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RESUMO

Calea L. é um género pertencente a familia Asteraceae, tribo
Heliantheae Cass., subtribo Melampodiinae Less., que contém
aproximadamente 125 espécies, muitas delas encontradas no Brasil.
Varios compostos quimicos ja foram isolados de espécies deste género e
alguns destes compostos apresentam atividades biol6gicas. Destaca-se a
ocorréncia de lactonas sesquiterpénicas em varias espécies. As
atividades bioldgicas relatadas para este género sdo: leishmanicida,
tripanocida, antitumoral, anti-hipertensiva, antiflngica, anti-
inflamatoria, entre outras. Calea pinnatifida (R. Br.) Less., conhecida
popularmente como “quebra-tudo”, “cipd-cruz” e “aruca”, ¢ uma planta
utilizada na medicina popular para problemas digestivos, amebiase e
giardiase. Alguns compostos j& foram isolados de C. pinnatifida como
cromenos, poliacetilenos e lactonas sesquiterpénicas. Tendo em vista a
importancia da espécie e seu uso na medicina popular, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia dos fatores ambientais
na producdo de metabdlitos secundarios desta espécie. Para tanto, as
folhas de C. pinnatifida foram coletadas em duas altitudes diferentes, a
25 m e 800 m e em duas estacfes do ano, verdo e inverno. Para
avaliacdo do perfil cromatogréfico, foram realizadas cromatografias em
camada delgada e em camada delgada de alta eficiéncia. Foi realizada a
andlise do solo para ambas altitudes na coleta de fevereiro/2016. O perfil
cromatografico da coleta do verdo apresentou variagdes qualitativas
CoOmo presencga e auséncia de compostos quimicos e variagdes em suas
concentragdes, comparando as duas altitudes. O perfil cromatografico da
coleta do inverno apresentou variagfes qualitativas como auséncia e
presenga de compostos quimicos em ambas altitudes e quantitativas
determinadas estatisticamente. A analise do solo apresentou variagdes
significativas nos macronutrientes fésforo, potassio € magnésio e nos
micronutrientes cobre, zinco, ferro e manganés. Portanto, pode-se
concluir que fatores como altitude, nutrientes do solo, temperatura e
radiacdo solar influenciam o perfil de metabdlitos secundarios de C.
pinnatifida.

Palavras-chave: perfil metabdlico; altitude; nutrientes do solo;
CCDAE; planta medicinal.






ABSTRACT

Calea L. is a genus belonging to the Asteraceae family, Heliantheae
Cass. tribe, Melampodiinae Less. subtribe, which contains
approximately 125 species, many of them found in Brazil. Several
chemical compounds have already been isolated from species of this
genus and some of these compounds have biological activities. It is
worth mentioning the occurrence of sesquiterpene lactones in several
species. The biological activities reported for this genus are:
leishmanicide, trypanocidal, antitumoral, antihypertensive, antifungal,
anti-inflammatory, among others. Calea pinnatifida (R. Br.) Less.,
Commonly known as "quebra-tudo”, "cip6-cruz" and "aruca", is a plant
used in folk medicine for digestive problems, amebiasis and giardiasis.
Some compounds have already been isolated from C. pinnatifida as
chromenes, polyacetylenes and sesquiterpene lactones. Considering the
importance of the species and its use in folk medicine, this study aimed
to evaluate the influence of environmental factors on the production of
secondary metabolites of this species. For this, the leaves of C.
pinnatifida were collected at two different altitudes, at 25 m and 800 m
and at two seasons, summer and winter. To evaluate the
chromatographic profile, thin layer and high efficiency thin layer
chromatography were performed. Soil analysis was performed for both
altitudes in the february / 2016 harvest. The chromatographic profile of
the summer collection showed qualitative variations such as presence
and absence of chemical compounds and variations in their
concentrations, comparing the two altitudes. The chromatographic
profile of the winter collection showed qualitative variations such as
absence and presence of chemical compounds in both altitudes and
quantitatively determined statistically. Soil analysis showed significant
variations in the macronutrients phosphorus, potassium and magnesium
and in the micronutrients copper, zinc, iron and manganese. Therefore, it
can be concluded that factors such as altitude, soil nutrients, temperature
and solar radiation influence the profile of secondary metabolites of C.
pinnatifida.

Key-words: Metabolic profile; altitude; Soil nutrients; HPTLC;
medicinal plant.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas com potencial medicinal é uma das
formas mais antigas de pratica medicinal utilizada pela humanidade.
Mesmo com o avango da medicina alopatica, a partir da segunda metade
do século XX, ndo é toda a populacdo que consegue ter acesso aos
centros hospitalares e unidades de salde para obtencdo de
medicamentos. As dificuldades de acesso aos medicamentos associados
a tradicdo da utilizacdo de plantas medicinais sdo motivos que
contribuem para o uso destas plantas pelas populagdes em paises em
desenvolvimento (VEIGA Jr; PINTO, MACIEL, 2005; BRASIL, 2012).

O Brasil possui uma das floras mais ricas do mundo (quase 19%
da flora mundial), com mais de 56.000 espécies (GIULIETTI et al.,
2005). Segundo esses autores, muitos estudiosos europeus estiveram no
Brasil do século XVII ao final do século XIX para estudar as paisagens
e a flora brasileira, comprovando que o interesse sobre a flora do Brasil
ja vem desde aquela época.

No entanto, estima-se que 90% da biodiversidade brasileira e do
Planeta sejam desconhecidas (BRASIL, 2013). A ampliacdo do
conhecimento cientifico associado a conhecimentos tradicionais
permitem a conservagdo e utilizacdo sustentavel dos componentes da
biodiversidade, por meio da producdo de farmacos, cosméticos,
alimentos, além de manter os servicos ecossistémicos (BRASIL, 2013).

Por ser um pais com enorme biodiversidade e grande potencial
para producdo de medicamentos fitoterapicos, no inicio deste século ja
se falava que era necessaria a criacdo de um programa duradouro pelo
governo federal para permitir o uso racional da biodiversidade visando a
producdo de medicamentos (CALIXTO, 2003). A Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) foi aprovada pelo decreto
n°® 5.813 de 22 de junho de 2006 (BRASIL, 2006b). Este decreto
instituiu um grupo de trabalho para elaborar o Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos. No mesmo ano foi aprovada a
Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC)
ao Sistema Unico de Saude incluindo a medicina tradicional chinesa,
homeopatia, plantas medicinais e fitoterapia (BRASIL, 2006a).

Em 2009 o Ministério da Salde publicou a Relagdo Nacional de
Plantas de Interesse ao SUS (RENISUS), indicando 71 espécies vegetais
que apresentam estudos na literatura especializada. A Portaria 886 de 20
de abril de 2010 oficializou também as Farmacias Vivas, com normas
para o cultivo e as oficinas farmacéuticas e “muitos desses marcos
legais contemplam diretrizes que destacam a importancia da
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valorizacdo do conhecimento tradicional e o respeito as praticas
culturais de cura e manutenc¢do da saude” (ALMEIDA, 2016).

Em Santa Catarina, a diversidade de espécies é rica; porém varias
ameacas vém contribuindo para a destruicdo desse patriménio natural. A
exploracdo de madeira, agricultura e pecuaria, queimadas, plantacdo de
Pinus spp. e Eucalyptus spp., caca, expansdo urbana, mineragéo, entre
outros, tem contribuido para a perda da biodiversidade catarinense
(SEVEGNANI; SCHROEDER, 2013).

Os remanescentes florestais ainda abrigam diversidade de
espécies e alguns estudos atuais vém sendo pautados na etnobotanica,
gue se ocupa dos estudos e conceitos desenvolvidos por comunidades
sobre 0 mundo vegetal. Engloba o conhecimento que um grupo social
possui em relacdo a classificacdo e utilizacdo das plantas (MACIEL et
al., 2002; VASQUEZ, MENDONCA, NODA, 2014).

Estudos etnobotanicos tém evoluido nos ultimos anos e tém
proporcionado a descoberta de produtos naturais bioativos. A
etnobotanica estd relacionada com a etnofarmacologia, reconhecida
como um dos caminhos para a descoberta de novas drogas, que trata da
exploragdo de agentes biologicamente ativos do ponto de vista
terapéutico, tradicionalmente empregados por determinado grupo étnico.
Algumas abordagens tém sido apresentadas na literatura para selecdo de
espécies vegetais, sendo que a etnofarmacologia pode direcionar em
menor tempo a descoberta de novas substdncias com maior
probabilidade curativa e/ou preventiva (MACIEL et al., 2002; KADIR
etal., 2012; RODRIGUES et al., 2012).

O ambiente em que as plantas medicinais se desenvolvem pode
contribuir para o seu melhor desenvolvimento e concentragdo de seus
principios ativos (SALERNO; SILVA JUNIOR; AGOSTINI, 2011).
Fatores ambientais, como altitude, umidade relativa do ar, tipo de solo,
disponibilidade de agua e de nutrientes, irdo caracterizar 0 meio
apropriado para cada espécie, influenciando no desenvolvimento e na
producdo de principios ativos das plantas (BIANCHINI, 2011).

A escolha da espécie para o presente estudo, Calea pinnatifida
(R.Br.) Less., teve como base o uso popular desta planta como
medicinal. C. pinnatifida, conhecida como “quebra-tudo”, “cip6-cruz”
ou “aruca”, € utilizada na medicina popular para o tratamento de dor no
estbmago, giardiase e amebiase (LIMA et al., 2015a).

Diante destas informagdes de uso popular de C. pinnatifida, a
realizacdo de pesquisas cientificas faz-se necessaria, com o intuito de
aprofundar os conhecimentos relacionados ao ambiente em que a
espécie se desenvolve e a concentragdo de seus metabdlitos secundarios.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Existem alguns registros historicos sobre a utilizagdo de plantas
medicinais. Dentre estes registros, o manuscrito Egipcio “Ebers
Papirus” (1.500 a.C.), contém 811 prescri¢des e 700 drogas. O primeiro
texto Chinés sobre plantas medicinais (500 a.C.) relata nomes, doses e
indicacBes de uso de plantas para tratamento de doengas. Algumas
dessas plantas ainda sdo utilizadas, como Panax spp., Ephedra spp.,
Cassia spp. e Rheum palmatum L., inclusive como fontes para industrias
farmacéuticas (DUARTE, 2006).

A utilizacdo de plantas medicinais significa para algumas
comunidades e grupos étnicos o Unico recurso terapéutico acessivel. Seu
uso é antigo e em regides mais pobres do pais e até mesmo nas grandes
cidades brasileiras, seu uso é amplamente difundido (MACIEL et al.,
2002; VEIGA JUNIOR, PINTO, MACIEL, 2005; SILVA,
FERNANDES JUNIOR, 2010).

Existe uma cultura errénea de que tudo que é natural ndo faz mal
a salde e isto também inclui plantas medicinais. Apesar de ser um
recurso natural e acessivel & maioria das populagdes, plantas medicinais
também tém efeitos colaterais e até toxicos se forem utilizados de forma
indiscriminada. Por isso, a necessidade de estudos multidisciplinares,
envolvendo diversos aspectos: botanico, quimico, farmacoldgico e
socioantropoldgico que podem enriquecer os conhecimentos sobre 0s
efeitos terapéuticos da flora mundial (MACIEL et al., 2002; VEIGA
JUNIOR, PINTO, MACIEL 2005; FIGUEIREDO et al., 2014;
ALMEIDA, 2016).

As politicas publicas brasileiras estdo tornando a disponibilidade
de plantas medicinais e fitoterapicos mais acessiveis no Sistema Unico
de Saude (SUS). As duas politicas promulgadas em 2006 (PNPIC e
PNPMF) vieram tornar o cendrio um pouco diferente do modelo
tradicional. Muitos servicos de salde passaram a oferecer este tipo de
tratamento paralelo ao nimero de profissionais que passaram a oferecer
esta alternativa de cuidado. Porém, existe ainda certo preconceito e falta
de conhecimento por parte dos gestores e profissionais de salde em
relacdo a implementacédo de praticas integrativas e complementares. E,
além disso, a execucdo das politicas tem que estar contemplada no
orcamento do SUS (FIGUEIREDO et al., 2014).



26

Desde a criagdo do SUS, houve aumento de publicacdes
cientificas sobre acdes/programas de fitoterapia desenvolvidos na
atencdo primaria a salde. Segundo Antbnio et al. (2014), foram
publicados 53 artigos, no periodo de 1988 a 2013. Destes 13 estudos
sobre agdes com plantas medicinais na atengdo priméaria a salde, 24
estudos sobre programas municipais e estaduais de fitoterapia no
sistema Unico de salde e na atencdo primaria a salde e 16 estudos sobre
aceitacdo de uso de plantas medicinais, por parte dos profissionais de
salde, nos servicos de atencdo primdria a salde. Essas publicacBes
demonstram que desde a criagcdo do SUS e a implementagéo de politicas
publicas, as praticas envolvendo plantas medicinais e fitoterapia vem
crescendo ao longo dos anos. Esse crescimento foi estimulado por
movimentos populares, diretrizes de varias conferéncias nacionais de
salde e recomendacdes da Organizagdo Mundial da Sadde.

Nao se pode esquecer que a PNPMF ndo envolve apenas 0 acesso
seguro e uso racional de plantas medicinais e medicamentos
fitoterapicos, mas também o uso sustentavel da biodiversidade. O Brasil,
detentor de grande patrimdnio genético e diversidade cultural, tem
potencial para desenvolver um modelo de desenvolvimento préprio e
soberano na area de sadde e uso de plantas medicinais e medicamentos
fitoterapicos. E necessario implementar a politica de forma efetiva
conservando sua rica biodiversidade (BRASIL, 2006b).

O crescimento nos Ultimos 10 anos e da inclusdo de 12
medicamentos fitoterdpicos na RENAME (BRASIL, 2015), mostram
que as acles ainda sdo insuficientes. Deve haver a¢Bes conjuntas entre
profissionais de salide, usuarios e gestores de forma a promover este
tipo de tratamento no SUS e beneficiar a todos os envolvidos
(FIGUEIREDO et al., 2014).

Nesse sentido, a contribuicio da comunidade cientifica é
essencial para avancos no estudo de plantas medicinais e auxilio na
implementacéo das politicas publicas em nosso pais.

