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RESUMO

Jungia floribunda Less ¢ um arbusto que pertence a familia Asteraceae e se encontra em
dominios fitogeograficos como Cerrado e Mata Atlantica. Esta planta segundo o uso popular ¢
de carater medicinal, as infusdes de suas folhas sdo utilizadas como anti-inflamatorio e
antidiabético em paises da América do Sul como o Paraguai. No Sul de Minas Gerais, o seu uso
popular se da no tratamento de entorse, com suas folhas maceradas em etanol. Nao ha estudo
cientifico sobre a composi¢do quimica e atividade anti-inflamatoria desta espécie, entdo o
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade anti-inflamatoria e a constitui¢ao dos extratos e
6leo essencial de suas folhas. Para isso foram realizados ensaios anti-inflamatorios in vitro e
in vivo, assim como analise dos extratos por UPLC-HRMS. Foi possivel determinar que os
extratos de lavagem foliar, aquoso (infuso) e hidroetanolico sdo compostos por substancias
fenolicas e lactonas sesquiterpénicas por desreplicagao e comparagao dos resultados de UPLC-
HRMS com os dados da literatura. A desreplicagdo do 6leo essencial demonstrou a presenga de
estruturas quimicas conhecidas na literatura com propriedades anti-inflamatérias como [3-
cariofileno, a-cariofileno e 6xido de cariofileno. Da aplicagdo topica dos extratos somente o
hidroetanolico demonstrou atividade anti-inflamatdria no ensaio in vivo de edema de orelha em
camundongos. Entretanto os trés extratos apresentaram inibicdo in vitro da enzima elastase em
diferentes concentragdes. Assim, diferentes substancias podem agir por diferentes mecanismos,
o que pode ter relagdo com o uso da planta para o tratamento de doengas anti-inflamatorias.
Estudos de toxicidade in vitro realizados nos extratos em células de fibroblasto humano
demonstraram que os extratos foram classificados como toxicidade moderada. Portanto, a
planta apresenta um potencial anti-inflamatoério o que justifica o seu uso medicinal pela
populagdo no Sul de Minas, Brasil.

Palavras-chave: Jungia; Asteraceae; anti-inflamatorio



ABSTRACT

Jungia floribunda Less is a shrub that belongs to the Asteraceae family and is found in
phytogeographical areas such as Cerrado and Atlantic Forest. This plant, according to popular
usage, is medicinal in nature, as infusions of its leaves are used as anti-inflammatory and
antidiabetic drugs in South American countries such as Paraguay. In the south of Minas Gerais,
its folkloric use provide treatment for sprains with its leaves macerated in ethanol. There is no
study on the chemical composition and anti-inflammatory activity of this species, so the
objective of this work was to evaluate the anti-inflammatory activity and the constitution of the
extracts and essential oil of its leaves. To this end, in vitro and in vivo anti-inflammatory assays
were carried out, as well as analysis of the extracts by UPLC-HRMS. It was possible to
determine that the leaf wash, aqueous (infusion) and hydroethanolic are composed of phenolic
substances, flavonoids and sesquiterpene lactones by dereplication and comparison of UPLC-
HRMS results with literature data. The dereplication of the essential oil demonstrated the
presence of chemical structures known with anti-inflammatory properties such as f-
caryophyllene, a-caryophyllene and caryophyllene oxide. From the topical application of the
extracts, only the hydroethanolic extract demonstrated anti-inflammatory activity in the ear
edema test in mice. However, the three extracts demonstrated iz vitro inhibition of the elastase
enzyme at different concentrations. Thus, different substances can act through different
mechanisms, which may be related to the use of the plant for the treatment of anti-inflammatory
diseases. In vitro toxicity studies carried out on the extracts in human fibroblast cells
demonstrated that extracts were classified as moderate toxicity. Therefore, the plant has anti-
inflammatory potencial, which justifies its medicinal use by population in the south of Minas,
Brazil.

Key words: Jungia; Asteraceae; anti-inflammatory
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo usadas popularmente desde os primordios da
civilizagdo, com diferentes fins, principalmente para cura e prevengcdo de doengas. Esse
conhecimento foi passado de geracdo para gerag@o e ¢ uma importante fonte para a descoberta
de novos principios ativos (Santos et al., 2011; Pedroso et al., 2021). De acordo com Newmam
e Cragg (2007) cerca de 25 a 30% das drogas avaliadas como agentes terapéuticos sio
provenientes de produtos naturais. O Brasil apresenta um grande potencial como fonte de
espécies medicinais, possuindo mais de 20% de todas as espécies vegetais do mundo. Segundo
Guerra e Nodari (2010) a grande biodiversidade no Brasil permite apresentar uma vasta
pesquisa na area de principios ativos. A maioria dos principios ativos encontrados nos extratos
vegetais e que tem importancia farmacologica, de maneira geral, ¢ procedente de um grande
nimero de metabolitos secundarios que possuem uma constituicdo complexa. Sendo assim,
servem de alvos terapéuticos em diversas doencas humanas (Ferreira e Pinto, 2010). Entre as
espécies vegetais pertencentes a familia Asteraceae e a tribo Mutisieae, ressalta-se a Jungia
floribunda Less., utilizada popularmente como anti-inflamatéria, antitussigena e
hipoglicemiante em paises da América do Sul como a Argentina, Brasil, Paraguai ¢ Uruguai. E
popularmente usada em abundéancia na forma de infusao no Paraguai (Dujak et al., 2010, Mouga
et al., 2012, Soria e Ramos, 2015).

No Brasil ela ocorre no Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Minas Gerais, Rio Grande do Sul, em dominios fitogeograficos como o Cerrado ¢ Mata
Atlantica. Atualmente encontram-se estudos anatdmicos da folha de J. floribunda Less. e um
breve estudo da fitoquimica das folhas, oriunda de Goias, mas nenhum estudo que abranja
substancias identificadas nos extratos das folhas e sua atividade biologica (Dujak et al., 2010;
Souza Vinicius, 2014). Um estudo sobre a composi¢do quimica e atividade anti-inflamatéria
foi realizado em Jungia paniculata (DC.) A. Gray onde foram descritos polifenois e os
flavonoides presentes na planta (D’Agostino et al., 1995; Casado et al., 2010). Acosta Leon et
al. (2019) relatam a presenca de flavonoides nas folhas de Jungia rugosa Less. e seu potencial
hipoglicemiante. Verdugo et al. (2023) isolaram cumarinas das folhas de J. rugosa e atribuiram
as cumarinas a atividade anti-inflamatéria. Considerando a auséncia de evidéncias cientificas
sobre J. floribunda e o potencial anti-inflamatério no género Jungia, propde-se um estudo
fitoquimico das folhas de J. floribunda Less., coletada no Sul do estado de Minas Gerais, €

avaliacdo de sua atividade anti-inflamatoria.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A FAMILIA ASTERACEAE E O GENERO Jungia

Asteraceae ¢ uma importante familia que compde o extrato arboreo-arbustivo do
Cerrado (Almeida et al., 2005; Lopes et al., 2020) com cerca de 250 géneros e
aproximadamente 2000 espécies no Brasil, ¢ subdividida em 17 tribos, sendo as tribos
Vernonieae, Eupatorieae, Heliantheae, Astereae, Mutisieae e Senecioneae as mais importantes
no Brasil (Judd ez al., 2008). E a maior familia dentre as Angiospermas, com aproximadamente
22.000 espécies e 1600 géneros, cerca de 10% da flora mundial (Lopes et al., 2020). Seus
metabolitos secundarios possuem multiplas atividades farmacologicas ja descritas, como
antioxidantes, antiprotozoarias, antimicrobianas, citotdxicas, anti-inflamatdrias, antidiabéticas,
hepatoprotetores e etc. Essa familia ¢ uma das mais utilizadas na medicina popular da América
do Sul e tem como uma das aplicagdes o seu uso como anti-inflamatorio pela populagao
(Barbosa et al., 2009; Hurrel e Pontes, 2013 ; Lopes et al., 2020).

No Sul de Minas Gerais encontra-se a cidade de Inconfidentes. A regido faz parte da
bacia hidrografica do Rio Moji Guagu, possui uma vegetacao tipica de montanha (clima tropical
de altitude), com muitas areas remanescentes de Mata Atlantica (Bueno, 2005). Algumas
espécies da Asteraceae tém sido utilizadas pela popula¢do com fins medicinais nessa regido,
tem-se a Ageratum conyzoides L., erva de Sao Jodo, utilizada para tratamento de reumatismo;
Achillea millefolium L., mil folhas, utilizada para doengas nos rins € a Mikania glomerata
Spreng., guaco, utilizada como expectorante pela populagdo (Bueno, 2005). A espécie J.
floribunda Less. (FIGURA 1) muito comum na regido tem suas folhas maceradas no etanol pela
populagdo e ¢ utilizada como anti-inflamatorio no tratamento da entorse. Ela ¢ conhecida pela
populagéo local como “arnicdo”. E uma planta subarbustiva, ereta atingindo até 1,5 m de altura
em fase vegetativa e atingindo até 2,5 m em floracdo (Souza Vinicius, 2014).

No Paraguai tém-se alguns trabalhos ja publicados sobre a sua importdncia medicinal
(Hirschmann e Bordas, 1990; Dujak ef al., 2010; Soria e Ramos, 2015; Acosta-Recalde et al.
2018) mas nenhum trabalho sobre substancias quimicas identificadas nos extratos das folhas e
a atividade biologica de J. floribunda Less. No Brasil, tem-se o trabalho de Souza Vinicius
(2014) em que foi realizada uma prospeccao fitoquimica para detecgdo das principais classes
de metabdlitos secundarios e constatando a presenca de diterpenos, flavonoides, cumarinas,
corroborando com o trabalho de Barbosa et al., (2009) em que a familia Asteraceae apresenta

uma variedade de constituintes quimicos biologicamente ativos tais como terpenoides,
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poliacetilenos, flavonoides, polissacarideos. Lajter (2015) menciona que o0s principais
constituintes quimicos dessa familia incluem diterpenos, compostos acetilénicos, flavonoides,
diterpenoides, benzofuranos, benzopiranos e fenilpropanos os quais ocorrem provavelmente em
todas as tribos. Vestena et al. (2019) isolaram a substidncia perezona, uma sesquiterpeno
quinona das raizes de J. floribunda coletada no Rio Grande do Sul, prém nenhum trabalho
detalhado foi realizado sobre os 6leos essenciais, atividade anti-inflamatoria dos extratos das

folhas e inibi¢dao da enzima elastase.

Figura 1- J. floribunda Less.

O género Jungia pertence a subtribo Nassauviinae e a tribo Mutisieae. Ha cerca de trinta
e uma espécies do género, sendo que as espécies Jungia paniculata (D.C) A. Gray, Jungia
herzogiana Beauverd ex J. Kost., Jungia malvifolia Muschl., Jungia polita Griseb., Jungia
seleriana Muschl., Jungia stuebelii Hieron. e Jungia spectabilis D. Don ja foram estudadas
fitoquimicamente. A analise fitoquimica destas espécies revelou a presenca de flavonois
glicosilados (FIGURA 2a,b) (D'Agostino et al., 1995), poliacetilenos (Bohlmann e Zdero,
1977; Bohlmann et al., 1984), sesquiterpenos (FIGURA 2c-i) do tipo isocedreno, guaiano,
pseudoguaiano, nortrixano, trixano e trixano glicosilado (Bohlmann e Zdero, 1977; 1979;
Bohlmann et al., 1983; Ybarra et al., 1992; Azevedo et al., 2016), flavonoides aglicanos
(Acosta-leon et al., 2019) e derivados cumarinicos (FIGURA 2j - m) (Bohlmann e Zdero, 1979;
Verdugo et al., 2023). Todas estas classes de metabdlitos secundarios descritos na familia

Asteraceae, comumente conhecidas também por apresentarem diferentes atividades bioldgicas.



Figura 2 - Substancias isoladas no género Jungia
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(k) Derivado de cumarina — C20H2403
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Fonte: D'Agostino et al., 1995 (2a, b), Bohlmann e Zdero, 1977, 1979, Bohlmann et al., 1983, Ybarra et al., 1992,
Azevedo et al., 2016, Acosta-leon ef al., 2019 (2c, i); Bohlmann e Zdero, 1979, Verdugo et al., 2023 (2j,m)

Ensaios realizados em camundongos de substancias isoladas do extrato das folhas de J.
paniculata (D.C) A. Gray e J. sellowii Less apresentaram um potencial anti-inflamatorio.
Casado et al., (2010) demonstraram o efeito anti-inflamatério e antioxidante de J. paniculata
(D.C) A. Gray. e estes resultados foram correlacionados com a presenga de polifenois e
flavonoides. Estudos fitoquimicos de Nader (2014) permitiram o isolamento de dois compostos,
0 acido succinico (AS) e o acido latico (AL) a partir da fracdo aquosa obtida do extrato das
folhas de J. sellowii Less. Esta classe quimica, mais especificamente os acidos graxos,
apresentou uma atividade anti-inflamatoria. O trabalho de Wilches et al., (2015) utilizou o
extrato das folhas de J. rugosa Less. que apresentou resultados eficazes como agente anti-
inflamatério em modelos de inflamacao aguda e cronica, em camundongos. Isso corrobora o
trabalho de Enciso e Arroyo (2011) no qual a fracdo rica em flavonoides do extrato de folhas
de J. rugosa apresentou uma diminuic¢ao de 43,8% na inflamagdo no ensaio de edema de pata
em camundongos, apoiando o seu uso tradicional.

Estudos realizados na extracao de 6leos essenciais das folhas de J. polita (Duschatzky

et al., 2005) apresentaram resultados nos ensaios anti-inflamatorios in vitro. Os principais



19

componentes identificados na desreplicacdo dos 6leos essenciais de J. polita (Duschatzky et
al.,2005) e J. paniculata (Ruiz et al., 2015) analisados por CG-MS foram 6xido de cariofileno,
a-cariofileno, B-cariofileno, a-humuleno e curcumeno. Em um estudo realizado por Calvopifia
et al., (2021) as principais substancias identificadas na desreplicagdao do 6leo essencial de J.
rugosa foram y-curcumeno e P-sesquifelandreno. Assim, estas substancias conhecidas com
propriedades anti-inflamatérias, possivelmente podem contribuir para atividade farmacologica

(Fernandes et al, 2007; Sain et al., 2014; Machado et al., 2018).

2.2 INFLAMACAO E ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

A inflamagao ¢ uma resposta imune a um trauma fisico, a a¢do de uma substancia
quimica nociva ou a agentes microbiologicos. E uma resposta dos tecidos vivos lesionados que
sofrem o acumulo do liquido plasmatico e células sanguineas, sendo que a éarea afetada ¢
caracterizada por vermelhiddo e aumento na temperatura local, causada pelo aumento no fluxo
sanguineo. A regido torna-se sensivel a dor, além de apresentar formacao de edema devido as
alteragdes na permeabilidade vascular. Contusdes, tendinites, doengas respiratdrias, asma,
doencas autoimunes, dentre muitas outras, estdo relacionados com os processos inflamatorios.
Apesar da inflamacdo ser um mecanismo de defesa do organismo, durante uma reacao
inflamatoria pode ocorrer a inducdo e o agravamento de doengas (Tubaro, 2002).

Os processos inflamatérios sao mediados por citocinas, pequenas proteinas liberadas
por todos os tipos de células, que, ao sofrerem qualquer desregulacao, causam um agravamento
na patologia ou um aumento na inflamagao (Keyel, 2014). No local da inflamagdo, o aumento
na sensibilidade e dor ¢ causado por mediadores quimicos, como exemplo, os eicosanoides, que
abrangem as prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos. Os eicosanoides sao originados a
partir do 4cido araquiddnico, um dos principais constituintes das membranas celulares (Meirer;
Steinhilber; Proschak, 2014). Esses mediadores quimicos atuam nos tecidos alvo, causando, por
exemplo, vasodilatacdo nos vasos sanguineos ou recrutamento de neutrofilos (Medzhitov,
2010). A dor pode ser caracterizada como uma sensagao subjetiva, sendo manifestada devido
ao sistema nervoso central, que recebe os sinais de agressao e determina a extensdao da dor
(Trowbridge e Emling, 1996).

