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Condicoes de andlise: coluna ndo polar (5% difenil,
95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33
mm, 60-300°C, tempo inicial de 1 min, 2°C/min,
tempo fina de 20 min, FID 280°C, géas de arraste
hidrogénio, fluxo da coluna 1mL / min, “split” de
1:100).

Cromatograma-17: CIT do 6leo essencial de Tetradenia riparia Hochstetter

Codd. (extraido por MEFS com aguecimento),
injegdo manual em CGAR-DSM. Condigbes de
andise: coluna nd polar (5% difenil, 95%
dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 mm, 60-
300°C, tempo inicial de 1 min, 2°C/min, tempo final
de 20 min, DSM 300°C, gés de arraste hélio, fluxo da
coluna ImL / min, “split” de 1:100).

Cromatograma-18: CIT do 6leo essencial de Tetradenia riparia Hochstetter

Codd., (extraido por MEFS sem aguecimento).
Condic¢des de andlise: coluna ndo polar (5% difenil,
95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 mm,
60-300°C, tempo inicial de 1 min, 2C/min, tempo
fina de 20 min, DSM 300°C, gés ck arraste hélio,
fluxo da coluna ImL / min, “split” de 1:100).

Cromatograma-19: CIT expandido do 6leo essencial de Tetradenia riparia

Hochstetter Codd. (extraido por MEFS sem
aguecimento). Condicdes de andlise: coluna ndo polar
(5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20
mm x 0,33 nm, 60-300°C, tempo inicial de 1 min,
2°C/min, tempo fina de 20 min, DSM 300°C, gés de
arraste hélio, fluxo da coluna 1ImL / min, “split” de
1:100), e 0 espectro de massas do p- menta2,4(8)-
dieno.

Cromatograma-20: CIT expandido ( & 0,02 a 22,00 minutos) do 6leo

essencial de Tetradenia riparia Hochstetter Codd.
(obtido por coobacéo). Condicdes de andlise: coluna
ndo polar (5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano, 25 m
x 0,20 mm x 0,33 mm, 60-300°C, tempo inicia de 1
min, 2C/min, tempo final de 20 min, DSM 300°C,
gas de arraste hélio, fluxo da coluna 1mL / min,
“split” de 1:100).
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Cromatograma-21: CIT expandido do dleo essencia de Tetradenia riparia

Hochstetter Codd. (1* janela), (obtido por coobac&o).
Condicles de andlise: coluna ndo polar (5% difenil,
95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 mm,
60-300°C, tempo inicial de 1 min, 2C/min, tempo
fina de 20 min, DSM 300°C, gés de arraste hélio,
fluxo da coluna 1ImL / min, “split” de 1:100),
Intensidade dos ions (2* janela) e o espectro de
massas deconvoluido do (tr 9,01 min.) limoneno ( 32
janela).

Cromatograma-22: CIT expandido do 6leo essencia de Tetradenia riparia

Hochstetter Codd. (obtido por coobagéo). Condicdes
de andlise: coluna ndo polar (5% difenil, 95%
dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 mm, 60-
300°C, tempo inicial de 1 min, 2°C/min, tempo final
de 20 min, DSM 300°C, gés de arraste hélio, fluxo da
coluna ImL / min, “split” de 1:100) e o espectro de
massas do tempo de retengéo (tr 41.29 min).

Cromatograma-23: CIT expandido do dleo essencia de Tetradenia riparia

Hochstetter Codd. (1* Janela), (obtido por coobago).
Condicdes de andlise: coluna ndo polar (5% difenil,
95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 mm,
60-300°C, tempo inicial de 1 min, 2C/min, tempo
fina de 20 min, DSM 300°C, gés de arraste hélio,
fluxo da coluna 1ImL / min, “split” de 1:100),
intensidade dos ions (2% janela) e o espectro de
massas deconvoluido do tr 41,335 minutos ( 3°
janela).

Cromatograma-24: CIT expandido do 6leo essencial de Tetradenia riparia

Hochstetter Codd. (1% janela), (obtido por coobacso).
Condicles de andlise: coluna ndo polar (5% difenil,
95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 mm,
60-300°C, tempo inicial de 1 min, 2C/min, tempo
final de 20 min, DSM 300°C, gés de arraste hélio,
fluxo da coluna ImL / min, “split” de 1:100),
intensidade dos ions (2% janela) e o espectro de
massas deconvoluido do (tr 43,920 min.) globulol 6
(3?janela).
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Cromatograma-25: CIT expandido do 6leo essencia de Tetradenia riparia

Hochstetter Codd. ( 1% Janela), (obtido por coobagio).
Condic¢des de andlise: coluna ndo polar (5% difenil,
95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 mm,
60-300°C, tempo inicial de 1 min, 2C/min, tempo
fina de 20 min, DSM 300°C, gés de arraste hélio,
fluxo da coluna 1ImL / min, “split” de 1:100),
intensidade dos ions (2% janela) e o espectro de
massas deconvoluido do (tr 43,506 min.) espatulenol
(3%janela).

Cromatograma-26: CIT expandido do 6leo essencial de Tetradenia riparia

Hochstetter Codd. (1% Janela), extraido por coobacdo
(5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20
mm x 0,33 nm, 60-300°C, tempo inicia de 1 min,
2°C/min, tempo fina de 20 min, DSM 300°C, gés de
arraste hélio, fluxo da coluna ImL / min, “split” de
1:100), intensidade dos ions (2% janela) e o espectro
de massas deconvoluido do tg 50,784 min. ( 3?2
janela).

Cromatograma-27: CIT do 6leo essencial de Tetradenia riparia Hochstetter

Codd. (obtido por MEFS com aguecimento).
Condicles de andlise: coluna ndo polar (5% difenil,
95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 mm,
60-300°C, tempo inicial de 1 min, 2C/min, tempo
final de 20 min, DSM 300°C, gés de arraste hélio,
fluxo da coluna 1mL / min, “split” de 1:100). Em
destaque, expansdo do CIT entre os tr 45,54 e 56,38
minutos ( Oxido de manoila, filocladeno e
abietatrieno).
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INDICE DE ESPECTROS
Espectro-1: E.M. da fenchona, obtido na espectroteca “NIST".
Espectro-2: E.M. do Shiobunol, obtido na espectroteca “NIST”.
Espectro-3: E.M. do abietadieno obtido na literatura (Adams, 1995).

Espectro-4: E.M. do abietatrieno, obtido do 6leo essencial de Tetradenia
riparia Hochstetter Codd. (obtido por coobagdo). Condigdes
de andlise: coluna polar (polietileno glicol, 25 m x 0,20 mm X
0,33 nm, 60-220°C, tempo inicial de 1 min, 2°C/min, tempo
final de 40 min, FID 280°C, gés de arraste hélio, fluxo da
coluna ImL / min., “split” de 1:100), e a leitura de varredura
6867.

Espectro-5: E.M. do Abietatrieno, obtido na espectroteca “NIST”.

Espectro-6: E.M. do tz 90,356min., obtido do déleo essencial de Tetradenia
riparia Hochstetter Cood. (obtido por coobacdo). Condicdes
de andlise: coluna polar (polietileno glicol, 25 m x 0,20 mm X
0,33 nm, 60-220°C, tempo inicia de 1 min, 2°C/min, tempo
final de 40 min, FID 280°C, gés de arraste hélio, fluxo da
coluna ImL / min., “split” de 1:100) e a leitura de varredura
7637.

Espectro-7: E.M. do p- menta-2,4(8)-dieno, obtido na espectroteca “NIST”.

Espectro-8: E.M. do limoneno, obtido na espectroteca “NIST”.

Espectro-9: E.M. deconvoluido do p-cimeno (tr 8,765 min.), ions n/z = 119
e m/z = 134 congtituinte do Oleo essencial de Tetradenia
riparia Hochstetter Codd. obtido apos a deconvolugédo do pico
do limoneno (tg= 9,01 min.).

Espectro-10: E.M do p-cimeno, obtido na espectroteca “NIST”.

Espectro-11: E.M. do elemol, obtido na espectroteca “NIST”.
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RESUMO

Técnicas de extragdes convencionais necessitam de grandes quantidades de materid
e longos periodos de extracdo e aquecimento. A Micro-extracdo em fase sdlida (MEFS)
gpresenta muitas vantagens em relacéo a edtas técnicas ja que € um método mais suave que
ndo gera artefatos, requer pequenas quantidades de amostras, além de ser mais rgpida e
econdmica

No estudo da composi¢do quimica da fracdo voléatil do 6leo essencia de Tetradenia
riparia Hochgtetter Codd. (mirrd), identificamos 115 condituintes (addeido, epdxido,
acetatos, monoterpenos, sesquiterpencs, e diterpenos), sendo: 66 pela técnica de extracdo
por coobacdo, 5 pela técnica de MEFS e 44 com o sistema automético de deconvolucéo e
identificacdo de espectros.

Esse estudo foi baseado na cromatografia gasosa de dta resolucéo, cromatografia
gasosa de dta resolucdo com detetor seletivo de massas e na técnica de MEFS usando
coluna capilar de fase edtaciondria ndo polar e com o programa de deconvolucéo de
espectros, permitindo uma mehor identificagdo de todos os congituintes, inclusve dos
compostos co- € uidos, contaminados e com ruido.

Na avdiacao bioldgica do dleo essencia de mirra este gpresentou se ndo citotdxico,
inativo para pleurisa induzida por carragenina e Lipopolissacarideo (LPS) “in wwvo’, com
aividade antiinflamatdria de 56,69% para edema de paa em camundongos “in vivo’,
aividade tripanomicida para Leishmania amazonesis na forma promastigota com DLsy, =
0,47 mg/mL e Trypanosoma cruzi de 100% na concentracdo de 0,06 mg/mL ., e atividade
antineoplasica em 5 linhagens tumorals.



ABSTRACT

Conventiona extractions techniques use large amounts of materid, long extraction
times and hesting. Solid-Phase Microextraction (SPME) has many advantages in comparison
with these echniques, since it is a softer method than it doesn't generate artefact, requests
smdl amounts of samples, faster and economica techniques.

The dudy the chemica compostion of essentid oil from leaves of Tetradenia
riparia Hochstetter Codd. (mirra), we identified 115 congtituent (aldehyde, epoxide, acetates,
monoterpenes, sesquiterpenes, and diterpenes), 66 was extraction technique for coobacdo, 5
was technigue SPME and 44 was progran of automated mass deconvolution and
identification sygtem (AMDIYS)

This study was based in high resolution gas chromatography, high resolution gas
chromatography of with mass sdective detector and technique of SPME, in the capillary
column of non-polar dationary phase (HP-5) and a Automated Mass Deconvoluiton and
Identification System (AMDIS) was used dlowing better condtituents identification, inclused
co-euted components contaminated and noise.

In the biologicd activity of the essentia oil of mirra showed no cytotoxic, activity for
pleurisy induced by carragenina and LPS "in vivo’, with activity anti-inflammeatory of 56,69%
in the paw edema mice “in vivo’. Activity tripanomicida for Leishmania amazonesis forms
promeastigota with LDsy = 0,47 mg/mL and Trypanosoma cruz of 100% in the concentration
of 0,06 mg/mL., and antitumor activity in 5 tumor cdls.



INTRODUGCAO GERAL

Foi procurando vencer as doencas que a sociedade primitiva comegou a incorporar
a0 2u eenco de terapias, dém de rituais de magias e migticismos, a utilizagdo das plantas do
seu ambiente, selecionando agumas para sua dimentacdo e reeitando outras por serem
prgudiciais ou toxicas. Da mesma maneira, experimentou os vegetais para diviar seus males
ou mesmo seu tédio: usando-os como infusos, chas, beberagens e emplastros. Este método
de tentativa, erros e acertos ou forma empirica de aquisicdo de conhecimento néo deve ser
desprezado, basta lembrar que através dele a humanidade deu seu primeiro passo na direcéo
da medicina popular, surgindo descobertas fundamentais para a sobrevivéncia do homem
(Simdes, 1989).

Encontram-se registros do uso de plantas medicinais em achados arqueol égicos,
citagbes biblicas, poesias, mitologia de gregos e romanos e aé mesmo nas obras de
Shakespeare (Mattos, 1983).

Esses registros do uso das plantas como medicamentos € resultado do acimulo
secular de conhecimentos sobre a agdo dos vegetais por diversos grupos énicos, onde as
espécies utilizadas como plantas especiais diferem conforme as caracterigticas culturais dos
povos.

O interesse pelas ervas® tornou-se muito grande durante os séculos XV, XVI e
XVII, nesta época, surgiram os grandes tratados (dicionarios de ervas®). que reuniam
informagBes botanicas, ingtrugdes para 0 preparo de remeédios, receitas de cozinha e usos
gerais. Na época, os estudiosos da fitotergpia apresentavam agumeas teorias curiosas, uma
delas baseava- se ha semelhanga, ou sgja, cada planta ou cada parte da planta era empregada
na cura de maes que afetavam o 0rgéo humano a que se assemel hava (Mattos,1983).

Assim toda a Europa durante anos fez uso da préaica da medicina popular,
envolvendo plantas baseada na auséncia rea de conhecimento dos seus valores medicinais e
as lembrancgas desta “ignorancid’ persstem até hoje. Além do mais, ha evidéncias de que os
ecravos e camponeses que viviam nas zonas ruras detinham um bom conhecimento,
adquirido por seus ancestrais durante séculos, das propriedades medicinais destas plantas
crescidas em suas localidades.

Entretanto, foi na Inglaterra no find do século XVII einicio do século XVIII, com a
mudanca do feudaismo para o capitaismo, que os produtos de ervas isto €, preparacdes
medicinais pré-embaadas, feitas a partir de plantas em grandes quantidades foram vendidas
a0 publico sem que fosse feito quaquer diagndstico da doenca. O crescimento indudtrid fez
com que houvesse um éxodo rurd, fornecendo oportunidede para inescrupulosos
comerciantes explorarem a ignorancia do povo agora formando a grande classe traba hadora
(essdlariado) que foi perdendo suas ligaghes com 0 campo, mas que acreditavam nos vaores
medicinais das plantas (Simdes, 1989).

* Ervas =Neste trabal ho planta medicinal



Com o passar dos anos, 0 desenvolvimento das navegactes levou aimportacéo de
muitas drogas vindas de todas as partes do mundo, isto tornou impossivel para membros do
publico em gerd, vivendo nas aeas urbanas, disinguir as ervas genuinas e aé mesmo
identificar os curandeiros dos herboristas impostores, ocasonando assm muitas fraudes de
drogas brutas e plantas medicinais. Nesta época surgiram as pilulas de ervas, os remédios
contendo pequenas doses de um grande nimero de extratos de ervas, sendo a posologia
especifica para cada cliente em particular.

Em meados do século XI1X, surgiu o selo de imposto o qua gerou uma enorme fonte
de renda para 0 governo. Assm, como as preparagdes das ervas haviam muitas formulagoes
diferentes baseadas, principamente, em remeédios medievais, dguns deles eficazes outros néo.

Com base nestes conhecimentos acumulados pela medicina popular, os quimicos
sintetizaram milhares de novas substancias, muitas das quais foram rapidamente aproveitadas
na medicina cientifica. Sdo exemplos os barbitdricos, os anestésicos, os antiparasitarios, os
analgésicos. As bebidas estimulantes, como café (Coffe arabica L.), o cha (Thea sinensis
Sms), aerva-mate (Ilex paraguariensis S. Hil.), a cola (Cola spp.), o cacau (Theobroma
cacao L.) e outros (Simdes, 1989).

No comego do século XX surgiram restrigdes a certas curas pela medicina popular
como: cancer, tuberculose e doencas venéreas. O sdo de imposto foi removido e os
principais ingredientes dos produtos eram mostrados no rétulo, expondo as preparacies
fraudulentas. Entretanto, a venda de produtos de ervas permaneceram dtas até 1948. O
sucesso dos novos medicamentos no tratamento de doengas e Sintomas para 0s quais as
plantas medicinais e seus extratos exibiam pouca eficacia, fez com que sua utilizacdo fosse
freqientemente menosprezada e aé ridicularizada por profissonais da &ea de salde
(Shellord. 1987).

Nos ultimos 20 anos, a busca do homem por uma vida mais saudavel fez ressurgir o
interesse pelos remédios de plantas, 0 que deu a oportunidade ao comércio de novos
produtos com embalagens mais araentes e uma ampla faixa de anincios nos meios de
comunicagdo. Infdizmente quase tudo que se tem estrito relacionando plantas e sues
propriedades medicinais é feito por pessoas com pouco conhecimento a respeito e as
informagdes ainda vem sendo tiradas de livros publicados no século passado (Shellard,
1987).

Contudo a stuacéo aua ndo € a mesma de 100-150 anos atrés, em 1968, por
exemplo, foi criada uma legidagdo para um controle maior de todos os tipos de
medicamentos. Entre outras classficages, ficou determinado que toda substéncia organica
sntética necesstava de uma avdiacdo quimica e bioldgica caa e extensa envolvendo
propriedades farmacologicas, toxicidade aguda e crbnica, efeito na fertilidade, respostas
mutagénicas e carcinogénicas, bem como suas propriedades farmacodindmicas e
farmacocinéticas. Os processos de producéo de medicamentos também foram submetidos a
controles de qualidade e quando esta legidacdo tornou-se efetiva para os produtos de ervas,
edtestiveram umallicenca temporéria para poderem ser comercidizados, causando assm uma
crise entre seus produtores (Shellard, 1987).

A pequisa académica trouxe novos conhecimentos, por exemplo: com o
desenvolvimento de modernas técnicas cromatograficas os problemas de controle de
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qualidade puderam ser resolvidos em grande parte. E fundamental a interagio des &reas de
botanica, quimica e farmacologia, pois edtas, abrangem conhecimento indispensavel para a
utilizacdo segura de plantas medicinais.

Hoje, embora cientificamente duvidoso, 0 uso dessas ervas néo se restringe as zonas
rurais ou regides desprovidas de assisténcia médica. O comércio intenso em locais publicos e
a venda de formas smples em farmécias e supermercados sfo fatos que indicam que ervas
estéo sendo utilizadas intensamente no meio urbano, como forma aternativa ou complementar
dos medicamentos da medicina oficid. (Shellard, 1987).

Importéncia da Medicina Popular no Brasl

A utilizacdo das plantas medicinais no Bras| tem origem na cultura dos diversos
povos que habitavam o pais, ocorrendo trés influéncias quais sgam: a do colonizador
portugués, dos indios e dos negros.

A contribuicdo do indio com sua fitoterapia mistica, fundamentd , principa mente no
satdo do Ceard, onde a influéncia do negro foi menor. Um vdioso acervo sobre as
propriedades das plantas de nossa flora foi levado para a Europa pelos jesuitas. Até hoje
vdiosas informacles existen nos sertdes do Ceara onde cultua-se os trés tipos de
meizinheiros*: o0 curandeiro, 0 rezador e O raizeiro, os quais diferem entre S por
caracteristicas bem marcadas.

- 0 curandeiro utiliza garrafadas formuladas com dcool que sSo ministradas aos
enfermos acompanhados de rituais magicos.

- 0 rezador destaca-se pelo poder da orac@o e das préticas magicas, sem a utilizacéo de
remédios.

- 0 raizeiro, vende artigos diversos como: raizes, folhas e cascas de plantas medicinais.

