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RESUMO

A espécie arborea Pterodon emarginatus VVogel, nativa do Cerrado brasileiro, conhecida
na medicina popular como “sucupira-branca” é popularmente utilizada nas formas de
extratos alcodlicos, preparados a partir dos frutos, na forma farmacéutica tintura. Estudos
da composi¢do quimica de constituintes presentes em plantas medicinais com agdes
antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria sdo imprescindiveis para garantir a
eficicia e a seguranca do medicamento que serd distribuido para a populagdo. Neste
trabalho, os constituintes volateis extraidos dos frutos de P. emarginatus, coletados em
quatro regides brasileiras, foram analisados por CG-EM e o potencial antimicrobiano,
antioxidante e anti-inflamatério dos extratos oleaginosos foram avaliados. A investigacéo
da atividade antimicrobiana foi direcionada para linhagens especificas. Foram testadas
linhagens bacterianas de diferentes especies da American Type Culture Collection
(ATCC) que fazem parte do grupo denominado ESKAPE. Os extratos ndo apresentaram
atividade nas concentracbes e avaliadas. Os constituintes volateis majoritarios
identificados nos frutos de P. emarginatus, utilizando a técnica HS-SPME-CG-EM,
foram: trans-cariofileno, B-elemene e a-himachalene. Nos extratos oleaginosos dos frutos
de P. emarginatus foram identificados os diterpenoides geranilgeraniol e 14,15-epoxy-
geranilgeraniol, além do diterpeno vouacapano 6a-hidroxi-7f-acetoxivouacapan-17f-
oato de metila. Quanto a atividade antioxidante, os extratos oleaginosos de P.
emarginatus foram capazes de reduzir o radical DPPH em 50 % nas concentragOes de
10,39 a 49,25 mg/mL. Foi utilizado o padréo rutina, como controle positivo (ICso = 11,5
pg/mL). A viabilidade das células frente aos extratos foi avaliada através do ensaio de
MTT, utilizando uma placa de 96 pocos utilizando a linhagem monocitica THP-1
diferenciada em macrofago. Efeito citotoxico foi observado nas concentragdes 1250 e 125
pg/mL. A partir do sobrenadante do ensaio de viabilidade celular foi dosado a
concentragdo das citocinas IL-1$ usando os KITs ELISA seguindo as instru¢des do
fabricante BD Pharmacy®. Constatou-se a atividade pré-inflamatéria em células TPH-1.
Os resultados obtidos neste trabalho, reforgam a necessidade da prospecgéo de extratos
oleaginosos, obtidos a partir dos frutos de P. emarginatus, que apresentem propriedades
antibacterianas, antioxidantes e anti-inflamatorias.

Palavras-chave: Frutos; Sucupira-branca; Citotoxicidade; Inflamagédo; Atividade
Antimicrobiana.



ABSTRACT

The tree species Pterodon emarginatus Vogel, native to the Brazilian Cerrado and
commonly known in folk medicine as "sucupira-branca,” is widely used in the form of
alcoholic extracts prepared from its fruits, specifically in the pharmaceutical form of
tincture. Studies on the chemical composition of constituents present in medicinal plants
with antimicrobial, antioxidant, and anti-inflammatory actions are essential to ensure the
efficacy and safety of the medication that will be distributed to the population. In this
study, the volatile constituents extracted from the fruits of P. emarginatus, collected from
four Brazilian regions, were analyzed by GC-MS, and the antimicrobial, antioxidant, and
anti-inflammatory potential of the oil extracts was evaluated. The investigation of
antimicrobial activity was directed towards specific strains. Bacterial strains from
different species of the American Type Culture Collection (ATCC) that are part of the
group known as ESKAPE were tested. The extracts showed no activity at the evaluated
concentrations. The major volatile constituents identified in the fruits of P. emarginatus,
using the HS-SPME-GC-MS technique, were: trans-caryophyllene, B-elemene, and a-
himachalene. In the oil extracts of the fruits of P. emarginatus, the diterpenoids
geranylgeraniol and 14,15-epoxy-geranylgeraniol were identified, along with the
diterpene vouacapano 6a-hydroxy-7p-acetoxyvouacapan-173-methyl ester. Regarding
the antioxidant activity, the oil extracts of P. emarginatus were able to reduce the DPPH
radical by 50% at concentrations ranging from 10.39 to 49.25 mg/mL. Rutin was used as
a positive control (IC50 = 11.5 pg/mL). The viability of the cells in response to the
extracts was assessed using the MTT assay, employing a 96-well plate with the monocytic
THP-1 lineage differentiated into macrophages. Cytotoxic effects were observed at
concentrations of 1250 and 125 pg/mL. From the supernatant of the cell viability assay,
the concentration of the cytokine IL-1p was measured using ELISA kits following the
manufacturer's instructions from BD Pharmacy®. Pro-inflammatory activity was found
in THP-1 cells. The results obtained in this study reinforce the need for the prospecting
of oil extracts derived from the fruits of P. emarginatus that exhibit antibacterial,
antioxidant, and anti-inflammatory properties.

Keywords: Fruits; White Sucupira; Cytotoxicity and Inflammation; Antimicrobial
Activity.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento tradicional do uso de plantas medicinais, aliado ao desenvolvimento
da ciéncia e da tecnologia, tem despertado o interesse cientifico envolvendo o estudo da
composicdo quimica e avaliacdo do potencial terapéutico dos extratos brutos produzidos a
partir de espécies vegetais, buscando caminhos para o controle e tratamento de diversas
doengas (Veiga Jr; Pinto, 2005).

Segundo dados da Conferéncia da Alma-Ata, na década de 70, cerca de 80% da
populacéo mundial faz uso de medicamentos produzidos a partir matérias-primas vegetais, o
que demonstra a importancia da descoberta de farmacos a base de plantas, pois podem fornecer
subsidios contra vérios alvos farmacol6gicos. O interesse maior ocorre sobre plantas que
possuem uso tradicional consolidado, devido ao fato de apresentarem fortes indicios de
efetividade (Ferreira, 2006; Moresco, 2017).

E importante considerar que mudancas nas condicdes climaticas, fatores genéticos e
ambientais afetam as vias do metabolismo secundério das espécies vegetais (Bakkali et al.,
2008). Deste modo, 0 numero de compostos, suas quantidades relativas e o rendimento de
extrato bruto, obtido de uma mesma espécie vegetal poderd variar, significativamente,
resultando em diferencas nas propriedades farmacoldgicas e terapéuticas da planta (Farhadia
et al., 2020).

Conhecer a composi¢do quimica das matérias-primas ativas vegetais, utilizadas na
elaboracdo de medicamentos fitoterapicos, € um passo de extrema importancia para que o
produto obtido tenha qualidade, seguranca e eficacia. Atualmente, existem técnicas analiticas
instrumentais que possibilitam caracterizar os constituintes quimicos de interesse medicinal,
sendo a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) a técnica
utilizada para a separacéo, identificacdo e quantificacdo de mistura de substancias volateis
(Farhadia et al., 2020; Vasconcelos et al., 2014).

O perfil cromatografico é Gtil para facilitar a identificagdo quimica de matérias-primas
de origem vegetal, sendo exigido a anélise de droga vegetal e derivado vegetal. Constitui
também uma exigéncia para produtos acabados no momento do registro, renovacéo do registro
ou notificacdo, e em algumas peticbes pos registro. Este, quando obtido em condigdes
estabelecidas previamente, pode servir de auxilio na identificagdo e diferenciagéo de diferentes

espécies vegetais (Brasil, 2014).
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Entre as espécies vegetais que podem apresentar a¢gdes antimicrobiana, antioxidante e
anti-inflamatdria esta a “Sucupira-branca”, identificada botanicamente como Pterodon

emarginatus VVogel (Duarte, 2006; Neves et al., 2007).

Populagbes fazem uso dos frutos da Pterodon emarginatus VVogel em maceragoes
alcodlicas para tratar varios tipos de afecgBes inflamatorias das vias aéreas superiores
(Bustamante et al., 2010; Pereira et al., 2014).

Neste estudo, extratos oleaginosos (hidroalcodlicos) obtidos dos frutos de P.
emarginatus Vogel de quatro regiGes brasileiras foram avaliados quanto as atividades

antimicrobiana, antioxidante, viabilidade celular e anti-inflamatéria.

Diante do exposto, observa-se a necessidade de realizar estudos quimicos e novos
ensaios com extratos oleaginosos obtidos dos frutos da Pterodon emarginatus Vogel,
coletadas em diferentes regibes do Brasil, com o objetivo de determinar quais sdo 0s
marcadores quimicos dos diferentes quimiotipos e relaciond-los com as atividades de seus

I’ESpECtiVOS extratos propostas neste estudo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

As plantas sdo uma importante fonte de substancias ativas para o tratamento de muitas
enfermidades. Espécies vegetais dos biomas brasileiros sdo utilizadas pelas populacdes para

tratar diversas doencas, incluindo infecgdes bacterianas e flngicas (Bastos et al., 2011).

Os metabodlitos secundérios das plantas apresentam propriedades antimicrobianas

incluindo fendis, alcaloides, flavonoides e terpendides (Chandra et al., 2017).

Assim, a pesquisa com plantas medicinais ou metabdlitos secundérios derivados das
mesmas pode fornecer dados para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas as

infec¢Oes microbianas (Oliveira, 2018).

Para a determinac&o da atividade antibacteriana de derivados vegetais existem varios
métodos. Os mais conhecidos incluem método de difusdo em agar, método de macrodiluicéo
e microdilui¢do (Chandra et al., 2017; Oliveira, 2018).

Para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), estudos tém utilizado o
método de microdiluicio em placas, seguindo as normas descritas pelo Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI, 2016) (Garzon et al., 2015; Oliveira, 2018).