2.2 METABOLISMO SECUNDARIO E A INFLUENCIA DOS
FATORES AMBIENTAIS NA SUA PRODUCAO

O metabolismo € um conjunto de reagdes quimicas que ocorrem
nas células dos seres vivos para sintetizar substancias complexas a partir
de outras mais simples. As plantas, além de possuirem um metabolismo
primério, possuem um metabolismo secundario que as permitem
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produzir e acumular compostos de natureza quimica diversa. Os
compostos derivados deste metabolismo sdo denominados de
metabdlitos secundarios e apresentam fungdes ecoldgicas e atividades
bioldgicas variadas (GARCIA; CARRIL, 2009).

Estudos com metabdlitos secundarios tém aumentado nos ultimos
anos. Estes compostos tem funcdo ambiental na planta, mas também
representa um importante recurso para ativos farmacéuticos
(BOURGAUD et al., 2001). Apesar do progresso da quimica sintética,
plantas ainda continuam como importante recurso de compostos
farmacéuticos e outros compostos economicamente importantes
(FOWLER, 2006).

Em relacdo a fatores ambientais, fatores bidticos e abidticos
podem influenciar o perfil de metabdlitos secundarios de uma planta. Os
fatores que podem influenciar sdo os seguintes: sazonalidade, indice
pluviométrico, radiacdo ultravioleta, composicdo atmosférica, ritmo
circadiano, temperatura, composi¢édo do solo, idade da planta, herbivoria
e ataque de patdgenos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Existem poucos estudos que avaliam a influéncia da altitude na
producdo de metabdlitos secundarios. Ha uma correlagdo positiva entre
0 conteldo total de flavonoides e a altitude. A correlagdo pode ser
explicada pelo aumento da radiacdo ultravioleta em altitudes maiores e
os flavonoides oferecem protecdo a planta (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

Foi relatada significante correlagcdo positiva entre a altitude do
local de coleta de espécies do género Leontodon e o conteido total de
flavonoides. Porém, o conteldo de &cidos fendlicos ndo mostrou
variagdo altitudinal significativa (ZIDORN; STUPPNER, 2001).

O perfil de metabolitos secundarios de Arnica montana
(Asteraceae) foi avaliado em nove diferentes altitudes, cultivadas
experimentalmente. Neste estudo, o conteldo total de lactonas
sesquiterpénicas e flavondides ndo foi correlacionado positivamente
com a altitude. Contudo, a presenca de hidroxilas livres no anel B do
esqueleto flavonoidico, confere um aumento do teor de flavonoides com
aumento da altitude. E, por fim, os niveis de derivados de acido cafeico
também foram positivamente correlacionados com aumento da altitude
(SPITALER et al., 2006).

Foi realizada a avaliagdo da variacdo altitudinal na produgéo de
metabdlitos secundarios de Matricaria chamomilla (Asteraceae). Nove
altitudes experimentais foram avaliadas, entre 590 e 2.230 m. Foram
avaliados o conteGdo de flavonoides e 4&cidos fendlicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Houve uma correlacdo positiva



28

e estatisticamente significativa entre o contelldo destes compostos € a
altitude (GANZERA et al., 2008).

A temperatura também é um fator que exerce influéncia sobre a
producdo de metabdlitos secundarios. Mas, como estd relacionada
também a outros fatores como altitude e sazonalidade, ndo existem
muitos estudos sobre sua influéncia de modo isolado (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007).

Em estudos com as folhas de tabaco (Nicotiana tabacum), houve
aumento consideravel de escopolina e acido clorogénico apds submissdo
a baixas temperaturas (KOEPPE et al., 1970)

Radiacdo ultravioleta € um importante fator que muitas vezes
estimula a produgdo de metabdlitos secundérios, principalmente o UV-B
(FOWLER, 2006). Existe uma correlagdo positiva entre a intensidade de
radiacdo solar e o aumento da producdo de compostos fendlicos como
flavonoides, taninos e antocianinas. A intensidade da luz também
influencia outras classes de metabo6litos secundarios como terpenoides e
alcaloides (GOBBO-NETO, LOPES, 2007).

Sdo conhecidos os elementos essenciais para o desenvolvimento
da planta que sdo carbono, oxigénio e hidrogénio provenientes do ar e
da agua e os nutrientes como nitrogénio, fosforo, potassio, célcio,
magnésio e enxofre (macronutrientes), boro, cloro, cobre, cobalto, ferro,
manganés, molibdénio e zinco (micronutrientes). Todos 0s nutrientes
provém do solo com excec¢do do nitrogénio que passa pelo processo de
fixagcdo (DE MORAIS, 2009).

Em relacdo aos nutrientes do solo, verifica-se que em plantas que
passam por um estresse nutricional, geralmente ocorre maior producgéo
de metabdlitos secundarios, com exce¢do do nitrogénio e enxofre, em
que ocorre diminuicdo dos metabolitos secundérios contendo esses
elementos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A estacdo do ano que a planta é coletada é um fator fundamental
na producdo de metabdlitos secundarios. A quantidade e a natureza dos
constituintes ativos ndo séo constantes durante o ano. Varias classes de
metabdlitos secundarios apresentam variagcbes sazonais como 6leos
essenciais, lactonas sesquiterpénicas, flavonoides, cumarinas, saponinas,
alcaloides, taninos e &cidos fendlicos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
Foi relatada variacdo sazonal no conteldo de hipericina e pseudo-
hipericinade uma espécie bastante conhecida, Hypericum perforatum
(erva-de-S&0-Jodo). As concentragfes hipericina/pseudo-hipericina
aumentam de 100 ppm no inverno para mais de 3000 ppm no verdo
(SOUTHWELL; BOURKE, 2001).
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2.3 GENERO Calea L.

A familia Asteraceae compreende cerca de 1.600 géneros e
23.000 espécies em todo 0 mundo, ocorrendo principalmente em regides
subtropicais e tropicais (FERNANDES; RITTER, 2009). Calea L. é um
género da familia Asteraceae, pertencente a tribo Heliantheae Cass.,
subtribo Melampodiinae Less. (NASCIMENTO et al., 2002), contendo
aproximadamente 125 espécies, muitas delas registradas no Brasil
(ROQUE; CARVALHO, 2011).

Calea, de acordo com dados da literatura, possui algumas
atividades bioldgicas relatadas, como: leishmanicida (NASCIMENTO et
al.,, 2007; LIMA et al., 2015a); acaricida (RIBEIRO et al., 2011);
tripanocida (NASCIMENTO et al, 2004b); anti-inflamatoria
(VENEGAS-FLORES et al., 2002; GOMEZ; GIL, 2011); citotoxica
(OHGUCHI et al., 2009); antimicrobiana (NASCIMENTO et al., 2002;
CARVALHO et al., 2014); antifingica (FLACH et al., 2002);
antidiarreica e antinociceptiva (SALAGA et al., 2015; RODRIGUES-
TORRES et al., 2016); antiobesidade (MATSUURA et al., 2005).

2.4 Calea pinnatifida (R. Br.) Less.

2.4.1 Descricdo boténica

C. pinnatifida é um arbusto escandente, 1,0-5,0 m de altura,
ramificado desde a base. Apresenta caule hexagonal, esverdeado e
folhoso até o &pice. As folhas sdo opostas, lanceoladas ou deltoides,
com é&pice longamente acuminado e bordos crenado-serreados, serreado
ou inteiro (Figura 1a). As inflorescéncias sdo do tipo capitulo, solitarios
e axilares, reunidos no apice dos ramos, com pedunculos de 0,6-3,0 cm
de comprimento (Figura 1b) (MONDIN, 2004).

C. pinnatifida é nativa do Brasil, distribuida pelas regides Centro-
Oeste (Distrito Federal), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Sao Paulo) e Sul (Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina).
Ocorre em dominios fitogeograficos do Cerrado, Mata atlantica e Pampa
(FLORA DO BRASIL 2020 EM CONSTRUCAO, 2016). Também
encontrada no Paraguai, Argentina e Uruguai (MONDIN, 2004).
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Figura 1 - Detalhe das folhas (a) e de um ramo fértil (b) de C.
_ pinnatifida

@ 3 (b

Foto: Altamir Antunes, novembro/2015.

2.4.2 Compostos isolados

Alguns compostos j& foram isolados das partes aéreas e folhas da
C. pinnatifida como 4cido 4-glicosiloxibenzoico, 4&cido anisico,
tetradeca-4E, 6E, 12E-trien-8,10-diin-1-ol e arucanolideo (FERREIRA
et al. 1980).

Em estudos mais recentes foram isolados cromenos: 6-Acetil-7-
hidroxi-2,2-dimetilcromeno, 6-Acetil-7-metoxi-2,2 dimetilcromeno, 6-
(1-Hidroxietil)-7-metoxi-2,2-dimetilcromeno e 6-(1-Etoxietil)-7-metoxi-
2,2-dimetilcromeno (LIMA et al., 2015a).

Em outros estudos, fragdes diclorometano e acetato de etila do
extrato etandlico das folhas de C. pinnatifida levaram ao isolamento e
caracterizacdo de oito compostos, sendo um deles novo na espécie. S&o
eles: etil cafeato, vanilina, 12-hidroxi-encecalina, fitol, acido 3,4-di-O-
cafeoilquinico, 4acido  3,5-di-O-cafeoilquinico, 4acido 4,5-di-O-
cafeoilquinico e uma nova lactona sesquiterpénica da espécie, 11,13-
dihidroxi-calaxina (LIMA et al., 2016).

Duas lactonas sesquiterpénicas foram isoladas, uma ja conhecida
da espécie, o arucanolideo, e outra ja conhecida no género, a
calealactona C. Suas estruturas foram estabelecidas através de analises
espectroscopicas (SARTORELLI et al., 2016).
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2.4.3 Atividades bioldgicas

Algumas atividades bioldgicas foram testadas experimentalmente
como atividade leismanicida (LIMA et al., 2015), tripanocida (LIMA et
al., 2016) e atividade antitumoral (MARCHETTI et al., 2012).

Quatro cromenos isolados foram avaliados quanto sua atividade
leishmanicida:  6-Acetil-7-hidroxi-2,2-dimetilcromeno,  6-Acetil-7-
metoxi-2,2 dimetilcromeno, 6-(1-Hidroxietil)-7-metoxi-2,2-
dimetilcromeno e 6-(1-Etoxietil)-7-metoxi-2,2-dimetilcromeno. Dois
compostos apresentaram atividade leismanicida: 6-Acetil-7-hidroxi-2,2-
dimetilcromeno conhecido também como eupatoriocromeno e 6-(1-
Hidroxietil)-7-metoxi-2,2-dimetilcromeno também conhecido como
encecalinol (LIMA et al., 2015a). Suas estruturas estdo representadas na
figura 2.

Figura 2 - Cromenos de C. pinnatifida que apresentam atividade

bioldgica.
HO ) H;CO O
SSRGS
o) OH
Eupatoriocromeno Encecalinol

Um novo furanoheliangolideo foi isolado das folhas de C.
pinnatifida. Trata-se de um composto novo na espécie denominado:
11,13-dihidroxi-calaxina (LIMA et al., 2016). Sua estrutura quimica esta
representada na figura 3.
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Figura 3 - Nova lactona sesquiterpénica isolada de C. pinnatifida.

CHj3

11,13-dihidroxi-calaxina

Este composto apresentou notavel atividade leishmanicida e
tripanocida contra formas amastigotas de Leishmania amazonensis e
Trypanosoma cruzi, inibindo 81,81% e 94,30% do crescimento,
respectivamente (LIMA et al., 2016).

Atividade leishmanicida também foi relatada para duas lactonas
sesquiterpénicas isoladas da espécie: o arucanolideo e a calelactona C
(Figuras 4 e 5). Para estes dois compostos, foi relatada atividade
leishmanicida. Estes compostos exibiram potente atividade contra
formas promastigotas de Leishmania amazonensis com ECsq de 1,7 e
4,6 pg/mL para arucanolideo e calealactona C, respectivamente
(SARTORELLI et al., 2016).

Atividade antitumoral também ja foi relatada para a espécie.
Partes aéreas de C. pinnatifida foram extraidas com diclorometano,
obtendo-se o extrato bruto de diclorometano. A atividade antitumoral foi
avaliada in vivo e in vitro. Porém, ndo foram isolados compostos
quimicos e foi feita somente avaliacdo do extrato bruto. Desta forma,
concluiu-se que o extrato apresentou efeito antitumoral, mas as
substancias envolvidas neste efeito ndo foram esclarecidas. Todavia,
acredita-se que germanocranolideos podem estar relacionados a esta
atividade (MARCHETTI et al., 2012). O mesmo autor avaliou a
atividade do arucanolideo, que é um germacranolideo, composto
envolvido na atividade antiproliferativa de noves tumores em ensaios
bioguiados. Germacranolideos sdo frequentemente descritos como
compostos antiproliferativos com indugdo de apoptose (MARCHETTI
et al., 2010). A estrutura do arucanolideo esta representada na figura 4.
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Figura 4 - Germacranolideo Arucanolideo
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Figura 5 - Calealactona C
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Lactonas sesquiterpénicas isoladas de Calea urticifolia, incluindo
germacranolideos, foram avaliadas na melanogénese em células de
melanoma B16 em ratos. Foram isoladas cinco lactonas sesquiterpénicas
das folhas de C. urticifolia; calealactona B, arucanolideo, 2,3-
epoxijuanislamina, 2,3-epoxicalealactona A e calealactona A. Todos 0s
compostos demonstraram efeito inibitério na melanogénese em células
de melanoma B16, especialmente 2,3-epoxijuanislamina (OHGUCHI et
al., 2009).

As lactonas sesquiterpénicas sdo um grande grupo de metabdlitos
secundérios frequentemente presentes na familia Asteraceae
(MERFORT, 2011; CHADWICK et al., 2013). A classificacdo, de
acordo com seu esqueleto carbociclico, pode ser feita em quatro grupos
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principais: germacranolideos, eudesmanolideos, guaianolideos e
pseudoguaianolideos (PICMAN, 1986). As lactonas sesquiterpénicas
apresentam uma diversidade de atividades biolégicas, tais como
antimicrobiana, citotoxica, anti-inflamatoria, antibacteriana, antitumoral,
antiviral, antifingica, além de efeitos no sistema nervoso e
cardiovascular ~ (RUIZ-REYES; SUAREZ, 2015).  Existem
medicamentos ja consagrados na conduta médica que sdo lactonas
sesquiterpénicas como € o caso da artemisinina, extraida da Artemisia
annua, que é utilizada como antimalérica. O interesse pela importancia
medicinal da artemisinina como antimaldrica estimulou novas pesquisas
na busca de outros constituintes de A. annua e de outras espécies do
mesmo género (FOWLER, 2006; BRAZ FILHO, 2010).