A assmilacdo do conhecimento desses povos representa papel importante para o
surgimento de uma medicina popular rica e original. Porém o uso pouco cuidadoso e afadtade
preocupacdo com o cultivo, leva a exploracdo predatdria de agumeas plantas “milagrosas “ ,
colocando-as em risco de extingdo, como pdr exemplo o ipé roxo (Taubebuia avellanedae
Lorents ex. Grisebach) (S mdes, 1989).

E preciso lembrar que o Brasil possui um bom nimero de espécies vegetais de
renomado uso medicind. Assm mesmo sfo reduzidissmas as descobertas de pincipios
tergpéuticos baseados em nossa flora (Gottlieb, 1983). Como contradicdo é importador de
muitos produtos contendo matérias-primas vegetais, a maior riqueza renovave do pais. Tas
produtos poderiam certamente ser fornecidos por espécies aqui existentes, reduzindo-se a
importacdo e seus honorarios.

O uso dessa matéria-prima vegetd é feito em grande parte peas indidtrias de
extracd0 de Oleos essenciais de vaor aromatizante e anti-séptico, na conservacao de
dimentos indudridizados. Na indigtria farmacéutica e de corantes, um bom exemplo é o
mentol, extraido da Mentha arvensis var. piperascens, utilizado como anti-séptico e 0

* Meizinheiro: Homem que faz ou aplica remédios caseiros



cgpim limé&o (| Cymbopogon citratus ) muito utilizado na indUstria de perfumaria e farmacia
(Shellord. 1987).

Contribuigdes da Botanica, da Quimica e da Farmacologia

As &eas de botanica, quimica e farmacologia detém conhecimentos indispensivels
para a utilizagd segura das plantas medicinais. E funcio dos botanicos providenciar a
identificacdo correta e a descricdo da morfologia das espécies vegetais, dém da compilagéo
de dados em herbarios, onde sfo obtidas informagdes sobre a distribuicdo geogréfica e a
fenologia das mesmas.

Os farmacéuticos e os quimicos especidizados em produtos naturals extraem,
isolam, purificam e identificam os componentes quimicos, e com o auxilio dos farmacologistas
verificam as agdes bioldgicas e farmacoldgicas desses principios ativos e/ou de extratos
vegetals, bem como avaiam a sua eventud toxicidade. Para que se obtenha uma informagéo
segura sobre as plantas medicinais seria fundamenta a unido dos profissonals que atuam nas
&ress de etnoboténica e etnofarmacologia, recolhendo dados junto a populagéo sobre a
utilizac@o das plantas medicinais (Simdes, 1989).

OBJETIVOS

Determinar a composicdo quimica do Oleo essencia de Tetradenia riparia
Hochstetter Codd. extraido por coobagcdo e por microextracdo em fase sdlida (MEFS),
comparar os resultados dessas duas técnicas. Bem como, identificar seus condituintes
utilizando a cromatografia gasosa de dta resolucdo, cromatografia gasosa de dta resolucéo
com o detector seletivo de massas e 0 Sistema automético de deconvoluco e identificacdo de

espectros.

Avdia o efato antiinflamatdrio do 6leo essencia de Tetradenia riparia Hochstetter
Codd. nos mode os de pleurisainduzida por carragenina e Lipopolissacarideo (LPS) “in vivo”
e de edema de pata de camundongos “in vivo’. O efdto tripanomicida em Leishmania
amazonensis, sob a forma promagtigotas e Trypanosoma cruzy , sob a forma trimastigota,
bem como, o efeito antineoplasico “in vitro™.



RESULTADO E DISCUSSAO DO CAPITULO |

A mirra € uma planta aromatica, arbustiva de cheiro forte e caracteristico,
selecionada para cultivo e estudo por ser usada popularmente em Manaus para
tratamento de doencas estomacais.

O cultivo e a coleta do materia utilizado nesta tese foi feita no Centro de
Pesquisa Agroflorestal da Amazénia Ocidental EMBRAPA-CPAA em dezembro de
1996. Em condi¢Bes de experimento essas plantas crescem 1,60m de altura, sdo de facil
reproducdo atraves de estacas, mostram-se tolerantes ao déficit hidrico e tem como
propriedades do tronco e ramos ficarem lenhosos a proporcéo que ficam adultas.

Conhecida popularmente como mirra, foi classificada previamente atraves da
comparacdo de exsicatas (da nossa planta com as do herbario do Jardim Botanico do
Rio de Janeiro ) como Moschosma riparium Hochst. pela botanica Dr2 Elsie Franklin
Guimardes, especialista em Piperaceae e Bidloga do Jardim Boténico do Rio de Janeiro.
Por ndo ser especialista na familia Lamiaceae a Dr2 Elsie nos orientou para enviarmos
uma exsicata para Londres (Inglaterra), aos cuidados do Dr. Harold Harvest, botanco
especialista em Lamiaceae. A planta foi corretamente identificada como Tetradenia
riparia Hochstetter. Codd.

Sua exsicata encontra-se depositada no herbério do Jardim Botanico do Rio de
Janeiro com o nimero de registro RB 331320.(Figura.5, p.19).
Nome popular: Mirra ( em Manaus)
Familia: Lamiaceae
Género: Tetradenia

Espécie: riparia
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Figura 5: Foto da exsicata de Tetradenia riparia Hochstetter Codd, depositada no
herbario de Jardim Botéanico do Rio de Janeiro RB-331320.

Através de consulta bibliogréfica, verificamos que este género é conhecido
com outros nomes: |boza riparia, Tetradenia riparia (Hochst.) N.E.Br e Moschosma
riparium Hochst (como classificado pela Dr2 Elsie ). Fomos orientados, entretanto pelo
Dr. Harold Harvest que apesar dos nomes sinbnimos estarem corretos 0 nome atual
dessa espécie é Tetradenia riparia Hochstetter Codd.

Obtencéo do dleo

Em aproximadamente 5 horas de destilacdo continua, o 6leo obtido, de cor
alaranjada, foi armazenado em vidro ambar a temperatura de 18°C até ser enviado para
o laboratério de dleos essenciais da Embrapa Agroindustria de Alimentos. Esse 6leo
essencia teve um rendimento de 0,39% a partir de 1Kg de folhas frescas.

As determinacfes dos indices fisico-quimicos dos 6leo essenciais, sdo até hoje
consideradas pela industria como indispensaveis para a avaliacdo da qualidade dos 6leos
essenciais. Um exemplo é a Salvia officinalis (dextrégira ) pode ser distinguida da
Salvia triloba (levégira), pelas rotagdes Opticas (Guenther, 1952a). Porém, quando
trabalhamos a qualidade quimica dos 6leos essenciais, essas determinacfes apesar de
Uteis ndo sd0 necessarias. A literatura nos mostra que os indices fisico-quimicos para
identificagcdo dos Oleos essenciais até o aparecimento da cromatografia gasosa acoplada
com detetor seletivo de massas, eram importantes padroes de referéncia, 0 que ndo
ocorre nos trabalhos atuais.
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Entretanto, algumas revistas e jornais exigem esses indices fisico-quimicos,
como € o caso da revista Planta Médica. Por essa razédo medimos o indice de refracéo, a
densidade relativa e a rotacdo Optica do 0leo essencial de Tetradenia riparia Hochstetter

Codd (Tabela 1).

Tabela 1: indices fisico quimicos do 6leo de Tetradenia riparia Hochstetter. Codd.

i ndices Fisico-Quimicos

indicederefragio ~ Rotag&o Gptica

n2’ ap
Oleo Essencial
Tetradenia  riparia 5
Hochstetter ~ Codd 1.2916 -8.88
(estudada) (c, 1.0, EtOH)
Tetradenia  riparia
(William, 1997) 1.4685 +6.4°

(c, 1.0, EtOH)

Densidade relativa

20 3
d o0 g/cm

0,9404

0,8874

0 _ .
Ny - indice de refrago da 4gua destiladaa 20° C e da substanciaa 20° C

a ZDO - Rotac&o 6ptica da dgua destilada a 20° C e da substanciaa 20’ C

d §8 - Densidade relativa da &gua destilada a 20° C e da substanciaa 20° C
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ANALISE DOS CONSTITUINTESQUIMICOSDO OLEO ESSENCIAL DE
TETRADENIA RIPARIA HOCHSTETTER CODD. EXTRAIDOS POR
COOBAGCAO E ANALISADO EM COLUNA DE CROMATOGRAFIA GASOSA
DE POLIETILENO GLICOL (HP-FFAP)

Para uma melhor anadlise do Cromatograma-1(p.22) e do cromatog-ama de ions
totais Cromatograma-2, (p.23), do 6leo essencial de Tetradenia riparia Hochstetter
Codd. (mirra) obtido por coobagdo e analisado em coluna de fase estacionéria polar,

polietileno glicol (HP-FFAP), dividiu-se o cromatogramae o CIT em 4 regides (Tabela
2).

Quando comparamos 0 Gromatograma-1 (p.22) e o Gromatograma-2 (p.23),
observamos uma variag&do na concentragdo dos constituintes da 1° regido cromatogr afica
(monoterpenos), que ocorre provavelmente devido a perda, no armazenamento ou na
injecdo desses constituintes, pois 0s mesmos sdo muito volateis.

Regides Tempo de Retencdo —tg  Varredurano CIT
cromatogr aficas em minutos (SCAN)
1 2,218 a17,095 390 a 1898
2 17,332 a 39,539 1899 a 3803
3 45,873 269,063 3804 a 5998
4 70,431 a 90,356 5999 a 7637

Tabela 2: Divisdo do cromatograma e do CIT do Oleo essencial de mirra, (obtido por
coobacéo). Condices de andlise: coluna polar (polietileno glicol, 25 m x 0,20 mm X
0,33 nm, 60-220°C, tempo inicial de 1 min, 2C/min, tempo fina de 40 min, FID
280°C, gés de arraste hidrogénio, fluxo da coluna ImL / min “split” de 1:100), dividido
em 4 regides.
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Cromatograma-1: CGAR do 0leo essencial de Tetradenia riparia Hochstetter Codd,
(obtido por coobagao) e as marcagdes dos lugares onde eluiram os padrdes de n-alcanos
de C; a G7 . Condicles de andlise: coluna polar (polietileno glicol, 25 m x 0,20 mm x
0,33 nm, 60-220°C, tempo inicial de 1 min, 2C/min, tempo final de 40 min, FID
280°C, gés de arraste hidrogénio, fluxo da coluna 1mL / min “split” de 1:100).
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Cromatograma-2: CIT do 0leo essencial de Tetradenia riparia Hochstetter Codd.(obtido
por coobacdo). Condicdes de andlise: coluna polar (polietileno glicol, 25 m x 0,20 mm x
0,33 nm, 60-220°C, tempo inicial de 1 min, 2C/min, tempo final de 40 min, DSM
300°C, gés de arraste hélio, fluxo da coluna 1mL / min “split” de 1:100).
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No primeiro intervalo de tempo de retencéo (tr 2,218 a 17,095 minutos), todos
0s 14 picos (Cromatograma- 3, p.23) foram identificados por comparacdo automatica e
visual dos espectros de massas obtidos com os das espectrotecas "Wiley,” “NIST” e a
literatura. Porém, apenas 9 picos (a -pineno, canfeno, b-pineno, sabineno, a-felandreno,
a- terpineno, limoneno, b-(Z)-ocimeno e o gterpineno) (64,2%) tiveram suas
identificacdes confirmadas com seus respectivos indice de retencdo relativo. Os 5 picos
restante (35,8%) néo estdo confirmados, sendo 4 deles ( 1,8-cineol, p-cimeno, p-menta
2,4(8) dieno e allo-ocimeno) por ndo terem sido integrados durante a corrida
cromatogréfica, dificultando o célculo de seus indices de retencdo, e 1deles a fenchona
(tr 17,095 min) € um monoterpeno gque aparece como um pico dos mais intensos e com
espectro de massas bem caracteristico (cromatograma-4, p.24), sem deixar dividas nas
comparag0es com as espectrotecas (Espectro-1, p.24). Entretanto, apresenta apenas um
trabalho naliteratura com seu indice de retencéo em coluna HP-FFAP (Comitte, 1997).

17,938 Fenchona

Cia

- Cg _
Cio —
Cu

—C12

-
-
~
-

|

FEE 140 1997 11102035

]
11,195 p - menta 2,4 (8) dieno

1,8 - cineol

p - cimeno

[ Alloocimeno

-
=
=

-
-

]
Cromatograma-3: CGAR da 2 regido (tr 2,218 a 17,095 min.) do 6leo essencial de
Tetradenia riparia Hochstetter Codd. (obtido por coobagdo), com os padroes C; a Cia
marcados. Condicles de andlise: coluna polar (polietileno glicol, 25 m x 0,20 mm x
0,33 nm, 60-220°C, tempo inicid de 1 min, 2C/min, tempo fina de 40 min, FID
280°C, gés de arraste hidrogénio, fluxo da coluna 1ml / min “split” de 1:100).
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Cromatograma 4. Expans3o da 1% regi&o do CIT do dleo essencial de Tetradenia riparia
Hochstetter Codd. (polietileno glicol, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nm, 60-220°C, tempo
inicial de 1 min, 2C/min, tempo final de 40 min, DSM 300°C, gés de arraste hélio,
fluxo da coluna 1ml / min., “split” de 1:100), e 0 espectro de massas da fenchona,
leitura de varredura 1898.
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Espectro 1: E.M. da fenchona, obtido na espectroteca “NIST”

A segunda regido compreendida entre os & 17,332 a 39,539 minutos, dos
hidrocarbonetos Ci4 a0 Ci9 (Cromatogramab, p. 25) , além dos problemas discutidos na
1? regido, comecamos a deparar com outras dificuldades, a reprodutibilidade dos
indices de retencéo relativos, quando comparados com a literatura. Neste intervalo de
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tempo de retencéo, dos 31 picos e seus respectivos espectros de massas, apenas 8 ( a-
copaeno, a- (E)-bergamoteno, (Z)-cariofileno, a-humuleno, borneol, a-muuroleno,
biciclogermacreno e o d-cadineno) (25,8%), foram corretamente identificados, com seus
respectivos indices de retencéo relativos e seus espectros de massas quando comparados
com a literatura (Adams, 1995). Os 23 picos restantes (74,2 %), possuem indices de
retencdes relatados na literatura, com uma faixa de variagdo muito grande, o que na
prética da comparacdo dos indices de retencéo relativos, ndo leva a confiabilidade da
identificag&o.
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Cromatograma 5: CGAR da 2 regido (tr 17,332 e 49,539 min.) do 6leo essencia de
Tetradenia riparia Hochstetter Codd, (obtido por coobacdo), com os padrdes Cis a Cig
marcados. Condicbes de andlise: coluna polar (polietileno glicol, 25 mx 0,20 mm x
0,33 nm, 60-220°C, tempo inicial de 1 min, 2C/min, tempo fina de 40 min, , FID
280°C, gés de arraste hidrogénio, fluxo da coluna 1ml / min., “split” de 1:100).

A terceira regido, apresenta 0 maior numero de substancias eluidas, também
com problemas de reprodutibilidade de indice de retencdo, estd compreendida entre os
tr' 45,873 e 69,063 minutos dos hidrocarbonetos Cig a0 Cy3 (Cromatograma 6, p.27).
Foram obtidos 33 picos, e seus respectivos espectros de massas. Apenas 5 picos
(espatulenal, EPI-a-cadinol, EPI-a-muurolol, a-muurolol e 9EPI-(E)-cariofileno-14-
hidroxi) (15,1%) foram identificados pelos seus espectros de massa e pel os seus indices
de retencéo relativos, uma vez que 0s mesmos, apresentam pequenas variagdes quando
comparados com a literatura (Tabela 3, p.27). Os outros 28 picos (74,9%) dessa regido
apresentaram grande variagdo de indice de retencdo, quando comparados com a
literatura (Martins, 1998, Torquilho, 1997), ou ndo tém seus indices de retencéo
publicados.
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Tabela 3: Substancias identificadas na 3* regido do cromatograma do 6leo essencial de
mirra, obtido por coobacdo (polietileno glicol, 25 m x 0,20 mm x 0,33 mm, 60-220°C,
tempo inicid de 1 min, 2C/min, tempo final de 40 min, temperatura do injetor de
250°C, FID 280°C, hidrogénio, fluxo da coluna de 1mL / min e “split” de 1:100).

Indice de Indicede indicede Indicede

retencéo retencdo retencéo retencéo
Substancia / tr (minutos) relativo relativo relativo relativo

(Lit.1) (Lit.2) (Lit.3)

Espatulenol / 57.057 min 2125 2103 2110 2120
EPI-a-cadinol / 58.375 min 2168 2161 2167 2155
EPI-a-muurolol / 59.346 min 2184 2165 2177 2181
a-muurolol / 60.107 min 2198 2230 2182 2167
a-cadinol / 61.925 min 2229 2218 2224 -

Lit. 1 - (Torquilho, 1995), Lit. 2 - (Martins, 1998), Lit. 3 - (Jean, 1995)

Nessa regido (Cromatograma 6, p.27) encontramos 3 picos com teor acima de
1,4 % cada, sendo que dois deles (t, 62,223 e 64,451min.) ndo conseguimos identificar
pelos seus espectros de massas. O pico de tempo de retencdo 51.326 minutos
(Cromatograma 7, p.27) apresentou um espectro de massas, que apés a busca
automética com a espectroteca da estacao de dados do espectrometro de massas “Wiley”
, forneceu 87 % de probabilidade de ser o shiobunol.

Pela comparagéo do espectro de massas obtido (Cromatograma 7, p.27) com 0
da espectroteca “NIST” (Espectro 2, p.28) e sua fragmentacdo (Quadro 1, p.29),
podemos sugerir que o pico de tempo de retencdo 51.326 minutos € o shiobunol, cuja
fragmentacdo foi proposta por Martins (1998).
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Cromatograma 6: CGAR da 3 regido (tr 39,539 e 69,063 min.) do 6leo essencia de
Tetradenia riparia Hochstetter Codd, (obtido por coobagéo) com os padrdes Cig a Cu
marcados. Condicdes de andlise: coluna polar (polietileno glicol, 25 m x 0,20 mm x
0,33 nm, 60-220°C, tempo inicial de 1 min, 2C/min, tempo final de 40 min, FID
280°C, gés de arraste hidrogénio, fluxo da coluna 1ml / min., “split” de 1:100).
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Cromatograma 7: Expanso da 3% regido do CIT do dleo essencial de Tetradenia riparia
Hochstetter Cood. (obtido por coobacdo). Condigdes de andlise: coluna polar
(polietileno glicol, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nm, 60-220°C, tempo inicid de 1 min,
2°C/min, tempo fina de 40 min, FID 280°C, gas de araste hélio, fluxo da coluna 1ml /
min., “split” de 1:100) e o espectro de massas do shiobunol leitura de varredura 4586.
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Quadro 1: Proposta de fragmentagdo do Shiobunol
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Na quarta e Ultima regido que va do tg 70,431 a 90,356 minutos
(Cromatograma 8, p.30), encontramos espectros de massas com peso molecular néo
muito comuns em 0l eos essenciais, e que caracterizamos como diterpenos (Tabela 4).