Dutra et al. em 2009 demonstraram que o0 Gleo essencial obtido das sementes de P.
emarginatus inibiu o crescimento de S. aureus ATCC 25923 e apresentou expressiva atividade

in vitro contra Leishmania amazonensis.

Ferreira; Dantas; Catéo (2014) avaliaram a possivel atividade antimicrobiana do dleo
essencial de Pterodon emarginatus Vogel frente as cepas bacterianas padrdo
de Staphylococcus  aureus ATCC 25923, Pseudomonas  aeruginosa ATCC 27853
e Escherichia coli ATCC 25922. A atividade antimicrobiana foi determinada utilizando o
método de difusdo em meio s6lido, pela técnica de pour plate, usando o 6leo essencial puro
(100 %) e nas seguintes diluigdes: 32 %, 16 %, 8 %, 4 %, 2 %, 1 % e 0,5 %. Nenhuma das

concentragdes testadas do 6leo essencial formou halo de inibi¢do para as cepas estudadas.

Machado et al. (2017) investigaram novas drogas antimicobacterianas para o programa
de erradicagdo da tuberculose e de outras doencas relacionadas com micobactérias. Os ensaios
foram realizados em microplacas com resazurina (corante) contra duas espécies do
Complexo Mycobacteriumtuberculosis e 3 espécies de micobactérias ndo tuberculosas. Os

resultados mostraram o extrato hexanico e o o6leo essencial de frutos de Pterodon
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emarginatus como potenciais fontes para drogas antimicobacterianas contra quatro espécies

de micobactérias testadas.

Sabe-se que pacientes que apresentam infecgdes resistentes tem um custo muito maior
para a Saude Publica do que aqueles com infec¢Bes ndo resistentes, devido a um maior tempo
de recuperacdo, duracdo do agravo, necessidade de testes adicionais e o0 uso de farmacos de
alto custo. Isto leva a necessidade da descoberta de novos agentes antimicrobianos para tratar

ou controlar doencas infecciosas (Oliveira 2018).

2.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes séo substancias que impedem a formacdo de radicais livres ou
impedem a etapa de propagacdo dessas reag¢des doando hidrogénio de forma que a molécula
alvo fique estavel, agindo no retardo ou na prevencao da oxidagéo (Soares, 2002; Broinizi et
al., 2007).

Por outro lado, os radicais livres sdo moléculas liberadas pelo metabolismo do
organismo com elétrons altamente instiveis e reativos, que podem causar doengas
degenerativas, envelhecimento e morte celular. Podem ser gerados no citoplasma, nas
mitocdndrias ou na membrana. O seu alvo celular, proteinas, lipideos, carboidratos e DNA

esté relacionado com o seu sitio de formacédo (Vasconcelos et al., 2014).

Os seres vivos podem sofrer frequentemente a acéo de radicais livres. A acéo destes
radicais livres gera reagOes de oxidagao, e estudos mostraram que essas reagdes estdo ligadas
a doencas como cancer, aterosclerose, diabetes, artrite, malaria, AIDS, doencas

cardiovasculares e doengas do envelhecimento (Nascimento, 2016).

Os vegetais sdo considerados fonte de metabdlitos que apresentam atividade
antioxidante. Dentre esses metabdlitos estdo os compostos fendlicos que podem ser
classificados entre flavonoides e ndo flavonoides. Os compostos fendlicos apresentam grupos
benzénicos que possuem pelo menos um de seus hidrogénios substituidos por um grupamento
hidroxila (Soares et al., 2008).

Na dieta da populagdo mundial, os chas feitos a partir do método de infuséo, auxiliam
na extracdo dos compostos fenolicos (Gongalves et al., 2015). Diversos estudos evidenciam o

efeito protetor contra as espécies reativas de oxigénio e aos danos causados pelas mesmas,
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devido ao consumo destes chas, e estes efeitos tém sido atribuido a presenga de compostos
antioxidantes, que sdo produtos secundarios do metabolismo vegetal (Gongalves et al., 2015,
Nascimento, 2016).

O interesse especifico pelos antioxidantes naturais teve inicio nos anos 80, diante da
comprovacdo de efeitos maléficos causados por doses elevadas de antioxidantes sintéticos
como o BHT (butil-hidroxi-tolueno) e o t-BHQ (t-butil hidroquinona) (Gongalves et al., 2015).

Assim, estudos foram voltados para a identificacdo de novos compostos com atividade
antioxidante, provenientes de fontes naturais, para atuagdo ou sinergicamente com outros
aditivos, como alternativa para prevenir a deterioracdo oxidativa de alimentos e limitar o uso

dos antioxidantes sintéticos (Soares et al., 2008).

Os extratos oleaginosos de frutos de P. emarginatus tém demonstrado potencial
antioxidante. Eles podem conter substancias capazes de doar elétrons e reduzir radicais livres,
como observado em testes com o radical livre estavel 1,1-difenil-2-DPPHe) (Rocha, Kaplan,
2006).

2.2 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR OU ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Entende-se por ensaio de viabilidade celular ou ensaio de citotoxicidade um teste que
analisa células metabolicamente ativas em uma cultura celular, a fim de avaliar sua atividade

qualitativa e quantitativamente (Rogero, 2000).

Ensaios de viabilidade celular sdo frequentemente usados para triar moléculas que
possuem efeitos na proliferacdo celular ou efeitos toxicos que podem conduzi-las a morte.
Muitos desses ensaios sdo realizados em placas de titulagdo de 96 “pocos”, de forma que
varios compostos podem ser triados ao mesmo tempo (Rogero, 2000; Bochnie, Gregério,
Maciel, 2017).

Varios ensaios de viabilidade celular ou de citotoxicidade estdo disponiveis
atualmente, cada um deles utiliza uma abordagem especifica para detectar diferentes aspectos
da viabilidade celular, como integridade celular. Entre estes ensaios os colorimétricos como o
ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio), é utilizado para
medir a viabilidade e proliferagdo celular, bem como a citotoxicidade (Rogero, 2000; Bochnie,
Gregorio, Maciel, 2017).
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O ensaio de MTT baseia-se na comprovacdo da citotoxicidade induzida por um
determinado composto ou toxina no metabolismo celular de glicideos, usualmente através da
avaliagdo da atividade de enzimas desidrogenases mitocondriais (enzima mitocondrial

redutase) e do seu respectivo potencial redox (Solez, 2007).

A viabilidade é quantificada pela redugdo do MTT (um sal de coloragdo amarela e
soluvel em 4gua), pela atividade metabdlica celular ligada ao NADH e NADHP, a formazan
(um sal de coloracdo roxa e insoluvel em &gua) (figura 6). A viabilidade é quantificada pela
reducdo do MTT (um sal de coloragdo amarela), pela atividade metabdlica celular a formazan

(um sal de coloracéo violeta) (Bochnie, Gregdrio, Maciel, 2017).

Figura 1 - Reacdo do MTT com a enzima mitocondrial redutase.
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! Enzima mitocondrial redutase 7 H
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MITT - tetrazilio (amarelo)
Cristal de formazan (violeta)

Fonte: Stoddart, 2011

Os cristais de formazan insollveis sdo dissolvidos usando uma solucdo de
solubilizacdo e a solucdo colorida resultante é quantificada através da medida de sua
absorbancia em 500-600 nandémetros usando um espectrofotdmetro para placas multipogos
(Stoddart, 2011; Santos, 2021).

Este ensaio pode ser usado para vérias aplicacdes, como por exemplo, quantificagdo
de crescimento e viabilidade celular, medigéo da proliferagdo celular em resposta a fatores de
crescimento, citocinas e nutrientes, medicéo de citotoxicidade, e para estudar a ativacao celular
(Santos, 2021).
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2.3 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

A inflamacdo é um mecanismo de defesa de organismos superiores em resposta a
lesBes teciduais, produtos quimicos nocivos ou patdgenos, para erradicar 0s agentes

patogénicos invasores e remover substancias irritantes (Munn, 2016, Oliveira, 2018).

No processo inflamatério, o agente inflamatorio age sobre os tecidos, induzindo a
liberacdo de mediadores da inflamag&o por células do hospedeiro para o local da inflamacé&o.
Estes mediadores podem ser quimicos ou bioldgicos e irdo controlar as caracteristicas
fisioldgicas daquele local, a fim de remover o agente causal e restabelecer as condigdes
normais (Cardinal et al., 2016; Rosa, 2021).

Os mediadores bioldgicos envolvidos neste processo inflamatério séo as diferentes
células do sistema imune como, por exemplo, os leucécitos. Dentre os leucdcitos, destacam-
se 0s mondcitos que, nos tecidos se diferenciam em macrofagos. H4 também as citocinas que
sdo proteinas ou glicopeptideos produzidos por diferentes células, como os macréfagos, que
agem como sinalizadores celulares, permitindo a comunicacéo e deslocamento das células do
sistema imune. Existem diferentes tipos de citocinas, que podem ser classificadas de acordo
com suas diferentes estruturas, funcdes, e sitios de atuagdo no organismo, como por exemplo,
as interleucinas (IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a, etc.) (Rosa, 2021).

Algumas citocinas como TNF-q, IL-1f3, IL-6, IL-8 entre outras, s&o conhecidas como
pro-inflamatdrias, ou seja, 0 aumento de seus niveis resulta no aumento nas respostas

inflamatorias do organismo (Zhang, 2007; Rosa, 2021).

O mecanismo de acdo de cada citocina no organismo envolve diferentes células e
outros mediadores inflamatérios de modo sistémico, ou seja, 0 aumento ou diminuigdo dos
niveis de uma acarretara na mudanca nos niveis de outros mediadores. Assim, as citocinas
apresentam mecanismos de agdo distintos e complexos nos processos inflamatdrios (Kany,
Vollrath, Relja, 2019).

