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RESUMO

Identificar e qualificar biomarcadores é indispensavel para garantir a concentragao e
caracteristicas fisico-quimicas destes, necessarias a producdo, a uniformidade do
produto farmacéutico, consequentemente, a padronizacao desses IFAVs (insumos
farmacéuticos ativos vegetais) para o desenvolvimento de fitoterapicos e/ou
fitomedicamentos com seguranga e eficacia. Chromolaena odorata (CO) é uma espécie
da familia Compositae, nativa da América Central e do Sul espalhada nas areas tropicais
e subtropicais do mundo. No Brasil, essa espécie esta distribuida em todas as regides e
é popularmente conhecida como “arnica do mato”. Em todo o territério nacional,
existem muitas espécies diferentes denominadas “arnicas”, todas descritas para o
tratamento de feridas, edema e outras doencas inflamatorias topicas. Neste trabalho,
nosso objetivo foi identificar os biomarcadores, qualificar e padronizar os IFAVs para
desenvolver um produto farmacéutico uniforme, seguro e eficaz. A mistura dos
triterpenos a e B-amirina (ABA) é obtida de diversas espécies vegetais e apresenta
atividades amplamente descritas na literatura cientifica como anti-inflamatdria,
analgésica, sedativa, ansiolitica, hepatoprotetora, antidepressiva, entre outras. Em
folhas de Chromolaena odorata (COF) essa mistura foi isolada e determinada atraveés
das analises cromatograficas: cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia
liquida em coluna (CLC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrofotometria de ultravioleta por arranjo de fotodiodos (CLAE-UV-PDA). Outras

analises cromatograficas, como a cromatografia em fase gasosa, acoplada a
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espectrometria de massas (CG-EM) e espectroscépicas, como a ressonancia magnética
nuclear (RMN) também foram utilizadas para as fracdes obtidas, até a identificacao dos
seus principais constituintes, permitindo relacionar seu uso tradicional espécie como
antibacteriana, antiespasmodica, antitripanossoma, antifingica, anti-hipertensiva,
anti-inflamatéria, diurética, adstringente, antiprotozoaria, como agente hepatotrépico
e, especialmente como cicatrizante de acordo com as substancias presentes e
atividades bioldgicas descritas na literatura cientifica para esta espécie. COF teve seus
extratos padronizados a partir da concentragdo da mistura de ABA, expressos em teor

de amirinas (50+5%).

Palavras-chave: «o- e [3-amirinas; Biomarcadores; Padronizacdo de extratos;

Chromolaena odorata.

ABSTRACT

The identification and qualification of biomarkers from medicinal plants is essential to
ensure the concentration and their physicochemical characteristics, necessary for the
production and standardization of [FAVs (plant active pharmaceutical ingredients) for
the development of phytomedicines and/or herbal medicines effective and safe.
Chromolaena odorata (CO) is a species of the Compositae family, native to Central and
South America, spread throughout the tropical and subtropical areas of the world. In
Brazil, this species is distributed in all regions and it is popularly known as “arnica do
mato”. Across our Brazilian territory, there are many different species called "arnica”,
all described for the treatment of wounds, edema and other topical inflammatory
diseases. In this work, our main goal was to identify the biomarkers, qualify and
standardize the IFAVs to develop an uniform, safe and effective pharmaceutical
product. The mixture of a and B-amyrin triterpenes (ABA) is obtained from several
plant species and has activities widely described in the scientific literature as anti-

inflammatory, analgesic, sedative, anxiolytic, hepatoprotective, antidepressant, among
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others. In leaves of Chromolaena odorata (COF) this mixture was isolated and
determined through chromatographic analysis: thin layer chromatography (TLC),
column liquid (CLC) and high efficiency liquid coupled to ultraviolet
spectrophotometry by photodiode array (HPLC-UV-PDA). Other chromatographic
analyses, such as gas chromatography, coupled with mass spectrometry (GC-MS) and
spectroscopy, such as nuclear magnetic resonance (NMR) were also used for the
fractions obtained, to the identification of their main constituents, allowing a
relationship with its traditional and popular use as antibacterial, antispasmodic,
antitrypanosome, antifungal, antihypertensive, antiinflammatory, diuretic, astringent,
antiprotozoal, as a hepatotropic agent and especially as a healing agent in accordance
with the present substances and biological activities described in the scientific
literature for this species. COF extracts were standardized based on the concentration

of the ABA mixture, expressed in amirin content (50+5%).