Algumas lactonas sesquiterpénicas do grupo germacranolideos da
Calea urticifolia foram avaliadas quanto uma possivel atividade anti-
obesidade. Os efeitos destes germacranolideos isolados foram avaliados
na diferenciacdo de adipécitos 3T3-L1. Os germacranolideos inibiram a
adipogénese na concentracdo de 1,25-5 uM. Porém, ndo houve atividade
inibitéria contra a proliferacdo celular. O resultado indica que estes
germacranolideos sdo inibidores especificos da diferenciacdo de pré-
adipocitos. Com este resultado, é possivel que este grupo possa ter um
efeito anti-obesidade (MATSUURA et al., 2005).

Existe certo interesse na pesquisa de atividade biologica de
germacranolideos. Este mesmo grupo foi avaliado na Calea
zacatechichi. Foram isolados seis germacranolideos: calealactone D,
calealactona C, caleina D, caleina A, calealactona E e 8p-angeloxi-9a-
acetiloxicaliculatolide. Estes compostos foram avaliados quanto as suas
atividades antiprotozoaria e antimicrobiana. Todos 0s compostos
apresentaram atividade leismanicida, sendo que calealactona C e caleina
D apresentaram valores ICs; melhores que a pentamidina que é o
controle positivo. Caleina D, caleina A e calealactona E apresentaram
atividade antiplasmddica significativa. E calealactona C apresentou
atividade antibacteriana contra Mycobacterium intracellulare (WU et
al., 2011).

Germacranolideos foram encontrados em C. reticulata
(BOHLMANN et al., 1982b), C. villosa (BOHLMANN et al., 1982¢),
C. ternifolia (LEE et al., 1982b), C. harleyi (BOHLMANN et al., 1984),
C. berteriana (OBER et al., 1985a), C. jamaicensis (OBER et al.,
1986b), C. leptocephala (OBER et al., 1986a), além da C. pinnatifida
(FERREIRA et al., 1980), C. urticifolia (OHGUCHI et al., 2009) e C.
zacatechichi (WU et al., 2011).
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Outros grupos também foram encontrados no género Calea.
Furanoheliangolideos foram encontrados em C. angusta (BOHLMANN
et al., 1982d), C. hymenolepis (BOHLMAN et al., 1982c), C. hispida
(BOHLMANN et al., 1982f), C. ternifolia (FISCHER et al., 1984), C.
rupicola (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 1986), C. leptocephala
(OBER et al., 1986a), C. crocinervosa (ORTEGA et al., 1989).

Guaianolideos foram encontrados em C. subcordata (OBER et
al., 1984c), C. solidaginea (OBER et al., 1985b), C. leptocephala
(OBER et al., 1986a), C. jamaicensis (OBER et al., 1986b).

Heliangolideos foram encontrados em C. pilosa e C. morri
(BOHLMANN et al., 1981a), C. oxylepis (BOHLMANN et al., 1982a),
C. rotundifolia (BOHLMANN et al., 1981b), C. villosa (BOHLMANN
et al., 1982e), C. ternifolia (LEE et al., 1982a), C. lantanoides
(VICHNEWSKI et al., 1982), C. trichomata (OBER et al., 1984a), C.
berteriana (OBER et al., 1985a), C. jamaicensis (OBER et al., 1986b),
C. megacephala (OBER et al., 1987c).

Eudesmanolideos foram encontrados em C. rotundifolia
(BOHLMANN et al., 1981b), C. reticulata (BOHLMANN et al.,
1982h), C. trichomata (OBER et al., 1984a; OBER et al., 1984b), C.
subcordata (OBER et al, 1984d; OBER et al, 1987a),
C. septuplinervia (OBER; FISCHER, 1987b), C. crocinervosa
(ORTEGA et al., 1989).

As proximas tabelas relacionam os compostos isolados do género
Calea que apresentam atividades biol6gicas, bem como as estruturas e
classes destes compostos (Tabela 1 e 2).
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Tabela 1 - Compostos isolados de espécies do género Calea que
apresentam atividade bioldgica.

Espécie Compostos quimicos Nuamero Referéncia
isolados identificador
Calea Arucanolideo C1 Ferreira et
pinnatifida 6-Acetil-7-methoxi-2,2- Cc2 al. (1980)
dimetilcromeno Lima et al.
6-(1-Hidroxietil)-7- C3 (2015a)
metoxi-2,2- Sartorelli et
dimetilcromeno al. (2016)
Calealactona C C4
Calea Caleprunina B C5 Nascimento
platyleps Euparona C6 etal.
(2004a)
Calea 1-(2-Hidroxi-5-(1- C7 Gomez and
prunifolia metoxietil)fenil)-3- Gil (2011)
metilbut-2en-1-ona
Quercetina-3-0O- C8 Puebla et
rutinosideo al. (2011)
Acido 3,5-Di-O-E- C9
cafeoilquinico
Calea Precoceno Il C10 Ribeiro et
serrata al. (2011)
Calea 2-Senecioil-4- Ci11 Nascimento
uniflora (hidroxietil)-fenol et al.
2-Senecioil-4- C12 (2004b)
(angeloiloxietil)-fenol
2-senecioil-4- C13
(metoxietil)-fenol
2-senecioil-4- Cl4
(pentadecanoiloxietil)-
fenol
Uniflorol-A Ci15 Nascimento
Uniflorol-B C16 etal.
(2007)
Cafeato de Etila C17 Limaetal.
Buteina C18 (2015b)
Orobol C19
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Calea Juanislamina C20 Castillo et
urticifolia 2,3-epoxy-juanislamina Cc21 al. (1981)
Ohguchi et
al. (2009)
Calealactona A C22 Yamada et
Calealactona B C23 al. (2004)
Calealactona C c4 Ohguchi et
2,3-epoxy-calealactona A C24 al. (2009)
Calea 4' 5-Dihidroxi-7- C25 Kohler et
zacatechichi | metoxiflavona al. (2002)
5,7-Dihidroxi-3',4'- C26
dimetoxiflavona
4'5,7-Trihidroxiflavona c27
5-Hidroxi-3',4',7- Cc28
trimetoxiflavona
5-Hidroxi-4',7- C29

dimetoxiflavona
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Tabela 2 - Moléculas que apresentam atividade bioldgica e respectivas
espécies do género Calea.

Atividade Antiplasmodica
Flavonoides

Cc29

*Calea zacatechichi
Atividade Leishmanicida
Cromenos




H3CO o H3CO o}

C2 C3

*Calea pinnatifida

Lactonas Sesquiterpénicas

CHs
0]
o CH

CH
g

0 °o

C1 C4

*Calea pinnatifida

Cromanonas
OH OH
b Kf
(6] (6] (0] le) o) o
O o
C15 c16

*Calea uniflora

Atividade Antimicrobiana

Benzofuranos
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H,CO O CH

C5
o;j©j>_(o
HO (0] CHs3
C6

*Calea platyleps

Atividade Anti-inflamatéria

Derivado da p-hidroxiacetofenona

Cc7

*Calea prunifolia

Atividade Vasodilatadora




HO Y =
OH
o
OH
OH

Cc9

*Calea prunifolia

Atividade Acaricida

Cromeno

*Calea serrata

Atividade Tripanocida

Derivados da p-hidroxiacetofenona
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*Calea uniflora

OH O OH O
% =
OH Angelate
c11 c12
OH O OH O
= 4
OCHj, OCO(CH3)13CH3
C13 C14
*Calea uniflora
Compostos fenolicos
Ho “ Q HO OH, OH
o~ LI
o X OH
o)
c17 c18

Atividade citotoxica

Lactonas Sesquiterpénicas




CHs

C20 C21

C22 C23

O«__CHs
mY
o C 3\0 0

C4 C24

*Calea urticifolia
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia de fatores ambientais na producdo de
metabdlitos secundarios dos extratos de Calea pinnatifida (R.Br.) Less.
coletada em diferentes altitudes na Floresta Ombrofila Densa, em duas
estacGes do ano.

3.2 Objetivos especificos

Coletar e analisar amostras de solo nas duas altitudes onde a
planta se desenvolve;

Determinar o perfil dos metabolitos secundarios dos extratos de
C. pinnatifida em espécimes coletadas nas duas altitudes, nas estagdes

de verdo e inverno;

Realizar cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia e a
leitura das placas de silica em espectrofotodensitdmetro CAMAG.
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4 METODOLOGIA

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

A coleta das folhas de C. pinnatifida ocorreu nos meses de
fevereiro e agosto de 2016, correspondendo as estacGes de verdo e
inverno no hemisfério sul, respectivamente. O material vegetal foi
coletado em dois pontos correspondentes a duas altitudes diferentes: na
Floresta Ombrofila Densa (FOD) formacdo das Terras Baixas com
altitude entre de 0 a 30 m e FOD formacdo Altomontana com altitude
acima de 800 m (IBGE, 2012).

O local de cada coleta foi registrado com GPS com suas
respectivas altitudes e coordenadas geograficas e o material vegetal
coletado foi levado ao Herbario Pe. Dr. Raulino Reitz (CRI) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) para identificagdo
boténica, herborizagdo e registro (CRI 11964).

Uma das coletas foi realizada préximo a BR-101, em propriedade
privada de uma empresa, entre os municipios de Icara e Criciima
(28°47°32.8”S 49°20°13.6”W, altitude 25 m). A outra coleta ocorreu na
Serra da Rocinha, que liga 0 municipio de Timbé do Sul — SC a Séo
José dos Ausentes — RS (128°48°34.0”’S 49°56°10.9”W, altitude 800 m).
Os pontos de coleta estdo demonstrados na Figura 6.
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Figura 6 - Localizacdo dos pontos de coleta de C. pinnatifidaa 25 me
800 m de altitude no estado de Santa Catarina.

Fonte: Wikipédia; sul-sc.com.br



4.2 EXTRACAO

De cada material vegetal coletado nas diferentes altitudes no
verdo, foi realizado a secagem em estufa a 50-60°C, e, posteriormente
foi realizado a extragdo pela técnica de maceracdo com alcool 96% na
propor¢do 1:10 (p/v). Para a extracdo, as folhas foram reduzidas ao
menor tamanho possivel de particula e permaneceram por 15 dias em
maceracdo. Em seguida o macerado foi filtrado e o solvente evaporado
no rotaevaporador. Desta forma, obteve-se o extrato etanolico (LIMA et
al., 2015a).

Ap6s a obtencdo do extrato etandlico, este foi submetido a
processo de particdo liquido-liquido, com solventes de polaridades
crescentes, sendo estes: cicloexano, diclorometano e acetato de etila, de
forma sequencial (Figuras 7 e 8), visando a uma semipurificagdo das
substancias através das propriedades fisico-quimicas dos compostos
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). O mesmo procedimento foi
realizado para coleta de inverno com uma extracdo a mais com acetato
de etila de forma ndo sequencial (Figura 9).

Ap6s o fracionamento liquido-liquido, foram realizadas
cromatografias em camada delgada dos extratos e das fragGes.

Figura 7 - Esquema da Extracdo e Particionamento de C. pinnatifida no
verao.

Maceragio: etanol 92% 1/10 {p/v) Maceragio: etanol 92% 1/10 (p/v)

15 dias 15 dias
Filtragem e evaporagio Filtragem e evaporagio
Frac. lig./lig. + 100 mL H,O Frac. lig./lig. + 100 mL H;0

F.Hexano

F. Hexano F.DCM F. AcOEt
25m 800m 800 m 800 m
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Figura 8 - Esquema da Extracéo e Particionamento de C. pinnatifida no
inverno.

Maceragdo: etanol 92% 1/10 (p/v) Maceragdo: etanol 92% 1/10 (p/v)
15 dias 15 dias
Filtragem e evaporacio Filtragem e evaporacio

SR

Frac. lig./lig. + 30 mLH;0 Frac. lig./lig. + 30 mLH,0

[pzom] |[aom] |[zom] aom]  |[zeom] |[aeom]
‘ F. Hexano ‘ F.DCM ‘ F. AcOEt F. Hexano ‘ F.DCM ‘ F. AcOEt
25m 25m 25m 200m B800m 800 m

Figura 9 - Esquema da Extracdo e Particionamento de C.pinnatifida no
inverno, fracdo acetato de etila direta.

]

Maceragdo: etanol 92% 1/10 {p/v) Maceragdo: etanol 92% 1/10 (p/v)
15 dias 15 dias
Filtragem e evaporagdo Filtragem e evaporagio

Frac. lig./lig. + 20 mLH;0

F. AcOEt direta
25m

Frac. lig./lig. + 20 mLH;0

F. AcOEt direta
800 m
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4.3 ANALISE DO SOLO

A coleta do solo seguiu os procedimentos preconizados pela
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(EPAGRI). A coleta do solo foi realizada no verdo, no mesmo dia da
coleta de C. pinnatifida. O solo foi coletado em quinze pontos proximos
do local onde a planta naturalmente se desenvolve nas duas altitudes de
estudo. Apds coleta da amostra nos quinze pontos, o solo foi
homogeneizado e seco a sombra, totalizando 500 g de solo. Este
procedimento foi realizado trés vezes totalizando trés amostras de 500 g
cada para cada altitude. Posteriormente, as amostras foram
encaminhadas para o Laboratério de Andlises Quimicas do Solo da
EPAGRI para analise dos aspectos basicos do solo (pH, fosforo,
potassio, aluminio, calcio, manganés e matéria organica) e avaliagdo dos
micronutrientes (cobre, ferro, zinco e manganés).

Também foi verificado o teor de umidade do solo. Para isso, foi
pesado o solo fresco e o solo seco (secagem em estufa até peso
constante) para cada altitude e, posteriormente, calculado o percentual
de umidade. Foram analisadas oito amostras de solo para cada altitude
com a finalidade de determinar o teor de umidade do solo.

Foi realizado o teste t Student para verificar a variacdo na
concentracdo dos macronutrientes, micronutrientes e umidade no solo de
cada local de coleta.

4.4 ANALISE DOS COMPONENTES QUIMICOS

4.4.1 Cromatografia em Camada Delgada

Na pesquisa foi realizada a cromatografia em camada delgada
(CCD) dos extratos e fracdes obtidos de C. pinnatifida. Trés sistemas de
solventes foram escolhidos: tolueno/acetato de etila (9:1),
cicloexano/acetona (85:15) e cicloexano (10:0). Os extratos foram
solubilizados em acetato de etila e foram preparados 10 mL de cada
sistema de solvente para posterior eluicdo. A cromatografia em camada
delgada apresentou resultados que nortearam trabalhos realizados
posteriormente na Université de Rennesl, Laboratoire de Produits
Naturels, Synthese et Chimie Médicinale (PNSCM), Franca. Este ensaio
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serviu para escolher o sistema de solventes que separasse 0 maior
nimero de compostos que pudessem ser visualizados em placa
cromatogréfica.