Dentre os mediadores inflamatorios e vias celulares que tém sido estudados em
associagao com processos fisiopatoldgicos destacam-se as citocinas interleucina 1  (IL-1B) e
interleucina 6 (1L-6), que estdo envolvidas na patogénese das doengas inflamatdrias (Makarov,
2000; Bharti, Aggarwal, 2002; Oliveira, 2018).
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Para isso, a busca por novos fitoterapicos anti-inflamatdrios pode ser de grande
importancia através da utilizagdo de diferentes métodos para a avaliagdo de tal atividade

farmacologica.

2.4 FAMILIA LEGUMINOSAE

A familia Leguminosae, também conhecida como Fabaceae possui distribuicdo
cosmopolita, incluindo cerca de 650 géneros e 18.000 espécies (Polhill, 1981; Souza; Lorenzi,
2005). sendo varias de suas espécies com grande potencial econdmico, tais como gréo-de-bico
(Cicer arietnum), ervilha (Pisum sativum), feijdo (Phaseolus vulgaris), lentilha (Lens
cultivaris), feijdo-mungo (Vigna radiata), e a soja (Glycinemax), na producdo alimenticia; o
jatobd (Hymenaea spp.) na producdo de madeira e o flamboyant (Delonix regia) com a
utilizacdo ornamental; além das espécies barbatiméao (Styphnodendron adstringens) e sucupira

(Pterodon ssp.) com grande importancia na medicina (Santana, 2014; Jardine; Barros, 2015).

No Brasil sdo encontrados cerca de 200 géneros e 1500 espécies. No bioma Cerrado,
constitui a familia mais representativa em nimero, com cerca de 777 espécies, distribuidas em

aproximadamente 101 géneros (Santana, 2014; Jardine; Barros, 2015).

2.5 GENERO Pterodon

No Brasil, 0 género Pterodon compreende quatro espécies nativas: Pterodon abruptus
Benth, Pterodon apparicioi Pedersoli, Pterodon emarginatus Vogel, Pterodon pubescens
Benth e Pterodon polygalaeflorus Benth (Carvalho, 2004), distribuidas por diferentes estados
brasileiros, tais como: Goids, Mato Grosso, Minas Gerais e Sdo Paulo (Dutra, 2008;
Bavaresco, 2016).

Estudos fitoquimicos realizados com espécies do género tém identificado substancias
da classe dos alcal6ides na casca (Torrenegra et al., 1999); isoflavonas e alguns triterpenos no
caule (Marques et al., 1998); além de diterpenos (Fascio et al., 1976; Arriaga et al., 2000) e

isoflavonas nos frutos e sementes (Dutra, 2009 a; Santos, 2010).
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2.6 ESPECIE Pterodon emarginatus VOGEL

Pterodon emarginatus VVogel € uma espécie vegetal arborea, rastica e aromatica, nativa
do cerrado e nas regifes intermediarias entre Mata Atlantica e Cerrado de ampla ocorréncia
nos estados de Tocantins, Mato Grosso, Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo e Mato Grosso do
Sul. A espécie é conhecida popularmente pelo nome de sucupira, “sucupira-branca” ou faveira
(Lorenzi, 2010).

Apresenta-se como uma leguminosa de porte médio, arvores de 5 a 10 metros, podendo
chegar a 20 metros de altura (figura 4). Possui tronco ereto de 40 a 50 centimetros de diametro
(Lorenzi, 2010).

Figura 2 - Espécie vegetal arbdrea de Pterodon emarginatus

A: Arvore, B: Folhas e Flores, C: Frutos, D: Sementes, E: Tronco, F: Madeira

Fonte — Kiatkoski, 2011
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Frutos de Pterodon emarginatus VVogel (Figura 3) podem ser colhidos diretamente da
arvore ou recolhé-los no chiao apos a queda. Assim que obtidos, podem ser diretamente

utilizados para a semeadura, ou abertos manualmente para a retirada da semente (Dutra, 2008).

A maturacdo dos frutos ocorre entre junho e agosto (Silva et al., 2005), e os frutos
macerados, liberam um déleo fortemente aromatico, com sabor caracteristico amargo, que
misturado com &gua pode ser utilizado de vérias formas, in natura, infusdes alcodlicas, chas e
xaropes (Santos et al., 2010; Botini et al., 2015).

Figura 3 - Fruto de Pterodon emarginatus cortada ao meio com evidéncia da estrutura
alveolar contendo o dleo caracteristico da espécie.

Parte externa central do fruto  fruto seco
estrutura alveolar cheia de 6leo

semente

Fonte: Kiatkoski, 2011.

Estudos comprovaram que os frutos de P. emarginatus Vogel (Figura 4) possuem
flavonoides, cumarinas, saponinas, triterpenos, esteroides (Hansen et al., 2010).

Em seu fruto é encontrado elementos como o beta-cariofileno, substancia quimica com
atividade anti-inflamatdria, antibidtica, antioxidante, anticarcinogénico e anestésico local, o

que comprova as propriedades medicinais da sucupira (Brandédo, 2002; Bavaresco, 2016).
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Figura 4- Frutos de Sucupira branca - Pterodon emarginatus VVogel

Fonte: Autora

Esta espécie P. emarginatus é utilizada na medicina popular contra vérios sintomas,
sendo que as partes mais utilizadas sdo a casca e a favinha (fruto) também chamada de
semente, como depurativo do sangue, no combate a verminose, secre¢fes vaginais,
reumatismo, infeccGes em geral, dor de garganta, rins, dores de coluna, Ulceras estomacais e
infecgBes gastrointestinais. S&o usadas de varias formas, in natura, infusdes alcodlicas, chés e

xaropes (Botini et al., 2015).

2.7 CONSTITUINTES QUIMICOS E ATIVIDADES BIOLOGICAS DE Pterodon
emarginatus VOGEL

Conhecer a composi¢do quimica das matérias-primas ativas vegetais, utilizadas na
elaboracdo de medicamentos fitoterapicos, € um passo de extrema importancia para que o
produto obtido tenha qualidade, seguranca e eficacia. E importante considerar que mudancas
nas condigdes climaticas, fatores genéticos e ambientais afetam as vias do metabolismo

secundario das espécies vegetais (Khare et al., 2020).

Deste modo, o numero de compostos, suas quantidades relativas e o rendimento do
extrato de uma mesma espécie vegetal ira variar, significativamente, resultando em diferencas

nas propriedades farmacoldgicas e terapéuticas da planta (Wang et al., 2021).

A presenca de diversos compostos quimicos nos frutos de Pterodon emarginatus
confere a essa planta potencial terapéutico e farmacol6gico Esses compostos podem ser
estudados para entender melhor suas propriedades medicinais e seus possiveis usos na
medicina tradicional ou farmacologia moderna (Hansel et al., 2010).



27

O fruto de sucupira possui endocarpo alado rico em 6leo onde foram identificados
flavondides, heterosideos saponinicos, resinas e tracos de esterdides e triterpendides (Silva et
al., 2005; Bustamante et al., 2010).

Constituintes volateis extraidos dos frutos (Polo et al., 2004) e sementes (Dutra et al.,
2009) de P. emarginatus apresentam composicdo quimica diferenciada, sendo identificados
substancias da classe dos terpenos e terpenoides, tais como: B-elemeno (15,3%), trans-
cariofileno (35,9%), a-humuleno (6,8%), germacreno D-(9,8%), biciclo germacreno (5,5%),
espatulenol (5,9%) dentre outros como a-pineno, mirceno, metil eugenol, etil eugenol, eugenol

geraniol.

Frutos de P. ermaginatus, amplamente distribuidos no Cerrado brasileiro, tém sido
investigados quanto & atividade antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria (Dutra et al.,
2009; Alves, 2012; Santos et al., 2018).

Estudo realizado por Alves e colaboradores em 2013, identificou grande polimorfismo
quimico entre as amostras analisadas dos frutos de P. emarginatus, coletados em cinco locais
do Cerrado. Neste estudo, os resultados obtidos por Anélise de Componentes Principais e
Cluster identificou dois grupos: cluster | contendo [-cariofileno e 5-elemeno e cluster Il
contendo a-copaeno, 3-cubebeno, alo-aromadendreno, a-cubebeno e y-muuruleno, mostrando

a necessidade da realizacdo de novos estudos da composicdo quimica desta espécie vegetal.



28

3 JUSTIFICATIVA

Até o momento, ndo ha relatos na literatura de estudos relacionando & composicao
quimica aos efeitos bioldgicos de quatro quimiotipos de P. emarginatus. Assim, a investigagdo
sobre os efeitos antimicrobiano, antioxidante e anti-inflamatorio, de extratos oleaginosos
obtidos dos frutos de P. emarginatus, possibilitara determinar quais sdo os marcadores

quimicos marjoritarios dos diferentes quimiotipos e relaciona-los com as atividades citadas.
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4. HIPOTESE

Extratos oleaginosos obtidos a partir dos frutos de P. emarginatus séo fonte

promissoras em apresentar propriedades antibacterianas, antioxidantes e anti-inflamatorias.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a composi¢do quimica e as atividades antimicrobiana, antioxidante e anti-
inflamatoria de extratos oleaginosos de frutos de Pterodon emarginatus Vogel (sucupira

branca) coletadas em quatro regides brasileiras.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter os extratos oleaginosos dos quatro quimiotipos coletados;

Analisar a composicao quimica de frutos e extratos oleaginosos obtidos dos frutos dos quatro
quimiotipos de P. emarginatus, utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM).

Auvaliar a atividade antimicrobiana dos extratos de P. emarginatus sobre bactérias patogénicas.
Determinar a atividade antioxidante dos extratos oleaginosos de P. emarginatus a partir do
método DPPHe.

Investigar a viabilidade celular da linhagem monocitica THP-1 diferenciada em macréfagos
frente aos extratos de P. emarginatus.