Keywords: a- and -amyrins; Biomarkers; Standardization of extracts; Chromolaena

odorata.

INTRODUCAO

A identificacdo e a qualificagdo de biomarcadores em plantas medicinais sdo
indispensaveis para garantir a concentragdo e caracteristicas fisico-quimicas destes,
necessarias a producdo e a padronizacao de IFAVs (insumos farmacéuticos ativos
vegetais) para o desenvolvimento de fitoterapicos e/ou fitomedicamentos com
seguranga e eficacia.

A familia Compositae é constituida por 326 géneros, e 2205 espécies
amplamente distribuidas no Brasil (FLORA DO BRASIL, 2020). Espécies dessa familia
tém habitos arbustivo, arboreo, herbaceo, subarbustivo ou ocorrem ainda como lianas.
Sao mundialmente conhecidas pelas suas propriedades farmacolégicas, como a

camomila, equindcea, arnica, carqueja, entre tantas outras. O género Chromolaena é

825



¥

Journal of Biology & Pharmacy

&fu and Agricultural Management
=m]
ISSN 1983-4209 Journal of Biology & Pharmacy and Agricultural Management, v. 17, n. 4, out/dez 2021

representado por cerca de 70 espécies, sendo 45 delas endémicas no Brasil, que sdo
quimicamente caracterizadas pela presenca de terpenos, alcaloides, substancias
fenolicas, como flavonoides e componentes de seu 6leo essencial (HUNG, 2011;
OLIVEIRA 2012; Di STASI & HIRUMA-LIMA, 2002). Este género representa um grande
numero de espécies da familia Compositae, que é a maior familia de plantas com flores.
(KING e ROBINSON, 1970; Di STASI & HIRUMA-LIMA, 2002).

Chromolaena odorata (L.) RM.King & H.Rob. (CO) é nativa da América Central e
do Sul espalhada nas areas tropicais e subtropicais do mundo (MAN, 2010) e conhecida
como arnica do mato, sido de plantas daninhas, mato amargo, entre outros. Ha poucos
relatos desta espécie na Europa, Asia e Africa tropical. No Brasil, essa espécie esta
distribuida em todas as regides e tem como dominios fitogeograficos: Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa, Pantanal (OLIVEIRA, 2012). Essa espécie é
um arbusto perene cujos ramos ficam emaranhados com altura entre 1,5 e 2,0m. (MAN,
2010; CHAKRABORTY & RAMBHADE, 2011). Varias espécies da familia Compositae sdo
conhecidas como “arnicas brasileiras” sendo utilizadas amplamente pela populagao as
seguintes espécies: Solidago chilensis; Chromolaena odorata; Tithonia diversifolia;
Sphagneticola trilobata; Porophyllum ruderale; Lychnophora ericoides entre outras.
(ABAD, BEDOYA, BERME]JO, 2013; CHAKRABORTY & RAMBHADE, 2011)

Devido ao seu grande uso e comercializagdo, a escassez de estudos relacionados
a sua efetividade na saide humana e ao fato de muitas delas serem produtoras de
sesquiterpenolactonas que apresentam hepatotoxicidade, faz-se necessario o estudo
quimico e bioldgico dessas espécies, de seus extratos, além da determinacdo dos
marcadores quimicos e/ou biolégicos (biomarcadores), além de avaliagdo toxicoldgica.
Na medicina tradicional, possui propriedades antibacteriana, antiespasmédica,
antitripanossoma, antifingica, anti-hipertensiva, anti-inflamatéria, diurética,
adstringente, antiprotozodria e como agente hepatotrépico. (MAN, 2010) Suas a¢oes
farmacolégicas sdo atribuidas principalmente aos flavonoides, alcaloides, taninos e

compostos fenolicos. Em contraste ao seu uso popular, hd uma caréncia na literatura
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cientifica de estudos comprobatérios dessa diversidade de atividades biolégicas da CO,
principalmente em relacdo as suas propriedades anti-inflamatérias. (SUKANYA, 2011)

Entre os principais parametros para a padronizacdo extratos vegetais,
encontra-se a avaliacdo quimica para a definicdo dos constituintes relacionados com a
acdo biologica ou farmacoldégica da espécie em estudo. Assim, a identificacdo de
substancias obtidas de produtos naturais é realizada através de técnicas
espectroscopicas e espectrométricas que visam garantir sua identidade inequivoca.

