Federal do Ceara,

sob o codigo identificador: # 38254.

6.4 Experimento agronémico de E. viscosa

O experimento agronémico foi conduzido pela pesquisadora Dra. Rita de Céassia
Alves Pereira, na sede da Embrapa Agroindustria Tropical (Fortaleza-CE, Latitude 03°45° 04,7”
e Longitude 38°34° 38,1”), no periodo de dezembro/2016 a junho/2017. A produ¢do das mudas
foi realizada em viveiros cobertos com sombrite 50% de iluminagéo durante 90 dias. As mudas
foram plantadas em vasos plasticos com capacidade de 1 L preenchidos com uma mistura
constituida de substrato comercial e vermiculita na proporc¢éo 3: 1.

O transplantio foi realizado no inicio de abril/2017, em canteiros de alvenaria com
dimensdes de 8 m de comprimento por 1m de largura, protegidos com tela sombrite 50% de
iluminacdo, previamente adubados com 20 L de hdmus de minhoca/metro linear. O
espacamento utilizado foi de 40 cm entre plantas e 40 cm entre fileiras. As covas de plantio
possuiam 10 cm de largura x 10 cm de altura e 10 cm de profundidade. A irrigacdo realizada
nas plantas foi por gotejamento. Durante todo o periodo de cultivo, foram feitas capinas em
numero suficiente para o controle de ervas-daninhas. As coletas das plantas iniciaram 90 dias
apos o plantio das mudas de E. viscosa nos canteiros.

O experimento consistiu em blocos ao acaso com cinco replicatas, cada uma
contendo quatro individuos. Ap6s cada colheita, as plantas foram separadas por folhas e
capitulos e submetidas a secagem em estufa com circulacao de ar forgado a 40 °C até obter peso
constante. Ap0s a secagem, os quatro individuos de cada replicata foram pesados

separadamente.
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6.5 Preparo das solu¢des padréo dos analitos e amostras

Na condugdo dos estudos de desenvolvimento e validacdo do método analitico
foram preparados solugdes-padroes individuais dissolvendo cada composto em metanol para
proporcionar uma solugdo com uma concentragio de 100 mg L. As massas foram pesadas e
transferidas a 10,0 mL em baldo volumétrico.

Apo6s a preparagdo das solucdes-padrdes de estoque, por diluigdo, foi preparada
uma solugdo-padrao multicomponente diluida dos trés analitos preparada a partir de aliquotas
de cada solugdo-estoque, com solvente metanol para perfazer uma solu¢do Unica com
concentra¢do 10 mg L.

Os preparos das infusdes e a tinturas foram feitas de acordo com o modo de
preparacao tradicional (MATOS, 2007). Um baldo de fundo redondo de 1 L foi mantido sob
aquecimento em manta aquecedora com 150 mL de é4gua destilada até¢ 100°C. Apds o
aquecimento, o baldo foi retirado da manta e foram transferidos dois gramas de capitulos florais
por 10 minutos, resfriada, filtrada através de uma membrana de filtro com tamanho de poro de
0,22 um (PTFE, Millex, Milipore) e liofilizada. Depois de liofilizagdo, foi obtido 175 mg
(rendimento: 8,75 %) de extrato aquoso. O extrato foi analisado por CLUE-EMAR e CLUE-
QDa-MIS. Para a preparacado da tintura, 20g de capitulos florais de E. viscosa silvestre (Aiuaba-
CE) foram transferidos para um erlenmeyer de 500 mL com 300 mL de solug¢ao hidroalcodlica
(EtOH : H»O 1:2, v/v) a temperatura ambiente (24°C + 2) por dois dias. Apds esse periodo a
solu¢do hidroalcodlica foi liofilizada fornecendo 1,56 g (rendimento: 7,8%) do extrato. Em
seguida uma aliquota do extrato foi submetida a anélise por CLUE-EMAR e CLUE-QDa-MIS.
Todas as amostras foram diluidas em agua (extrato: agua 3,5 : 6,5, v/v) para se ajustar a faixa

linear da curva de calibracio CLUE-EMAR.

6.6 Condicdes analiticas de CLUE-EMAR

A identificacdo quimica foi realizada em um sistema Acquity CLUE (Waters,
Milford, MA, EUA) acoplada ao espectrometro de massa de quadrupolo e tempo de voo (QTOF)
(Waters, Milford, MA, EUA) de acordo com o método descrito por (SOUSA et al., 2016),
conforme Figura 47. A separacdo foi realizada em uma coluna Acquity BEH C18 (1,7 um, 2,1
x 150 mm, Waters, Milford, MA, EUA) mantida a 40 °C, injetando-se 5 uL de amostra. A fase

movel foi uma combinacao de A (0,1% de acido féormico em dgua) e B (0,1% de acido férmico
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em acetonitrila) a uma vazao de 0,4 mL/min. O gradiente variou linearmente de 5% a 95% de
B (v/v) ao longo de 15 min, e depois a coluna foi lavada durante 2 min e condicionada durante
2 min. Os espectros de massas foram registrados no modo positivo € no modo negativo, em
uma faixa de massa entre 110-1180 Da. A temperatura da fonte foi de 120 °C, a temperatura de
dessolvatacao 350 °C, fluxo do gas dessolvatacao de 500 L/ h e voltagem do capilar de 3,2 kV.
Leucina encefalina foi utilizada como lock mass. O modo de aquisi¢do foi MSE. O instrumento

foi controlado pelo software Masslynx 4.1 (Waters Corporation).

6.7 Analise CLUE-QDa

As andlises de quantificacdo foram realizadas em um cromatografo Acquity UPLC
acoplado com detectores de quadrupolo e fotodiodos. As corridas cromatograficas foram
realizadas em uma coluna BEH C18 (1,7 um, 2,1 x 150 mm), mantida a 40 °C, utilizando uma
fase movel composta dos solventes A (0,1% de acido formico em agua) e B (0,1% de acido
formico em acetonitrila). O gradiente de eluicao partiu de 56% de B, aumentou para 62% de B
(1 min), depois 71% de B (2,71 min), 86% de B (4,41 min), e para 100% de B (6,10 min),
retornando a 56% de B (7,80 min) e, finalmente, equilibrando por 10,00 min. A vazado foi de
0,4 mL.min"! e o volume de injegdo de 2 uL. A ionizagdo foi realizada através de uma fonte de
eletropulverizagdo positiva (IES +). Os parametros da EM foram ajustados para varredura
completa, tensdo capilar de 0,8 kV, temperatura de dessolvatagdo de 600 °C e faixa de massa
entre 70 e 1250 Da. Posteriormente, as solucdes padroes e amostras foram analisadas pelo modo
Monitoramento de fons Selecionados (MIS), monitorando os ions para quantificagdo dos

analitos (m/z) previamente selecionados, como observados na Tabela 29.

Tabela 29 - Parametros de CLUE-EMAR e CLUE-QDa-MIS.

CLUE-EMAR CLUE-QDa-MIS
Ion
UV Janela de
Compostos Formula Tr m/z Erro Tr (nm) (m/z) aquisicio
258;
Ternatina CioHis0g 8,60  375,1032 -2,9 9,50 365 375,1 0,76 — 2,76
Tanabalina ~ CyH2s0s 10,52 373,2009 - 1,6 10,67 218 3132 2,10-4,10
Acido
o CyH2s03 13,02 317,2121 1,3 13,21 214 317,2 5,00 — 7,00
centipédico

Fonte: Elaborada pela autora.
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6.8 Validacdo do método analitico por CLUE-QDa-MIS

6.8.1 Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo ¢ a capacidade de avaliar,
de forma inequivoca, as substancias em analise na presen¢a de componentes que possam
interferir na sua determinagdo em uma amostra complexa. Nos métodos cromatograficos, deve-
se tomar as precaucdes necessarias para garantir a pureza dos sinais cromatograficos. Sendo
assim, a utilizagao de testes de pureza de sinal (por exemplo, com auxilio de detector de arranjo
de fotodiodos ou espectrometria de massa) sdo interessantes para demonstrar que o sinal
cromatografico ¢ atribuido a uma s6 substancia (MAPA, 2011; RIBANI et al., 2004).

A seletividade do método CLUE-QDa-MIS foi avaliada através da analise de
amostras ndo fortificadas, e amostras fortificadas com solucdes padrdes de ternatina, tanabalina
e acido centipédico. Foi analisada a avaliacdo da pureza dos picos cromatograficos relativos a
cada um dos compostos, avaliando-se também a possivel coelui¢do de componentes da matriz

com os analitos de interesse.

6.8.2 Linearidade

O estudo da linearidade do método para os analitos seguiu as seguintes etapas: (1)
obtencdo das equagdes para as curvas de calibragdo primarias no solvente através da regressao
linear por método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO); (2) Teste de homocedasticidade
através da avaliagdo visual dos graficos de residuo (d,) da resposta analitica ();) em funcdo da
concentracao (x;) e adicionalmente por teste F de Hartley; (3) Teste ¢ para falta de ajuste para

verificacdo do ajuste das equagdes de calibragdo (MAPA, 2011).

6.8.3 Curvas de calibracéo

No estudo de linearidade foi definida a faixa de concentragdo correspondente a 25
a 1000 ug L' na amostra. Foram preparadas solugdes padrdes de calibragdo multicomponente
dos analitos em solvente metanol. As solugdes de calibragcdo foram obtidas por dilui¢do de uma
solugdo padrio 10 mg L' multicomponente dos analitos em metanol em baldo volumétrico de
10,0 mL. Foram definidos nove pontos dentro da faixa 5 a 1000 ug L. Cada solugio padrio
de calibragdo foi injetada no CLUE-QDa em triplicatas.
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ApOs todas as injegdes foram obtidas as respostas instrumentais na forma de area
do pico cromatografico (Ap) relativas a cada concentragdo (x;) para todos os analitos, para
estimativa das curvas de calibracdo via regressdo linear por minimos quadrados ordinarios
(MMQO) através do software Microsoft Excel 2013.

As curvas de calibracdo também foram preparadas através de calibragdao por
superposicdo de matriz (curvas de calibracdo matrizadas), ou seja, com os mesmos pontos de
concentragdo que foram preparados em solvente puro, sendo também preparados no proprio
extrato aquoso (infusdo). Este experimento visou avaliar a linearidade do método na auséncia
e na presenca dos componentes da matriz, como também avaliar o efeito de matriz que sera
descrito na subsecao 6.8.7 (MAPA, 2011; RIBANI et al., 2004). A analise dos padrdes de
calibragdo na matriz foi obtida nas mesmas condic¢des aplicadas para os padrdes de calibragdo

no solvente.

6.8.4 Teste de Homocedasticidade

Apos estimativa das equagdes de calibragdo obtendo-se os parametros de regressao,
inclinacdo (a) e intercepto (b) priméarios MM QO para cada analito, foram calculados os residuos
(d)) das respostas instrumentais conforme Equacdo 3 e plotados os graficos de residuo em

func¢do da concentracgdo (x;) para avaliagdo da hipotese de homocedasticidade.

dy, =i —9:) 3)

Em que:
yi = Resposta instrumental experimental (Ap,i /Api);

»i = Resposta instrumental prevista pela equacdo de calibragdo obtida via MMQO.

Nos casos onde houve dispersdo aleatdria do residuo na faixa de concentracao
considerada a hipotese de homocedasticidade foi aceita. Quando o perfil de distribui¢do dos
residuos apresentou aparéncia afunilada considerou-se a hipdtese de heterocedasticidade, sendo
de qualquer forma conduzido o teste Fmax de Hartley para nivel de confianga de 95 %, conforme

Equagdo 4 (MAPA, 2011).

Fnsx = rznax (4)
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Em que:
Fnax = Parametro F de Hartley calculado;

sZ ... = Maior variancia do conjunto de dados da calibragdo;

sZ.. = Menor variancia do conjunto de dados da calibragdo.

Se Fmix < Feaitico considerando f'= m-1 graus de liberdade, sendo m o nimero de
replicatas de cada conjunto de dados e £ o nimero grupos de dados comparados admite-se
homocedasticidade para um dado nivel de confianca.

Se Fmax > Feritico considerando = m-1 graus de liberdade e k£ o nimero grupos de
dados comparados admite-se heterocedasticidade para um dado nivel de confianga.

Para os testes desenvolvidos neste trabalho temos m = 3 (f = 2) k igual ao niimero

de pontos de calibracdo definidos para cada composto e nivel de confianca de 95 %.

6.8.5 Teste tr para ajuste linear

O teste ¢, possibilita a verificacdo do ajuste dos modelos lineares para as equagoes
de calibragdo, sendo conduzido tanto para as equacdes de calibracdo obtidas via MMQO,
quanto para as obtidas via MMQP (MAPA, 2011). Este teste baseou-se no calculo do pardmetro
t- para os modelos das equacdes de curva de calibragdo definidas para as respectivas faixas de

calibracao estabelecidas, conforme Equacao 5.

(5)

Em que:
r = Coeficiente de correlacao;

n = Numero de pontos de calibragdo considerados.

Se trcale < teririco para (n - 2) graus de liberdade e nivel de confianca de 95 % ¢
considerada a hipotese de falta de ajuste linear para o modelo da equagdo de calibragao;
Se trcaic > teriico para (n - 2) graus de liberdade e nivel de confianca de 95 % ¢

considerada a hipotese de ajuste linear para o modelo da equacdo de calibragao.
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6.8.6 Teste de Significancia dos parametros de calibracéo

A avaliagdo da significancia dos parametros estatisticos (coeficiente angular (a) e
linear (b) nas curvas analiticas foi realizada mediante uso do teste ¢ de Student. De modo que
para que o parametro seja estatisticamente significativo, a razao entre o valor do pardmetro e o
desvio (Equagdes 6 ¢ 7) deve ser maior que o valor tabelado para o ¢ de Student (DANZER,;
CURRIE, 1998).

a
Lealculado = S_ (6)
a
b
tealculado = g (7)
Em que:

a = coeficiente angular;
b = coeficiente linear;
Sa = desvio do coeficiente angular;

S» = desvio do coeficiente linear.

6.8.7 Efeito matriz

A avaliagdo da possivel existéncia de efeito matriz causado pelo extrato foi
executada mediante comparagdes entre as inclinagcdes das curvas analiticas preparadas no
solvente e no extrato da matriz. O calculo da magnitude do efeito matriz foi executado por meio

da Equagdo 8 (SALVIA; CREN-OLIVE; VULLIET, 2013).

. . Xy X2
Efeito matriz (%) = . X 100 (8)
2

Em que:

X1 = inclinagdo da curva obtida pela inje¢@o das solugdes analiticas preparadas na
matriz;

X> = inclinag@o da curva obtida pela injecdo das solugdes analiticas preparadas em

solvente.
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6.8.8  Limites de deteccdo (LD) e limites de quantificacdo (LQ)

Usando o método sinal-ruido, foram estimados os valores de LD e LQ baseando-se
na razao entre altura do sinal pela altura do ruido, estabelecendo uma relagao entre sinal/ruido

de aproximadamente 3 e 10, respectivamente.