4.4.2 Andlise por CCDAE-UV (Cromatografia em Camada Delgada de
Alta Eficiéncia-Ultravioleta)

Ao todo foram feitas 32 placas cromatograficas de silica (10 cm
X 20 cm), devido a escolha de seis sistemas de solventes e cinco tipos
de reveladores, e duas placas adicionais com o sistema de solvente
cloroférmio/acetato de etila 75/25 reveladas com anisaldeido sulfirico.
A escolha de sistema de solventes foi baseada nas diferentes
polaridades. Hexano/acetona 9:1 e hexano/acetona 8:2 foram usados
para separar compostos apolares; cloroférmio/acetato de etila 75:25 e
cloroférmio/acetato de etila 70:30 para compostos polares e apolares;
tolueno/acetato de etila 9:1 e Acetato de Etila/Acido Férmico/Acido
Acético/Agua 100/11/11/27 para compostos mais polares. O motivo da
escolha destes sistemas de solventes foi para conseguir separar 0 maior
numero de compostos possiveis de C. pinnatifida. A escolha do sistema
de solventes foi baseada nas CCD realizadas no Brasil e em estudo
realizado com a espécie (CARVALHO, 2016).

Todas as placas cromatograficas foram observadas em camara
UV nos comprimentos de onda 254 nm e 365 nm.

4.4.2.1 Dep06sitos dos extratos sobre a placa de silica

O depositor CAMAG permite realizar depositos precisos sobre
placas de silica, a fim de realizar uma CCDAE. Assim, a aplicacdo da
amostra é feita de forma automatizada. A escolha do volume a depositar
foi de 10 pL por cada amostra na concentragdo de 0,5 mg/mL para a
coleta de fevereiro de 2016. Para a coleta de agosto de 2016, o volume
depositado para as amostras foi de 30 pL e a concentracdo da amostra
foi de Img/mL. As solugBes foram colocadas em um pequeno frasco e
encaixadas num suporte. Foi utilizada uma placa de aluminio com silica
gel 60 Fys4 20x10 cm da Merck. Além das amostras a serem analisadas,
também foram depositadas sobre as placas seis padrGes de referéncia
para posterior comparagao com os extratos obtidos da planta. Séo eles:
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buteina, isoquercitrina, precocene |, 7-OH-cromona, 4-cromanona €
acido cafeico. Suas estruturas quimicas estdo representadas na Figura
10. A escolha dos padrdes de referéncia foi realizada de forma a
contemplar diferentes familias de compostos. A execucdo do aparelho
foi controlada por um software denominado WinCats.

Figura 10 - Estruturas quimicas dos padrdes utilizados.

O OH 0 Q
Ho m @fl]
|
H (6}
HO' o] HO o

Buteina — chalconas
| 7-OH-4-cromona — Cromona ‘ | 4-cromanona — cromanona ‘

_OH
o OH
OH O
B I o‘k( ‘OH 2
CHs [ on Ho S oH
Hac\o o HO' ~0 )

CHg 7 ~oH HO

OH

| Precocene | — Cromeng. | | Isoguercitrina - flavonoide ‘ Acido Cafeico — acido fenol

4.4.2.2 Escolha dos sistemas de solventes para a migracao

Seis sistemas de solventes diferentes foram selecionados para
realizar a migracéo:

A: Hexano/acetona (9/1)

B: Hexano/acetona (8/2)

C: Cloroférmio/Acetato de Etila (75/25)

D: Cloroférmio/Acetato de Etila (70/30)

E: Acetato de FEtila/Acido Férmico/Acido Acético/Agua
(100/11/11/27)

F: Tolueno/Acetato de Etila (9/1)

A escolha permitiu contemplar solventes de polaridades
crescentes, sendo o solvente “A” mais apolar e o solvente “F” muito
polar.
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4.4.2.3 Escolha dos sistemas de revelacdo de placas CCD

Vaérios reativos foram selecionados a fim de revelar placas e
diferenciar familias de compostos:

A: Anisaldeido sulfarico: 0,5 mL de anisaldeido em 10 mL de
acido acético, adiciona-se 85 mL de metanol e em seguida 5 mL de
H,S0,. Pulverizagcdo e aquecimento a 120 °C. Os compostos que se
tornam evidentes sdo esteroides, saponinas, terpenos e iridoides. As
cores das bandas em luz visivel variam de marrom a rosa, azul ou
violeta (WAGNER, BLADT, 1996).

B: Reativo de Dragendorff: A — 17 g de subnitrato de bismuto,
200 g de &cido tartarico e 800 mL de H,SO4; B — 160 g de KI em 400
mL de agua destilada. Misturar A e B. Pulverizagdo apenas. Os
alcaloides se tornam evidentes com este reativo. Em luz visivel, tornam-
se laranja, vermelho a bord6. O reativo de Dragendorff foi escolhido
para detec¢do de alcaloides. Na presenca destes compostos em solucéo,
da-se a formagdo de precipitados alaranjados, cuja cor varia de acordo
com o tipo de composto (amarelo a vermelho-acastanhado). Esta técnica
também se aplica a cromatografia em camada delgada com a diferenca
de o reativo ser pulverizado e a presenca de alcaloides ser revelada por
uma mancha alaranjada.

C: Reativo de Neu: 1 g de acido amino-2-etil-difenilborico em
100 mL de metanol. Pulverizacdo e aquecimento a 105 °C. Os
flavonoides se tornam evidentes. Em luz visivel: amarelo, laranja. Em
UV 365 nm: amarelo fluorescente ou laranja. O reativo de Neu foi
utilizado para identificar flavonoides. A presenca de flavonoides €
observada em cadmara de UV (365 nm) apos revelacdo, no qual manchas
de fluorescéncia alaranjada (as vezes vermelha), amarela ou verde
representam a presenga de flavonoides (MARKHAM, 1982;
HARBORNE, 1998).

D: Timol sulfurico: 1 g de timol em 100 mL de etanol/H,SO,4
(9/1). Pulverizagdo e aquecimento a 105 °C. Os compostos revelados
sdo aglcares e compostos glicosilados. Em luz visivel: rosa, vermelho-
violeta a laranja e castanho claro.

E: Vanilina sulfarica: 2 g de vanilina em Etanol/ H,SO, (98/2).
Pulverizacdo e aquecimento & 105 °C. Os compostos visualizados s&o
alcoois superiores, cetonas, fenois, esteroides, terpenos, limonoides e
compostos carbonilados. Possui uma vasta gama de cores em luz visivel.
A vanilina sulfdrica foi utilizada como reativo revelador de
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componentes de OGleos essenciais (terpenoides e fenilpropanoides)
(WAGNER, BLADT, 1996).

Para a coleta de verdo, foram utilizados todos os sistemas de
solventes e todos os reveladores, com analise de uma amostra para todas
as fracOes. Para a coleta do inverno, foi utilizado apenas o melhor
sistema de solventes (cloroférmio/acetato de etila 75:25) e o revelador
anisaldeido sulfdrico. As andlises da coleta de inverno foram realizadas
em quadruplicata, gerando dados através do software Wincats, para a
andlise estatistica. As placas cromatograficas, que foram migradas no
sistema cloroférmio/acetato de etila 75/25 e reveladas em anisaldeido
sulfarico na coleta do verdo, foram repetidas com quantidade de
amostras e padrdes de referéncias diferentes, 25 ul e 50 pl, além da
quantidade usual de 10 pl. Isso porque ocorreu uma banda na altitude de
800 m nas fragdes diclorometano e acetato de etila que ndo ocorreu na
altitude de 25 m. O aumento das quantidades de amostras teve por
finalidade intensificar a cor das bandas nas fracGes diclorometano e
acetato de etila e observar se haveria o aparecimento de banda
semelhante na frac&o cicloexano.

4.4.2.4 Leitura das placas

A visualizacdo da migracdo dos compostos presentes no extrato
foi realizado em um espectrofotodensitémetro TLC Scanner 3 CAMAG
em seis diferentes comprimentos de onda (200, 230, 260, 290, 320 e 350
nm). Obtiveram-se cromatogramas em 3D que correspondem aos
compostos presentes na placa de silica e visiveis para os seis
comprimentos de onda. As placas também foram observadas em camara
UV nos comprimentos de onda 254 nm e 365 nm. A leitura em cdmara
UV foi fotografada. Todas as placas migradas nos seis sistemas de
solventes foram escaneadas no espectrofotodensitémetro e dados foram
gerados no software Wincats. O software gera cromatogramas
tridimensionais com Rfs (fatores de retencéo) representados no eixo X e
area total dos picos representando o eixo Y. Como sdo seis
comprimentos de onda diferentes, foram gerados 30 cromatogramas
diferentes. Para andlises dos dados, foi escolhido o sistema de solventes
gue apresentou 0 maior nimero de picos em determinado comprimento
de onda com 10 pl de quantidade de amostra. O sistema de solventes
escolhido foi cloroférmio/acetato de etila 75:25 no comprimento de
onda 230 nm.
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4.4.2.5 Anélise estatistica
Para as amostras das duas altitudes realizadas em quadruplicata

da coleta de inverno, foi realizada andlise estatistica: teste t Student no
software SPSS. O nivel de significancia foi considerado p<0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 EXTRATOS BRUTOS E PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO
Os rendimentos dos extratos brutos de C. pinnatifida séo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Rendimentos dos extratos das folhas de C.pinnatifida.

Altitude/Estagéo Material Extrato bruto | Rendimento
Vegetal Seco (g) (9) (%)

25 m/verdo 86 10,3 12,0

800 m/verdo 65 6,9 10,6

25 m/inverno 26 2,2 8,5

800 m/inverno 24 1,8 7,5

5.2 ANALISE DO SOLO

Os resultados da analise dos solos encontram-se nos laudos
fornecidos pela EPAGRI (ANEXO A) e os dados de umidade no
ANEXO B. A tabela 4 demonstra os principais parametros de analise do
solo bem como suas analises estatisticas.

Tabela 4 - Analise estatistica dos parametros do solo.

Parametros Locais de coleta Teste t
25m 800 m (0,05)

% argila (m/v) 323+153 | 18,3+058 | 0,000*
pH-Agua 1:1 45+0,06 | 52+0,20 | 0,004*
P (mg/dm®) 39+098 | 12,1+231 | 0,005*
K (mg/dm°) 146,7 + 4,16 | 537,3 + 16,17 | 0,000*
M. O. (%) 22+006 | 44+0,26 | 0,000*
Al (cmolc/dm®) | 1,9+0,26 | 0,7+0,75 | 0,060
Ca(cmolc/dm®) | 31+0,17 | 75+2,06 | 0,064
Mg (cmolc/dm®) | 2,2+017 | 3,1+051 | 0,041*
Cu (mg/dm®) 08+006 | 23+0,12 | 0,000*
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Zn (mg/dm”) 22+0,10 | 57+1,72 | 0,025*

Fe (mg/dm°) 209 +14,18 | 33,3+551 [ 0,000*

Mn (mg/dm®) 81+1316 | 54,1+9,70 | 0,046*

Umidade 17,61 +1,27] 30,54 4,01 | 0,000*
*p<0,05

5.3 ANALISE DOS COMPONENTES QUIMICOS

5.3.1 Cromatografia em Camada Delgada

Os melhores sistemas de solventes foram tolueno/acetato de etila
(9:1) e cicloexano/acetona (85:15) que estdo demonstrados nas figuras

11le12.

Figura 11 - Cromatografia em Tolueno/Acetato de Etila (9:1) das
fragdes obtidas de C. pinnatifida.

Legenda: C:cicloexano, D:Diclorometano, A: Acetato de Etila,

P: Padréo, 25 m e 800 m.
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Figura 12 - Cromatografia em Cicloexano/Acetona (85:15) das fracbes
obtidas de C. pinnatifida.

Legenda: C:cicloexano, D:Diclorometano, A: Acetato de Etila,
P: Padréo, 25 m e 800 m.

5.3.2 Analise por CCDAE -UV

5.3.2.1 Analise da coleta do verdo

O sistema de solventes tolueno-acetato de etila 9:1 foi o que
apresentou uma melhor visualizagdo de bandas, sendo que no
comprimento de onda de 365 nm foi melhor do que no comprimento de
onda 254 nm (Figuras 13 e 14).
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Figura 13 - Leitura em cdmara UV no sistema Tolueno-Acetato de Etila
9:1 — 254 nm.

Legenda: FragBes: 1-hexano 25 m, 2-hexano 800 m, 3-diclorometano 25 m,
4-diclorometano 800 m, 5-acetato de etila 25 m, 6-acetato de etila 800 m;
Referéncias: 7-buteina, 8-7-OH-4-cromona, 9-4-cromanona, 10-precocene
I, 11-isoquercitrina, 12-4cido cafeico.

Figura 14 - Leitura em cdmara UV no sistema Tolueno-Acetato de Etila
9:1 — 365 nm.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Legenda: FragBes: 1-hexano 25 m, 2-hexano 800 m, 3-diclorometano 25 m,
4-diclorometano 800 m, 5-acetato de etila 25 m, 6-acetato de etila 800 m;
Referéncias: 7-buteina, 8-7-OH-4-cromona, 9-4-cromanona, 10-precocene
I, 11-isoquercitrina, 12-4cido cafeico.

Pode-se observar que o sistema de solventes que melhor
apresentou leitura no software Wincats foi cloroférmio/acetato de etila
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75:25. Assim, apresentam-se as placas cromatograficas nestas condi¢Ges
observadas em camara UV nos comprimentos de onda 254 nm e 365 nm
(Figuras 15 e 16).

Figura 15 - Leitura em Camara UV no sistema Cloroférmio-Acetato de
Etila 75:25 - 254 nm.

Legenda: FragBes: 1-hexano 25 m, 2-hexano 800 m, 3-diclorometano 25 m,
4-diclorometano 800 m, 5-acetato de etila 25 m, 6-acetato de etila 800 m;
Referéncias: 7-buteina, 8-7-OH-4-cromona, 9-4-cromanona, 10-precocene
I, 11-isoquercitrina, 12-4cido cafeico.