Tabela 4: Tempos de retencdo de alguns dos picos encontrados na quarta regido do
cromatograma do 6leo essencial de mirra, (obtido por coobagéo). Condigdes de andlise:
coluna polar (polietileno glicol, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nm, 60-220°C, tempo inicial de
1 min, 2C/min, tempo final de 40 min, temperatura do injetor de 250°C, FID 280°C,
gas de arraste hidrogénio, fluxo da coluna de ImL / min e “split” de 1:100).

Tempo deretencdo  Peso molecular

70.431 min 270
71.211 min 272
72.237 min 272
73.058 min 270
90.356 min 288

Pela comparacdo dos espectros de massas desses tempos de retencdo, com
espectro de massas da literatura (Adams,1995) (Espectro-3, p. 31), identificamos o
abietadieno & 71,211 min. (Cromatograma 9, p.31). E com o espectro de massas da
espectroteca “NIST * (Espectro 5, p.32) e daliteratura (Adams,1995) (Espectro 4, p.32),
0 abietatrieno tg 73,058 min (Espectro 4, p.32).
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78
1.

CUATE
LT
73,297
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Cromatograma 8: CGAR da 4% regido ( tr 70,431 e 90,356 min.) do cromatograma do
Oleo essencial de mirra, (obtido por coobacdo). CondicBes de andlise: coluna polar
(polietileno glicol, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nm, 60-220°C, tempo inicid de 1 min,
2°C/min, tempo final de 40 min, temperatura do injetor de 250°C, FID 280°C, gés de
arraste hidrogénio, fluxo da colunade ImL / min e “split” de 1:100).
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Cromatograma 9: CIT expandido da 4 e Ultima regi&o do 6leo essencial de Tetradenia
riparia Hochstetter Codd.(obtido por coobagdo). Condigdes de andlise: coluna polar
(polietileno glicol, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nm, 60-220°C, tempo inicid de 1 min,
2°C/min, tempo final de 40 min, DSM 300°C, gés de arraste hélio, fluxo da coluna 1ml /
min., “split” de 1:100) e o espectro de massas do abiedieno leitura de varredura 6790.

DB5-2891 KI-2080 ABIETADIENE

CAS#35241-40-8 MF C20 H32 FW 272 L0577

CN Phenanthrene, 1.2,3,4.42,4b,5,6,10, 10a-decahydro-1,1,4a-
trimethyl-7-( 1-methylethyl)-, {4aS-(4a alpha_,4b.beta_, ‘
10a beta.) }- (9CH)

SYNONYMS: Abicta-7,13-diene.

1687 41

27
173
. 1'u' rl! 1?7 291

B 108 18 T 7 T Ty iyt 7 rrrrr
Espectro 3: E.M. do abietadieno obtido na literatura (Adams, 1995)
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Scan 6867 (76.568 min) of miskrad.d

r 285
78000 -
60000
50000 -
40000 185
asopo { ,, il 120
20000 N 143
10000 3 = i

o L I. | g I
40 80 120 180 2p0 Z40
Mass /Charge

173

Espectro 4: E.M. do abietatrieno, obtido do Oleo essencial de Tetradenia riparia
Hochstetter Codd. (obtido por coobacdo). Condices de andlise: coluna polar
(polietileno glicol, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nm, 60-220°C, tempo iniciad de 1 min,
2°C/min, tempo fina de 40 min, DSM 300°C, gés de arraste hélio, fluxo da coluna 1ml /
min., “split” de 1:100), e a leitura de varredura 6867.
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Espectro 5: E.M. do Abietatrieno, obtido na espectroteca “NIST".

Com o peso molecular da substancia obtidos de 6leos essenciais e a regido em
gue €ela se encontra no cromatograma, podemos tentar encontrar sua formula molecular
e calcular o nimero de insaturactes (Sylverstein, 1994).

O pico mais intenso na 4° regido, dos diterpenos, (tr 90,356 minutos) apresenta
um espectro de massas (Espectro 6, p.33) com ion molecular nVz =288 e 16 u. m. a.
maior que o abietadieno mVz = 272 (Espectro 4, p.32). Sugerindo a estrutura do
abietadieno com mais um oxigénio. Sua férmula nolecular ér CyoH320 com 5
insaturagoes.
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Espectro 6: E.M. do & 90,356min., obtido do 6leo essencial de Tetradenia riparia
Hochstetter Cood. (obtido por coobacdo). Condicbes de anadlise: coluna polar
(polietileno glicol, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nm, 60-220°C, tempo inicid de 1 min,
2°C/min, tempo final de 40 min, DSM 300°C, gés de arraste hélio, fluxo da coluna 1ml /
min., “split” de 1:100) e aleitura de varredura 7637.

Como jafoi visto anteriormente pelos trabalhos de (Duarte, 1997; Torquilho ,
1996; Martins, 1998; Luciana 1998, e Porte ,1999), feitos com o do Dr. Ronodl, a
principal dificuldade encontrada no estudo do 6leo essencial em coluna polar é a
confiabilidade dos resultados. Quando comparamos os indices de retencéo obtidos com
os encontrados na literatura.

Essas dificuldades vem sendo observadas na literatura, (relatadas e descritas)
em vérios trabalhos ( Committe, 1978; 1980; 1981; 1984; 1987; 1988; 1990, 1997).

Num trabaho inicia foi formado um “Sub-Committe” o qual estabeleceu que a
fata de repetibilidade dos indices de retencdo estd relacionado a fata de
reprodutibilidade das fases estacionérias das colunas cromatogréficas, ocasionando
problemas na obtencdo da uniformidade dos resultados quando usamos a impresséo
digital (“fingerprint”) de Oleos essenciais em temperatura programada. Logo, era
necessario padronizar a eficiéncia das colunas e suas seletividades, sem usar uma como
fator da outra (Committe, 1997).

Usando indice de retencéo relativo da mistura de seis substancias e aplicando a
essa mistura uma série de calculos mateméticos, Dool (1974), obteve um fator de
polaridade “g-pack”. Este valor varia com os diferentes tipos de fases estacionérias e
sua condigoes.

Baseado no trabalho de Dool, o “sub-committe”, definiu uma metodologia a
ser usada para obtencéo da reprodutibilidade, impresséo digital, dos 6leos essenciais em
coluna de fase estacionaria polar e baixa polaridade em temperatura programada.
Durante esses estudos concluiram que o valor do “gpack” ndo varia com as mudancas
dos pardmetros operacionais, varia com o decorrer do tempo de uso das colunas,
fornecendo uma boa indicacéo de suas condicoes.

Assm o “Sub-Committe” estabeleceu que quando se trabalha com coluna
empacotada que ela sgja feita no proprio laboratério, para um controle maior da fase
estacionéria, ou no caso de coluna capilar que seja fabricada nas mesmas condicoes.
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O que se observa, no entanto, na maioria dos trabalhos envolvendo o uso de
indice de retencdo em andlises de 6leos essenciais € que ndo € citada a ordem de eluicdo
dos constituintes em coluna de fase estacionaria polar, sendo por isso mais utilizada a
coluna néo polar.

Em resumo, devido as dificuldades encontradas e relatadas na literatura, dos 88
picos do 6leo essencial de Tetradenia riparia Hochstetter Codd. e seus respectivos
espectros de massas, somente 22 foram identificadas corretamente. Dentre eles temos:
a-pineno IR 1033 (1,49%), canfeno IR 1076 (1.0%), b-pineno IR 1177 (0,91%),
sabineno IR 1130 (1,47%), a-felandreno IR 1173 ( 0,22%), a- terpineno IR 1186
(0,21%), limoneno IR 1204, (1,29%), b-(Z)-ocimeno IR 1229 ( 0,26%), g-terpineno IR
1247 (0,38%), a-copaeno IR 1495 (0,26%), a(E)-bergamoteno IR 1585 (0,35%), (Z)-
cariofileno IR 1592 (5,51%), a-humuleno IR 1662 (0,26%), borneol IR 1714 (1,52%),
a-muuroleno IR 1729 (0.72%), biciclogermacreno IR 1744 (2,38%), d-cadineno IR
1791 (5,09%), espatulenol IR 2125 (0,24%), EPI -a-cadinol IR 2136 (1,29%), EPI- a-
muurolol IR 2140 ( 1,32%), a-muurolol IR 2198 (1,92%) e o a-cadinol IR 2248
(0,29%), o0 que corresponde a 25% da composi¢cdo do 6l eo.

Pelos motivos descritos acima, resolvemos trabahar apenas com a coluna de
fase estacionaria baixa polaridade (HP-5).



ANALISE DOS CONSTITUINTESQUIMICOSDO OLEO ESSENCIAL DE
TETRADENIA RIPARIA HOCHSTETTER CODD. EXTRAIDO POR
COOBAGCAO E ANALISADO EM COLUNA DE CROMATOGRAFIA GASOSA
5% DIFENIL, 95% DIMETILPOLISILOXANO (HP-5)

O estudo do 6leo essencial em coluna de fase estacionéria baixa polaridade 5%
difenil, 95% dimetilpolisiloxano (HP-5) vem sendo cada vez mais utilizado, uma vez
gue ocorre maior reprodutibilidade dos indices de retencéo.

A literatura mostra diversas listas de ordem de elui¢cdo obtidas em colunas com
fase estacionaria ndo polar e de fabricantes diferentes, o que permite maior
confiabilidade nos resultados de comparacdo de indice de retencéo.

Nesta fase do trabalho o 6leo essencia obtido por coobacdo das folhas de mirra
foi analisado em coluna de fase estaciondria 5% fenil, 95% metilpolisiloxano
(Cromatograma 10, p.36). O indice de retencdo relativo foi feito injetando-se padrdes de
n-acanos C; a C,7, separada e concomitantemente.

A co-injecdo nos fornece maior confiabilidade dos resultados, entretanto temos
gue tomar cuidado com a sobreposicéo de picos. Em nosso trabalho o hidrocarboneto
Cis esta co-eluindo com o monoterpeno cipereno, 0 Gis co-elui com o sesguiterpeno
biciclogermacreno e o Cy7 co-elui com um pico ndo identificado (Cromatograma 13, p.
39). Por este motivo utilizamos as duas técnicas para obtermos os indice de retencéo
relativo dos congtituintes voléteis do dleo essencia de mirra: injegdo dos padrdes, e
injecdo do 6leo com os padrdes.

Tomou-se cuidado para que as concentragfes dos hidrocarbonetos néo
ultrapassassem a escala superior do integrador. 1sso porque verificamos alteracdo nos
tempos de retencdo e consequentemente no indice de retencéo relativo, quando o pico
esta muito concentrado (estourado).

Assim obtivemos os indice de retencéo relativo de todos os picos integrados
(Tabela 7,p.91-97) adquiridos por cromatografia gasosa de alta resolucdo utilizando
seguinte formula:

_ dogtg subst - logtn +n%<100
logt,,n+1- logt;,n 4

IR

IR = Indice de retencéo.
log t g subst =L ogaritmo do tempo de retencéo ajustado da substancia (amostra).

log tgn+1, log tx N = Logaritmo do tempo de retencdo gjustado dos padres posteriores e anteriores da
série homologa.

tr = Tempo de retencdo ajustado da amostra, obtido pela diferenca do tempo de retencdo da amostra —
tempo de retencéo do gas butano.

100 = Interval o entre os nimeros de &tomos de carbono dos padrdes de n-al canos.
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Para identificacdo da composicdo quimica do 6leo essencia de Tetradenia
riparia Hochstetter Codd. fezse também a andlise por CGDSM em coluna ndo polar
(HP-5) e adquiri-se 88 bons espectros de massas no programa “WSEARCH”
(Cromatograma 11, p.37). Desse total conseguimos identificar 66 congtituintes
(Torquilho, 1999).

u : —

Cromatograma 10: CGAR do 6leo essencial de Tetradenia riparia Hochstetter Codd.
(obtido por coobacdo). CondicBes de andlise: coluna ndo polar (5% difenil, 95%
dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nm, 60-300°C, tempo inicial de 1 min,
2°C/min, tempo final de 20 min, FID 280°C, gés de arraste hidrogénio, fluxo da coluna
ImL / min, “split” de 1:100).
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Cromatograma 11: CIT do 6leo essencial de Tetradenia riparia Hochstetter Codd.
(obtido por coobacdo). Condicbes de andlise: coluna ndo polar (5% difenil, 95%
dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nm, 60-300°C, tempo inicial de 1 min,
2°C/min, tempo final de 20 min, DSM 300°C, gés de arraste hélio, fluxo da coluna 1mL
/ min, “split” de 1:100).

Para uma melhor interpretacdo dos dados obtidos neste trabalho dividimos o
cromatograma-10 (p.36) e o cromatograma-11 do 6leo essencia de mirra, em interval os
de tempos de retencéo.

Os componentes identificados em coluna ndo polar (HP-5) do 6leo essencia de
mirra encontramse na tabela-7, p.91-97), com seus respectivos indices de retencdo
relativos e suas percentagens.

No intervalo de tempo de retencdo (tr 1,221 a 15,512 min.) 26 constituintes
foram identificados (Tabela 7, p. 91-92), correspondendo a 47,34% do 6leo estudado
(Cromatograma 12, p. 38). Dentre esses congtituintes temos 15 monoterpenos
hidrocarbonetos e 10 oxigenados ( 1 cetona, 8 alcoois, 1 aldeido ), sendo a fenchona o
monoterpeno predominante com 23,7% de teor.
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Cromatograma 12: CGAR do 6leo essencia de Tetradenia riparia Hochstetter Codd.
(obtido por coobagdo), com os padrbes C; a Ci» co-injetados. Condicbes de andlise:
coluna ndo polar (5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nm, 60-
300°C, tempo inicia de 1 min, 2C/min, tempo finad de 20 min, FID 280°C, gés de
arraste hidrogénio, fluxo da coluna ImL / min, “split” de 1:100).
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Com os espectros de massas e asequéncia dos indices de retencdo relativo,
identificamos no intervalo de tempo de retencéo (tg21,986 a 45,574 min.) um total de 38
substancias representando 34,79% da composicdo do Oleo essencid de mirra
(Cromatograma 13, p.39).
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Nesta regido, temos 25 sesquiterpenos hidrocarbonetos e 15 sesquiterpenos
oxigenados (14 dcoois e 1 cetona).
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Cromatograma 13: Continuacdo do CGAR do 6leo essencial de Tetradenia riparia
Hochstetter Codd. (obtido por coobagdo), com os padroes Ciz a Ci7 co-injetados.
Condicgdes de andise: coluna ndo polar (5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano, 25 m x
0,20 mm x 0,33 nm, 60-300°C, tempo inicia de 1 min, 2°C/min, tempo final de 20 min,
FID 280°C, gés de arraste hidrogénio, fluxo da coluna 1mL / min, “split” de 1:100).

Apébs a interpretacdo dos espectros de massas observamos que ndo haviamos
encontrado 0 sesquiterpeno oxigenado shiobunol, o qual localizamos no estudo da
coluna de fase estacionéria polar (HP-FFAP), (Cromatograma 7, p.27).

Observamos que a separagdo dos sesquiterpenos por CGAR-DSM ndo foi
muito boa. Esse fato em alguns casos ocorre devido a altas concentragcbes das
substancias nessa regido, e principalmente pelo sistema de vacuo do CGAR-DSM. Para
resolver esse problema teriamos que trabalhar com restricdo do vacuo na interface do
sistema, 0 que ndo foi possivel. 1sso explica ndo termos achado o espectro de massas do
shiobunol em coluna de fase estacionaria ndo polar (HP-5). Procuramos entéo,
minuciosamente, na regido dos sesquiterpenos, um espectro de massas com as mesmas

39



fragmentacBes do espectro de massas do shiobunol como na coluna polar (HP-FFAP)
(Cromatograma 7, p.27) e o fornecido pela espectroteca NIST (Espectro 2, p.28).

Assim destacamos 0 espectro de massas do pico de tempo de retencdo 50,47
min, por possuir ions moleculares m/z = 81, n/z = 121 e m/z = 161. Entretanto, como
podemos observar, esse espectro de massas apresenta, além dos ions mencionados
acima, o0 ion a n/z = 84 (cromatograma 14, p. 40) o qual ndo aparece no espectro que
estamos utilizando como referéncia (Cromatograma 7, p.27). Ao caminharmos com o
cursor para alguns minutos adiante encontramos 0 espectro de massas do shiobunol
(Cromatograma 15, p. 41). Sugerindo assim que o shiobunol esta misturado com outro
composto (co-eluido). Como ndo temos dados na literatura sobre este constituinte para
confirmarmos seu indice de retencdo, ndo podemos identifica-lo. Por este motivo o
shiobunol ndo encontra-se listado em nossa tabela de constituintes do 6leo essencial de
Tetradenia riparia Hochstetter Codd.

EHEHEE

|
5 100 130 200 m{z

Header Original Scan List Subtract lon Plot Integrate Add Text

100

90
£ 80
g
S A7
T} 60 .
c 50
L
— 40
B
o 30
'—

20

10 M

,. e A M MLJ.IthJ ol
R Time.Time 11i02 2202 33i02 4405 55:09 66410 T3 88114
Run : data.ms Scan Ho : 4603 Retention Time : 50:47.11
TIC : 4679884 100 % = 371456
400
41 o

4 g4

LI B
@ 70
g 55

60
S

50
[= bt 109
=0 40
£ 43
< 30 79 121

j 161
. ‘ ‘ H |
N
51 147 173 188 207 2oz
0 | hh J”| 1 1 ||. o |||. 1:.31||| |||. [ ! | 11

Cromatograma 14: CIT do Oleo essencial de Tetradenia riparia Hochstetter Codd.
(obtido por coobacdo). Condicdes de andlise: coluna ndo polar (5% difenil, 95%
dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nm, 60-300°C, tempo inicial de 1 min,
2°C/min, tempo fina de 20 min, DSM 300°C, gés de arraste hélio, fluxo da coluna 1mL
/ min, “split” de 1:100) e o espectro de massas do pico com & 50,47 min. leitura de
varredura 4603.

40



Header Original Scan List Subtract lon Plot Integrate Add Text X
100 SL
a0 »>
£ 80 <<
2 qo
5
o 60
= 50
=]
— W
[
S 30
= 20 50149
RTimefTime 4539 16246 17l52 18159 50:06 51113 5219 53125 54i31
Run : data.ms Scan Ho : 4606 Retention Time : 50:49.11 b4
TIC : 1242736 100 % = 75512 —
100 Op
90 { 4 »>
80 €<
© o MI
E 13}
£ o0
o 50
c
3 404 ET
e
<1 30
20
10 51 ‘ |
ol |||| |'|.|'.'.|
50

Cromatograma 15 CIT expandido do 6leo essencia de Tetradenia riparia Hochstetter
Codd. (5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nm, 60-300°C,
tempo inicial de 1 min, 2°C/min, tempo final de 20 min, DSM 300°C, hélio, ImL / min,
“gplit” de 1:100) e o espectro de massas do pico com tr 50,49 min., leitura de varredura
4606.

Na terceira e Ultima regido do & 48,760 a & 79,469min.(cromatograma 16,
p.42), temos apenas dois diterpenos identificados por seus espectros de massas e seus
indices de retencdo, o abietatrieno com teor de 0,04% e o abietadieno 0,38%,
confirmando o resultado da andlise por coluna HP-FFAP. (Cromatograma 9, p.31 e
Espectro-3, p. 31).