A maioria dos anti-inflamatdrios age na cascata do acido araquiddnico, através da
inibicao de duas enzimas, as ciclo-oxigenases (COX-1 e COX-2) e as lipoxigenases (LOX),
principais responsaveis pelo metabolismo do acido araquidonico, causando, consequentemente,

a inibi¢do dos mediadores quimicos (Meirer; Steinhilber; Proschak, 2014). Para o tratamento
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de patologias inflamatorias, utilizam-se anti-inflamatorios. Dentre eles, os anti-inflamatorios
ndo esteroidais, utilizados para tratar a inflamacdo cronica e aguda sdo responsdveis por
diversos efeitos colaterais, como: ulceragdo gastroduodenal, broncoespasmo e efeitos
cardiovasculares adversos. Esses anti-inflamatorios ndo esteroidais inibem as vias da COX-1 e
COX-2 (Pérez et al., 2014). Devido aos efeitos indesejados dos anti-inflamatérios utilizados
atualmente e as limitagdes quanto a eficdcia para o tratamento de algumas doencas, ha a
necessidade de buscar por medicamentos capazes de inibir concomitantemente as vias COX-1
ou COX-2 e LOX, uma vez que estes possam ser mais eficientes e possivelmente associados a
menores efeitos indesejados. Os produtos naturais tém sido descritos na literatura como
possiveis substituintes ou fontes de compostos bioativos eficientes. Para a andlise da atividade
anti-inflamatoria, pode-se utilizar o teste do edema de orelha, que mede a agao vasodilatadora
e permite observar o aumento na quantidade de prostaglandinas na area afetada. As
prostaglandinas estdo envolvidas no processo inflamatorio e na resposta do sistema
imunoldgico a lesdes e infecgdes. Outro teste utilizado ¢ a avaliagdo das Mieloperoxidases
(MPO). As MPO sao enzimas encontradas em neutrofilos € em menor quantidade em mondcitos
e macrofagos. Através da quantificagdo desta enzima € possivel avaliar o recrutamento de
neutrofilos no tecido inflamado. A MPO reage com o peréxido de hidrogénio (H>0Oz), gerando
radicais livres e substancias oxidantes, que atacam os agentes infecciosos. Porém, esses mesmos
radicais livres e substancias oxidantes podem causar dano oxidativo no tecido, podendo
promover ulcera, aterosclerose, disfuncao endotelial, dentre outras consequéncias (Krawisz;

Sharon; Stenson, 1984; Dai; Harada; Takamatsu, 2015).

2.3 ELASTASE

Elastases constituem um grupo de serino proteases que possuem a capacidade de clivar
a proteina elastina que ¢ amplamente distribuida nos tecidos conjuntivos dos vertebrados como
pulmdes, artérias, pele e ligamentos (Kim et al., 2004; Jakimiuki et al., 2021). Essas proteases
incluem a elastase de neutréfilos (NE), também conhecida como elastase de leucécitos, a
elastase pancreatica (PPE), a elastase de macroéfagos (MMP-12) e a elastase de fibroblastos. A
elastase de neutrofilos humanos (HNE) estd presente nos granulos de leucocitos
polimorfonucleares e ¢ essencial para a fagocitose e a defesa contra microorganismos invasores
(Kawabata et al., 2002). A elastase pancreatica ¢ encontrada em tecido animal e humano e ¢ a
unica entre as enzimas proteoliticas em tecido animal que hidrolisa rapidamente a elastina
escleroproteica, devido a sua especificidade tnica em degradar a elastina (Largman et al., 1976;

Oliveira e Salgado, 2013).
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Além da elastina, as elastases podem degradar fibronectina, coldgeno, lamininas e
proteoglicanos, bem como proteinas do plasma (Janoff, 1985; Siedle et al., 2003). Elastases
possuem sua atividade regulada por uma glicoproteina denominada al- antitripsina (AAT)
codificada no gene SERPINAI, locus Pi, localizado no brago longo do cromossomo 14.
Mutagdes no gene SERPINA 1, locus Pi, localizado no cromossomo 14 (14q31-32) causam
deficiéncia da AAT (Siedle, et al., 2003). O desequilibrio entre elastase e seu inibidor geram
danos severos no tecido além de contribuir para o desenvolvimento de outras enfermidades
como choque séptico, faléncia hepatica, artrite reumatoide, psoriase, cancer de pele,
arteriosclerose (Gadek,1990; Johansson, 2002; Jakimiuki et al., 2021). Em individuos
saudaveis, hd uma quantidade maior de AAT nos pulmdes, o que garante a protecdo dos
alvéolos da agdo da elastase neutrofilica. No entanto, cabe lembrar que a deficiéncia de al-
antitripsina (AAT) ocasiona um desequilibrio na acdo protease/ antiprotease sendo que o
acumulo da enzima estimula uma degradagdo anormal da elastina dos pulmdes impulsionando
danos no tecido saudavel (Siedle et al, 2003). Uma vez que essas lesdes teciduais sao
irreversiveis, podem gerar problemas como a predisposi¢ao a bronquite e enfisema pulmonar
associados a inflamacdo neutrofilica das vias aérea (Janoff et al., 1979; Travis e Salvensen,
1983; Stockley et al., 2002; Abboud e Vimalanthan, 2008; Crocetti et al., 2019). Em quadros
de enfisema, ocorre uma reducdo da elasticidade dos pulmdes e o comprometimento dos
alvéolos que sdo as estruturas responsaveis pela troca gasosa entre o oxigénio e gas carbonico
(Cervilha, 2014). Tendo em vista que o tecido pulmonar nao pode se regenerar em um processo
de enfisema, um quadro de fibrose cistica pode ser desencadeado. Esta ¢ uma doenga hereditaria
que causa o acimulo de muco denso e pegajoso nos pulmdes, afetando criangas e adultos jovens
(Reis e Damaceno,1998). O tratamento especifico atualmente disponivel para pacientes que
apresentam a deficiéncia de AAT consiste em reposigdes intravenosa periodica que busca elevar
os niveis séricos de AAT e, assim, reconstituir a defesa pulmonar contra a elastolise tecidual
(Camilier et al., 2008). O inibidor AAT pode assim ser considerado como um inibidor
fisiologico da elastase pancredtica humana que pode prevenir a degradacdo da elastina dos
vasos sanguineos durante a pancreatite hemorragica aguda (Padrines et al., 1992). AAT é um
regulador primario de granuldcitos hepaticos. Deficiéncias de AAT tém sido implicadas no
inicio precoce de cirrose infantil (Morse, 1978; Werb et al., 1982).

Esta pesquisa inclui a elastase pancreatica suina e produtos naturais. A elastase
pancreatica suina (PPE; EC 3.4.21.36) foi usada por varios anos como um modelo estrutural
valido para a HNE e compartilha a mesma triade catalitica de residuos His-Ser-Asp com a

elastase de leucocitos humanos (Bode et al., 1989; Hofbauer et al., 2015) .
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Os produtos naturais como os extratos vegetais, oferecem oportunidades para novos
inibidores da protease. As plantas superiores produzem uma enorme variedade de compostos
quimicos para protecao contra herbivoros e insetos, muitos desses compostos sao inibidores da
serina protease (Wink, 1988; Cuccioloni, 2009). Os produtos de defesa quimica incluem os
terpenoides, polifenois, taninos, peptideos e proteinas (Ibanez et al., 2012). Muitas dessas
espécies sdo utilizadas na medicina popular devido a atividade anti-inflamatoria; assim, testes
biologicos podem ser realizados com os extratos destas plantas ou substancias isoladas com o
objetivo de novos inibidores da enzima elastase.

Estudos de compostos quimicos de plantas medicinais da familia Asteraceae
demonstraram que algumas substincias sdo capazes de inibir a atividade catalitica da enzima
elastase neutréfila humana (Siedle et al., 2002). Assim, considerando que a espécie J.
floribunda Less. pertence a familia Asteraceae e tem seu uso popular como planta medicinal no
tratamento de inflamagdes, entdo ¢ valido investigar se extratos desta espécie possuem
acapacidade de inibir a atividade desta enzima, dada sua relevancia potencial no tratamento de
inflamacdes e o respaldo de evidéncias existentes sobre os efeitos de compostos da familia da

Asteraceae.

2.4 CITOTOXICIDADE

O consumo de plantas medicinais com base nas tradigdes familiares tem se tornado uma
pratica comum na medicina popular. Dois fatores podem explicar esse aumento: o primeiro € o
avango no campo da ciéncia, que possibilita o desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos
seguros e eficazes. O segundo fator seria a procura por tratamentos alternativos em substitui¢ao
a alopatia como aromaterapia, floralterapia, uso de chas, fitoterapicos, os quais estao inseridos
na Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC). Nesse sentido,
qualquer que seja a aplicagdo desejada a uma planta medicinal ¢ importante conhecé-la de
maneira mais ampla. Dessa forma, o estudo da botanica, a distribui¢do geografica, a fitoquimica
e a citotoxicidade sdo essenciais para compreender as espécies vegetais (Santana et al., 2021).

O estudo da toxicidade de um farmaco ou material deve ser realizado em trés etapas,
sendo a primeira delas a avaliacdo da citotoxicidade. Na questdo da saide humana, o teste de
citotoxicidade in vitro é o sistema bioldgico, em que os materiais t€ém contato direto com
linhagens celulares com o intuito de analisar o seu efeito direto nas células (Santana et al.,
2021). Segundo Bretas (2011), a implantagdao da utilizagdo de linhagens celulares, para

avaliacdo da toxicidade de plantas medicinais, foi uma das maiores evolugdes na historia do
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cultivo celular. E ¢ definido como linhagem celular uma populagdo celular especifica
proveniente de um subcultivo continuado de uma populacdo primaria. Portanto, o cultivo de
linhagens celulares pode ser utilizado para obter dados, sob circunstancias estabelecidas de
armazenamento para estudos especificos. A realizagao dos testes de toxicidade celular propicia
os primeiros conhecimentos sobre a seguranca das substancias em andlise, mesmo que de
maneira preliminar e que nem sempre apresenta correlacdo com os resultados in vivo (Santana
et al., 2021). Segundo Bretas (2011) muitos estudos de moléculas com potencial terapéuticos
tem o estudo interrompido ainda em fase inicial, em razao da elevada citotoxicidade. Portanto,
os testes in vitro de citotoxicidade sdo essenciais para indicar a toxicidade celular inicial
(Eisenbrand et al., 2002).

De acordo com Santana et al. (2021) os métodos direto e indireto podem ser utilizados
para analise da citotoxicidade, o primeiro compreende a contagem celular. O segundo objetiva
identificar estruturas celulares ou medir o metabolismo celular para dimensionar a
correspondente viabilidade. Um exemplo de forma direta ¢ a contagem de células em camara
de Neubauer, na qual utiliza-se o corante azul de tripan. A técnica fundamenta-se no fato do
cromoforo ser negativamente carregado e ndo interagir com as células a menos que a membrana
esteja danificada, por exemplo, em virtude de um extrato ou farmaco testado. Um exemplo do
método indireto € o ensaio SRB, em que se utiliza a sulfurodamina B e ¢ um teste colorimétrico
que permite quantificar indiretamente o nimero de células e a proliferagdo celular. A SRB ¢
um corante aminoxanteno rosa brilhante que possui dois grupos sulfonicos e esses se ligam a
residuos de aminoacidos basicos em condi¢des moderadamente acidas ¢ se dissociam em
condi¢des basicas. A ligacdo da SRB ¢ estequiométrica e por isso a quantidade de corante
extraida das células coradas ¢ diretamente proporcional a quantidade de células viaveis (Vichai
e Kirtikara, 2006). Neste trabalho utilizou-se o ensaio SRB nos extratos obtidos das folhas de
J. floribunda pertencente a familia da Asteraceae.

Este estudo foi necessario, uma vez que a Asteraceae ¢ conhecida como uma familia
que possui espécies citotoxicas (Campos et al., 2015; Pasayeva, et al., 2021), e em um estudo
preliminar J. floribunda foi identificado tricomas glandulares (Dujak et al., 2010). Os tricomas
glandulares ¢ um dos tecidos epidérmicos das plantas medicinais que atuam na sintese,
armazenamento e secrecao dos metabdlitos secundarios. A formacao dos tricomas glandulares
¢ causada pela necessidade de proteger as plantas de varios fatores biodticos e abiodticos incluindo
insetos herbivoros, fungos patdgenos, luz extensa e altas temperaturas. Eles sao encontrados
principalmente nas folhas e flores de espécies na familia da Asteraceae e tém a caracteristica

de sintetizar, modificar e armazenar diversos compostos do metabolismo primario e secundario
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incluindo terpenos, flavonoides, alcaloides, glicosideos, entre outros. (Balckes, 2017). Esses
metabolitos secunddrios possuem diversas atividades farmacoldgicas como antitumoral,
antiviral, atividades antiparasitarias, antitromboticas e antioxidantes (Frei et al., 2024).

Os tricomas glandulares sao conhecidos como ricos em lactonas sesquiterpénicas as
quais em muitos estudos, foram relatados atividade anti-inflamatéria e citotoxicidade das
lactonas (Amorim et al., 2013; Padilla-Gonzalez et al., 2016; Matos et al., 2021, Frei et al.,
2024). Estudos realizados por Pasayeva et al. (2021) em células cancerigenas utilizando o teste
SRB, atribuiram a potente atividade citotoxica dos extratos de espécies do género Cousinia
(Asteraceae) a composicdo quimica destes tais como lactonas sesquiterpénicas, terpenos e
esteroides. No género Jungia foram isolados flavonoides, sesquiterpenos, lactonas
sesquiterpénicas e cumarinas (Bohlmann et al., 1983; D'Agostino et al., 1995; Azevedo et al.,
2016). Poucos trabalhos envolvem o estudo de citotoxicidade do género Jungia (Azevedo et

al., 2016; Vicente et al., 2020) tornando este trabalho inédito para a espécie J. floribunda.

2.5 FITOQUIMICA

A fitoquimica ¢ uma das subareas mais antigas da Farmacia e desempenha um papel
crucial na revelagdo da composi¢do quimica de plantas, inclusive aquelas de interesse na
medicina popular. A investigacao fitoquimica tem por objetivo constatar a presenca de grupos
de metabolitos secundarios e caracterizar os constituintes quimicos presentes em espécies
vegetais. O método de caracterizagdao quimica pode ter como alvo a identificacao de grupos de
metabolitos de uma espécie vegetal cuja composicao quimica € desconhecida, a busca de um
grupo especifico de metabolitos em uma espécie ja caracterizada previamente, direcionando ao
isolamento desse metabolito de interesse e a caracterizacao de sua estrutura (Simdes et al.,
2017). Para este fim, sdo utilizadas diferentes técnicas analiticas. Um exemplo de método de
separa¢ao usualmente utilizado para a purificagdo de substancias organicas ¢ a cromatografia.
A cromatografia ¢ uma ferramenta importante na area de produtos naturais, pois ¢ a base para
caracterizar os constituintes presentes em matrizes complexas, como os extratos obtidos de
origem vegetal (Simdes et al., 2017). A cromatografia pode ser classificada de acordo com o
tipo de fase movel utilizada (cromatografia liquida ou gasosa), de acordo com a fase
estacionaria (so6lida, liquida ou quimicamente ligada), pela forma fisica do sistema
cromatografico (coluna ou planar) ou pelo mecanismo de separacao (troca idnica, exclusao, etc)

(Vieira, 1998).
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A cromatografia liquida de alta e ultra eficiéncia (UHPLC e UPLC) sdo as técnicas
analiticas mais utilizadas na area de produtos naturais, especialmente pela amplitude de
amostras passiveis de analise por essa metodologia, assim como pela possibilidade de
quantificagdo dos compostos de interesse. A UHPLC utiliza uma fase mével que ¢ forgada
através da coluna com adsorvente de menores tamanhos de particula, aumentando assim a
resolucdo cromatografica e reduzindo o tempo de andlise. Isso possibilita andlises nas fases
reversa, em que se utiliza uma fase estaciondria mais apolar que a fase mével, como C18, C8,
C4, ou na fase normal, em que se utiliza uma fase estacionaria mais polar, como o aminopropil,
cianopropil, diol. As analises utilizando a UPLC podem ser realizadas nos modos analitico
(quantificacdes) e preparativo (isolamento) (Lakshmi, 2015).