Quantificar a dosagem da citocina IL-1f a fim de investigar o potencial anti-inflamatério dos

extratos de P. emarginatus.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Os frutos de quatro quimiotipos foram coletados dos municipios de Altinpolis/SP
(21°03°20,657’S; 47°29°10,.8”W), Araxa/MG (19°36°37.17°S; 47°08°18,5”W), Inocéncia/MS
(19°48°06,57°S; 51°59°07,.8"W) e Rifaina/SP (20°4°33,17°S; 47°25°27°W) de Pterodon
emarginatus Vogel, Brasil. Apds a coleta, os frutos foram armazenados, em recipientes de
vidro, com tampa, e sob refrigeracéo (-18 °C). A permissdo para realizar o estudo quimico e
avaliar as bioatividades de extratos de plantas brasileiras foi concedida pelo o Sistema
Nacional de Gestdo de Recursos Genéticos e Tradicionais Associados Conhecimento (SisGen
- n° A6324D6).

6.2 OBTENCAO DO EXTRATO OLEAGINOSO

Para a obtencdo do extrato oleaginoso, pesou-se, separadamente, 30g dos frutos de
diferentes quimiotipos de P. emarginatus VVogel, e adicionou-se a cada frasco contendo 0s
frutos, 270 mL de etanol 92 °GL. Apds maceracdo, durante sete dias, o material foi filtrado e
0 solvente evaporado, em capela de exaustdo. Os frascos contendo 0s extratos oleaginosos
foram pesados, vedados e mantidos sob refrigeracéo, até 0 momento das anélises quimicas e
bioldgicas. As extracOes foram realizadas em triplicata.

Os extratos oleaginosos obtidos foram:

1 P. emarginatus coletado em Altindpolis/SP, meotar = 3,699 (Mmedia = 1,23+0,03Q)

2 P. emarginatus coletado em Rifaina/SP, mota = 4,529 (Mmedia = 1,51+0,03Q)

3 P. emarginatus coletado em Araxd/MG, Motal = 4,469 (Mmedia = 1,49+0,090)

4 P. emarginatus coletado em Inocéncia/MS, Migtal = 6,849 (Mmédia = 2,28+0,06Q)

6.3 ANALISE DOS CONSTITUINTES VOLATEIS DOS FRUTOS DE Pterodon
emarginatus POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS - GC-MS

Foram realizadas extracbes dos constituintes quimicos volateis dos frutos de P.
emarginatus, através da microextracdo em fase solida em modo headspace (HS-SPME),
utilizando fibra “SPME” (PDMS/DVB).
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Para tanto, frutos de P. emarginatus foram adicionadas em frascos de headspace (HS)
com capacidade de 20 mL, lacrados com lacre de aluminio e septo de borracha. As amostras
foram submetidas a 30 minutos de extragéo, na temperatura de 60 °C.

Posteriormente, a fibra SPME foi introduzida no modo HS para adsorgdo dos analitos
e em seguida exposta a fase gasosa. Ap6s o tempo de extracdo, foi inserida no injetor do
cromatografo a 240 °C, por 5 min para a dessorcdo dos constituintes quimicos volateis
extraidos. A identificacdo das substancias foi efetuada através da comparagdo dos seus
espectros de massas com o banco de dados do sistema GC-MS (NIST 62 lib.) e indice de
retencdo de kovats (Adams, 2007).

As andlises foram realizadas na Unidade de Biotecnologia da Universidade de Ribeirdo
Preto — UNAERP.

As andlises dos constituintes quimicos volateis dos extratos oleaginosos obtidos dos
frutos de P. emarginatus foram realizadas por GC-MS, utilizando-se aparelho Varian 3900
com detector seletivo de massa, modelo Saturn 2100T. As condic¢Ges de anélise foram: coluna
capilar: DB-5 (30m x 0,25mm x 0,25um); temperatura do injetor: 260 °C; temperatura do
detector: 270 °C; impacto de elétrons: 70 eV; gas de arraste: He; fluxo: 1,0 mL/min.; split:
1/20; programa de temperatura: 100 °C (4°C/min) — 270 °C, 5min., volume de injegédo: 1 uL
de solugdo (1 mL extrato oleaginoso/1 mL CHCIz) (Hoscheid et al., 2012).

6.4 BACTERIAS DO ESTUDO

6.4.1 Avaliagdo da Atividade Antimicrobiana

O potencial antimicrobiano dos extratos oleaginosos obtidos foi avaliado frente a
diferentes espécies bacterianas pertencentes a colegdo do Prof. Dr. André Pitondo da Silva,
situado no Laboratdrio de Bacteriologia e Biologia Molecular da UNAERP. As bactérias
estudadas estavam criopreservadas a -80 °C em criotubos contendo meio de cultura liquido

BHI (brain heart infusion) acrescido de glicerol 15 %.

Foram testadas linhagens bacterianas de diferentes espécies da American Type Culture
Collection (ATCC) que fazem parte do grupo denominado ESKAPE, acrénimo que
compreende os nomes cientificos dos seis patdgenos bacterianos altamente virulentos e

resistentes a antibioticos mais frequentes nas infec¢des hospitalares e comunitarias, incluindo:
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Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter

baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. (Esposito; Simone, 2017).

Também uma linhagem bacteriana clinica, isolada de paciente com infecgéo hospitalar
a qual apresenta o perfil de resisténcia aos antimicrobianos denominado como Pandrug-
resistant (PDR), por apresentar ndo susceptibilidade a todos os antimicrobianos testados (42

antimicrobianos diferentes) (Cerdeira et al., 2021).

As linhagens bacterianas que foram testadas sdo: Enterococcus faecalis ATCC 4083,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Acinetobacter
baumannii ATCC 14293, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Enterobacter cloacae
ATCC 13047, e alinhagem clinica PDR Klebsiella pneumoniae Kp177 (Cerdeira et al., 2021).

Tabela 1- Descricdo das bactérias testadas

Bactéria Atuacdo Classificacéo
Enterococcus faecium Microbiota normal do sistema digestivo humano e de Gram-positiva
ATCC 4083 outros mamiferos. Pode causar infeccédo

urindria, meningite e bacteremia, especialmente em
ambientes hospitalares.

Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas
saudaveis. Pode provocar doengas, que vao desde uma
simples infeccdo até infeccdes graves.

Gram-positiva

Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603

Encapsulada, anaerobia facultativa em forma de
bastonete. E 0 mais importante membro do género
Klebsiella e importante membro da familia das
enterobactérias.

Gram-negativa

Acinetobacter

Pertence ao filo Proteobacteria. Ndo moveis, as

Gram-negativa

baumannii espécies de Acinetobacter sdo oxidase-negativas, e se

ATCC 14293 apresentam em pares.

Pseudomonas Baciliforme e aerobia. Ambiente de origem € o solo, Gram-negativa
aeruginosa mas é capaz de viver mesmo em ambientes hostis. Se

ATCC 27853 desenvolve com facilidade em ambientes imidos,

mesmo com caréncia nutricional.

Enterobacter spp.
ATCC 13047

Familia Enterobacteriaceae, bactérias

pequenas, anaerdbias facultativas (realizam
metabolismo respiratério ou fermentativo). Ocorrem a
nivel de quase toda a Natureza, algumas sdo agentes
patogénicos oportunistas, causam varias infeccoes e
podem também provocar septicemia e meningite.

Gram-negativa

Klebsiella pneumoniae
PDR
Kpl77

Linhagem bacteriana clinica, isolada de paciente com
infeccdo hospitalar a qual apresenta o perfil de
resisténcia aos antimicrobianos denominado como
Pandrug-resistant (PDR).

Gram-negativa

Fonte: a autora
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6.4.2 Cultivo dos Microrganismos e Preparo do Indculo

As bactérias crioconservadas, antes de sua utilizacdo, passaram pelo processo de
reativagdo. Para isso, 10 uL do estoque bacteriano foram pipetados em tubos de ensaio
contendo 4,5 mL do meio de cultura liquido BHI (Oxoid, Reino Unido) e incubado por 24
horas a 37 °C. Essa etapa se faz importante para que a bactéria se reproduza mantendo todas
suas caracteristicas genéticas, saindo do ambiente de estresse. Ap0s as 24 horas, com auxilio
de uma alga descartavel e estéril, 10 pL da cultura foram inoculados em placas de Petri
contendo Agar Miller Hinton (Oxoid, Reino Unido), pelo método de semeadura por

esgotamento e as placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C.

Com as col6nias crescidas, isoladas e puras, prosseguiu-se para o preparo do indculo
que foi utilizado na avaliacdo da concentragdo inibitria minima. Foram feitas suspensdes
bacterianas em solugéo salina esterilizada, visando obter uma turvagéo correspondente a 0,5
da escala de McFarland (1,5x108 UFC mL™). Dessa suspenséo inicial, 500 uL foram pipetados
e transferidos para um tubo de ensaio contendo 4,5 mL de solucédo salina também esterilizada,

realizando uma diluicéo, obtendo o inoculo padronizado para o teste (5 x 10’ UFC mL™).

6.4.3 Avaliacdo da Concentracéo Inibitéria Minima

Para avaliacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM), foi utilizado o método de
microdiluicdo em placas de 96 pogos, segundo a preconizagdo do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2016), com adaptacGes, empregando-se a resazurina como

revelador do crescimento bacteriano, segundo descrito por Pitondo-Silva et al. (2016).

Na placa de 96 pocos de fundo chato, a primeira coluna serviu como controle negativo,
adicionando apenas 100 uL do meio de cultura liquido Mieller-Hinton (Oxoid, Reino Unido),

a fim de verificar a esterilidade do meio de cultura.

A coluna 12 serviu como controle positivo, adicionando 90 uL. do mesmo meio de
cultura, acrescidos de 10 pl da suspensfio bacteriana padronizada, totalizando um volume de

100 pL, para avaliar a viabilidade do crescimento bacteriano.