Os picos encontrados no intervalo de tempo de retencéo acima do n-alcano Cig
apresentam espectros de massas com peso molecular de diterpenos e correspondem a
7,79 % da composicdo quimica do 6leo essencial de mirra. Os picos de t 64,563 e tr
68,526 sdo bem significativos com 7,16 % de teor, porém ndo foram identificados por
falta de dados na literatura (Cromatograma 16, p.42).
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Cromatograma 16: Continuacdo do CGAR do 0Oleo essencial de Tetradenia riparia
Hochstetter Codd. (obtido por coobacéo), com os padroes Cig a Cxs co-injetado.
Condicbes de andlise: coluna ndo polar (5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano, 25 m x
0,20 mm x 0,33 mm, 60-300°C, tempo inicia de 1 min, 2°C/min, tempo fina de 20 min,
FID 300°C, gés de arraste hidrogénio, fluxo da coluna 1mL / min, “split” de 1:100).

Até o momento tivemos um total de 66 picos identificados que representam
77% da composi¢cdo quimica do 6leo essencial de Tetradenia riparia Hochstetter Codd.

A dificuldade de identificar todos os constituintes de misturas complexas é
comum para os pesquisadores de 6leos essenciais, alguns 6leos essenciais fornecem em
média 150 picos e nem todos os congtituintes sdo identificados com 0s recursos

relatados na literatura e neste traba ho.
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ANALISE DOS CONSTITUINTESVOLATEIS, EXTRAIDOS DE UMA FOLHA
DA ESPECIE TETRADENIA RIPARIA HOCHSTETTER CODD., POR MICRO-
EXTRACAO EM FASE SOLIDA COM E SEM AQUECIMENTO.

Partindo do principio de que a micro-extracdo em fase sdlida (MEFS) é uma
técnica de facil manuseio, répida e ideal para misturas complexas de compostos
organicos voldateis, podendo ser feita com injecdo manual ou automatica em
cromatégrafo gasoso acoplado com detetor seletivo de massas (Fennema 1997), fizemos
analise do 6leo essencial de uma folha seca de Tetradenia riparia Hochstetter Codd.

O objetivo de usar a MEFS foi de tornar a andlise dos constituintes voléteis de
Oleo essencial mais rgpida, porém com a mesma eficiéncia que extraidos pelos métodos
convencionais.

Sem parametros na literatura para o uso da técnica de MEFS em 6leo essencial,
tivemos que estabelecer principamente, as condicbes de temperatura, tempo de
adsorcéo e quantidade de material vegetal. Fixamos a temperatura de 100° C, a mesma
utilizada para extragdo de 6leo essercial por hidrodestilagdo. Variamos em 10, 5 e 3
minutos o tempo de adsorcdo na seringa, de uma folha seca num frasco (selado) de
20mL.

A analise destes 3 experimentos apos 10 minutos de dessorcao térmicaem CG-
DSM, mostrou que ndo houve alteracdo no perfil cromatografico (érea dos picos).
Assim decidimos trabalhar com o menor tempo (3 min) de adsor¢éo na fibra.

Um outro experimento foi a adsor¢do na seringa (injetor automatico), dos
constituintes voléteis de uma folha seca num frasco de 2mL sem aguecimento durante
30 minutos. Para este experimento a dessor¢do térmica (10 min) em CG-DSM, foi feita
por injecdo automatica.

Na analise comparativa dos cromatogramas de ions totais do 6leo essencia
obtido pela técnica de MEFS a quente por 3 min (Cromatograma 17, p.45) e a frio
(Cromatograma 18, p.46) da espécie estudada neste trabalho, observamos uma maior
quantidade de picos na técnica de MEFS a quente (100°C), chegando a misturar as
regides dos sesquiterpenos e diterpenos, tal qual a coobagéo (Cromatograma 11, p.37).
Na técnica de MEFS sem aguecimento observamos uma menor quantidade de
constituintes extraidos.

Apesar das poucas variaveis trabalhadas concluimos que para uma boa
extracdo do Oleo essencial de mirra por MEFS necessitamos de apenas 3 min de
adsorcdo a 100°C e uma folha do material vegetal.

Na andlise comparativa da técnica de MEFS dos constituintes voléteis do 6leo
essencial de mirra, com a técnica de extracdo de Oleo essencial por coobacdo,
observamos algumas vantagens e desvantagens que estéo apresentadas na Tabela 5,

(p.44).
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Tabela 5: Andlise comparativa da técnica de microextracdo em fase solida e a técnica de
extracdo por coobacéo.

EXTRACAO POR COOBACAO

EXTRACAO POR MEFS

VANTAGENS

1. Obtencdo do O6leo essencial para
andises futuras (densidade, indice de
refracdo, etc.) e outros usos.

DESVANTAGENS

1. Aquecimento com &gua (possivel
oxidacao).

2. Tempo de extracdo (de 4 horas até 18
horas).

3. Grande quantidade de matéria

prima (cerca de 1K Q).

4. Possivel perda dos componentes mais
voléteis (monoterpenos).

VANTAGENS

1. Quantidade pequena de Matéria  Prima
(1a2folhas).

2. Tempo de extragéo reduzido

3. N&@o h& perdas dos constituintes mais
vol&eis.

4. Cromatograma sem pico de solvente.

5. Sem formacgéo de artefatos.

DESVANTAGENS

1. Ndo obtencdo do dleo essencial para
andlises futuras (andlises fisico-quimicas
e farmacol gicas).
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Cromatograma 17: CIT do 6leo essencial de Tetradenia riparia Hochstetter Codd.
(extraido por MEFS com aquecimento), injecdo manual em CGAR-DSM. Condi¢des
de andlise: coluna ndo polar (5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x
0,33 nm, 60-300°C, tempo inicid de 1 min, 2C/min, tempo fina de 20 min, DSM
300°C, gés de arraste hélio, fluxo da colunalmL / min, “split” de 1:100).

45

SL
>>
<L




Header Original Scan List Subtract lon Plot Integrate Add Text

100

a0

F|ANMEES

80

70

60

50

40

Total lon Current

30

20

| ol

S No. fean Ho 1001 2001 3001 101 501 501 701 a0b1 aobA 10001 11do1

Cromatograma 18: CIT do Oleo essencia de Tetradenia riparia Hochstetter Codd.,
(extraido por MEFS sem aguecimento). Condi¢bes de andlise: coluna ndo polar (5%
difenil, 95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nm, 60-300°C, tempo inicial
de 1 min, 2°C/min, tempo fina de 20 min, DSM 300°C, gés de arraste hélio, fluxo da
coluna 1mL / min, “split” de 1:100).

Quando expandimos o cromatograma de ions totais, obtido pela técnica de
MEFS com agquecimento, do tempo de retencdo de 1,00 a 11, 00 minutos
(Cromatograma 19, p.47), identificamos mais 2 monoterpenocs, o a-fencheno, e o p-
menta-2,4,(8) dieno, (identificados na Tabela 7, p.92) sendo confirmados pela MEFS
sem aquecimento. Ja no 6leo essencial extraido por coobacdo e analisado por CGAR-
DSM nd os identificamos devido estarem em quantidades muito peguenas
(Cromatograma 12, p.38) e seus espectros de massas ndo estarem bem resolvidos, por
outro lado na MEFS o espectro de massas do p-menta2,4(8)-dieno estd bem nitido
(Cromatograma 19, p.47). Através da comparacdo automatica do espectro de massas da
espectroteca “NIST” (Espectro 7, p.48) e a sequiéncia da ordem de eluicédo do indice de
retencao confirmamos este monoterpeno.

A pouca diferenca entre 0 espectro de massas obtida pela comparacédo
automatica do espectro de massas do p- menta- 2,4(8)-dieno com o espectro de massas da
espectroteca “NIST”, conforme mostra a Figura 6 (p.48), gjuda na identificacdo através
da comparacéo visual.
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Figura 6: Resultado da comparacdo automatica fornecida pela espectroteca “NIST”.
Onde ( A) € o espectro de massas obtido, ( B ) é adiferenca entre o espectro de massas
obtido e o da espectroteca“NIST”, ( C ) € 0 espectro de massas da espectroteca “NIST”.
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Espectro 7: E.M. do p- menta-2,4(8)-dieno, obtido na espectroteca “NIST”.

Neste trabalho obtivemos mais cinco constituintes identificados no oleo
essencial estudado, a-fencheno 1, p-menta-2,4(8)-dieno 2, a-copaeno 3, b-(E)-
farneseno 4 e o cubenol 5, aumentado para 71 0 nimero de constituintes identificados.
Esses terpenos ndo foram identificados na analise por coobacéo o que nds concluimos
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gue na hidrodestilacdo pode ter havido perdas, e que a adsorcdo mostrouse eficiente
para compostos com baixa concentracéo.

IN

><Z/ 1

[~

O resultado desta andlise foi satisfatorio mesmo fornecendo apenas mais cinco
substéncias, pois atingimos o0 objetivo de reduzir o tempo de andlise e a quantidade de
material vegetal.
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IDENTIFICACAO AUTOMATICA DE DECONVOLUCAO DE ESPECTROS
DE MASSAS DO OLEO ESSENCIAL DE TETRADENIARIPARIA
HOCHSTETTER COOD. EXTRAIDO POR COOBACAO E
MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA COM AQUECIMENTO.

O equipamento utilizado neste trabalho, para as andlises cromatograficas € um
modelo CG/DSM 5890/5970, controlado por um microcomputador HP série 9000,
cujo sistema operacional € HP-UX série 9000, o qual ndo permite a utilizagdo do
programa “AMDIS’, bem como do programa de busca automatica da “NIST”. Assim
todos os dados adquiridos pelo HP 9000 foram transferidos por protocolo de
transferéncia de arquivos FTP) para um microcomputador com sistema operacional
“Windows” 98, compativel com os programas “AMDIS” e de buscas “NIST “.

O programa “AMDIS’, é um programa que implementa o método de
deconvolucao e identificacdo automatica de espectros de massas. Tem a capacidade de
ler diretamente os arquivos de dados de espectros de massas oriundos de equipamentos
como HP, o que permitiu a andlise dos mesmos sem que se utilizasse qualquer
conversor de dados.

Buscando agilizar e aumentar o niUmero de picos identificados no éleo essencia
estudado, utilizamos o sistema automético de deconvolugéo e identificag@o de espectros
adquirido no mercado.

Os parémetros de identificagdo na andise de deconvolugcdo de espectros, neste
trabalho, foram escolhidos através da caixa de didlogo do programa para uma melhor
resposta dos resultados. Portanto, o fator de “match” minimo inicia foi de 80 (padréo
do programa), varidvel conforme o resultado obtido e com a intensidade dos sinais. A
faixa de varredura utilizada na aquisi¢do dos dados foi estabelecida de 40 a 400 nvVz. No
l[imite minimo de sinal registrado pelo equipamento, utilizamos 0 modo baixo para
permitir trabalhar com um maior nimero de dados.

Como parametros de deconvolucéo, escolhemos a largura do componente em 8
varreduras, subtracdo de dois picos vizinhos, alta resolucdo e altissima sensibilidade.

As andlises de deconvolugdo foram realizadas para 0 método de extragdo por
coobacéo e para 0 método de micro-extracéo em fase solida com aquecimento (3 min.).
Os resultados obtidos na deconvolucéo confirmaram as substancias ja identificadas e
acrescentaram mais 39 (Tabela 7, p.71-72).

O cromatograma de ions totais expandido, obtido em coluna ndo polar (HP-5)
do dleo essencia de Tetradenia riparia Hochstetter Cood. obtido por coobagéo
(Cromatograma 20, p.52), apresentou no tempo de retencdo (9,01 min.) um pico Unico
identificado através da busca automatica da espectroteca “NIST” (Espectro 8, p.52) e
“Wiley” como limoneno, porém apresenta um “match” baixo (53%).

Quando analisamos um pico obtido pelo CGAR-DSM procuramos seu melhor
espectro, que quase sempre esta no dpice do pico. Deixamos de lado o que chamamos
de interferentes ( ruidos eletrénicos, sangramento de coluna, etc.), mas nem sempre
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esses interferentes sd0 ruidos, podem ser picos co-eluidos ou picos com tempo de
retencdo muito préximo ao da substancia analisada.

Em uma primeira andlise na estacdo de dados do DSM 5790 e depois
utilizando o programa “Wsearch” tivemos alguns exemplos do problema citado acima.

O “Wsearch” reproduz o programa da estagdo de dados que trabalhamos no
espectrometro de massas MSD 5790. Utilizando os mesmos recursos de busca
automatica em espectrotecas “PBM”. A grande vantagem do “Wsearch” é de que o
pesquisador pode trabalhar os espectros de massas em qualquer computador,
desocupando o operador (técnico responsavel pela andlise), o computador do aparelho e
retirando ele mesmo os resultados que melhor Ihe convier.

A literatura mostra que em coluna ndo polar, 0 monoterpeno limoneno sai junto
com 0 p-cimeno e com o 1,8-cineol. Seus indices de retencdo em coluna de fase
estacionaria ndo polar, variam no maximo de 5 unidades (p- cimeno IR 1026, limoneno
IR 1031 e 1,8-cineoal IR 1033 ( Committee, 1993).

O cromatograma 21 (p.53) mostrar como os trés monoterpenos eluiram,
facilitando para 0 analista a visualizagdo da existéncia de mais de um componente neste
pico cromatogréfico, que provavelmente passaria despercebido, pela busca automética
da espectroteca e pelo andista.

A deconvolucdo de espectros mostrou neste tempo de retencéo 8 méximos de
pico, que variam entre 4,4% e 84% de pureza. Utilizando-se do recurso fornecido pelo
programa de deconvolucdo podemos selecionar os ions caracteristicos das substancias, o
gue permitiu uma melhor visualizagdo dos componentes sobrepostos (Cromatograma
21, p.53, 2% Janela).
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Cromatograma 20: CIT expandido ( & 0,02 a 22,00 minutos) do 6leo essencia de
Tetradenia riparia Hochstetter Codd. (obtido por coobac&o). Condigdes de andlise:
coluna néo polar (5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nm, 60-
300°C, tempo inicial de 1 min, 2C/min, tempo fina de 20 min, FID 300°C, gés de
arraste hélio, fluxo da coluna ImL / min, “split” de 1:100).
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Espectro 8: E.M. do limoneno, obtido na espectroteca “NIST”

O processo de deconvolugdo de espectros realizado pelo método “AMDIS’ do
pico tr 9,01 minutos (limoneno), mostrou que o pico ndo € de uma so substancia. Seu
espectro de massas, além dos ions caracteristicos do limoneno apresenta ions m/z = 119
em/z = 134 caracteristicos do p-cimeno, e ions m/z= 108 e m/z = 154 caracteristico do

1,8-cineal (Cromatograma-21,p.53).
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Para melhor visualizacgo selecionamos a cor verde ( ion molecular m/z = 119)
e acor azul ( ion molecular m/z = 134) indicando a presenca do p-cimeno.

O espectro de massas do p-cimeno, obtido quando movemos o cursor para o t
8,765 (Espectro 9, p.54) que pode ser comparado com o espectro de massas do p-
cimeno obtido da espectroteca “NIST” (Espectro 10, p. 54). Uma vez observado que o
p-cimeno estd no inicio do pico do limoneno (Cromatograma 21, p.53), pode-se
comparar seu indice de retencéo relativo com a literatura (Adams, 1995), e confirmar
sua presenca no 6leo essencial de mirra, mesmo em baixissima concentracao.
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Cromatograma 21: CIT expandido do 6leo essencial de Tetradenia riparia Hochstetter
Codd. (1% janela), (obtido por coobacéo). Condicdes de andlise: coluna néo polar (5%
difenil, 95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nm, 60-300°C, tempo inicial
de 1 min, 2C/min, tempo fina de 20 min, FID 300°C, gés de arraste hélio, fluxo da
coluna 1ImL / min, “split” de 1:100), Intensidade dos ions (2% janela) e o espectro de
massas deconvoluido do (tr 9,01 min.) limoneno ( 3% janela).
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Abundance [713] | Scan 791 (8.77 min) and Extracted spectrum {8.765 min)
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Espectro 9: E.M. deconvoluido do p-cimeno (tz 8,765 min.), ionsm/z= 119 en/z
= 134 constituinte do 6leo essencial de Tetradenia riparia Hochstetter Codd. obtido
apos a deconvolugdo do pico do limoneno (tg= 9,01 min.).
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Espectro 10: E.M do p-cimeno, obtido na espectroteca “NIST”.

A presenca do 1,8-cineol também pode ser vista no cromatograma 21 (p.53)
com seus ions m/z = 108 (cor marron) e m/z = 154 (cor amareld). Neste caso
observamos que o 1,8-cineol elui junto com o limoneno, dificultando a deconvolugdo do
Seu espectro para obtencdo de um espectro puro. Assim sendo, verificouse a eficiéncia
do método “AMDIS’, que possibilitou o calculo de seu indice de retencdo (Tabela 7,
p.71). A confirmacdo da identificacdo foi feita pela seqiéncia da ordem de eluicéo dos
monoterpenos listada nas diversas literaturas.

A utilizac&o da deconvolucéo de espectros confirmou a existéncia de p-cimeno
e 1,8-cineol, como visto anteriormente na andlise em coluna de fase estacionaria polar
(HP-FFAP).

Na andlise do dleo essencia de Tetradenia riparia Hochstetter Codd. obtido
por coobacdo, em coluna ndo polar (HP-5), como j& foi visto, ndo teriamos identificado
0 p-cimeno nem o 1,8-cineol pela busca automatica da espectroteca” Wiley”. Por sua
vez, o0 méodo “AMDIS’ demonstrou sua capacidade de identificar substancias com
tempos de retencdo muito proximos e substéncias coeluidas, através da deconvolugéo de
espectros.



Outro exenplo no CIT (coobacdo e MEFS) que mostra a importancia do
“AMDIS’ é no pico com o tempo de retencdo de 41,29 min. Analisado no programa
“Wsearch”, visuamente nesse tempo de retencdo ndo aparece pico definido
(smplesmente uma deformacéo na linha de base), e seu espectro de massas, mesmo
apos extracdo do fundo de ruido, apresenta-se, cheio de impurezas (Figura 7, p.58).
Quando estes picos foram submetidos ao processo de busca automatica “PBM” para
sua provavel identificacdo, obtivemos como resposta substércias que néo
correspondiam ao esperado (substancias caracteristicas de 0leos essenciais).
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Cromatograma 22: CIT expandido do 6leo essencia de Tetradenia riparia Hochstetter
Codd. (obtido por coobacao). Condicdes de andlise: coluna ndo polar (5% difenil, 95%
dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nmm, 60-300°C, tempo inicial de 1 min,
2°C/min, tempo final de 20 min, FID 300°C, gés de arraste hélio, fluxo da coluna 1mL /
min, “split” de 1:100) e o0 espectro de massas do tempo de retencdo (tr 41.29 min).