Um avango na UHPLC foi alcangado quando esta foi acoplada ao espectrometro de
massa o qual permitiu analises qualitativa e quantitativa com alta detectabilidade e seletividade.
A Espectrometria de Massas ¢ uma técnica de alta sensibilidade que permite a analise da
composi¢ao quimica de uma certa substancia isolada, ou de diferentes substancias em misturas
complexas com baixas concentracdes, através da determinacao de suas massas moleculares na
forma i6nica (ions positivos e negativos) conhecida como razado massa/carga (m/z). O
espectrometro de massas ¢ constituido pelos principais modulos: fonte de ionizacao, analisador
de massas e detector (Langas, 2009).

A ionizagdo ¢ um processo em que um atomo ou molécula converte em um ion
(positivo ou negativo). Este processo pode resultar em remogao/adigao de um elétron resultando
em ions radicais (M+- ou M—); protonagao/desprotonagao, gerando moléculas protonadas
([M+H]")/desprotonadas ([M+H]’); e cationizagdo/anioniza¢do, que resulta em moléculas
cationizadas ([M+Na]")/anionizadas ((M+Cl]"). Este processo vai depender da fonte ionizadora
que podera ser por eletrospray (ESI), ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI) e
ionizacao por fotons a pressao atmosférica (APPI). A ESI ¢ a mais utilizada no presente e opera
tanto no modo de ionizacdo positivo (modo positivo, ESI+) quanto no mode de ionizacdo
negativo (modo negativo, ESI-). No modo positivo a ionizagdo ¢ mais eficiente para substancias
basicas tais como compostos nitrogenados basicos, sulféxidos e o modo negativo para
substancias acidas que possuem grupos tais como os acidos carboxilicos, fendis, sulfatos, éster,
nitrogenados neutros, etc. (Lancas, 2009; Rainville et al., 2014, Demarque et al., 2016). Na ESI
uma soluc¢do contendo as moléculas da amostra ¢ borrifada na ponta de um tubo capilar fino
para dentro de uma camara aquecida, sob pressao quase atmosférica. O tubo capilar pelo qual
a solugdo da amostra passa tem um potencial de alta voltagem em sua superficie, € pequenas

goticulas carregadas sdo expulsas para dentro da cdmara de ionizagao. O processo de ioniza¢ao
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envolve trés grandes etapas: 1) a produg¢do da gota carregada na ponta do capilar, 2) a
dessolvatagdo da gota carregada seguida de repetidas desintegragdes para a formacao de gotas
menores €, 3) a formagao dos ions na fase gasosa. Depois que a amostra ¢ ionizada o feixe de
elétrons ¢ acelerado por diferenca de potencial e, entdo entra no analisador de massa onde os
ions sdo separados de acordo com suas razdes/carga (m/z) (Pavia et al., 2010). O
desenvolvimento da ionizagdo por electrospray (ESI) permite analisar compostos termolabeis e
de alto peso molecular a serem ionizados e transferidos para a fase gasosa, desenvolvendo
aplicagdes em biologia, medicina e metabolomica vegetal (Demarque et al., 2016).

O analisador de massas ¢ outro modulo importante no espectrometro de massas. Ele tem
a fun¢do de separar os ions e direciona-los ao detector de acordo com os seus valores de m/z.
No analisador do tipo tempo de voo (TOF) os ions sao acelerados por meio de um potencial (V)
e podem "flutuar" por um tubo até um detector. Este analisador faz uso da propriedade do tempo
em que os ions de diferentes razdes massa/carga (m/z) terdo diferentes velocidades (Silverstein
et al.,2005). O TOF ¢ de alta resolucdo sendo possivel distinguir os ions com precisdo superior
a quatro unidades de massa atdmica, o que permite a determinacao da formula molecular exata
do analito (Wonfender, 2009). No analisador do tipo quadrupolo, este ¢ constituido de 4 hastes,
usualmente feitas de metal. Os pares opostos das hastes estdo conectados eletricamente e uma
voltagem com radiofreqiiéncia de 180° fora de fase ¢ aplicada entre eles. Em um valor especi-
fico de voltagem, ions de uma determinada razao m/z atravessam o quadrupolo descrevendo
uma trajetoria estavel. As trajetorias dos ions sdo dependentes do campo elétrico produzido.
Assim, os ions de determinadas m/z possuirdo uma trajetoria estavel e chegardo ao detector e
vao gerar o espectro de massas. Os ions detectados sdo diferenciados por uma unica unidade de
massa atomica (Chiriardia et al., 2008; Simoes et al., 2017).

O detector ¢ o ultimo componente de um espectrometro de massas. Ele registra a carga
induzida ou a corrente produzida quando um ion atravessa uma superficie ou atinge sua
superficie. O sinal registrado no detector durante uma varredura em funcdo da razdo m/z ou
posicao do ion na varredura, ird originar um espectro de massas. Assim, um espectro de massas
¢ um registro dos ions detectados em fung¢ao da razao m/z (Langas, 2009). Ao considerarmos o
espectro de massas de um composto, este ird apresentar informagdes unicas como sua massa
molecular e seus padrdoes de fragmentagdo. Esses dados permitem estabelecer a formula
molecular desta substincia pelo valor de massa obtido, enquanto o padrdo de fragmentagao
permite obter informagdes referentes aos grupos funcionais, radicais substituintes e presenga

ou auséncia de cadeias laterais na substancia pesquisada (Demarque et al., 2016).
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A Cromatografia Gasosa (CG) ¢ de maneira geral, uma técnica empregada para
separagdo e andlise de misturas cujos constituintes tenham ponto de ebulicdo de até 300°C e
que sejam termicamente estaveis. E a metodologia de escolha para separar e quantificar
substancias componentes de o0leos volateis. A identificacao dos compostos individuais pode ser
realizada pela comparagdo do tempo de retencdo, tR, da amostra com padrdes, adquirido por
injecdo em colunas capilares. Assim, tem-se o indice do Kovats (KI) que relaciona o tempo de
retencdo dos compostos ao tempo de retencdo de uma série de hidrocarbonetos homologos
(Adams, 2017). A CG acoplada a espectrometria de massas permite a separagao dos
componentes do 6leo volatil e fornece um espectro de massa para cada tipo. O espectro de
massas indica a massa molecular e o padrao de fragmentagdo. Esse padrdo de fragmentagdo
pode ser comparado com fragmentos de substancias constantes em um banco de dados
computacional. Deste modo, o espectro da amostra ¢ comparado com os das substancias do
banco de dados e se faz propostas de probabilidade quanto a relagdo da substancia analisada

(Adams, 2017; Simoes et al., 2017).

2.6 METABOLOMICA

A metabolomica tem desempenhado um papel importante em vérias areas das ciéncias
vegetais, oferecendo novos aspectos para o avanco da agricultura, descoberta de medicamentos,
ecologia quimica e taxonomia. A andlise metabolomica das plantas (identificacdo e
quantifica¢do) pode ser utilizada para compreender a relagdo entre os sistemas bioldgicos e os
estimulos genéticos, patologicos e ou ambientais em termos de expressao diferencial do
metabolismo. Estes estudos demandam habilidades multidisciplinares envolvendo biologia,
quimica, estatistica e ciéncia da computagdo para a extracdo e compreensdo completa das
informagdes (Canuto, 2018).

A metabolomica tem sido descrita como o estudo da totalidade das pequenas moléculas
enddgenas presentes dentro um organismo, 0rgao, tecido bioldgico ou célula (Fiehn, 2002).
Devido a diversidade de classes de metabdlitos, uma série de diferentes técnicas analiticas de
quimica s3o necessarias para amostrar este espago fisico-quimico, uma vez que nenhuma
técnica analitica isolada ¢ capaz de capturar todo o metaboloma. As trés tecnologias mais
utilizadas sdo: cromatografia liquida-espectrometria de massa, cromatografia gasosa-
espectrometria de massa e ressonancia magnética nuclear. Os dados produzidos a partir de cada

método analitico requer diferentes ferramentas de andlise de dados e fluxos de trabalho. Dentro
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deste contexto para o estudo da metabolomica houve o desenvolvimento de muitas ferramentas
de software (Spicer et al., 2017).

O fragmentador in silico MetFrag, lancado em 2010 e licenciado pela GNU Lesser
General, ¢ um software que busca em banco de dados compostos e previsao de fragmentagdo
para identificagdo de pequenas moléculas a partir de dados de espectrometria de massa (Spicer
et al.,2017). O fluxo de trabalho comeca pela recuperacao de estruturas candidatas a partir da
base de dados de compostos PubChem, ChemSpider, HMDB (Wishart et al., 2013), KEGG
(Kanehisa et al., 2004), ou aceitando o upload de um arquivo de dados de estrutura (SDF)
contendo candidatos. Primeiro, realiza-se uma pesquisa em um banco de dados de moléculas
candidatas com base na massa exata (dentro de uma faixa de erro dada em ppm) da molécula
neutra e intacta. Em seguida o MetFrag gera todos os fragmentos topologicos possiveis de um
composto candidato a fim de corresponder a massa do fragmento com os picos medidos (Wolf
et al., 2010). Os candidatos sdo entdo fragmentados utilizando uma abordagem de dissociacao
de ligacdo e esses fragmentos sdo comparados com os ions de produto no espectro de massa
medido para determinar quais candidatos melhor explicam os dados medidos. A pontuacao
calculada [0-1] ¢ uma funcdo da relagdo massa para carga (m/z), intensidade e energia de
dissociacdo de ligacdo (BDE) dos picos combinados, fornecendo indicagdes sobre a qualidade
da atribuicdo do espectro candidato (Ruttkies et al., 2016).

GNPS ¢ uma plataforma baseada em dados para o armazenamento, andlise e
disseminagdo de espectros MS / MS. Ela permite o compartilhamento pela comunidade de
espectros brutos, continuos, desreplicagdo de dados depositados e curadoria colaborativa de
espectros de referéncia (referidos como bibliotecas espectrais) e dados experimentais
(organizados como conjuntos de dados). GNPS fornece a capacidade de analisar um conjunto
de dados e compara-lo a todos os dados publicamente disponiveis. Sua infraestrutura de analise
permite a desreplicacdo online e analise automatizada de rede molecular. Cada uma das
dezenas de milhdes de espectros em conjuntos de dados do GNPS sdo combinados com
bibliotecas espectrais de referéncia para anotar moléculas e descobrir andlogos putativos. Estas
bibliotecas espectrais MS/MS disponiveis para produtos naturais e moléculas de outras fontes ,
incluem MassBank, Respect e NIST (Wang et al., 2016).

As redes moleculares no GNPS sdo exibi¢des visuais do espago quimico presente em
experimentos de MS e sdo construidas a partir do alinhamento de espectros MS / MS entre si.
As bordas (linhas) que conectam os nos (espectros MS / MS) sao definidas por um esquema de
pontuagdo (cosseno) que determina a similaridade de dois espectros MS / MS com pontuagdes

variando de 0 (totalmente diferente) a 1 (completamente idéntico). Um nd corresponde a uma
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fusdo matematica de espectros MS/MS com a massa do precursor e padrdes de pico quase
idénticos, e ¢ normalmente rotulado com a massa do precursor. As redes sdo visualizadas online
no navegador ou exportadas para software de visualizacdo como o Cytoscape (Shannon et al.,
2003).

O MASSBANK ¢ um banco de dados publico de dados espectrais de massa analisados
sob condi¢des experimentais ndo padronizadas. O seu repositorio contém dados analisados
com uma ampla gama de métodos de espectrometria de massa. A pesquisa espectral realizada
pelo MASSBANK recupera dados MSn idénticos ou semelhantes aos dados da consulta. Os
resultados da pesquisa sdo produzidos na ordem da pontuagdo de similaridade junto com o

nimero de ions de produtos idénticos. O MassBank (https://massbank.eu/MassBank/)

atualmente adota o algoritmo de busca de banco de dados que calcula a pontuacao de
similaridade com base em uma correlagao de cosseno proposta por Stein e Scott (1994). A
intensidade do pico ¢ ponderada por um fator, Wi, da seguinte maneira:
Wi=[intensidade do pico;]™[m/z do pico]"
Onde n= 3 e m=0,6 foram determinados empiricamente analisando cerca de 12.000
dados EI-MS de 8.000 compostos organicos na biblioteca espectral de massa NIST. O
programa apresenta duas ferramentas para pesquisar compostos quimicos em seu repositorio:
pesquisa rapida e pesquisa de subestrutura. A pesquisa rapida recupera compostos quimicos
pelo nome quimico, férmula quimica, razdo m/z e valores de intensidade relativa. Os resultados
da pesquisa mostram os compostos quimicos com seus nomes quimicos, dados espectrais e
estrutura quimica. A pesquisa de subestrutura recupera compostos quimicos que contenham
uma subestrutura quimica especificada como parte de sua estrutura quimica. Para obter
resultados de pesquisa adequados deve-se especificar as condigdes de pesquisa como a
tolerancia de erro experimental no valor m/z, o limite de corte para picos de menor intensidade,
o ion precursor pelo valor m/z, o tipo de instrumento idéntico ou que produza espectro de

massa semelhante ao da consulta e modo de ioniza¢ao semelhante (Horai ez al., 2010).
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3 JUSTIFICATIVA

As plantas medicinais sdo amplamente consideradas como um recurso acessivel no
tratamento de doengas por muitas pessoas em varias partes do mundo e com a expectativa de
cura para diversas enfermidades. H4 muitos séculos tem-se utilizado as plantas no tratamento
de doengas, os indios iniciaram o uso por meio de observacdes das rotinas desenvolvidas pelos
animais frente a algum problema em seu organismo, por exemplo, a ingestao de raizes e folhas
para combater problemas gastrointestinais; eles também notavam o rigor fisico e a rapidez de
outros animais que comiam algumas sementes e cascas de arvores, associando-as como
estimulante, entre varios outros habitos observados.

O poder medicinal foi sendo encontrado e associado as plantas com o passar do tempo
e essas informagdes foram guardadas por muitos anos passando de geracdo para geragao.
Assim, surgiram pessoas que possuiam e passavam informagdes sobre plantas medicinais,
incluindo suas formas de preparo e suas propriedades farmacologicas, os chamados raizeiros.
Eles sao considerados fontes de conhecimento essencial para a identificagao de plantas raras e
desempenham um papel fundamental na pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos.

Os produtos naturais possuem uma ampla diversidade de estruturas e fungdes, e
tradicionalmente fornecem inspiracdo substancial para pesquisa de desenvolvimento de
medicamentos. Uma quantidade de plantas tradicionalmente usadas exibe propriedades
farmacologicas de grande potencial em aplicagdes terapéuticas. O processo que leva de uma
planta até a descoberta de um composto bioativo inclui a selecao da planta para investigagao.

As plantas podem ser selecionadas para triagem com base em informagdes
etnofarmacoldgicas. Dados da literatura revelam que ¢ muito mais provavel encontrar atividade
biologica em plantas orientadas pelo seu uso na medicina popular do que em plantas escolhidas
ao acaso. Cerca de 75% dos compostos puros naturais empregados na industria farmacéutica
foram isolados seguindo recomendag¢des da medicina popular (Filho e Yunes, 1998).