6.8.9 Exatiddo

Os estudos de exatiddo foram baseados em ensaios de recuperagdo seguindo dois
passos, foram realizados em trés niveis de concentragdao, um nivel baixo, um intermediario e
um nivel alto: ternatina (25, 150 e 500 pg L), tanabalina e acido centipédico ( 150, 250 e
500 ng L), dentro da faixa de linearidade estabelecida para os analitos, sendo conduzidos
em 6 repeticdes em cada nivel de concentragdo (MAPA, 2011).

Os ensaios de recupera¢ao foram conduzidos através da fortificacdo das amostras
adicionando-se as infusdes diluidas (3,5:10 v/v) aliquotas de 25, 150, 250 e 500 pug L' da
solugdo-padrio multicomponente de 10 mg L' segundo os respectivos niveis de concentragio
avaliados. Juntamente com as amostras fortificadas foram analisadas amostra ndo fortificadas
(branco da amostra). As amostras fortificadas foram analisadas por CLUE-QDa-MIS nas
condi¢des do método selecionado.

Os percentuais de recuperacdo foram calculados conforme Equacdo 9 expressa

abaixo:

Rec (%) = .100 9

Cad

Em que:
Cr= Concentragdo quantificada ap6s andlise.
C» = Concentracao quantificada na amostra branco.

Cu.q = Concentracao adicionada na fortificacao.
6.8.10 Preciséo

A precisdao do método foi avaliada através dos estudos de repetitividade (precisao



214

intra-corrida) e de precisdo intermedidria (precisao intralaboratorial), conforme detalhado nas

subsec¢oes abaixo.

6.8.11 Repetitividade

Para os estudos de repetitividade foram feitas seis inje¢des de uma solucdo
contendo todos os analitos na matriz, nos niveis de concentragdo 25, 150, 250 e 500 pug L,
sendo as corridas cromatograficas realizadas sob condic¢des de repetitividade: mesmo analista,
mesmo equipamento ¢ num mesmo dia. Finalmente a concentracdo de cada analito foi
determinada para cada uma das seis replicatas, sendo obtido o desvio padrao relativo (Equagao
10) para cada composto como estimativa da repetitividade do método (MAPA, 2011; RIBANI
et al., 2004).

6.8.12 Precisao Intermediaria

Para a determinagdo da reprodutibilidade intralaboratorial (precisdo intermediaria),
os procedimentos acima foram repetidos em mais duas ocasides (em condi¢des de
reprodutibilidade: dias diferentes de anéalise). Por fim, o desvio padrao relativo das replicatas

por nivel de concentragdo foram avaliadas, conforme as Equacdes 10 e 11 (MAPA, 2011).

= 2
s, = 2(9(5;1 - 1)96) (10)
cV (%) = Sx—f .100 (11)

Em que:

x; = Valores quantificados para concentracdo em cada replicata para o nivel i de concentragao
x = Valor médio da concentragdo em um dado nivel 1

n = Numero de replicatas em cada nivel (n = 6)

s = Desvio padrao da repetitividade
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6.9 Analise de IV proximo (portatil)

Os experimentos de infravermelho proximo (IVp) foram realizados em um
espectrometro portatil microNIR 1700 Viavi (Milpitas, CA, EUA) (45 mm de didmetro x 42
mm de altura) equipado com duas fontes de radiacdo de tungsténio para medi¢des de
reflectancia, operando na faixa de 1150 a 2170 nm e resolugdo espectral de 10 nm, além de um
monocromador continuo baseado em um filtro variavel linear. A analise de IVp foi realizada
diretamente nos capitulos florais. Os dados espectrais foram adquiridos com 100 varreduras /
amostra ¢ um tempo de integracdo de 50 ms. Os espectros de referéncia para medigdo da
absorbancia foram obtidos de amostra feita de Spectralon ™ e o sinal escuro, apontando o

instrumento para o ambiente.

6.9.1 Analise quimiométrica para o conjunto de dados IV.

A analise quimiométrica foi realizada em uma matriz numérica de 80 espectros
gerados a partir da aquisicdo de dezesseis amostras de E. viscosa em quintuplicata. A regido
espectral entre 1150 e 2170 nm foi utilizada para a analise, resultando em uma matriz numérica
com dimensionalidade de 10000 pontos de dados (80 espectros x 125 variaveis). As amostras
foram classificadas de acordo com o composto majoritario do 6leo essencial (quimiotipo). Os
dados espectrais foram convertidos em arquivos ASCIl (American Standard Code for
Information Interchange) para constru¢ao de matriz através do programa Origin ™ 9.4, que foi
exportado para analise quimiométrica usando o pacote PLS-Toolbox (versao 8.7 - Eigenvector
Research Inc., Wenatchee, EUA).

Para avaliar a variabilidade quimica entre as amostras de E. viscosa, um método
supervisionado por PLS-DA (Andlise Discriminante dos Minimos Quadrados Parciais) foi
aplicado ao conjunto de dados IVp de capitulos florais usando o quimotipo como varidveis
categoéricas (coluna Y). Além disso, uma modelagem baseada em intervalo quadratico parcial
de intervalo (iPLS) foi desenvolvida para definir as regides espectrais IVp mais importantes
para discrimina¢do dos quimiotipos, usando o tamanho do intervalo de 5 nm e o numero
automatico subsequente de intervalos nos espectros.

Foram aplicados o pré-processamento da Corre¢ao de dispersdo multiplicativa
(MSC) sobre os espectros e o processamento centrado na média sobre as amostras, uma vez que

melhoram os resultados da modelagem. Os espectros foram ajustados para apresentar o mesmo
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nivel de dispersao estimado por um espectro médio apds a aplicagao do algoritmo MSC. O
algoritmo PLS simplificado (SIMPLS) foi aplicado para construir o modelo e o nimero de
variaveis latentes (VL) foi selecionado de acordo com a matriz de confusdo e os seguintes
parametros estatisticos: RMSEC (erro quadratico médio de calibragdo); RMSEV (erro
quadratico médio da validagio cruzada); coeficientes de correlacdo (r*) de calibracio e
validacdo cruzada; valor de bias; e modelo seletividade (taxa positiva verdadeira) e
especificidade (taxa negativa verdadeira). A validacdo cruzada do modelo foi desenvolvida pelo
método das venezianas com menos de 10 splits e espessura igual a 1.

Para se obter os valores desses parametros de validacdo foi utilizada as seguintes
formulas a partir dos resultados das classificagdes da classe atual versus a classe predita (matriz

de confusido):

. PV
Sensibilidade = PV-{-—FN (12)
E ificidade = N 13
specificidade = VN T FP (13)
Precisao = Ve 14
recisdo = VP T FP (14)

(PV x VN) — (FP x FN)
MCC = (15)
J(PV + FP)x (PV +VN)x (VN + FP)x (VN + FN)

Onde: positivo verdadeiro (PV); falso positivo (FP); verdadeiro negativo (VN);
falso negativo (FN) e coeficiente de correlagdo de Mathews (MCC).

A eficiéncia dos modelos de calibragdo multivariada foi avaliada pelo célculo dos
valores da raiz quadrada do erro quadratico médio (RMSE — do inglés, root mean square error),

conforme equagao 16:

RMS = \] ?I:l(yprevn_ Yreal)2 (16)

Onde: n o nimero de amostras, (¥prv) 0 valor calculado pelo modelo e (Yprev) O
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valor verdadeiro ou obtido por um método de referéncia (Y,ear).

Esses erros podem ser calculados a partir da auto-predi¢do das amostras de
calibragdo (raiz quadrada do erro quadratico médio de calibragdo - RMSEC), da validagao
cruzada das mesmas (raiz quadrada do erro quadratico médio de validacdo cruzada - RMSECYV).

Além disso, uma analise de regressao multivariada por PLS (Partial Least Squares)
foi empregada para predizer a concentracao de acetato de trans-pinocarveila (quimiotipo A) e
acetato de cis-isopinocarveila (quimiotipo B), correlacionando suas quantidades (CG-Areas
absolutas do DIC, Tabela 2A) com os espectros do IVp. Os mesmos pré-tratamentos e
algoritmos aplicados aos espectros € amostras no modelo PLS-DA foram utilizados para essa

modelagem de regressao.

6.9.2 Analise quimiométrica para o conjunto de dados CLUE-EMAR.

Os dados brutos do sistema CLUE-EMAR controlado pelo software MassLynx
(versdo 4.1, Waters Corporation) foram processados usando o software Markerlynx XS sob os
seguintes parametros: tempo de retencdo entre 2,0 e 13,0 min; faixa de massas entre 120 e 1180
Da no modo de ionizagdo negativa; e o valor de eliminagdo de ruido em 5. Portanto, um método
quimiométrico supervisionado por PLS-DA (Analise Discriminante dos Minimos Quadrados
Parciais) foi aplicado a fim de destacar a variabilidade das amostras de E. viscosa com base no
quimiotipo. A andlise quimiométrica foi desenvolvida pelo pacote PLS-Toolbox (versao 8.7 -
Eigenvector Research Inc., Wenatchee, EUA), utilizando o algoritmo SIMPLS (Simplified PLS)
para modelagem. Antes da modelagem quimiométrica, algoritmos para corre¢do de linha de
base, suavizacdo para melhorar a forma dos sinais, alinhamento de sinais por COW
(alinhamento por correlagdo otimizada) e normaliza¢do de sinais para area foram aplicados
sobre as varidveis; e as amostras foram centradas na média para enfatizar as variaveis para a
discriminacao do agrupamento das amostras. Apos a classificacdo das amostras por PLS-DA
com base no quimiotipo, os dados foram avaliados por PLS-DA ortogonal (OPLS-DA)
destacando as variaveis retidas na primeira variavel latente (VL). O niimero total de VL para
classificacdo da amostra de acordo com o quimiotipo (A ou B) foi selecionado de acordo com
os resultados da Matriz de Confusdo e os seguintes parametros estatisticos foram avaliados:
RMSEC (erro quadratico médio de calibragcao); RMSECYV (erro quadratico médio da validagao
cruzada); coeficientes de correlagdo de calibragdo (r’cal) e validagdo cruzada (r> VC); bias e

valores de bias VC; seletividade do modelo (taxa de verdadeiro positivo) e especificidade (taxa
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de verdadeiro negativo). A modelagem de classificacao foi validada usando o método Venetian

Blind em 10 divisdes e espessura de blind igual a 1.

6.10 Hidrodestilacdo dos capitulos florais de E. viscosa.

A obtencao dos oleos essenciais de E. viscosa foi realizada através do processo de
hidrodestilacao, em aparelho tipo Clevenger para identificar e discriminar os quimiotipos pela
analise por cromatografia gasosa (CG). O processo consistiu em colocar os capitulos florais
(300 g) em um baldo fundo redondo com 1,0 L de 4gua destilada mantendo-se em ebulicao por
um periodo de quatro horas. Apos este periodo o 6leo, contido no doseador, foi separado da
agua, seco com sulfato de so6dio anidro (Na2SOs), pesado e armazenados a -18 °C no freezer
antes da analise. As amostras de 6leo essencial foram preparadas diluindo 10 uL em 990 uL de
hexano e injetadas em aliquotas de 1 puL. As informagdes dos rendimentos dos 6leos essenciais

das amostras encontram-se decritas na Tabela 30.

Tabela 30 - Amostras utilizadas neste trabalho e seus rendimentos dos 0leos essenciais.

Cédigo Origem / Data Quimiotipo Rendimento (%)
Ev005 Fortaleza-Ceara / Margo 2016 A 0,45
Ev006 Fortaleza-Ceara / Margo 2016 A 0,47
Ev007 Fortaleza-Ceara / Margo 2016 B 1,2
Ev008 Cascavel-Ceara / Margo 2016 B 1,3
Ev009 Fortaleza-Ceara / Abril 2016 B 0,96
Ev013 Pacajus-Ceara / Junho 2016 B 0,73
Ev014 Fortaleza-Ceara / Julho 2016 B 0,91
Ev016 Fortaleza-Ceara / Julho 2016 B 0,88
Ev017 Aiuaba-Ceara / Dezembro 2016 B 1,8
Ev020 Juazeiro-Ceara / Dezembro 2016 B 0,81
Ev021 Taua-Ceara / Dezembro 2016 B 1,4
Ev022 Fortaleza-Ceara / Margo 2017 B 0,6
Ev024 Fortaleza-Ceara / Margo 2017 A 0,5
Ev025 Fortaleza-Ceara / Margo 2017 A 0,47
Ev027 Cascavel-Ceara / Marco 2017 A 0,30
Ev030 Fortaleza-Ceara / Novembro 2016 B 0,43
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6.11 Analise CG-EM

As amostras foram analisadas em um cromatdgrafo CG-EM Agilent 5977A
equipado com uma coluna capilar de silica fundida HP SMS (Agilent) (30 m x 0,25 mm id,
espessura de filme de 0,25 um) conectada a um detector quadrupolo operando no modo impacto
de elétrons a 70 eV com uma faixa de massa de varredura de m/z 50-600 e taxa de amostragem
de 2,7 varreduras.s™. O hélio foi utilizado como gas carreador a 1 mL.min"!. As temperaturas
do injetor e da interface foram de 240 °C e 280 °C, respectivamente. A rampa de temperatura
foi de: 40 °C por 4 min, aumentada para 80 °C a 2,5 °C min™!, para 110°Ca5°Cmin' e a
220 °C a 10 °C min’!. A temperatura final (220 °C) foi mantida por 23 min. Os espectros de
massa foram obtidos no modo de ionizagdo de elétrons (IE) a 70 eV e na faixa de massa de 50
a 600 Da, usando o software Massa Hunter Workstation - andlise qualitativa, versao B.06.00
Agilent Technologies. A identificacdo dos compostos foi realizada comparando os espectros de
massas adquiridos com os espectros da Biblioteca NIST 2.0, 2012 (Instituto Nacional de

Padrdes e Tecnologia, Gaithersburg, Maryland, EUA).