Ao realizarmos a deconvolucgdo de espectros (programa “ AMDIS’), no tempo
de retencdo 41,29 min (Cromatograma-22), obtivemos um espectro de massas
deconvoluido (Cromatograma-23, p.57) que foi identificado ap6s a busca automatica
com a espectroteca “NIST” (Espectro-11, p.57) como o sesquiterpeno oxigenado
elemol.
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No Cromatograma 23 abaixo, temos o espectro de massas obtido no tempo de retencéo
41,335 minutos( ions na cor preta) e o espectro de massas deconvoluido ( ions na cor
branca), observamos que os ions moleculares m/z = 41, miz =59, m/z = 93, nVz = 107,
m'z =121, m/iz = 135, m/z= 161 e m/z = 189 estdo presentes no espectro que foi
utilizado pela espectroteca “NIST” para busca automética (Espectro 11, p.57).
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Cromatograma 23: CIT expandido do dleo essencia de Tetradenia riparia Hochstetter
Codd. (1* Janela), (obtido por coobacdo). Condicdes de andlise: coluna ndo polar (5%
difenil, 95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nmm, 60-300°C, tempo inicial
de 1 min, 2C/min, tempo fina de 20 min, FID 300°C, gés de arraste hédlio, fluxo da
coluna ImL / min, “split” de 1:100), intensidade dos ions (2% janela) e o espectro de
massas deconvoluido do tg 41,335 minutos ( 3% janela).
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Espectro 11: E.M. do elemoal, obtido na espectroteca “NIST”
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Figura 7: Resultado da comparacdo automética do elemol fornecida pela espectroteca
“NIST”. ( A ) Espectro de massas do elemol da espectroteca “NIST”. ( B )
Demonstracéo da diferenca entre os espectros. ( C ) Espectro de massas do tempo de
retencéo 41.335 minutos (elemol).

Uma comparacdo visual dos espectros da Figura 7 acima, demonstra
semelhanca entre 0s mesmos o que indica que podemos considerar a identificagdo como
correta.

Neste exemplo mostramos como a deconvolucéo de espectros, realizada pelo
programa“AMDIS’, é eficiente na remocdo de interferentes.

Para uma melhor confirmagdo dos ions contidos no espectro de massas do
elemol propusemos sua fragmentacdo (Quadro 2, p.59).

Na identificacdo do elemol os resultados obtidos demonstram que 0 “AMDIS’
foi capaz de monitorar, através da deconvolucéo de espectros de massas, a presenca de
picos com baixissimas concentragdes que aparecem como uma pseudo deformacdo da
linha de base.

H& uma peguena diferenca nos tempos de retencdo quando trabalhamos os
picos no programa “Wsearch” e no “AMDIS’. Esta diferenca ocorre devido a
maximizagao, interpolacdo, centralizacdo e eliminagdo de assimetria de picos feito pelo
método “AMDIS’ para deteccdo dos componentes (Figura 4, p.14).
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Quadro-2: Proposta de fragmentacdo do elemol
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Além do elemol podemos mostrar outros exemplos de identificacdo de
substéncias em baixas concentragdes e com resolucao ruim.

As andlises foram realizadas pelos dois métodos. o tradicional de busca
automatica“PBM” utilizando a estac8o de dados da HP e a espectroteca “Wiley”, e pelo
método “AMDIS’ utilizando a espectroteca “NIST”, para que fosse avaliado o
desempenho de cada um dos métodos na identificacdo dos constituintes volateis do 6leo
essencia de Tetradenia riparia Hochstetter Codd.

Os resultados obtidos foram de que os vaores de “match” para o método
“AMDIS’ é maior para as substancias que possuem picos contaminantes em Sseus
espectros de massas, este fato demonstrou que a deconvolucao de espectros de massas
redizada pelo méodo “AMDIS’, foi eficiente na remogdo de interferentes,
proporcionando uma identificagdo automética dos espectros de massas de maneira mais
eficiente do que pelo método “PBM”, com a tradicional busca reversa de espectros.
Selecionamos algumas substéncias (Tabela 6) para denonstrar o resultado dos “Match”
das identificagdes autométicas.

Tabela 6: Resultado da identificagdo automdtica de alguns constituintes do éleo
essencia de mirra, obtidos por MEFS.

Tr (Minutos) Substancia “Match” “Match”
| dentificada “PBM” “AMDIS’
41290 Elemol 45% 96%
43,506 Espatulenol 42% 88%
43,920 Globulol 66% 76%

A confirmagdo da presenca do sesquiterpeno globulol (tr 43,920 min.), no 6leo
essencia de Tetradenia riparia Hochstetter Codd. sO foi possivel apds a deconvolucéo
de espectro (Cromatograma 24, p.61), que comparou automaticamente o espectro de
massas obtido com o da espectroteca “NIST” (Figura 8, p.62). Como exemplo idéntico
temos o espatulenol (Cromatograma 25, p.63) e todos as substancias que estdo listadas
na Tabela-7, (p.71) e identificadas com a sigla (a ,d) e (b,d).
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Cromatograma 24: CIT expandido do dleo essencia de Tetradenia riparia Hochstetter
Codd. (1% janela), (obtido por coobaco). Condicdes de andlise: coluna néo polar (5%
difenil, 95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nm, 60-300°C, tempo inicial
de 1 min, 2C/min, tempo final de 20 min, FID 300°C, gés de arraste hélio, fluxo da
coluna ImL / min, “split” de 1:100), intensidade dos ions (2% janeld) e o espectro de
massas deconvoluido do (tr 43,920 min.) globulol 6 ( 3% janela).
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Figura 8: Resultado da comparacdo automatica do espectro de massas deconvoluido do
globulol (tr 43,920 min.) com a espectroteca “NIST”. ( A ) Espectro de massas do
elemol da espectroteca “NIST”, ( B ) demonstragcdo da diferenca entre os espectros, (C )
espectro de massas do tempo de retencdo 43,920minutos (globulol 6).
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Cromatograma 25: CIT expandido do 6leo essencial de Tetradenia riparia Hochstetter
Codd. ( 1* Janela), (obtido por coobacdo). Condicdes de andlise: coluna ndo polar (5%
difenil, 95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 nm, 60-300°C, tempo inicial
de 1 min, 2C/min, tempo fina de 20 min, FID 300°C, gés de arraste hélio, fluxo da
coluna ImL / min, “split” de 1:100), intensidade dos ions (2% janela) e o espectro de
massas deconvoluido do (tr 43,506 min.) espatulenol ( 3% janela).
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A Figura 9 mostra a comparacdo automética do espectro de massas do
espatulenol obtido no éleo essencia de mirra com o espectro de massas da espectroteca
13 N I S-I-” .
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Figura 9: Resultado da comparagéo automética do espectro de massas deconvoluido do
espatulenol fornecido pela espectroteca “NIST”. ( A ) Espectro de massas do
espatulenol da espectroteca “NIST”, ( B ) Demonstracdo da diferenca entre os
espectros, ( C ) Espectro de massas do tempo de retencdo 43,506 minutos (espatulenol).

A maior contribuicdo do método “AMDIS’ foi o tratamento de andlise do fator
ruido, porém a maximizacdo de picos como o Unico meio para identificar a presenca de
componentes pode causar problemas (Stein, 2000). Esse tipo de desvantagem deu-se
com o sesquiterpeno shiobunol quando estudado pelo método de deconvolucdo de
espectros no 6leo essencia de mirraem coluna cromatografica ndo polar (HP-5).

No Cromatograma 26 (p.65), temos o pico de tempo de retencdo 50,789
minutos, estudado pelo método “AMDIS’, onde observamos a desvantagem do método
de deconvolucéo de espectros. Ocorreu que 3 componentes maximizaram juntos, logo, o
método reportou um componente e extraiu um Unico espectro (3 Janela). Na 22 Janela,
onde 0 méodo mostra 0 modelo de maximizacdo utilizado par cada ion, observamos
que osionsm/z= 43, m/z= 81 em/z = 84 foram definidos como base da deconvolucéo
do espectro. Desta forma nd&o conseguimos identificar com seguranca 0 pico em
guestdo. A comparagdo automatica com a espectroteca “NIST” (Figura-10, p.66),
forneceu um “match” de 36% ocasionado muito provavelmente pelo ions de nvVz = 84,
gue na nossa concepcdo € um ion interferente, dificultando assim a identificacdo deste
congtituinte.
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Cromatograma 26: CIT expandido do 6leo essencial de Tetradenia riparia Hochstetter
Codd. (1% Janela), extraido por coobacdo (5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano, 25 m x
0,20 mm x 0,33 nm, 60-300°C, tempo inicia de 1 min, 2°C/min, tempo fina de 20 min,
FID 300°C, gés de arraste hdlio, fluxo da coluna 1ImL / min, “split” de 1:100),
intensidade dos ions (2% janela) e o espectro de massas deconvoluido do tg 50,784 min.
(3*janela).
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Figura 10: Resultado da comparacdo do espectro de massas deconvoluido do tempo de
retencdo 50,784 minutos com a espectroteca “NIST”. ( A') Espectro de massas do
shiobunol da espectroteca “NIST”, ( B ) Demonstragéo da diferenca entre os espectros,

( C) Espectro de massas do tempo de retencdo 50,584 minutos.
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Deconvolucao dos diter penos

Os diterpenos sdo substancias pouco encontradas em 0leos essenciais. Na
literatura temos suas identificagdes através de um conjunto de técnicas, apds arduas
extragOes, isolamentos e purificacbes com solventes. Muitos diterpenos séo citados na
literatura, sem seus espectros de massas, 0 que dificulta na identificacdo por CGAR-
DSM ao trabalharmos essas substéancias encontradas em 6leos essenciais.

Nesta parte do trabalho, além da deconvolugcdo dos espectros, tivemos que
utilizar alguns recursos do programa “AMDIS’. A janela de deconvolucéo usada até o
momento que era de 8 varreduras passou para 12, aumentando a varredura em cima do
pico selecionado. Assim encontramos melhores espectros deconvoluidos (mais limpos)
tendo uma chance meior de acertos na busca automatica com a espectroteca “NIST”.

Como exemplo temos o filocladeno. A diferenca entre o espectro de massas
encontrado na espectroteca “NIST”, e da substancia de tr 50,393 minutos € apenas na
intensidade dos ions (Figura 11), que pode ser decorrente da quantidade deste
congtituinte contido no 6leo essencial de mirra. O que sO foi possivel na técnica de
MEFS.

Pela sequiéncia da ordem de eluicdo do indice de retencdo (Adams, 1995)
col ocamos esse constituinte como uma substancia com identificagdo provavel, o mesmo
ocorre com o EPI-laureno, laurenon-2-ona, EPI manool e o abietol citados na Tabela-7,
(p.71) e destacados com simbolo #.
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Figura 11: Resultado da comparacdo automética do espectro de massas deconvoluido do
filocladeno com a espectroteca “NIST”. ( A ) Espectro de massas do filocladeno da
espectroteca “NIST”, ( B ) Demonstracdo da diferenca entre os espectros, ( C )
Espectro de massas do tempo de retencao 50.393 minutos (filocladeno 7).
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Essa dificuldade descrita acima ja ndo ocorreu com os diterpenos oxido de
manoila (Figura 12, p.68) e o abietatrieno (Figura 13, p.69) suas diferencas de espectros
de massas deconvoluidos ndo apresentam muita discrepancia. Quando seus espectros de
massas obtidos no 6leo essencial de mirra, sGo comparados automaticamente com 0s
contidos na espectroteca “NIST” fornecem um “match” acima de 80%. Seus picos no
Cromatograma 27 (p.70), apresentam-se mais significativos (maior quantidade). Com
esse resultado, os indices de retencéo relativo de cada substéncia comparado com os da
literatura (Adams, 1995), obtivemos suas identificacbes confirmadas, e mostramos a
eficiéncia do método de identificacdo utilizado neste trabalho.
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Figura 12: Resultado da comparacdo automética do espectro de massas deconvoluido do
oxido de manoila com a espectroteca “NIST”. ( A ) Espectro de massas do Oxido de
manoila da espectroteca “NIST”, ( B ) Demonstragdo da diferenca entre os espectros,
(C) Espectro de massas do tempo de retencdo 46.814 minutos

Filocladeno Oxido de manoila
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Figura 13: Resultado da comparacdo do espectro de massas deconvoluido do
abietatrieno com a espectroteca “NIST”. ( A ) Espectro de massas do abietatrieno da
espectroteca “NIST”, ( B ) Demonstragdo da diferenca entre os espectros, ( C )

Espectro de massas do tempo de retencéo 48.827 minutos (abietrieno 9).
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Cromatograma 27: CIT do 6leo essencia de Tetradenia riparia Hochstetter Codd.
(obtido por MEFS com aguecimento). Condicdes de andlise: coluna ndo polar (5%
difenil, 95% dimetilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm x 0,33 mm, 60-300°C, tempo inicia
de 1 min, 2C/min, tempo fina de 20 min, FID 300°C, gés de arraste hédlio, fluxo da

coluna ImL / min, “split” de 1:100). Em destaque, expansdo do CIT entre os tg 45,54 e
56,38 minutos ( 6xido de manoila, filocladeno e abietatrieno)

Em resumo, na corrida cromatografica do 6leo essencial de mirra, observou-se
a presenca de vérios diterpenos. Apenas 8 estéo listados na Tabela-7, (p.71), sendo que:
5 encontramrse como provavel substancia identificada, e os 4 restante tem sua

identificacdo confirmada pelos seus espectros de massas e indices de retencéo relativo
comparado com aliteratura (Adams, 1995).
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Tabela 7: Identificacdo dos constituintes do Oleo essencial de Tetradenia riparia
Hochstetter Codd. em coluna de fase de baixa polaridade (5% difenil e 95% dimetil

polisiloxano), (continua).

Componentes IRR de Peso Formula
Area  molecular  Molecular

(E)-2-hexanal @ 854* n.int 98 CsH100
Tricicleno @® 926* n.int 136 CioH1s
a-tujeno @® 931* n.int. 136 CioH1s
a-pineno @®© 938 2,18 136 CioH16
a-fencheno® © 951* n.int. 136 CioH1s
Canfeno @®© 952 1,62 136 CioH16
Sabineno @ ®© 975 2,42 136 CioH16
b-pineno @ ®© 980 1,29 136 CioH1s
Mirceno @ © 992 0,29 136 CioHis
a-felandreno @ ® © 1005 0,11 136 CioH1s
a-terpineno @ ®9 © 1018 0,25 136 CioH1s
p-cimeno @ D © 1026 0,10 134 CioH14
Limoneno @ ® © 1031 2,75 136 CioH16
b-felandreno @9 ®9 © 1031* n.int. 136 CioH1s
1,8-cineol G ®GAD© 1033* n.int. 154 CioH180
(2)-b-ocimeno® ® © 1040 0,57 136 CioH1s
(E)-b-ocimeno @ ® 1050 0,06 136 CioH1s
gterpineno @ 9 © 1062 0,49 136 CioH1s
(2)-Sabineno hidratado @®© 1069 0,06 154 CioH180
p-menta-2,4(8)-dieno (P© 1086* n.int. 136 CioH16
Fenchona @ ® © 1087 19,91 154 CioH16
(E)-Sabineno hidratado @ ® © 1097 0,40 154 CioH10
Linalool @®© 1098 0,07 154 CioH160
b-fenchol @ ®© 1116 1,84 154 CioH160
Mircenol @9 ®9) €D 1118* n.int. 154 CioH150
(E)-pinanol-2 @ G €9 1119 0,10 154 CioH150
(2)-p-menta-2-en-1-ol @ €D 1121* n.int 154 CioH10
Pineno hidratado @ ®: 1121+ n.int 154 CioH150
Neo-allo-ocimeno @ ® © 1128 0,01 136 CioH16
zmiroxido @9 ®: ©d) 1133+ n.int 152 CioH160
Canfora@®© 1144 3,39 142 CioH160
Borneol @ ®© 1166 1,24 154 CioH:160
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‘Tabela 7 Continuacdo’: Identificacdo dos constituintes do 6leo essencia de Tetradenia
riparia Hochestetter Codd. em coluna de fase de baixa polaridade (5% difenil e 95%
dimetil polisiloxano). (continua).

% de Peso Formula
Componentes IRR &ea molecular Molecular
p-menta- 1,5-dienol-8 @4 G €9 1167+ n.int. 152 CioH160
Terpinol-4@®©) 1177 0,94 154 CioH150
Isopinocanfeol @9 ®A €D 1178* n.int 154 CioH150
m-cimen-8-0|@d ®d €d 1180* n.int. 150 CioH140
a-terpineol @ ®© 1189 0,68 154 CioH180
(2)-piperitol @D D €D 1194* n.int 154 CioH150
(E)-piperitol @D D €D 1206* n.int. 154 CioH180
Nerol @9 ®d () 1229* n.int 154 CioH150
(E) acetato crisantenila @9 ®d©d 1236+ n.int 194 CioH150,
Acetato de bornila @9 ©d €D 1286* n. int 196 Ci2H200,
d-elemeno @ ®© 1339 0,18 204 Cis Haa
a-cubebeno @®© 1351 0,06 204 Cis Hog
Eugenol @ ®© 1356 0,04 164 Cio H120,
Ciclosativeno @ © 1368 0,19 204 Cis Has
a-copaeno ® © 1376* n. int 204 Cis Haa
b-cubebeno ¢9) D © 1390* n.int 204 Cis Hos
b-elemeno @ © 1391 0,29 204 Ci5 Hos
Cipereno @ ®© 1398 0,64 204 Cis Hoa
cis-cariofileno @ ®© 1404 3,87 204 Cis Hoa
a-(E)-bergamoteno @ ® © 1436 041 204 Cis5 Hoa
a-guaieno @®© 1439 0,05 204 Cis Haa
b-(2)-farneseno® ®© 1444 0,08 204 Cis Has
a-humuleno @ ® © 1454 0,23 204 Cis Haa
b-(E)-farneseno ® © 1458+ n.int 204 Cis Hog
Diidroaromadendreno @ ® © 1459 0,13 204 Cis Haa
(2)-muurola-4(14),5-dieno @ ® © 1460 0,10 204 Cis Hoa
Alloaromadendreno®® © 1462 n. int 204 Cis Haa
g-muuroleno® ® © 1477 0,08 204 Cis Hos
Germacreno D@ 9 © 1481 0,14 204 Cis Hos
b-(z)-guaieno®? © 1490 n. int 204 Cis Hos
Valenceno®© 1491 0,13 204 Cis Hos
Viridifloreno® © 1493 0,29 204 Cis Hos
Biciclogermacreno®® ®9 © 1494 2,23 204 Cis Hos
a - muuroleno®®© 1499 1,25 204 Cis Hos
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‘Tabela 7 Continuacao’. Identificacdo dos constituintes do 6leo essencia de Tetradenia
riparia Hochstetter Codd. em coluna de fase de baixa polaridade (5% difenil e 95%
dimetil polisiloxano), (continua).