(NIKAM ET AL., 2012; BELE & KHALE, 2011; GAEDCKE & STEINHOFF, 2003).

METODOLOGIA

Material vegetal

Folhas de CO foram coletadas no Férum Itaborai (FIT-Fiocruz-Petrépolis)
(22°51'57.134”S; 43°18'86.719”W) e submetidas a identificacdo, com exsicata
depositada no Jardim Botanico do R]. Os projetos do LaQMed relacionados ao acesso a
esta espécie estdo devidamente registrados no SISGEN sob o cédigo A99E095,
conforme a Resolugao CGen n2 19, de 31 de outubro de 2018, de acesso ao patrimonio
genético nacional. (MMA, 2018) As folhas coletadas 121,0 g foram secas em estufa em
temperatura de 40°C durante 7 dias e, em seguida, pulverizadas em moinho de facas. O
material foi submetido a extracdo com metanol por maceracao dinamica em shaker
durante 5 horas. O filtrado resultante foi concentrado sob pressiao reduzida em
rotaevaporador, mantendo a temperatura do banho em torno de 40°C. O extrato
metanolico obtido de folhas de CO (EMCOF) (12,45 g) foi submetido as andlises
cromatograficas a saber: cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia
liquida em coluna (CLC), cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrofotometria de ultravioleta por arranjo de fotodiodos (CLAE-UV-PDA). Outras
andlises cromatograficas, como a cromatografia em fase gasosa, acoplada a

espectrometria de massas (CG-EM) e espectroscopicas, como a ressonancia magnética
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nuclear (RMN) também foram utilizadas para as fracdes obtidas, até a identificacao dos

seus principais constituintes.
Andlises Cromatograficas - EMCOF
CLAE-UV

Nessas andlises, foi utilizada coluna Hibar Lichrospher (Merck®, Cdédigo
1.50377.001) para escala analitica, com 250mm de comprimento, 4mm de diametro e
5mm de tamanho de particula, usando C18 como fase estacionaria. A CLAE-UV-PDA foi
realizada através de duas metodologias diferentes, uma ja utilizada pelo nosso grupo,
para comparac¢do do perfil quimico entre as arnicas brasileiras por nds, estudadas
(VALVERDE e col.,, 2009) utilizando-se uma mistura bindria como sistema eluente
isocratico, composta por acido trifluoracético 0,05% e acetonitrila. As amostras foram
diluidas na proporc¢do de 1mg/10mL e aliquotas de 1L foram injetadas. A separacao
ocorreu a temperatura de 30 °C, com fluxo de 1mL min-1. As substancias eluidas foram
analisadas quanto a sua absor¢ao em UV entre 210 e 400nm. Outra metodologia foi
utilizada, de acordo com levantamento cientifico realizado para a espécie em estudo,
visando a identificagio dos flavonoides eupatilina e eupatorina ja descritos
anteriormente para o género Eupatorium, antiga denominacdo do género
Chromolaena. (DIAS e col, 2011) Nas duas metodologias, foram utilizados como
padrdes os flavonoides eupatilina e eupatorina, além do padrao triterpénico, alfa-

amirina (Figura 1).
CLC

A CLC, foi realizada em coluna de vidro aberta, sob pressao ambiente, com silica
para coluna em fase normal (Merck®) e solventes (grau P.A.) em gradiente de
polaridade crescente (hexano ao metanol), recolhendo-se fragdes (20 mL) que foram

monitoradas por CCD, em presenca dos padrdes disponiveis, reveladas fisicamente sob
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lampada de UV, quimicamente com solucdo de anisaldeido sulfdrico, sob aquecimento