Da segunda até a décima primeira coluna, foram adicionados 90 puL. do mesmo meio
de cultura. Na coluna 2, foram adicionados também 90 uL dos quatro oleos testados

(Altindpolis, Rifaina, Araxa e Matogrosso do Sul), em triplicatas, e foram realizadas diluigdes
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seriadas no fator 2, de forma que as suas concentragdes iniciais foram reduzidas a metade, pela

passagem da solucdo de uma coluna para a outra.

Foram testadas duas concentragcbes dos extratos oleaginosos dos frutos de P.
emarginatus, uma solucdo de 200 pg/mL e uma solucdo de 10 mg/mL. Na primeira testagem
a faixa de concentracdo testada foi de 0,195 a 100 pg/mL, ja na segunda uma faixa de 9,8 a
5000 pg/mL.

Também foi testado o tensoativo Tween 80, na concentracao de 4 %, que foi utilizado

nos extratos para a mistura com meio de cultura. A concentracéo inicial foi de 200 pg/mL.

Em seguida, foram acrescentados 10 pL do inoculo, sendo que, ao final do
experimento, todos os pogos da placa ficaram com o volume final de 100 uL.. Um modelo das

placas pode ser visto na Figura 6. As placas foram entéo incubadas de 18 a 24 horas em estufa
bacteriolégica a 37 °C.

Figura 5 — Esquema das placas do teste de CIM

Diluicao Seriada Diluicao Seriada
C- . — —— —._ C+ :
1

T o TmMOoON ® >

Tween 80 Rifaina Altinépolis

8 9 10 11 12

Araxa

Matogrosso
do sul
- —_
Tommoo o>

Tween 80

Fonte: Autora

Apoés a incubagdo foram realizadas duas leituras qualitativas visuias: uma sem a
utilizacdo de indicadores cromogénicos, observando-se apenas a turvagdo ou ndo do meio de
cultura, indicando a presenca ou auséncia de crescimento bacteriano, respectivamente. A outra
leitura foi realizada utilizando-se o revelador cromogénico resazurina. A solugéo de resazurina
tem cor original azul devido a reagdo redox, que indica a auséncia de crescimento bacteriano
e, na forma reduzida apresenta a cor rosa ou roxa, indicando que ocorreu 0 crescimento
bacteriano.



36

Ap6s a realizacfio da primeira leitura, foram aplicados 30 uL. do revelador resazurina
(0,02 %) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) em todos os pogos da placa. Em seguida, as placas
foram levadas para estufa, nas mesmas condicdes, durante duas horas. Apés a incubacéo, as
placas foram visualmente analisadas, para avaliar a presencga de crescimento bacteriano pela

COr rosa ou roxa ou auséncia do crescimento, pela cor azul.

As leituras em triplicatas foram entdo comparadas, e a CIM foi determinada para a
concentracdo equivalente ao pogo com a menor concentragdo do produto que ndo permitiu o

crescimento bacteriano.

Seguindo o mesmo procedimento, as bactérias testadas foram avaliadas quanto a
suceptibilidade ao antimicrobiano, vancomicina. Esse teste foi realizado a fim de confirmar a
suceptibilidade das bactérias e comparar os resultados obtidos com as solugdes oleosas de P.
emarginatus. Para isso foi preparada uma solucdo de vancomicina com concentracdo igual a
512 pg/mL. No primeiro poco da diluigdo seriada foi acrescido 90 pL desta solugdo em 90 pL
de meio, avaliando a faixa de concentracdo de 0,5 a 256 pg/mL. As bactérias foram
consideradas resistentes (ndo suceptiveis) quando apresentaram CIM igual ou maior a 32
pg/mL (CLSI, 2016).

6.5 ENSAIO ANTIOXIDANTE IN VITRO: DPPHe DOS EXTRATOS OLEAGINOSOS DE

P. emarginatus

Os extratos oleaginosos obtidos a partir dos frutos de P. emarginatus foram avaliados
frente & sua capacidade de sequestro do radical estdvel DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazila).
A andlise da atividade antioxidante seguiu metodologia proposta por Cheng et al. (2006), com

adaptagdes.

Para isso, foi preparada, em metanol, uma solugdo de 2,2- difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH) 0,004 % (p/v) e solugdes dos extratos oleaginosos nas concentragdes 50; 25; 12,5;
6,25; 5; 2,50; 1,25 mg/mL.

O teste foi realizado em triplicata utilizando 50 pL da solucéo do extrato acrescida de
950 uL da solugéo de DPPH incubadas por 30 minutos a 30 °C na auséncia de luz. Em seguida,
foram lidas as absorbancias das solugdes em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de
517 ym.



37

Para o controle positivo foi utilizado o padréo rutina em concentragdes entre 3,6 e 125
pg/mL (50 pL da solugdo de rutina + 950 uL DPPH). As porcentagens das taxas de inibigdo
das concentracbes foram calculadas utilizando os valores obtidos das absorbancias das
amostras, da solugdo branco (50 pL metanol + 950 uL DPPH) e do DPPH (1000 pL). A

porcentagem de inibi¢éo do extrato foi medida por meio da formula:

% Inibic&o = [(Abs do branco - Abs da amostra) x 100)]
Absorbancia do DPPH

A concentracdo inibitéria (ICso) refere-se a minima concentracdo de antioxidante
necessaria para inibir uma determinada concentracdo de radical em 50 %. Atraves de gréafico
de disperséo obtido a partir dos valores das concentragcdes da amostra no eixo das abscissas e
a porcentagem de inibicdo no eixo das ordenadas, foi determinada a equagéo da reta e essa,

utilizada para o célculo da ICso atraves (Kirschweng et al., 2017)

6.6 PREPARO IN VITRO DA CULTURA CELULAR DA LINHAGEM MONOCITICA
HUMANA THP-1

A cultura da linhagem celular monocitica humana THP-1 (ATCC ® TIB-202) foi
cultivada em meio de cultura Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM; CORNIGN)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; CORNING), 100 unidades/mL penicilina
(GIBCO — THERMO FISHER), 100 pg/mL estreptomicina (GIBCO — THERMO FISHER),
foram mantidas incubadas em ambiente estufa a 37 °C e 5% CO> por 30 dias, com trocas

regulares dos meios de cultura.

6.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

A viabilidade celular dos extratos foi avaliada através do ensaio de MTT (brometo de
3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) (n=3). Para isso, a linhagem celular
monocitica humana THP-1 (ATCC® T1B-202) cultivada por 30 dias, foi retirada da estufa. Foi
realizada uma contagem de células por meio de camara de Neubauer, sendo aceitavel uma
viabilidade superior a 80%. A concentracio de células por pogo foi de 1x10° em uma solugéo

do meio DMEM na auséncia de soro.
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O ensaio foi realizado utilizando uma placa de 96 pogos, foram adicionados 100 pL da
solucdo de células em cada pogo. Foi acrecido, também, 100 puL de uma solugdo contendo
phorbol 12-myrisate-13acetate (PMA, SIGMA), para diferenciar a linhagem monocitica THP-
1 em macrofagos e fixa-los na placa e em seguida a placa foi incubada em estufa a 37 °C e 5%
COs.

Apo0s 24 horas de incubacdo, foi retirado o sobrenadante de todos os pocos e foram
adicionados 100 pL dos extratos oleaginosos dos frutos de P. emaginatus dos quimiotipos
Rifaina e Araxa nas concentracdes 2500; 250; 25; 2,5 e 0,25 pg/mL. Ap6s 2 horas de
incubagéo foram adicionados 100 pL do meio DMEM em determinados po¢os com 0s extratos
e 100 pL de solucdo de Lipopolissacarideos (LPS) (MARCA) a 1 pg/mL em outros pogos
contendo os extratos. Assim as concentracdes dos extratos cairam para 1250; 125; 12,5; 1,25
e 0,125 pg/mL. Também foram preparados quatro grupos de controles: Células com LPS,
células com meio DMEM, ceélulas com veiculo (meio DEMEN + Tween 20 1%) e Celulas
mais DMSO a 5%, conforme Figura 9. Essas placas foram reincubadas nas mesmas por 24
horas.

Figura 6 — Esquema da placa de 96 pocos para ensaio de viabilidade celular.
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Fonte: a autora

Apos esse periodo, foi retirado o sobrenadante de todos os pocos, este foi transferido
para outra placa para posteriores avaliacdes. Nos pogos foram adicionados 100 pL de solucéo
de MTT a 0,5 mg/mL para cada poco, a fim de verificar a viabilidade celular. Ap6s adigdo do
MTT a placa foi incubada por 3 horas em estufa a 37 °C e 5% CO2. Em seguida, o sobrenadante
foi retirado e foram adicionados 100 pL de DMSO (Dimetilsulfoxido) para inativar a atividade
dos macrdéfagos e parar as reagdes. A placa ficou 5 minutos em agitagdo suave para
estabilizagcdo da cor e posteriormente foi colocada no espectrofotdmetro de microplacas

pQuant (BioTek Intruments INC.) e realizada a leitura em 540 nm.
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Seguidamente, os valores de absorbancia foram colocados em tabelas no excel e foi

realizada a conta da viabilidade celular seguindo a seguinte formula:

(absorbincia da amostra—absorbincia do branco)*100

Viabilidade (%) =

(absorbancia do controle negativo—absorbancia do branco)

6.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

A partir do sobrenadante do ensaio de viabilidade celular foi dosado a concentragdo da
citocina IL-1B usando os KITs ELISA seguindo as instrucdes do fabricante BD Pharmacy®.
O teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) é uma técnica molecular utilizada

para detectar e quantificar a interacdo entre antigenos e anticorpos (Aydin, 2015).

Foi preparada uma solucdo de tampéo de lavagem Phosphate Buffered Saline (PBS)
com 0,05 % de Tween 20. Para tanto pesou-se 80 g de NaCl, 11,6 g de Na;HPOQOg4, 2g de
KH2PO4 2 g de KCI, g. s. p. 10 L de 4gua destilda com pH final ajustado para 7,0.