6.11.1 Analise quimiométrica do conjunto de dados CG-EM.

Um método PLS-DA supervisionado foi empregado para os dados de CG-EM dos
6leos essenciais de E. viscosa obtidos como descrito anteriormente (se¢do 6.10), com o objetivo
de identificar outros constituintes responsaveis pela discrimina¢do dos quimiotipos. A regido
entre 3,7 e 21,5 min dos cromatogramas CG-EM foi selecionada, resultando em uma matriz
com dimensionalidade de 44.768 (16 amostras x 2798 variaveis), que foi exportada pelo
software PLS-Toolbox (descrito na subsecao 6.9.1). Algoritmos para correcdo da linha de base,
alinhamento de varidveis usando COW (Correlation Optimized Warping) com segmento de 50
pontos de dados e uma folga de 5 pontos de dados e normalizagdo foram aplicados sobre as
variaveis (FREITAS et al., 2018). A composicdo quimica completa dos 6leos essenciais foi
determinada pela comparagdo dos padrdes de fragmentacdo e indices de tempo de retengdo
linear de cada constituinte com os fornecidos pelo banco de dados do espectrometro e relatdrios

anteriores (CRAVEIRO et al., 1992).
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6.11.2 Analise CG-DIC

A analise por CG-DIC foi realizada em um instrumento Shimadzu modelo CG-2010
Plus, coluna RTX-5 metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), modo de injecdo com
divisdo de fluxo 1:30, gas carreador nitrogénio com fluxo 1,00 mL.min-1 (84,1 kPa) e
velocidade linear constante de cm.s™!, temperatura do injetor 250°C, temperatura do detector de
280°C. Programacao do forno cromatografico: temperatura inicial de 70°C com rampa de

aquecimento de 4°C.min!

até 180°C por 27,5 min, seguida por rampa de aquecimento de
10°C.min! até 250°C, ao término da corrida (34,5min). A identificacdo dos compostos foi
realizada através da comparacao dos seus indices de retengcdo com os de compostos conhecidos,
obtidos por inje¢do de uma mistura de padrdes contendo uma série homoéloga de alcanos C7-

C30, e de dados da literatura.

6.12 Analise de RMN

As experiéncias de RMN foram realizadas em um espectrometro Agilent de 600
MHz equipado com uma sonda de detec¢do inversa de 5 mm (H-F/'’N->'P) One Probe ™,
Primeiramente, a preparagdo da amostra foi otimizada em relacdo ao solvente deuterado
(cloroformio, CDCl; e metanol, CD30D-Sigma-Aldrich 99,8%) e quantidade de capitulos
florais (25, 50 e 100 mg), que foram moidos antes da analise. As amostras foram suspensas em
600 uL de solvente deuterado e sonicadas por 2 min. Em seguida, os sobrenadantes foram
transferidos para tubos de 5 mm RMN.

Os espectros de RMN de 'H foram adquiridos sob pardmetros quantitativos em
triplicata usando a sequéncia de pulsos PRESAT para supressao do pico da d4gua ndo deuterada,
dados espectrais com 32 varreduras usando 48.000 pontos de dominio de tempo para uma janela
espectral de 16,0 ppm, pulso calibrado para 90° (7,78 ps de comprimento de pulso a 58 dB de
poténcia), tempo de aquisicdo de 5,0 s, com intervalos de reciclagem (recycling delay) de 35,0
s (determinado pela seqiiéncia de pulsos de inversdo-recuperacao), sob temperatura controlada
a 298 K. O processamento espectral foi realizado aplicando-se alargamento exponencial
Lorentziano de 0,3 Hz e “zero filling” até¢ 16 k pontos de dados antes da transformagao de
Fourier. A corregao de fase foi efetuada manualmente e a corregao automatica da linha de base

foi aplicada em toda a faixa espectral. Os espectros foram referenciados ao sinal TMSP-d4 em



221

3 0,0.

A fim de garantir uma atribui¢do inequivoca as ressonancias observadas nos
espectros de RMN de 'H, experimentos bidimensionais (2D) de RMN foram adquiridos usando
sequéncias de pulso padrdes do de espectrometro. Os experimentos 'H-'H gCOSY foram
obtidos com largura espectral de 9.615,4 Hz em ambas as dimensdes; Matriz de dados 1442 x
200; 16 varreduras por incremento de t1, e intervalo de relaxacao (relaxation delay) de 1,0 s.
Os experimentos 'H-'*C gHSQC foram adquiridos com intervalo de evolugio de 3,425 ms
(intervalo de transferéncia, transfer delay) para uma constante de acoplamento 'J (C, H) de 146
Hz; Matriz de dados 1442 x 200; 48 varreduras por incremento t1; larguras espectrais de 9.615,4
Hz em 2 e 30.154,5 Hz em fl e tempo de relaxagio de 1,0 s. Os experimentos de 'H-13C-
gHMBC foram registrados com um intervalo de evolugdo de 62,5 ms para uma constante de
acoplamento J* (C, H) de 8 Hz; Matriz de dados 1442 x 200; 96 varreduras por incremento t1;
larguras espectrais de 9.615,4 Hz em {2 e 36.182,7 Hz em fl e tempo de relaxagdo de 1,0 s.
Para analises quimiométricas e RMN quantitativa de 'H, as amostras foram preparadas com 25

mg de capitulos florais pulverizados e submetidos a extragdo em CD3OD.

6.12.1 Analise quimiométrica do conjunto de dados RMN H.

Para avaliagdo quimiométrica, uma matriz numérica foi construida pela conversao
de cada espectro de RMN de 'H em arquivos ASCII (dmerican Standard Code for Information
Interchange) e importada pelo programa Origin ™ 9.4. Algoritmos para corre¢ao da linha de
base, alinhamento de varidveis usando COW com segmento de 50 pontos de dados e uma folga
de 5 pontos de dados e normalizagao foram aplicados sobre as variaveis (FREITAS et al., 2018).
Conforme realizado para o conjunto de dados I'Vp, foi estabelecido um método PLS-DA usando

os dois quimiotipos como variaveis categdricas (coluna Y).

6.12.2 Andlise RMNg *H.

Os compostos bioativos foram quantificados usando um método de referéncia
externo. Uma solugdo padrdo de sacarose (5,0 mg.L™!) foi usada para calibrar o espectrometro
e o arquivo da sonda foi atualizado com os pardmetros de determinagdo de concentracio
necessarios. (SUCUPIRA et al., 2017). Os sinais em 0 3,83 (ternatina), 6 7,54 (tanabalina) e o
7,35 (acido centipédico) foram escolhidos para quantificagdo devido as suas intensidades e
resolucao.

A incerteza combinada do método foi estimada com base nos erros analiticos e
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desvios padroes das trés repetigdes amostrais. Os resultados foram submetidos a analise de
variancias (ANOVA) unidirecional ao nivel de significancia de 0,05, comparagao de médias
pelo teste de Tukey para testar a homogeneidade da variancia e avaliar estatisticamente as

diferengas entre as concentragdes.

6.13 Otimizacdo da Andlise por MEFS-CG-EM

6.13.1 Microextracdo em fase sélida - (MEFS)

As extracdes foram realizadas utilizando duas fibras com revestimento de
divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) com 30 um de espessura, e
poliacrilato (PA) com 85 pum de espessura, sendo todas com 1 cm de altura. As fibras sdo
revestidas de um polimero, de caracteristicas polares (PA) e polaridade intermediaria
(DVB/CAR/PDMS), sendo largamente usado em analises de volateis de plantas e
demonstrando resultados satisfatorios (BELLIARDO et al., 2019). As fibras de MEFS foram
adquiridas na Supelco (Bellefonte, EUA). Todas as fibras foram condicionadas antes da analise
de acordo com as instrugdes do fabricante por inser¢do na porta do injetor do CG.

O procedimento de MEFS foi realizado automaticamente por meio do amostrador
automatico Agilent Combipal acoplado ao instrumento CG-EM, consistindo nas seguintes
operagdes sequenciais: acondicionamento da amostra sob agitagao por 30 min a 30 °C, extragao
da amostra por 15 min e inje¢do por dessorcao térmica da fibra.

As extracoes foram realizadas por heasdspace, em vials de 20 mL com trés tipos de
preparo de amostras sendo: (1) 1 g de capitulos florais; (2) 1 g de capitulos florais imersos em
6 mL de dgua e (3) 1 g de capitulos florais imersos em uma solu¢do salina de 6 mL de dgua e 3
g de NaCl. Apo6s o equilibrio estabelecido, a fibra foi exposta, em seguida levado ao injetor do

cromatografo.

6.13.2 Planejamento Experimental para Microextracdo em Fase Solida (MEFS)

Apo6s estudos preliminares de amostragem e escolha da fibra a ser utilizada no
experimento, as variaveis independentes: como peso (p), temperatura de extragao (T), tempo
de extragdo (t), selecionadas para a analise por MEFS, foram avaliadas usando a metodologia
de superficie resposta (MSR). A otimizacao das condi¢cdes da MEFS para volateis de E. viscosa

foi implementada usando o software Chemoface versdao 1.61 (NUNES et al., 2012). Como
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planejamento experimental, realizou-se um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) com 17 ensaios, tendo como variaveis independentes: peso (g); temperatura de

extracdo (°C); tempo de extragdo (min), conforme Tabela 31.

Tabela 31 - Niveis de varidveis empregados na triagem de uma otimizacdo do metodo de
extragdo dos capitulos florais de E. viscosa por MEFS-CG-EM, usando DCCR.

Intervalo e niveis

Variaveis independentes Simbolo - 1.682 -1 0 1 +1.682
Massa, m (g) X1 0,33 0,5 0,75 1 1
Temperatura de extragdo, T (°C) Xs 33,2 40 50 60 66,8
Tempo de extragdo, t (min) X3 6,6 10 15 20 23,4

Fonte: Elaborada pela autora.

6.13.3 Projeto Experimental e Analise de Dados

A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) foi utilizada para determinar as
melhores condigdes de extragdo dos compostos volateis majoritarios dos capitulos florais de
dois quimiotipos de E. viscosa. As variaveis de resposta foram as areas totais dos picos, a saber,
as de acetato frans-pinocarveila e acetato cis-isopinocarveila. Planejamento rotativo composto
central (o =1.682) com trés fatores independentes: massa de capitulos florais (X1), temperatura
de extragdo (X2) e tempo de extracao (X3).

Os dados experimentais do DCCR foram analisados por meio de regressao da
superficie de resposta e ajustados a um modelo polinomial de segunda ordem, conforme

indicado na Equacao (17):
Y= Bo+ BiXi+ BuX?+ BiXiX; (17)

Onde Y ¢ a variavel dependente prevista, [, ¢ a constante do modelo que fixa a
resposta no ponto central do experimento (interceptagdo), f3; € o coeficiente de regressao para
os termos de efeito linear, B; € o termo de efeito quadratico, f;; € o termo de efeito da
interagdo das varidveisiej,e X; € X; sdo as variaveis independentes. A adequagdo do modelo
foi prevista através da analise de variancia (ANOVA), que estabeleceu a falta de ajuste do
modelo e o coeficiente de determinagio (R?). Além disso, os valores experimentais e previstos

para cada variavel dependente foram comparados.
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6.13.4 Resolucdo maxima dos picos cromatograficos

Também foi avaliada uma resolucao dos picos cromatograficos, que forneceu uma
medida quantitativa da capacidade da coluna para separar os dois compostos majoritarios:
acetato de trams-pinocarveila e acetato de cis-isopinocarveila. A resolugcdo dos picos foi

calculada de acordo com a equagdo (18) (SKOOG, WEST, HOLLER, 2006):

Ry =2 (drz — dg1) / Wpa — Wp1) (18)

Onde R, ¢ a resolugdo do pico, dr € o tempo de retencdo e W4 € a largura do pico.

6.14 Avaliacéo farmacologica

6.14.1 LesOes gastricas induzidas por etanol

Os testes farmacologicos foram realizados pela Dra. Ana Flavia Seraine Custodio
Viana e Ms. Paulo lury Gomes Nunes sob a supervisdo da Profa. Flavia Almeida Santos, no
Laboratério de Produtos Naturais (LPN), do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da
Universidade Federal do Ceard (UFC).

Nesse estudo, foram realizados ensaios pré-clinicos (camundongos) para avaliagdo
do efeito gastroprotetor dos extratos de capitulos florais de dois quimiotipos de E. viscosa.
Foram utilizados camundongos albinos Swiss, machos, pesando entre 25-30g. Os animais
foram adquiridos do Biotério da Universidade de Fortaleza e mantidos em caixas de
polipropileno, T = 24 °C, com ciclos de claro / escuro de 12 / 12 h, recebendo racdo padrdo e
agua a vontade e em jejum de solidos (ragao) por 12 hs antes do inicio dos experimentos. O
projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFC (protocolo
81/2017).

Para avaliar a atividade gastroprotetora dos extratos de E. viscosa, foi utilizado o
modelo de ulcera gastrica induzida por etanol absoluto segundo método de Robert ef al. 1979.
Para isso, os camundongos foram tratados, via oral, com veiculo (1% Tween 80 em salina, 10
mL.kg!, v.0.), Ev024 (Cha de capitulos florais comerciais - Quimiotipo A), Ev034-01 (Cha de

capitulos florais cultivados - Quimiotipo B), Ev017-01 (Cha dos capitulos florais de material
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silvestre (Aiuaba) - Quimiotipo B), ¢ Ev017-03 (Tintura dos capitulos florais de material
silvestre (Aiuaba) - Quimiotipo B), Ev047 (Cha das folhas cultivadas- Quimiotipo A) ou Ev048
(Cha das folhas cultivadas- Quimiotipo B), 50 — 400 mg kg™, 60 min da administragio oral de
etanol absoluto (96%; 0,2 mL/animal). N - acetilcisteina (NAC, 200 mg.kg™!, v.0.) foi utilizada
como farmaco de referéncia, e administrada 60 min antes do etanol absoluto (Figura 51).
Decorridos 30 min da administracao do etanol, os animais foram eutanasiados por sobredose
de anestésico (Cetamina 300 mg.kg™! e Xilazina 30 mg.kg™!, i.p.), os estomagos foram retirados,
abertos pela grande curvatura, lavados em solugdo salina 0,9% e comprimidos entre dois vidros
de relogio para uma melhor visualizagdo. O percentual da face glandular gastrica lesionada foi
determinado com o auxilio de um programa de planimetria computadorizado (ImageJ®). A drea

ulcerada foi expressa em termos de percentagem em relagdo a area total do corpo géstrico.

6.14.2 Avaliacdo da atividade antioxidante de E. viscosa frente as lesoes gdstricas induzidas

por etanol.

As amostras com maiores atividades gastroprotetora (Ev024, Ev034-01 Ev017-03)
foram submetidas a analise dos marcadores gastricos de estresse oxidativo: Glutationa reduzida
(GSH), quantificada pelo teor dos grupos sulfidrilicos nao-protéicos (NP-SH) (SEDLAK e
LINDSAY, 1968); Malondialdeido (MDA) (AGAR, BOS E DEMO, 1999); Catalase (aCAT)
(AEBI, 1974); Superéxido dismutase (SOD) (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971) e
Nitrito/nitrato (GREEN et al., 1982; BRADFORD, 1976).