Figura 16 - Leitura em Camara UV no sistema Cloroférmio-Acetato de
Etila 75:25 - 365 nm.
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Legenda: Fragdes: 1-hexano 25 m, 2-hexano 800 m, 3-diclorometano 25 m,
4-diclorometano 800 m, 5-acetato de etila 25 m, 6-acetato de etila 800 m;
Referéncias: 7-buteina, 8-7-OH-4-cromona, 9-4-cromanona, 10-precocene
I, 11-isoquercitrina, 12-acido cafeico.

Na tabela 5 sdo apresentados os resultados dos testes com 0s
diferentes reativos.

Tabela 5 - Identificacdo qualitativa dos extratos de C. pinnatifida.

Metabdlitos Testes Cores Resultados
secundérios
Alcaloides Dragendorff alaranjado -
Flavonoides Neu Fluorescéncia -
alaranjada,
amarela ou verde

Terpenoides Vanilina Amarelo-marrom -
Fenilpropanoides sulfarica Azul
Fenois
Alcoois
Oleos essenciais
Aclcares Timol sulfirico Rosa -
Esteroides Anisaldeido Violeta +
Terpenos sulfarico Azul
Saponinas Vermelho

Cinza

Verde

As Figuras 17, 18 e 19 representam a placa cromatografica no
sistema cloroférmio-acetato de etila 75:25 e reativo de revelacdo
anisaldeido sulfarico. Houve o aparecimento de uma banda nas fracoes
diclorometano e aceto de etila apenas na altitude de 800 m. O aumento
da quantidade de amostras e referéncias (25 ul e 50 ul) confirmou a
presenca das bandas com maior intensidade de cor, inclusive com
aparecimento de banda na fracdo hexano a 800 m na quantidade de 50

ul.



Figura 17 - Cromatograma 10 pl das amostras e referéncias —
Cloroférmio-Acetato de Etila 75:25 + Anisaldeido Sulfdrico.

Legenda: FracBes: 1-hexano 25 m, 2-hexano 800 m, 3-diclorometano 25 m,
4-diclorometano 800 m, 5-acetato de etila 25 m, 6-acetato de etila 800 m;
Referéncias: 7-buteina, 8-7-OH-4-cromona, 9-4-cromanona, 10-precocene
I, 11-isoquercitrina, 12-acido cafeico.

Figura 18 - Cromatograma 25 pl das amostras e referéncias —
Cloroformio-Acetato de Etila 75:25 + Anisaldeido Sulfurico.

Legenda: FragBes: 1-hexano 25 m, 2-hexano 800 m, 3-diclorometano 25 m,
4-diclorometano 800 m, 5-acetato de etila 25 m, 6-acetato de etila 800 m;
Referéncias: 7-buteina, 8-7-OH-4-cromona, 9-4-cromanona, 10-precocene
I, 11-isoquercitrina, 12-4cido cafeico.
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Figura 19 - Cromatograma 50 pl das amostras e referéncias —
Cloroférmio-Acetato de Etila 75:25 + Anisaldeido Sulfarico.

Legenda: FragBes: 1-hexano 25 m, 2-hexano 800 m, 3-diclorometano 25 m,
4-diclorometano 800 m, 5-acetato de etila 25 m, 6-acetato de etila 800 m;
Referéncias: 7-buteina, 8-7-OH-4-cromona, 9-4-cromanona, 10-precocene
I, 11-isoquercitrina, 12-acido cafeico.

A Figura 20 representa o cromatograma com todas as amostras e
padrBes no sistema de solventes cloroférmio-acetato de etila 75:25 no
comprimento de onda 230 nm.
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Figura 20 - Densitograma CHCIl3-AcOEt 75:25 - 230 nm.
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De baixo para cima: trackl: cicloexano 25 m; track 2: cicloexano 800 m,
track 3: diclorometano 25 m; track 4: diclorometano 800 m; track 5: acetato
de etila 25 m; track 6: acetato de etila 800 m; track 7: buteina, track 8: 7-
OH-cromanona; track 9: 4-cromanona; track 10: precocene I; track 11:
isoquercetrina; track 12: &cido cafeico.

Fonte: Wincats software

O sistema de solventes cloroférmio/acetato de etila 75:25
apresentou 0 maior nimero de picos no densitograma. O software
calcula as areas de cada pico e respectivos Rfs para cada amostra. Os
densitogramas assim como as tabelas com Rfs e célculos de area dos
picos das fracbes hexano, diclorometano e acetato de etila estdo
representados nas Figuras 21, 22, 23, 24, 27 e 38. As tabelas 6, 7 e 8
representam o0s intervalos de Rfs nos respectivos picos nas duas
altitudes.
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Figura 21 - Densitograma fracdo hexano 25 m.
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Figura 22 - Densitograma fracdo hexano 800 m.
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Tabela 6 - Area dos picos nas respectivas altitudes fracdo hexano.

65

Picos Rfs Area25m | Area800 m
Pico 1 0,00 -0,07 4970 5089
Pico 2 0,14 -0,16 893 989
Pico 3 0,17-0,19 1211 881
Pico 4 0,19-0,21 852 897
Pico 5 0,21-0,24 1211 926
Pico 6 0,25-0,29 310 0
Pico 7 0,40-0,49 1115 0
Pico 8 0,64 - 0,66 857 519
Pico 9 0,66 - 0,69 680 1609
Pico 10 0,77-0,79 811 764
Pico 11 0,79-0,80 900 851
Pico 12 0,80-0.82 1295 829
Pico 13 0,82-0,83 1354 956
Pico 14 0,83-0,85 1227 1255
Pico 15 0,85-0.87 1738 1990
Pico 16 0,87 -0,90 4712 3403
Pico 17 0,90-0,92 2147 2383
Pico 18 0,92-0,94 229 117

Fonte: Software Wincats
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Figura 23 - Densitograma fracdo diclorometano 25 m.
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Figura 24 - Densitograma fragao diclorometano 800 m.
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Tabela 7 - Area dos picos nas respectivas altitudes fragdo DCM.

Picos Rf Area25m Area 800 m
Pico 1 0,00 -0,06 6133 7103
Pico 2 0,14 -0,16 1173 1022
Pico 3 0,16 - 0,18 924 987
Pico 4 0,18 - 0,20 721 992
Pico 5 0,20-0,23 1218 1344
Pico 6 0,23-0,28 418 1260
Pico 7 0,34 -0,38 405 0

Pico 8 0,47 - 0,55 1430 860
Pico 9 0,64 - 0,65 355 656
Pico 10 0,65-0,69 1275 2499
Pico 11 0,75-0,80 869 798
Pico 12 0,80-0,83 2291 1560
Pico 13 0,83-0,86 1742 2039
Pico 14 0,86 - 0,90 5157 4288
Pico 15 0,90-0,91 1103 1117

Fonte: Software Wincats

A placa cromatografica, que foi revelada com anisaldeido
sulfarico, apresentou uma banda mais intensa na altitude de 800 m e néo
houve presenca desta banda na altitude de 25 m. E possivel observar
esta banda na placa (Figura 25) com Rf igual a 0,28. Para confirmar que
esta banda aparece somente na altitude de 800 m, foi realizada duas
novas placas cromatograficas com quantidade diferente de amostras
depositadas, 25 pul e 50 pl. Esse procedimento confirmou a presenca da
banda apenas na altitude de 800 m (Figura 26). E provavel que este
composto seja 0 pico numero 6 representado no cromatograma fragdo
diclorometano.
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Figura 25 - Placa cromatografica da fracdo diclorometano no sistema

cloroférmio-acetato de etila 75:25 revelada com anisaldeido sulftrico -
10 pl.

Rf-0,28

1 2
1- Diclorometano 25 m; 2- diclorometano 800 m

Figura 26 - Placa cromatografica da fracdo diclorometano no sistema
cloroférmio-acetato de etila 75:25 revelada com anisaldeido sulfirico -
25 pl e 50 pl.
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1- Diclorometano 25 m — 25 pl; 2- Diclorometano 800 m — 25
pl; Diclorometano 25 m — 50 pl; Diclorometano 800 m —
50 pl.

Figura 27 - Densitograma fracdo acetato de etila 25 m.

Track 4,1D:

700 —
500 —
500
400 o
300 o
200

100

Rri



70

Figura 28 - Densitograma fracdo acetato de etila 800 m.
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Tabela 8 - Area dos picos nas respectivas altitudes fracio acetato de

etila. ) )
Picos Rfs Area25m Area 800 m
Pico 1 0,00 - 0,06 5923 6215
Pico 2 0,14-0,16 650 188
Pico 3 0,16 - 0,18 992 0
Pico 4 0,18-0,21 877 0
Pico 5 0,21-0,24 954 0
Pico 6 0,44 -0,52 767 911
pico 7 0,64 - 0,66 790 621
Pico 8 0,66 - 0,68 253 0
Pico 9 0,68 - 0,70 880 0
Pico 10 0,78 -0,81 985 0
Pico 11 0,81-0,84 1861 0
Pico 12 0,84 -0,86 1462 446
Pico 13 0,86 - 0,88 1512 0
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Pico 14 0,88-0,91 3342 0
Pico 15 0,91-0,93 1407 1179
Fonte: Software Wincats

5.3.2.2 Andlise da coleta do inverno

As Figuras 29 e 30 representam os cromatogramas no sistema de
solventes cloroférmio-acetato de etila 75:25 reveladas em camara UV
nos comprimentos de onda 254 e 365 nm. A Figura 31 representa a
placa revelada com anisaldeido sulfurico no mesmo sistema de
solventes.

Figura 29 - Leitura em Cémara UV - Cloroférmio-Acetato de Etila
75:25 - 254 nm.

Legenda: FragBes: 1-extrato bruto 25 m, 2-extrato bruto 800 m, 3- hexano
25 m, 4-hexano 800 m, 5-diclorometano 25 m, 6-diclorometano 800 m, 7-
acetato de etila 25 m, 8-acetato de etila 800 m, 9-acetato de etila nédo
sequencial 25 m, 10-acetato de etila no sequencial 800 m; Referéncias: 11-
buteina, 12-7-OH-4-cromona, 13-4-cromanona, 14-precocene |, 15-
isoquercitrina, 16-acido cafeico.
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Figura 30 - Leitura em Camara UV - Cloroférmio-Acetato de Etila
75:25 - 365 nm.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 40, 1 12 13 1 15 16

Legenda: FracBes: 1-extrato bruto 25 m, 2-extrato bruto 800 m, 3-hexano 25
m, 4-hexano 800 m, 5-diclorometano 25 m, 6-diclorometano 800 m, 7-
acetato de etila 25 m, 8-acetato de etila 800 m, 9-acetato de etila ndo
sequencial 25 m, 10-acetato de etila ndo sequencial 800 m; Referéncias: 11-
buteina, 12-7-OH-4-cromona, 13-4-cromanona, 14-precocene |, 15-
isoquercitrina, 16-acido cafeico.

Figura 31 - Cromatograma 30 pl das amostras e referéncias —
Cloroférmio-Acetato de Etila 75:25 + Anisaldeido Sulfurico.
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Legenda: FracBes: 1-extrato bruto 25 m, 2-extrato bruto 800 m, 3-hexano 25
m, 4-hexano 800 m, 5-diclorometano 25 m, 6-diclorometano 800 m, 7-
acetato de etila 25 m, 8-acetato de etila 800 m, 9-acetato de etila ndo
sequencial 25 m, 10-acetato de etila ndo sequencial 800 m; Referéncias: 11-
buteina, 12-7-OH-4-cromona, 13-4-cromanona, 14-precocene |, 15-
isoquercitrina, 16-acido cafeico.

A seguir, serdo demonstrados os densitogramas do extrato bruto e
fragdes a 254 nm nas duas altitudes.

Figura 32 - Densitograma do extrato bruto a 25 m.
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Figura 33 - Densitograma do extrato bruto a 800 m.
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Figura 34 - Densitograma da fracdo hexano a 25 m.
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gura 35 - Densitograma da fracdo hexano a 800 m.
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Figura 36 - Densitograma da fracdo diclorometano a 25 m.
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Figura 37 - Densitograma da fragéo diclorometano a 800 m.
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Figura 38 - Densitograma da fracdo acetato de etila a 25 m.
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Figura 39 - Densitograma da fracdo acetato de etila a 800 m.
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As analises da coleta do inverno foram realizadas em
guadruplicata e desta forma foi calculada a média e o desvio padréo das
areas correspondentes aos picos presentes. Os dados foram retirados do
software Wincats no comprimento de onda 254 nm. Os dados completos
estdo apresentados no Anexo C. Os graficos gerados a partir destes
dados estdo representados nas Figuras 40, 41 e 42.



78

uesalwl G73v |
ueaw Sgo|g m
Uesw SZX3IH m

uesw G¢gi m

grad
stod
HTad
€1o1d
z1od
11o1d
otaid
goid
gad
/od
goid
gad
aid
eod
zad
To1d

000¢

¥ 0oor

0009

0008

3
8
—
soold sop ealy

000¢tT

0oort

00091

00081

0000¢

H

'S0J18W GZ © 0BAR1J NO 0JRAIX3 BPED W3 SOPRIIU0IUS S01S0dwo) - O einbi4




79

uesw 0083V =
Uesw 00821 m
UESW O08XIH =

uesw opgdim

grad

stod

v1oid

grod

zroid

TTo1d

otod

gaid

gaid

fad

gaid

gaid

taid

¢oud

zad

1od

000¢

0007

0009

0008

00001

000ctT

00081

0000¢

$0d1d SOp Baly

H

'S0J18W QY B 0BIR1) NO 0JRAIXS BPRI WS SOPeJIuoduUsd sojsodwo) - T einbi-




80

g1ad
stod
yroud
£10d
croid m
11dm
o1o1d m
621d m
gdm
£o1d m
9o1d m
cdm
yoid m
coid m
odm
1od m

uesaw 0083V

ueaw G¢3v uesw 008d1a uesw §¢d1d UesW Q08X3H  UBSW SZX3H uesw 00883

ueaw G7g3

000¢

0001

0009

0008

0000T

000<T

000%T

00091

0008T

0000¢

"0edR1J NO 0JRAIX3 BPED W3 SOPRIIU0IUS S01s0dwo) - Zi einbi4




81

Os dados estatisticos das andlises estdo representados nas
préximas tabelas e figuras. As tabelas 9 a 12 e as figuras 43 a 46
representam o teste t Student.

Tabela 9 - Valores de p para picos presentes nas duas altitudes do
Extrato Bruto.

Picos Valor de p
Pico 1 0,138
Pico 4 0,045*
Pico 7 0,000*
Pico 10 0,010*
Pico 14 0,578
Pico 16 0,063

Figura 43 - Variagdes dos picos estatisticamente significativos do
extrato bruto.
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Legenda: EB — extrato bruto, *estatisticamente significativos.
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Tabela 10 - Valores de p para os picos presentes nas duas altitudes da

fracdo hexano.