% de Peso Férmula

Componentes IRR aea  molecular Molecular
a-bulneseno®? © 1506* n. int 204 Cis Haa
(E,E)-a -farneseno® 1508 n. int 204 Cis Hag
gcadineno® ® © 1514 0,49 204 Cis Hos
(2)-ghisaboleno® 1515 0,45 204 Cis Has
Endo-1-bourbonol® 1515 0,20 222 Ci5 HosO
Cubebol@% © 1515 n.int 222 Cis Ha60
(2)-calameneno © 1524 0,17 202 Cis Hap
d-cadineno®® 1524 313 204 Cis Has
Cadina-1,4-dieno® ® © 1532 0,07 204 Cis Has
a-cadineno® ® © 1539 0,18 204 Cis Has
a-calacoreno®% ®9) © 1542+ n.int 200 Cis Hao
Elemol@? ®d(© 1549+ n.int 222 Cis Ha60
Germareno B@9 ®9 © 1557* n.int 204 Ci5 Hos
b-cal acoreno®% ®d © 1563* n.int 200 Cis Hao
Nerolidol@® ®D(© 1564* n.int 222 Ci5 Ha60
Ledol@ © 1566* 0,11 222 Ci5 Ho60
Cariofilenol®? 1568* n.inrt 222 Cis Ho0
Germacreno D-4-0/@ ®(© 1575 0,99 222 Ci5 Ho60
Espatul enol@9 9 © 1576* n.int 220 Cis H0
Oxido de cariofileno®? © 1581 0,23 220 Ci5 H240O
Globulol®@ ®9© 1584 0,52 220 Ci5 Ha60
b-copaen-4a-ol @ 1584 0,09 220 Cis H4O
Trans-b-elemenone @ 1600 0,06 218 Cy5 Hp20
b-oploperone @ ®9 © 1606 0,19 220 Cis H240
EPI-cubenol 1,10 @© 1615 0,09 222 Ci5 H60
EPI-cubenol 1@ © 1628 0,09 222 Cis Ha60
EPI-a-cadinol @9 ®d© 1641 0,09 222 Ci5 H260
EPI-a-muurolol @ ®d© 1642 2,59 222 Cis H6O
Cubenol ®© 1643 1,38 222 Cis Ha60
a-cadinol @®© 1652 5,15 222 Ci5 Ho60
EPI-(E)-cariofilenol14 hidroxi 9@ ®© 1665 12,30 220 Ci5 HpaO
a-bisabolol @ 1682 0,18 222 Cis Ha60
a-muuroleno 14 hidroxi®®© 1775 n.int 220 Cis H240
(2)-a-acetato de santalol @9 %) 1783+ n.int 262 Ci7 Ha602
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‘Tabela 7 Continuacao’. Identificacdo dos constituintes do 6leo essencial de Tetradenia
riparia Hochstetter Codd. em coluna de fase de baixa polaridade (5% difenil e 95%
dimetil polisiloxano).

5 -
IRR % de Peso Férmula

Componentes &ea molecular Molecular
acetato de bisaboleno @9 ® € 1786* n.int 264 C17 HogO0
Cedren-13-ol-acetato <8> (@9 ®d© 1795* n.int 262 C17 Ho602
Nootkatone ®9 €9 1800* n.int 218 Cy5 Hp00
EPI-(Z)- acetato de santalol ®® €9 1809* n.int 262 C17 Ho6O0
b-vitivone @9 ©d© 1809* n.int 218 Ci5 H0O
acetato de oplopanonila @9 ®4) © 1881* n.int 280 Ci7 Hg03
Isobornil isobutirato isobutiriloxi GP®DCD 1887+ n.int 310 Cis H3004
EPI-laurene ®?©d # R 1891 * n.int 272 Cyo Hap
Filocladeno @9 ®d €9 4R 2011 * n.int 272 Coo Hap
Abietatrieno @ ®(©) 2053 0,04 270 Coo Hao
Abietadieno @ ®© 2079 0,11 272 Coo Haz
Laurenon-2-one®9 €9 # |R 2107 * n.int. 288 Cyo H3, O
Abjetol ®9 (€9 #IR 2301 * n.int. 288 Cao H3, O

(8) = Conposto identificado pela busca automética das espectrotecas “Wiley”, “NIST”, e a literatura
(Adams, 1995).

(b) = Microextrag@o em fase s6lida com aguecimento

(c) = Microextracao em fase sélida sem aquecimento

(d)=“AMDIS’

n. int. = Pico ndo integrado

* = [ndice de retencZo relativo obtido pela regra de trés, velocidade do papel = cm/min, e a medida da
distancia percorrida em centimetros.

# = Substancias com identificacdes provaveis.

(ad), (b,d) e(c,d) = Sao compostos analisadas com o método de deconvolugdo de espectros

IRR = indice de retenc&o relativo
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EXPERIMENTAL

Coleta e classificacdo botanica da espécie Tetradenia riparia Hochstetter Codd.

A espécie em estudo foi cultivada na EMBRAPA Centro de Pesquisa
Agroflorestal da Amazonia Ocidental de Manaus, em solo Latossolo amarelo, textura
muito argiloso e de baixa fertilidade, pelo pesquisador Antdnio Franco Sa Sobrinho. E
conhecida popularmente como “mirra’.

Classificada primeiramente pela Dr* Elsie Franklin Guimardes, Botanica
especialista em Piperaceae do Jardim Botanico do Rio de Janeiro, como Moschosma
riparium Hochst. (Lamiaceae). Sua exsicata foi enviada ao especiaista em Lamiaceae
Dr. Harold Harvest em Londres para uma correta identificacao.

Obtencao do 6leo essencial

Apoés a coleta, as folhas frescas (1243,5g) foram devidamente limpas (sem
areid), picadas, pesadas e colocadas em um balo de 12 litros, emergidas em agua para
aextracdo do Oleo essencial por coobagdo, com rendimento de 0,39% de 6leo essencial.

Obtencao dos indices fisico-quimicos

A densidade relativa do 6leo essencial foi determinada a 20°C em um
densimetro digital AP PAAR DMA-46 seguindo norma da “American Society for Test
Materials’ (ASTM 4052-91).

O indice de refragdo do dleo essencia foi obtido em refratdmetro do tipo
“Abbe’ da “Bausch” e “Lomb”, segundo a norma da Associacéo Brasileira de Normas
Técnicas (NBR 5785-85).

Rotacdo Optica especifica do 6leo essencial foi determinada em polarimetro
digital, modelo 341-Perkin Elmer, segundo a norma da ABNT, referente ao método de
ensaio de determinagdo de rotacdo Optica e rotagdo Optica especifica em Oleos
essenciais. (NBR 5783-87).

Instrumentacao

A andlise por cromatografia gasosa de alta resolucdo(CGAR) do 6leo essencial
obtido da espécie estudada, foi feita em cromatografo gasoso “Hewlett Packard” 5890,
series |1 integrador 3396 A, em duas colunas de polaridades diferentes, nas seguintes
condic¢oes:

Coluna polar polietileno glicol (HP-FFAP) 25 m x 0,20 mm x 0,33 nm,
temperatura inicial de 60°C, tempo inicial de 1 min, velocidade de aguecimento de
2°C/min, temperatura fina de 220°C, tempo final de 40 min, temperatura do injetor de
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250°C, temperatura do detetor de 280°C, detetor de ionizagdo de chama, gés de arraste
hidrogénio, fluxo da coluna de 1mL / min e razéo “split” de 1:100.

Coluna néo polar 5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano (HP-5), 25 m x 0,20 mm
X 0,33 nmm, temperatura inicial de 60°C, tempo inicia de 1 min, velocidade de
aguecimento 2°C/min, temperatura final 300°C, tempo fina de 20 min, temperatura do
injetor 280°C, temperatura do detetor 300°C, detetor de ionizagdo de chama, gés de
arraste hidrogénio e fluxo da coluna de 1mL / min e razdo “split” de 1:100.

Para andlise de CGAR-DSM dos componentes dos 6leos essenciais, utilizamos
um cromatografo gasoso (HP-5890 séries 1) com detetor seletivo de massas (MSD-
5970) computadorizado (HP-7958 B) com analisador de massas quadrupolar e ionizagdo
por impacto de elétronsa 70 eV.

As condi¢gbes de andlise para cromatografia gasosa de ata resolucdo com
detetor seletivo de massas (CGAR-DSM), foi idéntica a utilizada ra CGAR em coluna
ndo polar (HP-5) com excecdo do gas de arraste, que foi hélio.

Para andlise de Micro-extragdo em fase solida (MEFS) sem aguecimento,
utilizou-se um cromatdgrafo gasoso Varian Saturn 2000 com analisador “lon Trap” e
injetor automatico CX 8200 modo MEFS, com fibra de fase estacionaria
polidimetilsiloxano (100 nm, Supelco). Coluna de fase estacionaria ndo polar 5% difenil
95% dimetilpolisiloxano (HP-5), 25 m x 0,20 mm x 0,33 nmm, as condi¢des de andise
para cromatografia gasosa de ata resolucdo com analisador “ion Trap”, foram idénticas
as utilizadas na CGAR, com excecdo do gés de arraste, que foi hélio.

indice deretencdo

Os padrdes de hidrocarbonetos lineares C; a Cy7 , utilizados para determinacéo
do indice de retencdo, sdo da marca “Aldrich”. As condigdes de andlise para as duas
colunas de fases estacionérias diferentes encontram-se no item (instrumentag&o).

Micro-extracdo em fase sdlida

Na andlise da composicdo quimica do 6leo essencial de Tetradenia riparia
Hochstetter Codd. extraido por microextracdo em fase sdlida (MEFS), utilizamos uma
folha seca da planta, trituradas manualmente para um frasco de 20 ml devidamente
fechado com septo e selador de aluminio. A micro-extracdo em fase solida a quente, foi
efetuada com seringa manual e fibra com fase estacion&ria de polidimetilsiloxano
{100mm de espessura (Supelco) e banho maria, por 3 min. 5 min. e 10 min.

A dessorcao térmica do 6leo essencia de Tetradenia riparia Hochstetter Codd
extraido por MEFS com adsorc¢éo a quente foi feita dentro do injetor do cromatégrafo
gasoso HP 5890 Séries Il a 250°C, com detetor seletivo de massas (MSD-5970)
computadorizado (HP-7958 B), com analisador de massas quadrupolar e ionizagdo por
impacto de elétrons a 70 €V. A coluna capilar utilizada foi com fase de 5% difenil e
95% dimetilpolisiloxano (HP-5) nas mesmas condicdes da andlise por CG-DSM.
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Outro experimento a MEFS sem aguecimento, foi efetuado em aparelho
CGAR-DSM com injetor automatico, sendo a micro-extracdo feita com 60 minutos de
extracdo sem aquecimento e 30 minutos de dessorcdo a 280°C no injetor do
cromatografo gasoso, o restante das condicBes de andlise sdo idénticas as citadas para
CGAR-DSM.

Programas utilizados neste trabalho:

Saturno 2000 com espectroteca NIST 98

“Chemstation” HP com espectroteca de massas Willey

“Wsearch Mass Spectral Search Program” com espectroteca NIST 95 (50.000)
“ Automated Mass Spectral Deconvolution and Idetification System” (AMDIS)

O programa “AMDIS’- “Automated Mass Deconvolution and Identifications
System” versdo 1.0, foi utilizado no auxilio da identificacéo dos espectros.

O controle de aquisicdo de dados foi feito através do sistema “chemwindow”,
instalado em um microcomputador HP 9000. Uma vez que o equipamento é antigo e
utiliza sistema operaciond HO-UX, incompativel com os programas de identificacéo
mais recentes, e que possui midias de armazenamento de dados (disquete, fitas DAT)
ndo intercambiaveis, foi necessaria a utilizacdo de uma conexdo em rede para transferir
os dados para um outro microcomputador, onde foi feita toda a parte de interpretacéo
dos dados.

Os programas citados acima foram instalados em um  microcomputador
“pentium” 111 550 MHz, com meméria“RAM” de 64 MB.
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CAPITULO II

Atividade Antiinflamatoria, Tripanomicida e
Antineoplésica do Oleo Essencial de
Tetradeniariparia Hochstetter Codd.



INTRODUCAO DO CAPITULO I

I nflamacéo

Quando um tecido vascularizado entra em contato com um agente irritante, de
origem quimica, fisica ou hiologica a resposta do organismo sera uma série de eventos
vasculares e cdulares que resultardo nos seguintes estimulos inflamatdrios. rubor, caor, dor,
tumor, podendo levar a perda de funcéo do tecido. A esta resposta damos 0 nome de reacéo
inflamatdria (Rocha e Silva, 1978).

Ege esimulos inflamatdrios levam a liberacdo ou sintese de mediadores quimicaos,
gue tem como objetivo resolver as injUrias causadas pe os estimulos inflamatorios.

A respodta inflamatdria ndo € desenvolvida parainjuriar o organismo, mas Sm, para
permitir que o tecido afetado retorne ao estado saudave.

As dteragbes vasculares iniciamse imediagtamente e desenvolvem-se durante as
primeiras horas apos 0 etimulo inflamatdrio, e consgstem em: vasodilatagdo, aumento do fluxo
sanguiineo seguido por éxtase, aumento de permeabilidade vascular e exsudacéo de plasma.
Egtes eventos tém como principad funcdo facilitar 0 acesso ao sitio inflamatdrio pelos
mediadores plasméticos e cdulas sangliineas (Figura 14, p.79).

A mobilizacdo adequada dos leucocitos circulantes para o locd da injuria €
fundamenta para a defesa do organismo. NO entanto, nOS casos em que O Processo
inflamatdrio é persstente, 0 acimulo de células pode ser lesivo ao tecido.
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Figura 14: Reacdo inflamatdria, fendmeno estereotipado cujos sinais séo rubor, tumor, caor e
dolor. As dteragbes vasculares ( vasodilatagdo, aumento do fluxo sangliineo seguido por
edase, aumento de permesbilidade vascular) iniciam-se imediatamente e desenvolvem-se
durante as primeiras horas goés 0 estimulo inflamatério.

Céulas Envolvidas na Resposta I nflamatéria

Neutr 6filos —Chamados também de polimorfonucleares por possuir o nlcleo multilobulado.
S30 responsavels por responder rapidamente a estimulos, fagocitando e destruindo particulas
edtranhas a0 organismo, como bactérias por exemplo. A interacdo das cdulas endotdiais e
neutrdfilos é crucia no processo inflamatério agudo em resposta ainvasio bacteriana e injuria
tecidual (Abbas, 1996).
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Mononuclear es — Neste grupo de céulas estdo presentes os macréfagos e os linfécitos, que
tem como findidade fagocitar particulas estranhas como microrganismos, macromoléculas e
tecido que estga injuriado ou morto. Sao capazes de sintetizar citocinas (responsaveis peo
recrutamento de outras cdulas inflamatdrias) e produzir espécies regtivas do oxigénio (
responsavels pela morte de microrganismos, mas que, eventualmente, afetam tecidos normais)
(Abbas, 1996).

Eosindfilos — Sdo caracteristicos de doencgas aérgicas e infecgdes parasitarias. Seu papel na
resposta inflamatdria cronica e aguda inclui a liberacdo de citocinas (Wedler, 1994). Em
doencas dérgicas, eosndfilos estéo presentes nos tecidos e fluidos e tem o pape de
promover a patogénese desta doenca.

Modelos Animais Utilizados Para o Estudo da Reacdo I nflamatdria

O rato e o coeho foram durante muito tempo os animais de escolha para estudos
farmacol6gicos do processo inflamatério. Porém a maioria dos anticorpos disponivels para
fenotipagem de cdulas, contra citocinas e moléculas de adesdo foram desenvolvidas em
camundongos. Assm sendo Henriques, 1990, adgptou para camundongos a pleurisa
(Spector, 1956), um modelo inflamatdrio dassco muito utilizado no estudo do processo
inflamatdrio agudo e no “screening” de drogas. Consiste na inducéo de reac@o inflamatéria na
pleura de ratos sem excessva manipulacdo , e que permite a avaiacdo de diversos
pardmetros, como: extravasamento protéico, migracdo de leucocitos e envolvimento de
mediadores quimicos (Mikami, 1983).( Figura 15, p.81)

Desde entéo a pleurisa vem sendo utilizada no estudo de reagOes inflamatorias
induzidas por diversos agentes como: carragenina (Henriques, 1990) e Lipopolissacarideos
(LPS), entre outros. Uma vez que seus mecanismos de acdo ainda ndo estdo totalmente
eclarecidos, este modelo vem sendo utilizado para o estudo imunofarmacol ogico de produtos
naturais (Souza, 1999).

Outro modelo experimental no estudo de reacéo inflamatdria € o modelo de edema
induzido na pata de ratos pelainjegdo de carragenina
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Figura 15: Processo de inducdo de pleurisa em camundongos, que permite a avaliacdo
diversos parametros, como: extravasamento protéico, migracdo de leucdcitos e envolvimento
de mediadores quimicos.

L eishmaniose

As leishmanioses sfo infecgBes causadas por parasitas distintos. E uma doenca
endémica distribuida em aress tropicais e subtropicais sendo que mais de 15 milhdes &
individuos estéo infectados com 400.000 novos casos por ano. A endemia € condderada
como problema de salide publica em vérios paises da América Latina, sendo o Brasil o que
gpresenta a maior incidéncia de Lel shmania tegumentar e viscera (Laison,1987).

O protozoaio do género Leishmania (Kinetoplagtidas Trypanosométidae)
compreende um grupo biologicamente digtinto de microrganismos. Na natureza todas as
leishmanioses sfo transmitidas pela picada de flebotomineos hematdfagos infectados (Diptera:
Psycodidae). Enquanto, algumas espécies sd0 patogénicos para humanos, outras causam
infecgOes gpenas em mamiferos inferiores. No novo mundo, diversas ordens de mamiferos
slvestres e varias egpécies de vetores sdo envolvidos na transmissdo de Leishmania
(Lainson, 1987).

81



Ciclo evolutivo: O parasita gpresenta duas formas no seu ciclo evolutivo: a forma flagelada
denominada promastigota, movel, com um flagelo anterior e na forma amadtigota, sem flagelo.
Quando inoculados no hospedeiro vertebrado pela picada do vetor (mosguito fémea
hematéfaga), os promastigotas infectam os macréfagos, onde se diferenciam em amastigotas.
O curso da infeccéo depende da natureza das respostas imunes do hospedeiro e do parasita.
As diferentes formas clinicas so decorrentes da multiplicagdo da forma amastigota dentro do
macrofago. A doenca cronica em humanos, pode ser localizada (Ieishmaniose tegumentar) ou
disseminada (leishmaniose cutanea difusa) na pele, ou evoluir com metéstase para outros
tecidos (leshmaniose mucosa) e orgéos (leishmaniose viscerd) do hospedeiro (Grimaldi,

1991).

Alguns pesquisadores discutem sobre o controle da doenca que pode ser atingido
interrompendo-se o ciclo de transmissio da infeccdo ou com medidas de protecéo do
hospedeiro. Entretanto por diversos fatores, heterogeneidade populaciond, diversidade
biol6gica das Leishmanias, exigéncia de uma quimiotergpia ainda insuficiente, a fdta de
vacinas e outros, esse controle tem sido umatarefa dificil (Byran, 1994).

Buscando a cura da doenca diversos estudos sdo feitos desde aintrodugéo empirica
dos pentavaentes antimoniais, estibogliconato de sodio (Pentostam 10) e antimoniato de
meglumina (Glucantime 11) ha cerca de 50 anos. Outras drogas dternativas como a
pentamidina 12 (4,4 -diamidinodifenoxipentano) vem sendo utilizada no tratamento das
leishmanioses cutanea e viscerd e a anfotericina B 13 vem sendo utilizado no tratamento das
leishmanioses mucocuténess. Substancias imidazolicos fungicidas como  cetoconazol,
clotrimazol, miconazol, fluconazol e itraconazol também vém sendo testadas na clinica de
leishmaniose (Gomes, 2000).

Na + Sb + Carboidratos Sb + Carboidratos com
com acido glicénico N-metilglucamina
10 11
Il\llH
H2N—COOCH2(CHZ)3CHZOO%—NH2
NH
12
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13

Exise um grande nimero de outros compostos mostrando atividade contra
leishmanias, entretanto ha uma busca de uma droga efetiva contra leishmaniose, com boa

atividade e que ndo cause efeitos colaterais graves.