6.14.3 Avaliacdo da toxicidade aguda

A avaliagdo da toxicidade aguda foi realizada seguindo as diretrizes da Organizagao
para Cooperacao Econdmica e Desenvolvimento (Organization for Economic Cooperation and
Development; OECD 425) (OECD GUIDELINE, 2001). Para isso, camundongos Swiss machos
foram divididos em cinco grupos de 3 animais em cada grupo, o grupo veiculo recebeu por via
oral agua destilada (10 mlL.kg™), e os grupos testes Ev024 (Cha de capitulos florais comerciais
- Quimiotipo A), Ev034-01 (Cha de capitulos florais - Quimiotipo B) Ev017-03 (Tintura dos
capitulos florais de material silvestre (Aiuaba) - Quimiotipo B), Ev047 (Cha das folhas
cultivadas- Quimiotipo A), receberam por via oral, a dose tnica de 2000 mg.kg™' das respectivas
amostras. Os animais foram observados 1, 2, 4, 6 e 8 h ap6s a administragdo, e a partir de entdo,

diariamente, até o 14°. dia, para verificar a ocorréncia € o nimero de mortes. Além disso, o peso
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dos animais e o consumo de ragdo e agua foram mensurados, em dias alternados, durante 14

dias.

6.14.4 Avaliacdo do envolvimento das Prostaglandinas, do Oxido Nitrico (NO), dos Canais
de Potassio dependentes de ATP (Karp) e dos receptores TRPV-1 no efeito gastroprotetor do
cha dos capitulos florais de E. viscosa: quimiotipo A (Ev024) e quimiotipo B (Ev034-01).

Para avaliar a participagdo das prostaglandinas no efeito gastroprotetor de Ev024 e
de Ev034-01, os animais (n = 8 animais/grupo) foram pré-tratados com indometacina (10
mg.kg!, s.c.) 30 minutos antes da administragio do veiculo (1% Tween 80 em salina, 10 mL.kg"
1, v.0.), Ev024 (100 mg.kg™!, v.0.), Ev034-01 (100 mg.kg™!, v.0.) ou misoprostol (50 pg/kg, v.0.).
Apds 60 min dos tratamentos, todos os animais receberam etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.)
para a inducao das lesdes, de acordo com protocolo descrito por Matsuda e Yoshikawa 1999,
com modificacdes. Depois de 30 min, os animais foram eutanasiados e as lesdes géstricas
mensuradas por planimetria com o auxilio de um programa computadorizado (Imagel®)
(ROBERT et al., 1979).

Para se determinar o papel do 6xido nitrico no efeito gastroprotetor de Ev024 e de
Ev034-01, os animais (n = 8 animais/grupo) foram pré-tratados com Nw-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME, 20 mg.kg™!, i.p.), um inibidor da sintase de 6xido nitrico. Depois de 30 min os
animais receberam veiculo, Ev024 (100 mg.kg™!, v.0.), Ev034-01 (100 mg.kg"!, v.0.) ou L-
arginina (600 mg.kg!, i.p.) (HANCHAR, 1979). Ap6s 60 min da administragdo do veiculo,
Ev024 ou Ev034-1 (100 mg.kg™!, v.0.), € 30 min ap6s a administragdo de L-arginina, todos os
animais receberam etanol absoluto (0,2 mL/animal). Depois de 30 min da administragao do
etanol os animais foram eutanasiados e as lesdes gastricas mensuradas por planimetria com o
auxilio de um programa computadorizado (ImageJ®) (ROBERT et al., 1979).

A participagdo dos canais de potassio sensiveis ao ATP (Karp) no efeito
gastroprotetor de Ev024 e de Ev034-01 foi investigada em animais (» = 8 animais/grupo) pré-
tratados com glibenclamida (3 mg.kg!, i.p.), um bloqueador dos canais de potassio sensiveis
a0 ATP (Karp), 30 min antes da administracdo do veiculo, Ev024 (100 mg.kg™!, v.0.), Ev034-01
(100 mg.kg™!, v.0.) ou diazéxido (3 mg.kg™, i.p.), seguindo o protocolo descrito por Peskar et
al. (2002). Apos 45 min da administracdo do veiculo, Ev024 ou Ev034-01, e 30 min apos a
administracdo de diazoxido, todos os animais receberam etanol absoluto (0,2 mL/animal).
Trinta minutos depois os animais foram eutanasiados e as lesdes gastricas mensuradas por

planimetria com o auxilio de um programa computadorizado (ImageJ®) (ROBERT et al., 1979).
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Para se verificar a participagao dos receptores TRPV1 no efeito gastroprotetor de
Ev024 e de Ev034-01, os animais (n = 8 animais/grupo) foram pré-tratados com capsazepina
(5 mgkg!, ip.), um antagonista especifico dos receptores TRPV1, 30 min antes da
administracdo do veiculo, Ev024 (100 mg.kg!, v.0.), Ev034-1 (100 mg.kg™!, v.0.) ou capsaicina
(0,3 mg.kg!, v.0.). Apds 60 min dos tratamentos, todos os animais receberam etanol absoluto
(0,2 mL/animal, v.0.) para a inducao das lesdes, de acordo com protocolo descrito por Morais
et al. 2010, com modifica¢des. Depois de 30 min, os animais foram eutanasiados e as lesdes
gastricas mensuradas por planimetria com o auxilio de um programa computadorizado

(ImageJ®) (ROBERT et al., 1979).

6.14.5 Avaliagdo histologica gastrica do efeito do cha dos capitulos florais de E. viscosa:
quimiotipo A (Ev024) e quimiotipo B (Ev34-01) no modelo de ulcera gastrica induzida por

etanol.

Camundongos Swiss, machos, foram tratados, via oral, com veiculo (1% Tween 80
em salina, 10 mL.kg!), Ev024 (100 mg.kg!), Ev034-01 (100 mg.kg!) ou N-acetilcisteina
(NAC, 200 mgkg') 60 min antes da administracio oral de etanol absoluto (96%; 0,2
mL/animal). Decorridos 30 min da administragdo do etanol, os animais foram eutanasiados por
sobredose de anestésico (Cetamina 300 mg.kg™! e Xilazina 30 mg.kg™!, i.p.), os estdbmagos foram
retirados, abertos pela grande curvatura, lavados em solugao salina 0,9% e fixados em formalina
tamponada (10%, pH 6,8-7,4) e emblocados em parafina. Adicionou-se um grupo normal
(Sham), com animais que ndo receberam nenhum tipo de tratamento. Os blocos de parafina
foram cortados (5 pm), fixados em laminas histoldgicas e em seguida corados com
hematoxilina e eosina (H&E) para avaliagdo microscopica. As laminas foram examinadas com
auxilio de um microscopio Optico, com camera acoplada, para obten¢do das fotomicrografias,
sendo as aferi¢des histomorfologicas analisadas por patologista habilitado sem conhecimento
prévio dos grupos. As alteragdes histologicas foram avaliadas quanto ao infiltrado inflamatoério,

hemorragia, edema e erosdao (VIANA et al., 2016).

6.14.6 Anadlise dos dados (ANOVA)



228

Os dados foram apresentados como média + erro padrao da média (epm). Para
comparacao multipla dos dados paramétricos, foi utilizada a anélise de variancia (ANOVA)
seguida do teste de Tukey. Para os dados ndo-paramétricos, os resultados foram expressos como
mediana (min - méx) e analisados pelos testes de Kruskall-Wallis e Dunn. Valores de p <0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
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7 CONCLUSAO

O estudo metabolomico de Egletes viscosa mostrou a composi¢do quimica dos
capitulos florais e das folhas de dois quimiotipos (A- rico em acetato de trans-pinocarveila e
B-rico em acetato de cis-isopinocarveila) e viabilizou o desenvolvimento de métodos analiticos
para discriminacao desses materiais € quantificagdo dos seus principios ativos, através da
combinag¢do de um conjunto de técnicas cromatograficas e espectrométricas (CG-EM; IVp;
RMN 'H e CLUE-EM) com as ferramentas quimométricas (iPLS, PLS-DA e OPLS-DA).

Todos os métodos analiticos mostraram ser simples, rapidos, confidveis e
complementares para autenticidade e/ou controle de qualidade de matérias-primas e produtos
comercializados de E. viscosa. O novo método de MEFS-CG-EM mostrou ser eficiente na
discriminacdo dos quimiotipos, de uma maneira ndo-destrutiva, mais rapida e utilizando uma
quantidade de capitulos florais pelos menos 300x menor do que o método convencional de
hidrodestilacao e analise do 6leo essencial. Adicionalmente, novos constituintes volateis foram
identificados como discriminantes para os quimiotipos. O método de [Vp também discriminou
os quimiotipos de maneira ndo-destrutiva utilizando um dispositivo portatil, o qual pode ser
aplicado in natura (fazendas, ervandrios). O método de RMN 'H tem a vantagem de ser muito
pratico (poucos minutos) e quantitativo.

A analise de CLUE-EM de alta resolug¢do permitiu a identificagdo de 36 compostos
nas infusdes, sendo 20 relatados pela primeira vez na espécie, entre os quais derivados do 4cido
cafeico, flavonoides e diterpenos. As infusdes dos capitulos florais sdo compostas por 25
constituintes, enquanto as folhas sdo constituidas por 20 compostos. Andlise quimométrica dos
dados de CLUE-EMAR indicou que os quimiotipos A ¢ B mostravam diferencas nas
concentracoes da rutina, kaempferol 3-O-rutinosideo, acido 1,4-di-O-cafeoilquinico, acido 3,4-
di-O-cafeoilquinico, 4cido 4,5-di-O-cafeoilquinico, composto desconhecido, lactona
isociliolida, kerlinolida, isdmero 7-hidroxi-3,13-clerodandieno-16,15:18,19-diolida, bacchariol
e 15,16-epoxi-12-hidroxineocleroda-13(16),14-dieno18,19-hemiacetal. Além disso, de acordo
com as quantificagdes realizadas pelos métodos de CLUE-EM-MIS e RMNq 'H, as infusdes
dos capitulos florais do quimiotipo A contém os maiores teores dos trés principios ativos foram
observados.

As infusdes dos capitulos florais e das folhas exibiram efeito gastroprotetor em
doses que variaram de 50 - 400 mg.kg™! nos ensaios de lesdes gastricas induzidas por etanol em
camundongos. Todas as amostras foram desprovidas de toxicidade em doses terapéuticas. Os

capitulos florais foram mais potentes do que as folhas, exibindo gastroprote¢do com doses de
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50 mg.kg! e percentual de inibi¢do da lesdo gastrica de mais de 80% em doses de 200 mg.kg™'.
Nao foi observada diferenca significativa entre amostras de cha e de tintura. Os quimiotipos
apresentaram apenas algumas pequenas diferengas no mecanismo de agdo, o qual envolve acao
antioxidante, 6xido nitrico, prostaglandinas, canais de K" e receptores TRPV 1. Nosso estudo é
o primeiro relato comprovando o efeito gastroprotetor de E. viscosa nas formas farmacéuticas

consumidas pela populagao.
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APENDICE A -TEOR DE TERNATINA, TANABALINA E ACIDO CENTIPEDICO (mg.kg?!) DOS EXTRATOS DAS PARTES

AEREAS DE MATERIAIS SILVESTRE/COMERCIAIS/CULTIVADOS DE E. viscosa, DETERMINADOS POR ANALISE DE CLUE-

QDa-MIS (CONTINUA).

Quantificacio qDa (mg.kg! = DP)

ternatina tanabalina ac.
Codigo Nome Origem/Data Quimiotipo centipédico
Ev005 Spirro 17 Fortaleza-Ceara / Margo 2016 A 84,00+2,70  787,50+0,36 221,25+7,50
Ev006 Spirro 2*° Fortaleza-Ceara / Margo 2016 A 189,00 £2,85 123,75+0,09 381,75+5,50
Ev007 CRC Cascavel®” Fortaleza-Ceara / Margo 2016 B 30,75 +9,00 33,00 £0,21 174,75 + 4,40
Ev008 Macela Beberibe®” Cascavel-Ceara / Margo 2016 B 4425 +0,16 147,00 £ 0,32 135,75 +2,29
Ev009 Alagoas a granela”k Fortaleza-Ceara / Abril 2016 B 16,50 +0,62 108,75+ 0,51 225,75+ 2,66
EvO13 Horizonte 1** Pacajus-Ceara / Junho 2016 B 9.00+027 60,00 3,00 1714;,75%i
Ev014 Baldarate 3" Fortaleza-Ceara / Julho 2016 B 39,00 £ 2,85 102,00 £ 0,14 243,75 £ 1,50
Ev016 CRC Russas®*” Fortaleza-Ceara / Julho 2016 B 92,25+ 4,28 84,00+ 0,31  261,00+2,12
Ev017 Aiuaba®” Aiuaba-Ceara / Dezembro 2016 B 66,75+ 2,48 78,00 £4,80  255,75+4,28
Ev017-03 Tintura®" Aiuaba-Ceara / Dezembro 2016 B 120,50 +£2,53 251,50 + 24,15 2iz’%gi
Ev020 Flora®" Juazeiro-Ceara / Dezembro 2016 B 48,00 £2,70 810,00 £0,26 455,25 £ 55,5
Ev021 Taua (Serrote de boi)>" Taua-Ceara / Dezembro 2016 B 34,50+ 1,05 210,00 £0,25 60,00 + 4,80
Ev022 Macela baldarate 4" Fortaleza-Ceara / Margo 2017 B 78,00 £ 0,12 81,00 + 5,55 162,00 + 3,08
Ev024 Casa do alho 1*" Fortaleza-Ceara / Margo 2017 A 167,25+4,28 117,25+3,33 255,00+ 1,58
Ev025 Casa do alho roxo 2*" Fortaleza-Ceara / Margo 2017 A 20,25 £4,65 514,50 £ 0,66 553,50 + 24,8
Ev027 Juazeiro Ce 1" Cascavel-Ceara / Margo 2017 A 24,00+£0,12 960,00+ 0,42 456,75 +2,33
Ev030  Spirro 2 mundo verdet® | ortaleza-Ceard /Novembro B 14254072 143254058 282,00 = 1,35

2016
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APENDICE A -TEOR DE TERNATINA, TANABALINA E ACIDO CENTIPEDICO (mg.kg"l) EM CAPITULOS FLORAIS E
FOLHAS DE MATERIAL CULTIVADOS DE E. viscosa, DETERMINADOS POR ANALISE DE CLUE-QDa-MIS

(CONCLUSAO).
Quantifica¢io qDa (mg.kg™! = DP)
ternatina tanabalina ac.
Codigo Nome Origem/Data Quimiotipo centipédico
Ev034-1 Cascavel®” Canteiro Embrapa/Mar¢o2018 B 79,90 + 1,11 63,10+ 0,30 240,00 + 2,00
Evoq7 ~ folhas g,‘;im“’“po Canteiro Embrapa/Margo2018 ~ Folha A! 86,90 +0,73 42,62+ 1,67 ND
Evo4g  olhas B(?,‘Cfim“’“po Canteiro Embrapa/Margo2018 ~ FolhaB? 3551 1,15  61,50+7,77 32,90+ 3,80

DP,desvio padrdo. ND, ndo determinado; ' Folha A: morfologia das folhas do quimiotipo A; ? Folha B: morfologia das folhas do quimiotipo B. *comercial; Psilvestre;

°cultivado;
*Extrato aquoso (infusdo); ** Tinturagdo (EtOH : H,O 1:2, v/v).
Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICE B - AMOSTRAS DE CAPI’TULOS’FLORAIS DE E. viscosa CLASSIFICADAS DE ACORDO COM A COMPOSICAO
QUIMICA DE SEUS OLEQOS ESSENCIAIS.