Na placa com o sobrenadante foi adicionado 100 pL por pogo do anticorpo de captura
(BD optEIA™ Set Human IL-1B) e a placa foi incubada overnight por 4 °C. Retirou-se 0
excesso da placa e lavou-se com tampad de lavagem trés vezes, deixando agir por 30 segundos
cada vez. Foi adicionado 200 pL por poco de um diluente de ensaio (PBS suplementado com
10 % de Phetal Bovine Serum, pH 7,0) e a placa foi incubada por uma hora em temperatura

ambiente.

Retirou-se o excesso de solucéo da placa e lavou-se com o tampdo de lavagem por trés
vezes. Foram adicionados 100 pL da amostra nos pocos da placa. A placa foi selada e incubada
por 2 horas em temperatura ambiente. Retirou-se a solucéo e lavou-se novamente nas mesmas
condigdes. Foram adicionados, entdo, 100 pL por pogo do anticorpo de deteccdo (BD
optEIA™ Set Human IL-1p) e a placa foi selada e incubada por 30 minutos em temperatura
ambiente. Adicionou-se 100 L por pogo da enzima SAv-HPR (BD optEIA™ Set Human IL-
1B). A placa foi selada e incubada por 30 minutos em temperatura ambiente (22 °C). Foi
realizada mais trés lavagens com tampdo de lavagem e por fim uma lavagem com PBS por um

minuto de contato, retirando o excesso no final.

Adicionou-se 100 pL por pogo da solucéo de substrato e a placa foi incubada por 30

minutos em temperatura ambiente na auséncia de luz. Logo depois, foram adicionados 50 pL
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de &cido sulfarico 2 N, com a finalidade de parar a reacdo. Em seguida, foi realizada a leitura

da placa em 450 nm no espectrofotometro de microplacas pQuant (BioTek Intruments INC.)

6.9 ANALISES ESTATISTICAS

ApoOs a obtengdo de todos os resultados, foram realizadas analises estatisticas para
comparacdo dos extratos oleaginosos dos frutos de P. emarginatus. As analises e gréaficos

foram realizadas no programa GraphPad Prism versdo 9.0.0 (121), outubro 22, 2020.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 ANALISE DOS CONSTITUINTES VOLATEIS DOS FRUTOS DE Pterodon
emarginatus POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS - CG-EM

Os constituintes volateis dos frutos de P. emarginatus, extraidos por HS-SPME estéo
compilados na Tabela 2. Observou-se diferenga no perfil quimico dos constituintes volateis
coletados em Rifaina/SP, Araxa/MG, Altindpolis/SP e Inocéncia/MS; sendo trans-cariofileno
o constituinte majoritario dos frutos coletados em Rifaina/SP (33,70 %), Araxd/MG (22,60 %)
e Inocéncia/MS (18,98 %). Também foi possivel observar que o terpeno [3-elemene estd
presente em maior concentracdo (11,20 %) nos frutos coletados em Araxd/MG; enquanto o
terpeno a-himachalene foi detectado com 21,50 % nos frutos coletados em Rifaina/SP e 11,80
% nos frutos coletados na cidade de Inocéncia/MS.

Os cromatogramas e espectros de massas obtidos nas analises por HS-SPME-CG-EM
estdo presentes nos Apéndices de 1 a 5.

O perfil quimico das espécies coletadas em 4 locais diferentes esta relacionado a
diversos fatores como local de crescimento da planta, época em que as sementes foram
coletadas, posicionamento geografico, luminosidade, temperatura ambiente e nivel
pluviométrico. Tais fatores podem ter efeitos criticos tanto na quantidade quanto na qualidade

dos extratos oleaginosos obtidos.

Tabela 2- Analise dos constituintes volateis dos frutos de Prerodon emarginatus por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, HS-SPME-GC-MS.

Constituintes Organicos Rifaina/SP  Altindpolis/SP Araxa/MG Inocéncia/MS
Volateis (VOCs)

Cubebene 1,60 % - 2,04 % -
f-elemene 3,80 % 1,40 % 11,20 % 2,03 %
Trans-caryophyllene 33,70 % 1,22 % 22,60 % 18,98 %
Caryophyllene -4,8-epoxy- 2,00 % 1,72% -

Iridolactone -trans, cis 1,82 % 2,91 % 9,36 % 1,50 %
a-himachalene 21,50 % - - 11,80 %
Longipiranol 6,00 % 1,10 % - 5,55 %
Viridiflorol 3,00 % - - 2,70 %
Caryophylla-4(12),8(13) - 1,40 % - - -
dien-5(a)-ol

Selina-3,11-dien-6-a-ol 2,10 % 1,31 % - 1,70 %
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Continuac¢do Tabela 2. Analise dos constituintes volateis dos frutos de Pterodon
emarginatus por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, HS-
SPME-GC-MS.

Constituintes Organicos Rifaina/SP  Altinépolis/SP  Araxa/MG  Inocéncia/MS
Volateis (VOCs)

Cedr-8(15) em-9-a-ol 2,84 % 1,24 % - 2,36 %
Hexadecanol <-n-> 1,00 % 7,50 % - 1,91 %
p-selinene - 1,66 % - -
a-selinene - 2,42% - -
Spathulenol - 151 % - -
Aromadendrene epoxide <- - 1,00 % 1,08 % -
allo->

Selin-11-em-4-g-ol - 1,61 % - -
Tetradecanol <-n-> - 1,44 % - -
Germacra-4(15),5,10(14)- - 1,68% - -
trien-1-a-ol

Eudesma-4(15),7-dien-1-g-ol - 1,27 % - -
Amorfa-4,9-dien-2-ol - 1,66 % - -
Farnesyl acetate <(2E,6E)> - 3,00 % - -
Isopimera-9(11),15-diene - 5,69 % - -
3,11

o-elemene - - 4,54 % 1,05 %
Longicyclene - - 1,25 % -
B-copaene - - 1,72% -
a-guaiene - - 1,90 % -
a-neo-clovene - - 2,01 % -
y-muurolene - - 14,03 % -
Muurola-4(14),5-diene <- - - 7,14 % -
trans->

Trans-f-guaiene - - 1,68 % -
d6-amorphene - - 3,20 % -
Spathulenol - - 1,10 % -
Abienol - - 6,80 %

Fonte: a autora

Apo6s comparacdo dos espectros de massas obtidos apds analise por CG-EM, dos
extratos oleaginosos dos frutos de P. emarginatus e comparacdo com dados da literatura
(Adams, 2007; Hoscheid et al., 2012), foi possivel identificar os diterpenoides geranilgeraniol
e 14,15-epoxy-geranilgeraniol, além do diterpeno vouacapano 6a-hidroxi-7p-
acetoxivouacapan-17p-oato de metila (APENDICES 6 a 12).

Estudos quimicos e bioldgicos realizados com espécies do género Pterodon, incluindo
a espécie P. emarginatus tém sugerido que as propriedades farmacoldgicas de extratos dos
frutos estejam envolvidas com a presenca destes constituintes (Oliveira et al., 2017).
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Tal fato chama-nos a atengdo quando observamos os perfis cromatograficos dos
extratos oleaginosos, obtidos por CG-EM, verificando-se que os frutos coletados em Rifaina

(SP) e Araxa (MG) séo fontes promissoras destes constituintes.

7.2 CONCENTRACOES DOS EXTRATOS OLEAGINOSOS de P. emarginatus PARA A
AVALIACAO DO CIM

A avaliacdo da concentracdo inibidoria minima foi efetuada através de dilui¢bes

seriadas em duas diferentes concentragdes dos extratos oleaginosos conforme tabela 3.

Tabela 3- ConcentracOes de extratos oleaginosos utilizadas nas placas de pogo para avaliagcdo
do CIM

Concentracao 200 pg/mL Concentracdo 10 mg/mL
Poco 1: Controle Negativo 100 uL de Poco 1: Controle Negativo 100 uL de
meio de cultura Mueller Hinton meio de cultura Mueller Hinton
Pogo 2: Concentragdo 100 pg/mL Pogo 2: Concentragdo 5000 pg/mL
Pogo 3: Concentragdo 50 pg/mL Poco 3: Concentragdo 2500 pg/mL
Poco 4: Concentragdo 25 pg/mL Pogo 4: Concentragdo 1250 pg/mL
Poco 5: Concentracdo 12,5 pg/mL Poco 5: Concentragdo 625 pg/mL
Poco 6: Concentracédo 6,25 pg/mL Pogo 6: Concentracdo 312,5 ug/mL
Pogo 7: Concentracdo 3,125 pg/mL Pogo 7: Concentragdo 156,25 pg/mL
Poco 8: Concentracdo 1,56 pg/mL Poco 8: Concentragdo 78,125 pg/mL
Poco 9: Concentracédo 0,78 pg/mL Pogo 9: Concentracdo 39 pg/mL
Pogo 10: Concentragéo 0,39 pg/mL Pogo 10: Concentragédo 19,5 pug/mL
Pogo 11: Concentragéo 0,195 pg/mL Pogo 11: Concentragéo 9,8 pg/mL
Pogo 12: Controle Positivo 90 pL de Pogo 12: Controle Positivo 90 pL de
meio de cultura Mueller Hinton + 10 uL  meio de cultura Mueller Hinton
suspensacao bacteriana. + 10 pL suspensagédo bacteriana.

Fonte: a autora
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7.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA NAS PLACAS DE TESTES DA
CIM

Os ensaios de atividade antibacteriana com o0s extratos oleaginosos de sucupira e suas
diluigdes, nas condigdes avaliadas, ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra as
bactérias estudadas. Para a avaliacdo do CIM foram utilizadas em dilui¢cdes seriadas duas

concentragdes dos extratos oleaginosos, concentracdo 200 pg/mL e concentragdo 10 mg/mL.