Buscando um produto natural, que possa servir como modelo para sintese de novas
€ mais promissoras drogas, varias plantas medicinais também sfo usadas para o tratamento
dessa doencas. Araljo (1998) iolou compostos biologicamente ativos, os diarileptanoides
7,3-diidroxi-4-metoxi-isoflavona 14, 2-[ b-(p-hidroxi-fenil)-etil  ]-6-(p-hidroxifenil)-
tetraidropirano 15 e o hidroxi-1,7-bis-(4'-4"-diidroxifenil)-heptano 16, de Centolobium
sclerophyllum (Leguminosae) com atividade Leshmanicida

HO. @)
[iI OH
L@I ORAA®)
HO OH
14 OCHg r

OH

HO OH

A respodta da toxicidade aguda de uma substancia é fornecida por um termo
técnico chamado Dose Letal (DL), que carrega um valor numérico (DLsp), 0 qual
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determina a percentagem dos parasitas que morreram apds uma quantidade especifica da
substéncia (droga).

Trypanosoma cruz

O trypanosoma cruz (T. cruz) é um protozodrio que causa doenca de Chagas,
necessta paa completar o seu ciclo evolutivo, do desenvolvimento em hospedeiros
vertebrados e invertebrados. Amplamente distribuido no continente americano, desde o Sul
dos Estados Unidos até a Argentina e o Chile, é considerado um dos maiores problemas
dessas regides. Estima-se 18 milhdes de individuos infectados com T. cruzy em 21 paises
endémicos e 100 milhdes de pessoas expostas ao risco de infecdo, as quais correspondem a
25% dos habitantes da América Latina (Morel, 1998)

O principa mecanismo de transmissao do protozodrio € o vetor contaminativo (fezes
infectadas). Essa doenca pode ocorrer sem a participacao do inseto vetor (barbeiro), ou sgja
pela via congénita (placentaria), transfusdes e transplantes, sendo capaz de estender-se as
regioes urbanas (Pessoa, 1958).

Durante seu ciclo de vida o T. cruzi assume diferentes tipos morfolégicos e
funcionais, dternando-se entre hospedeiros vertebrados e invertebrados em uma série de
diferentes estagios de desenvolvimento, nos quais a forma tripomeastigota ingerida pelo inseto
diferencia-se na forma proliferativa epimastigota, que acanca o intestino posterior deste,
diferenciando-s2 na forma tripomastigota meteciclica. Dentro das células do hospedeiro
vertebrado, formas diferenciamse na forma amastigota, a qual depois de véarios cilcos
reprodutivos transforma-se em  tripomeastigotas, forma responsavel pela disseminacdo da
infeccéo (Gonzalez, 1997).

No Brasil, a doenga de Chagas pode ser considerada endémica em praticamente
todos os estados. O controle desta doenca através da elaboracéo de programas, priorizou a
eliminacdo da transmissio vetoria, por meio de inseticidas com agéo residud nas habitages
infectadas e a melhoria das condigdes de habitacdo (Silveira, 1994). Estima-se que 5 milhdes
de brasileiros possuem doenca de Chagas. Uma cura para doenca de Chagas € uma longa
busca da medicina (WHO, 1995).

Muitas décadas se passaram desde que Chagas (1909) diagnosticou o primeiro
caso desta doenca. A introducdo dos primeiros medicamentos, Nifurtimox 17 e o
Benzonidazol 18 ocorreu no find dos anos 60 inicio de 70. Sabe-se que ndo h& ag&o curativa
na fase cronica da doenca, e que a eficiéncia dessas drogas varia com a cepa do parasita, S50
drogas muito téxicas que causam s&ios efetos colaterais. Progressos tem sido feitos no
sentido de uma terapia mais raciona, com a identificacdo e caracterizacd de novas
substancias (Croft, 1999).
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Dentro do contexto da busca por novas drogas anti- parasitérias, com maior eficacia
e menor toxicidade existem duas classes de compostos sintéticos: as amidinas (. compostos
organicos caracterizados pelos grupos C=N e C-N) eosmesidnicos 19  ( Compostos que
possuem em sua edrutura um and aromético heterociclico de cinco ou seis membras,
gpresentando uma carga parciad postiva, baanceada por uma negativa em um grupo ou
atomo exociclico (carbono a do and benzénico).

Produtos naturais podem ser fonte de novas drogas com dta atividade e baixa
toxicidade. Plantas vém sendo usada para tratamento de diferentes doengas. Recentemente
foram testados, 79 extratos de diferentes familias de plantas, contra Trypanosoma cruzi e
Trichomonas vaginalis “in vitro”’, onde 18 delas gpresentaram  aividade tripanomicida
contra Trypanosoma cruz forma epimastigotas (Serrano,2000).

Plantas com Atividade Antitumoral

Ha muitos anos que as plantas vém sendo usadas para o tratamento de tumores
cancerigenos, porém somente a patir de 1959 € que vem sendo feito um estudo dos
extratos, resnas e dos componentes isolados de agumas plantas e suas atividades contra
tumores em animais. Dados da Organizacdo Mundid da Salde (OMS) estimam que 80%
populacdo mundid, principdmente nos paises em desenvolvimento, utilizam plantas
medicinais, como tratamento popular, para aendimento primaio da salde (Phillipson,
1994).

Existem exemplos interessantes do estudo quimico de algumas plantas
fornecendo uma enorme variedade de estruturas com atividade antitumord, tais como:
iridéides, dcadides, flavonGides e outros. Esses estudos também mostram que os
sequiterpenos em sua grande maioria apresentam atividade antitumoral e citotoxica:
como pbr exemplo o Molefantinina 20 extraido de Hymenoclea salsola (Compositae)
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apresentando atividade em linhagem WM, o Ambrosina 21 extraido de Hymenoclea
salsola, exibiu atividade na linhagem R 388 (antileucemica, Torrance et d. 1975) e
outros compogtos da familia dos germacrenos. Os diterpenos também vém representando
uma classe de terpenos com atividade antitumoral. O diterpeno que tem atividade
sgnificativa contra tumores metagtaticos de mama € o taxol 22 obtido da casca de Taxus
brevifolia por Wani, 1971 ( Goodman, 1966).

o) CHs H
g
—OCOC=CHCHjs
O
A O/
20 O 21

Atividade Far macol6gica dos Oleos Essenciais

O uso de subgténcias naturais provenientes diretamente de plantas, como as
essfncias e as fragrancias € historico. HA mais de seis mil anos os egipcios ja conheciam o
poder das substéncias arométicas utilizadas para embalsamar seus mortos, também as
citagbes da Biblia relatam o0 uso de incensos. Esse conhecimento se expandiu ao longo dos
seculos em diversas culturas e popularizou o uso de Oleos essencias (Guenther, 1952 a).

No século XIX ja era conhecida a propriedade anti-séptica protetora dos 6leos
essenciais das plantas. O uso se fazia pela utilizagdo de plantas inteiras ou partes
especificas das mesmas (como por exemplo das flores), bem como pelo emprego de
resinas e gomas naturais que exsudavam normamente agpds dguma injuria causada a
planta. Na mesma época surgem as primeiras pesquisas cientificas sobre a atividade
antimicrobiana dos 0leos essenciais (Erickson, 1976).

O uso aud de velhas plantas de uso medicina nos grandes centros € feito em
grande parte por indlidtrias de extracdo de Oleos essenciais de vaor arométizante e anti-
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séptico, na conservacdo de alimentos industrializados, na industria farmacéutica e de
corantes.

Va&ios Oleos essenciais, e diversas drogas contendo dleos essenciais, S0
empregados por exemplo, como rubefacientes, sedativos, expectorantes, diuréticos, anti-
sépticos, desinfetantes, como aditivos dimentares (esséncias de aimentos, doces, baas,
bebidas e condimentos), como esséncia e agentes arométizantes de perfumes, cosmeticos e
produtos de uso doméstico (sabdes, detergentes, desinfetantes, insgticidas e outros), na
indUstria farmacéutica, com fins terapéuticos ou como substancias mascaradoras do gosto
desagradavel de certos medicamentos. Além disso muitos 8o utilizados na indlstria como
fonte de obtencdo de terpendides ou matéria-prima para modificacdo quimica, gerando via de
regra produtos que, em Ultima ingténcia, serdo aplicados com a findidade de mimetizar os
aromas e 0s sabores naturais (Sticher, 1977).

Pesquisas recentes mostram as atividades antifungica (Pattnaik, 1997), antimaarica
(Campbdl, 1997) e anticonvulsivante (Souza, 1997) de 0Oleos essenciais, mas poucas S0 as
gque exploram sua dividade antiinflamatdria Santos em 1997 mostrou uma atividade
andgédica e antiinflamatoria do dleo essencid de Psidium guianense . Siani em 1998 estudou
o efeito farmacol 6gico do dleo essencia de 5 espécies de Protium.

Levatamento bibliografico da corrdlacdo da composicdo Quimica e Atividade
Farmacol6gica da espécie estudada (Tetradenia riparia Hochstetter Codd.), que
apresenta sinbnimos como: |boza riparia N. E. Br , Moschosma riparium e
Tetradenia riparia (Hochst) N.E.Br.).

A literatura reporta que 0s compostos responsavels pelas propriedades terapéuticas
da espécie (Tetradenia riparia Hochstetter Codd.), que apresenta sinénimos como: 1boza
riparia N. E. Br , Moschosma riparium e Tetradenia riparia (Hochst) N.E.Br.), em
grande maioria s3o os diterpendides, extraidos de suas partes aéreas (folhas).

Também foram isolados dessa espécie outras substéncias tais como; stosterol
(Zdnik, 1978), esterdides, estigmasterol e campesterol (Van Puyvelde, 1981).

Para dar uma idéia das inimeras atividades farmacol bgicas dessa espécie, decritas
naliteratura, relacionamos abaixo a estrutura isolada com a parte estudada.

7a-HIDROXIOILEANONA

Com peso molecular CyHxO, o0 7a-
hydroxioileanona foi o primero diterpendide
isolado de 1100g das folhas secas de Iboza
riparia, extraido na fracd hexano CgHs
(1:1), seu rendimento ndo foi mencionado
(ZdniK, 1978).
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IBOZOL

R =b-OHH

UMURAVUMBOIL IDE

Edte diterpendide foi extraido das folhas secas
(1100g) de Iboza riparia com peso molecular
CooHz40- sendo isolado na  fragéo
CsHs/Me,CO (19:1) com rendimento de
13,79.

N& possui dividede antitumord para
Leucemia linfécitica P 388 na dose de
200mg/Kg (Zenik, 1978).

R, = COM.: R,=R,=P1!

DEACETILUMURAVUMBOLIDE

Ry

O umuravumbolide com férmula molecular
C14H200,4 € uma a-pirona isolada das folhas
secas, trituradas em po fino, de Iboza riparia,
extraida na fracdo CHCL apresentado
rendimento de 0,13% (Puyvelde, 1979).

0

DEACETILBORONOLIDE

OH

CH

OH

Eda substéncia com formula molecular
C12H200s foi isolada das folhas secas (1K g),
trituradas em po fino, de lboza riparia na
fracdo CHCl, — MeOH (99:1) apresentando
rendimento de 0,11% (Van Puyvelde, 1979).

@)

OH

1'2"-DIDEACETILBORONOLIDE

OH

E também uma a -pirona de formula molecular
Ci12H200s, isolada da folhas secas, trituradas
em po fino, de Iboza riparia que apresentou
na fracdo CHClz -MeOH (19:1) um
rendimento de 0,06% (Van Puyvelde, 1979).

ORy
R;=R,=H; R;=Ac

OR;

E uma a-pirona com formula molecular
C14H20¢ isolada das folhas secas, trituradas
em pod, de Iboza riparia , extraido na fracdo
CHCl;-MeOH (93:7) apresentando
rendimento de 0,07% (Van Puyvelde, 1981).
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8(14),15-SANDARACOPIMARADIENO-7a,18-DIOL

Edd subgtdncia € um diterpeno diol com
formula molecular CyH3,0O, extraido das
folhas secas de |boza riparia , que apresentou
0,9% de rendimento no extrato CHCL (De
Kimbe e ad, 1982). Essa substancia
goresentou  atividades antimicrobiana  para
diversas bactéias gram podtivas, gram
negativas e adguns fungos (Van Puyvede,
1986), antiespasmodica  (Van Puyvelde,
1987) e antitrichomonas (Hakizamungu,
1988).

8(14),15-SANDARACOPIMARADIENO-2a -DIOL

TETRADENOLIDE

Extraido das folhas secas (5220), trituradas em
po fino, foi isolado na fragcdo AcCEtO com
rendimento de 0,05%. Formula Molecular
C20H3202. (Vm RJde de, 1987)

0

OH

TERPENOS

Esta é a menor a-pirona isolada no extrato
cloroformico das folhas secas de Tetradenia
riparia, gpresentou rendimento de 0,01% e
Formula Molecular Ci,H150,4. (Van Puyvelde,
1998).

O Oleo essencia das folhas de Tetradenia
riparia  Hochst. goresentou  atividade
antimadarid in vitro (Campbell, 1997).
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RESULTADOSE DISCUSSAO

Atividade antiinflamatoria

O efeito citotoxico do dleo essencid de Tetradenia riparia Hochstetter Codd foi
avaiado através daincubacdo do mesmo com hemécias de carneiro durante 4 e 24 horas.

Apos 4 h de incubagdo o Oleo essencia de mirra ndo apresentou hemdlise, no
entanto apresentou uma hemadlise parcid apds 24 h.(Figura 16, p.91). Esse resultado foi
considerado satisfatorio (ndo causou hemalise) , podendo o dleo ser estudado para outros
fins

Inicidmente a aividade antiinflamatdria do 0leo essenciad de mirra foi estudada
através da avdiacdo do seu efeito sobre a producdo de oxido nitrico “in vitro” gpds injecéo
intrgperitond  de tioglicolato 3%, em cdulas da cavidade peritonea de camudongos
estimulada com LPS (30ng/mL) (Figura 21, p.95) na dose de 1ng/poco, 10 ng/poco e 100
no/poco por 24 h. Os dados fornecidos pela Tabela 8, (p. 95) mostram o percentua de
células vivas, nas concentragBes citadas acima, utilizado para o cadculo do percentud de
inibicdo. O resultado foi excelente! O dleo essencia de mirra apos o0 periodo de incubacéo
inibiu 95,89% na dose de 1 ng/poco e 99,22% na dose de 10 ng/pogo.

Como jafoi dito naintroducéo desse capitulo, apds um estimulo inflamatdrio ocorre
um extravasamento protéico. Este foi avdiado em camundongos (Swiss machos), apés 1 hora
da administracdo ord (100mg/Kg) do dleo essencid de mirra. Onde injetamos por via
endovenosa Azul de Evans (0,05%), passadas 24 horas, 0S mesmos animas, receberam
injecdo intratoracica de carragenina ( 300ng/cavidade) e LPS ( 250ng/cavidade).
Passadas 4 horas, dainjecéo de carragenina e 24 horas dainjecdo de LPS, os animais foram
sacrificados por indacdo de CO,. A cavidade torécica foi lavada com 1 mL PBS
heparinizado e o lavado foi utilizado para contagem de leucocitos totais e citoesfregaco. Os
resultados obtidos demonstram que o 6leo essencid de mirra néo apresentou efeito inibitorio
sobre migrac@o de leucdcitos induzidos pela injecéo intratoracica de carragenina, (Figura 18,
p. 92), nem no aumento de permeabilidade vascular, demonstrada pelo azul de Evans (Figura
17, p.91 ). O mesmo foi observado para a atividade inflamatéria induzida por LPS (Figura
19, p.93).

Deuse prosseguimento aos testes e foi feito a atividade antiinflamatdria “in vivo”,
sobre 0 edema de pata de camundongos induzido por carragenina (300ng/pata). O teste foi
redlizado na pata esquerda traseira do rato, gpos 1 hora da administracéo oral (100mg/Kg)
do dleo essencia de mirra. A pata direitafoi o controle da reacéo e recebeu 50 i de sdlina
estéril. ApGs 4 horas do estimulo as patas foram levadas a um medidor digital para avaiacéo
do edema Nesse experimento sdo utilizados 10 animals grupo e o caculo foi feito pela
diferenca de leitura do volume das patas (esquerda inflamada e direita controle). O tratamento
com Oleo essencia de mirrafoi eficaz em inibir 56,69% do edema de pata de camundongos
induzido por carragenina. (Figura 20, p.94).

Como conclusdo temos que esse conjunto de testes sugere que o 0leo essencid de
Tetradenia riparia Hochgtetter Codd. de Manaus, apresenta um bom resultado
antiinflamatorio.

90



AMOSTRAS

Envio
FA2-143 MIRRA
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AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE
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Figura16: Avaliacao citotoxicica, sobre heméacias, do dleo essencid de mirra.
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Figura 17: Efeito do pré-tratamento com o 6leo essencia de mirra sobre o aciimulo de Azul
de Evans induzido por carragenina em camundongos. O 6leo essencid foi administrado por
via ord 1 hora antes da injegdo intratorécica de carragenina sendo o acimulo de Azul de
Evans (25mg/Kg) avdiado, 4h. apds o estimulo, por espectrofotometro a 600 nm. O
resultado foi de que o dleo essencid de mirra ndo apresentou efeito inibitdrio demonstrado
pelo Azul de Evans.
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Figura 18: Efeto do pré-tratamento com o 6leo essencid de mirra (100mg/Kg) na pleurisia
induzida por carragenina (300ny/cavidade). O dleo foi administrado por viaord 1 hora antes
da injecdo intratorécica de carragenina, sendo o acimulo celular avaiado 24 horas aps o
estimulo. O resultado foi de que o dleo essencid de mirra ndo gpresentou efeito inibitorio na

pleurisainduzida por carragenina.
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Figura 19: Efeito do pré-tratamento do dleo essencid de mirra administrado oralmente na
dose del00mg/Kg, na pleurisia induzida por LPS (250ng/cavidade). O Oleo foi administrado
por via ord 1 hora antes da injegéo intratorécica de LPS, sendo o acimulo celular avdiado
24 horas apds 0 estimulo. O resultado foi de que o 6leo essencia de mirra ndo agpresentou
efdto inibitorio na pleurisa induzida por LPS. ( 1a )Total de Leucdcitos, ( 1b ) Cdulas
mononucleares, ( 1c)

Neutréfilos, ( 1d ) Eosndfilos.
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Figura 20: Efeito do pré-tratamento com Gleo essencia de mirra sobre em edema de pata
induzido por injecdo sub-planar de carragenia (300ny/pata) na pata esquerda de
camundongos. O dleo foi administrado por via ora 1 hora antes da injegdo do estimulo, o
aumento de volume foi avaliado 4 h. gpds o estimulo. O resultado foi de que o dleo essencid
de mirra gpresentou atividade antiinflamatoria para edema de pata.
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Figura 21: Efeito do dleo essencid de mirra sobre a producéo de éxido nitrico, apds injecéo
intraperitonel de tioglicolato 3%, em cdulas da cavidade peritoned de camudongos
estimulada com LPS (30ng/mL) nas concentracGes de Inmg/poco e 10 nmy/pogo do dleo. O
resultado foi de que o dleo essencid de mirra apresentou atividade inibitoria na producéo de
Oxido nitrico.