A familia Asteraceae (Compositae), composta por cerca de 23.000 espécies distribuidas
pelo mundo, ¢ rica em uma variedade de constituintes quimicos biologicamente ativos (Degen
de Arrua e Gonzalez, 2014). Os metabolitos secundarios das espécies podem ser considerados
como materiais iniciais promissores para novas descobertas farmacéuticas, devido ao seu
potencial farmacoldgico e anti-inflamatorio (Lajter, 2015), o que justifica investigar a
composi¢ao quimica dos constituintes da espécie e realizar testes in vitro € in vivo para avaliar

a atividade anti-inflamatoéria de J. floribunda Less. (Asteraceae).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade anti-inflamatéria e composi¢do quimica de J. floribunda.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Obter o perfil quimico do o6leo essencial das folhas de J. floribunda por
cromatografia gasosa;

Identificar os diferentes compostos no perfil cromatografico dos extratos através dos
sofwares Compass Data Analysis da Bruker, MetFrag e o GNPS;

Comparar os fragmentos das possiveis estruturas no MetFrag e GNPS com os
compostos quimicos identificados na literatura do género Jungia, da tribo Mutisieae
e na familia Asteraceae;

Investigar mecanismos de acao anti-inflamatorios, tais como inibicdo da enzima
elastase;

Avaliar o potencial anti-inflamatdrio in vivo da aplicacdo topica dos extratos das
folhas de J. floribunda: infuso, extrato de lavagem foliar (EF), extrato foliar livre de
tricomas glandulares (LF) (extrato hidroetanolico), 6leo essencial,

Avaliar citotoxicidade in vitro dos extratos.
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5 METODOLOGIA

5.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

J. floribunda foi coletada no ano de 2018 no més de Junho na cidade de Inconfidentes,
MG, Brasil; coordenadas geograficas: latitude 22°19°27,95 "S, longitude 46°19°44,84" W,
altitude 894,00 m. Um espécime foi depositado no herbario da Universidade Federal de Alfenas
sob o numero 3106 e um registro foi realizado no SisGen sob o nimero A7AS5E. A planta

(FIGURA 1) foi identificada pelo Bidlogo Jos¢ Carlos Bueno sob o registro CRBio MG70266.

5.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS

5.2.1 Extrato aquoso (Infuso)

O infuso foi preparado com 200 mL de 4gua destilada em ebulicao, os quais foram
vertidos em 8 gramas de folha seca pulverizada. O recipiente foi entdo fechado e deixado em
repouso por 20 min. Posteriormente, o material foi filtrado em papel filtro comum, seguido de

congelamentoa a -20°C e liofilizagdo em Lyophilizer LJJ04 Scientific.

5.2.2 Extrato de Lavagem Foliar

Para a obtenc¢do do extrato de lavagem foliar contendo tricomas glandulares (FIGURA
3) foram seguidos os procedimentos de Chagas-Paula (2010) através da lavagem de cada folha
seca, cerca de 155,5 gramas de folhas, com acetona PA por cerca de 20 segundos com o
objetivo de remover substancias encontradas nos tricomas glandulares os quais estavam
localizados na superficie das folhas, na face abaxial (FIGURA 4). O extrato obtido foi filtrado
utilizando papel de filtro comum e o solvente evaporado em rotaevaporador, resultando em um

extrato seco de cor mel.
5.2.3 Extrato Hidroetanélico
O extrato hidroetanolico foi preparado utilizando as folhas lavadas do processo

anterior (5.2.2). Estas foram secas e em seguida pulverizadas. Foram obtidos cercade 155,5 ¢

de p6 o qual foi adicionado 1,5 L de etanol-dgua 7:3 v/v e submetidas ao processo de maceragao
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por 24 horas, posteriormente o extrato foi filtrado e concentrado em um rotaevaporador. Esse
processo foi repetido por mais duas vezes, com adigdo de etanol-dgua, filtragem e
rotaevaporagao por 24 horas. O extrato hidroetanélico bruto foi rotaevaporado, congelado,

posteriormente liofilizado e armazenado a -20° C até o momento do uso.

Figura 3 - Tricomas glandulares identificados em estereomicroscopio ZEISS

STEM i305.

o 43 s . - .

v e Ty S N G RN ¢ A W . 4 -

-.““" b § o I N e e __'f- ,-‘,-l{’-\; W ‘
Fonte: Do autor. Aumento de 20X e 40X, de cima para baixo. Imagem da parte abaxial da
folha antes da lavagem com acetona.
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Figura 4 - Folha sem tricomas gladulares identificados em estereomicroscopio.

arte abaxial da folha apds a lavagem com acetona.
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5.3 INTRUMENTO E METODOLOGIA DE ANALISE DO OLEO ESSENCIAL

O ¢6leo essencial de J. floribunda foi obtido por hidrodestilacdo (FIGURA 5), durante
3 horas. Foram utilizadas 280 gramas de folhas frescas, resultando em cerca de 0,1mL de dleo
essencial. Para uso posterior, o 6leo essencial foi armazenado a -20 °C até o momento das
analises. Para a andlise em CG-EM utilizou-se um cromatdgrafo a gas Shimadzu GC-17A
conectado a um espectrometro de massas MS-QP-5050A, com injetor automatico split
(Shimadzu AOC-201), coluna capilar RtX-5 (5% phenyl, 95% polydumethylsiloxane, 30 m X
0,32 mm X 0,25 pum; Restek, Bellefonte, PA, USA) e o tratamento de dados foi através do
software GC-MS Solution. Esta andlise foi realizada injetando 1,0 uL da amostra, a uma
temperatura de 225 °C, modo Split, split ratio, 50:1; a temperatura da interface foi de 250 °C,
sendo Hélio o gas carregador utilizado com uma velocidade de 46,1 cm/s linear e pressao de
99.3 KPa; temperatura do detector foi de 240 °C, operando com o seguinte programa de
temperatura do forno: 60 °C mantida durante 2 minutos, elevando-se a 3°C/min até 240 °C,
mantida durante 5 min. A temperatura da fonte foi de 200 °C e a temperatura da interface de
250 °C. As analises em EI-MS foram conduzidas sob uma voltagem de 70 eV e a temperatura

da fonte ionizadora foi de 200 °C.



35

Figura 5 - Extracdo do 6leo essencial de

J. floribunda Less.

Fonte: Do autor.

As identificacdes das substancias majoritarias correspondentes aos picos foram
determinadas considerando uma area maior que 2% no cromatograma, o indice de Kovats (KI)
calculados com base na equacdo abaixo, dados da literatura de Adams (2017) e espectros de
massa do software MASSBANK com uma pontuagao acima de 80%. A comparagao dos indices
de Kovats calculados com a literatura foi utilizada para auxiliar na identificagdo. O software
MASSBANK (Horai et al., 2010) e achados da literatura do género Jungia foram utilizados

como ferramentas auxiliares na identificacdo das substancias.

IK ={ (Trx — Trcn-1) . (Ca— Cn-1) . 100 / (Trx — Tren-1) } + 100 . Cot

Equacdo de Van Den Dool e Kratz (1963)

Onde TR ¢ o tempo de retengdo e n € o nimero de atomos de carbonos
¢ Cn=numero de carbonos do n-alcano que elui apds a substancia analisada
e (Cn-1 = nimero de carbonos do n-alcano que elui antes da substancia analisada
o Trx =tempo de retengdo da substancia analisada

e Trca1 = tempo de retencao do n-alcano que elui antes da substancia analisada
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5.4 INFLAMACAO

5.4.1 Elastase in vitro

5.4.1.1 Materiais

A elastase de pancreas suino (E.C 3.4.21.36, > 4 U / mg) e N-Succinil-Ala-Ala-Ala-p-
nitroanilida e (-) galato de epigalocatequina foram adquiridos de Sigma Aldrich.

Neste trabalho adotamos a Elastase Pancreatica Suina (PPE) como modelo estrutural
pela sua alta homologia com a elastase neutréfila humana (HNE), principalmente no sitio ativo

(Gerace, et al., 2023). Os procedimentos para a realizagdo do teste sdo apresentados abaixo

(5.4.1.2).

5.4.1.2 Medidas Cinéticas Na3PO4 (50 mM, pH 8)

Para medir os parametros de inibi¢ao, a elastase (concentragdes finais de 10 pg / mL)
foi incubada com o infuso em concentragdes crescentes (as concentragdes finais foram 15, 30,
60, 120 e 240 pg) em um volume final de 1 mL utilizando tampao de fosfato de sédio NazPO4
( 50 mM, pH 8) 25°C. Apds 30 minutos, a reacdo foi iniciada com a adi¢do do substrato
cromogénico N-Succinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida (concentracdo final de 20 mM). A
hidrélise de substratos cromogénicos por 5 minutos foi monitorada em um comprimento de
onda de 410 nm usando um espectrofotometro V-M5 Bel Photonics. (-) Galato de
epigalocatequina foi utilizado como controle positivo e tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 8
como controle negativo. Valores 1Cso, concentracdo do extrato que inibe 50% da atividade da
enzima, foram determinados a partir de graficos de porcentagem de inibi¢ao versus log da
concentragdo do inibidor e calculados por regressao ndo linear utilizando o programa Grafit

(Leatherbarrow, 1992). A porcentagem de inibi¢do foi calculada como:

% de inibicdo = (| Controle de Abs - Extratos de Abs |/ Controle de Abs) x 100%.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os dados foram apresentados
como média + erro médio padrao.
Para o ensaio utilizando o extrato de lavagem foliar rico em lactonas sesquiterpénicas,

a elastase (concentracdes finais de 10 pg/mL) foi incubada com o extrato em concentragdes
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finais de 3,3, 7,5, 13,0, 26,0, 52,0 pg/mL. A solugdo estoque foi preparada utilizando 1,3 mg
de extrato de lavagem foliar em 1,0 mL de DMSO. Ao substrato N-Succinil-Ala-Ala-Ala-p-
nitroanilida foram adicionados 20ul de DMSO. Os mesmos procedimentos descritos acima para
analise do infuso foram seguidos. Utilizou-se concentragdes menores do extrato de lavagem
foliar no DMSO porque a solugdo se precipita em concentragdes maiores ao adicionar NazPOs.

No ensaio para o extrato livre de tricomas glandulares (hidroetandlico), a elastase
(concentragdes finais de 10 pg/mL) foi incubada com o extrato em concentracgdes finais de 2,0,
10,0, 20,0, 100,0, 200,0 ug/mL. A solucdo estoque foi preparada utilizando 2,0 mg de extrato
em 1,0 mL de etanol. Ao substrato N-Succinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida foi adicionado 20ul

de etanol. Os mesmos procedimentos descritos acima para analise do infuso foram seguidos.

5.4.2 Edema de Orelha

Os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNIFAL-MG e mantidos
com temperatura controlada (22 + 2°C) em ciclos claro-escuro de 12 horas, com agua e ragdo
ad libitum. Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos, adultos (25-35 g)
aclimatados as condi¢des do laboratério, sendo agrupados em grupos de 10 animais, conforme
descrito no projeto aprovado pelo comité de ética (Processo CEUA 013/2019).

O teste para avaliar a atividade anti-inflamatoria in vivo de edema de orelha foi realizado
conforme a metodologia revisada por Tubaro ef al., (1986). A inflamagao cutanea foi induzida
na orelha esquerda dos camundongos (n=10) pela aplicacdo tdpica, através de uma pipeta, de
20 pL da solugdo irritante de 6leo de croton (5% v/v) dissolvida em acetona. Na orelha direita
foi aplicada somente a acetona. Trinta minutos apds a aplicagao do 6leo de croton, foi realizado
tratamento topico com os extratos brutos na dose de 0,5 mg/orelha. O grupo controle negativo
recebeu a aplicagao do veiculo (acetona); os controles positivos foram a dexametasona (0,5
mg/orelha) e indometacina (0,5 mg/orelha). Todas as amostras foram dissolvidas no mesmo
veiculo: solugdao 20% (v / v) de dgua em glicerina. Ap6s 6 horas da inducdo da inflamagdo, os
animais foram eutanasiados, por inalacdo de isoflurano. Para tal, um algodao embebido em
isoflurano foi colocado em ambiente hermeticamente fechado com os animais, porém sem
contato direto com os mesmos. Utilizou-se um punch para a retirada de um fragmento (6 mm)
de ambas as orelhas. A avaliacdo do edema foi verificada pela diferenca de peso entre os
fragmentos da orelha esquerda e direita analisados por ANOVA one-way seguido do teste de

comparacdo multipla de Dunnett e expressos como média + erro médio padrao (EMP). O
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programa utilizado para a analise dos dados foi GraphPad Prism Versdo 6.0. As porcentagens

de inibi¢do do edema foram calculadas de acordo com a seguinte equagao:

Valormédiodogrupoveiculo-valormédiodogrupotratado

* 100

%Inibicaodeedema =
% ¢ Valormédiodogrupoveiculo

5.5 CITOTOXICIDADE

Os testes in vitro descritos abaixo tem o objetivo de avaliar os efeitos de extratos vegetais

em linhagens celulares derivados de pele humana saudavel (fibroblasto).
5.5.1 Cultura de CCD1059SK

As células da linhagem CCD1059SK foram cultivadas em meio completo (DMEM
contendo SmM de bicarbonato de s6dio e 10% de soro fetal bovino — SFB) a 37°C em estufa
umidificada com 5% de CO». O meio de cultura foi renovado a cada 2 dias e as culturas foram
subcultivadas na confluéncia de aproximadamente 80%. Para isso, o meio foi retirado e as
c¢lulas aderidas foram lavadas com tampao fosfato (Phosphate Buffered Saline — PBS). eEm
seguida as células foram incubadas com 1 mL de tripsina, por no maximo 5 min. Apds a a¢ao
da tripsina, esta foi inativada com meio de cultura suplementado com SFB e a suspensdo de

células foi dividida conforme a concentracao de células para cada experimento.
5.5.2 Ensaio de viabilidade celular — Sulforodamina B

A viabilidade foi avaliada através do ensaio colorimétrico de sulforodamina B (SRB),
esse ensaio se baseia na capacidade de ligacdo da SRB a componentes proteicos das células
fixadas por acido tricloroacético (TCA) em placas de cultura. A ligagdo da SRB ¢
estequiométrica e por isso a quantidade de corante extraida das células coradas ¢ diretamente
proporcional a quantidade de células viaveis (Vichai e Kirtikara, 2006) . Para a andlise da
viabilidade celular usando a SRB, as células foram plaqueadas em placas de 96 pocos na
densidade de 5x10° células por pogo. Apos 24h de plaqueamento foi adicionado o tratamento
com os extratos nas concentragdes de 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0;100,0; 200,0 e 400,0 pg/mL e
mantidos por 24 e 48h. Apds o tempo final de tratamento, as células foram fixadas com TCA
15% por 1h a 4°C. Posteriormente as células foram lavadas com 4dgua MiliQ e deixadas secar
em temperatura ambiente. Apos a secagem da placa, foi realizada a coloracao, usando 100 pL
de SRB 0,4% por 1h em temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Em seguida, a placa foi lavada

com 4cido acético 1% para remover todo residuo de SRB e entdo deixada secar a temperatura
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ambiente. Depois disso, adicionou-se Tris Base 10mM (pH 10.5) para solubilizagdo da SRB
por 30 min ao abrigo de luz. Em seguida, a densidade Optica foi mensurada em
espectrofotometro (Asys UVM 340) a 540 nm com subtragao de reacao de fundo a 690 nm. A
viabilidade celular foi expressa em porcentagens em relagdo ao controle (células nao tratadas).
A média + desvio padrio foi calculada a partir de experimentos em triplicata e curvas dose-
respostas foram construidas dos extratos utilizando o programa GraphPad Prism® versao 6.0

(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
% células = (absorbancia do teste x 100)/absorbancia do controle

5.6 ANALISE DOS EXTRATOS POR UHPLC — ESI - HRMS

Os extratos foram analisados em cromatografia liquida ultra-eficiente acoplada a um
espectrometro de massa de alta resolucdo com sistema ESI-QTOF. (UHPLC-ESI-HRMS;
Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). As amostras ¢ o branco foram analisados nos modos
positivo e negativo. Utilizou-se um analisador do tipo tempo de vdo. A andlise foi realizada
usando cromatografia em coluna ultra-analitica de 2,2 um de diametro de particula (C18- 100
mm X 2,1 mm; Acclain TM RSLC 120), uma taxa de fluxo de 400 uL / min de um gradiente de
acetonitrila e agua (MeCN / 4gua). Ambas as fases foram acidificadas com 0,1% de acido
formico e 0,025% de hidréxido de amonio, gradiente de 5-99% de MeCN em 15 min, 99% de
acetonitrila até 17,5 min, 99-5% de acetonitrila até 17,6 min e 5% de acetonitrila até 20 min. A
temperatura da coluna permaneceu controlada a 30 °C (Salem, 2020).