Picos Valor de p
Pico 1 0,250
Pico 3 0,610
Pico 5 0,010*
Pico 7 0,017*
Pico 8 0,000*
Pico 9 0,887
Pico 11 0,003*
Picol4 0,126
Pico 15 0,008*

Figura 44 - VariacGes dos picos estatisticamente significativos da fracéo
hexano.
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Legenda: HEX — hexano, *estatisticamente significativo.
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Tabela 11 - Valores de p para 0s picos presentes nas duas altitudes da
fragdo diclorometano.

Picos Valor de p
Pico 1 0,051*
Pico 3 0,056
Pico7 0,208
Pico 8 0,000*
Pico 12 0,461
Pico 13 0,001*
Pico 14 0,012*

Figura 45 - VariacGes dos picos estatisticamente significativos da fracdo
diclorometano.
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Legenda: DCM — diclorometano, *estatisticamente significativo.
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Tabela 12 - Valores de p para os picos presentes nas duas altitudes da
fracdo acetato de etila.

Picos Valor de p
Pico 1 0,001*
Pico 3 0,003*
Pico 5 0,000*
Pico 7 0,890
Pico 8 0,000*
Pico 12 0,520
Pico 13 0,001*
Pico 14 0,129
Pico 15 0,736

Figura 46 - VariacGes dos picos estatisticamente significativos da fracéo

acetato de etila.
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Legenda: AcOEt — acetato de etila, *estatisticamente significativo.
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6 DISCUSSAO

Fatores ambientais como  sazonalidade, temperatura,
disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes e altitude
podem influenciar o perfil de metabdlitos secundarios de uma planta
(GOBBO-NETO; LOPES 2007). No caso da espécie estudada, fatores
gue podem influenciar as diferencas no perfil sdo a temperatura e
radiacdo solar relacionada com a altitude e nutrientes.

A temperatura do ar €, dentre os elementos climaticos, o que
promove maiores efeitos diretos e significativos sobre muitos processos
fisiolégicos que ocorrem em plantas e animais (MEDEIROS et al.,
2005). No entanto, existem poucos estudos sobre sua influéncia isolada
na producdo de metabdlitos secundarios devido ao fato de estar
associada a outros fatores, como altitude e sazonalidade (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).

O clima de Santa Catarina € subtropical imido. As temperaturas
médias variam de acordo com o local: sdo mais baixas nas regides
serranas e mais elevadas no litoral, no sudeste e no oeste catarinense
(SANTA CATARINA, 2013).

As éareas estudadas apresentam variacbes de temperatura,
considerando a geografia e alteragdes climaticas decorrentes das
variagOes de altitude. A Serra da Rocinha apresenta temperaturas muito
baixas no inverno, com ocorréncia de geadas. A area litoranea apresenta
temperaturas mais amenas no inverno e temperaturas extremamente
elevadas no verao.

Em relacdo a andlise do solo, alguns fatores foram analisados
como pH, porcentagem de argila, macronutrientes e micronutrientes.
Segundo a interpretacdo dos resultados fornecida pelo laudo da EPAGRI
(Anexo A), os solos apresentaram pH muito baixo (em torno de 4,5) e
baixo (em torno de 5,2) nas altitudes de 25 m e 800 m, respectivamente.

Porém, esses resultados sdo condizentes com estudo realizado por
Barreto e colaboradores (2006), que um remanescente de Mata Atlantica
apresentou pH de solo igual a 4,5, tendo como justificativa que os solos
sob mata geralmente apresentam menores valores de pH, uma vez que a
mineralizacdo da matéria organica e &cidos liberados pelas raizes das
plantas contribuem para aumentar a acidez do solo. C. pinnatifida foi
coletada em seu habitat natural, e a vegetacdo esta adaptada a este pH.
Caso a espécie for cultivada para fornecimento de matéria-prima
visando a producdo de um fitoterapico, aconselha-se um solo com pH
variando de 6,0 a 6,5 (AZEVEDO; MOURA, 2010).
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O solo na altitude de 25 m apresentou um teor médio de 2,2% de
matéria organica, enquanto que na altitude de 800 m apresentou um teor
médio de 4,4%. A maior altitude apresentou o dobro de matéria
organica. Para a menor altitude, o teor é considerado baixo e para maior
altitude é considerado médio. O teor de matéria organica no solo é usado
como indicador da disponibilidade de nitrogénio (SBCS, 2004). Solos
com maior concentracdo de nitrogénio podem influenciar a producéo de
compostos nitrogenados.

Em se tratando de macronutrientes na andlise de solo, existe uma
diferenca na concentracdo de fdsforo, potassio, aluminio e calcio. A
concentracdo de fosforo foi cerca de duas vezes maior na altitude de
800 m quando comparada com a altitude de 25 m. Aluminio e caélcio
também apresentaram concentragdes maiores na altitude de 800 m. Em
relacdo ao potéssio, a concentracdo na altitude de 800 m foi maior,
apresentando cerca de trés vezes mais que a concentracao de potassio na
altitude de 25 m. Desta forma, a relacdo calcio/potassio e
magnésio/potassio também apresentaram diferencas nas duas altitudes.

Segundo a interpretacdo do laudo de analise da EPAGRI
(ANEXO A), as concentracdes de potassio e magnésio na altitude de
25 m foram consideradas altas. Na altitude de 800 m a concentragédo de
potéssio foi considerada muito alta e a concentracdo magnésio foi
considerada alta (SBCS, 2004).

O magnésio apresentou concentracdo média de 2,2 cmolc/dm® na
altitude de 25 m e 3,1 cmolc/dm?® na altitude de 800 m. Valores acima de
1 cmolc/dm® sdo considerados altos para este macronutriente. O
magnésio tem algumas fungdes nas plantas e esta envolvido em alguns
processos metabolicos e reagfes como fosforilagdo, fotossintese e
sintese proteica. A deficiéncia de magnésio traz prejuizos no
crescimento e na producdo da planta. Uma importante enzima Mg-
ativada é a ribulose-1,5-bifosfato carboxilase, enzima chave no processo
de fotossintese (CAKMAK; YAZICI, 2010).

O potassio apresentou concentracdo média de 147 mg/dm® na
altitude de 25 m e 537 mg/dm? na altitude de 800 m. Concentracdes alta
e muito alta nas duas altitudes, respectivamente (SBCS, 2004). O
potéssio, ao contrario do nitrogénio e fdsforo, ndo forma compostos
organicos nas plantas. Sua funcdo principal parece estar ligada ao
metabolismo, possuindo outras fungBes como sintese proteica,
decomposicdo de carboidratos para fornecimento de energia e melhora
da tolerancia ao frio (LOPES, 1998; COSTA, 2014).

O célcio teve uma concentracdo média de 3,1 cmolc/dm® na
altitude de 25 m e 7,5 cmolc/dm? na altitude de 800 m. Concentragdes
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média e alta nas duas altitudes, respectivamente (SBCS, 2004). O célcio
estimula o desenvolvimento de raizes e folhas, forma compostos das
paredes celulares e ativa varios sistemas enzimaticos nas plantas
(LOPES, 1998; COSTA, 2014).

O teor de fosforo apresentou-se muito baixo com concentracdo
média de 3,9 mg/dm® na altitude de 25 m e médio com concentracéo de
12,1 mg/dm® na altitude de 800 m (SBCS, 2004). O fésforo atua na
fotossintese, respiracdo, armazenamento e transferéncia de energia,
divisio celular e crescimentos das células. E considerado um nutriente
primario, assim como o potassio e nitrogénio (LOPES, 1998).

Houve também diferencas entre os micronutrientes analisados nas
duas altitudes. O cobre e 0 zinco foram cerca de duas a trés vezes maior
na altitude de 800 m comparado com a altitude de 25 m. Em
contrapartida, os micronutrientes ferro e zinco se apresentaram numa
concentracdo menor na altitude de 800 m, com concentracdo de ferro de
cinco a sete vezes menor que na altitude de 25 m e manganés com
concentragcdes um pouco menores que na altitude de 25 m.

A concentracdo de cobre apresentou uma concentracdo média de
0,8 mg/dm® na altitude de 25 m, enquanto que na altitude de 800 m
apresentou uma concentracdo média de 2,3 mg/dm®. Segundo a SBCS
(Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo) (2004), concentracfes acima
de 0,4 mg/dm® sdo consideradas altas para este micronutriente. O cobre
€ necessario para a formacdo de clorofila nas plantas, catalisa varios
processos no metabolismo vegetal e promove diversas reacdes, apesar
de ndo fazer parte dos produtos formados por essas reacOes. Grandes
guantidades de cobre podem ser téxicas para as plantas. O excesso
diminui a atividade do ferro e causa sintomas de deficiéncia deste
micronutriente no vegetal (LOPES, 1998).

A concentracdo média de zinco na altitude de 25 m foi de
2,2 mg/dm®, enquanto que na altitude de 800 m a concentracdo média
foi de 57 mg/dm®. Concentracdes acima de 0,5 mg/dm® séo
consideradas altas (SBCS, 2004). O zinco auxilia na sintese de
substancias que atuam no crescimento e nos sistemas enzimaticos, ativa
certas reagdes metabdlicas e é necessario para producdo de clorofila e
formacéo de carboidratos. Solos argilosos, em geral, contém mais zinco
gue solos arenosos, porém o teor de zinco total do solo ndo indica o
quanto deste micronutriente esta disponivel para as plantas (LOPES,
1998).

A concentracdo média de ferro na altitude de 25 m foi de
209 m%/dms, enquanto que apresentou uma concentragdo média de 33
mg/dm® na altitude de 800 m. Concentracdes acima de 5 g/dm® séo
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consideradas altas e segundo o manual, ndo h& interpretacdo com
concentracdo baixa ou média (SBCS, 2004). Portanto, as concentragdes
de ferro estéo dentro da normalidade, com teor de ferro maior na altitude
de 25 m. O ferro é um catalisador que auxilia na formacao de clorofila,
age como um carregador de oxigénio e auxilia na formacédo de sistemas
respiratorios envolvendo enzimas. Sua deficiéncia pode ser evidenciada
pelo amarelamento das folhas conhecido como clorose (LOPES, 1998).

O manganés apresentou concentragdes médias de 81 mg/dm® na
altitude de 25 m e 54 mg/dm?® na altitude de 800 m. Concentragdes
acima de 5 mg/dm® sdo consideradas altas para este micronutriente
(SBCS, 2004). O manganés atua como parte do sistema enzimatico nas
plantas, ativa reagcbes metabodlicas importantes e tem acdo direta na
fotossintese, na sintese de clorofila.

Em resumo, a concentracdo de macronutrientes apresentou-se
elevada para ambas altitudes, com excecdo do fosforo que teve um teor
baixo na altitude de 25 m e teor médio na altitude de 800 m. Os
macronutrientes fésforo, potassio e magnésio apresentaram diferencas
estatisticamente significativas, com concentragdo mais elevada na
altitude de 800 m. O teor de micronutrientes apresentou-se também de
forma elevada (com excecdo do ferro) em ambas altitudes, com
concentracdo mais elevada na altitude de 800 m. Todos os
micronutrientes apresentaram diferengas estatisticamente significativas.
Sugere-se que o solo nas duas altitudes seja rico em nutrientes, porém
altas concentragdes podem ser prejudiciais as plantas ja que estes
elementos estdo disponiveis para absorcdo. No entanto, ndo se observou
nenhuma caracteristica morfolégica anormal.

A umidade do solo também se apresentou de forma diferente nas
duas altitudes, com uma maior retencdo hidrica na altitude de 800 m.
Essa diferenca foi estatisticamente significativa. O estresse hidrico pode
influenciar a concentracdo de metabdlitos secundarios e ha relatos de
que pode haver um aumento na producdo de glicosideos cianogénicos,
alguns terpenoides, antocianinas e alcaloides (GOBBO-NETO; LOPES,
2007). No estudo néo se pode falar que houve um estresse hidrico, mas
gue uma umidade mais alta pode influenciar o perfil de metabdlitos
secundarios.

A temperatura, como um elemento constituinte do clima, é
influenciada por diversos fatores, dentre eles a variacdo de altitude.
(MEDEIROS et al., 2005). A temperatura do ar normalmente decresce
com a elevagdo da altitude numa proporcdo de, aproximadamente,
1°C/100 m. Esta taxa de perda de calor ocorre, pois uma massa de ar
Seco em ascensao esta sujeita a pressdes atmosféricas cada vez menores,
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expandindo seu volume e diminuindo a temperatura, isto &,
transformando energia térmica em energia potencial. No entanto, como
0 gradiente térmico depende da saturagdo do ar, na média, o decréscimo
da temperatura do ar com a altitude em geral se situa em torno de 1 °C a
cada 180 m (DURY, 1972). Desta forma, sabe-se que ird haver uma
diferenca de temperatura entre uma altitude de 25 m e uma altitude de
800 m.

A coleta de C. pinnatifida ocorreu em pontos bem diferentes
climaticamente. Uma coleta a 25 m na regido litoranea e outra coleta a
800 m na regido serrana onde, nesta Ultima, as temperaturas podem ficar
negativas durante o inverno com ocorréncias de geadas.

O estresse metabdlico causado por geadas pode ter influéncias
significantes nos niveis de metabdlitos secundarios. Estudos com
Artemisia annua verificaram que o conteldo de artemisinina, uma
lactona sesquiterpénica, aumentou consideravelmente apds estresse
metabdlico causado por geada (WALLAART et al., 2000). Na andlise
cromatogréfica das fracGes de C. pinnatifida reveladas com anisaldeido
sulfarico, verificou-se a ocorréncia de uma banda de coloragdo violeta
apenas na altitude de 800 m, tanto no inverno quanto no verdo. Pode ser
provavel que seja um metabdlito secundario da classe dos terpenos e
pelo fato de a familia Asteraceae ser rica em lactonas sesquiterpénicas, €
possivel que seja um composto desta familia encontrado na altitude de
800 m.

A radiacdo solar é outro fator que pode influenciar na produgdo
de metabolitos secundarios, como compostos fenolicos, flavonoides,
taninos e antocianinas. Outras classes de metabdlitos secundarios
também podem ser influenciadas pela intensidade de luz como
terpenoides e alcaloides (GOBBO-NETO;LOPES, 2007).