CG-EM (%) CG-DIC (%) Area absoluta (CG-DIC)
Codigos Origem / Data Quimiotipo  trans® cis’ trans® cis® trans’ cis®

EV005 Fortaleza-Ceara / Marco 2016 A 54,45 ) 55.00 ) 2697674.00 -
EV006 Fortaleza-Ceara / Margo 2016 A 55.08 125 55.95 1,66 2878905.67 65521.67
Ev007 Fortaleza-Ceard / Margo 2016 B 10,46 69.21 11,49 67.72 619900.33 4052889.00
Ev008 Cascavel-Ceard / Marco 2016 B 2,77 82.49 2.81 81,37 135098.00 4118277.33
Ev009 Fortaleza-Ceara / Abril 2016 B 13,13 66.99 13,86 65.76 685614.00 3528408.67
Ev013 Pacajus-Ceara / Junho 2016 B 18,94 52.03 19,40 51,70 1170492.67 3162515.33
Ev014 Fortaleza-Ceara / Julho 2016 B 2,09 77.86 236 77.22 120809.33 4588829.00
EVO16 Fortaleza-Ceara / Julho 2016 B 1127 70,28 12,07 69.01 624397.67 3912231.67
EV017 Aiuaba-Ceara / Dezembro 2016 B 11,82 68.78 12,47 64.68 666526.00 3918433.33
EV020 Juazeiro-Ceard / Dezembro 2016 B 27.44 43,40 26,65 44,54 1766417.67 2719014.00
Ev021 Taua-Cearad / Dezembro 2016 B 22.58 56.99 22.44 53.26 1489214.00 3479890.00
Ev022 Fortaleza-Ceara / Margo 2017 B 14,98 55.76 15.43 56,27 871794.00 2924782.33
Ev024 Fortaleza-Ceara / Margo 2017 A 64,73 5.04 60.46 8.08 3310851.67 300342.33
EV025 Fortaleza-Ceara / Margo 2017 A 56,11 3 53.32 3 3219166.67 -
Ev027 Cascavel-Ceard / Margo 2017 A 59,53 2.92 57.66 433 3159839.67 227148.67
Ev030 Fortaleza-Ceard / Novembro 2016 B 13.49 56,05 1435 55.33 793815.33 3259193.67

@ frans: Acetato de trans-pinocarveila; ® cis: Acetato de cis-isopinocarveila; ¢ Areas absolutas determinadas no CG-DIC.
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APENDNICE C-OS RESULTADOS DA MATRIZ DE CONFUSAO DA
CLASSIFICACAO BINARIA DE E. viscosa DE ACORDO COM OS QUIMIOTIPOS A
E B USANDO RESULTADOS OBTIDOS NA AVALIACAO DE 80 ESPECTROS IVp.

Classe atual
Modelo A B
s 3 A 24 (VP) 3 (FP)
33
O = B 1 (FN) 52 (VN)
Nao
0 0
atribuido
p 25 55

VP: verdadeiro positivo; FP: falso positivo; FN: falso negativo; VN: verdadeiro negativo.

Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICE D- ANALISE POR CG-EM DE OLEOS ESSENCIAIS DE E. viscosa DE CAPITULOS FLORAIS: QUIMIOTIPOS A.

Quimiotipo A
Compostos® IK IK°  Ev005 Ev006  Ev024  Ev025  Ev027 Compostos® IKP RI Ev005 ~ Ev006 ~ Ev024  Ev025  Ev027
a-Tujeno (1) 933 930 025 027 0,16 0,39 0,25 cis-Mirtanol (23) 1253 1253 0,50 0,42 - - -
a-Pineno (2) 947 939 1,71 1,89 - 2,02 1,20  Acetato de cis-crisantenila 26) 1268 1265 0,16 0,12 0,10 - 0,11
B-Pineno (4) 990 979 17,17 18,05 12,76 2560 1844  Acetatode ”2‘2”;) pinocarveila 5,5 108 54,45 55,08 64,73 56,11 59,53
a-Terpineno (6) 1027 1017 ; 0.19 ; ; ; Acetato de C’éﬁ)"pmocaweﬂa 1321 1305 ; 125 5,04 ; 2,92
O-Cimeno (7) 1036 1026 . - - - - Acetato de mirtenila (29) 1336 1326 5,11 5,02 592 5,76 6,00
Limoneno (8) 1039 1029 0,64 0,59 0,76 1,05 0,83 -Elemeno (30) 1343 1338 0,44 0,33 . 0,12 0,46
E-f-Ocimeno (9) 1054 1050 - - - - - Acetato de trans-carveila (31) 1346 1342 0,11 - - - -
y-Terpineno (10) 1068 1059 0,34 0,36 0,28 0,40 0,37 Acetato de a-terpenila (32) 1359 1349 - - - 0,12 0,06
Linalol (11) 1104 1096 035 . . . . Acetato de di-hidro-neo- 1374 1359 - y 0,09 y y
isocarveila (33)
| trans- 1150 1139 1133 9,56 439 2,99 2,97 Isobutanoato de linalila (34) 1381 1375 0,93 0,94 L11 1,00 1,13
Pinocarveol (13)
C’S'P“(‘f;mfona 1172 1175 0,10 0,38 - - - Acetato de trans-mirtanila (37) 1394 1386 0,18 0,20 0,42 0,38 0,31
Terp‘(rizr;"""l 1183 1177 0,99 0,51 0,54 0,55 0,52 B-Cubebeno (38) 1394 1388 . 0,34 . . .
a-Terpineol (17) 1194 1188 0,54 - - - - B-Elemeno (39) 1394 1390 0,34 0,16 - - -
Mirtenol (18) 1200 1195 3,39 2,81 1,81 1,26 1,27 E-Cariofileno (41) 1394 1419 0,52 0,71 0,45 0,93 1,03
4"’”‘8‘;33“0"3 1205 1200 023 0,20 - - - o-Curcumina (42) 1491 1480 0,22 0,12 - - -
Di-hidro-carveol .
1220 1214 - - 0,16 - - S-Cadineno (44) 1536 1523 - - 0,18 0,18 0,24

(20)
@ Os compostos sdo listados na ordem de eluicio em HP-5MS. ® indice de Kovats obtido em HP-5MS. € indice de Kovats obtido da literatura ADAMS, 2017; NIST, 2011).
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APENDICE E- ANALISE POR CG-EM DE OLEOS ESSENCIAIS DE E. viscosa DE CAPITULOS FLORAIS: QUIMIOTIPOS B.

(CONTINUA)
Quimiotipo B
Compostos® IK° RIy® Ev007 Ev008  Ev009  Ev013  Ev0l4  EvOl6  EvOl7  Ev020  Ev021 Ev022  Ev030
a-Tujeno (1) 933 930 0,18 0,14 ; 0,21 ; - ; 0,15 0,05 - 0,20
a-Pineno (2) 947 939 0.37 0,11 - 0,89 - 0,29 0,18 0,71 0,13 055 0,89
Sabineno (3) 984 975 0,66 0,52 0,47 0,69 0,64 0,35 1,37 0,61 083 035 0,94
B-Pineno (4) 990 979 520 1,52 3,12 14,35 3,38 3,63 3,92 1415 240 652 1645
Mirceno (5) 996 990 0,36 0,26 - - - - 0,48 - 0,30 - -
a-Terpineno (6) 1027 1017 0,12 0,11 - - - - - - 0,05 - -
O-Cimeno (7) 1036 1026 0,12 0,11 - - - - - - 0,06 - -
Limoneno (8) 1039 1029 0,68 0,50 0,28 0,90 0,37 0,46 1,00 0,96 066 038 0,73
E-f-Ocimeno (9) 1054 1050 - - - - - - - - - - ;
y-terpineno (10) 1068 1059 0,22 0,19 - 0,27 - 0,22 - 0,25 0,09 - -
1-Terpineol (12) 1145 1133 041 0,26 0,39 - 031 0,55 - - - - -
trans-Pinocarveol (13) 1150 1139 0,55 - 1,86 1,25 0,26 0,89 0,29 0,72 058 2,10 0,59
cis-Crisantenol (14) 1168 1164 0,14 - 0,25 - 0,29 - - - 0,05 - -
cis-Pinocanfona (15) 1172 1175 - - - - - - - - - - 0,44
Terpinen-4-ol (16) 1183 1177 0,48 0,43 0,34 0,54 0,35 0,45 0,30 0,41 004 030 0728
a-Terpineol (17) 1194 1188 0,42 0,36 0,44 0,48 0,29 0,38 0,05 0,37 0,33 - -
Mirtenol (18) 1200 1195 0,20 - 0,52 0,41 - 0,32 - 0,34 0,27 - 0,19
D1—h1dr0—t(r2a0n)s-carvona 1207 1200 ) ) i ) i ) i i ) 121 -
trans-Carveol (21) 1215 1216 2,74 3,15 5.43 1,35 8,01 4,11 1,06 0,70 1LI6 706 222
Car-3-en-2-one (22) 1253 1248 0,19 0,19 - - - - - - - - -
cis-Mirtanol (23) 1253 1253 - - 0,09 - 0,23 0,21 - - - - -
Acetato de linalol (24) 1257 1257 0,11 - - - - - - - - - -
trans-Mirtanol (25) 1268 1261 - - 423 - - - - - - - -
Acctode SRTSAMENIE o6s 1265 427 479 . 3,66 485 435 443 300 361 355 391
Acetato de trans- 1310 1298 1046 2,77 13,13 18,94 2,09 11,27 11,82 27,44 22,58 1498 13,49

pinocarveila (27)



APENDICE E - ANALISE POR CG-EM DE OLEOS ESSENCIAIS DE E. viscosa DE CAPITULOS FLORALIS:

QUIMIOTIPOS B. (CONCLUSAO)

254

Quimiotipo B

Compostos® K> IKy® Ev007  Ev008 Ev009 Ev013  Ev0l4  Ev0l16  Ev0l7 Ev020 Ev021 Ev022  Ev030
| Acetato de cis- 1321 1305 6921 8249 66,99 52,03 77,86 70,28 68,78 43,40 5699 55,76 56,05
isopinocarveila (28)
Acetato de mirtenila (29) 1336 1326 1,02 - 0,97 1,99 - 0,99 - 2,93 120 134 131
d-Elemeno (30) 1343 1338 0,06 - - 0,13 - - - 0,19 0,15 - -
Acetato de dichidroneo- 370 4359 907 0,07 . : . : . 009 024 - .
isocarveila (33)
IS"b“tan"gz)de linalila 301 1375 056 0,52 0,59 0,78 0,41 0,57 2,72 0,88 2,56 0,60 034
Acetato de geranila (35) 1387 1381 - 0,12 - - - - 0,35 - - - -
Propanoat(()3d66) isobornila 1391 1384 0.12 0,09 i ) i ) i i ) ) i
Acetato de g‘;;’s'm‘”amla 1394 1386 021 0,18 022 01l . : 074 017 040 023 021
B-Cubebeno (38) 1394 1388 - - - - - - - 0,31 0,64 - -
B-Elemeno (39) 1394 1390 - - - 0,28 - 0,22 - - - -
o-Barbateno (40) 1417 1407 - 0,11 - - - - - - - - -
E-Cariofileno (41) 1434 1419 048 0,38 0,33 0,54 0,32 0,45 0,71 0,67 0,88 047 0,16
Germacreno D (43) 1494 1481 - - - - - - - - 0,22 - -
d-Cadineno (44) 1536 1523 0,14 - - 0,13 0,14 0,13 - -
Oxido de cariofileno (45) 1599 1583 0, 27 0,39 - 0, 21 0, 32 - - - 0,78

2 Os compostos sdo listados na ordem de elui¢do em HP-5MS. b indice de Kovats obtido em HP-5MS. ¢ indice de Kovats obtido da literatura ADAMS, 2017; NIST, 2011).

Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICE F - ESTRUTURAS DOS COMPOSTOS IDENTIFICADOS NOS
OLEOS ESSENCIAIS ANALISADOS POR CG-EM DOS CAPITULOS
FLORAIS DE E. viscosa (CONTINUA).

MONOTERPENOS HIDROCARBONETOS §

o- Tu_]eno n * P/I\T;EBHO ) Sabmeno 3) - ]jir/llegno 4 erceno (3)

<3 25 S

a- Teglgeno (6) 0- Clmeno (7) leoneno 8) E- ﬂOClmeno (9) p-Terpineno (10)
A/B

MONOTERPENOS ALCOOIS

-, OH

WOH

trans-Pinocarveol (13) cis-Crisantenol (14) Terpinen-4-ol (16)

Linalol (11) 1- Terpineoi (12) A/B B A/B

A

OH

o TS g

a-Terpineol (17) Mirtenol (18)  ypgns- Caﬁ,eo] (21) cis- ertanol (23) trans-Mirtanol (25)
A/B A/B A/B

A: Encontrado no quimiotipo A; B: Encontrado no quimiotipo B; A / B: Encontrado no quimiotipo A e B.
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APENDICE F- ESTRUTURAS DOS COMPOSTOS IDENTIFICADOS NOS
OLEOS ESSENCIAIS ANALISADOS POR CG-EM DOS CAPITULOS
FLORAIS DE E. viscosa (CONTINUA).

MONOTERPENOS CETONAS

xczfgf&r

Di-hidro-trans-  Car-3- en 2-ona (22)

carvona (20)
A/B

cis-Pinocanfona (15)  4-cis-Caranona (19)
A/B A

MONOTERPENOS ACETOXILADOS

‘ * ,OAC
o" a ACO\““
Acetato de framns- Acetato de cis-

Acetato de cis- Acetato de
Acetato de crisantenila (26) pinocarveila (27) isopinocarveila (28) mirtenila (29)
linalila (24) A/B A/B A/B A/B
B
OAc : wOAC Ohe
/-\ /\
Acetato de trans- Acetato de a- Acetato de di-hidro- Isobutanoato de
carveila (31) terpenila (32) neo-isocarveila (33) linalila (34)
A A A/B A/B
S
OAc /\”/ o
[T
Propanoato de isobornila (36)
Acetato de geranila (35) B
B

A: Encontrado no quimiotipo A; B: Encontrado no quimiotipo B; A / B: Encontrado no quimiotipo A e B.
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APENDICE F - ESTRUTURAS DOS COMPOSTOS IDENTIFICADOS NOS
OLEOS ESSENCIAIS ANALISADOS POR CG-EM DOS CAPITULOS
FLORAIS DE E. viscosa (CONCLUSAO).