Controle positivo : Leiturade 1,357 ( 100% de células vivas)

% Cédulas. Cdulas

Amosira Leitura3 Leitural Leitura?2 Vivas mortas

Tween 3% 0,063 0,058 0,06 4,35 95,65
Mirra

1ny/poco 1,251 1,573 1,154 100,48 -0,48
Mirra

10ny/poco 1,446 1,369 1,407 102.28 -2,28
Mirra

Tabela8: Contagem das cdulas no “screening” do 6leo essencid de mirra, para o caculo do
seu efeito citotoxico.
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Atividade antineoplasico (resultado e discussio)

Diante dos resultados postivos antiinflamatérios a pesquisadora responsavel peo
|aboratério de imunologia da Fundacdo Oswado Cruz Dr® Maria das Gragas Muller de
Oliveira Henriques, aconsalhou que fizéssemos testes antineopl asicos com o dleo de mirra.

A avdiacéo da dividade antineoplésica do Oleo essenciad de mirra foi redizadain
vitro utilizando 7 linhagens tumorais

MK?2 (cdulas epiteliais de rim de macamo)

SP2/0 (mieloma de camundongo)

Neuro-2 A (neuroblastoma de camundongo)

J774 (linhagem monocitica de camundongos)

P3653 (plasmocitoma de camundongos)

BW (timoma de camundongos)

Carcinomade Erlich (sarcomainduzido por metil colantreno).

Todas as linhagens foram cultivadas em placa de 96 pogos (Facon) contendo meio
RPMI 1640 (Sigma) + 10% de soro bovino fetal. ApGs 2 horas, as cdlulas foram submetidas
a tratamento em triplicata com a amostra (0,6mg/mL) ou meio de cultura encubada por 48
horas em estufa de CO, (5%).

Para determinar s a amostra usada foi negativa ou podtiva foi utilizado ensaio
colorimétrico baseado em tetrazolio MTT (3-(4,5-dimdiltiazdlil-2)-2,5difenl brometo de
tetrazolio). A densidade Gticafoi lidaem leitor de Elisa com filtro de 490nm.

Os resultados demongtraram que 0 dleo essencid de mirra foi cgpaz de inibir o
crescimento celular de 5 linhagens das 7 estudadas. As linhagens estudadas e suas atividades
antineopl&sicas encontram-se na Tabela 9, (p.96).

Tabela 9: Resultado da avdiacdo da atividade antineoplésica do dleo de mirranas 7 linhagens
tumorais estudadas.

LINHAGENS ATIVIDADE PERCENTAGEM DE
ANTINEOPLASICO ATIVIDADE

MK?2 Negativo _

SP2/0 Positivo 86,6%
Neuro-2 A Pogtivo 86,6%
Jr74 Negativo _

P3653 Positivo 74,6%
BW Pogtivo 82,0%
Carcinomade Erlich Pogtivo 68,48%
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Atividade tripanomicida (resultado e discussio)

Para 0 teste de avdiacdo da dividade antileishmania foi necess&rio a diluicdo do
0leo essencid de mirra (10,0 mg) em DM SO (1mL), na concentragéo até 1,6% a qua ndo é
lesivo para o parasta

Manutencao “in vitro’

O primeiro procedimento foi a preparacéo da solugdo de LIT (meio de cultura com
0s parasitas). O meio foi feito com 1mL de sangue de codho contaminada com paradtas e 2
mL deLIT.

Testede atividade antileishmania

ApGs 4 dias de cultivo para 0 desenvolvimento do parasita temos uma concentracéo
aproximada de 12x10° parasitas mL. A concentragio parasitaria foi gustada para 4x10°
parasitas/ mL.

O teste de atividade antileishimania “in vitro” foi redizado em placa de culturade
96 pocos. O dleo essencid de mirra foi usado na faixa de concentracdo de 320 ng/mL a5
ng/m, a concentragio parasitaria foi mantida em todos os pogos ( 4x10°).

ApGs gustado o vaor da solucdo de parasitas, colocou-se 180 i de meio de
cultura (LIT) nos 8 primeiros pogos da placa de teste e 90 ni. nos demais (88 pogos). Foram
desprezadas dos primeiros 8 pogos aiquotas de 11,5m.. Adicionouse a estes umaadiquota
de 11,5nL da solucéo do dleo de mirra em DM SO (dimetilsufoxido). Todos os pogos da
placa de teste foram homogeneizados. Foram ent&o retirados 90nL da primera fileira da
placa de teste e adicionado a proxima fileira, esse procedimento € feito sucessvamente aé a
ultima fileira onde o volume é descartado. O controle é feito em seis pocos contendo DM SO
e 0 parastasem o dleo de mirra.

Essas diluigdes resultaram nas concentragdes de 320mg/mL, 160nmg/mL, 80nmg/mL,
40ngy/mL , 20ng/mL, 10ng/mL e 5my/mL. Apds 24 horas de incubacdo a 26° C os parasitas
foram contados em camara de Neubauer . O percentud de inibicdo foi determinado
comparando-se com a cultura controle.

Esse experimento foi feito em triplicata e repetido duas vezes.
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Tabda 10: Dados expearimentas do ensdo “in vitro” da aividade antileéshmania
(promastigotas) do dleo essencid de mirra, para obtencéo da dose letal (DL s).

Concentracdo do 6leo essencid de mirra % de inibicéo de parasitas
(ng/mL)
320 100
160 100
80 100
40 100
20 86.2
10 86.2
5 46.8

O reaultado obtido foi de que 0 6leo essencia de mirra apresentou boa atividade
antileishmania contra a forma promagtigota (Leishmania amazonensis), com DL 50 = 0,47
mg/mL (figura-22), que corresponde ao teste onde, a percentagem de inibicdo do dleo foi
considerada de 100% para as concentragoes altas (320nmg/mL a40ng/mL).

( Tabela 10, acima).

Atividade antileishmania do 6leo
essencial de mirra
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Concentracado do 6leo (mg/mL)

% Inibicdo = -32,949 + 36,405 Ln(x), coeficiente de correlagdo: r = 0,95, DL50 = 0,47 mg/mL

Figura22: Gréfico e equacdo para determinacdo da dose letd (que inibe 50% do crescimento
celular ) do dleo essencid de mirra
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O DL 5 encontrado na atividade antileishmania do dleo essencid de mirra, para a
cepa, desta espécie é valido para 24h, nestas condicdes de trabaho. O resultado foi de que o
nosso 6leo mostrou-se ativo contra Lei shmania Amazonensis.

Atividade tripanomicida em Trypanosoma cruz (resultado e discussao)

Formas tripomastigotas (10° parasitasmL) de Trypanosoma cruz, cepa Y, obtidas
a patir de cultura em linhagem cdular MK2 (cdlulas epitdias de rim de macaco) foram
distribuidas em placa de teste de 96 pogos. A cada poco foi adicionado o0 6leo essencia de
mirra na concentracdo de 0,6 mg/mL. Apds 24 horas de incubacdo a 37°C em estufacom
5% de CO, o nUmero de parasitas viaveis foi contado em hemocitmetro.

O experimento continha um controle podtivo com crigd violeta a 0,2% e um
controle negativo. Os resultados demonsiram que 0 Oleo essencid de mirra gpresentou
atividade tripanosomicida de 100%.
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EXPERIMENTAL DO CAPITULO I

Animais

Foram utilizados camundongos, das linhagens Bab/c e Swiss, machos, pesando
entre 18 e 25 gramas fornecidos pelo Bioté&io Centra da Fundacdo Oswaldo Cruz. Os
animas foram mantidos em periodos de claro e escuro, adternados de 12 em 12 horas,
condigOes controladas de temperatura, tendo livre aagua e racao.

Pleurisainduzida por Lipopolissacarideos (L PS) e carragenina

A pleurisafoi induzida através de injecéo intratorécica (i.t.) LPS (250ng/cavidade)
ou carragenina (300pg/cavidade) em 100uL por cavidade. Um grupo experimenta recebeu
igud volume de solugéo sdina estéril livre de pirdgeno para fins de controle. O estimulo foi
injetado, no espaco intercostal do lado direito dos camundongos, através de uma agulha (13 x
7 gauge) adaptada por um cursor de plastico para garantir a inoculacdo dos indutores na
cavidade pleura do animd, sem atingir o pulméo.

ApGs 4 horas, da injecdo de carragenina e 24 horas da injecdo de LPS, os animais
foram sacrificados por indacdo de CO,. A cavidade torécica foi acessada através de uma
pequena incisio no diafragma e lavada com 1mL “Phosphate Buffered Sding” (PBS)
heparinizado (40 UI/mL).

Quantificacdo do extravasamento protéico

Para a avdiacdo do acimulo protéico, induzido por carragenina, foi utilizada a
técnica do extravasamento de Azul de Evans. Para tanto os animais, 24h antes da injecéo
intratoracica (i.t.) de carragenina (300ngy/cavidade em 100nL), receberam uma injecéo
endovenosa de Azul de Evans (25mg/Kg) visando sua ligacdo & dbumina plasmética,
posshilitando a quantificacdo colorimétrica do extravasamento protéico para a cavidade
pleurd. Um grupo experimentd recebeu igua volume de Azul de Evans, bem como sdina
edéil i.t., parafins de controle. Apos 4 horas, os animais foram sacrificados por idacéo de
CO, e suas cavidades foram lavadas com 1mL de PBS heparinizado (40Ul/mL).

O fluido recolhido da cavidade pleura de camundongos inoculados com carragenina
e previamente injetados com Azul de Evans 0,05% por via endovenosa, foi centrifugado a
3500 RPM durante 10 minutos. Foram recolhidos 200uL do sobrenadante e colocados em
um poco de uma placa de cultura de 96 pogos, de maneira que cada pogo correspondesse ao
lavado pleura de um camundongo. Em seguida a placafoi levada para leitura da absorbancia
a 600 nm em leitor de microplacas (BIORAD).
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Contagem de leucocitos

A contagem do numero totd de leucocitos na cavidade foi feita diluindo-se uma
aiquota do lavado pleura emisoton 1l (1:200), e aandise redizada em contador automético
(COULTER 21).

A contagem diferencid de leucdcitos (neutrdfilos, células mononucleares e
eosindfilos) foi redlizada com esfregacos preparados em citocentrifuga (Shandon) corados
pelo método de May-Grunwald-Giemsa e avaliados em microscdpio sob objetiva de imerséo
(100x; Olympus, Japdo).

Os resultados foram expressos como niimero de leucdcitos (x10°) por cavidade.

Tratamento com o 6leo essencial

O Oleo essencid foi diluido em tween 20 (1uL para cada 1mg de Oleo essencid) e
aguafiltrada, e administrado oralmente na dose de 100mg/Kg, num volume final de 200uL, 1
hora antes dainjecéo do estimulo.

Edemade pata

O edema de pata foi induzido por injecdo sub-plantar (agulha 13x3 gasuge) de
carragenina (300ny/pata) na pata esquerda traseira. A pata direita foi o controle da reacéo,
recebendo 0 mesmo volume (50nL) de solugéo sdina estéril. O edema foi avdiado em
pletismografo digita (Ugo Badile, Itdia), 4 horas gpds 0 estimulo. O edema, expresso em ni,
foi cdculado através da seguinte formula

Edema = volume da pata esquerda— volume da pata direita

Ensaio de producéo de Oxido nitrico

Camundongos Bab/c receberam 1 mL de injecéo intraperitonea de tioglicolato 3%,
96 horas antes de serem sacrificados e terem a cavidade peritoned lavada com 5 mL de
RPMI —1640 puro estéril. O lavado foi centrifugado por 10 min a 1500 rpm e seu
sobrenadante desprezado. O “pellet” foi ressuspenso em 1 mL de RPMI contendo 10% soro
feta bovino e antibidtico (gentamicina 25ny/mL) e desta suspens2o foi retirada uma aiquota
de 50 que foi diluida em Azul de Tripan, para contagem do nimero de cdulas vidvess.
Depois de contadas, foram distribuidas 2x10° cdulas por pogo em placa de 96 pogos e
levadas a estufa contendo 5% CO, & 37'C por 30 min. Apds este tempo, o sobrenadante foi
desprezado e adicionou-se meio rico em interferon, LPS (30ng/mL) e o dleo essencid
(100my/ pogo). Apds 24 horas a placa foi centrifugada a 1500 rpm durante 4 minutos e 100
L do sobrenadante foi recolhido e transferido para outra placa de 96 pogos. Foi adicionado
igua volume do reagente de Greiss, permitindo a revelacdo da reagéo através de um leitor de
microplaca (BIORAD) utilizando filtro de 540nm.
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Ensaio de citotoxicidade

Camundongos Balb/c foram sacrificados e tiveram a cavidade peritoned lavada com
5 mL de RPMI puro estéil. O lavado foi centrifugado por 10 min a 1500 rpm e seu
sobrenadante desprezado. O “pellet” foi ressuspenso em 1 mL de RPMI contendo 10% soro
fetd bovino e antibidtico (gentamicina 25nYy/mL) e desta suspensfo foi retirada uma aiquota
de 10nL que foi diluida em Azul de Tripan, para contagem do nimero de cdulas vidvess.
Depois de contadas, foram distribuidas 2x10° céulas por pogo em placa de % pogos e
levadas a estufa contendo 5% CO, & 37'C por 30 min. Apds este tempo, 0 sobrenadante foi
desprezado e adicionou-se os compostos (100ngy/pogo) em volume find de 200 de RPMI
completo. Ap6s 20 horas foi adicionado 22,5n. de MTT { 3-(4,5-dimetiltiazdlil- 2)- 2, 5difenil
brometo de tetrazolio } (5mg/mL) a cada poco. Decorridas 4 horas a placa foi centrifugada
(1500 rpm por 4 min.), o sobrenadante desprezado, e a cada poco foi adicionado 150nL de
DMSO. Ap6s solubilizacdo dos crigtais formados a leitura da densidade éptica (D.O.) foi
feita em lator de microplaca (BIORAD) utilizando filtro de 490nm. Os resultados foram
expressos como porcentagem de cdlulas viave's, tendo como padréo de 100% de viabilidade
as cdulas cultivadas gpenas com meio de cultura (controle), utilizando a seguinte formula

% viabilidade = D.O. daamostrax 100

D.O. do controle

Foram consideradas amostras com atividade citotdxica as que apresentaram uma
porcentagem de viabilidade inferior a 95%.

Reagentes

Os seguintes reagentes foram utilizados: azul de Tripan, lipopolissacarideo (E. coli
sorotipo 055-B5), N-(1-naftil)etilenodiaming, ovoabumina, PBS, sulfanilamida, tioglicolato,
tween20, zimosan (Sigma -USA); giemsa, May-Grunwad, (Merck-Alemanha); soro bovino
fetd clone 11l (HyClone-USA); isoton 1I, zap-oglobin (Coulter-USA); heparina (Roche-
USA); solugéo de salina estéil.

Prepar o de drogas e solucdes

RPMI completo

O meio de cultura RPMI 1640 foi feito seguindo as instrugdes do fabricante. Para uso, foram
adicionados os seguintes complementos

Reagente de Greiss

Solugdo A

| Sulfanilamida | | 1g

Completar para 100ml com HzPO, a 5%.
Solugéo B

| N-(1- naftil)etilenodiamina | | 100mg
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Completar para 100ml com H;O.

Imedi atamente antes do uso as duas solugdes foram misturadas em volumes iguals.
Tioglicolato

Diluir 3 g de meio de cultura tioglicolato em 100mL de &gua fervente. Em seguida, a solucéo
foi levada a autoclave por 30 minutos a 120°C.

Experimental da atividade tripanomicida delLeishmania amazonensis

Cepa-Leishmania amazonensis (L.amazonensis) (MHOM/BR/77/LTBOO16)
previamente caracterizada através do perfil de restricdo do DNA do cinetoplasto (Gongalves,
1984), detroforese de isoenzimas (Momen, 1984) e radioimuno ensaio (RIA) usando
anticorpos mononuclonais especificos (Mac MahonPratt e Cols, 1984), Esta cepa foi cedida
pelo Departamento de Ultraestrutura e Biologia Celular do Ingtituto Oswaldo Cruz.

As formas promagtigotas de L. amazonensis, obtida a partir de amastigotas isoladas
de lesBes de camundongos infectados, foram mantidas aravés de passagens semanas
consecutivas a 26°C em estufaincubadora de BOD (Fanem S/A Brasil), utilizando-se meio de
cultura bifésico. Como fase Sdlida foi usado 0 meio NNN (meio de NOVY, Mac Ned
&Nicoalle), condtituido de Agar com 15 % de sangue desfribinado de coelho e com fase
liquida meio Schneider (Schneider’s Insect Medium, Sigma Cell Culture, St. Louis, MO,
USA), suplementado com 10% de soro fetd bovino (SFB) estéril (Sigma Cdll Culture, S
Louis, MO, USA), acrescido de 100U/mL de penicilina G potéssca e 100 ng/mL de
estreptomicina (Laboratorio Wyenth LTDA, S0 Bernardo do Campo, S.P., Brasil).

Os experimentos com a populacdo de promastigotas de L. amazonensis, contendo
ato percentud de formas metaciclicas com aforma mantida por até 5 repiques consecutivos.

A dose letal em 50% (concentragdo que inibi o crescimento celular), foi calculada
com a equacao da reta obtida por regresséo linear dos valores do Log da concentracdo do
0Oleo essencid versus o percentua de parasitas vivos em cada faixa de concentragéo.
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CONCLUSAO

Na andlise por cromatografia gasosa de ata resolugdo com detetor seletivo de
massas do Oleo essencial de mirra, em coluna polar identificouse 22 substancias,
ficando evidente que a maior dificuldade de identificacdo esta relacionada a
reprodutibilidade dos indices de retencéo.

A extracao por micro-extracdo em fase sOlida, mostrouse t&o eficiente quanto
a técnica de extragdo por coobacdo para a determinacdo dos congtituintes voléteis do
0leo essencia de mirra.

O programa de deconvolucdo de espectros de massas, permitiu com
confiabilidade, a identificacdo de substéncias co-eluidas, e em baixissimas
concentragdes, aumentando o nimero de substancias identificadas, no 6leo essencial de
mirra obtido através das técnicas de coobacdo e microextracéo em fase sdlida, de 66
para 115 constituintes.

O 0leo essencia da folhas de mirra mostrou-se n&o citotoxico, sem atividade
inflamatéria para os testes de pleurisia induzida por carragenina “in vivo’, e
extravasamento protéico. Em contra partida, apresentou 56,69% de atividade
antiinflamatdria no edema de pata de camundongo “in vivo”, e de 95,98% na dose de
1ny/poco e 99,22% na dose de 10 ng/pocgo sobre a producdo de 6xido nitrico “in vitro”.

Atividade antineoplasica em 5 linhagens tumorais, atividade tripanomicida
para Leishmania Amazonensis forma promastigota, com LD 50 = 0,47 mg/mL. e
Trypanosoma cruzy de 100% na dose de 0,06 mg/mL.

Esses resultados foram excelentes e animou a todos que trabalharam nos testes

de atividades, sugerindo um estudo continuo de atividades biol 6gicas.

104



ANEXO

Exemplos de algumas substanciasidentificadas

pelo IRR eaespectroteca“NIST”, substancias

nao identificadas pelo IRR porém compar adas
com a espectroteca “NIST”, identificadas no

Oleo Essencial demirra.
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