Os parametros do MS foram o padrao de equipamento compacto QTOF. Modo
negativo/positivo: fonte capilar 2509 nA; carga maxima automatica MSMS 50; carregamento
min automatico MSMS 5; energia de colisdo -10,0 eV / 8eV; taxa de fluxo de fornecimento de
gas de colisdo 35,0%; detector TOF Tune Fator de intensidade de ion unico interno 3,5;
temperatura de referéncia do dispositivo 35,409 °C, temperatura2 35,046 °C; gradiente (s) de
temperatura do dispositivo para calibrador (es) aprimorado (s) 84,0; -23,0 ppm/°C; tempo de
aquisi¢ao do digitalizador 328 ms/245 ms; resolucdo do digitalizador de 10 bits; temperatura
do digitalizador 44,0°C / 43 °C; fonte de gas seco 10.0 L / min; fonte de aquecedor seco 200
°C; Fonte da placa final 696 nA / 1019 nA; polaridade externa negativo/positivo; largura dos
pulsos de extracdo 5,0 us; vacuo 2,30e + 000 mBar; processamento médio estimado 100;
processamento de ruido estimado 200, alto vacuo 6,19e-007 mBar; intensidade para controle
do fator de soma para MSMS 5000, 200000 cts; modo de polaridade de ions negativo; massa

de isolamento MSMS 80,0; fonte nanoBooster 1,70 Bar; fonte do nebulizador 1,7 Bar; niimero
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do pré-cursor automatico MSMS 5; digitalizador de taxa de amostragem 0,20 ns; Salvar
espectros de linha apenas de aquisicao; Scan 50 - 1850 m/z; calibragem MassList de referéncia
usada no formato Na (neg); digitalizador de deslocamento vertical 206,07 mV; digitalizador de
alcance vertical 316 mV; digitalizador de comprimento de forma de onda 278592 pontos; lista
de precursores programado Time Slice automatico MSMS 1 seg; fonte capilar 2800 V / 4500V
saida capilar TRANSFER -150,0 V / 148,0V; tensdo de carga 2000 V; célula de colisdo -20,0
V /20V; célula de colisdao em -290,0 V / 290V; célula de colisao RF 2500,0 Vpp; energia de
colisao (Apenas MS) -10,0 eV / 8eV; energia de colisao para MS / MS bbCID MSMS -20 /
(10,0 /70) eV; Fonte de gas seco 10,0 L / min; fonte de aquecedor seco 200 ° C; desvio padrao
de calibragdo TOF1 em Calibragdo PPM 0.9 / 1.9 (Salem, 2020).

5.6.1 Tratamento de Dados

A Desreplicacdo dos extratos foi realizada utilizando os softwares Compass Data
Analysis da Bruker e MetFrag (Wolf ef al, 2010; Ruttkies ef al., 2016). Também utilizou-se a
plataforma online GNPS (Yang et al, 2013; Wang et al., 2016). Para reforcar a confiabilidade
das anotagdes, foi utilizado um banco de dados interno contendo compostos quimicos
previamente isolados e descritos no género Jungia e na familia Asteraceae (Bohlmann et al.,
1983; Bohlmann, et al., 1984; D’ Agostino et al., 1995; Riscala et al., 2000).

O software DataAnalysis da empresa Bruker foi usado para processamento de dados
para obter arquivos de dados prontos para uso em uma pesquisa de banco de dados. Tem-se os
seguintes tracos do cromatograma: Cromatograma de Pico de Base (BPC) que fornece uma
visdo geral da separag@o cromatografica (larguras do pico, perfil de elui¢do). Cromatograma de
ion total (TIC) para todos os MS. O TIC de todos MS fornece uma visao geral da estabilidade
do spray e do desempenho do MS.

No MetFrag foram utilizados os seguintes parametros: tolerancia de erro até 10 ppm,
massa neutra exata, utilizagdo da base de dados KEGG, o niimero de picos medidos e uma
pontuagdo [0-1]. A pontuacao representa o nivel de similaridade [0-1] do espectro em estudo
com os da base de dados do MetFrag. Os parametros utilizados no programa da Bruker
incluiram uma tolerancia de erro de massa de até 2 mDa, mSigma de 0 a 20 como confidvel, 20
a 30 como razoavel e acima de 50 descartavel. Para a proposta das estruturas neste trabalho
utilizando o software da Bruker foi considerado um mSigma de até 20. A Desreplicacdo dos
compostos realizada pelo MetFrag teve como objetivo a comparagao com as estruturas anotadas

pelo GNPS e com o banco de dados interno visando identificar estruturas semelhantes.



41

Para o GNPS, os dados da Bruker foram convertidos para o formato mzXmL, um
formato baseado em texto usado para representar dados de espectrometria de massa
descrevendo o numero de varredura, o precursor m/z, a razdo m/z ¢ a intensidade de cada ion
observado em MS , utilizando o msconvert. Uma rede molecular foi criada utilizando o trabalho
online (https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/) no site do GNPS. A tolerancia de
massa do ion precursor foi fixada em 2,0 Da enquanto a tolerancia do ion fragmento MS foi
definida como 0,5 Da. Uma rede foi entdo criada onde as arestas foram filtradas para ter uma
pontuagdo de cosseno acima de 0,7 e mais de 6 picos correspondentes. Ressalta-se que o
cosseno determina a similaridade de dois espectros MS com pontuacdes variando de 0
(totalmente diferente) a 1 (completamente idéntico) (Yang et al., 2013). Os espectros na rede
foram pesquisados nas bibliotecas espectrais do GNPS. Todas as correspondéncias mantidas
entre os espectros da rede e os espectros da biblioteca tiveram uma pontuagdo acima de 0,7 e
pelo menos 6 picos correspondentes (Wang et al., 2016). Considerando que no GNPS a
qualidade da Biblioteca € representada por ouro, prata e bronze, sendo os espectros de referéncia
de ouro aqueles derivados de compostos sintéticos ou purificados estruturalmente e
caracterizados. Os espectros de referéncia de prata sdo aqueles apoiados por uma publicagdo
associada, e os espectros de referéncia de bronze compreendem todas as anotagdes potenciais

restantes (Wang et al., 2016).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ANALISE DOS COMPONENTES DO OLEO ESSENCIAL DE ANALISE DOS
COMPONENTES DO OLEO ESSENCIAL DE J. floribunda

As substancias identificadas no o6leo essencial de J. floribunda puderam ser
determinadas (TABELA 1) considerando o indice de Kovats (IK) da literatura (Adams, 2017),
o banco de dados MASSBANK e dados descritos nos 6leos essenciais do género Jungia. As
substancias em comum (f-cariofileno, a-humuleno, 6xido de cariofileno, cariofila-4(12), 8(13)
-dien -5a -ol) para cada método de identificacdo estdo em negrito. As possiveis estruturas
quimicas propostas em J. floribunda estdo descritas na Figura 6. Algumas delas sdo
sesquiterpenos que foram também descritas nos 6leos essenciais de J. polita, J. paniculata e J.
rugosa. Os principais componentes identificados na desreplicacdo dos dleos essenciais de J.
paniculata (Ruiz et al., 2015) foram 6xido de cariofileno (36,49%), B- cariofileno (35,91%), a-
humuleno (5,82%), D-limomeno (7,18%), ar- curcumeno (3,85%). Em J. polita (Duschatzky et
al., 2005) foram o6xido de cariofileno (9,18%) e f-cariofileno (8,13%). Uma analise do 6leo
essencial de J. rugosa (Calvopind et al., 2021) apresentou como principais componentes ar-
curcumeno (3,4%) e y — curcumeno (47,1 %). Neste trabalho foi proposta a estrutura ar-
curcumeno-15-al (3,12%) para J. floribunda com base no IK da literatura (Adams, 2017). Nota-
se que o ar-curcumeno foi identificado em J. rugosa e J. paniculata, sugerindo a possibilidade
de essa estrutura estar presente no 6leo essencial de J. floribunda.

Figura 6 - Estruturas identificadas no 6leo essencial da J. floribunda Less.
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Fonte: Do autor

No espectro de massa (ANEXO A) foi proposta uma fragmentacao a partir do ion
molecular de 204 daltons para a molécula B-cariofileno (FIGURA 7). Considera-se a perda de
-C3H7 formando o ion m/z 161; ainda a partir do ion molecular 204 ocorre a perda de CsHii,

CsHis formando os ions m/z 133, 9, respectivamente.

Figura 7 - Proposta de fragmentacao para o p-cariofileno.
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Fonte: Azevedo (2014).
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Tabela 1 - Composi¢ao do oleo essencial das folhas de J. floribunda, dados de indice de
Kovatz teérico e dados do MassBank

Tempo de Substancia Area IK teérico* Pontuacio  Registro
retencao identificada relativa MassBank** MassBank
1 26,936 B — cariofileno 55,05 1419 09163 JP007124
2 28,283 o - humuleno 2,07 1454 0,8803 JP002840
3 30,175 diidroagarofurano 0,19 1503
4 33,125 germacreno f3 0,23 1561
5 33,425 oxido de cariofileno 10,37 1583 0,8184 JP007124
6 34,417 epoxido de a-humuleno 0,2 1608
II
7 34,717 cedrol 0,29 1600
8 34,817 10-epi-gamma- 0,25 1623
eudesmol
9 35,083 ar-curcumeno-15-al 3,12 1713
10 35,292 cariofila-4 (12), 8 (13) 2,16 1640 0,8226 JP010684
-dien-5a-ol
11 35,433 cariofila-4(12),8(13)- 4,89 1640 0,7979 JP010684
dien-5p8-ol
12 35,942 - eudesmol 0,2 1690
13 36,217 14-hidroxi-9-epi- 0,19 1669
cariofileno
14 36,717 epoxido de 0,84 1641
aloaromadendreno
15 37,075 4 - metil - bifenil 0,72 1489
16 37,383 1,3,5-heptatriinil- 11,4 1721
benzeno
17 38,467 1,3,5-heptatriinil- 2,63 1721
benzeno
18 39,350 1,3,5-heptatriinil- 0,45 1721
benzeno
19 40,433 epoxi aromadendreno 0,21 1641
Total 95,46

Fonte: Do autor, *Adams (2017), **https://massbank.eu/MassBank/. As substancias em comum para cada método
de identificacdo estdo em negrito.

Os sesquiterpenos em comum no género J. paniculata e polita e identificados no extrato
de J. floribunda fazem parte da classe dos terpenos encontrados em 6leos volateis e tem a sua
biossintese principalmente através da via de mevalonato isopentil - pirofosfato (FIGURAS 8,
9) (Mafei, 2010; Souza Vinicius, 2014; Adekenov, 2017). O carbocation farnesila ¢ o precursor
de muitos sesquiterpenoides e ¢ formado pela ionizacdo do pirofosfato de farnesila, com

abstracao parcial de fosfato pelos metais presentes no sitio enzimatico. Esse cation pode sofrer
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uma série de reagdes de ciclizagdo, que dardo origem a quase todos os sesquiterpenoides como
0 o-humuleno e p-cariofileno. O o-humuleno e o p-cariofileno geralmente ocorrem
concomitantemente em o6leos volateis e ambos apresentam forte atividade anti-inflamatoria
(Fernandes et al., 2007; Sain et al, 2014; Silveira e S4, 2015; Machado et al., 2018). Seus 6xidos
geralmente sdo produtos de degradagdo dos 6leos volateis nos quais sdo encontrados (Souza
Tiago, 2014).

Figura 8 - Principais rotas de biossintese de compostos volateis.
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Fonte: Mafei (2010), Souza Tiago (2014). A: monoterpenoides e diterpenoides; B: sesquiterpenoides;
C: — policietideos; D: indol; E: fenilpropanoides; F: salicilato de metila.



Figura 9 - Biossintese de terpenos: via Mevalonato.
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HMGCoA:3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA; AACT: Acetil-CoA: acetil-CoA C-acetiltransferase;
HMGR: 3- hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase; HMGS: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
sintase; IPPI: pirofosfato de isopentenilo isomerase; MDC: mevalonato-5-fosfato
descarboxilase; MK: mevalonato quinase; PMK: fosfomevalonato quinase, OP: fosfato, OPP:

difosfato.
Fonte: Adekenov (2017). Modificado.
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6.2 DESREPLICACAO DO INFUSO

Os compostos identificados na plataforma GNPS (TABELA 2) e no MetFrag
(TABELA 3) no modo positivo pertencem a classe de sesquiterpenos do tipo eudesmanos e
lactonas sesquiterpénicas do tipo eudesmanolidos e germacranolidos. A classe de lactonas
sesquiterpénicas do tipo germacranolidos e do tipo eudesmanolidos foram identificadas na tribo
Mutisieae (Bohlmann et al., 1984; Maldonado ef al., 1988; Heluani et al., 1997, Riscala et al.,
2000). Os compostos agrupados e.g. m/z 233,193; 291,02; 293,74 e 296,72 do cluster da rede
molecular do GNPS (FIGURA 10), modo positivo, pertencem a uma mesma classe, os
sesquiterpenos. Os sesquiterpenos sdo formados biogeneticamente em uma forma de
pirofosfato de farnesila principalmente através da via de mevalonato isopentil - pirofosfato
(Adekenov, 2017) (FIGURA 9). A ciclizagao de farnesil pirofosfato resulta em compostos com
ciclos de dez e onze carbonos. Germacrano ¢ formado a partir do farnesil pirofosfato por meio
da interagdo do centro reativo em C!' com um fragmento de olefina. Se houver uma ionizagao
da ligagdo carbono-oxigénio preliminar, o carbocation formado ataca o 4tomo do C'° por meio
de ligagao eletrofilica a hidrocarbonetos nao saturados de acordo com a regra de Markovnikov,
e formando um esqueleto ciclodecandico de uma molécula.

A distingdo das estruturas de sesquiterpenos pode ser explicada pelo rearranjo
intramolecular e outras transformacdes biossintéticas de intermediarios formados na planta por
meio de modificacdes enzimdticas. Do cation FPP tem-se os principais grupos de lactonas
sesquiterpénicas (FIGURA 11) e corrobora com as estruturas costunolido ¢ eudesmanolido
que foram desreplicados no infuso (TABELAS 2 e 3). Costunolido, do tipo germacrano, ¢
considerado o precursor mais comum de lactonas sesquiterpénicas (Adekenov, 2017) e esta
estrutura foi anotada pela plataforma GNPS e pelo programa MetFrag. Uma lactona
sesquiterpénica do tipo costunolido foi isolado na familia da Asteraceae na espécie Saussurea
costus (Kumer et al., 2014) de formula molecular C15H2002, os fragmentos apresentados foram
[M+H]" m/z 233,1530 [C1sH2102]", 215,1457[CisH1901]" € 187,1208 [Ci4H19]" concordantes
com os fragmentos encontrados nos espectros obtidos na amostra infuso, 233, 215, 187
(ANEXO B, TABELA 4). Possiveis fragmentos para a estrutura do tipo costunolido de formula
CisH2002 (FIGURA 12) foi apresentado e os espectros também foram comparados na
biblioteca do GNPS (FIGURA 13). Os espectros da estrutura anotada pelo GNPS estao
alinhados com os dados da espectrometria de massa referente ao infuso. Os dados da estrutura

anotada sdo classificados como ouro na biblioteca referente a uma substancia isolada e
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caracterizada. Portanto, costunolido, uma lactona sesquiterpénica, foi identificada na espécie J.
floribunda.