SESQUITERPENOS HIDROCARBONETOS

POH
/:\
&Elemeno (30 B 40
A/B (30) F-Cubebeno (38) S-Elemeno (39) ¢ all‘;)ateno (0)
A/B A/B
FE-Cariofileno (41) a-Curcumina (42) Germacreno D (43) 5Cadineno (44)
A/B A B A/B

SESQUITERPENO OXIGENADO

Oxido de cariofileno (45)
B

A: Encontrado no quimiotipo A; B: Encontrado no quimiotipo B; A / B: Encontrado no quimiotipo A e B.

Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICE G - ESPECTROS DE RMN 'H,'H-COSY (600 x 600 MHz, CD30D) DO EXTRATO METANOLICO DE CAPITULOS
FLORAIS DE E. viscosa: A: QUIMIOTIPO A (Ev024); B: QUIMIOTIPO B (Ev017).

%
3

v .?l '
I ':‘ ..
l_ I'; ]
’ }'u
i ’ “
" oy, " o8 0
) ,,v" "
rll I.'
wa “
v
.O'H o

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
ppm

0.0
r0.5

2.5
r3.0
r3.5
0
r4.5
5.0
.5
r6.0
H6.5
H.0
H.5
8.0

|

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
ppm

r3.0
r3.5
H4.0
H.5
5.0
5.5
6.0
H6.5
.0
H.5
+8.0

ppm
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APENDICE H -’EXPANSGES DO ESPECTRO DE RMN 'H,'H COSY (600 x 600 MHz, CD30D) DO EXTRATO METANOLICO DE
CAPITULOS FLORAIS DO QUIMIOTIPO A DE E. viscosa (oH 0,5-2,7 X o1 0,5-2,7); B: (on 0,6-3,2 X o1 3,6-7,2).

S VLY. O N V1 L SN B YAV VO

05
06 06
.7
log H0.8
0e o
H.0
11 ) H.2
H2 |
L13 | 14
H4 1/3H- 3/3H-
HwaHm. H-3I3H-20 Lig
H.5 H-313H-1 |
H6 £ i 18 E
Q [}
7 a ' ' a
H-9113H-8/14
e . 4 WHams >
1.9 HAZH-11 . ’
L 22
20 ' H-A1H-12
21 ' H-3H-2 ' ' 124
¥ H-?iH-B'
23 HA0H2H-11 28
2.4 |
128
125
126 30
2.7
al3z
27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 09 08 07 05 05 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36

ppm ppm



260

APENDICE I - EXPANSOES DO ESPECTRO DE RMN H,'H COSY (600 x 600 MHz, CD3OD) DO EXTRATO METANOLICO DE
CAPITULOS FLORAIS DO QUIMIOTIPO A DE E. viscosa: A: (oH 3,5-7,5 X 1 0,9-2,9); B: (on 3,5-8,0 x o1 3,8-7,8).

SR (. Y i SN B BPL o

135
135 i
'
1 " 40
- D
“ o 40 ’ ¢
I’ ' 45
D * D 1 " »
t i 15.0
. )
- * N .
HA2H-11 5.0
. H-313H-1
H.wﬁ.m,z o Q L] .H-1113H-1B g ) ls:s E
-
£ a
- 55 & ] ¢
v 50
HaH? il - " _',ﬂ
; - @112 60 . '| A HAGH-15 ’_’
6.5
..
65 'y
. , '
' ' 'l' ' H7.0
L7.0 M 'I 75
1 .“ nt
% N !
175
29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 09 78 76 74 72 T0 63 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38

ppm ppm
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APENDICE J - ESPECTROS DE RMN *H,C-HSQC (600 x 150 MHz, CD3:0D) DO EXTRATO METANOLICO DE CAPITULOS
FLORAIS DE E. viscosa: QUIMIOTIPO B (a); QUIMIOTIPO A (b).

N T DN W B 'Y

o
r )
4 . 10 I
& R‘ 20 B
A - & = .
é B BF a2 o
= ey . 30 o o B P
N . ":"_-.‘, = F g ” Q 30
. -“;‘ 2 2. 40 5, .7 "
—— $ & H : ‘,'_...- Bl | 40
ﬁ - .50 - -
— e * . = » = + - -s0
= "‘J 3 60 3 . ¥
3 .- oz F =3 oo 6o 60
. e -’ 70 — . $aE
s . - — o, R 70
80
L 80
90
I E 90 s
(=% o
I-100 r
i [ 100
— - 3 L
3 .. oite L o "3 110
=
vie .—120 -120
130 2 130
e i — *
= 8 . 140 = i L
R = [ ———— o 4 140
5 150 150
160 160
170 - 170
E L
180 180
190 L190
8 7 6 5 4 3 2 1 0 8 7 6 5 4 3 2 1 0
ppm ppm

Fonte: Elaborada pela autora.



262

APENDICE K - EXPANSOES DO ESPECTRO DE RMN 'H,*C HSQC (600 x 150 MHz, CD;0D) DO EXTRATO METANOLICO DE
CAPITULOS FLORAIS DO QUIMIOTIPO A DE E. viscosa: A: (0u 5,0-8,0 x dc 105-155); B: (dn 3,7-4,4 x dc 52-74).

H10s ‘
+52
Tic1ge
k110
«TIC2 . 54
" ' TIC3"
g - H15 TIC4" 56
‘ 158
-l i
is '
g | - _p TIC2" 60
= -AdC3L125 b ¢ - '
| P a +62
& £ — X £
° Hao & &
64

: ’ +135 ‘,66

' ' ;
oTiCte [ J 140 68
s I N | 170
145 \

TIC19 -~ - t72
L150 > TIC19

H74

807978777675747372717069686766656463626.16059585756555453525.150 440 435 430 425 420 415 410 405 400 395 390 38 380 375

ppm ppm

Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICE L - EXPANSOES DO ESPECTRO DE RMN 'H,'3C HSQC (600 x 150 MHz, CD;0D) DO EXTRATO METANOLICO DE
CAPITULOS FLORAIS DO QUIMIOTIPO A DE E. viscosa: A: (0u 1,5-2,8 x dc 10-55); B: (on 0,5-1,4 x oc 05-45).

-
-
o «icce|
* S
1 3
* Sy :
=Ac/C13 =2 _3
; Ac/C12 Ac/C1 @ Ems TrIC3
— = AciC4 — 1Y
= i ~- TR =TC7. "
AclC8+ TR = -
: — P - ~
T" Ac/Ch TIC +
= _ TIC8
== Ac/C9
TICH =
. . TICH
el T/C10
T T T T T T T T T T T
28 2.1 26 25 24 23 22 2.1 20 19 18 14 16 15

Fonte: Elaborada pela autora.
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Triicts Wil = o»c 15
v
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APENDICE M - ESPECTROS DE RMN H,3C HMBC (600 x 150 MHz, CDsOD) DO EXTRATO METANOLICO DE CAPITULOS
FLORAIS DE E. viscosa: QUIMIOTIPO B (Ev017) (a); QUIMIOTIPO A (Ev024) ().

R Y "0l Ll

o
L10 °
- o, ° . n F _10
3 » . [N ".a‘ : ."-"_‘Q’ a 20 % *, ®e s r
- Py = Tearec ., o .‘!‘ 30 3 - . - s 4 * e ' ° ;22
° ° < cie g "o, . L _—F - =2, 8" 3 B °F 30
e . - * Eoeleady 40 — é s o e ™ $§ I
- S & o o 2P BVRe L —= 2 ni® - ® 299 ag 40
o, . b P "o - o ®® |50
. " " 60 . & L
o 2 : K - [ e = - 60
s - ced, T o o wE R b
" . - - ~ l-so R o -
L 180
=90 " b
[ 190
i 100 :
s a5 2 F = I-100
o ‘. 3 o =3 — “ee < ) . F110 £
120 A : H 2
Les W %%s B I ] H120
: - gy [ 130 _ ¥ ERR oed, ® -
] 7o Tl [ — . : - s o -130
P o o = e . %o 5 140 — ‘ ; P F
P - - SR ——— ." ” .': » - L = @ oo 140
- - r S— - — L v % 5
B . =3 : 150 ¢ 150
;i » 160 . L 160
. nee g i o qo% 40 = - ce o = o ord 170
i " 180 180
190 '-—190
L 200 [ 200
2 [546 210
220 [ 220
T 1 I N T 5
7 6 5 4 3 2 1 8 7 6 5 4 3 2 1
ppm ppm

Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICE N - EXPANSOES DO ESPECTRO DE RMN 'H,'3C HMBC (600 x 150 MHz, CD30D) DO EXTRATO METANOLICO DE
CAPITULOS FLORAIS DO QUIMIOTIPO A DE E. viscosa: A: (ou 3,2-7,4 x dc 10-80); B: (onu 3,6-8,0 x oc 105-180).

B H-19a
HO
] ) TICH4 T 108
.zt:fc}f:m L15 TIC144 l‘ . L d L0
1 TIC '
" 20 ! 115
T Ach1A3 et
Tic ' Ay ¥ ': “ k25 . 120
C|
' g YAcCH _ TC134 TIC13g" " TICts L125
30 TIC13 * ' »
1 . TIC6  TICE " '
= ?AD#CS ' L . L35 . 130
— TICY
r135
o @ACCY . ®AcICo ’ L4 . lAc./cm o ,
' T/C E ' TIC15¢ pcic17 ® 40 £
-3 Tic5ge ' - . M58 i 0 Tctee @ g
3 [ oo a5
i ., 150 ' 1150
_—— ‘s
. 155 r155
THICH2 G TriCH2 Gi 60 '
] B 160
3 ) L6 165
THICH Gl
3 . ¢ TIC18 Tic1" Aclc19 TIC18
. 70 . ' " ® it 70
— W TiCls @
3 L75 \ HT75
+180
—i 180
74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36
ppm ppm

Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICE O - A: EXPANSOES DO ESPECTRO DE RMN 'H,3C HMBC (600 x 150 MHz, CD30D) DO EXTRATO METANOLICO

DE CAPITULOS FLORAIS DE E. viscosa: A: (01 1,4-2,6 x 5¢ 15-75); B: (0u 0,5-1,5 x 3¢ 15-90).

MLJJ\NM
= AciC18
3 E 3 AclC20 =TIC17
S a “_/C20 71020 -
— - b
. T ‘ -
it e e~ - i »ICT
[ -
- .- - - -
] . %
_3 » - - T/C6 TICH e .
_ _— -t -t . ,
| - - - - cf
-— Y 1c9 B - /o)
B
TICS
- P — ) .
TC10
- Tl ot T - -
L2
- -1 w12
—_— L
3 cto
-—

150

155

60

165

H0

H5

T T T T T T T T T T T T

2.652602.552502452.402.352302252.202.152.102052.00 1.951.90 185 1.80 1.75 1.70 1.65 160 1.95 1.50 1.45

ppm

Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICE P - A: EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN 'H,3C HMBC (600 x 150 MHz, CD3:0D) DO EXTRATO METANOLICO DE
CAPITULOS FLORAIS DE E. viscosa (on 1,2-3,0 x dc 110-185), B: ESTRUTURAS DOS COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO
EXTRATO METANOLICO DOS CAPITULOS FLORALIS DE E. viscosa.

He [H43  HA2 5 g HS[H2 3H4 3H-20
H 3H-18
H2p i
‘ H-2a HA1 HAD
W : Hsa HA1p

120
AciCt o, Al AcIC3 AclCi—

° iy o3
- Acccn"ﬁq,tﬂ;«za s AclC11 H25

TIC13 —
—_—

15

20 19COH 18 1~c

G
.. =

AciCé - - _
—_— Ac/Coam .’Ac(g\:slm - =

Ac/l C/ R
Ac/C10 - . hc-Cwq_ 3 PA::/CHJ 135

polc7 -—— - L140

Acido centipédico

i

= H45

ppm

150 CH,—R

+155

CH,—R
+160 )

Trilinoleina

Glicerol
+165

Tic) - Trilc 170
- . - - - 175 Tanabalina

+180

F185

T T T

T T T T T T T
30 29 28 27 26 25 24 23 22 21
ppm

T T T T T

T T T T
20 19 18 17 16 15 14 13 12

Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICE Q - MATRIZ DE CONFUSAO RESULTANTE DA CLASSIFICACAO
BINARIA DO CONJUNTO DE DADOS CG-EM DE ACORDO COM 0S
QUIMIOTIPOS "A™ e ""B" de E. viscosa.

Classe atual
Modelo A B
A 11 (VP) 0 (FP)
g £
= T B 0 (FN) 5 (VN)
O =
Nao
0 0
atribuido
p)) 11 5

VP: verdadeiro positivo; FP: falso positivo; FN: falso negativo; VN: verdadeiro negativo.
Fonte: Elaborada pela autora.

APENDICE R - RESULTADOS DA MATRIZ DE CONFUSAO DA CLASSIFICACAO
BINARIA DE E. viscosa DE ACORDO COM OS QUIMIOTIPOS A E B,
UTILIZANDO OS RESULTADOS OBTIDOS NA AVALIACAO PELOS ESPECTROS

DE RMN 1H.
Classe atual
Modelo A B
o = A 15 (VP) 0 (FP)
23
© = B 0 (FN) 33 (VN)
Nao
0 0
atribuido
p) 15 33

VP: verdadeiro positivo; FP: falso positivo; FN: falso negativo; VN: verdadeiro negativo.
Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICES - IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS ORGANIQOS DOS DIFERENTES QUIMIOTIPOS DE E. viscosa COM BASE
NOS SEGUINTES PARAMETROS DE RMN E COMPARACAO COM REFERENCIAS ANTERIORES: DESLOCAMENTOS
QUIMICOS (6 em ppm), MULTIPLICIDADE, CONSTANTE DE ACOPLAMENTO (J em Hz), CORRELACOES 'H-3C HSQC e

HMBC (Continua).

13 1 1
Estruturas #C (C5D3OCD) (mulfzpflﬂHfCQDC;OD) é(éiDl;lngb;C 6 3C (CDCl3) 6'H (CDCL) Ref.