A partir dos resultados de analise do perfil de metabolismo
secundério de C. pinnatifida, sugere-se que houve diferengas entre as
duas altitudes em decorréncia de um conjunto de fatores climaticos e
ambientais como altitude, temperatura, radiacdo solar e nutrientes do
solo. No entanto, uma andlise para determinacdo de compostos seria
necessaria para verificar qual(is) fator(es) seria(m) responsavel(is) pelas
diferencas no perfil.

A técnica utilizada para determinar o perfil do metabolismo
secundario de C. pinnatifida foi CCDAE. Esta cromatografia ja esta
sendo utilizada em monografias de plantas medicinais de algumas
farmacopeias, como as farmacopeias americana, europeia e chinesa. A
utilizacdo desta técnica por estas farmacopeias demonstra sua
importancia como ferramenta analitica de plantas medicinais e como um
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parametro para controle de qualidade (NICOLETTI, 2011). A qualidade
de plantas medicinais pode ser definida em termos de conteldo de
compostos bioativos. CCDAE é uma poderosa ferramenta que pode ser
empregada na determinacdo destes compostos em plantas (NICOLETTI,
2011; SHIVATARE et al., 2013; MOHAMED et al., 2014). Alguns
estudos tratam desses perfis em plantas utilizando a técnica por CCDAE
de espécies geralmente com interesse no seu potencial medicinal
(SUNITA; ABHISHEK, 2008; CHOTANI et al., 2012; GUNALAN et
al.,, 2012; HARIPRASAD; RAMAKRISHNAN, 2012; PATIL et al.,
2013; MOHAMED et al., 2014; KARTHIKA; PAULSAMY, 2015).

O perfil de metabdlitos secundéarios é denominado fingerprint, e é
um auténtico marcador da complexidade biol6gica. Em sentido literal da
palavra, ¢ a impressdo digital da espécie, que pode demonstrar seus
varios compostos quimicos (NICOLETTI, 2011). Segundo este mesmo
autor, CCDAE pode ser utilizado para pesquisas de adulteracdo no
sentido de que um produto disponivel no mercado apresente composi¢do
diferente do rétulo; pesquisas de substituicdo em que uma espécie €
substituida por outra e pesquisas por comparagdo em que extratos da
mesma espécie sdo comparados quanto ao seu perfil metabdlico. A
figura 20 representa o fingerprint das fragdes de C. pinnatifida e padrbes
de referéncia. Existe similaridade de perfil entre as fracGes,
comprovando que se trata da mesma espécie. Porém, também ha
diferencas no perfil cromatografico das espécies de altitudes diferentes,
ressaltando que espécies de altitudes diferentes podem apresentar
metabdlitos secundarios diferentes.

A escolha da metotologia CCDAE deve-se ao fato que esta
apresenta algumas vantagens em relagdo a cromatografia em camada
delgada. E possivel realizar analise de varias amostras e padrdes de
referéncia simultaneamente em um tempo de analise reduzido. E a
principal vantagem deste método é o escaneamento dos cromatogramas,
gue ndo é possivel na cromatografia em camada delgada, gerando dados
como Rfs em software especifico. (REICH; SCHIBLI, 2007; ANDOLA;
PUROHIT, 2010; NICOLETTI, 2011; RAM et al., 2011; SHIVATARE
etal., 2013).

Em relaclo a fase movel, comumente chamada de sistema de
solventes, seleciona-se por processo de tentativa e erro com base na
prépria experiéncia do analista, em dados da literatura e propriedades
guimicas dos analitos. Fases méveis com mais de 3 ou 4 componentes
devem ser evitadas, pois a separacdo dos compostos pode ser
prejudicada (SHINDE et al., 2011). Foi 0 que aconteceu com o sistema
de solventes Acetato de Etila/Acido Formico/Acido Acético/Agua
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(100/11/11/27). Nao houve boa separacdo dos compostos com este
sistema de solventes.

Em relagdo a analise dos perfis cromatograficos, o densitograma
da fracdo hexanica 25 m (verdo) apresentou 19 picos, engquanto que o
densitograma da fracdo hexanica 800 m (verdo) apresentou 17 picos. A
numeragdo é determinada pelo software e representa 0 nimero de picos
sendo que as numeracdes ndo se equivalem entre os dois
cromatogramas. Observando os dois densitogramas (Figuras 21 e 22),
percebe-se que o primeiro densitograma tem 2 picos a mais e que existe
visivelmente um pico na fragcdo hexano 25 m (pico 6), que nao aparece
no densitograma fracdo hexano 800 m. Os picos 2, 3, 4 e 5 se equivalem
nos dois densitogramas e parece se tratar dos mesmos COMPOStos.
Porém, existe diferenca de area nesses picos como demonstrado Tabela
7, principalmente no pico 3, em que a area da fragdo hexano 800 m é
bem menor que a area da fracdo hexano 25 m. Ha dois picos no primeiro
densitograma (picos 7 e 8) que parecem se equivaler ao pico 6 do
segundo cromatograma. O pico 9 do primeiro densitograma parece ser
um composto diferente e que ndo aparece no segundo cromatograma.

O densitograma da fracdo diclorometanica 25 m (verdo)
apresentou 15 picos enquanto que o densitograma da fracdo
diclorometanica 800 m (verdo) apresentou 14 picos (Figuras 23 e 24).
Os picos 1, 2, 3, 4 e 5 de ambos os densitogramas apresentaram o
mesmo perfil e podem ser 0s mesmos compostos em ambas altitudes. O
pico 6 na altitude de 25 m é bem menor que o pico 6 na altitude de 800
m. O pico 7 na altitude de 25 m ndo possui um pico equivalente na
altitude de 800 m. Ja o pico 8 na fracdo 25 m equivalente ao pico 7 na
fracdo 800 m possuem areas bem distintas.

O densitograma da fragdo de acetato de etila 800 m (verdo)
apresentou varios picos ausentes em comparacdo com a fracdo acetato
de etila 25 m (verdo). Isto ocorreu provavelmente por falha técnica.
Todas as fragdes solubilizadas em etanol apresentaram a cor verde, com
excecdo da fracdo acetato de etila 800 m que apresentou cor levemente
amarronzada. Desta forma, ndo foi possivel concluir algo nesta fragao.

De forma a obter dados para a fragdo acetato de etila, realizou-se
nova coleta de C.pinnatifida no més de agosto de 2016. Por isso, nesta
coleta obteve-se 2 fracBes acetato de etila: uma obtida pela forma
sequencial (cicloexano, diclorometano e acetato de etila), e outra ndo
sequencial com particdo direta com acetato de etila, para diminuir a
possibilidade de erro. Analisando os densitogramas obtidos da coleta de
inverno (Figuras 32 a 39), observam-se semelhancas e diferencas em
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cada extrato e fracGes nas duas altitudes. Estas diferengas foram
analisadas estatisticamente.

As figuras 40 e 41 representam todos o0s picos encontrados em
cada extrato bruto e fracbes e suas respectivas areas da coleta de
inverno, nas duas altitudes. Os picos 1, 7 e 14 foram encontrados em
todos os extratos e fragdes. O pico 2 foi encontrado apenas na fragdo
hexano 800 m, o que se sugere que este composto seja produzido apenas
nesta altitude. Este composto apresentou um intervalo de Rf de 0,13 a
0,16. O pico 6 foi encontrado apenas na fracdo hexano 800 m e
diclorometano 800 m, sugerindo que esse composto seja encontrado
apenas na altitude de 800 m. O Rf para ambas as fracfes apresentou um
intervalo de 0,42 a 0,47,

Analisando a Figura 42, obteve-se 16 picos diferentes,
considerando os extratos brutos e fragdes. O extrato bruto a 25 m
apresentou 9 picos e o extrato bruto a 800 m apresentou 7 picos. Os
picos 5, 9 e 12 aparecem no extrato bruto a 25 m e ndo no extrato bruto
a 800 m. O pico 8 aparece no extrato bruto a 800 m mas ndo no extrato
bruto a 25 m. Em relacdo a fracdo hexano, a altitude de 25 m apresentou
10 picos enquanto que a altitude de 800 m apresentou 11 picos. A fragdo
hexano 800 m apresentou o0 pico 2 e 0 pico 6 e ndo apresentou 0 pico 4,
comparando com a fragdo hexano 25 m. A fragdo diclorometano 25 m
apresentou 11 picos enquanto que a fracdo diclorometano 800 m
apresentou 8 picos. Os picos 4, 5, 9 e 10 ndo apareceram na fracdo
diclorometano 800 m enquanto que o pico 6 ndo apareceu na fragdo
diclorometano 25 m. A fragdo acetato de etila 25 m apresentou 11 picos
enquanto que a fracdo acetato de etila 800 m apresentou 9 picos. A
fracdo acetato de etila 800 m ndo apresentou os picos 4 e 11 em
comparacgdo com a fracdo acetato de etila 25 m.

No extrato bruto, 3 picos presentes nas duas altitudes
apresentaram resultado estatisticamente significativo no teste t Student
com p<0,05. Séo eles: pico 4, pico 7 e pico 12 conforme demonstrado
na Tabela 9 e Figura 43. Os picos 5, 9, 12 e 15 apareceram apenas na
altitude de 25 m enquanto que o pico 8 na altitude de 800 m.

Na fracdo hexénica, os picos 5, 7, 8, 11 e 15 apresentaram
diferencas estatisticamente significativas como demonstrado na Tabela
10 e Figura 44. O pico 2 apareceu apenas na fracdo hexanica a 800 m. O
pico 4 apareceu somente a 25 m e o pico 6 apareceu somente na altitude
de 800 m.

Na fracdo diclorometéanica, os picos 1, 8, 13 e 14 apresentaram
diferencas estatisticamente significativas (Tabela 11 e Figura 45). O
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pico 6 apareceu apenas na altitude de 800 m, e os picos 4, 5, 9 e 10
apenas na altitude de 25 m.

Na fracdo acetato de etila, os picos 1, 3, 5, 8 e 13 apresentaram
diferencas estatisticamente significativas (Tabela 12 e Figura 46). O
pico 4 e 11 apareceram apenas a 25 m.

Vale ressaltar que dois compostos apareceram apenas na altitude
de 800 m, identificados pelos picos 2 e 6, na coleta do inverno.

Apesar de a coleta ter ocorrido em duas estacbes do ano
diferentes, ndo foi possivel fazer uma analise sazonal, ja que condigdes
experimentais foram diferentes. A quantidade de amostra maior
depositada sobre a placa assim como maior concentragdo de amostra
referente a coleta de inverno, influencia o perfil dos densitogramas.

Desta forma, analisando conjuntamente os resultados obtidos,
sugere-se que ha variagdo qualitativa na coleta de verdo e variacdo quali
e quantitativa na coleta de inverno. Esta variacdo pode ser decorrente de
fatores como a altitude, temperatura, nutrientes do solo e radiagéo solar.
Nao se pode especificar qual(is) fator(es) esta(ao) influenciando o perfil,
pois € necessario saber com exatiddo a qual familia pertence os
compostos. Contudo, supbe-se que a altitude de 800 m contenha fatores
favoraveis que podem influenciar o perfil e producdo de novos
compostos.

7 CONCLUSAO

As andlises dos perfis cromatograficos de Calea pinnatifida
permitiram constatar que existem diferencas na producao de metabdlitos
secundarios em cada estacdo e em cada altitude. A coleta do verdo
exibiu um perfil diferente nas duas altitudes, observando o perfil das
fracbes. A visualizacdo dos densitogramas permite fazer esta
constatacdo. A coleta de inverno também apresentou diferencas em seus
perfis cromatogréaficos, que podem ser observadas estatisticamente.
Essas diferencas podem ser decorrentes de um conjunto de fatores
ambientais como altitude, temperatura, nutrientes do solo e radiacao
solar. Para determinagdo de qual(is) fator(es), € necessério estabelecer
quais compostos sofreram variagdo e este ndo foi objetivo do trabalho.
Em relacdo as diferencas sazonais, ndo foi possivel uma conclusdo ja
que condicdes experimentais foram diferentes.

Dois compostos quimicos, referentes aos picos 2 e 6 da anélise do
inverno, apareceram apenas na altitude de 800 m. Estes compostos
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podem servir como parametros para controle de qualidade ou como
marcadores quimicos de espécies de altitudes maiores.

O solo onde C. pinnatifida se desenvolve apresentou altas
concentragbes de macro e micronutrientes nas duas altitudes.
Comparando as altitudes, os macronutrientes fdsforo, potéassio e
magnésio apresentaram diferencgas estatisticamente significativas. Estes
macronutrientes apresentaram-se de forma mais elevada na altitude de
800 m. Em relacdo aos micronutrientes, todos apresentaram diferencas
significativas, com cobre e zinco apresentando-se de forma mais elevada
na altitude de 800 m e ferro e manganés de forma mais elevada na
altitude de 25 m.

E a primeira vez que se realiza fingerprint utilizando CCDAE
como metodologia para esta espécie. Esta documentacdo é importante
para investigacBes futuras e poderd servir como um pardmetro de
controle de qualidade.

A metodologia empregada permitiu fotodocumentacdo com a
captura de imagens dos cromatogramas e escaneamento destes pelo
Espectrofotodensitometro TLC Scannes 3 CAMAG acoplado ao
software Wincats, gerando dados como Rfs e densitogramas.

Considerando a importancia de C. pinnatifida e dados ainda néo
conclusivos, é necessario ampliar estudos etnobotanicos, quimicos,
farmacoldgicos e toxicol6gicos para esta espécie. Estes estudos sdo
fundamentais para ampliar os conhecimentos sobre a planta e garantir
seu uso seguro e eficaz, além de contribuir para a manutencdo da
biodiversidade e sua explora¢do sustentavel, ja que se trata de uma
espécie nativa.

8 CONSIDERAGCOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Considerando que o0 género Calea possui grande riqueza
especifica e algumas das espécies com atividades bioldgicas relatadas,
sentiu-se a necessidade de escrever um artigo de revisao sobre o género,
abordando compostos quimicos isolados e atividades bioldgicas
relatadas.

Em relagdo ao perfil de C. pinnatifida, dois compostos (pico 2 e
pico 6) apareceram apenas na altitude de 800 m. A pesquisa continuou,
porém ndo em tempo habil para apresentar resultados nesta dissertacao,
ja que os ensaios estdo sendo realizados na Franga com apoio da
Universidade de Rennesl. Esses dois compostos foram isolados e se
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encontram em andlises espectrométricas para que suas estruturas possam
ser determinadas e identificadas.

A partir dos estudos realizados para a presente dissertacdo e de
ensaios complementares realizados na Franca, espera-se submeter o
segundo artigo do grupo de pesquisa abordando especificamente C.
pinnatifida.