Naio foi evidenciado inibigdo no crescimento com as cepas microbianas, estudadas ap6s
as duas leituras qualitativas realizadas visualmente. Sendo a primeira sem a utilizacdo de
indicadores cromogénicos, onde foi observado apenas a auséncia de turvacdo do meio de

cultura, indicando o crescimento bacteriano.

A segunda leitura foi realizada apés utilizacdo do revelador cromogénico Resazurina
0,02%. Esta solugdo tem cor original azul devido a reagdo redox, que indica a auséncia de
crescimento bacteriano e, na forma reduzida apresenta a cor rosa ou roxa, indicando que

ocorreu o crescimento bacteriano (Figura 10).

Figura 7 - Placas com semeadura de Klebsiella pneumoniae PDR com leitura pela resazurina.

Fonte: a autora
A: Extratos oleaginosos de Rifaina e Altindpolis; B: Extratos oleaginosos de Inocéncia e Araxa

Estudos, realizados com a espécie P. emarginatus nos Gltimos 50 anos, mostram
evidencias de atividade antimicrobiana na faixa de 40 pL do 6leo essencial e 80 pL do extrato
hidroalcodlico. Nas condicGes do ensaio, o 6leo essencial foi capaz de inibir o cresimento do
agente Staphylococcus aureus ATCC 25923 por disco difusdo (Mendes et al., 2017).

No estudo realizado em difusdo em agar, a investigacdo da atividade antimicrobiana
do 6leo essencial obtido a partir de sementes da espécie P. emarginatus, nas concentracdes de

0,5 a 100%, mostrou que nenhuma das concentraces ensaiadas apresentou atividade
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antibacteriana, frente ao microrganismo Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Ferreira et al.,
2014).

Quando buscamos trabalhos com o género Pterodon, foi possivel encontrar relato da
atividade antibacteriana do extrato hexanico das sementes de P. pubescens. Santos et al.
(2023) relatam a atividade antibacteriana, determinada a partir do método de dilui¢cdo em caldo
em placas de 96 pocos, dos extratos frente a trés linhagens bacterianas com CIM na faixa de
25 a 500 pug/mL, para as linhagens Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Mycobacterium

tuberculosis e Prevotella nigrescens.

7.4 ENSAIO DE SUSCEPTIBILIDADE PARA O ANTIMICROBIANO VANCOMICINA

No ensaio de susceptibilidade para vancomicina (Figura 8), somente a bactéria
Klebsiella pneumoniae PDR foi classificada como ndo susceptivel, sendo inibida a partir da
concentracdo de 256 pg/mL.

Figura 8 — Concentracéo inibitéria minima para VVancomicina

K. pneumonice PDR g, faecium p.aeruginosa  A.baumannil K. pneumoniae S. aureus E. cloacae
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Fonte: a autora
As demais bactérias foram classificadas como sensiveis por ndo serem resistentes a 32

pg/mL ou mais, todas as concentragdes podem ser visualizadas na tabela 4. Esses resultados
corroboram com a viabilidade da metodologia empregada, obtendo-se reultados esperados e

validando as analises realizadas.
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Tabela 4 - Concentracéo inibitéria minima para vancomicina

Concentracdo inibitéria minima para vancomicina

Linhagens bacterianas CIM (pg/mL)
Entreobacter cloacae ATCC 13047 2
Staphylococcus aureus ATCC 25923 2
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 2
Acinetobacter baumannii ATCC 14293 4
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 4
Enterococcus faecium ATCC 6569 0,5
Klebsiella pneumoniae PDR 256

Fonte: a autora

7.5 ENSAIO ANTIOXIDANTE POR REDUCAO DO RADICAL DPPH-

A ICs representa a metade da concentragdo inibitéria maxima que a substancia possui

para reduzir em 50 % a acdo oxidante do DPPH.

As analises demonstraram que a atividade antioxidante da rutina foi determinada em

ICs0 11,5 pg/mL, tendo sido ensaiadas concentragdes entre 125 e 3,6 pug/mL.

Quanto a acdo antioxidante dos extratos de P. emarginatus de localidades distintas,
pode ser observada na Tabela 5. A média das porcentagens de inibicdo dos testes, realizados
em triplicata, respectivos as concentragdes dos extratos oleaginosos de P. emarginatus, bem

como do controle positivo rutina.

Tabela 5 - Resultados da atividade antioxidante dos extratos oleaginosos de P. emarginatus,
expressa pela porcentagem de sequestro de radicais DPPHe

Amostra IC s0
P. emarginatus — Altinopolis/SP 10.960,0 + 0,85 pg/mL
P. emarginatus — Araxd/MG 17.260,0 + 0,77 pg/mL
P. emarginatus — Rifaina/SP 10.390,0 + 0,67 pg/mL
P. emarginatus — Inocéncia/MS 49.250,0 £ 0,24 pg/mL
Rutina 11,49 £ 0,31 pg/mL

Fonte: a autora
Os extratos oleaginosos dos frutos de P. emarginatus apresentaram capacidade
antioxidante. Sendo o extrato de Rifaina/SP o que apresentou maior poder antioxidante dentre

0S quatro extratos avaliados. Sua atividade foi 4,7 vezes superior & atividade apresentada pelo
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extrato da localidade Inocéncia/MS e 0,7 vezes superior a atividade apresentada pelo extrato
da localidade Araxd/MG. Donati e colaboradores (2022) apresentaram valor de 1Cso da ordem

de 6,25 — 8,65 mg/mL com extratos oleaginosos obtidos das sementes de P. emarginatus.

7.6 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR E CITOTOXICIDADE

Os extratos oleaginosos dos frutos de P. emarginatus das localidades de Rifaina e
Arax nas concentracdes de 1250 e 125 pg/mL monstraram ser toxicas para as células, nessas
concentracdes quase ndo houve viabilidade celular. A viabilidade foi mantida na concentragéo
de 0,125 pg/mL no tratamento sem LPS (Tabela 6), ndo tendo valor diferente estatisticamente
significativo (valor de p < 0,05) na anélise de one-way ANOVA (APENDICES 13 e 14). Ja
para o extrato de Araxa o tratamento nas concentracdes de 12,5 e 1,25 pg/mL também néo

apresentou diferencas estatisticamente significantes em relagéo ao controle (Figuras 9 e 10).
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Figura 9 — Gréfico estatistico da viabilidade com tratamento do extrato de Rifaina/SP
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Fonte: a autora

Figura 10 - Gréfico estatistico da viabilidade Foode com tratamento do extrato de Araxa/MG
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Figura 11 - Gréfico estatistico da viabilidade com tratamento do extrato de Rifaina + LPS
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Fonte: a autora

Figura 12 - Gréfico estatistico da viabilidade com tratamento do extrato de Araxa + LPS
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A concentracdo de melhor viabilidade celular foi de 0,125 pg/mL, nessa
concentracdo todos os tratamentos mantiveram similariedade estatistica com os controles,
exceto o tratamento do extrato 2 (Rifaina/SP) + LPS, demonstrando que esse extrato teve

toxicidade celular, porém ainda manteve a viabilidade acima de 60 %.

A viabilidade celular de extratos de P. emarginatus € pouco estudada, fazendo-se

necessarios novos estudos para comprender os efeitos dessa planta a nivel celular.

Para a espécie Pterodon pubescens, ha um relato da viabilidade celular, do extrato
dos frutos, frente outra linhagem celular (HaCat — queratindcito humano) em um intervalo
de 0,5 a 50 pg/mL, cuja viabilidade ndo foi reduzida significativamente quando
comparado ao controle celular com 100% de viabilidade (Basting et al., 2020).

Na tentativa de diminuir a faixa de concentracdes ensaiadas para determinar a

viabilidade celular, das células THP-1, frente ao extrato da localidade Rifaina (Figura 13).

Figura 13 - Gréficos estatisticos da viabilidade das células THP-1 expostas aos extratos de
Pterodon emarginatus de Rifaina — SP.
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Os resultados dos ensaios da viabilidade celular, frente aos extratos dos individuos
coletados em Altindpolis (Figura 14) e Inocéncia (Figura 15), podem ser observados a

sequir.

Figura 14 - Graficos estatisticos da viabilidade das células THP-1 expostas aos extratos de
Pterodon emarginatus de Altinépolis — SP.
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Figura 15 - Gréficos estatisticos da viabilidade das células THP-1 expostas aos extratos de
Pterodon emarginatus de Inocéncia — MS.
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Dentre os trinta e um trabalhos publicados na base PUBMED de 1973 a 2023, ndo ha

ensaios de viabilidade celular in vitro, que possam ser comparados aos resultados obtidos

neste trabalho.

7.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

As dosagens de IL-1p foram avaliadas pelo valor de absorbancia gerado pelo
espectrofotdmetro de microplacas (Tabela 8).

Foi observado que os extratos estimularam a producdo da citocina pro-
inflamatéria IL-1p. 1sso ocorreu principalmente nas concentragcBes 1250, 125, 1,25 e

0,125 pg/mL para ambos os extratos (Tabela 8).
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Os macrofagos, quando expostos a agentes agonistas de receptores Toll Like
(TLR), incluindo o lipopolissacarideo (LPS), iniciam o processo de sintese da interleucina
1B (Dinarello, 2005). Uma vez que a IL-1p madura é exclusivamente sintetizada a partir
do complexo de proteinas denominadas “inflamassoma de IL-1”, podemos afirmar, a
partir de nossas quantificagBes que a via ativa da inflamacéo é necessariamente a do

inflamassoma.

Tabela 8 — Média das leituras de absorbancia pos-tratamento extratos + LPS.

Absorbancia de IL-1§ pds-tratamento com Extratos + LPS

Concentracao do extrato (ug/mL)

Amostra Controle 1250 125 12,5 1,25 0,125

Rifaina 0,35+0,12 156+0,13 2,69+0,05 0,28+0,006 222+0,09 152+0,11

Araxa 035+0,12 169+031 255+036 0,39+0,06 211+0,17 246+0,05

Fonte: a autora

Os resultados para IL-1p, mostraram que os extratos oleaginosos dos frutos de P.
emarginatus das localidades de Rifaina/SP e Araxd/MG apresentam um potencial pro-

inflamat6rio em algumas concentracdes estudadas.