1 24,7 1,66 (3H, s) 5,09; 2,06 25,6 1,69

2 130,1 - - 130,7 -
3 123,5 5,09 (t, J=6,6; 1,2) 2,06; 1,57 123,5 5,11
4 27,1 2,06 5,09 27,9 2,12
5 334 2,32 2,06 34,5 2,27

6 132,4 - - 132,2 -
7 140,4 577, J=12) 2,49; 2,06 145,7 6,01
1 . ) s n s s 8 27,6 2,49 (q,J=17,2) 2,06 28,1 2,64
\I-‘.;,;-"w..f,e-"ﬁ-nx_;-"*-éx-”“‘--"j;F“-J_-l-*“'-lm._:"'ﬂ\?:a 9 39,2 2,06 (m) 2,49; 1,57 39,0 2,12

£y 15COH | g 10 134,0 - - 134,8 - "

. ! 11 123,5 5,18 (t, J=7,8) 2,32; 1,57 124,5 5,20
Acido cenﬁpédicu 12 25,1 2,32 (m) 5,18; 2,43 28,4 2,27
13 24,4 2,43 (t,J=1,22) 2,32; 5,18 25,0 2,46

14 1254 - - 124,9 -
15 110,7 6,28 7,23;2,43 111,0 6,28
16 138,5 7,23 6,28; 7,35 138,8 7,21
17 143,2 7,35 6,28; 2,43 142,5 7,34
18 14,4 1,57 2,06 15,9 1,60

19 171,2 - - 173,8 -
20 16,4 1,57 5,09; 1,66 17,7 1,60
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APENDICE S - IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS ORGANICOS DOS DIFERENTES QUIMIOTIPOS DE E. viscosa COM BASE
NOS SEGUINTES PARAMETROS DE RMN E COMPARACAO COM REFERENCIAS ANTERIORES: DESLOCAMENTOS
QUIMICOS (6 em ppm), MULTIPLICIDADE, CONSTANTE DE ACOPLAMENTO (J em Hz), CORRELACOES 'H-'3C HSQC e
HMBC (Continua).

I 4C 5 15C 5 'H HSOC 5 'H HMBC sliC SH Rt
(CD;OD) (multip...]) (CD;OD) (CD;OD) (CDCl) (CDCl) :
T 19.3 2.01: 1,19 234:2.15: 6.74 202 1.99: 1,10
2 27.5 2.34:2.15 6.74: 2.34: 1.86 27.5 2.40: 2.18
3 136.3 6,74 (dd, J=7.2) 2.34:2.15: 2.01 140,0 6.76
4 141.7 . ] 135.6 ]
5 453 ] ] 45.6 ]
6 343 1.86: 1,20 1.58: 1,51 342 1.86
7 27.7 1.58: 1.51 1,60: 1.86: 1,20 27.7 161 1,44
8 372 1,60 1.58: 1,51 37.1 1,57
9 39.0 ) ; 39.4 ]
10 49.1 1,90 2.01: 1,19: 2,34; 49.0 1.86
11 423 2.15: 1,90 2.15 41.9 2.15: 1.80 .
12 65.5 5.96 5.96 64.8 5.93
13 126.5 ] 2.15: 1,90 126.2 ]
14 108.5 6.48 ; 108.6 6.39
15 1402 7.54 7.54:5.96 139.5 7.36
16 143.4 7.45 6.48: 7.45 1433 7.41
. 17 152 0.76 (s) 6.48: 7.54 15,7 0.75
Tanabalina 18 1702 - 1,60 1691 ]
19 71.8 4,40 4,01 (d, J=8,4) ) 71,7 426
20 17.8 0,77 (s) 1.90 17.5 0.59
1’ 170,1 i 1,90: 1,60 170,0 ]
2 20.8 2,00 ; 21,5 2,00
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APENDICE S - IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS ORGANICOS DOS DIFERENTES QUIMIOTIPOS DE E. viscosa COM BASE
NOS SEGUINTES PARAMETROS DE RMN E COMPARACAO COM REFERENCIAS ANTERIORES: DESLOCAMENTOS
QUIMICOS (6 em ppm), MULTIPLICIDADE, CONSTANTE DE ACOPLAMENTO (J em Hz), CORRELACOES 'H-'3C HSQC e
HMBC (Continua).

13 1 1
Estruturas #C (C(];OCD) (mulflprJ)HfCQDC;OD) 5(é—IDI;IgIg)C 63C(CDCI3) | 6'H(CDCl3) | Ref.
2 - - 155,7 -
3 - - 138,6 -
4 - - 179,0 -
5 - - 157.,4 -
6 95,7 6,52 (s) 95,4 6,42 (s)
7 - - 158,4 -
8 - - 128,8 -
9 - - - 148,4 -
10 - - 105,3 -
P ; - 1229 ;
2’ 111,2 7,80 (d, J=1,8) 110,8 7,78 (dd, J = *
3 - 6,97 (d, J=8,4) 114,7 8,7;2,0)
4 - - 148,3 7,06 (d, J=
5’ - - 146,4 8,7)
Ternatina 6’ 122,3 7,75 (dd, J=8.4; 1,8) 122,7 -
1 60.5 3,83 (s) 61.5 ;
2 59,2 3,89 (s) 60,1 7,80 (s)
37 55,5 3,95 (s) 56,3 3.88 (s)
4 55,5 3,95 (s) 56,0 3,92 (s)
3,95 (s)
3,98 (s)
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APENDICE S - IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS ORGANICOS DOS DIFERENTES QUIMIOTIPOS DE E. viscosa COM BASE
NOS SEGUINTES PARAMETROS DE RMN E COMPARACAO COM REFERENCIAS ANTERIORES: DESLOCAMENTOS
QUIMICOS (6 em ppm), MULTIPLICIDADE, CONSTANTE DE ACOPLAMENTO (J em Hz), CORRELACOES 'H-'3C HSQC e
HMBC (Conclusao).

Estruturas #C Ple 5 'H HSOC 5 'H HMBC s SIH Ref
(CD;0D) (multip.;J) (CD;OD) (CD;0D) (CDCl3) (CDCl3) '
1 173,5 - - 172,8; 173,2 -
2 33,9 2,34 (t,J=174) 29,3: 1735 34,1 2,38
3 23,8 1,38 — 1,25 (sl) 33,9; 173,5 24,8 1,19 - 1,42
4-7 29,3 1,38 — 1,25 (sl) 29,3 29,0 1,19 1,42
8 274 2,10 (m) 29,3; 129,5 27,2 2,03
9 129,5 5,34 (m) 25,3;27,4 128,1;129,9 | 528546
10 129,5 5,34 (m) 253 128,1;129,9 | 5,28 546
11 253 2,77 (t, J = 6,8) 129,5 25,6 2,90 — 2,77
12 129,5 5,34 (m) 25,3;27,4 128,1;129,9 | 5,28 5,46
o—= ] o 13 129,5 5,34 (m) 25,3;27,4 128,1;129,9 | 5,28 5,46
e TN R R 14 27,4 2,10 (m) 129,5 272 2,03 o
Glcerol Trilinoleina 15 29,3 1,38 — 1,25 (s]) 27,4:129.5 29,0 1,19 - 1,42
16 31,2 1,38 - 1,25 (s]) 27,4;29,3 29,0 1,19 - 1,42
17 22,1 1,38 — 1,25 (s]) 14,0; 29,3 29,0 1,19 - 1,42
18 14,0 0,88 (t, sobreposto) 22,1;31,2 14,0 0,97 — 0,88
Glicerol CH, 61,8 4,35 (dd, J = 12,1; 173,5 62,1 4,15; 4,30
Glicerol CH, 61,8 3,7) 173,5 62,1 4,15; 4,30
Glicerol CH 69,3 4,15 (dd, J = 12,1; 1735 68,9 5,25
6,3)
5,21 (m)

* (LIMA, et al., 1996); ** (NIEVA-ECHEVARRIA, et al., 2014; ALEMANY, 2002).

Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICE T - TEOR DE TERNATINA, TANABALINA E ACIDO CENTIPEDICO (mg.kg™) DO EXTRATO METANOLICO DE

CAPITULOS FLORAIS DE E. viscosa, DETERMINADOS POR ANALISE DE RMNq H.

Quantificagio RMNq (mg.kg! = DP)

Cédigo Nome Origem/Data Quimiotipo ternatina tanabalina ac. centipédico
Ev005 Spirro 1 Fortaleza-Ceara / Margo 2016 A 1140,26 + 54,94 12848,30 + 93,82 34893,30 + 369,00
Ev006 Spirro 2 Fortaleza-Ceara / Margo 2016 A 1325,81 £ 72,63 11779,40 + 183,57  356669,90 + 91,80
Ev007 CRC Cascavel Fortaleza-Ceara / Margo 2016 B 1117,31 + 83,06 3635,65 £ 47,26 9984,33 £+ 56,95
Ev008 Macela Beberibe Cascavel-Ceara / Margo 2016 B 4211,87 £ 138,74 1521,55 £ 150,09 5656,19 £ 162,28
Ev009 Alagoas a granel Fortaleza-Ceara / Abril 2016 B 1237,02 + 89,65 6599,12 + 64,68 1072,55 + 141,02
Ev013 Horizonte 1 Pacajus-Ceara / Junho 2016 B 1020,54 + 80,36 3528,45+35,73 10631,90 + 171,54
Ev014 Baldarate 3 Fortaleza-Ceara / Julho 2016 B 1385,67 + 346,14 506,19 + 67,04 1075,08 £ 116,17
Ev016 CRC Russas Fortaleza-Ceara / Julho 2016 B 1259,97 + 125,69 5457,94 + 58,57 16862,30 + 289,57
Ev017 Aiuaba Aiuaba-Ceara / Dezembro 2016 B 1623,10 £ 170,25 10957,00 + 54,58 27162,80 £ 8,76
Ev020 Flora Juazeiro-Ceara / Dezembro 2016 B 1657,01 £ 172,86 8069,29 + 101,58 21033,60 £ 223,10
Ev021 Taua (Serrote de boi) Taua-Ceara / Dezembro 2016 B 1551,27 £ 86,60 244,16 + 63,37 703,22 + 30,66
Ev022 Macela baldarate 4 Fortaleza-Ceara / Margo 2017 B 909,81 £ 16,66 3576,09 + 22,48 13576,40 £ 111,79
Ev024 Casa do alho 1 Fortaleza-Ceard / Margo 2017 A 5015,93 +£287,79 1173,17 + 33,81 1426,69 + 66,15
Ev025 Casa do alho roxo 2 Fortaleza-Ceard / Margo 2017 A 1440,53 + 50,64 17255,19 £483,47 49671,20 + 541,11
Ev027 Juazeiro Ce 1 Cascavel-Ceara / Margo 2017 A 126795+ 105,44 11633,48+£100,40 30727,10+ 171,54
Ev030 Spirro 2 mundo verde  Fortaleza-Ceara / Novembro 2016 B 1187,14 £ 57,12 512,14 £10,31 1798,55 + 20,07
DP,desvio padrio.

Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICE U - CROMATOGRAMA CLUE-EMAR DA INFUSAO DE CAPITULOS
FLORAIS DE E. viscosa DE AIUABA SILVESTRE (Ev017): (a) MODO DE
IONIZACAO NEGATIVA e (b) MODO POSITIVO.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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- ESPECTRO DE RMN !H (CDsOD, 600 MHz) DA TERNATINA.

APENDICE V
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Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICE X - ESPECTRO DE RMN *H (CDs;OD, 600 MHz) DO ACIDO CENTIPEDICO.

pelada aa BEgOInNaNSS98888908 e glhogy LR b g fag R b Ra b Bt R=g i e
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18'20
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g8 8 & &= 28 B 8 B3
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Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICE Y - COMPARACAO DOS DADOS DE CG-EM PARA OS COMPOSTOS VOLATEIS DOS CAPITULOS FLORAIS DO
QUIMIOTIPO A DE E. viscosa USANDO 2 METODOS DE EXTRACAO: (1) MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA SEGUIDA DE
DESSORCAO TERMICA DA FIBRA (MEFS) E (2) HIDRODESTILACAO SEGUIDA POR INJECAO DIRETA DO OLEO
ESSENCIAL (OE).

Extracio Amostra tr (t;¢6ms) tr ;c7is) Area absoluta 26 e 27 f’liilzg(())s I;I:cﬂ: Areapti(zf:;l dos
picos 26/27

MEFsFbe  CPToms 1353 1a0 SRRESNTe 95 0 st

PRI s e DT, s

T

Cap. florais 352 133 5 5%’3128EE++0190 14,5 14 0T s

MEFS- Fibra PA Cap. florais + agua 13,536 15,844 1689009.020:& 8,02E+08 i 13 8981588169898685141 +

Cap. ﬂogz;il?nz solucdo 13,536 15,844 108057685: 1,2E+13 i 14 109915'2771;1;1851525 +

}Illgre(:;(;isgll?eg{? Oleo essencial 12,960 13,208 3460270199995;’7114 8,9 / 51652396 h é?goi

trans: Acetato de trans-pinocarveila; cis: Acetato de cis-isopinocarveila, Razdo frans/cis: razdo da area absoluta obtida dos compostos acetato de frans-pinocarveila e acetato

de cis-isopinocarveila. N° de picos: nimero de picos observados no cromatograma CG-EM.

Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICE Z - COMPARACAO DOS DADOS DE CG-EM PARA OS COMPOSTOS VOLATI%IS DOS CAPI’TULOS FLORAIS DO
QUIMIOTIPO B DE E. viscosa USANDO 2 METODOS DE EXTRACAO: (1) MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA SEGUIDA DE
DESSORCAO TERMICA DA FIBRA (MEFS) E (2) HIDRODESTILACAO SEGUIDA POR INJECAO DIRETA DO OLEO

ESSENCIAL (OE).

Extraciio Amostra fr (t£¢6ms) tr ;c;s) Area absoluta 26 e 27 Ra;ﬁ;/);';rea N° de picos Areapti(;f:;l dos
D S 401 e S 4 Uemisesto
DVB/ICARPDMS  CPjlonit 1358 s BRI s e S
Cap. ~ﬂoraig + 13,604 13,867 36327632 + 1,30E+13 0.7 48 554035860.18

solucdo salina 1,33E+08 + 1,68E+13 ’ +9511683.98

Cop Florals 13,536 13,717 13(;1428074(;1412162’,1 E10 23 2 s

s rnn i e me SRR o s
ohgiomine 13951378 Sgion ity 0 3 ossa0170
e T

trans: Acetato de trans-pinocarveila; cis: Acetato de cis-isopinocarveila, Razdo frans/cis: razao da area absoluta obtida dos compostos acetato de frans-pinocarveila e acetato
de cis-isopinocarveila. N° de picos: nimero de picos observados no cromatograma CG-EM.
Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICE AA - ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA OS COMPOSTOS
ACETATO DE TRANS-PINOCARVEILA E ACETATO DE CIS-ISOPINOCARVEILA
PARA O QUIMIOTIPO A.