(WAGNER & BLADT, 1996) e reunidas por semelhanca cromatografica.
CG-EM

As fragdes reunidas por semelhanca cromatografica, submetidas a CG-EM
utilizando-se as seguintes condi¢des: 60°C (10 min) a 280°C e taxa de aquecimento de
6°C/min, 120-290°C (15°C/min); 290°C (17 min); gas carreador, He, fluxo 1mL/min;
Injecdo da amostra: 1mg diluida em hexano; técnica de injecdo splitless; 70eV, no modo
de ionizacdo eletronica (EI); temperatura da fonte 200°C; scan mass m/z 40-650 e

temperatura de interface, 300°C (VEIGA JR. e col,, 1997) (Figura 2).
RMN

As fragdes reunidas por semelhanca cromatografica observada em
cromatografia em camada delgada (CCD) por revelacdo quimica com solucao reagente
de anisaldeido sulftrico, foram submetidas a ressonancia magnética nuclear de 'H e de
13C, visando sua identificacdo inequivoca. A RMN foi obtida em um espectrometro
Brucker Avance III 400WB®. Em todas as analises foram utilizados tubos de 5mm,
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna, cloroférmio (CDCl3) e dimetilsulféxido
(DMSO0-d6) como solventes. Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes

por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (/) em Hertz (Hz).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Nenhum dos padrdes utilizados nas analises cromatograficas em CLAE-UV-PDA
de EMCOF, foi detectado/identificado, portanto, essa andlise nos permitiu verificar o
perfil cromatografico, que ndo apresentou substancias em comum ou semelhanca
cromatografica com outras arnicas brasileiras estudadas pelo nosso grupo, como a
presenca de diterpenos labdanicos encontrados em Solidago chilensis (arnica silvestre)
ou de sesquiterpenolactonas, como as identificadas em Tithonia diversifolia (arnicdo)

(Figura 1). (Oliveira e Valverde, 2017) Em EMCOF foi observada mistura binaria de
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alfa e beta-amirinas (ABA), através de CCD de uma e duas dimensdes, confirmada
através de padrdao comercial de alfa-amirina e através de CG-EM, onde sua
fragmentacdo pela EM também pode ser confirmada (Figura 2), juntamente com
taraxasterol e espatulenol. A mistura de ABA, ap6s isolamento através de CLC e CCD do
tipo preparativa, pode ser identificada inequivocamente, através de RMN 1H e13C, uma
vez que esta técnica revelou a diferenca entre os carbonos olefinicos nas posicées 12 e
13 dessas substancias, devido ao acoplamento formado entre a metila em C19 na alfa-
amirina e a ligacdo dupla entre os carbonos 12 e 13. Fato ndo observado para a beta-

amirina, em funcao do posicionamento geminal das metilas no C20 (Tabela 1).

Figura 1 - CLAE-UV-PDA do extrato metanolico de folhas de Chromolaena
odorata (EMCOF).
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Figura 2 - TIC - Cromatograma de ions totais - CG-EM das fra¢des reunidas por

semelhanca cromatografica com identificacdo de ABA (em mistura binaria) +

taraxasterol por CG-EM

TARAXASTEROL
H

Time—> 400 .00 .00 iooo | izoo 1400 100 1800 Zooo 2zon | 2eoo | 2so0 | 2800 aooo | Gzoo

500MHz; 500MHz; 400MHz; 400MHz;
CDCl3 CDCl3 CDCl3 CDCl3
C3-
3,16 / 3,15 79,6 /79,3 3,18 /3,22 78,68 / 78,70
carbinodlico
124,43/
C12 - olefinico 5,06 /5,12 124,4 / 121,7 512 /5,17
121,73
C13 - olefinico - 139,5 /145,2 - 139,6 /145,3

Tabela 1 - RMN de 'H e 13C, dos carbonos olefinicos e carbindélico de ABA
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CONCLUSOES

As etapas referentes a padronizacao foram realizadas através da determinagao
e validagdo das metodologias aplicadas, sendo caracterizadas seis substancias, o que
confirmou a presenca das duas amirinas, em mistura binaria (55,92%) (ABA) e de mais
4 substancias: taraxasterol (34,07%), que também apresenta efeito anti-inflamatorio,
invivo e in vitro, espatulenol (0,25%) e mais 2 substancias ainda ndo identificadas (5,36
e 27,51%). A mistura de ABA, presente também como biomarcadora em outras
espécies vegetais, permite justificar as indica¢des terapéuticas de Chromolaena
odorata, suas ag¢Oes anti-inflamatéria e antinociceptiva. COF teve seus extratos
metanolicos de folhas padronizados a partir da concentracao da mistura de ABA, obtida

com alto grau de pureza, expressos em teor de amirinas (50+5%).
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