Figura 10 — Cluster pertencente a rede molecular do GNPS. Modo positivo.
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Fonte: Do autor. Rede molecular criada na plataforma GNPS, modo positivo. O quadro em destaque refere-se ao
cluster em que foram anotadas substancias da classe dos sesquiterpenos do tipo eudesmano (m/z296,72) e lactonas

sesquiterpénicas do tipo germacranolido (m/z 233,193) e eudesmanolido (m/z 291,02). A substancia em destaque
refere-se ao costunolido de m/z 233,15 de formula molecular C;5sHy005.
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Figura 11- Biossintese dos principais grupos de lactonas sesquiterpénicas
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Fonte: Adekenov (2017). Os cations em caixa correspondem as estruturas de lactonas anotadas na
plataforma GNPS e MetFrag.

Figura 12 - Possiveis fragmentos para a estrutura costunolido. Modo positivo.
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Figura 13 - Espectros referente a estrutura do costunolido.

Fonte: GNPS. Espectros em preto € o que foi obtido do infuso e em verde ¢ o da biblioteca do
GNPS.

Ao considerarmos os dados de IV para lactonas de cinco aneis, reportados por
Nakanishi (1962) e Pavia (2008), que apresentam bandas de absor¢ao caracteristicas em 1725
em, 1735 cm™ e 1760 cm™ (FIGURA 14), corrobora os achados das lactonas sesquiterpénicas
na plataforma GNPS e MetFrag que apresentam em sua estrutura o agrupamento o —metileno
— lactona (FIGURA 15) para as lactonas. O extrato de lavagem foliar de J. floribunda
apresentou uma banda de absor¢io em torno de 1730 cm™ (FIGURA 16), tipica de estiramento
de carbonila de y-lactonas o que pode ser observado em Iranshahi et al., (2007), que realizou
analises no IV de extratos ricos em lactonas sesquiterpénicas de 10 espécies da familia da
Asteraceae e apresentaram fortes absor¢des entre 1730 e 1780 cm™ (FIGURA 17). A anélise
de IV realizada por Iranshahi et al, (2007) em extrato pobre em lactonas sesquiterpénicas
indicou a presenca de carbonila em v=1709 cm™. O resultado apresentado por Iranshahi ef al.,
(2007) corrobora com o resultado de IV (v=1704 cm™) para o extrato hidroetandlico de J.

floribunda indicando a remocao dos tricomas glandulares.



Figura 14 - Estruturas de lactonas com cinco membros com bandas de absor¢do em

1725 cm™, 1735 cm™ e 1760 cm™! da esquerda para direita.

O @)
Q?O Ogo go
Fonte: Nakanishi (1962) e Pavia (2008)

Figura 15 - Agrupamento a —metileno — lactona

Fonte: Ferraz e Silva (1984)

Figura 16 - Espectro de IV dos extratos de J. floribunda Less.

LY}

mw”\\ "*’f \ 1

ER |

236049
——
e
o

1oaan§<::i:Hh

G060

1590

i -
55:

L8

45 ¢

274

40
35}

i PO : i
4000 ®/a0 080 2500 2000 1500 1000 500

‘Wavenumbars{cm-1}




52

2339.7
22ra

33910

T

285184

o
=]
2921

Tawsdo @oon 20 Tzofo 1&00 1mia BT

‘Wavenumbars {cm-1)

(b)

%T

W W@ B e
& th © b
'1Tﬂ4ﬂ'§_._—.__'_

“asan  @aon =saa zad0 “1sa0 toao &40

Wavenumbers {cm-1)

(©

Fonte: Do autor. Espectro de IV do infuso (v=1590 cm™) (a), o extrato de lavagem foliar rico em lactonas
(v=1730 cm™) (b) e extrato hidroetanolico (v=1704 cm’, livre de tricomas glandulares) (c).



Figura 17- Espectro de IV de 10 espécies da Artemisia (Asteraceae)

(2)

(b)
Fonte: Iranshahi et al., (2007). Extrato rico em lactonas sesquiterpénicas (v=1765 cm™) (a). Extrato pobre em
lactonas sesquiterpénicas (v=1709 cm™) (b).
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A estrutura anotada pelo GNPS e MetFrag para o espectro obtido no tR 4,53 min do
polifenol 1,3 - 4cido dicafeoilquinico (TABELAS 2 e 3) no modo negativo, foi anotada na
biblioteca da Bruker no modo negativo (ANEXO B). Os espectros de massas das substancias
anotadas no infuso, modo negativo, foram espelhados com os espectros da estrutura proposta
na plataforma GNPS (FIGURA 18), e se mostram alinhados. Uma proposta de fragmentacao
para os isdmeros do acido dicafeoilquinico no modo negativo foi descrita por Tolonen et al.,
(2002) para a espécie Eleutherococcus senticosus da familia Araliaceae. Os fragmentos da
substancia isolada e identificada como 1,5 — acido dicafeoilquinico foram m/z 515[M-H],
353[M-163], 191[M-325], 179[M-337] o que corrobora com os dados deste trabalho
(FIGURA 19) em que os fragmentos foram m/z 515,1201; 353,0871; 191,0569; 135,0444.

Figura 18 - Espectros referente a estrutura C2sH24012 comparados com a biblioteca do GNPS.

Fonte: GNPS. Espectros em preto do infuso e em verde da estrutura polifenol 1,3 - acido dicafeoilquinico.
Modo negativo.

Figura 19 - Possiveis fragmentos para a estrutura 1,3 - cido dicafeoilquinico. Modo
negativo.

OH

OH

HO,

HO

Aduto [M-H]" 515,120 353,088 [515,120 — CoHsO3]

[C25H23012] [Ci6H1709]
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OH

HO OH

OH
191,056 [353,088 — CoHeOs]

[C7H11O¢]
Fonte: Demarque ef al. (2016)

A estrutura do acido clorogénico CisH1sO9 anotada pelo banco de dados da Bruker
(ANEXO B) e MetFrag no tR 2,71-2,1 min apresentou fragmentos MS2, no modo negativo,
semelhantes a estrutura isolada e identificada como acido clorogénico na espécie Lonicera
henryl Hemsl., da familia Caprifoliaceae, MS2 353, 191, 179, 135 por ESI-MS (Jaiswal et al.,
2014) e a estrutura isolada e identificada como &cido clorogénico na espécie Cousinia
davisiana, da familia Asteraceae, com os fragmentos m/z 353, 191 [4cido quinico
desprotonado], 179 [4cido caféico — H-] e 135 (Pasayevaa et al., 2021). A proposta de
fragmentacao (FIGURA 20) baseada no artigo de Demarque et al, (2016) e no artigo de
Pasayeva et al. (2021) para o acido clorogénico € coerente com os fragmentos apresentados
neste trabalho. Assim, o 4cido clorogénico isolado e identificado em espécies na familia da

Asteraceae e anotado pela plataforma GNPS e MetFrag foi identificada na espécie J. floribunda.
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Figura 20 — Proposta de fragmentagdo para o acido clorogénico. Modo negativo. (Continua)
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Figura 20 — Proposta de fragmentagdo para o acido clorogénico. Modo negativo. (Conclusao).
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Fonte: Demarque et al. (2016) e Pasayeva et al. (2021). Adaptado.

A classe de flavonoides presentes no género Jungia (D'agostino et al., 1995; Acosta-
leon et al., 2019) e na tribo Mutiseae (Catalan et al., 1996) foi identificada no modo negativo
no MetFrag e GNPS. A estrutura kaempferol 3-glucuronideo anotada pelo banco de dados da
Bruker (ANEXO B) e MetFrag no tR=2,85 min se espelham aos espectros da estrutura proposta
pela plataforma GNPS (FIGURA 21). O composto kaempferol 3-glucuronideo anotado pelo
GNPS e MetFrag apresentou o fragmento em m/z 285,0379 (TABELA 4). Li et al., (2016)
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relataram que compostos isolados que apresentaram pico em m/z 285 podem ser de um
fragmento de aglicona e compostos derivados do kaempferol. Estes compostos foram obtidos
com CE=30 eV realizado em UHPLC-ESI-HRMS. Estes resultados corroboram os dados
obtidos por Gu et al., (2011) em que foram obtidos fragmentos MS2 por ESI-QTOF com CE=30
eV da espécie Artemisia rupestris da familia Asteraceae com os valores de m/z 285 e 327 com
pico base em m/z 285 e associados ao kaempferol. Granica et al., (2013) isolaram o composto
kaempferol 3- glucuronideo da espécie Polygonum aviculare L. da familia Polygonaceae e
calcularam o fragmento [C21H17012] m/z 461,0725, o fragmento apresentado neste trabalho foi
[C21H17012]” m/z 461,0750 no tempo de reteng¢do 2,85 min. Além disso, D’Agostino et al.,
(1995) isolaram compostos derivados do kaempferol da espécie J. paniculata do género Jungia.

Portanto, compostos derivados do kaempferol foram identificados em J. floribunda.

Figura 21 - Espectros referente a estrutura C21H1s012 comparados com a biblioteca do GNPS.

Fonte: GNPS. Espectros em preto do infuso e em verde da estrutura kaempferol 3-glucuronideo. Modo negativo.

6.3 DESREPLICACAO DO EXTRATO DE LAVAGEM FOLIAR

Um estudo realizado por Lee ef al., (2020) identificou estruturas que foram isoladas do
extrato das folhas da espécie Eupatorium fortunei Turcz. (Asteraceae). Foram identificadas 10
lactonas sesquiterpénicas sendo 7 lactonas do tipo costunolido e 3 do tipo eudesmanolido. Entre

essa estruturas identificaram a CisH2004, 14 — acetoxi - 8B — hidroxi — costunolido, de m/z
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[CisH2104]" m/z 265,173. Essa mesma estrutura foi anotada na plataforma GNPS, modo

positivo, do extrato de lavagem foliar com m/z 264, 67 (FIGURA 22, TABELA 5).

Figura 22 - Espectros referente a estrutura C1sH2004 comparados com a biblioteca do GNPS.

Fonte: GNPS. Espectros em preto do extrato de lavagem foliar e em verde da estrutura 14 — acetoxy - 8§ — hydroxy
— costunolido. Modo positivo.

As estruturas anotadas na plataforma GNPS e no MetFrag no modo positivo sdo
lactonas sesquiterpénicas de estrutura germacranolido do tipo costunolido e eudesmanolido
conforme nas estruturas nas espécies da familia da Asteraceae e no género Jungia. As
cumarinas ¢ flavonoides anotados na plataforma GNPS foram identificados em espécies da
familia Asteraceae (Catalan et al., 1996; Gu et al., 2012) e no género Jungia (Bohlmann e
Zdero, 1979; D'agostino et al., 1995; Acosta-Leon ef al., 2019; Verdugo et al., 2023). Nota-se
que a estrutura costunolido foi anotada nos dois tipos de extratos (TABELAS 2, 3, 5, 6) o que
corrobora com a proposta de que os tricomas glandulares tenham sido removidos durante a
lavagem das folhas com acetona e que o extrato hidroetandlico seja mais empobrecido em
lactonas sesquiterpénicas (TABELAS 8 e 9). A classe cumarina anotada na plataforma foi
identificada no género Jungia (Zdero et al., 1986). A estrutura quercetina 3-ramnosil — glucosil
foi anotada pela plataforma GNPS e pelo MetFrag no tempo de retencdo tR=4,82 min com
[C27H29016]” m/z 609,1461 e MS2 m/z 301 (TABELAS 5, 6, 7 e ANEXO C). O isdomero desta
estrutura de formula C27H30016 identificado por Jaiswal et al. (2014) como quercetina 3-O- (6-

O-ramnosil glicosideo) apresenta [C27H29016] m/z 609,1450 € com um pico MS2 m/z 300. Este
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pico base de m/z 300 [quercetina - H'] (FIGURA 23) ¢ atribuido a perda da parte referente ao
glicano. No trabalho de Pasayeva et al. (2021) foi isolada a estrutura quercetina 3-ramnosil —
glucosil m/z 609 da espécie C. davisiana em que a fragmentacdo do ion [M — H]" m/z 609

resultou em dois ions maiores em m/z 300 e 301, com a perda da unidade ramnose-glicose.

Figura 23 — Estrutura da Quercetina

Ci1sHoO7 m/z 300
Fonte: Jaiswal et al. (2014)

Figura 24 - Espectros referente a estrutura C27H30016 comparados com a biblioteca do GNPS.

Fonte:GNPS. Espectros em preto do extrato de lavagem foliar e em verde da estrutura quercetina 3-ramnosil —
glucosil. Modo negativo.
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6.4 DESREPLICACAO DO EXTRATO HIDROETANOLICO

A classe de flavonoides e a subclasse flavonas presentes no género Jungia (D'agostino
et al., 1995; Acosta-leon et al., 2019) e na tribo Mutiseae (Catalan et al., 1996) foram
identificados no modo negativo no MetFrag e GNPS. A estrutura luteolina proposta na
plataforma GNPS modo negativo (TABELA 7) foi detectada por HPLC em J. rugosa (Acosta-
Leon et al., 2019). Os espectros de J. floribunda utilizados na plataforma GNPS se alinham aos
espectros da estrutura proposta (FIGURA 25) (ANEXO D). Fragmentos MS2 por ESI-QTOF
da espécie Artemisia rupestris da familia da Asteraceae (Gu et al., 2012) apresentaram os
valores de m/z 285, 133, 175, 151. Ao considerarmos os dados apresentados MS2 (m/z 285,

133) neste trabalho a estrutura luteolina foi identificada na espécie J. floribunda.

Figura 25 - Espectros referente a estrutura CisH100¢ comparados com a biblioteca do GNPS.

Fonte: GNPS. Espectros em preto do extrato hidroetandlico e em verde da estrutura luteolina. Modo negativo.



Tabela 2 - Estruturas anotadas no GNPS — Infuso (Continua)
FM Classe Nome Qualidade Cosseno Espectro  Biblioteca Estrutura
da m/z m/z
Biblioteca
2C15H2002 Lactona Germacranolido Ouro 0,85 233,193 233,15
sesquiterpénica
2C15H2203 Sesquiterpeno Eudesmano Ouro 0,90 233,91 233,15 o o
OH
[e]
CH, CH,
2C17H2205 Lactona Eudesmanolido Ouro 0,70 291,02 289,14 i .
Sesquiterpénica 2 .
)‘\ =
[e)
2C17H2303 Sesquiterpeno Eudesmano Ouro 0,75 296,72 298,24 "
O\”/
[e]
bC19H2203 Cumarina Bronze 0,71 297,15 297,15
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FM Classe Nome Qualidade Cosseno Espectro  Biblioteca Estrutura
da m/z m/z
Biblioteca
bCsH24012  Acido fendlico Bronze 0,88 515,12 515,12
PC16H1809 Acido fenélico Bronze 0,91 353,09 353,09 9”
HO \ o
bCy1H13012 Flavonoide Ouro 0,94 461,07 461,07
PC;1H1s011 Flavonoide Bronze 0,83 447,32 447,09

Fonte: Do Autor. *Modo positivo. "Modo negativo.
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Tabela 3- Estruturas anotadas no MetFrag — Infuso

FM

Nome
Comum

Picos
Medidos

Classe

Pontos

MS2

Estrutura Molecular

2C15H2002

(+) - Costunolido

4

Lactona
sesquiterpénica

0,598

219,138
[C14sH 70 +2H]"
218,1665
[CisH200,+2H]"
217,1587
[CisH200, +H]"
216,1509
[Ci5H2001]"

bC16H1309

Acido
Clorogénico

4

Acido fendlico

0,940

353,0882
[CisH1700]
191,0568
[C7H1106]
179,035
[CoH7O4]
135,0436
[CsH70,]

HO OH

HO

bC21H15012

Kaempferol 3-
Glucuronideo

3

Flavonodide

1,0

461,0750
[Ca1H17012]
285,0379
[CisHoOs]
157,0142
[C6H705—2H]'

bC25H24012

1,3 - acido
dicafeoilquinico

Acido fenélico

0,304

353,08882
[Ci6H1700]

Fonte: Do Autor. A pontuagio representa o nivel de similaridade [0-1] do espectro em estudo com aqueles da base de dados do MetFrag. * Modo positivo. "Modo negativo.
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Tabela 4 — Formula molecular de estruturas anotadas no programa da Bruker Compass
Data Analysis — Infuso

FM Ton Molécula m/z err [mDa] 'mSigma tR(min)
C15H200: [Ci5sH2102]" 233,1510 -0,5 16,7 1,70
[CisH150,]" 215,1423 -1,5 n.a
C25H24012 [C25H23012] 515,1201 0,6 8,1 4,53
[Ci6H1709] 353,0871 1,4 18,6
[C7H1106] 191,0569 0,8 19,1
[CsH70,] 135,0444 0,8 314
C16H1809 [Ci6H1700] 353,0882 0,4 20,6 2,71-2,81
[C7H1106] 191,0568 0,7 15,3
[CsH70,] 135,0436 1,6 18,6
C21Hi15012 [CoiH17012] 461,0750 -0,1 5,0 2,85
[Ci5sHoOs] 285,0379 2,0 4,8

Fonte: Do Autor. 'mSigma compara o padrio isotopico medido (TIP) com o padrdo isotopico tedrico; mSigma até 20
¢ considerado confidvel. tR — tempo de retengéo.