Amostra Composto Fcalculado) Fcritico) Valor-p
Capitulos florais 26 528,092 18,51 0,00188°
Capitulos florais 27 402,022 18,51 0,00247¢

; - b

Capitulos florais + 2 7,50 18,51 0,11138¢
agua
Capitulos florais + 27 ) . -
agua
Cap1tu1(~)s ﬂor‘als + 26 0,020 18,51 0,89947¢
solucao salina
Capitulos florais + 27 ) . -

solucao salina
Furitico: valor obtido na literatura para um nivel de confianga de 95%. *Falculado > Feritico € significativo;  *Fealculado
< Fatiico ¢ N0 significativo; p < 0,05 ¢ significativo; 4p > 0,05 é ndo significativo. 26: Areas absolutas obtidas no
cromatograma CG-EM do composto acetato de trans-pinocarveila. 27: Areas absolutas obtidas no cromatograma
CG-EM do composto acetato de cis-isopinocarveila.
Fonte: Elaborada pela autora.

APENDICE BB - ANALISE DE VABIANCIA (ANOVA) PARA OS COMPOSTOS
ACETATO DE TRANS-PINOCARVEILA E ACETATO DE CIS-ISOPINOCARVEILA
PARA O QUIMIOTIPO B.

Amostra MEFS F (calculado) F (critico) Valor—p
Capitulos florais 26 2858,24" 18,51 0,00034°
Capitulos florais 27 6865,11° 18,51 0,00014*

Cap1tul9s florais + 26 18,59 18,51 0,04979*
agua
Capltulf)s florais + 27 42,55 18,51 0,02270%
agua
Cap1tul(~)s ﬂor.als + 26 61,56 18,51 0,01585°
solugdo salina
Capitulos florais + 27 887,120 18,51 0,00112°

solucgao salina
Fitico: valor obtido na literatura para um nivel de confianga de 95%. *Falculado > Feritico € significativo;  °Fealculado
< Faitico € ndo significativo; p < 0,05 é significativo; 9 > 0,05 é ndo significativo. 26: dreas absolutas obtidas no
cromatograma CG-EM do composto acetato de trans-pinocarveila; 27: areas absolutas obtidas no cromatograma
CG-EM do composto acetato de cis-isopinocarveila.
Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICE CC - ESTRUTURAS DOS COMPOSTOS IDENTIFICADOS NAS
ANALISES POR MEFS NOS CAPITULOS FLORAIS DE E. viscosa (CONTINUA).
MONOTERPENOS HIDROCARBONETOS

; i Pineno (5) ,
a-Tujeno (1 a-Pineno (2) Canfeno (3) Vi
DVBICfJxR/P[gN%S DVB/CAR/PDMS DVB/CARIPDMS DVB/CAR/PDMS D&%gﬁg}gﬁ(&)
A/B PA
A/B A/B
a-Felandreno (7) a-Terpineno (8) (0-Cimeno (9) Limoneno (10) s=Terpineno (11)
DVB/CAR/PDMS DVB/CAR/PDMS =~ DVB/CAR/PDMS  DVB/CAR/PDMS DVB/CAR/PDMS
A A/B A/B PA A/B
A/B

MONOTERPENOS HIDROXILADOS

OH

.nOH

trans-Pinocarveol (12) Terpinen-4-ol (16)  q-Terpineol (17) Mirtenol (18)

DVB/CAR/PDMS PA PA DVB/CAR/PDMS
PA A A/B PA
A/B OH / A/B
OH
OH { '
PN
trans-3(10)-Caren-2-ol (19) trans-p-Ment-2-en-7-ol (22) cis-Mirtanol (23)
DVB/CAR/PDMS DVB/CAR/PDMS DVB/CAR/PDMS
PA PA PA

MEFS: Microextragdo em Fase S6lida;
DVB/CAR/PDMS: Divinilbenzeno/Carbowax/Polidimetilsiloxano;
PA: Poliacrilato.
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AI'DENDICE CC - ESTRUTURAS DOS COMPOSTOS IDENTIFICADOS NAS
ANALISE DE MEFS NOS CAPITULOS FLORAIS DE E. viscosa (CONCLUSAO).

MONOTERPENOS CETONAS

trans-Pinanona (13) frans-Pinocarvona (14)  cis-Pinocarvona (15)
DVB/CAR/PDMS DVB/CAR/PDMS DVB/CAR/PDMS
PA PA PA

A/B A A

MONOTERPENOS ACETOXILADOS

OAc
OAc
“"0Ac @ Aco™” a g
Acetato de verbenila (25)  Acetato de frans- AceFato de cis- Acetato de

DVB/CAR/PDMS pinocarveila (26) isopinocarveila (27) mirtenila (28)
PA DVB/CAR/PDMS DVB/CAR/PDMS DVB/CAR/PDMS

A/B PA PA PA

A/B A/B A/B

SESQUITERPENOS HIDROCARBONETOS E OXIGENADOS

/\
- E-Cariofileno (35)
a-Cubebeno (29) a-Copaeno (32) ‘ y-Muuroleno (36)
DVB/CAR/PDMS DVB/CAR/PDMS DVB/ C“;}:IPDMS DVB/CAR/PDMS
A/B A/B PA
A
A
i H
H
a-Curcumeno (37) a-Muuroleno (38) cis-Calameneno (39) Oxido de cariofileno (41)
DVB/CAR/PDMS DVB/CAR/PDMS DVB/CAR/PDMS DVB/CAR/PDMS
PA PA PA PA
A A/B A A/B

0

Benzofenona (42)
PA

A/B

MEFS: Microextracdo em Fase Sélida;
DVB/CAR/PDMS: Divinilbenzeno/Carbowax/Polidimetilsiloxano;
PA: Poliacrilato.
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APENDICE DD - CROMATOGRAMAS MEFS DOS CAPITULOS FLORAIS ANALISADOS NAS FIBRAS DVB/CAR/PDMS E PA
DO QUIMIOTIPO A (Ev024) E QUIMIOTIPO B (Ev017).
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APENDICE EE - DADOS DE RMN 1D DE~1H E 3C (600 E 150 MHz, CDCls) PARA A
SALVISPLENDINA C, E COMPARACAO COM DADOS DE RMN 'H E 3C DA

LITERATURA.
C i & Lit* & Lit* 51
1,08 qd (/= 12,5: 4.0
1 1,17qd (/=12,5:4,0) 20,0 19,6 1,50 dddd (5: 12,5;’4,{3;)2,0;
2,00 ** 06)
2,35 dddd (J = 18,0; 7,5; 2,28 dddd (J= 18,1; 7,4: 4,0;
3,8:2,0 22
2 5 l6dddd (U= 1)8,0; 7,5: 27,7 272 5 02dddd (J = 1?;,1; 12,5; 4.8;
3,8;2,0) 2,2)
3 6,7dd (J=17,5;2.2) 135,1 1352 6,68 dd (J = 7.4; 2.2)
4 - 1393 138,8 ;
5 - 4572 44.9 ;
¢ 231dd (J= 14,1; 2,4) 40 ‘o 231dd (J = 14,1; 2,4);
1,39 ddd (J = 14,0 3,6: 2.,2) ’ : 1,39 ddd (J = 14,1: 3,6; 2.2)
7 405ddd (J=37; 3,6; 2.4) 72,6 72,5 4,08 ddd (J = 3,7; 3,6; 2.4)
8 1,624 41,1 415 1,69 qd (J=17,1: 3,7)
9 ; 393 393 -
10 1,84 dd (J=12,5; 0,8) 493 48,5 1,84 dd (J = 12,5: 0,6)
2,17dd (J=16,0; 8.2 2,20dd (J=16,0; 8.2
1 Tyisao-ieove 8 4 7744 (~160.320
12 5.9dd (J=8.2:3.2) 65,0 64,5 58dd (J=8.2;3,2)
13 - 1263 126,0 ;
14 6.41dd (J = 1,8: 0.8) 108,7 108,6 6,40 dd (J = 1.8; 0,9)
15 737t(J=18) 143,6 143,6 738t (J=18)
16 742dd (J = 1,8: 0.9) 140,2 139,9 741dd (J=18;0,9)
17 0.93d(J=7,1) 12,2 12,1 L15d(J=71)
18 - 169,8 169,8 )
3,89 dd (J=7.6: 2.2 3,86 dd (J=7.6: 2.2
19 "507 ; J=175) : 728 72,6 ’ 5,27c(1(J=’7,,6)’ :
20 0,85 193 19,2 0.85 s
1' - 170,2 170,2 ;
2 2,01 217 213 1,995

*Dados de RMN 'H e '*C (300 e 100 MHz) CDCl; (FONTANA; SAVONA; RODRIGUEZ, 2006); ** Sinal
sobreposto.
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- ESPECTRO DE RMN !H (CDCls, 600 MHz) DE SALVISPLENDINA C.
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'H (CDCl3, 600 MHz) DE SALVISPLENDINA C.

A

APENDICE GG - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN
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-ESPECTRO DE RMN C (CDCls, 150MHz) DE SALVISPLENDINA C.

~
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APENDICE Il - EXPANSOES DO ESPECTRO DE RMN 'H,3C HSQC (600 x 150 MHz, CDCl3) DE SALVISPLENDINA C: A: (8H 3,7-
7,7 x &c 60-150); B: (6+ 0,5-2,7 x dc 0-65).
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APENDICE JJ - EXPANSOES DO ESPECTRO DE RMN 'H,3C HMBC (600 x 150 MHz, CDCl3) DE SALVISPLENDINA C: A: (8
3,3-7,6 x oc 15-85); B: (oH 3,4-7,6 x oc 100-175).
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APENDICE KK - A: EXPANSOES DO ESPECTRO DE RMN H,3C HMBC (600 x 150 MHz, CDCls) DE SALVISPLENDINA C: A:
(0H 1,5-2,4 x dc 10-80); B: (6H 0,75-1,4 x ¢ 15-78).
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APENDICE LL - A: EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN 'H,3C HMBC (600 x 150 MHz, CDCl3) DE SALVISPLENDINA C (Jn 1,8-
2,4 x 6c 120-178), B: ALGUMAS CORRELACOES OBSERVADAS NO ESPECTRO DE 'H,'*C HMBC (600 X 150 MHz, CDCl3) DE

SALVISPLENDINA C.
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ANEXO A - ARTIGO PUBLICADO NO JOURNAL OF PHARMACEUTICAL AND
BIOMEDICAL ANALYSIS

Journal of Pharmaceutical and Blomedical Analysis 166 (2019) 155-163

Contents lists available at ScienceDiract

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jpba

Development of a UPLC-ESI-MS method for simultaneous determination of flavonoids

and diterpenes in Egletes viscosa (L.) Less herbal products

Kaline Rodrigues Carvalho®®, Guilherme Julido Zocolo?, Rita de Céssia Alves Pereira?,
Fatima Itana Chaves Custodio Martins®®, Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro?, Edy Sousa de

Brito?, Edilberto Rocha Silveira?, Kirley Marques Canuto®*

2 Embrapa Agroindustria Tropical, 60511-110, Fortaleza, CE, Brazil
b Departamento de Quimica Organica e Inorganica, Centro de Ciéncias, Universidade Federal do Ceara, Cx

Postal 12.200, 60021-940, Fortaleza, CE, Brazil

Abstract

Egletes viscosa (L.) Less (Asteraceae) is a tropical aromatic herb whose flower buds are used for gastrointestinal disorders. Its
gastroprotective properties have been attributed to the flavonoid ternatin and the furan diterpenes tanabalin and centipedic acid.
The aim of this study was to develop a method of ultra-performance liquid chromatography coupled to electrospray ionization
and mass spectrometry (UPLC-ESI-MS) for identifying the constituents from E. viscosa flower buds as well as quantifying its
bioactive compounds in herbal products. Infusions and tincture from wild and commercial E. viscosa materials were directly
injected on a UPLC-quadrupole-time-of-flight system (UPLC-q-TOF). Afterwards, reference standards were used to quantify
ternatin, tanabalin and centipedic acid in these samples, employing a UPLC-single quadrupole system set up for positive mode
and Selected Ion Monitoring (SIM). Seventeen compounds were identified, including caffeic acid derivatives, flavonoids and
diterpenes, from which seven have been reported for the first time in this specie. The quantification method showed good
linearity (R > 0.99), accuracy, precision and sensitivity. The intra-day and inter-day precisions presented relative standard
deviations inferior to 6.04 and 8.78%, respectively. The recoveries of all the analytes varied 82.25-117.87%. The limits of
detection and quantification ranged between 10-25 g/L and 25-75 g/L, respectively. For the samples, the contents of ternatin,
tanabalin and centipedic acid ranged from 0.89 to 8.03 mg/L, 0.84-16.8 mg/L and 3.21-16.8 mg/L, respectively. The method
demonstrated to be rapid, sensitive and reliable for the quality control of E. viscosa-based products, besides being applicable

to other plant extracts containing flavonoids and diterpenes.
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ANEXO B - ARTIGO PUBLICADO NA FOOD RESEARCH INTERNATIONAL

Food Research International 138 (2020) 109759

Contents lists available at ScienceDirect

Food Research International

ELSEVIER journal homepage: www . elsevie

NIR and ! H qNMR methods coupled to chemometrics discriminate the chemotypes of the

gastroprotective herb Egletes viscosa

Kaline R. Carvalho®®, Ana Sheila Q. Souza?, Elenilson G. Alves Filho®, Lorena Mara A. Silva?,
Ebenézer O. Silva® , Rita de Cassia A. Pereira® , Guilherme J. Zocolo® , Edy S. de Brito® ,
Edilberto R. Silveira® , Kirley M. Canuto®”

2 Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza, CE, Brazil

® Departamento de Engenharia de Alimentos, Universidade Federal do Ceara, Campus do Pici, Bloco 858,
60440-900 Fortaleza, CE, Brazil

¢ Departamento de Quimica Organica ¢ Inorganica, Universidade Federal do Ceara, Campus do Pici, Bloco 935,

60021-940 Fortaleza, CE, Brazil

Abstract

Egletes viscosa 1s a Brazilian medicinal herb consumed as flower bud tea due to its
gastroprotective properties. This plant possesses two essential oil-based chemical varieties:
trans-pinocarveyl acetate-rich chemotype A and cis-isopinocarveyl acetate- rich chemotype B.
Therefore, we developed two simple, fast and reliable methods for discrimination of E. viscosa
chemotypes using NIR and 'H qNMR spectroscopies combined with the chemometrics tools
(iPLS and PLS-DA). Both methods showed high sensitivity, precision and specificity in the
cross-validation tests. The NIR method has the advantages of being non-destructive and
analyzable by portable devices, enabling its application for field and industrial evaluations.

Meanwhile, the 'TH qNMR method allows the quantification of the bioactive components.