Em células TPH-1, a atividade pré-inflamatoria observada Figura 16) pode estar
relacionada a morte por estresse oxidativo uma vez que durante 0 momento em que as
células estavam vivas, elas foram capazes de produzir uma quantidade elevada da citocina
inflamatoria (1L-1p).

Durante os processos inflamatorios séo produzidas as EROS que tem um papel
importante na sinalizacdo de mediadores inflamatérios. Quando os mecanismos
antioxidantes celulares sdo incapazes de neutralizar a produgéo excessiva das EROS,
sinalizadores intracelulares amplificam as respostas inflamatdrias, estabelecendo assim

uma cascata de eventos inflamatérios adversos (Barboza, 2016).

Em estudos etnofarmacologicos, a espécie P. emarginatus € amplamente utilizada
contra infecgBes microbianas e processos inflamatdrios. Todavia dos 31 trabalhos
publicados na base PUBMED de 1973 a 2023, ndo ha ensaios de viabilidade celular in
vitro, tao pouco, ensaio antimicrobianos que tenham sido executados para determinacao
da concentragdo inibitéria minima, que possam ser comparados aos resultados obtidos

neste trabalho.
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O efeito anti-inflamatério relatado na literatura sempre foi demonstrado em
modelos animais, sendo este trabalho o primeiro a investigar a atividade anti-inflamatoria

in vitro, do extrato oleaginoso de acessos da espécie P. emarginatus, em célula THP-1.

Figura 16 - Gréafico estatistico da expressdo da interleucina 1p por células THP-1,
submeticas aos extratos E1 (Altinpolis-SP); E2 (Rifaina-SP) e E3 (Araxa-MG), expostas
ou ndo ao polilipossacarideo (LPS)
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8 CONCLUSOES

Os extratos oleaginosos obtidos dos quatro quimiotipos foram caracterizados

quimicamente.

Os resultados mostraram que 0s extratos oleaginosos obtidos das sementes
de Pterodon emarginatus ndo apresentaram atividade antibacteriana frentes as cepas
avaliadas (ESKAPE).

Os dados obtidos neste trabalho sugerem que os extratos oleaginosos de P.
emarginatus, apresentam potencial antioxidante, podendo conter substancias capazes de

doar elétrons e assim reduzir radicais livres como observado no teste com o DPPH.

A viabilidade e citotoxicidade celular da linhagem monocitica foi comprovada,

nas condigdes do ensaio.

Em células TPH-1, a atividade pré-inflamatéria observada, pode estar relacionada
a morte por estresse oxidativo, uma vez que a produgdo da citocina IL-1p €
exclusivamente sintetizada via inflamassoma. Estudos de quantificagdo do nitrito (NO),
anion superoxido e até mesmo outros métodos de analise antioxidante do extrato poder&o

ser, futuramente, realizados para que se confirme este mecanismo de agéo.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, concluimos que embora a tintura
de P. emarginatus seja popularmente utilizada como antimicrobiano e anti-inflamatorio,
é possivel que, a acdo terapéutica relatada, ndo esteja relacionada diretamente com o
efeito bactericida dos compostos presentes na tintura. Mas, a superestimulacédo das células
locais que estdo em contato com a(s) bactéria(s), que seré fagocitada, ao entrar em contato
com o extrato ou tintura oleaginosa da sucupira desencadeam a producdo de citocinas
pro-inflamatdrias que, por sua vez, geram espécies reativas de oxigénio (EROS). O

acimulo de EROS no microambiente celular levard as bactérias fagocitadas a morte.

Estudos futuros, que comprovem ou refutem essa hipGtese trardo uma

contribuicdo relevante a comunidade cientifica.
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APENDICES

APENDICE 1- CROMATOGRAMA OBTIDO POR HS-SPME-GC-MS DOS FRUTOS
DE P. ermaginatus COLETADOS EM ALTINOPOLIS/SP
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APENDICE 3- CROMATOGRAMA OBTIDO POR HS-SPME-GC-MS DOS FRUTOS
DE P. ermaginatus COLETADOS EM ARAXA/MG
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APENDICE 6- CROMATOGRAMA OBTIDO POR GC-MS
OLEAGINOSOS DE P. ermaginatus - ARAXA/MG

MCounts

+11.912 min

+ 13.092 min
15.974 min

+ 22 541 min

3.388 min

§+11.993m|n
i +13. i

+ 24 255 min + 24,336 min

+ 15 254 rmin
+ 19.706 min

+ 17439 min

—
I AR S B A A A R A NI A

+ 5.933 min
+5.029 min

1 I?t
{ TE296 min

+4 570 min

E+1D.042 mir +9.918 min

+ 25680 min
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DOS EXTRATOS

Sucupira Araxa. SMES TIC

+ 29178 min

+33.321 min

5| 10 15 20 25 30 35
minutes
| Seq 2, Vouacapano, Time: 3.00-37.00, EFAato-Full, 40-650 miz |
Scans | 484 1151 1751 2457 3054 3795 4375
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APENDICE 7. ESPECTRO DE MASSAS DA DO DITERPENO 64-HIDROXI-7B-
ACETOXIVOUACAPAN-17B-OATO DE METILA
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minutes
] Seq 2, Vouacapano, Time: 3.00-37.00, EFAato-Full, 40650 miz |
Scans ' 26k7 2631 2656 2751 2825
‘ J vl ] <2 Segment |f|p|s||7 s| Iuns:|315 |—
e 3 1 e T 0 e O =
Spectrum 14, 4]
BP 312.3 (83355=100%) sucupira araxa.sms 22,644 min. Scan: 2779 40:650 lon: 360 us RIC: 1.162e+6 (BC)
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100 200 300 400 500 600
Maximum Range  m/fz



72

APENDICE 8- CROMATOGRAMA OBTIDO POR GC-MS DOS EXTRATOS OLEAGINOSOS DE P. ermaginatus - RIFAINA/SP

7]

Sucupira Rifaina SR.EMS 40:650
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Seqg 2, Youacapano, Time: 3.00-37.00, El-Auto-Full, 40-650 m/z

4352

3704

058

2401

17885

1125

484

Scans



Zau afue wnuiew
Gw_”n___m D__n_m _u___u_.w _n___u_m _u__ﬂ._m D__u L ,
T 4__ T ga _q__ w w0
3 -
586 F #5e
LT E
3 #1595 oevs R
L
E E905.
Sep6 |
= &9 600 |
000 SHeCaZ | oold =0 Cp L U0 DSO.0F 91 b . Yeas wil oG o Byl endnons [0oOn —Cr/nel | oen 0
o] {2454, pue [Fau021oH) (235 ]
[ B -m - -0 % % o |+
-_ _“m:u_ mh__m—n_—* EuEmum_ _ _ w—v—P___a -_
FELl =1 2kl Sl (=} y FUEIS
| T O55-0F '1IN4-010y43 "00 AE-00°E “8Wwi] "ouededends, 7 Hag _
L. sanuiy
Ja _n_m_._u_‘ mm_._ur _u__n__._n:. mh_.m D.nm..m
= R Y Y R b0
= o o p ; F -
o o B oA o@m ooo = 5 R B - B :
3 o F h P = = s R o 0 3 =
o 3 > 9 o o - - 3 3 3 3 3 5 - H
= =1 5 3 3 I = 3 = 5 = =1 =1 o)
= = = = = = = =] E
= =) F .
3 @ o e
- Dr._xx_.. -
- O Dl sisds Eurey sadnang 3 p FEun o

TJOINVHIAOTINVYHIO 3AION3IdH3LId Od SVYSSVIN 3d 04193dS3 -6 30IANIdV



o sBuey wnwxel
_uwﬂm 005 oow 00g ooz ool

NS

T
3=
]

TJTTTTTITTT
T
Lo
[

el | |

2 L0 mue_umm

SELE
S czavy
L VEB gty Eesnnl

(D8] Z9FL 16 214 SN EEE [U0| DS3'0F BIEL UEIS U Fp09L euleyl) eadnans (9,001 =EZ8¢F) 0Er 49
EE | wnioads
W@ FEFE R FE [oF [~
-_ __mca_ _m Als|d] 1| wawbag| 2 <] z[>]1]
Z5EF FLE B50E \ZFZ SEZL gzll Fob - SUEIg
_ 7/l 059-0F '1IN4-0ivy-3 '00 AE-00°E awi] "ouededenos 'z Hag _
SalnuiLl
| 2 T x 3 % :
= | 00
+ +_ +_ +_ +_ | | il +a mf: P
«.__ +| ¥ €4 * ; : g
2 ol gl o ST + an 2 o3 pF°
2 Q= 3B omon o + 5 o35 2 90
S o oomoae s 98 g h i 2 4 3 w M i H
5 3 23 3 3 3 3 HEw 2 HE T :
= = =+ =% = 5 5 35 & @ 3 w5 =l
B % 5 = [ ] C
C ] = a2 o+ . C
- . 3 = = o -
- Eol 2l ssHS euey endnang S = - 2 FUnE

TOINVHIADTINVYHID-AXO0dI-STHT IAIONIdYILIA Od SYSSVIN 3Ad 04LD3dS3 -0T IOIANIdV



75

APENDICE 11- CROMATOGRAMA OBTIDO POR GC-MS DOS EXTRATOS OLEAGINOSQOS DE P. ermaginatus - ALTINOPOLIS/SP
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Sucupira Altinopolis. M3 40:650
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APENDICE 12- CROMATOGRAMA OBTIDO POR GC-MS DOS EXTRATOS OLEAGINOSOS DE P. ermaginatus - INOCENCIA/MS
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Seq 2 Vouacapano, Time: 3.00-37.00, El-Auto-Full, 40-650 miz
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