Tabela 5 - Estruturas anotadas no GNPS — Extrato de Lavagem Foliar (Continua)
FM Classe Nome Qualidade  Cosseno  Espectro Biblioteca Estrutura
da m/z m/z
Biblioteca

2C16H2004 Cumarina Bronze 0,94 575,33 575,26 e
0
N . -

2C19H2004 Cumarina Bronze 0,95 647,38 647,26

aC15sH2004 Lactona Eudesmanolido Bronze 0,92 551,99 551,26

Sesquiterpénica
2C15H2002 Lactona Germacranolido Ouro 0,90 233,43 233,15

Sesquiterpénica
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FM Classe Nome Qualidade = Cosseno  Espectro Biblioteca Estrutura
da m/z m/z
Biblioteca
2Cy5H2,03 Lactona Germacranolido Ouro 0,80 250,32 251,16
Sesquiterpénica
HO (o]
(o}
2C15H2,03 Sesquiterpeno Eudesmano Ouro 0,88 234,96 233,15 oH
OH
0
AC17H1407 Flavonoéide Ouro 0,78 329,11 331,08 OH a
/O
OH
~ 0

OH




FM Classe Nome Qualidade = Cosseno  Espectro Biblioteca Estrutura
da m/z m/z
Biblioteca
2C15H2004 Lactona Germacranolido Ouro 0,77 264,97 265,14
sesquiterpénica
5C,1H13012 Flavonodide Bronze 0,71 460,52 461,07
°C17H 1407 Flavonodide Bronze 0,87 329,06 329,07
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FM Classe Nome Qualidade = Cosseno  Espectro Biblioteca Estrutura
da m/z m/z
Biblioteca
®C,7H30016 Flavonoéide Bronze 0,78 609,15 609,13

Fonte: Do Autor. *Modo positivo. "Modo negativo.
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Tabela 6 - Estruturas anotadas no MetFrag — Extrato de Lavagem Foliar

FM Nome Picos Classe Pontos MS2 Estrutura Molecular
Comum Medidos
2C15sH2002  (+) - Costunolido 4 Lactona 0,598 219,138
sesquiterpénica [C14H702+H2H]"
218,1665
[Ci5H200:+2H]"
217,1587 o
[Ci5sH200: +H]* ©
216,1509
[CisH200.]"
bC7H30016  Quercetina - 3- 1 Flavondide 1,0 [C27H29016]
ramnosil —
glucosil

Fonte: Do Autor. A pontuagdo representa o nivel de similaridade [0-1] do espectro em estudo com aqueles da base de dados do MetFrag. *Modo positivo. "Modo negativo.

Tabela 7 — Férmula molecular de estruturas anotadas no programa da Bruker Compass Data Analysis — Extrato de Lavagem Foliar

FM fon Molécula m/z err [mDa] 'mSigma tR(min)
Ci15H2002 [CisH2102]" 233,1496 -0,5 16,7 13,43
[CisH1904]" 215,1397 -1,5 n.a
C27H30016 [C27H29016] 609,1461 0,4 14,2 4,82

Fonte: Do Autor. 'mSigma compara o padrdo isotopico medido (TIP) com o padrio isotdpico tedrico; mSigma até 20 € considerado confidvel. tR — tempo de retengdo.
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Tabela 8 — Estruturas anotadas no GNPS — Extrato Hidroetanolico. (Continua)
FM Classe Nome Qualidade Cosseno Espectro Estrutura
da m/z
Biblioteca
2C16H2004 Cumarina Bronze 0,93 575,34 o o
0
XN o
2C22H3006 Diterpeno Ouro 0,92
432,24 o
o] OH
< HO
e}
OH
3C,0H3605 Diterpeno Bronze 0,77 355,80

\\\\\\\\
K




FM Classe Nome Qualidade Cosseno Espectro Biblioteca Estrutura
da m/z m/z
Biblioteca
3C1sH» 03 Sesquiterpeno Eudesmano Ouro 0,93 233,91 233,15 OH
OH
2C15H2003 Lactona Ouro 0,79 249,47 247,15
Sesquiterpénica
2C15H2004 Lactona Germacranolido Ouro 0,77 264,97 265,14

Sesquiterpénica
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FM Classe Nome Qualidade Cosseno Espectro Biblioteca Estrutura
da m/z m/z
Biblioteca
2C,1H18012 Flavonodide Bronze 0,90 463,09 463,09
o o
2C21H2,012 Flavonoide Ouro 0,76 447,16 449,11
Flavonoéide Ouro 0,79 329,10 329,08

2C17H1407




FM Classe Nome Qualidade Cosseno Espectro Biblioteca Estrutura
da m/z m/z
Biblioteca
2C19H1807 Flavonodide Bronze 0,78 359,08 359,11
°Cy5H 1006 Flavonoide Bronze 0,91 284,04 284,04 OH
e

OH

°Cy1Hi3012 Flavonodide Bronze 0,84 461,07 461,07

Fonte: Do Autor.

2Modo positivo.

"Modo negativo.
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Tabela 9 — Estruturas anotadas no MetFrag — Extrato Hidroetanolico

FM Nome Picos Classe Pontos MS2 Estrutura Molecular
Comum Medidos
bCisH1006 Luteolina 1 Flavonodide 0,598 285,0379
[Ci15HoOs]
bCy1H13012 Kaempferol 3- 2 Flavonoide 0,950 461,0750
glucuronideo [CaiH17012]
285,0379
[Ci15HoOs]

Fonte: Do Autor. A pontuagio representa o nivel de similaridade [0-1] do espectro em estudo com aqueles da base de dados do MetFrag. "Modo Negativo.

Tabela 10 - Formula molecular de estruturas anotadas no programa da Bruker Compass Data Analysis — Extrato Hidroetanolico

FM Ton Molécula m/z err [ mDa] 'mSigma tR(min)

Ci15H1006 [Ci15HoOs] 285,0383 0,8 4,0 6,62

C21H13012 [CoiH17012] 461,0742 1,6 17,8 4,56
[Ci15HoOs] 285,0386 1,9 1,2

Fonte: Do Autor.!mSigma compara o padrio isotopico medido (TIP) com o padrdo isotopico tedrico; mSigma até 20 é considerado confiavel. tR — tempo de retengdo.
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6.5 ANALISE DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

6.5.1 Enzima Elastase

A concentragdo do infuso variando de 15 a 240 pg / mL (FIGURA 26) produziu uma
inibi¢do significativa na elastase. Uma concentragdo de 240 pg / mL produziu inibi¢do da

elastase de 71%. A elastase foi inibida pelo infuso com valores de IC50 de 81,2 + 8,4 pg/mL.

Figura 26 - Variagao da percentagem de inibigdo em funcao da concentracao do Infuso

Fonte: Do autor

A capacidade de J. floribunda Less. de inibir a enzima elastase pode ser devida a
presenca de algumas classes quimicas, como lactonas sesquiterpénicas, flavonoides,
cumarinas e acidos fenolicos no infuso, conforme a desreplicagdo e pelos compostos isolados
e identificados na literatura para o género Jungia e a familia Asteraceae. Estudos envolvendo
substancias isoladas destas classes quimicas (lactonas sesquisterpénicas € compostos
fenolicos) na familia Asteraceae apresentaram inibi¢ao da enzima elastase (Siedle et al., 2002;
Azwanida et al., 2020; Jakimiuk, et al., 2021).

Nos estudos realizados por Lee ef al. (1999) em extratos de plantas foram identificados
polifenois com atividade inibitoria para elastase pancredtica suina. Dos 150 extratos
investigados, seis mostraram inibicdo de 65% ou mais dessas enzimas. Esses extratos
mostraram atividade em valores de IC50 acima de 208 pg/mL.

Nos estudos realizados por Thring et al. (2009) a espécie Camellia sinensis Kuntze

da familia Theaceae exibiu alta porcentagem de inibicdo da enzima elastase e colagenase,
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sendo os principais constituintes quimicos identificados nesta espécie os seguintes: flavan-3-
ois, quercetina, kaempferol, acidos cumaricos e acido caféico. Cuccioloni et al. (2009)
compararam as capacidades inibitorias de um conjunto de polifenois em relacdo a atividade
de serina proteases e observaram que o acido cafeico inibiu moderadamente a enzima elastase,
com seus derivados de éster mostrando uma atividade inibitéria aumentada contra elastase de
neutrofilos. Constituintes quimicos isolados das folhas de Illex paraguariensis, da familia
Aquifoliacea inibiram a HNE. Os resultados demonstraram que os derivados do acido
dicafeoilquinico (&cido 3,4 — dicafeoilquinico e acido 3,5 — dicafeoilquinico) e flavonoides
exibiram potente atividade inibitoria de HNE com valores de IC50 variando de 1,4 a 7,3 uM
(Xu et al., 2009). Como o acido 1,3 — dicafeoilquinico e seus derivados foram anotados
(TABELAS 2 e 3) em J. floribunda possivelmente, ele pode contribuir para a atividade
inibitdria da enzima elastase.

O 4cido clorogénico (4acido fenolico) e kaempferol 3-glucuronideo (flavonoide)
anotados pela plataforma GNPS e MetFrag em J. floribunda podem ter contribuido com a
atividade inibitéria da enzima assim como mostraram estudos realizados por Melzig et al.
(2001) com valores de IC50= 400 uM para acido clorogénico e Jakimiuk et al. (2021) em
substancias isoladas de produtos naturais.

Em Siedle ef al. (2002) 17 lactonas sesquiterpénicas (SLs) foram investigadas quanto
a sua capacidade de inibir HNE através de ensaio in vitro. Eles observaram que algumas SLs
inibiram mais do que outras e isso poderia ser uma relagdo de estrutura-atividade. As lactonas
do tipo germacranolidos foram as mais reativas que outros tipos de lactonas sesquiterpénicas
e isso poderia estar relacionado a existéncia de a-metileno — y-lactona e a afinidade eletronica.
Stefani et al. (2006) utilizando duas espécies de dimerostemma (Asteraceae) em ensaio in
vitro, relataram que as lactonas do tipo germacranolidos e eudesmanolidos inibiam
diretamente a elastase. Com base nestes achados, as lactonas sesquiterpénicas anotadas
(TABELAS 2 e 3) na infusao de J. floribunda provavelmente podem contribuir para a inibicao
da elastase.

Um estudo realizado neste trabalho com o extrato de lavagem foliar, que ¢ rico em
lactonas sesquiterpénicas (FIGURA 27) demonstrou uma atividade inibitoria maior em
compara¢do ao infuso (IC50: 81 pg/mL) com menor valor de IC50 (38,3 + 1,2 pg/mL),
provavelmente devido a estrutura das lactonas sesquiterpénicas presentes. Em concentragdes
maiores, 120 ug/mL e 240 pg/mL, ndo foi possivel realizar o ensaio devido a precipitagdo que

se formava com o DMSO e a solugdo tampao fosfato de sddio (FIGURA 28). As estruturas
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anotadas na plataforma GNPS e no MetFrag (TABELA 5) apresentaram lactonas
sesquiterpénicas do tipo Germacranolidos e Eudesmanolidos. Este grupo de lactonas
apresentou atividade inibitdria nos trabalhos realizados por Siedle et al. (2002) e Siedle et al.
(2007). De acordo com Siedle et al. (2007) as lactonas sesquiterpénicas exibiram uma
atividade inibitéria moderada com o composto 7- hidroxi- costunolido (IC 50: 20 uM) e 3-
acetoxi — costunolido (IC 50:70 uM) e estes valores sdo proximos dos valores apresentados
neste trabalho para o extrato de lavagem foliar a baixas concentragdes (IC 50: 38,3 £ 1,2
ng/mL). Contudo ndo pode ser descartada a possibilidade da contribui¢do de outros compostos
de classes quimicas diferentes como os flavonoides anotadas na plataforma GNPS e MetFrag
(TABELAS 5 e 6). Esta classe quimica apresentou inibi¢do nos trabalhos apresentados por

Thring et al. (2009), Bras et al. (2010), Azwanida et al. (2020) e Jakimiuk et al. (2021).

Figura 27 - Ensaio da elastase suina utilizando o extrato de lavagem foliar rico em lactonas
sesquiterpénicas

Fonte: Do autor

Figura 28 - Precipitacdo do DMSO com a solucao tampao fosfato de sédio em concentragdes
de 120 w/mL e 240 pg/mL

Fonte: Do autor
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Ao analisarmos o grafico da percentagem de inibig@o versus a concentragao do extrato
hidroetanolico (FIGURA 30) observa-se que o valor de IC50=113,1 + 22,1 pg/mL foi maior
que os demais extratos. Este ensaio apresentou uma atividade inibitéria menor em comparagao
ao infuso (IC50: 81 pg/mL) e ao extrato de lavagem foliar (IC50: 38,3 + 1,2 pug/mL)
provavelmente devido as classes dos compostos quimicos presentes e/ou a estrutura do
composto de determinada classe. Ao compararmos as tabelas 2, 3, 5, 6, 7 e 8 para os trés
extratos, a anotacdo quimica realizada pela plataforma GNPS e o MetFrag do extrato
hidroetanolico (TABELAS 7 e 8) apresentaram poucas lactonas sesquiterpénicas. Isso pode
ser devido a remocao dos tricomas glandulares através da lavagem das folhas com acetona. A
analise de IV realizada neste trabalho (FIGURA 16) para o extrato hidroetandlico de J.
floribunda, em que o seu preparo envolveu primeiramente a lavagem das folhas com acetona
para remover os tricomas glandulares, apresentou um resultado de IV (v=1704 cm™). Este
resultado se assemelha aos achados de Iranshahi et al. (2007) que analisou um extrato pobre
em lactonas sesquiterpénicas da espécie da familia Asteraceae e indicaram a presenca de
carbonila em v=1709 cm™ (FIGURA 17). O resultado apresentado por Iranshahi et al. (2007)
corrobora com o resultado de IV (v=1704 cm™) para o extrato hidroetandlico de J. floribunda
sugerindo uma remocdo dos tricomas glandulares e provavelmente uma menor inibi¢do da
enzima, considerando o potencial anti-inflamatorio das lactonas sesquiterpénicas (Kim e Choi,
2019; Matos et al., 2021). De acordo com os estudos de Matos et al. (2021) as lactonas
sesquiterpénicas isoladas de plantas e pertencentes as subclasses germacranolidos,
guaianolidos, pseudoguaianolidos e eudesmanolidos mostraram eficacia em inibir a elastase
neutrofila humana devido a interagcdo nao covalente de sua estrutura com o sitio catalitico da
proteina, exigindo as caracteristicas estruturais das SLs como um grupo carbonila cercado por
grupos hidroxila. Jakimiuk etz al. (2021) relatam que grupos quimicos ligados a estrutura do
flavondide tem uma forte contribui¢cdo na maior ou menor inibicdo da enzima. Portanto a
relagdo estrutura-atividade do flavonoide ¢ um fator a ser considerado na atividade inibitoria
sobre a enzima elastase e isso pode ter contribuido nos resultados apresentados nos ensaios

deste trabalho.
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Figura 29 - Ensaio da elastase suina utilizando o extrato hidroetanolico

Fonte: Do autor.