Algumas perspectivas sdo possiveis para a continuidade deste
estudo, como ensaios farmacoldgicos e toxicoldgicos in vivo e in vitro
de diferentes extratos preparados a partir de diferentes altitudes.

Este trabalho me possibilitou novos desafios e experiéncias.
Realizar estagio em um pais de renome cientifico e historico foi
desafiador, tanto do ponto de vista profissional quanto pessoal.
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ANEXO A — LAUDOS DE ANALISE DE SOLO
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%"’E’ Secretaria de Estado da Agricultura e da Pesca

E pagri Empresa de Pesquisa Agropecuarna e Extensio Rural de Santa Catarina

c : d Ed

Laboratério de Andlise de Solos
Integeante da Rede Oficial g2 Laboratdios de Andlise de Salos
& de Terido Vegetal dos Estado do RS e SC - Rolas

Relatdrio de Andlise de Solo

Localidad
Municipio CRICIOMASSC

Femetente GR.Criciuma

ional de Cricitma - 83_£81.074/0001-04
AVENIDA Universitéria 1105 Bairro Universitdrio,

H® do Relatério: 47535

CEP: BAB0E- Data Entrada: 12/04/2016

Dats Emissdo:r 11/05/2016

Analise : Particular

Municipio CRICIOMASSC Copias. : 3
Matrieula
[W* da Amestral Ref. Area | MatOrg. |% Argila [pHe-Agua| Indice P K MO Al Ca Mg
[} miv 1:1 SMP | mgldm® | mgidm® [ % emolcid
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1 1 |
Interpretagio dos Resultados das Andlises
p s o i | m e
=2 ' : H P H i 1 H =1 : ! :
P ! : : e ! i ! i P ! : ! :
K i K H K . ;
Mg H Mg H Mg ;

M E3be Eamm  Mede | Ao
Amazira 5407

Cristiano Mora
QUIMICO CRQ XIIT 13100823
Raspomsival Técmics

Salo digital da flscallzagao da laudo
38871 |E18-SAD
Confira o3 dados do lauds am:
KETp://S0l0S1T. Gpagrl.Sc. gov.brf
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'%\-:-: Secretaria de Estado da Agricultura e da Pesca

BRe
EpagriEmpresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina @ ansj
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& de Tecido Viegetal dos Estado do RS e SC - Rolas
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AVENIDA Universitaria 1105 Bairro Universitario, CEP: BS8806&- Data Entrada: 12/04/201&
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Produtor. .
Localidade
Municipio.

Eemetente..: GR.Criciuma Analise Farticular
Municipio..: CRICTOMASSC Copias. .. 3
Matricula..:
[W* da Amostral et Area | MaLOrg. |% Argila [pH-Agua| Indice P K WO ] Ca Mg
ha) miv 11 SMP | mgidm® |mgldm® | % emolcid
L Ti-thesd - 1] L1 55 WE | Be00 | 45 [T &1 I8
5411 05 -t sl - 18 52 57 0T | 5200 | 46 1.5 68 7
5412 06 » tbe sailcalea - 13 54 60 e | 8520 | 41 oo a9 ar
| |
[W¥da Amestral L8 Wailrg. | H+ na
Al v 5
L] 4 - tbe 5 TE 18,08 -3l T, [ 1048 | |
B4l 05 - the sl 82 16,83 124 83,16 10,83 | | 208
542 | 08-ibe nillcalea | 4B 19,61 0.00 TS5 1501 268 | M| 62
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |

Interpretagdo dos Resultados das Andlises

M Eam EBasn  Made | Aks ML AR M B3ty Egke  Méde | Abs ML AR M. Basn  Baeo  Meso AR ML A
Amastra 5410 Amostra 5411 Amostra 5412

Cristians Mora
QOiMICO CRQ XIIT 13100823
Basponsavel Técnice

Salo digital de Flscalizagie de lauds
38571FED-ABES -4E13-5A07-5T04E3505EER
Confira os dases do laudo am:
http://solosit epagri_sc.gov.br/
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Integrante da Rede Oficial de Laboratdrios de Andliss de Solos
& de Tarido Vegetal dos Estado do RS e SC - Rolas

Micronutrientes (CuZnFeMn)

Fundagdo Educacional de Cricitma — 83_£61.074/0001-04 H® do Relardrio: 47535
AVENIDA Universitéria 1105 Bairro Universitdrio, CEF: B8806- Data Entrada: 12/04/2016
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ANEXO B - DADOS DA DETERMINAGAO DA UMIDADE DO
SOLO
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Umidade do solo na altitude de 25 m.

Amostras Peso umido (g) | Pesoseco (g) | Umidade (%0)
1 100,063 82,326 17,726
2 100,154 83,018 17,110
3 100,067 80,936 19,118
4 100,146 84,446 15,677
5 100,190* 81,066* | @ ---—-
6 100,124 81,195 18,906
7 100,018* 79,739 | -
8 100,170 82,981 17,160
Média 100,121 82,484 17,616

*Qs valores minimo e maximo foram desprezados no calculo da média.

Umidade do solo na altitude de 800 m.

Amostras Peso imido (g) | Pesoseco(g) | Umidade (%)
1 100,220* 69,945 | @ -----
2 100,024 67,691 32,325
3 100,112 69,594 30,484
4 100,010 67,790 32,217
5 100,083 67,537 32,519
6 100,011 66,878 33,129
7 100,131 77,554 22,547
8 100,003* 68,589* | @ -----
Média 100,062 69,507 30,537

*Qs valores minimo e maximo foram desprezados no calculo da média.
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ANEXO C - DADOS DO SOFTWARE WINCATS DA COLETA
DO INVERNO PARA CONSTRUCAO DOS HISTOGRAMAS



Rfs de 0,10-0,35

Rf 0,10-0,12 | 0,13-0,16 | 0,18-0,29 | 0,30-0,35
Média 0,1 0,14 0,25 0,33
Extrato picl pic2 pic3 pic4
EB25 1005 0 0 1317
EB25 862 0 0 1583
EB25 886 0 0 914
EB25 1082 0 0 2117
Média 958,75 0 0 1482,75
DP 103,25 0,00 0,00 504,40
EBB800 773 0 0 677
EBB800 759 0 0 719
EB800 1012 0 0 1086
EBB800 709 0 0 728
Média 813,25 0 0 802,5
DP 135,32 0,00 0,00 190,30
HEX25 830 0 2333 420
HEX25 717 0 2046 426
HEX25 1153 0 3048 739
HEX25 1130 0 3924 799
Média 957,5 0 2837,75 596
DP 217,62 0,00 837,81 201,27
HEX800 1281 880 2626 0
HEX800 1331 872 2837 0
HEX800 1143 849 2718 0
HEX800 853 476 2226 0
Média 1152 769,25 2601,75 0
DP 214,60 195,94 264,97 0,00
DIC25 1736 0 1003 2099
DIC25 1886 0 912 2001
DIC25 2011 0 1017 2121
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DIC25 2173 0 1464 2219
Média 19515 0 1099 2110
DP 185,59 0,00 247,75 89,45
DIC800 1708 0 1392 0
DIC800 871 0 1225 0
DIC800 607 0 1793 0
DIC800 1503 0 1862 0
Média 1172,25 0 1568 0
DP 518,55 0,00 308,59 0,00
AE25 462 0 437 1282
AE25 511 0 503 1522
AE25 480 0 394 1306
AE25 510 0 515 1472
Média 490,75 0 462,25 1395,5
DP 23,96 0,00 56,98 119,37
AES800 1564 0 1861 0
AE800 1197 0 1401 0
AES800 1120 0 1083 0
AES800 983 0 1100 0
Média 1216 0 1361,25 0
DP 248,31 0,00 363,78 0,00

Legenda: Rf: fator de retencdo; pic:pico; EB: extrato bruto; HEX:
hexano; DIC: diclorometano; AE: acetato de etila; DP: desvio padrdo.



Rfs de 0,35-0,56

Rf 0,35-0,41 | 0,42-0,47 | 0,45-0,53 | 0,53-0,56
Média 0,39 0,44 0,5 0,55
Extrato pic5 pic6 pic7 pic8
EB25 857 0 3234 0
EB25 971 0 2945 0
EB25 1041 0 3143 0
EB25 1193 0 4023 0
Média 1015,5 0 3336,25 0
DP 140,55 0,00 473,46 0,00
EB800 0 0 781 0
EB800 0 0 746 449
EB800 0 0 955 0
EB800 0 0 649 0
Média 0 0 782,75 112,25
DP 0,00 0,00 127,69 224,50
HEX25 2574 0 1277 752
HEX?25 2493 0 1471 623
HEX25 3646 0 2516 1602
HEX25 3882 0 2447 1332
Média 3148,75 0 1927,75 1077,25
DP 717,70 0,00 644,92 466,33
HEX800 1088 1297 502 4976
HEX800 1263 971 837 4949
HEX800 1024 965 438 4899
HEX800 1473 714 308 4712
Meédia 1212 986,75 521,25 4884
DP 201,20 239,00 225,44 119,02
DIC25 4045 0 288 1415
DIC25 3984 0 214 1507
DIC25 4357 0 289 1462
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DIC25 4378 0 310 1802
Média 4191 0 275,25 1546,5
DP 205,50 0,00 42,07 174,43
DIC800 0 818 746 3113
DIC800 0 508 266 2814
DIC800 0 1173 357 3376
DIC800 0 861 350 3416
Média 0 840 429,75 3179,75
DP 0,00 272,05 214,85 278,42
AE25 2917 0 530 650
AE25 3429 0 880 597
AE25 3190 0 660 403
AE25 3742 0 781 710
Média 3319,5 0 712,75 590
DP 350,84 0,00 151,45 132,94
AE800 1733 0 1084 4793
AES800 1264 0 589 3705
AE800 1340 0 652 4079
AE800 1146 0 607 3903
Média 1370,75 0 733 4120
DP 254,35 0,00 235,50 473,96

Legenda: Rf: fator de retencdo; pic:pico; EB: extrato bruto; HEX:
hexano; DIC: diclorometano; AE: acetato de etila; DP: desvio padrdo.




Rfs de 0,60 -0,79

Rf 0,60-0,65 | 0,65-0,71 | 0,69-0,79 | 0,75-0,79
Média 0,64 0,67 0,73 0,77
Extrato pic9 picl0 picll picl2
EB25 1072 1404 0 229
EB25 1250 1517 0 276
EB25 1335 601 0 303
EB25 1376 2158 0 373

Média 1258,25 1420 0 295,25
DP 134,80 639,03 0,00 60,18
EB800 0 2672 0 0
EBB800 0 2393 0 0
EBB800 0 3243 0 0
EB800 0 2799 0 0
Média 0 2776,75 0 0
DP 0,00 354,08 0,00 0,00
HEX25 1222 0 7708 0
HEX25 1478 0 7861 0
HEX25 2711 0 9709 0
HEX25 2596 0 9759 0
Média 2001,75 0 8759,25 0
DP 761,25 0,00 1127,46 0,00
HEX800 2576 0 12832 0
HEX800 2123 0 12834 0
HEX800 1874 0 12959 0
HEX800 1146 0 13514 0
Média 1929,75 0 13034,75 0
DP 597,87 0,00 324,98 0,00
DIC25 0 330 0 330
DIC25 0 498 0 499
DIC25 5395 0 0 510
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DIC25 0 688 0 688
Média 1348,75 379 0 506,75
DP 2697,50 291,94 0,00 146,24
DIC800 0 0 0 746
DIC800 0 0 0 342
DIC800 0 0 0 262
DIC800 0 0 0 239
Média 0 0 0 397,25
DP 0,00 0,00 0,00 236,65
AE25 0 0 1697 1650
AE25 0 0 0 1331
AE25 0 0 0 1159
AE25 0 0 0 1515
Média 0 0 424,25 1413,75
DP 0,00 0,00 848,50 214,33
AE800 0 0 0 2681
AES800 0 0 0 1474
AE800 0 0 0 1197
AE800 0 0 0 1291
Média 0 0 0 1660,75
DP 0,00 0,00 0,00 689,82

Legenda: Rf: fator de retencdo; pic:pico; EB: extrato bruto; HEX:
hexano; DIC: diclorometano; AE: acetato de etila; DP: desvio padrdo.



Rfs de 0,74 — 0,92

Rf 0,74-0,84 | 0,78-0,87 | 0,88-0,90 | 0,91-0,92
média 0,8 0,85 0,89 0,92
Extrato picl3 picl4 PIC15 PIC16

EB25 0 3391 51 0
EB25 0 3239 40 0
EB25 0 2927 42 0
EB25 0 4251 114 347
Média 0 3452 61,75 86,75
DP 0,00 566,60 35,16 173,50
EB800 0 3252 0 524
EBB800 0 3283 0 596
EBB800 0 4454 0 1703
EB800 0 3756 0 2182
Média 0 3686,25 0 1251,25
DP 0,00 561,39 0,00 822,32
HEX25 0 15302 1644 0
HEX25 0 17014 2107 0
HEX25 0 18727 2092 0
HEX25 0 18517 2155 0
Média 0 17390 1999,5 0
DP 0,00 1587,33 238,52 0,00
HEX800 0 14288 1445 0
HEX800 0 14657 1325 137
HEX800 0 15799 1475 78
HEX800 0 17350 1639 0
Média 0 15523,5 1471 53,75
DP 0,00 1377,11 129,40 66,58
DIC25 3924 3999 0 0
DIC25 4298 5176 0 0
DIC25 4682 5304 0 0
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DIC25 5149 5664 0 0
Média 4513,25 5035,75 0 0
DP 524,79 721,38 0,00 0,00
DIC800 8283 7212 0 0
DIC800 6979 6013 0 0
DIC800 7826 6868 0 0
DIC800 9212 8180 0 0
Média 8075 7068,25 0 0
DP 930,82 896,35 0,00 0,00
AE25 2202 6665 444 0
AE25 2539 4660 460 0
AE25 1881 3751 388 0
AE25 1661 7291 438 0
Média 2070,75 5591,75 432,5 0
DP 383,14 1662,91 31,09 0,00
AE800 7512 7494 500 0
AES800 6471 6554 401 0
AES800 8107 7817 403 0
AE800 5979 7357 467 0
Média 7017,25 7305,5 442,75 0
DP 967,59 536,83 48,95 0,00

Legenda: Rf: fator de retencdo; pic:pico; EB: extrato bruto; HEX:
hexano; DIC: diclorometano; AE: acetato de etila; DP: desvio padréo.