6.5.2 Edema de Orelha

A Asteraceae ¢ uma familia conhecida por suas propriedades anti-inflamatorias e seu
uso como planta medicinal. Uma revisdo bibliografica sobre a atividade anti-inflamatoria das
espécies mais pesquisadas pode ser encontrado em Lopes et al. (2020). Dentre a literatura
consultada foram selecionados os trabalhos de Casado et al. (2010), Oliveira et al. (2013) e
Rauh et al. (2011) considerando os parametros: parte da planta, marcadores, tipo de extrato e

condi¢do experimental (TABELA 11).



Tabela 11 - Ensaio de edema de orelha em espécies da Asteraceae
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Nome da Parte Marcadores Tipo de extrato Condicao Resultados
da experimental/
Espécie Aplicaciao
Planta
ungia Folhas - Extrato aquoso Oleo de croton. Extrato
floribunda (infuso), Edema de orelha  hidroetanélico
Less. hidroetanolico e (0,500 apresentou
extrato de mg/orelha). atividade
lavagem foliar
(acetona) anti-
inflamatoria
na dosagem
(0,500
mg/orelha)
2Jungia Folhas Compostos Extrato 12-0- Apresentou
paniculata fenolicos total e~ hidrometanolico  tetradecanoilforbo  atividade anti-
(D.C) A. flavonoides total (MEOHS50) 1-13-acetato inflamatoria.
Gray expressados em (TPA). Edema de
termos de acido orelha (2,500
galico e rutina mg/orelha).
respectivamente.
3Smallanthus  Folhas Derivados do Extrato aquoso, Oleo de croton. Ambos os
acido clorogénico, extrato polar Edema de extratos
Sonchifolius flavonoides e (MeOH), e orelha(0,125; apresentaram
lactonas extrato de folhas 0,250; 0,500 atividade anti-
(Poepp) H. sesquiterpénicas lavadas mg/orelha). inflamatoria.
Rob (acetona).
‘Vernonia Folhas - Extrato Edema de orelha Apresentou
scorpioides e etanolico (0,0030 a 1,000 diminui¢ao do
flores mg/orelha) edema.
(Lam.) Pers. induzida com 12- Inibigdo
O-tetradecanoil-1- maxima de
13 — acetato 80+5,5%
(TPA) (1,000
mg/orelha)

Fonte: (1) Do autor, (2) Casado et al. (2010), (3) Oliveira et al. (2013), (4) Rauh et al. (2011)

Estudos de trés extratos realizados por Oliveira et al. (2013) na espécie S.

sonchifolius tiveram classes quimicas como derivados de acidos clorogénicos (acido cumarico

e caféico) identificadas em maior porcentagem no extrato polar hidrometandlico (MeOH-

H>O, 7:3, v/v) e em menor quantidade no extrato aquoso. As lactonas sesquiterpénicas foram

identificadas no extrato aquoso e no extrato de lavagem foliar (acetona) em maior quantidade

e nao foram identificadas no extrato polar. Estes trés extratos apresentaram atividade anti-

inflamatéria mesmo com composigdes quimicas distintas pois diminuiram o edema, que foi
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induzido pela aplicagdo do o6leo de créton. O extrato aquoso apresentou uma resposta
estatisticamente significante com uma taxa de inibi¢do (25,9%) em uma maior dosagem
(0,500 mg/orelha).

O extrato de lavagem foliar e o polar apresentaram uma taxa de inibigdo em todas
concentragdes (0,125; 0,250 e 0,500 mg/orelha) sendo que no caso do extrato aquoso os
constituintes quimicos identificados foram em maior parte as lactonas sesquiterpénicas.
Assim, possivelmente as lactonas sesquiterpénicas tiveram a sua contribui¢do no processo
anti-inflamatorio (Oliveira et al., 2013). No estudo desenvolvido por Rauh ef al. (2011) a
inibi¢do do edema de orelha foi provocado por diferentes compostos quimicos presentes na
espécie Vernonia scorpioides (Asteraceae). Estes compostos foram identificados nesta espécie
e sdo os flavonoides (apigenina e luteolina), triterpenos, lactonas sesquiterpénicas e acido
caféico. Sendo que as lactonas sesquiterpénicas foram descritas no trabalho de Recio et al.
(2000) pela sua atividade de inibicdo do edema provocado por TPA. Matos et al. (2021)
relataram que o potencial anti-inflamatorio das lactonas sesquiterpénicas resulta em sua
capacidade de direcionar e inibir varias moléculas proé-inflamatérias em diversas vias
inflamatoérias e prevenir ou reduzir o danos inflamatérios nos tecidos.

No estudo de Jungia paniculata (D.C) A. Gray o extrato hidrometanolico apresentou
atividade anti-inflamatoria e isto foi atribuido a presenga de compostos fenolicos identificados
neste extrato. Da analise por HPLC-UV dos extratos aquoso, metanélico e hidrometanolico
constatou-se que os trés extratos apresentavam contetdo fenolico (Casado et al., 2010). Ao
analisarmos o ensaio de edema de orelha de J. floribunda para os trés extratos (FIGURA 30)
observou-se que somente o extrato foliar livre de tricomas glandulares (hidroetandlico)
apresentou atividade anti-inflamatéria, diminuindo o edema, possivelmente devido aos
compostos fendlicos caracteristicos na familia da Asteraceae (Lopes et al., 2020). O edema
induzido por O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) também pode ser usado para produzir
inflamagdo aguda em camundongos e ¢ um dos constituintes do 6leo de croton (Croton
tiglium L.) (Gorzalczany et al., 2009). Ele produz inflamagao ativando a proteina quinase C
(PKC), por meio de uma interacdo com o diacilglicerol. A PKC ¢ uma proteina quinase
dependente de Ca?" e fosfolipidio, levando a secrecdo celular, expressio e proliferagdo
(Gorzalczany et al., 2009). Gorzalczany et al. (2009) relataram que extratos ricos em
flavonoides de Heterotheca subaxillaris var latifolia da familia da Asteraceae inibiu até 90%

da inflamacao total.
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Ao observarmos os extratos ricos em lactonas sesquiterpénicas (extrato de lavagem e
aquoso) de outras espécies da familia (Oliveira et al., 2013), estes demonstraram atividade
anti-inflamatoria. Os extratos de lavagem foliar e infuso de J. floribunda nao apresentaram
atividade anti-inflamatoria e isso pode ser devido a concentracao utilizada (0,500 mg/orelha),
uma vez que a espécie Vernonia scorpioides apresentou atividade méaxima em 1,000
mg/orelha no ensaio bioldgico (Rauh ef al., 2011). Ou que diferentes substancias presentes
em cada extrato podem agir por diferentes mecanismos, o que pode ter relagdo com o uso da
planta para o tratamento de doencas anti-inflamatérias. Um resumo dos resultados do teste

de edema de orelha e da elastase ¢ apresentado na TABELA 12.

Figura 30 - Ensaio edema de orelha em camundongos.

81 &

0' T 1
NC Indo Dexa Infuso LF EF

Fonte: Do autor. NC — Controle Negativo. Controle positivo- Indometacina e Dexametasona. Extrato aquoso
(infuso), LF — extrato foliar livre de tricomas glandulares (hidroetandlico), EF — extrato de lavagem foliar rico
em lactonas sesquiterpénicas. As amostras foram testadas com uma concentra¢do de 0,500 mg/orelha. Os
resultados foram analisados por ANOVA one-way seguido pelo teste de comparacdo multipla de Dunett e
expressos como médiatEMP. Os simbolos diferentes sugerem diferencgas estatisticas com p<0,05.
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Tabela 12 - Resultados dos testes bioldgicos utilizando os trés extratos das folhas de J.

floribunda
Ensaio Extratos Resultados Anotacao Substancia
Biologico Quimica* Anotada
Elastase Infuso Apresentou inibi¢ao Lactonas costunolido,
sesquiterpénicas, acido
IC50: 81,2484 flavonoides, clorogénico, 1,3
pg/mL acidos fenolicos acido
dicafeoilquinico,
kaempferol -3-
glucuronideo
Lavagem Apresentou inibi¢ao Lactonas costunolido,
foliar a baixas sesquiterpénicas quercetina-3-
concentragdes IC50: ] ramnosil-
38,3+1,2 pg/mL Flayonoides glucosil
Hidroetanolico Inibi¢dao a maiores Flavonoides luteolina,
concentragdes kaempferol-3-
glucuronideo
IC50: 113,1+£22,1
pug/mL
Edema Infuso Nao apresentou Lactonas costunolido,
de atividade anti- sesquiterpénicas, acido
Orelha inflamatoria flavonoides, clorogénico, 1,3
acidos fenolicos acido
dicafeoilquinico,
kaempferol -3-
glucuronideo
Lavagem Nao apresentou Lactonas Costunolido,
foliar atividade anti- sesquiterpénicas quercetina-3-
inflamatoria ] ramnosil-
Flavonoides glucosil
Hidroetanodlico Apresentou atividade Flavonoides luteolina,
anti-inflamatoria na kaempferol-3-
dosagem utilizada de glucuronideo

0,500 mg/orelha

Fonte: Do autor. * Classes que contém as substancias identificadas nos extratos das folhas de J. floribunda
considerando as anota¢des do MetFrag e GNPS em comum e que foram confirmadas pelos dados da literatura.
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6.6 CITOTOXICIDADE

Os valores de IC50 foram calculados para os testes SRB em células da linhagem
CD1059SK, o extrato de lavagem foliar (151,8 + 10,70 pg/ml), infuso (271,9 + 42,9 pg/ml) e
o extrato hidroetandlico (339,9 & 23,6 pg/ml). As curvas de doses-respostas (FIGURAS 31)
foram plotadas de acordo com a quantidade do extrato utilizada em cada teste.

Ao observarmos os trés graficos estes apresentaram valores de IC50 maiores que 100
e menores que 1000 sendo classificados como citotoxicidade moderada de acordo com os
trabalhos apresentados por Prayong ef al. (2008), em que os valores de IC50 em células
HepG2 <100 pg/ml sdo potencialmente citotoxicas, 100 pg/ml <IC50 e HepG2 < 1000 pg/ml
sao moderadamente citotoxicas e IC50>1000 pg/ml sem toxicidade. Prayong et al. (2008)
avaliaram extratos etanolicos a 50% de 14 espécies de plantas utilizadas na medicina popular
de Tai contra células da linhagem de hepatoma humano maligno (HepG2). Um trabalho
apresentado por Anywar et al. (2022) em citotoxicidade de plantas medicinais utilizadas para
tratar pessoas com Aids em Uganda, utilizaram a classificagdo IC50 < 20 pg/ml como
altamente ativo, IC50 = 21-200 pg/ml como moderamente ativo, [C50 =201-500 pg/ml como
moderadamente fraco e inativo se IC50 = > 501 pg/ml. A viabilidade celular foi medida
utilizando a célula glioblastoma humano da linhagem U87.CD4.CXCR4 obtida através do
Instituto Nacional de Padrdoes e Controle Bioldgico para a Aids, Reino Unido. Assim,
podemos considerar os trés extratos de J. floribunda como citotoxidade moderadamente fraca
a moderadamente ativa.

Este resultado de efeito citotoxico moderado foi apresentado em Conyza canadenses
(L). da familia da Asteraceae (Ayaz et al., 2016) em que os extratos considerados
moderadamente ativos apresentaram os valores de IC50 de 84,85 pg/ml e 94,73 pg/ml em
células cancerosas. Para a espécie J. sellowi os valores para os extratos utilizados foram IC50
de 100 pg/ml a 290 pg/ml (Azevedo et al., 2016) e valores IC50=580 pg/ml (Vicente et al.,
2020) que consideraram a citotoxicidade como moderadamente fraca a moderamente ativa.

O extrato hidroetandlico de J. floribunda apresentou menos toxicidade em relagao
aos outros extratos. Esta menor toxicidade pode ser devido a composi¢ao quimica do extrato.
Ayaz et al., 2016 e Pasayeva et al., 2021 relataram que a composi¢do quimica dos extratos
influi no efeito citotdoxico das células. E que as lactonas sesquiterpénicas, esteroides, terpenos
tem um efeito sinérgico na atividade citotoxica. Assim, ¢ provavel que as lactonas
sesquiterpénicas e outros compostos quimicos podem agir de forma sinérgica na atividade

citotoxica. E isto pode ser levado em conta na sua utilizagdo para fins terapéuticos.



Figura 31 — Curva dose/resposta dos extratos em células da linhagem CCD1059SK por 48 horas
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Fonte: Do autor. (a) Extrato de lavagem foliar (IC50:151,8 + 10,70 pg/ml), (b) Infuso (IC50:271,9 =+ 42,9 pug/ml), (c) Extrato hidroetanélico (IC50:339,9 + 23,6 png/ml).
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7 CONCLUSAO

O estudo do perfil quimico dos extratos de Jungia floribunda Less foi realizado
utilizando a plataforma GNPS Molecular Networking, a qual permite fazer a anotacao de
moléculas da espécie investigada com as bibliotecas espectrais presentes na plataforma. Essa
ferramenta em conjunto com o programa MetFrag e dados da literatura permitiu a
identificacdao de estruturas de substancias no modo positivo e negativo de ionizacao, sendo
possivel observar uma dominancia de compostos fenolicos e lactonas sesquiterpénicas. Esses
compostos fenolicos em sua maioria foram classificados como flavonoides e 4cido caféico, os
quais sdo conhecidos por apresentar atividade antioxidante e anti-inflamatdéria. Os
germacranolidos um grupo da classe das lactonas sesquiterpénicas foi identificado nas
anotagdes e ¢ caracterizado por apresentar atividade anti-inflamatoria. Os germacranolidos e
os compostos fendlicos tem sido relatado como substancias que contribuem com a inibi¢do da
enzima elastase. Esses resultados sugerem que a espécie em estudo apresenta compostos
fenodlicos e lactonas sesquiterpénicas em sua composi¢do, € que estes contribuem para a
atividade anti-inflamatéria da espécie o que sugere que esssa espécie estudada, que apresenta

uma citotoxicidade moderada, possa ser usada como planta medicinal pela populagao.
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BG Mode:Cale. from Peak Group | - Event 1
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RT:2536 Al: 1417 KI: 1419 Caryophyllene <(E)->

CAS#: 87-44-5 MF: C15 H24 FW:204  MSD LIB#: 830
CN: trimethyl-8-methylenebicyclo(7.2.0)undec-4-ene <4,11,11->
Synonyms: f-caryophyllene

Source: Hymenaea oil ex Jean Langenheim
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ANEXO B — Infuso

Fragmentos MS2 da estrutura de formula C15sH2002, modo positivo.

Fragmentos MS2 da estrutura de formula C25H24012, modo negativo.
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Fragmentos MS2 da estrutura de férmula C1sH1309, modo negativo.
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Fragmentos MS2 da estrutura de formula C21H15012, modo negativo.
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ANEXO C — Extrato de Lavagem Foliar

Fragmentos MS2 da estrutura de formula C15sH2002, modo positivo.
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Fragmentos MS2 da estrutura de formula C27H30016, modo negativo.

1 T T T T
190 200 210

1
220

T T T T T T T T T T T
230 240 250 mz

Intens.
[%]7
100

80

60

40

20

300.0270

I...Jll

1=
609.1457
L 4

1

8P_1-8_01_2615.d:-MS2(609.1460), 20.0-50.0eV, 4.82-4.83min #853-856

200

T T T T T
400 600 800

1
1000

U 1 U 1
1200 1400 1600 1800 mv'z



	Folha de Aprovacao 1191192

